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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia da remog&o de nitratos em
biorreatores de leito fixo composto por sabugo de milho e espuma de poliuretano (Mini
Biobobs®). Foram utilizados dois reatores em escala de bancada: biorreator 1,
preenchido com pedacos de sabugo de milho, e biorreator 2, com pedacos de sabugo
e Mini Biobobs®. Os reatores foram alimentados com agua de drenagem agricola
enriguecida com nitrato de sédio na concentracdo de 20 mg L. Foi avaliada a
remocdao de nitrato em diferentes tempos de detencéo hidraulica (TDH), de 4 a 0,67
dias, e foi realizada uma estimativa utilizando o método do Numero Mais Provavel
(NMP) de bactérias desnitrificantes presentes nos reatores no maior e menor TDH. A
remocao do nitrato foi observada em todas os ensaios estudados nos dois reatores.
As melhores médias de remocéao de nitratos ocorreram nos ensaios com TDHs mais
altos. No reator 1, ensaio 1 com TDH de 1 dia, a eficiéncia de remocao de nitrato foi
de 81,99%, a média de nitrato e nitrito no efluente foi de 3,95 mg L't e 0,02 mg L,
respectivamente, no reator 2, no ensaio 2 com TDH de 2 dias a média de nitrato e
nitrito no efluente foi de 1,66 mg L* e 0,02 mg L%, respectivamente, e a eficiéncia de
remocao de nitrato foi de 92,32%. As taxas de remocao mais baixas ocorreram no
ensaio 6, com remocao de nitrato foi 42,90% no reator 1 e 48,90% no reator 2. Os
valores de temperatura, pH e alcalinidade se mantiveram dentro dos padrdes 6timos
para desenvolvimento das bactérias desnitrificantes. Na analise do NMP de bactérias
desnitrificantes obteve-se resultados que mostraram que houve a presenca destas
bactérias na biomassa dos dois reatores, comprovando que ocorreu desnitrificacao
neste sistema. No sistema de desnitrificacdo estudado foram obtidas taxas de
remocao de nitrato acima de 70%, em ambos 0s reatores, podendo-se concluir que
este processo pode ser utilizado na remoc¢do de nitrato de aguas de drenagem
agricola.

Palavras-chave: remocdo de nitrato, sabugo de milho, espuma de poliuretano
desnitrificacéo, reator de leito fixo



ABSTRACT

This work aimed to evaluate the efficiency of nitrate removal in fixed bed bioreactors
composed of corn cob and polyurethane foam (Mini Biobobs®).Two bench scale
reactors were used: bioreactor 1, filled with pieces of corn cob, and bioreactor 2, with
pieces of corn cob and Mini Biobobs®. The reactors were fed with agricultural drainage
water enriched with sodium nitrate at a concentration of 20 mg L1. The removal of
nitrate was evaluated at different hydraulic retention time (HRT), from 4 to 0.67 days,
and an estimate was made using the Most Probable Number (MPN) method of
denitrifying bacteria present in the reactors at the highest and lowest HRT. The removal
of nitrate was observed in all tests studied in the two reactors. The best nitrate removal
averages occurred in the trials with the highest HRTs. In reactor 1, in the trial of 1 day
HRT, the nitrate removal efficiency was 81.99%, the average of nitrate and nitrite in
the inffluent was 3.95 mg L't and 0.02 mg L™ respectively, in the reactor 2 in trial 2 (2
day HRT) the average of nitrate and nitrite was 1.66 mg L' and 0.02 mg L
respectively, and the nitrate removal efficiency was 92.32%. The lowest removal rates
occurred in trial 6, for reactor 1 the nitrate removal was 42.90%, and for reactor 2 it
was 48.90%. The temperature, pH and alkalinity values remained within the optimal
standards for the development of denitrifying bacteria. In the analysis of the MPN of
denitrifying bacteria, results showed that there was the presence of these bacteria in
the biomass of the two reactors, proving that denitrification occurred in this system. In
the denitrification system studied, nitrate removal rates above 70% were obtained in
both reactors. It can be concluded that the studied denitrification system can effectively
remove nitrate from drainage water.

Keywords: nitrate removal, corn cob, polyurethane foam denitrification, fixed bed
reactor
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1 INTRODUCAO

A presenca de poluentes nas aguas e no solo se deve, muitas vezes, as
praticas agricolas que fazem o uso excessivo de fertilizantes, defensivos agricolas e
dejetos de animais. Um dos principais poluentes estudado em aguas no mundo todo
€ o nitrato. O interesse pela sua remoc¢do se deve aos danos que ele pode causar

tanto no ambiente quanto no ser humano.

A alta concentracdo de nitrato em aguas de superficie e subterraneas pode
causar a eutrofizacdo dos ambientes aquaticos, com consequente deplecdo da
concentracdo de oxigénio dissolvido, proliferacdo de algas e diminuicdo de
biodiversidade. A presenca do nitrato em aguas de consumo humano pode trazer
riscos a saude, pois pode causar a metahemoglobinemia infantil (sindrome do bebé

azul) e formar compostos cancerigenos.

Segundo a Agéncia de Protecdo do Ambiente dos EUA, o limite maximo de
concentracdo admissivel de N-NO3- ¢é de 10 mg L-1. No Brasil os limites sdo os
mesmos, segundo a Portaria GM/MS N° 888, de 4 de maio de 2021, do Ministério da
Saude, as concentracdes de nitrato em agua de consumo nao devem ultrapassar 10
mg L-1 de N-NO3- (OVEZ, 2006; BRASIL, 2021).

Tendo em vista os problemas que o excesso de nitrato pode causar, se torna
importante o desenvolvimento de tecnologias limpas para remocao desse poluente
das &guas de abastecimento e residuarias. A desnitrificacdo bioldégica tem se
destacado nesse requisito, € um processo econémico e ambientalmente limpo. A
remocao do nitrogénio dos ambientes acontece pela desnitrificacdo heterotréfica,
onde ocorre a conversdo do nitrato em nitrogénio gasoso. Para que esse processo

ocorra € necessaria a presenca de uma fonte de carbono como doador de elétrons.

Pesquisas tém utilizado biorreatores que utilizam lascas de madeira como fonte
de carbono para remover nitrato de aguas de drenagem agricola e aguas residuarias.
A utilizacdo de outros materiais como palhas de trigo, sabugo de milho, algodéao,
cascas de arroz e até mesmo plasticos tém mostrado potencial para serem utilizados

como material suporte e fonte de carbono para remoc¢ao do nitrato.

O tratamento de residuos utilizando tecnologias limpas, como biorreatores, tem

potencial para contribuir com a remocéo de compostos poluentes e manutencéao do
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meio ambiente. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
eficiéncia da remocao de nitratos em biorreatores de leito fixo composto por sabugo

de milho e espuma de poliuretano (Mini Biobobs®).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Este trabalho teve como objetivo geral avaliar a remocéo de nitratos de agua
de drenagem agricola em biorreatores de leito fixo, usando como suporte sabugo de

milho e Mini Biobobs®.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Este trabalho teve como objetivos especificos:
- Avaliar o teor de nitratos na agua de drenagem agricola;
- Avaliar a eficiéncia da remocéo de nitratos em reator com leito fixo composto por
sabugo de milho em diferentes TDHSs;
- Avaliar a eficiéncia da remocado de nitratos em reator com leito fixo composto por
sabugo de milho e Mini Biobobs® em diferentes TDHSs;
- Quantificar o NMP de bactérias heterotréficas desnitrificantes nas condicdes de
maior e menor TDH de cada um dos biorreatores.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 CONTAMINAGAO DE AGUAS SUBTERRANEAS COM NITRATOS

A agricultura € um dos agentes responsaveis pela alteracado da qualidade das
aguas. A contaminacdo dos corpos hidricos pode ocorrer devido a presenca de
substancias organicas ou inorganicas, naturais ou sintéticas e de agentes biolégicos.
As principais atividades relacionadas a perda de qualidade da 4gua nas &reas rurais
sao a agricultura intensiva, devido ao uso excessivo de defensivos e fertilizantes,
associado ao uso de residuos derivados da criagdo de animais (RESENDE, 2002;
LOCKHART,; KING; HARTER, 2013; WONGSANIT et al., 2015).

As aguas subterrdneas encontram-se mais protegidas da contaminacao.
Porém, a presenca de poluentes pode ocorrer por processos de lixiviacdo, onde a
agua da chuva ou de irrigacéo percola o solo, levando consigo substancias dissolvidas
que poderao atingir o lencol freatico e, consequentemente, as aguas superficiais, pois
sdo esses lencgdis freaticos que possibilitam a recarga destas (RESENDE, 2002; HUA
et al., 2016; JADOSKI et al., 2010).

A presenca de nutrientes na agua faz parte dos ciclos normais da natureza. Os
problemas de contaminag¢do ocorrem quando h& a presenca destes nutrientes em
excesso. Os contaminantes mais comuns sao nitrogénio (N) e fésforo (P) (RESENDE,
2002). O nitrogénio € um dos nutrientes mais utilizados pelas plantas e, nos sistemas
agricolas, tem a necessidade de ser reposto (MENDES et al., 2015). O nitrogénio que
excede as necessidades das plantas e, entdo, ndo € absorvido, pode lixiviar para
aguas subterraneas pouco profundas, ou chegar nas aguas superficiais por descargas
pontuais ou difusas (SCHIPPER et al., 2010).

Das formas de nitrogénio presentes na natureza, a amoénia (NH3) e o nitrato
(NOS3-) sdo os principais causadores de diminui¢do na qualidade da agua. A presenca
da amobnia em altas concentracdes pode ser letal aos peixes, pois € toxica a estes
organismos. Ja a amonia presente no solo ou proveniente de fertilizantes, € convertida
rapidamente ao ion amoénio, NH4+, e esse convertido em nitrato através da acao de
bactérias nitrificantes (RESENDE, 2002; MENDES et al., 2015).

O nitrato é a principal forma de nitrogénio associada a contaminacgao das aguas

por atividades agropecuarias. O anion nitrato € fracamente retido nas cargas positivas
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dos coloides do solo e, por isso, tende a permanecer mais em solucéo, principalmente
nas camadas superficiais, onde a matéria organica intensifica o carater eletronegativo
da fase solida repelindo o nitrato. Os fosfatos aplicados na adubagcdo ocupam as
cargas positivas. Assim, na solucdo do solo, o nitrato fica favoravel ao processo de
lixiviagdo e, consequentemente, ao longo do tempo, pode ocorrer aumento nos teores
de nitrato nas aguas subterraneas (RESENDE, 2002; MENDES et al., 2015). A
intensidade da contaminacdo depende de fatores como a quantidade de nitrato
presente ou adicionada no solo, permeabilidade do solo, pluviosidade, irrigacdo e
profundidade do lencol freético (RESENDE, 2002; MENDES et al., 2015).

