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REMOGAO DE AZOTO NUM REACTOR DESCONTINUO SEQUENCIAL DE
BIOFILME COM AREJAMENTO INTERMITENTE DE ELEVADA FREQUENCIA
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INTRODUGAO

A descarga de azoto em meios hidricos superficiais constitui um dos principais problemas
com que, reconhecidamente, as entidades gestoras de sistemas de saneamento de aguas
residuais se deparam em Portugal. Neste quadro, o reactor descontinuo sequencial -
denominado SBR do acrénimo Sequencing Batch Reactors - tem um potencial interessante
para a eliminagao de compostos azotados comparativamente com o processo convencional
de lamas activadas. E um processo de carga repetida, constituido por diversas fases
sequenciais (enchimento, reaccio, sedimentacdo e descarga), dispensando o decantador
secundario e a recirculagcdo de lamas. A possibilidade de variagdo do tempo de cada uma
das fases confere uma flexibilidade consideravel aos diversos processos de tratamento de
aguas residuais (Artan et al., 2005).

O reactor SBR torna-se particularmente interessantes na variante com biofiime (SBBR -
Sequencing Batch Biofilm Reactor), uma vez que o crescimento microbiano na interface
solido/liquido do suporte maximiza a retengao de biomassa com uma taxa especifica de
crescimento baixa, que de outro modo seria arrastada do sistema. Esta particularidade
confere uma robustez acrescida aos sistemas de remocdo de azoto, uma vez que a
nitrificacdo fica claramente beneficiada com a acumulacdo de biomassa autotréfica no
reactor.

O controlo dos processos de nitrificagao/desnitrificacdo é, em regra, exercido de forma
expedita através da variavel tempo, ou seja, a duracdo das fases andxicas e aerdbias é
ajustada pela temporizagdo do arejamento (Rodrigues et al., 2001). Periodos prolongados
de arejamento permitem a remocao total de carbono, pela biomassa heterotréfica, e também
beneficiam a capacidade de nitrificacdo do sistema. No entanto, afectam negativamente o
processo subsequente de desnitrificacdo, durante os periodos andxicos, exigindo em muitos
casos a adicao de uma fonte externa de carbono, constituindo assim um custo acrescido de
operacao (Luostarienen et al., 2006). Existe, assim, um compromisso entre a extengado dos
periodos aerdbios e anodxicos que maximiza a remocdo de azoto. Alguns autores
reconheceram as vantagens do fornecimento de oxigénio por oscilacdo de elevada
frequéncia (HFO) em sistemas com remogdo de azoto com o objectivo de optimizar o
processo de nitrificagcdo e desnitrificagdo simultanea (SND) (Villaverde et al., 2000; Yoo et
al., 1999, Insel et al., 2006; Luostarienen et al., 2006).

Neste contexto, o presente trabalho visou a optimizacdo da remocado de azoto num SBBR
com alimentagao continua, através do fornecimento de oxigénio de modo intermitente.

MATERIAIS E METODOS

Descrigao do reactor e condigoes de operacgao

O reactor descontinuo sequencial de biofilme (SBBR, Figura 1), com um volume total de 28
L, operou, a temperatura ambiente (= 22 °C), com alimentacdo continua em ciclos de 300
min, compostos por duas fases sequenciais: a fase de reaccdo (260 min) e a fase de
descarga (20 min). O volume de liquido descarregado, em cada ciclo, correspondeu a 48 %
do volume total do reactor e o tempo de retencao hidraulico foi de 9.2 h. O suporte utilizado
para a formacgao do biofilme é de polietileno, tem de altura 10 mm e 30 de didmetro e tem
uma area especifica de 407 m%*m?>. No arranque, o reactor foi inoculado com biofilme,
proveniente de um trabalho anterior (Alves et al., 2005), perfazendo este cerca de 47 % do
volume total do reactor. O arejamento foi executado de forma intermitente, tendo-se variado
a duracdo dos periodos arejados e nao arejados (Figura 2). O controlo da operacao foi
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efectuado por computador, tendo-se utilizando o software LabVIEW®, que, actuava
ligando/desligando bombas e valvulas de acordo com os tempos estabelecidos, em fungao
dos sinais de entrada de tempo e/ou nivel de liquido. A descricdo detalhada do
procedimento experimental encontra-se em Vieira (2006).

