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RESUMO

THAINA RODRIGUES MACHADO, Paula. Avaliacdo da aplicacdo da espécie
Bacillus subtilis no tratamento de meio sintético com alta carga nitrogenada.
Porto Alegre. 2021. Dissertacdo de mestrado. Programa de Pdés-Graduacdo em
Engenharia e Tecnologia de Materiais, PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO
RIO GRANDE DO SUL

A presenca do nitrogénio na atmosfera é essencial a vida, entretanto, o despejo
de efluentes contendo grandes quantidades de nitrogénio em corpos receptores pode
causar danos como a eutrofizagdo, diminuicdo na concentragdo de Oxigénio
Dissolvido (OD) e toxicidade. Desta forma, torna-se necessario controlar e tratar
adequadamente os residuos liquidos para que estejam em conformidade com a
legislacdo e ndo prejudiquem o meio ambiente. Atualmente, processos como a
desnitrificacdo, que consiste na reducdo biolégica do nitrato convertendo-o em
nitrogénio molecular, tém se apresentado como uma alternativa viavel tanto no quesito
econdbmico quanto nas questdes de empregabilidade. Neste sentido, o presente
trabalho tem como objetivo avaliar a capacidade de reducdo da carga nitrogenada
presente em meio sintético pelo uso de bactérias desnitrificantes da espécie Bacillus
subtilis. Assim como analisar um efluente industrial real, a fim de verificar parametros
de descarte como a carga de nitrogénio, identificando-o como potencial aplicacdo do
método. A metodologia empregada neste estudo baseia-se no monitoramento das
bactérias sob suas condi¢des otimas de desenvolvimento, avaliando o crescimento,
assim como parametros de pH, densidade Optica, concentracdo de amonia e nitrato.
Com este estudo, foi possivel identificar a capacidade de Bacillus subtilis em reduzir
a carga nitrogenada presente no meio sintético, demonstrando a possibilidade de
emprego da técnica no tratamento de efluentes industriais. Assim como, o efluente

industrial demonstrou-se como um potencial candidato ao uso desta metodologia.

Palavras-Chaves: Bacillus subtilis, desnitrificagdo, remocao de nitrogénio.



ABSTRACT

THAINA RODRIGUES MACHADO, Paula. Evaluation of the application of Bacillus
subtilis species in the treatment of a synthetic medium with high nitrogen load.
Porto Alegre. 2021. Masters dissertation. Graduation Program in Materials
Engineering and Technology, PONTIFICAL CATHOLIC UNIVERSITY OF RIO
GRANDE DO SUL.

The presence of nitrogen in the atmosphere is essential for life, however, the
discharge of effluents containing large amounts of nitrogen into receiving bodies can
cause damage such as eutrophication, a decrease in the concentration of Dissolved
Oxygen (DO) and toxicity. Thus, it becomes necessary to properly control and treat
liquid waste so that it complies with the legislation and does not harm the environment.
Currently, processes such as denitrification, which consists of the biological reduction
of nitrate by converting it into molecular nitrogen, have been presented as a viable
alternative both in terms of economics and in terms of employability. In this sense, this
work aims to evaluate the ability to reduce the nitrogen load present in synthetic media
by using denitrifying bacteria of the Bacillus subtilis species. As well as analyzing a
real industrial effluent, in order to verify disposal parameters such as nitrogen load,
identifying it as a potential application of the method. The methodology used in this
study is based on monitoring the bacteria under their optimal development conditions,
evaluating growth, as well as pH, optical density, ammonia and nitrate concentration
parameters. With this study, it was possible to identify the capacity of Bacillus subtilis
to reduce the nitrogen load present in the synthetic medium, demonstrating the
possibility of using the technique in the treatment of industrial effluents. Likewise,
industrial effluent was shown to be a potential candidate for the use of this

methodology.