3.1.1 Impactos relacionados ao excesso de nitrato nas aguas

O excesso de nitrato nos ambientes aquaticos pode ocasionar o fenbmeno da
eutrofizacdo, o qual favorece a proliferacdo de algas e plantas aquaticas, que podem
dificultar penetracéo de luz na agua, ocasionando alteracdes no ambiente subaquatico
(RESENDE, 2002).

Se consumido em excesso, 0 nitrato também pode trazer prejuizo a saude de
seres humanos e alguns animais. Os ruminantes, por exemplo, apresentam bactérias
no trato digestivo que séo capazes de converter nitrato em nitrito, podendo ocasionar
envenenamento (RESENDE, 2002). Ja bebés menores de seis meses de idade
correm o risco de adquirir a sindrome do bebé azul, ou metahemoglobinemia, devido
a ingestao excessiva de nitratos presentes na agua de preparo do leite infantil. Nessa
sindrome, bactérias presentes no trato digestivo convertem o nitrato a nitrito, que
reage com hemoglobina e forma um composto chamado metahemoglobina, o qual
diminui a capacidade do sangue de transportar oxigénio até os 6rgaos, causando
asfixia nos bebés, que ficam com o tom de pele azulado (RESENDE, 2002; ZOPPAS,;
BERNARDES; MENEGUZZI, 2016; JADOSKI et al.,, 2010; LOCKHART; KING;
HARTER, 2013; WONGSANIT et al., 2015).

Altas concentracdes de nitrato também tém sido relacionadas a ocorréncia de
cancer de estbmago e esofago, devido a formacédo de N-nitrosaminas, um agente
carcinogénico proveniente da interacdo do nitrito com aminas secundarias
(LOCKHART; KING; HARTER, 2013; RESENDE, 2002)

Tendo em vista o risco da presenca do nitrato na agua, a Portaria GM/MS N°
888, de 4 de maio de 2021, do Ministério da Saude, apresenta na tabela de padréo de
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potabilidade para substancias quimicas que representam riscos a saude, o valor
méaximo permissivel de 10 mg L-1 de N- NO3- (BRASIL, 2021).

3.2 PROCESSOS UTILIZADOS PARA REMOCAO DE NITRATO

Diferentes tecnologias tém sido desenvolvidas para a remocao de nitratos de
aguas. Devido a sua alta solubilidade e estabilidade, este composto possui baixa
tendéncia para precipitacao, dificultando sua remocéo. A preocupacdo em diminuir as
concentragbes de nitrato até niveis aceitaveis, resultou no desenvolvimento de
tecnologias avancadas para sua remocdo da &agua. Estas tecnologias incluem
processos biologicos, como desnitrificacdo, processos fisico-quimicos como troca
ibnica, processos que utilizam membranas como osmose reversa, ultrafiltracdo e
eletrodialise, e processos de adsor¢cdo (WANG; CHU, 2016; COSTA; KEMPKA;
SKORONSKI, 20186).

A seguir sdo apresentados alguns dos principais processos utilizados na

remocao de nitrato.
3.2.1 Processos Fisico-Quimicos

O processo de Troca-l6nica consiste na troca de ions entre uma fase solida e

insoluvel, a resina de troca-ibnica, e uma solucéo.

Neste processo a agua contaminada passa por uma coluna preenchida com
resina, que possui grupos funcionais neutralizados por anions de bases fortes, 0s
quais sdo trocados pelo contaminante até completa exaustdo da resina (JUNIOR,;
CORREA; ESPINOSA; TENORIO, 2018; COSTA; KEMPKA; SKORONSKI, 2016).

A tecnologia de membranas ocorre a passagem forcada da agua contaminada,
pela aplicacéo de forca superior a osmoética, por uma membrana semipermeavel, que
retém os ions. Este processo nédo € seletivo e acaba removendo outros ions além do
nitrato. O processo é sensivel a componentes organicos, particulas coloidais,
mudancas no pH, exposicdo ao cloro e a grandes quantidades de sélidos totais
dissolvidos, sendo necessario um pré-tratamento da agua. Além disso, devido a
producdo de salmoura durante o processo, é necessario um pés-tratamento antes da
descarga do material retido (COSTA; KEMPKA; SKORONSKI, 2016).

A adsorcdo € um processo de transferéncia de massa que ocorre em um

sistema fluido-sélido, onde o elemento que fica retido na parte sélida € chamado de
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adsorbato e a parte sélida, que mantém o adsorbato, € chamada de adsorvente. Para
haver eficiéncia no processo, o material adsorvente deve ser de alta seletividade,
longa vida e estar acessivel em grandes quantidades e a um baixo custo (COSTA,
KEMPKA; SKORONSKI, 2016).

3.2.2 Processos Bioldgicos

O processo de desnitrificacdo biol6gica tem sido considerado, economicamente
e ambientalmente, mais viavel quando comparado a outros (XU et al., 2009).

A desnitrificacéo bioldgica é realizada por microrganismos desnitrificantes que
usam nitrato como receptor final de elétrons, substancias orgéanicas e inorganicas
como doadores de elétrons e fonte de energia para sustentar o crescimento
microbiolégico. Existem dois tipos de desnitrificacdo bioldgica, heterotrofica e
autotrofica. Na desnitrificacdo autotrofica sdo utilizados compostos de hidrogénio,
como ferro ou enxofre, como fonte de energia e compostos de carbono inorganico,
como diéxido de carbono e bicarbonato, como fonte de carbono. Na desnitrificacdo
heterotréfica os microrganismos utilizam compostos de carbono como fonte de
energia, reduzindo o nitrato a nitrogénio gasoso, que €, entdo, liberado para a
atmosfera (WANG; CHU, 2016).

A desnitrificacdo em fase sélida, que envolve a utilizacdo de materiais naturais
derivados de vegetais e polimeros sintéticos biodegradaveis, os quais servem como
fonte de carbono para desnitrificagcéo e formadores de biofilme, tem se mostrado uma
alternativa promissora para remover nitrato de agua e efluentes (WANG; CHU, 2016;
Sl et al., 2018).

Nos proximos itens serao aprofundados os fundamentos do processo bioldgico
de remocé&o de nitrogénio.

3.3 REMOCAO BIOLOGICA DE NITROGENIO EM PROCESSOS CONVENCIONAIS:
NITRIFICACAO E DESNITRIFICACAO

No ciclo do nitrogénio, este elemento alterna-se de varias formas e estados de
oxidacdo através de processos bioquimicos e bioldgicos. Nas aguas, o nitrogénio
pode ser encontrado nas formas de nitrogénio molecular (N2), nitrogénio orgéanico,
amonia livre (NH3) e ionizada (NH4+), nitrito (NO2-) e nitrato (NO3-) (VON
SPERLING, 1996).
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No solo, o nitrogénio na forma de aménio (NH4+) ou amoénia (NH3) é
rapidamente oxidado a nitrito através das bactérias dos géneros Nitrossomonas e
Nitrossococcus. O nitrito, por sua vez, € rapidamente oxidado a nitrato pelas bactérias
do género Nitrobacter. O nitrato é reduzido a nitrito e deste a gas nitrogénio no
processo de desnitrificacdo realizado pelas bactérias do género Pseudomonas
(METCALF; EDDY, 2003).

Nos processos convencionais de remocéao de nitrogénio, o processo biologico
(Figura 1) envolve uma etapa aerébia de nitrificacdo, onde a amdnia é oxidada a nitrito
e nitrato e, em seguida, uma etapa anodxica de desnitrificacdo, onde estes compostos

sao convertidos a nitrogénio gasoso.

Figura 1 - Ciclo do Nitrogénio.

NH3
Fixagcdo - N
Nitrificacdo
N2
N027 NO2_

Desnitrificag} NOz —/

Fonte: AHN (2006).

3.3.1 Nitrificacao

A nitrificacdo ocorre devido a atividade de bactérias autotréficas, as quais sao
organismos de vida livre, encontrados no solo e na agua, estas realizam um processo
onde a amodnia ionizada (NH4+) é oxidada a nitrato (NO3-). Primeiramente ocorre a
oxidacdo da amonia a nitrito, processo chamado de nitritacdo, realizado por bactérias
dos géneros Nitrossomonas, Nitrosococcus, Nitrosospira, Nitrosolobus e Nitrosovibrio.
Estas oxidam compostos inorganicos (NH4+) (Equacéo 1) para obter energia para seu
crescimento. Como fonte de carbono utilizam carbono inorganico (CO2) na forma de
bicarbonato (HCO3-) e oxigénio (O2) como aceptor de elétrons, formando nitrito.

Depois, na etapa de nitratagdo (Equacédo 2), este nitrito € oxidado por bactérias do
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género Nitrobacter, formando o nitrato (CHANG et al., 2011; RODRIGUES, 2016;
ZOPPAS; BERNARDES; MENEGUZZI, 2016). As reacdes estequiométricas sao
mostradas nas equacdes 1,2 e 3 (METCALF; EDDY, 2003).

Oxidacdo da amonia a nitrito (nitritacdo):
2NH4" + 302 — 2NO2™ + 4H* +2H20 (2)

Oxidacao do nitrito a nitrato (nitratacao):
2NO2 "+ O2— 2NOg3 (2)

Reacdo Global
NHs* + 2 O2 — NO3s™ + 2H* + H20 (3)

Para cada grama de amonio oxidado (em termos de N), 4,57 g de oxigénio sao
utilizados (75% na etapa de nitritagdo e 25% na etapa de nitratacdo), 0,16 g de novas
células sado formadas, 7,14 g de alcalinidade (como CaCO3) sédo consumidas (100%
na etapa de nitritacdo) e 0,08 g de carbono inorganico séo requeridos para formacao
de novas células (METCALF & EDDY, 2016)

A nitrificacdo pode ser afetada por alguns fatores, a geracdo de H+ pelas
bactérias provoca a diminuicdo do pH do meio sendo, entdo necesséria a adicao de
agentes alcalinizantes como fonte de carbono para 0s microrganismos e para
equilibrar o pH (LI; IRVIN, 2007).

3.3.2 Desnitrificagéo

Este processo pode ser alcancado por vias heterotréficas e autotroficas,
depende da energia que sera utilizada pelos microrganismos, se € de fontes organicas
ou inorganicas (ASHOK; HAIT, 2015). Os microrganismos desnitrificantes sdo comuns
na natureza, estdo presentes nas aguas superficiais e subterraneas, no solo e em
grandes profundidades abaixo do nivel do solo (ASHOK; HAIT, 2015).