O SBBR operou com um efluente sintético contendo 300 mg-L™" de caréncia quimica de
oxigénio (CQO) e 35 mg L de azoto (N), na forma de amoénio, sendo a razdo CQO/N
semelhante a dos efluentes domésticos (8.6 g-g™'). A carga média em termos de matéria
organica e azoto foi de 1.22 kg'm>d”' e 0.14 kg'm>d”, respectivamente. O efluente
sintético tem a seguinte composigéo: 643 mg-L'1 de NaCH;COO-H,0, 130 mg-L'1 de NH,4CI,
210 mg-L™" de NaHCO3, 44 mg-L" de KH,PO4 e 1 mL-L™" de solucdo de microelementos
(Vishniac e Santer, 1957).

Os ibes amonio, nitrito e nitrato foram quantificados por espectrofotometria de acordo com o
Standard Methods. O ido acetato foi quantificado por cromatografia liquida de alta presséao.
A biomassa em suspensdo e no biofilme foi quantificada por gravimetria acordo com o
Standard Methods.
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Figura 2 — Ciclo do SBBR com alimentag&o continua, periodos intermitentes de arejamento e descarga

Método de calculo:

No inicio de cada ciclo a fase liquida contida no reactor € caracterizada pelo volume
estacionario Vg e pela concentragdo de cada componente i, Ck,,, presente no instante
inicial. Em cada ciclo, € fornecido um volume V) de alimentagdo cuja concentragéo dos
diversos componentes ¢ definida por C'a. O reactor atinge um volume maximo Vr que é igual
a soma de volume estacionario Vg com o volume fornecido V. Finalmente € descarregado
um volume Vp, com concentragdo C'pb. No final do ciclo o reactor atinge as condigbes com
que inicia o ciclo seguinte com um volume Vg e concentragdo C'g .

Um balango de massa ao azoto no reactor (componente N), pode ser descrito pela seguinte
equacao:



N inicial + N fornecido + N formado = N final + N descarregado + N removido por reac¢ao
N N N _ ~N N N
Cet, Ve, +Ca Va + Migmago =Cet. Ve 1. +Cb Vb + Mremovido

Em estado estacionario, o reactor mantém as mesmas condigdes no inicio e no fim do ciclo,
logo a equagao anterior pode escrever-se da seguinte forma:

N N AN N
Miemovido ~ Miormado = CA : VA - CD : VD

O azoto fornecido ao reactor SBBR sob a forma de amoénio é gasto nos processos de
nitrificagdo, desnitrificacdo e assimilagdo. O calculo da contribuicdo de cada um destes
processos para a remocao de azoto é feito relativamente ao azoto fornecido sob a forma de
amonio.

Seguidamente apresentam-se em detalhe as equagdes utilizadas nos calculos efectuados:

Tempo de reteng¢do hidraulico (Wilderer et al., 2001)

TRH =t, -1
VE
Tempo de retengéo celular ou idade das lamas (Teichgraber et al., 2001)
SST-suspenséo +mST-biofiIme t
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Carga orgénica e Carga de amodnio - representa a quantidade de carbono (definida em
termos de CQO) e a quantidade de amoénio (definida em termos de azoto) fornecidas ao
reactor por unidade de volume e de tempo
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Capacidade de nitrificagdo - representa a massa de amoénio oxidado em cada ciclo, por
unidade de volume do reactor. A massa de amoénio oxidado calcula-se pela diferenga entre
a massa de amoénio removido € a massa de amoénio assimilado na biomassa durante um
ciclo

N-NH; N-NH; N-NH .
N _ oxidado __ mremovido — " assimilado mN'NH4 _ mAc .U
- - assimilado ™ removido +
Ve Ve NHZ/Ac