Key words: Bacillus subtilis, denitrification, nitrogen removal.
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1. INTRODUGCAO

O crescimento populacional, o desenvolvimento econdmico e as altera¢cdes nos
padrées de consumo estdo sendo aumentados continuamente, com iSso inserimos
diariamente uma enorme e variada gama de produtos as nossas casas. Nao podemos
negar o fato de que a producéo de bens e servicos necessitam de diversas matérias
primas, sendo a mais critica delas a agua. Entretanto, o emprego de grande
quantidade de agua em tais processos produtivos gera como consequéncia a
producado de residuos inerentes a esta pratica. Pode-se dizer que ao longo do dltimo
século, tivemos um aumento de 6 vezes no consumo de agua doce, ainda assim,
existe uma perspectiva de que o avango deve continuar a crescer a uma taxa de 1%
ao ano (PANDEY et. al., 2021).

Considerando o0s niveis elevados de agua utilizados pelas indastrias
produtoras, torna-se inevitavel a geracao de efluentes liquidos. Segundo a Resolucao
CONSEMA n° 355/2017, o efluente liquido industrial pode ser definido como: “despejo
liquido resultante de qualquer atividade produtiva, oriunda prioritariamente de areas

de transformagao de matérias primas em produtos acabados” (CONSEMA, 2017).

As aguas residuais industriais geralmente contém varios poluentes, que na
maioria das vezes, ameacam seriamente 0 meio ambiente e a saude humana quando

nao realizado o tratamento adequado prévio ao descarte (Yi et. al., 2021).

Dentro deste contexto, as questdes relacionadas a agua ganham destaque,
devido a ela ser considerada o recurso mineral mais precioso, e essencial a vida de
todos os seres vivos. Cerca de 71% da superficie terrestre é coberta por agua, 97,5%

dessa quantidade € salgada e o restante € agua doce (BASAK et. al., 2021).

Conforme a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), estimou-se que 1 em cada

10 pessoas (785 milhdes) ainda carece de servigos basicos, incluindo os 144 milhdes
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gue bebem aguas superficiais ndo tratadas. Podendo ainda destacar que a cobertura
de servicos basicos entre os mais ricos era pelo menos duas vezes maior do que entre
0s mais pobres (OMS, 2019).

Dentre as diversas formas de uso da 4gua podemos destacar algumas delas
como: abastecimento domeéstico e industrial, irrigacdo, dessedentacdo de animais,
aquicultura, preservacao da flora / fauna, recreacéo e lazer, harmonia paisagistica,
geracdo de energia elétrica, navegacéao e diluicdo de despejos. Em termos gerais,
apenas os dois primeiros usos estdo frequentemente associados a tratamentos
prévios da agua, devido aos requisitos de qualidade serem mais exigentes. O
abastecimento doméstico € considerado o uso mais nobre e o que requer uma
qualidade superior aos outros usos, enquanto o despejo industrial tem uso menos
nobre, mas também necessita de atencdo para o atendimento dos requisitos legais de
despejo (VON SPERLING, 1996).

O despejo de efluentes liquidos em corpos hidricos sem o devido controle
causa danos ao meio ambiente principalmente a vida aquética, pois a presenca de
niveis elevados de nutrientes como fésforo e nitrogénio ocasionam um fendmeno
denominado eutrofizacdo, que causa o crescimento desenfreado de algas. Este fato
demonstra a necessidade de tratamento dos efluentes liquidos para torna-los aptos
para devolucdo nos corpos de agua. Com isto, as Estacfes de Tratamento de
Efluentes (ETE) possuem o objetivo de remover os poluentes, os nutrientes
excessivos e demais constituintes da matéria organica que se encontram presentes
nas aguas residuarias. Contudo, observa-se que muitas vezes as empresas
apresentam dificuldades em atender os parametros exigidos por lei, principalmente
guanto as cargas permitidas de nitrogénio. Esse elemento possui grande importancia,
pois esta incluso no fluxo de matéria e da energia presentes na natureza, e é
considerado essencial para o crescimento de plantas e equilibrio do ecossistema
(GERHARDT, 2017; PEREIRA, 2017).