Bactérias desnitrificantes sdo, principalmente, heterotréficas anaerébias
facultativas e obtém sua energia a partir da oxidacdo de substancias organicas, as
qguais, em ambiente anoxico, reduzem nitrito e/ ou nitrato a gas nitrogénio. Estes
microrganismos utilizam os éxidos de nitrogénio como receptor de elétrons e a matéria
organica como fonte de carbono e energia (WOSIACK, 2014; ZOPPAS;
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BERNARDES; MENEGUZZI, 2016; ASHOK; HAIT, 2015). As bactérias que atuam no
processo de desnitrificacdo heterotréfica pertencem aos géneros Achromobacter,
Acinetobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Chromobacterium,
Corynebacterium, Pseudomonas, Rhizobium, Rhodopseudomonas, Spirillum e Vibrio
(METCALF; EDDY, 2003).

Na desnitrificacdo heterotréfica, as formas oxidadas do nitrogénio (nitrito e
nitrato) formadas nas reacdes de amonificacdo e nitrificacdo, sdo reduzidas a

nitrogénio molecular (Figura 2).

Figura 2 - Via do nitrogénio para desnitrificacéo heterotrofica.
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Fonte: Adaptado de ASHOK; HAIT (2015).

Neste processo ha a formacédo do 6xido nitrico (NO) e 6xido nitroso (N20),
gases intermediarios relacionados ao efeito estufa, formacdo de chuva &cida e
formacdo de camada de o0zbnio ao nivel do solo, causando grande preocupacéo
ambiental (METCALF; EDDY, 2016; ASHOK; HAIT,2015).

As enzimas envolvidas no processo de desnitrificacéo sao a nitrato redutase, a
nitrito redutase, a Oxido nitrico redutase e a Oxido nitroso redutase, as reacodes
catalisadas por elas estdo exemplificadas nas equacdes 4, 5, 6 e 7 (METCALF &
EDDY, 2016).

NOs3 + 2e + 2H* — NO2 + H20 (4)

NO2+ e + 2H* — NO + H20 (5)

2NO + 2e" + 2H* — N20 + H20 (6)
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N20 + 2e” + 2H* — N2 + H20 (7)

Cada etapa do processo de desnitrificacdo € catalisada por um sistema
enzimatico separado. Estudos com Paracoccus denitrificans indicam que a producgéo
de nitrato redutase e nitrito redutase é induzida por seus respectivos substratos. A
atividade de nitrito redutase foi fortemente inibida pela presenca de oxigénio, enquanto
a nitrato redutase nao foi inibida pelo oxigénio ou por nitrito a 0,1 milimolar (mM). O
nitrato é preferencialmente usado em comparagdo ao nitrito, mesmo que ambas as
enzimas estejam presentes. Durante os ciclos aerébio e anaerdbio, ha uma fase de
laténcia associada ao inicio da desnitrificacdo, apés essa fase o nitrato € utilizado
rapidamente e o nitrito tende a se acumular. Apds o nitrito acumular até uma
concentragdo suficiente, a atividade da nitrito redutase aumenta e o processo de
desnitrificacdo continua. A duracdo da fase de laténcia depende do grau de
aclimatacdo e das condi¢cdes de reacdo, como pH e disponibilidade de nutrientes
(GAYLE et al., 1989).

A estequiometria da reacédo de desnitrificacdo depende diretamente da fonte de
carbono utilizada. Aférmula CLO0H1903N é frequentemente utilizada para representar
a matéria biodegradavel do esgoto doméstico. As equacdes a seguir apresentam as
reacbes de desnitrificacdo utilizando esgoto doméstico (Equacdo 8), metanol
(Equacéo 9) e &cido acético (Equacdo 10) como doadores de elétrons (METCALF,;
EDDY, 2003).

C10H1903N + 10NO3" — 5N2 +10CO2 + 3H20 + NH3 + 100H" (8)
5CH30H + 6NO3 — 3N2 + 5CO2 + 7H20 + 60H" 9
5CH3COOH + 8NO3 — 4N2 +10CO2 + 6H20 + 80H- (20)

Em todas essas reacdes de desnitrificacdo, um equivalente de alcalinidade é
produzido por um equivalente de nitrato reduzido, isto corresponde a geracao de 3,57
g de alcalinidade (em termos de CaCO3) por grama de nitrogénio reduzido. A mesma
quantidade de alcalinidade é produzida na reducdo de nitrito (METCALF & EDDY,
2016).
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3.3.3 Desnitrificagéo heterotréfica em fase solida

O termo “desnitrificacdo em fase solida” esta relacionado ao uso de substratos
sélidos como uma fonte constante de carbono que, ao mesmo tempo, fornecem uma
base para o desenvolvimento da biomassa microbiana. Bactérias heterotréficas
derivam sua energia de substancias de carbono organico, como células mortas e
lisadas, matéria em decomposicdo, lascas de madeira e metanol (ASHOK;
HAIT,2015).

A eficiéncia da desnitrificacao heterotrofica é afetada pelas fontes de carbono
e a falta delas pode levar a baixa remocao de nitratos. Como alternativa para obter
maiores taxas de desnitrificacdo, tem-se utilizado a desnitrificacdo de fase sélida (Sl
et al., 2018). Para o tratamento de aAguas contaminadas por nitratos, a desnitrificacdo
biolégica tem atraido atencdo como uma tecnologia promissora, ambientalmente
correta e eficiente (ZHAO et al., 2018).

Varios materiais organicos vém sendo utilizados para desnitrificacdo. A madeira
€ bastante usada devido ao seu baixo custo, disponibilidade e alta proporcéo de
carbono para nitrogénio. A palha de trigo e a serragem também tém sido utilizadas

como fonte de carbono em tratamento de aguas residuais (ASHOK; HAIT,2015).

O metanol e o etanol ndo fazem parte da desnitrificacdo em fase soélida, pois
nao fornecem uma superficie solida para a proliferacdo de microrganismos, porém sao
fontes de carbono mais comuns devido a eficiéncia econémica e disponibilidade. E
necessaria uma adicdo adequada destes, pois podem prejudicar a qualidade do
efluente em uma extensdo maior (ASHOK; HAIT,2015).

Existem desvantagens associadas a desnitrificacdo heterotréfica em fase
sélida, como a liberacdo de fontes de carbono no efluente, alto crescimento
bacteriano, alta producédo de biomassa, acumulo de nitrito e custo do substrato. Alguns
meios de carbono organico, como madeira e palha, podem levar a lixiviacdo de certas
substéancias indesejadas no efluente, como a liberacéo de fosforo, que pode levar a
eutrofizagdo, e gases de efeito estufa, CO2, CH4 e N20 (ASHOK; HAIT,2015).
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3.3.4 Fatores que influenciam na desnitrificagéo
. Temperatura

A temperatura € um fator importante no controle da desnitrificacdo em fase
sélida, por afetar a atividade das enzimas envolvidas na hidrélise do substrato solido
e na reducdo do nitrato. Em baixas temperaturas a eficiéncia da hidrélise da fonte de
carbono e a atividade das bactérias desnitrificantes diminuem, resultando em uma
diminuicao na taxa de desnitrificagcdo (WANG; CHU,2016).

A temperatura para atividade oOtima microbiana varia entre 25 a 35°C
(METCALF; EDDY, 2003). Wang e Chu (2016) observaram em um estudo que a taxa
de desnitrificagdo diminuiu drasticamente quando a temperatura esteve abaixo do
ideal, verificaram que eficiéncia média de remocao de nitrato diminuiu de 92,5%

guando estava em 25 ° C para 68,7% quando a temperatura foi baixada para 15 ° C.
. Oxigénio Dissolvido

A maioria das bactérias desnitrificantes heterotréficas sdo anaerodbias
facultativas, utilizam o nitrato como um aceptor de elétrons final na auséncia de
oxigénio, mas quando o0 meio se encontra com concentracdes suficientes de 02, este
é utilizado pelas bactérias pois é mais eficiente energeticamente (WANG; CHU,2016;
WENDLING, 2017).

Pesquisas mostraram que a desnitrificacdo pode ocorrer quando a
concentracdo de OD varia de 4,0-5,0 mg L-1, embora a taxa de desnitrificacao
diminua com o aumento dos niveis de OD. O acumulo de nitrito pode ocorrer pois 0
oxigénio dissolvido pode inibir a atividade das enzimas envolvidas na reducdo do
nitrato. Portanto, limitar a concentracdo de oxigénio dissolvido no reator de

desnitrificacdo pode tornar o processo mais eficiente (WANG; CHU,2016).
. Tempo de Detencao Hidraulica (TDH)

E importante determinar um TDH adequado para um reator de desnitrificacio
pois esta diretamente associado a eficiéncia de remocéo de nitrato. A reducéo do TDH
para certos valores pode levar a um aumento nas concentracgdes de nitrato no efluente
e no acumulo de nitrito. Estudos mostraram que a eficiéncia de remocéo de nitrato foi
superior a 96% em um TDH de 6,6 dias, enquanto diminuiu para 66% em um TDH de

1,6 dias. Um aumento no TDH permite que a populacdo bacteriana degrade o
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substrato organico e leve a uma alta eficiéncia de remocé&o de nitrato, mas também é
responsavel pela alta liberacdo de DQO e amdnio. Durante o projeto de um reator de
desnitrificacdo, o TDH deve ser otimizado para obter um melhor desempenho de
desnitrificacdo. (WANG; CHU,2016).

. ph

Para a remocéo biolégica de nitrogénio, a faixa 6tima de pH para crescimento
de bactérias responsaveis pela desnitrificacdo esta entre 6,5 e 8,0, e para o
crescimento favoravel das bactérias nitrificantes o pH varia de 7,5 a 8,0. Geralmente,
o pH na faixa de 6,5 a 8,5 € adequado para desnitrificacdo em fase solida. (ZOPPAS;
BERNARDES; MENEGUZZI, 2016; WANG; CHU,2016).

. Relacédo C/N

E um fator limitante para a desnitrificacdo, para que esta ocorra eficientemente
a relacdo C/N deve estar entre 3 e 5, as relagGes abaixo do ideal podem afetar a
desnitrificacdo pela falta de espécies doadoras de elétrons e provocar acumulo de
nitrito, devido a desnitrificacdo incompleta pela falta de carbono (WENDLING, 2017;
SGORLON et al.,2011).