Taxa de nitrificagdo - corresponde a capacidade de nitrificacdo do reactor por unidade de
tempo. O tempo considerado € o periodo em que existem condigdes aerébias ({agr). O
periodo de tempo aerébio (faer) Ndo corresponde exactamente ao periodo de arejamento
(tar) porque no inicio dos periodos de mistura, existe ainda algum oxigénio. Nesses casos,
o valor real da taxa de nitrificacdo situa-se entre um valor minimo e um valor maximo,
considerando que ocorre nitrificacdo durante todo o processo, ou apenas durante o periodo
de arejamento, respectivamente.
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Percentagem de nitrificacdo - corresponde a razao entre a massa de amoénio oxidado e a
massa de amoénio fornecido
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Capacidade de desnitrificagdo — corresponde a massa de nitrato e nitrito (NOx) removidos
durante um ciclo, por unidade de volume do reactor
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mremovido massimilado ] CD VD

-

Ve

Taxa de desnitrificacdo - corresponde a capacidade de desnitrificagcdo do reactor por
unidade de tempo. O tempo considerado é o periodo em que existem condicbes andxicas

(tan)

O periodo de tempo anoxico (tay) Nndo corresponde exactamente ao periodo de mistura (fy)
porque durante os periodos de mistura, existe ainda algum oxigénio. Em algumas situagdes
¢é dificil de saber o valor exacto de tan. Nesses casos, calculou-se um valor minimo para a
taxa de desnitrificacdo, considerando que ocorre desnitrificacdo durante todo o periodo de
mistura.
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Percentagem de desnitrificagdo - razao entre a massa de NOx removido € a massa de
amonio fornecido

N-NOx
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Percentagem de assimilagdo - razdo entre a massa de amonio assimilado e a massa de
amonio fornecido
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Percentagem de remogé&o de azoto - razao entre a massa de azoto removido e a massa de
azoto fornecido
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Hibridacao in situ de sondas oligonucleotidicas e microscopia confocal laser de
varrimento

A composigcao microbiana do biofilme foi estudada utilizando-se a técnica da hibridagao in
situ de sondas oligonucleotidicas com o RNA ribossomal (Fluorescence in situ hybridization,
FISH). O biofilme foi removido mecanicamente do suporte e homogeneizado. A suspensao
microbiana obtida foi fixada numa solugdo de paraformaldeido (40 g-L"), de acordo com o
protocolo descrito por (Amann, 1995), e guardada a -20 °C. A caracterizacdo das
populagdes microbianas foi realizada utilizando-se sondas especificas para as bactérias
oxidantes de aménio e de nitrito (Nogueira et al., 2002), segundo a técnica descrita em
Manz et al. (1992). As sondas oligonucleotidicas foram sintetizadas e marcadas com os
fluorocromos Cy3 e FLUOS (Interactica Biotechnologie GmbH, Ulm, Alemanha).

A deteccdo de fluorescéncia foi feita com o microscépio confocal laser de varrimento Zeiss
LSM 510 (Zeiss, Jena, Alemanha) equipado com um laser de HeNe (543 nm) para a
deteccao de do fluorocromo Cy3 e um laser de Ar (450 nm — 514 nm) para a deteccao do



fluorocromo Cy5. As imagens foram obtidas com a objectiva Plan-Apochromat da Zeiss, de
imersdo em oleo, com uma ampliagdo de 63 vezes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O perfil tipico das concentracbes dos ides amonio, nitrito, nitrato e acetato e do oxigénio em
estado estacionario, nas condigbes estudadas, é apresentado na Figura 2. Nao foi detectado
acetato na fase liquida durante todo o ciclo, sendo que, nos periodos aerdbios, o acetato era
consumido para crescimento e manutengao celular, enquanto que nos periodos anoxicos, 0
acetato também era consumido no processo de desnitrificagcdo, facto que é visivel pela
reducao da concentragdo de nitrato em cada intervalo nao arejado. Durante os periodos n&o
arejados o oxigénio foi consumido completamente.
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Figura 3 — Perfis de concentragédo de oxigénio ( X), pH ( o ),amonio ( m), nitrito () e nitrato ( A) no reactor
em regime de alimentagéo continua, arejamento intermitente de elevada frequéncia_(?777).