Dentro desta problematica o presente trabalho tem como finalidade avaliar o
crescimento das bactérias da espécie Bacillus subtilis nas suas condi¢cdes otimas de
crescimento, considerando o contato da bactéria com dois diferentes meios sintéticos
— um meio com carater nitrificante e outro meio com carater desnitrificante, avaliando

a capacidade de reducao da carga nitrogenada. Assim como, caracterizar os residuos



19

liquidos industriais de uma empresa do ramo eletronico, que possui efluentes com alta
carga nitrogenada, verificando a possibilidade de atuacdo de um tratamento biolégico

como alternativa para a redugéo.



20

2. OBJETIVOS

Avaliar a aplicacdo da espécie Bacillus subtilis no tratamento de meio sintético
com alta carga nitrogenada.

2.1. Objetivos Especificos

- Colocar bactérias desnitrificantes da espécie Bacillus subtilis em contato com

meios sintéticos nitrificante e desnitrificante com alta carga nitrogenada;

- Avaliar o desempenho das bactérias em contato com meios sintéticos

nitrificante e desnitrificante com alta carga nitrogenada;

- Medir a densidade 6ptica dos meios sintéticos em contato com a bactéria a

fim de identificar seu crescimento;

- Medir pH e concentracdo de ions nitrato e aménio dos meios sintéticos em

contato com a bactéria;

- Coletar e caracterizar uma amostra de efluente industrial avaliando
parametros de descarte como a carga hitrogenada, a fim de avaliar a possibilidade do
uso de bactérias desnitrificantes da espécie Bacillus subtilis para tratamento e reducéo

da carga nitrogenada.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Nitrogénio em efluentes

O nitrogénio é obtido em grande escala pela destilacdo de ar liquefeito e seus
principais usos sdo: processamento de metais, refino de petréleo e processamento de
alimentos, onde é utilizado na forma de gas como atmosfera inerte. O nitrogénio
liquido (ponto de ebulicdo - 196 °C ou 77 K) € um agente de resfriamento conveniente
tanto na inddstria como no laboratério. Na indastria seu principal propésito esta
vinculado a producdo de amdnia pelo processo Haber e a conversao para acido nitrico
pelo processo Ostwald (ATKINS, 2001).

A amobnia fornece uma ampla gama de compostos de nitrogénio, como
fertilizantes, plasticos e explosivos. O nitrogénio desempenha um papel crucial na
biologia por ser um dos constituintes dos aminoacidos e acidos nucleicos, sendo o
ciclo do nitrogénio um dos processos mais importantes no ecossistema. Na Figura 3.1,

€ apresentada uma ilustracdo que demonstra o ciclo do nitrogénio (ATKINS, 2001).
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Figura 3.1. Ciclo Biolégico do Nitrogénio (ATKINS, 2001).

Dentre os contaminantes encontrados nas aguas residuarias, tem-se a
presenca do nitrogénio sob quatro diferentes formas: nitrogénio amoniacal, nitrogénio
organico, nitrito e nitrato. A presenca do nitrogénio é essencial a vida, entretanto, o
despejo de efluentes que contenham grandes quantidades de nitrogénio em um corpo

receptor pode causar danos tais como: a eutrofizagéo, diminuigéo na concentracao de
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Oxigénio Dissolvido (OD) e aumento da toxicidade. Este ultimo esta relacionado tanto
ao fato de o OD ser um fator limitante para manutencdo da vida aquatica e de
processos de autodepuracdo em sistemas aquaticos naturais e estacbes de
tratamento de esgotos, pois, durante a degradacdo da matéria organica, as bactérias
fazem uso do oxigénio nos seus processos respiratorios, que podem vir a causar uma
reducado de sua concentracdo no meio. Quanto a toxicidade por aménia, em condi¢des
de pH elevado (frequentes durante os periodos de elevada fotossintese), a aménia
apresenta-se em grande parte na forma livre (NHs), toxica aos peixes, ao invés de
apresentar-se na forma ionizada (NHs4*), ndo téxica. A identificagdo da forma
predominante na qual o nitrogénio esta presente nos cursos de agua, possibilita a
identificacdo do estagio de poluicdo. Quando se tem uma poluicéo recente o nitrogénio
encontrado estara na forma de nitrogénio orgénico enquanto nas poluicbes mais
antigas o nitrogénio estara na forma de nitrato devido a acdo das bactérias
nitrificantes, isto ocorre desde que exista quantidade suficiente de OD para permitir o
processo de nitrificacdo (BAUR, 2012; ZOPPAS, 2012).