. Presenca de materiais residuais

A presenca de materiais como metais pode ser vantajosa e também
desvantajosa na eficiéncia de desnitrificacdo, isto dependera de sua interagcdo com
outras espécies e concentracdo. Existem alguns micronutrientes que sao necessarios
para 0 crescimento microbiano; no entanto, alguns tém efeitos inibitorios.
Micronutrientes como B, Co, Cu, Fe, Mn, Mo e Zn, além de C, S e P, sdo necessarios
para as bactérias desnitrificantes atingirem seus requisitos metabdlicos. As presencas
de algumas formas de enxofre, como sulfato, sulfeto e tiossulfato, podem inibir as
taxas de desnitrificacao, assim como a presenca de metais pesados, pesticidas e seus

derivados podem inibir os processos de remocéao de nitrato (ASHOK; HAIT,2015).
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3.4 BIORREATORES DESNITRIFICANTES COM MEIO SUPORTE DE LASCAS DE
MADEIRA (Woodchip Denitrification Bioreactors) (WDB)

Os biorreatores de desnitrificacdo com suporte organico surgiram como uma
importante tecnologia de tratamento em campo para reduzir as emissdes de nitratos
de drenagens agricolas (HUA et al.,, 2016). Populares nas regiées de producéo
agricola dos Estados Unidos, tém como principal fonte de carbono as lascas de
madeira (SOUPIR et al., 2018). Microrganismos desnitrificantes heterotréficos, como
Bacillus, Corynebacterium e Pseudomonas, que sao abundantes no ambiente natural,
entram nos biorreatores desnitrificantes através da dgua de drenagem e colonizam o
interior dos biorreatores. Eles consomem componentes carbonaceos da madeira
como fonte de carbono (alimento) e fonte de energia (doador de elétrons) e reduzem
/ convertem o nitrato (aceptor de elétrons) a nitrogénio gasoso (MARDANI et al., 2020;
HOOVER et al., 2015; HUA et al.,, 2016). Além de tratar residuos agricolas, os
biorreatores também podem ser usados para tratar esgoto doméstico e aguas
residuais industriais (HANG et al., 2016).

Produtos organicos como lascas de madeiras possuem celulose, hemicelulose
e lignina em sua composicao, os quais podem ser liberados através da decomposicao
e usados na desnitrificacdo. Dessa forma, tém sido cada vez mais utilizadas como
fontes de elétrons para desnitrificacao, devido ao elevado teor de carbono disponivel,
ao baixo custo e a longevidade do material. Estes WDB ndo necessitam de
reabastecimento, pois a fonte de carbono ndo é rapidamente esgotada (HANG et al.,
2016; NORDSTROM; HERBERT, 2018; DAMARAJU et al., 2015).

Fowdar et al. (2015) explicam que a atividade, a abundancia e o tipo de
bactérias desnitrificantes variam com a qualidade do meio afluente do biorreator,
incluindo seu pH, salinidade e composicdo nutricional. A taxa de desnitrificacédo
estimulada na presenca de um substrato particular ira variar dependendo do afluente,
como exemplo, um substrato que é eficaz para a desnitrificacdo de aguas cinzas pode
ndo ser tdo eficaz para a remediacdo de aguas residuais. A comparacdo do
desempenho relativo de uma ampla gama de substratos de carbono se torna
necessaria para uma melhor selecao de doadores de elétrons externos para empregar
em um biorreator desnitrificante (FOWDAR et al.,2015).
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Estudos em biorreatores de desnitrificacdo em escala de campo, demonstraram
capacidade de remocdao de nitratos a longo prazo, até por mais de 10 anos, exigindo
uma minima manutencédo, e eficiéncias de remocao de nitratos que variam de 33 a
100%, e taxas de remocédo de 2 e 22 g N/m-3/d-1 (HUA et al., 2016).

Hoover et al. (2015) observaram em biorreatores de desnitrificacao de bancada,
maior percentagem de remocdo de N-NO3- e reducdo de carga com lascas de
madeira envelhecidas, cerca de 52% em carga de 21,0 g N/m-3/d-1, mantidas em um
TDH de 12 horas. Para lascas de madeira frescas a remocédo de N-NO3- e as
reducdes de carga foram de 39% e carga de 15,6 g de N/m-3/d1, mantidas em um
TDH de 10 horas. Devido ao TDH mais alto mantido nas lascas de madeira
envelhecidas, a percentagem de remocédo de N-NO3- foi maior em comparacédo as

lascas de madeira frescas.

Além da utilizacdo dos biorreatores de lascas de madeira para remocdo de
nutrientes, eles tém sido utilizados para remocao de outros contaminantes, como para
remocao microbiana (E. coli, Salmonella, coliformes totais e virus) (SOUPIR et al.,
2018; MARDANI et al., 2020).

Gottschalla et al. (2016) utilizaram biorreatores preenchidos com lascas de
madeira junto com afluente proveniente de esterco suino, para avaliar a eficacia de
remocdo de nitrogénio, fosforo e antibidticos veterinarios. Obtiveram eficiéncias
meédias de remocao de N-NO3- variando de 39% a 63% e taxas médias de remocao
variando de 6 a 8 g N m-3 d-1, para o fésforo as taxas médias foram menores, variando
de 0,1 a 0,5 g P m-3 d-1. A maioria dos antibidticos presentes ndo foram detectados
no efluente do reator, a remocao dos antibioticos pode ter ocorrido por meio de sor¢cédo

pelas lascas de madeira.

As caracteristicas das fontes de carbono utilizadas tém efeitos importantes no
processo de desnitrificacdo, como na taxa de desnitrificacdo, na demanda de DQO,
no rendimento e na composicao da biomassa (DAMARAJU et al., 2015). Os tipos de
fontes de carbono, além de influenciar a atividade de remogéo de nitratos, influencia
também na estrutura da comunidade e na arquitetura do biofilme (XU; DAI; CHAI,
2018).

Uma fonte de carbono ideal deve ser barata, amplamente acessivel, possuir

caracteristicas de alto teor de carbono, facil decomposicao, liberacdo lenta e pouca
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liberacé@o de nitrogénio ou fésforo (Sl et al., 2018). Assim como as lascas de madeira,
outras fontes podem ser utilizadas como fonte de carbono, como palha de trigo,
algodao, jornal, espigas de milho, bucha vegetal,casca de pinheiro, palha de arroz,
palha de milho, macrdfitas e polimeros sintéticos biodegradaveis (HANG et al., 2016;
Sl et al., 2018; WARNEKE et al., 2011; WANG; CHU, 2016).

Cameron e Schipper (2010), testaram quatro diferentes substratos organicos e
notaram que as taxas de remocédo de nitrato seguiram uma ordem decrescente de
acordo com os substratos utilizados: espigas de milho > residuos verdes > palha
de trigo > madeira. As fontes de carbono mais labeis (espigas de milho, residuos
verdes e palha de trigo) suportaram taxas de remocdo de nitrato significativamente
maiores do que o meio de madeira. Porém, segundo os mesmos autores, a utilizacéao
de meios mais labeis em leitos de desnitrificacdo operacionais pode exigir a

substituicdo mais frequente do meio.

Cheikh et al. (2013) compararam o desempenho de suportes plasticos
provenientes de reciclagem com carvdo ativado na remocdo de nitrato e nitrito.
Obtiveram uma eficiéncia de remoc¢ao de nitrato proxima a 100% para os plasticos,
semelhante a eficiéncia de remocdo quando utilizaram carvdo. Observaram que a
porosidade do carvao ativado e a rugosidade superficial dos plasticos, auxiliam na
fixacdo da biomassa. A composicéo dos plasticos do tipo polietino de alta densidade
e polietileno de baixa densidade (PEAD e PEBD), é, essencialmente, carbono e
hidrogénio, com algum cloreto no caso do policloreto de vinila (PVC). Esta composi¢ao
qguimica indica que eles ndo contém produtos quimicos que possam ser liberados e

interferir no processo biol6gico ou contaminar a agua tratada.

Fowdar et al. (2015) avaliaram sete diferentes substratos e quatro diferentes
afluentes (Quadro 1). Tiveram os melhores resultados quando utilizaram o substrato
algodéao, o qual foi capaz de desnitrificar a uma taxa correspondente a uma média de
72% da taxa Otima. Esta taxa pode ser relacionada a grande area de superficie
especifica do algodéo que proporcionou fixagdo e colonizagdo microbiana aprimorada,
facilitando assim o contato entre a fonte de carbono organico e nitrato e também a

taxa de hidrélise de celulose.

Si et al. (2018), avaliaram quatro diferentes fontes de carbono, obtiveram

melhores resultados na eficiéncia de remocgédo de N-NO3- e DQO nos estagios de
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temperatura alta, e observaram o acumulo de N-NO2- nos estigios de baixa
temperatura. A atividade fisiologica dos microrganismos envolvidos na biodegradagéo
e desnitrificacdo foi afetada pelas mudancas de temperatura, ocasionando uma

diminuicao da eficiéncia de remocéo de N-NO3.

Em um trabalho recente, Zheng et al. (2021), utilizaram pellets de fungos para
crescimento das bactérias desnitrificantes. Os pellets flungicos possuem
caracteristicas estruturais porosas e reticulares proporcionando espaco e nutrientes
para o crescimento bacteriano. Obtiveram uma taxa de remogéo de nitrato de até
99,73% nas condic¢des de pH 6,62, temperatura 31,85°C e C/N de 2,16.

No Quadro 1 encontram-se alguns dados de pesquisas que utilizaram madeira

e outros materiais como fonte de carbono em biorreatores de desnitrificagao.

Quadro 1- Eficiéncia de remocé&o de nitrato em biorreatores utilizando diferentes fontes de carbono.

(continua)
conc. | Eficigncia de
Afluente Fonte de N-NOg3 ~ TDH
. remocao . Fonte
utilizado Carbono afluente (dias)
1 (%)
(mg L™)
Gracilaria
verrucosa (alga 100 13
vermelha) 100 OVEZ (2006)
Sintético Alcaguz 100 24
Cana Gigante 100 20
Espigas de
Sintético milho 6 90 0,58 XU et al., (2009)
Esplgas de 95 1,82
milho
‘ CAMERON,;
Residuos verde 98 1,41 .
A e 141 a 159 SCHIPPER (2010)
gua potavel | palha de trigo 08 2,26
enriquecida
Madeira macia 96 1,3a1,6
Madeira dura 96 1,56
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Quadro 1- Eficiéncia de remoc¢é&o de nitrato em biorreatores utilizando diferentes fontes de carbono.