Efeito da duracao dos periodos arejados e nao arejados na remogao de azoto

A duracéo dos periodos arejados e nao arejados foi avaliada no SBBR a operar em duas
condigbes distintas: na auséncia e na presencga de carbono organico, permitindo, deste modo,
avaliar a competicdo entre microrganismos autotréficos e heterotréficos pelo oxigénio e a
consequente extencao dos processos de nitrificagao e desnitrificagao.

Na auséncia de carbono organico na alimentacdo e submetendo o SBBR a periodos
crescentes de arejamento, compreendidos entre 20 min e 60 min por ciclo, observou-se o
aumento da percentagem de azoto nitrificado (Figura 3), tal como seria de esperar. O
aumento da disponibilidade de oxigénio e a auséncia de competicdo pela bactérias
heterotroéficas favoreceu o metabolismo das bactérias autotréficas e deste modo o processo
da nitrificagao.
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Figura 4 — Percentagem de nitrificagdo obtida na auséncia de carbono orgénico na alimentagéo, com
diferentes tempos totais de arejamento, em condi¢bes de arejamento de elevada frequéncia.

A remocao maxima de azoto no SBBR a operar na presenca de carbono orgénico e com
periodos crescentes de arejamento foi cerca de 70 % do azoto amoniacal fornecido, para
um periodo total de arejamento de 60 min, valor correspondendo a 20 % do tempo total do
ciclo (Figura 4). A percentagem de amoénio oxidado a nitrato aumentou com o tempo de
arejamento, enquanto que o azoto desnitrificado (nitrato ou nitrito reduzidos a azoto
molecular) apresentou um valor maximo para um tempo total de arejamento de 60 min. Este
resultado explica-se pelo facto do processo de desnitrificacdo depender do nitrato
disponibilizado pelo processo de nitrificacdo e ser inibido pelo oxigénio dissolvido, cujo teor
aumenta com o tempo de arejamento. Assim, dado que o nitrato e o oxigénio aumentam
com a extensdo do periodo de arejamento, justifica-se a existéncia de um periodo de
arejamento que optimiza o processo de desnitrificagdo e, desta forma, a remocgao total de
azoto. O balango massico ao azoto no SBBR a operar nas condigdes 6ptimas indicou que
cerca de 40 % do azoto fornecido na alimentacdo foi eliminado sob a forma de azoto
molecular, 30 % foi incorporado na biomassa produzida e o restante foi descarregado na
forma de nitrato.
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Composig¢ao da comunidade microbiana nitrificante no biofilme

A composicao da comunidade microbiana nitrificante no biofilme foi avaliada
qualitativamente, utilizando-se a técnica FISH com sondas oligonucleotidicas de DNA
(Figura 5). A hibridagdo in situ do biofilme com a sonda Nso01225 indicou que os
microrganismos oxidantes de amonio pertenciam a sub-classe B-Proteobacteria. No biofilme,
nao foi detectado sinal de hibridacdo com a sonda Nit3, enquanto que com a sonda
Ntspa662 se observou um sinal brilhante, excluindo-se, assim, a presenca de bactérias do
género Nitrobacter. Conclui-se, deste forma, que a oxidacdo de nitrito foi catalisada por
Nitrospira, confirmando, o reconhecimento recente da importancia desta bactéria na
oxidagdo de nitrito em varios habitats (Daims et al., 2001).

Figura 6 — Imagens de biofilme obtidas no microscépio confocal laser Zeiss LSM 510, apos
hibridagado in situ com a sonda Ntspa662-Cy3 (vermelho) para a deteccdo de Nitrospira e
com a sonda Nso1225-FLUOS (verde) para a deteccdo de todos os microrganismos
oxidantes de amonio.

CONCLUSOES

O presente trabalho demonstrou que o SBBR com arejamento intermitente de elevada
frequéncia e alimentagdo continua constitui uma tecnologia de elevado potencial para a
remocao de azoto de aguas residuais. Prevé-se que uma grande maioria dos sistemas de
lamas activadas existentes, isto €, reactores continuos, possam ser ampliados para realizar
a remogao conjunta de carbono e azoto a custo reduzido adoptando um sistema de
arejamento intermitente de elevada frequéncia, dado que o investimento num sistema de
controlo de arejamento sera rapidamente amortizado com a redugdo do consumo
energético.
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