3.2. Tratamento de Efluentes

Os esgotos podem ser definidos como aguas que, apds consumo humano, seja
doméstico, industrial ou comercial, apresentam alteracdes nas caracteristicas
naturais. A falta de tratamento prévio dos esgotos urbanos e efluentes industriais gera
um efeito extremamente negativo nos meios hidricos, ao levar em conta o enorme
consumo de 4gua e a geracao de efluentes potencialmente poluidores (CARVALHO,
2014).

A descarga excessiva de nitrogénio nos cursos de agua naturais pode causar
problemas ambientais graves, como a eutrofizacdo da agua e a destruicdo de

ecossistemas aquaticos (YU, 2019).

Segundo a indicacao de tratativa de efluentes do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA) através do Art. 3 da Resolucdo N°. 430, de 13 de maio de 2011,
diz que: “Os efluentes de qualquer fonte poluidora somente poderdo ser langados

diretamente nos corpos receptores apés o devido tratamento e desde que obedecam
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as condicOes, padrdes e exigéncias dispostos nesta Resolucdo e em outras normas
aplicaveis” (BRASIL, 2011).

Considerando o desenvolvimento das atividades industriais, e o forte
crescimento econdmico que envolve este contexto, tem-se como consequéncia o
aumento da producao de efluentes industriais. Com isso, se faz necessaria a adocéo
de atividades de tratamento dos efluentes para que possam ser devidamente

descartados.

As Estacfes de Tratamento de Efluentes séo locais onde os rejeitos liquidos
sao recebidos ou contidos para analise dos parametros definidos na Resolucao N°.
430, de 13 de maio de 2011, para que estes sejam tratados previamente e assim
destinados adequadamente (BRASIL, 2011).

As formas de tratamento as quais os despejos podem ser submetidos s&o:
tratamento preliminar por processos fisicos, tratamento primario por processos fisico-
quimicos, tratamento secundario por processos bioldgicos, e por ultimo o emprego do
tratamento quimico. Na Figura 3.2., tem-se o fluxograma do processo de efluente
industrial (BRASIL, 2011; GIORDANO, 2004).

TRATAMENTO TRATAMENTO I TRATAMENTO TRATAMENTO
PRELIMINAR Fisico J BIOLOGICO | auimico
|  saibpapo |
EFLUENTE
TRATADO

Figura 3.2. Fluxograma do processo de tratamento — Efluente Industrial (Elaborado pelo autor).
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Estas etapas tém por objetivo eliminar as mais diversas substancias
indesejaveis, e possibilitar o seu retorno ao meio ambiente com caracteristicas

sanitarias mais adequadas do que a situacdo anterior de efluente bruto.

As ETE possuem etapas sequenciais, cada uma com propdsito especifico e
gue possibilitara ao fim do processo a obtencéo de um efluente tratado préprio para
descarte. A utilizacdo de uma ou mais etapas € definida com base na caracteristica
do efluente em questéo e as suas necessidades de tratamento como a presenca de

materiais sélidos dispersos, micro-organismos e excesso de nutrientes.

A seguir serdo descritas as caracteristicas de cada uma das etapas de

tratamento de uma ETE:

a) Tratamento preliminar

Tem como proposito a remocéao de soélidos grosseiros, sélidos suspensos e
areia. O principal objetivo desta etapa é proteger as unidades subsequentes,
bombas e tubulacbes e os corpos receptores evitando possiveis obstrucdes e

facilitando o fluxo dos liquidos (VON SPERLING, 1996).
b) Tratamento fisico

Consiste nos processos de separacdo e remoc¢ao dos solidos em suspensao
sedimentaveis e flutuantes. O gradeamento, o peneiramento, a separacao de 6leos
e gorduras, sedimentacao, filtracédo e a flotacdo s&o processos pertencentes a esta
etapa.