(concluséo)

Afluente Fonte de Eficiéncia de
utilizado Carbono cone. remocao TDH Fonte
Lascas de
madeira de 70
pinho
Efluente Papeldo 94 HEALY et al.,(2012)
sintetico 19,5a325 8a22
Agulhas de
madeira de 75
pinho
Solo -
Solucao Residuo de
nutritiva pura cervejaria
Agua cinza Graos gastos de
) clara cervejaria
Aguaresiduaria | -y un o winrado 60 0,5 a 80 l1a4 |FOWDAR etal., (2015)
(trat.secundario)
Agua residuaria
o Cascas de arroz
(trat.terciério)
Algodéao
Madeira macia
Madeira dura
Esterco liquido Lascas de GOTTSCHALLA et al.,
de suino madeira a7 33 212 (2016)
Lascas de
madeira com 74
alimen
) Lascas de
Agua sintética madeira 30 96 0,5al1l | SOUPIR etal., (2018)
envelhecida
P L Lascas de 10 a
Agua sintética madeira 50 96 110 ZHAO et al., (2018)
Palha de trigo 49 - 98
Agua sintética Algodao 53-70 1 Slet al.,(2018)
Poli (succinato 43
de butileno) 18-29
Jornal 67 -98
Agua residuaria 21,9-134,7 ]
sintética Serragem 100 a 150 (mg N L-1) 43 - 88 HU et al., (2019)
Agua de Rio | Sabugo de milho | 0,74 - 2,38 30-75 25 YU; CHEN; XU; (2019)
0,16
Sintético P]?”ets de - 100 0,25 | ZHENG etal., (2021)
ungos
0,33

Fonte: A autora.
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3.5 SUBSTRATOS UTILIZADOS COMO SUPORTE EM BIORREATORES
DESNITRIFICANTES

3.5.1 Sabugo de Milho - residuo agricola

O milho (Zea mays) € cultivado em grande parte do mundo por possuir
qualidades nutricionais, € extensivamente empregado como alimento humano ou
racdo mineral. Em contrapartida, ocorre a geracao de residuos, como os sabugos, os
quais correspondem a 13% do peso bruto da espiga. Estimativas apontam que foram
gerados, aproximadamente, 4.960 mil toneladas de sabugo no Brasil, somente no ano
de 2013. Desse modo, alternativas devem ser buscadas com a finalidade de permitir

uma destinacédo adequada a esse tipo de residuo (DE SALES et al., 2015).

Residuos agricolas, como as espigas de milho, sdo principalmente compostos
por lignina, celulose e hemicelulose. Se destacam por sua liberacdo duradoura de
carbono organico e maior superficie especifica para o crescimento de
microrganismos. Materiais como este poderiam ser usados como fontes externas de
carbono para melhorar processos de desnitrificacdo, no entanto, os estudos existentes
ainda sao insuficientes para apoiar a demanda de tecnologia em aplicacdes praticas
(YU, CHEN, XU, 2019; SUN et al., 2019).

3.5.2 Espuma de Poliuretano - Mini BioBob®

E um suporte para a imobilizacdo celular de biomassa que pode ser utilizado
em sistemas bioldgicos para o tratamento de dguas residuaria, possibilita 0 aumento
da capacidade de tratamento e a qualidade do efluente tratado. Desenvolvido pela
empresa Bioproj Tecnologia Ambiental, o Mini Biobob® é um conjunto formado por
uma armacgao externa de Polietilieno de Alta Densidade (PEAD), com 1,5 cm de
diametro e 2,0 cm de comprimento, e a parte interna por uma espuma de poliuretano

(PU) e possui uma porosidade superior a 92% (Figura 3) (BIOPRQOJ).

Pesquisas que utilizaram o Mini BioBob® como meio suporte para crescimento
bacteriano verificaram sua eficiéncia nos processos de nitrificacdo e desnitrificacéo
simultaneas (BARANA et al.,, 2013; WOSIACK, et al.,, 2015; OLIVEIRA, 2016;
WENDLING, 2017). Wosiack, et al. (2015) obtiveram taxas de desnitrificacéo
elevadas, acima de 79% nos testes realizados. Barana et al. (2013) atingiram uma
eficiéncia meédia de remocao de nitrogénio de 62%. Em experimentos realizados por
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Wendling (2017) a eficiéncia de desnitrificagdo chegou a 86%, e observou menores

concentracdes de acumulo de nitrito.

Figura 3 - Biobob.

Fonte: BIOPROJ.
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4 METODOLOGIA
4.1 MATERIAL
4.1.1 Substrato

O substrato utilizado para alimentar os reatores foi &gua de drenagem agricola
obtida da drenagem de terracos agricolas de uma propriedade particular, localizada
no municipio de Carambei. Os solos dessa regido sdo predominantemente argilosos,

com altos teores de matéria organica (BOGNOLA et al., 2002).

A 4gua que infiltra no solo passa por um sistema coletor (tubos subterraneos),
que é conduzido até a borda do campo onde foi realizada a coleta, nesta regido se

formam banhados cobertos por vegetacao (Figura 4).

Figura 4: Fotos do tubo coletor de agua de drenagem.

Fonte: A Autora.

As amostras foram coletadas em épocas de chuvas e foram armazenadas em
recipientes mantidos em temperatura ambiente, no Laboratério de Estudos em Meio
Ambiente (LEMA), do Departamento de Engenharia de Alimentos da Universidade
Estadual de Ponta Grossa (Tabela 1).
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Tabela 1: Datas das coletas, quantidades coletadas, caracterizacdo e cultivar plantado no local da

coleta.
Data Quantidade pH N-NOs Cultivar
(L) N-NO2
(mg L)
08/03/2020 50 529+0,15 0 Soja
30/08/2020 60 5,35+0,33 0 Trigo
26/01/2021 40 5,53 + 0,28 0 Milho

Fonte: A autora.
Uma vez que ndo se detectou a presenca de nitrato na agua de drenagem, a
mesma foi enriquecida com 20 mg L-1 de N-NaNO3 (nitrato de sodio), para entao ser

bombeada para os reatores.
4.1.2 Configuragéao dos Reatores

Foram utilizados dois reatores de leito fixo construidos em acrilico em escala
de bancada, semelhante ao utilizado por Hoover et al. (2015) (Figura 5). Os reatores
tinham altura de 25 cm, didmetro externo de 7,5 cm, interno de 6 cm e volume total de
700 mL. O volume util do reator 1 era 330 mL e do reator 2 era 340 mL. Os dois
reatores foram envoltos com papel aluminio para impedir a entrada de luz e evitar o

crescimento de algas (Figura 6).

Os reatores foram alimentados em fluxo continuo, com o auxilio de uma bomba
peristaltica (Marca Ismatec, modelo Ecoline ISM1089C) ligada a um temporizador. O
afluente entrava pela base dos reatores e saia pela parte superior dos mesmos (Figura
6).



33

Figura 5 - Foto dos reatores de acrilico em escala de bancada, vazios e preenchidos com meio suporte.

Fonte: A Autora.

Figura 6 - Esquema dos Reatores 1 e 2 em operacao.

Fonte: A autora.
Notas: A: reservatorio afluente; B1 e B2: reservatério de efluente do reator 1 e 2, respectivamente; C:

bomba peristéltica de alimentacéo; C1 e C2: entrada do reator 1 e 2, respectivamente; D1 e D2: saida
do reator 1 e 2, respectivamente.
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4.1.3 Material suporte

Os meios utilizados como suporte para crescimento dos microrganismos em
ambos os reatores foram obtidos com fornecedores externos. Os sabugos foram
cortados em pedacos com 3,0 cm de diametro e 1,5 cm de altura (Figura 7). Antes de
serem usados foram lavados com agua destilada para remover sujeira e particulas
finas e secos ao ar antes do uso, conforme procedimento descrito por Hua et al. (2016)
e Sun et al. (2019).

Os Mini Biobobs® foram fabricados e doados pela empresa Bioproj Tecnologia
Ambiental. Os Mini Biobobs® s&o formados por um conjunto com uma armacao
externa de Polietileno de Alta Densidade (PEAD), com 1,5 cm de diametro e 2,0 cm

de comprimento, e a parte interna por uma espuma de poliuretano (PU) (Figura 8).

Figura 7 - Fotos dos pedacos de sabugo de milho cortados.

uﬂl'lllulllllll:tlulllllJlllll

Fonte: A autora.

Figura 8- Fotos dos Mini Biobobs® utilizados.

Fonte: A autora.

As quantidades e caracteristicas dos suportes adicionados a cada reator estao

descritas na Tabela 2.
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Tabela 2 - Caracteristicas dos suportes utilizados.

Caracteristicas dos suportes Reator 1 Reator 2
Tipo Sabugo Sabugo Mini Biobobs®
Quantidade 28 14 30
Massa adicionada (g) 56,8 30,81 18,72
Volume adicionado (mL) 370 360

330 340

Volume util do reator (mL)

Fonte: A autora.

4.2. PARTIDA DOS REATORES

Os reatores passaram por um processo de autoinoculagdo com o0s
microrganismos presentes naturalmente na agua de drenagem agricola, o substrato,

gue foi coletada diretamente do campo.

A autoinoculacéao foi feita alimentando-se o reator em batelada uma Unica vez.
Para que houvesse desenvolvimento de bactérias desnitrificantes, a agua de
drenagem agricola foi enriqguecida com 20 mg N-NO3- L-1. Os reatores foram
mantidos durante seis dias nestas condicdes para promover 0 crescimento e
adaptacao das bactérias. No segundo e no sexto dia foi realizada a determinacgéo do
nitrato para verificar se havia ocorrido reducédo da sua concentracédo. No segundo dia
a concentracdo de N-NO3- foi de 2,27mg L-1 para o reator 1 e 0 mg L-1 para o reator
2. No sexto dia a concentracdo de N-NO3- nos dois reatores foi 0 mg L-1, assim deu-

se inicio ao ensaio 1.
4.3 CONDI(;C)ES OPERACIONAIS DOS REATORES

A alimentacdo dos reatores era feita por uma bomba peristéltica ligada a um
temporizador analégico para se ter os diferentes TDHs (Tempos de Detencdo
Hidraulica) necessarios para o estudo. Na Tabela 3 estdo apresentados os periodos

que cada TDH foi mantido.
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Os TDHs de 4 e 0,67 dias, o maior e menor TDH utilizados, foram repetidos
nos ensaios 5 e 6, respectivamente, para determinagdo do Numero Mais Provavel de

bactérias desnitrificantes.

Tabela 3. Periodo de realizagéo, tempo de duragao e TDH utilizado em cada ensaio.

Ensaio TDH Carga Periodo Duracao Temperatura
(dias) (mg N L1d?d) (dias) média
)
1 4 5 12/08-28/08/20 19 18,11 + 1,69
2 2 10 31/08-10/09/20 17 21,88+ 1,38
3 1 20 17/09-01/10/20 20 20,30 £ 2,39
4 0,67 29 07/10-18/11/20 43 23,69 + 2,37
5 4 5 19/11-08/01/21 69 22,40 + 1,62
6 0,67 29 14/01-22/02/21 40 24,46 + 1,23

Fonte: A autora.

Entre um ensaio e outro os reatores eram mantidos em funcionamento, mas 0s
reservatorios efluentes esvaziados quando se dava inicio ao préximo ensaio. A cada
15 dias era realizada a limpeza do reservatério de afluente, das mangueiras de
alimentacdo e de saida de efluente dos reatores, com a finalidade de evitar o

entupimento das mesmas e o comprometimento do funcionamento dos reatores.
4.4 ANALISES FiSICO — QUIMICAS

O monitoramento do funcionamento do reator foi feito atraveés de analises fisico-
guimicas, com obijetivo de se avaliar a eficiéncia do mesmo na remocao de nitrogénio
na forma de nitrato. Para avaliar o desempenho dos reatores foram avaliados os
parametros: pH, Alcalinidade, sélidos totais (ST), solidos totais fixos (STF), sélidos
totais volateis (STV), nitrito (N-NO2-) e nitrato (N-NO3-). Todas as analises foram
realizadas segundo metodologia descrita em APHA (1998), exceto a analise de
alcalinidade a qual foi realizada segundo a metodologia de DiLallo e Albertson (1961)
(Tabela 4).
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Tabela 4 - Parametros e Métodos de Analises.

Parédmetro Unidade Frequéncia Método Referéncias
das andlises
pH - 3 vezes por semana  Potenciométrico  APHA (4500h + B)
Alcalinidade mg 3 vezes por semana  Titulométrico DiLallo e Albertson
CaCOs.Lt (1961)

ST mg L1 1 vez por semana Gravimétrico APHA (2540 G)
STV mg L 1 vez por semana Gravimétrico APHA (2540 G)
STF mg L 1 vez por semana Gravimétrico APHA (4500 NHs C)
N-NO:2 mg L 3 vezes por semana  Colorimétrico APHA (4500 NO: B)
N-NO3 Mg L 3 vezes por semana  Colorimétrico APHA (4500 NOs C)

Fonte: APHA, (1998); DILALLO; ALBERTSON (1961).

4.5 CALCULO DE EFICIENCIA DO REATOR
O calculo da eficiéncia do reator no processo de desnitrificacéo foi calculado

pela equacao a seguir:

=T x 100 (Equacdo 11)

Desnitrificacio (%) =

Onde:
N.A = N-NO3- afluente
N.E = N-NO3- efluente

4.6 DETERMINACAO DO NUMERO MAIS PROVAVEL (NMP) DE BACTERIAS
DESNITRIFICANTES HETEROTROFICAS

As analises microbiolégicas foram realizas no laboratorio de microbiologia do
Departamento de Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual de Ponta
Grossa. A finalidade destas analises foi caracterizar quantitativamente as bactérias
heterotréficas desnitrificantes presentes nos meios suportes. Foram retiradas duas
amostras do Mini Biobob® e uma do sabugo de cada reator, nas condicbes mais e

menos eficientes.

A quantificacdo dos microrganismos desnitrificantes foi realizada pelo método
do numero mais provavel de bactérias (NMP). Por meio deste obtém-se a estimativa
do NMP a partir da combinagé&o dos resultados de tubos positivos com a tabela padrao
de probabilidade (APHA, 2005).
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4.6.1 Preparo das amostras para determinacdo do NMP das bactérias desnitrificantes

A preparacdo das amostras foi adaptada do procedimento realizado por
Macieirinha (2017). Os materiais utilizados na analise (sabugo reator 1 e Mini Biobob®
e sabugo do reator 2) passaram por uma diluicdo seriada em solucao de NaCl 8,5%.
Foram utilizados 12 tubos de ensaio com 18 mL da solucdo salina, estes foram
tampados e esterilizados em autoclave (Phoenix AV 75), por 20 minutos sobre

pressdo de 1 atm e temperatura de 120°C.

Os materiais foram retirados de dentro dos reatores com o auxilio de uma pingca
estéril. As amostras de sabugo foram cortadas com uma faca estéril em partes
aleatérias e o do Mini Biobob® foi utilizado apenas a espuma. Assim as amostras
cortadas foram inseridas em tubo Falcon de 50 mL com 30 mL de &gua destilada
autoclavada e 10 gramas de pérolas de vidro autoclavadas, na sequéncia o tubo
Falcon foi levado ao Vortex (Ika Vortex 3 S032) na rotacdo 3 por 5 minutos para ser
agitado até total desprendimento da biomassa. O resultado desta agitacdo foi
considerado como a primeira diluicdo, nas Figuras 8 e 9 estdo ilustradas as

preparacdes das amostras e das dilui¢des:

Figura 9 - Preparacgdo das amostras do meio suporte Mini Biobob®.

Mini Biobob®
+ 10 g de pérolas de vidro
+ 30 mL de agua destilada autoclavada

-

£t

~ FAIATA

— I B
.-w\. w Desnitrificante (0,1 mL)

18 mL Solucéo Salina

Vortex por 5 minutos
Velocidade 3

Fonte: A autora.
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Figura 10 - Preparacdo das amostras do meio suporte sabugo.

W

Sabugo cortado em partes aleatérias
+ 10 g de pérolas de vidro
+ 30 mL de agua destilada autoclavada

- g}

= A

= G " B B
S~ ﬂ Desnitrificante (0,1 mL)
\/ ‘b ‘
Vortex por 5 minutos ‘. ‘-
Velocidade 3 18 mL Solucéo Salina

Fonte: A autora.

4.6.2 Quantificacao de Bactérias Desnitrificantes

A quantificacdo do Numero Mais Provavel para bactérias desnitrificantes foi
determinada pela metodologia proposta por Tiedje (1984) a qual foi adaptada para

amostras liquidas, pois o0 método foi desenvolvido para amostras de solo.
Meio de Cultura:

Caldo nutriente modificado, para prepara-lo foram dissolvidos em 1L de agua
destilada 0,629 de extrato de levedura, 1,54g de peptona, 1,54g de Cloreto de Sédio
(NaCl) e 0,685¢g de Nitrato de Sédio (NaNO3).

Procedimento:

» Foram colocados 0,9 mL do meio de cultura em cada tubo Eppendorf®, os quais
foram autoclavados por 15 minutos sobre presséao de 1 atm e temperatura de 120°C.
Foram preparados 5 tubos para cada diluicdo. Foram utilizados 80 tubos no total (25
tubos para amostra do sabugo do reator 1, 25 tubos para amostra do Mini Biobob e

25 tubos para amostra do sabugo do reator 2) e 5 tubos para o branco.
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» Foi adicionado em cada tubo contendo meio de cultura 0,1 mL de amostra diluida
(10-1 a 10-5), em ambiente de assepsia.

* Os tubos foram incubados em estufa a 30°C durante 7 dias.
Solucéo teste:

Foi dissolvido 0,2g de Difenilamina [(C6H5)2NH] em 100 mL de acido sulfarico
(H2S04) concentrado. A solugéo foi armazenada em frasco escuro, sob refrigeragao.

Resultado:

De cada diluicdo foram testados os 5 tubos separadamente. Foi retirada uma
aliquota de 0,5 ml e colocada em um tubo Eppendorf® e foi adicionado 2 gotas da
solucéo-teste. Ocorreu rapidamente uma reacdo, onde nos tubos com auséncia de
cor ou turvacdo indica consumo de nitrato e possivel presenca de bactérias
desnitrificantes, indicando resultado positivo. A coloracdo azul indica que h& nitrato

remanescente, portanto, ndo houve desnitrificacédo, indicando resultado negativo.

Figura 11 - Coloracdo do NMP — Transparente: positivo, Azul: negativo.

Fonte: A autora.

A estimativa do NMP foi feita com a combinacdo das respostas positivas
utilizando a Tabela Padréo de Probabilidade (APHA, 2005).
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4.7 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Para analise dos dados, foi utilizado o software R for Windows, com nivel de
significancia de 0,95 (a = 0,05). Para verificar a normalidade dos dados foi utilizado o
teste de Shapiro-Wilk. Para dados normalmente distribuidos, foi aplicado o teste
paramétrico (Teste t de Student), para dados ndo normalmente distribuidos, foi

utilizado teste ndo paramétrico (Teste de Wilcoxon).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZACAO DO AFLUENTE

Na Tabela 5 estdo apresentadas as médias dos resultados dos parametros
analisados nos trés lotes de agua coletada. As caracteristicas de aguas de drenagem

podem variar, pois dependem do processo de lixiviacdo que ocorre no solo.

Tabela 5 - Caracteristicas da agua de drenagem agricola.

Parametros Afluente
pH 501+1,49
Alcalinidade (mg L?) 13,45 + 2,02
N-NOj; adicionado (mg L) 22,24 + 1,24
ST 0,26 £ 0,12
N-NO;s (mg L) 0
N-NO, (mg L™?) 0

Fonte: A autora.

A drenagem subterranea remove o0 excesso de agua do perfil do solo por meio
de uma rede de tubos perfurados subterraneos ou valas superficiais. Neste sistema
junto com a agua, pode ocorrer o transporte dos nutrientes utilizados nos campos
agricolas para corpos d'agua naturais circundantes (HUA et al., 2016). A mobilizacdo
excessiva do nitrato para os mananciais ocorre devido a um desbalango entre as taxas
de suprimento de nitrogénio no solo e a capacidade da vegetacdo de cobertura
absorver e assimilar o nutriente. Assim quando ha nitrato no solo em quantidades
maiores que determinada cultura pode aproveitar, a chance de lixiviagdo do ion para
camadas profundas nao exploradas pelas raizes é maior (RESENDE, 2002).

Segundo Resende (2002), a agua que percola o solo leva consigo substancias
dissolvidas que podem ter como destino o lencol freatico, esta movimentagédo de
nutrientes esté relacionada com os atributos quimicos e fisicos do solo. O anion nitrato
é fracamente retido nas cargas positivas dos coldides do solo e tende a permanecer
em solucdo nas camadas superficiais. A matéria organica presente nas camadas
superficiais acentua a eletronegatividade da fase sdlida, repelindo o nitrato, e os
fosfatos aplicados na adubacéo ocupam as cargas positivas que ficam disponiveis. O
nitrato na solug¢éo do solo fica propicio a lixiviagdo e ao longo do tempo pode ocorrer

0 aumento de nitrato nas aguas profundas.
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A 4gua de drenagem utilizada no estudo ndo apresentou contaminagéo por
nitrato, assim como explica Resende (2002), o suprimento de nitrogénio no solo e a
assimilacao pelas plantas pode estar ocorrendo de forma balanceada no local. Para
realizar o ensaio optou-se por fazer o enriquecimento da agua de drenagem, assim

como Cameron e Schipper (2010) e Hu et al. (2019).
5.2 RESULTADOS DA EFICIENCIA DE REMOCAO DE NITRATO

Na Figura 12 e na Tabela 6 estdo apresentados os resultados da eficiéncia de
remocgdo de nitrato. Os valores apresentados sdo as médias dos resultados das
analises nitrato realizadas nos diferentes ensaios. Para a realizacdo da mudanca de
condicbes nos diferentes ensaios, levou-se em consideracdo a eficiéncia e
estabilidade dos resultados da analise de nitrato. Considerou-se como estavel,
quando os resultados das analises de nitrato ndo apresentavam grandes variacdes
entre trés analises seguidas. Foi observado que os dois reatores estabilizavam ao

mesmo tempo (Tabela 3).

Na Figura 12 pode ser observado o comportamento das concentracfes de
nitrato afluente e efluente ao longo do tempo. Pode-se observar que a eficiéncia de
remocé&o de nitrato foi elevada em todos os ensaios estudadas nos dois reatores. No
R2, com sabugo e Mini Biobob®, a eficiéncia de remocéao foi ligeiramente maior que
no R1, com suporte de sabugo. O que leva a supor que a metade da quantidade de
sabugo utilizada no R1 ja é suficiente para promover a quantidade de doadores de

elétrons necessaria para a desnitrificacao.

Figura 12 - Concentragfes de nitrato, afluente e efluente, de ambos os reatores ao longo do tempo,
nos diferentes ensaios, com diferentes TDH (dias).
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Tabela 6 - ConcentragGes médias de N-NOs™ no afluente e efluente e eficiéncia de remogéo de N-NOs
em ambos os reatores.

Ensaio Afluente Efluente Eficiéncia
(mg L) (mg LY %)
Reator 1 Reator 2 Reator 1 Reator 2

1 23,25+ 1,95 5,87+ 2,13 2,67 +1,95 74,55 +9,61 87,63 + 6,26
2 21,65 +0,35 5,76 £ 2,30 1,66 + 0,28 73,36 + 10,71 92,32+1,35
3 21,80+ 0,54 3,95+ 1,90 3,29+1,31 81,99 + 8,61 86,81 + 7,67
4 22,82 +0,87 11,53 £ 3,77 10,00 +4,55 49,55 +16,77 56,10 + 20,55
5 22,22 + 0,50 3,10 £ 4,77 4,34 + 4,81 86,29 + 20,95 80,61 + 21,15
6 21,64 +£0,72 12,33+ 2,59 11,03 +1,68 42,90 £12,00 48,90 + 8,35

Fonte: A autora.

Observa-se na Tabela 6 que as concentracdes médias de N-NO3- no efluente,
com excecao dos ensaios 4 e 6, foram todas abaixo de 10 mg L-1. A concentracdo de
10 mg L-1 de N-NO3- € o limite maximo aceito pela Resolugdo CONAMA 396 de 2008
para aguas subterraneas utilizadas para consumo humano. Também é o valor maximo
que pode estar presente em rios de 4gua doce Classe 1, segundo Resolucédo
CONAMA 357 de 2005, e € o valor maximo permissivel pela Portaria GM/MS N° 888,
de 4 de maio de 2021, do Ministério da Saude para agua potavel (BRASIL,
2008,2005,2021).

Soupir et al. (2018), em um estudo com biorreator de lascas de madeira,
verificaram que, com o aumento do TDH, também houve aumento da eficiéncia de
remocao de nitrato. Os autores observaram que, com temperatura de 21,5°C, a
eficiéncia de remocao de nitrato aumentou de 67% para 96%, quando o TDH foi
aumentado de 12 para 24 horas. Assim como Soupir et al. (2018), neste experimento
obteve-se 0 mesmo perfil de eficiéncia de remocéo de nitrato. Por exemplo, no Reator
1, a eficiéncia aumentou de 49% (Ensaio 4) para 81% (Ensaio 3), quando THD
aumentou de 0,67 para 1 dia, respectivamente. J& no Reator 2 a eficéncia aumentou
de 56% (Ensaio 4) para 86% (Ensaio 3) quando TDH aumentou de 0,67 para 1 dia,

respectivamente.

Fowdar et al. (2015), utilizando algoddo como substrato, obtiveram uma taxa
de desnitrificacdo média de 72%, que consideraram elevada. Os autores atribuiram a

elevada taxa a grande area de superficie especifica do algodao, que proporcionou
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fixacdo e colonizagdo microbiana, facilitando o contato entre a fonte de carbono
organico e nitrato e, também, a taxa de hidrdlise de celulose.

Damaraju et al. (2015) obtiveram 99% de taxa de desnitrificacdo em um
biorreator com TDH de 8 horas, ao final do ensaio avaliaram com microscopio a
superficie das lascas de madeira e observaram a formacéo de cavidades onde se
encontrava grande parte do biofilme formado. Gottschall et al. (2016) utilizaram lascas
de madeira para remocédo de nitrato e antibidticos e obtiveram taxas de remocao de

nitrato que variaram de 33% a 74 % e eficiente remogé&o de antibioticos.

Sun et al. (2019), em um estudo utilizando sabugo de milho, obtiveram taxas
gue variaram de 71% a 100%. Os autores concluiram que a estrutura escamosa da
superficie dos sabugos tem impacto significativo na adesdo e no crescimento de
comunidades de bactérias funcionais, por facilitar a adesdo dos microrganismos.
Mesmo ap6s 100 dias de operacao verificaram que o sabugo de milho ainda manteve
uma estrutura fisica estavel, isso pode estar relacionado com a composicdo da fibra

bruta ou lignina, que néo é facilmente biodegradada.

Cheikh et al. (2013) utilizaram diferentes tipos de plasticos como meio suporte
e obtiverem taxa de remocao de nitrato de 100%. Verificaram que a rugosidade e
porosidade dos suportes favoreceu a colonizagdo da biomassa.

As taxas de desnitrificacdo examinadas no presente estudo estdo dentro das
taxas apresentadas pela literatura. Levando em consideracéo as coloca¢des de Su et
al. (2019) e Cheikh et al. (2013) descritas acima, pode se relacionar as altas taxas de
desnitrificacdo neste ensaio, obtidas nos dois reatores, a superficie dos substratos
utilizados. O sabugo em pedacos deixou a mostra a superficie escamosa
proporcionando uma area de superficie para crescimento dos microrganismos. Os
Mini Biobobs® sdo compostos de espuma de poliuretano envolto por um material
plastico, assim como os materiais utilizados por Cheikh et al. (2013) estes também
sdo polimeros, e possuem porosidade e rugosidade, proporcionando também uma

area de superficie facilmente acessivel a formagao de biofilme pelos microrganismos.
5.3 NITRITO

Na Tabela 7 estdo apresentadas as concentracdes médias de N-NO2- dos

efluentes de ambos os reatores.
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Tabela 7: Concentracdes médias de N-NOz nos efluentes dos diferentes ensaios de ambos os reatores.

Efluente (mg N-NO2 L1)

Ensaio Reator 1 Reator 2
1 0,21 £ 0,102 0,13 + 0,02°
2 0,02 £ 0,01° 0,02 £ 0,00°
3 0,02 + 0,01¢ 0,04 £ 0,02¢
4 0,29 + 0,54 0,57 = 0,96°
5 0,36 £ 0,47 1,01 +0,98
6 2,00 +0,78" 0,28 + 0,07

Fonte: A autora.

Notas: Letras diferentes na mesma linha indicam resultados estatisticamente diferentes para p<0,05,
pelos testes Teste t de Student e Teste de Wilcoxon.

Observa-se na Tabela 7 que as médias das concentracdes de nitrito séao
estatisticamente diferentes em quase todos 0s ensaios, com exceg¢do do ensaio 2. A
falta de normalidade apresentada pela média dos resultados do Reator 1 no ensaio 5,

impossibilitou a comparacédo de valores entre ambos os reatores.

Segundo a Portaria GM/MS N° 888, de 4 de maio de 2021 do Ministério da
Saude, as concentracdes de N-NO2- para o atendimento aos padrfes de potabilidade
de agua ndo devem ultrapassar em 1 mg L-1 (BRASIL, 2021). Assim, nota-se que,
no Reator 1, com suporte apenas de pedacos de espiga de milho, apenas no ensaio
6 0 padrao nao foi atingido. Ja no Reator 2, com suporte de espiga e espuma, o padrao

nao foi atendido no ensaio 5.

Hua et al. (2016) observaram o acumulo de nitrito em um biorreator de lascas
de madeira sob diferentes condi¢cdes experimentais. O acumulo de nitrito aumentou
com a diminuicdo dos TDHs e com o aumento das concentracdes de nitrato. Estes
autores explicam que TDHs maiores que 12 ou 24 horas seriam necessarios para

reduzir efetivamente as concentragcdes de nitrito no efluente do biorreator.

Fowdar et al. (2015), explicam que o nitrito € uma espécie intermediaria na
cadeia de reacao de desnitrificacdo e pode se acumular transitoriamente dependendo
das atividades das enzimas redutases de nitrato e nitrito. O tipo de fonte de carbono
utilizado influencia o tipo de microrganismo que se tornam dominantes em uma cultura
mista, em algumas cepas bacterianas, a reducado do NO3- compete com a reducéo do
NO2- de forma que o NO2- sera reduzido somente apds a maior parte do NO3- ter
sido reduzida. Entretanto a acumulacédo de NO2- pode também ser causada por uma
limitac&o do substrato.
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Segundo Cheikh et al. (2013) uma desnitrificagdo mais completa ocorre onde
as concentracdes de nitrito de saida sdo proximas a zero e um maior tempo de

residéncia promove um melhor desempenho do reator.
5.4 TEMPERATURA

Neste trabalho ndo houve controle da temperatura, cuja média ambiente foi de
22,01+ 2,83 °C, que estd proximo dos padrbes estabelecidos pela literatura para
crescimento e desenvolvimento das bactérias desnitrificantes. Para atividade étima
microbiana a temperatura deve variar entre 25 a 35°C (METCALF; EDDY, 2003).

E importante o monitoramento da temperatura no controle da desnitrificacéo
em fase sélida, pois a atividade das enzimas envolvidas na hidrolise do substrato
sélido e na reducdo do nitrato dependem da temperatura 6tima. Em baixas
temperaturas, tanto a eficiéncia da hidrélise da fonte de carbono quanto a atividade
das bactérias desnitrificantes, podem diminuir e ocasionar uma diminuicdo na taxa de
desnitrificacdo, podendo ser diminuida em cerca de 50% se a temperatura diminuir
5°C (WANG;CHU, 2016). Cameron e Shipper (2010) obtiveram melhores taxas de
remocao de nitrato a 23,5 °C utilizando espigas de milho, residuos verdes, palha de
trigo e madeira como substrato. Cameron e Shipper (2011) utilizando sabugo de milho
como substrato a uma temperatura média de 21,9 °C, obtiveram maior disponibilidade
de carbono, obtendo melhores resultados que o estudo anterior.

5.5 pH

Os valores médios de pH obtidos nos diferentes ensaios estdo apresentados
na Tabela 8. A remocao biolégica de nitrogénio necessita de uma faixa 6tima de pH
para crescimento das bactérias desnitrificantes, a qual deve estar entre 6,5 e 8,0,
(ZOPPAS; BERNARDES; MENEGUZZI, 2016; WANG;CHU,2016).

Tabela 8 - Médias de pH do afluente e efluentes.

pH
Ensaio Afluente Reator 1 Reator 2
1 529+0,15 6,63+0,40 6,86+0,23
2 530+0,23 596+264 7,28+0,20
3 584+050 7,30+0,16 7,13+0,34
4 525+0,17 6,70+0,36 6,67 +0,39
5 5,35+ 0,00 6,65+0,37 6,70+0,30
6 5,53+0,28 6,15+0,25 6,49+ 0,36

Fonte: A autora.
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Observando-se os valores médios de pH dos efluentes do Reator 1 e 2 nota-se
que a maioria se encontram dentro da faixa 6tima descrita na literatura. Si et al. (
2018), em um estudo comparando a eficiéncia de remocéo de nitrogénio utilizando
as fontes de carbono: palha de trigo, algodao, poli (succinato de butileno) e jornal,
descrevem que o alto desempenho da desnitrificagéo requer condi¢cdes de pH neutro
ou quase neutro. Eles observaram os valores de pH de 6,44 e 6,32 em efluentes
tratados em baixa e alta temperatura, 12,5°C e 24,55°C respectivamente, e

observaram que o pH do efluente nédo foi afetado pelas mudancas de temperatura.

Neste experimento pode-se observar que os valores de pH no efluente foram
sempre superiores aos do afluente, em todos os ensaios. Em reatores de
desnitrificacdo, o aumento do pH ocorre devido a reducdo do NO3-, que libera OH-

para o meio, aumentando o valor de pH (FOWDAR et al., 2015).

Cheikh et al. (2013), obtiveram uma faixa de pH de 6 a 8 em um experimento
utilizando carvao ativado e diferentes tipos de plasticos. Damaraju et al. (2015)
obtiveram uma faixa de pH de 6,8 a 7,2 em um biorreator de lascas de madeira. A
faixa de pH obtida por Healy et al. (2012), utilizando diferentes tipos de substratos, foi
de 7,3 a 8,5.

5.6 ALCALINIDADE

Os valores médios de alcalinidade obtidos em todos os ensaios, em ambos 0s

reatores, estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 - Médias de alcalinidade medida no afluente e efluente.

Fonte: A autora.

Efluente
Afluente (mg CaCOs3 L?)
Ensaio (mg CaCOsL?) Reatorl Reator 2
1 13,45+ 1,89 50,71 +12,81 59,33+10,34
2 517 +0,33 43,57 £ 22,40 72,00 = 3,35
3 7,38+ 1,94 67,71 +£10,49 67,73+£6,24
4 9,78+ 2,18 50,82 + 11,59 50,16 + 18,15
5 11,57 £ 0,00 97,66 £ 2,71 91,74 +6,49
6 22,71+x1278 57,11+1488 71,01+7,89
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Observa-se que em todos 0s ensaios a alcalinidade do efluente foi maior que
do afluente. Esse fato se explica porque, durante o processo de desnitrificacao, para
cada 1 mg de nitrato reduzido a nitrogénio gasoso, sao gerados 3,57 mg CaCO3 L-1
de alcalinidade (METCALF; EDDY, 2016).

7

Quando o nitrato ndo é totalmente convertido a nitrogénio gasoso Ssao
encontrados menores valores de alcalinidade no efluente, podendo indicar a queda
na eficiéncia de desnitrificacdo (WOSIACK, 2014). Esta afirmacé&o pode explicar o fato
de os menores valores de alcalinidade terem ocorrido no TDH de 0,67 dias, onde
também ocorreram as menores taxas de desnitrificacéo, 42,90% no R1 e 48,90% no
R2. Nos demais TDHs ocorreram as melhores taxas de desnitrificacdo e pode ser
observado que foi mantida a alcalinidade. A geracdo de alcalinidade também permite
a manutencédo do pH na faixa 6tima para os microrganismos desnitrificantes, e pode
ser verificada pelo aumento no pH (Tabela 8). No afluente o pH se manteve em
aproximadamente 5, e no efluente de cada reator o pH se manteve entre 6 e 7

aproximadamente.
5.7 RESULTADOS DE TEOR DE SOLIDOS TOTAIS, VOLATEIS E FIXOS

Os resultados das analises de soélidos totais, volateis e fixos, de ambos os
reatores, estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 - Concentragdo média em mg L de sdlidos no afluente e efluente dos reatores 1 e 2

Ensaio Afluente Efluente
Reator 1 Reator 2

ST STF STV ST STF STV sT STF STV

017 + 006 * 010 * 020 * 006 + 015 + 011* 007 % 0052
2 0,00 0,00 0,00 0,06 0,02 005 003 001 0,02

033 + 004 = 029 * 024 + 017 + 007 + 022% 015+ 0,08 *
3 0,00 0,00 0,00 0,05 0,08 007 004 008 008

029 + 025 = 003 + 025 + 019 + 006 + 026 022+ 005+
4 0,13 0,13 0,03 0,07 0,07 005 008 009 0,04

019 + 004 % 014 * 011 + 003 + 009 019+ 004+ 015
5 0,01 0,03 0,02 0,07 0,03 +004 008 002 0,08

031 + 012 * 021 + 020 * 008 + 013 + 020+ 007+ 0152
6 0,03 0,08 0,14 0,10 0,08 013 011 008 013

Fonte: A autora.
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As concentracdes de ST no afluente e no efluente foram relativamente baixas.
STF e STV no afluente e nos efluentes em todos os ensaios se mantiveram baixas.
Neste experimento ndo foram encontrados solidos suspensos volateis (SSV), segundo
Wosiack (2014), as baixas concentracbes de SSV no efluente indicam que néo
ocorreu eliminacao da biomassa e € uma vantagem em reatores de leito fixo. Por outro
lado, as baixas concentracfes de soélidos podem indicar que ocorreu um baixo

crescimento de organismos.
5.8 ANALISE DE NMP

Para verificar se diferentes cargas de nitrogénio afluente interferem na
concentracdo de bactérias desnitrificantes no meio, foi realizada a contagem dos
microrganismos desnitrificantes pelo método do NMP nos ensaios 5 e 6, com TDH de
4 e 0,67 dias, respectivamente. Ou seja, 0 maior e o menor TDH utilizados durante o

experimento.

Na Tabela 11 estdo apresentados os resultados de NMP.

Tabela 11 - Resultados do NMP de bactérias desnitrificantes presentes nos suportes dos ensaios 5 e

6.
(NMP mL1)
Reator Meio suporte Ensaio 5 Ensaio 6
1 Sabugo 6x10° 2,2x106°
2 Mini Biobobs® 2x10° 9,2x10°
2 Sabugo 2x10* 2,4x10°

Fonte: A autora.

As estimativas em termos de NMP mL-1 variaram, neste ensaio, entre 104 a
106. Para um reator utilizando lascas de madeira, Ilhan et al. (2011) relataram uma
estimativa para bactérias desnitrificantes de 1x109. Oliveira et al. (2013) obtiveram a
estimativa do NMP para bactérias desnitrificantes em lodo ativado variando entre
3,3x105 e 2,4x1010, tais estimativas indicam eficiente conversdo do nitrato a

nitrogénio gasoso.

As bactérias desnitrificantes mais importantes sdo Micrococcus denitrificans,
Thiobacillus denitrificans, Pseudomonas, Bacillus, Paracoccus denitrificans . Estas
espécies reduzem NO3- mesmo na presenca de de O2 (DAMARAJU et al.,2015). Su

et al. (2019), verificaram a diversidade microbiana em reator com sabugo de milho, e



51

observaram que os filos Proteobacteria, Firmicutes e Bacteroidetes foram
predominantes, sendo o Proteobacteria, importante na degradacéo da lignocelulose,
fornecendo fontes de carbono disponiveis para desnitrificacdo. Zhao et al. (2018)
também verificaram a presenca de Bacteroidetes e Proteobacteria em biorreatores de
lascas de madeira, estes filos desempenham um papel importante na degradacgao
lignocelulésica , que pode fornecer fontes de carbono disponiveis para desnitrificacao.
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6 CONCLUSOES
Através do trabalho realizado, foi possivel concluir que:

- A remocao de nitrato foi elevada em todas os ensaios estudados nos dois reatores.
- No reator 2, com sabugo e Mini Biobob®, a eficiéncia de remocéo foi ligeiramente

maior que no Reator 1, com suporte de sabugo.

- Quando houve aumento no TDH, também houve aumento da eficiéncia de remocéao

de nitrato, e ndo houve geracao de nitrito.
- Com TDH acima de 1 dia, possibilitou remoc¢éao de nitrato em taxas superiores a 70%.

- Com TDH de 0,67 dia, a taxa de remocéo caiu para cerca de 40% e foram obtidos

0S menores valores de alcalinidade.

- A superficie escamosa, a rugosidade e a porosidade dos materiais utilizados como
suporte para crescimento bacteriano, foram fundamentais para a eficiéncia do
sistema, pois permitiu que a biomassa crescesse e ficasse aderida ao substrato. A
presenca de bactérias desnitrificantes na biomassa de ambos os reatores foi

comprovada pela analise de NMP.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
Com o objetivo de complementar os resultados obtidos, recomenda-se:
* Realizar analise microbioldgica para identificar e quantificar os microrganismos;
* Realizar analise para verificar ocorréncia de lixiviagdo de nutrientes;

* Testar a remocao de antibidticos.
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