Podem ser considerados pertencentes a esta etapa de tratamento aqueles
processos em que ha a remocdo de matéria organica e inorganica em suspensao
coloidal e a eliminacdo de micro-organismos através de processos de filtragcdo em
areia ou em membranas. Como no caso dos processos que utilizam reatores de
lodos ativados ou processos de polimento empregados para retencédo de micro-
organismos e moléculas organicas. As membranas de microfiltragdo sdo indicadas
guando ha concentracéo de flocos biologicos, as membranas de ultrafiltracdo séo
responsaveis pela retencao de micro-organismos e membranas de nanofiltracdo séo

capazes de reter micro-organismos e moléculas organicas. Assim como, quando
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existe a busca pela desinfeccao por meio do uso de radiacéo ultravioleta. No Quadro
3.1 estdo descritos os procedimentos realizados em cada umas das etapas do
tratamento fisico (GIORDANO, 2004).

Quadro 3.1. Etapas do tratamento fisico (GIORDANO, 2004).

Etapa Objetivo e forma de atuacéo

Remover solidos grosseiros pela utilizagdo de grades mecanicas ou
Gradeamento ]
limpeza manual.

) Remocéo de solidos com diametros superiores a 1 mm através do uso
Peneiramento .
de peneiras.

Separacéo de 6leos | Recolhimento de 6leos e/ou gorduras na superficie do rejeito do efluente

e gorduras por diferenca de densidade

Separacéo dos residuos e clarificacéo do efluente através da contencéo
Sedimentacéo em reservatérios que possibilitam a decantacdo dos materiais mais

densos.

Reter sélidos em suspensédo através da passagem de uma mistura por
Filtracdo um material poroso que fara a retencdo dos soélidos, possibilitando a

passagem da fase liquida.

Flotaca Clarificacdo de efluentes e concentragdo de lodos. Por meio de
otacéo o o
escoamento superficial em decantadores ou raspagem superficial.

c¢) Tratamento biolégico

Ocorre pelo emprego de métodos de tratamento nos quais a remocao e feita
através de atividade bioldgica, possibilitando a remocdo da matéria organica
dissolvida e em suspensdo por meio da transformagdo destes em solidos
sedimentaveis, bem como comporta as metodologias de nitrificacdo e
desnitrificacdo. As descricdes dos processos que utilizam este tipo de tratamento

serdo indicadas a seguir.

O sistema de lodos ativados convencional € composto de um decantador
primario, um tanque de aeracao e um decantador secundario dispostos em série. O
processo de tratamento de efluente utilizando lodos ativados baseia-se no
fornecimento de oxigénio (ar atmosférico ou oxigénio puro), a fim de que os micro-
organismos degradem a matéria organica dissolvida e em suspenséo,

transformando-a em géas carbdnico, agua e flocos biolégicos formados pelos micro-
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organismos caracteristicos do processo. A técnica é empregada na separacdo de
biomassa (flocos biolégicos) dos efluentes tratados (fase liquida) (GIORDANO,
2004; CARVALHO, PASSIG e KREUTZ, 2011).

A entrada de efluentes (matéria orgéanica) provoca o crescimento do lodo
biologico, denominado de excesso de lodo. Esta formacéo se deve principalmente
a presenca dos nutrientes como fésforo e nitrogénio, assim como dos
micronutrientes como célcio, magnésio, enxofre, ferro, cobre, zinco, cromo, cobalto
e molibdénio (GIORDANO, 2004).

Dentro desta categoria de tratamento tém-se as lagoas aeradas aerobias e
as lagoas aeradas facultativas. Os tipos de lagoa e seus funcionamentos estao

descritos no Quadro 3.2.

Quadro 3.2. Tipos de lagoas de tratamento (GIORDANO, 2004).

Tipo de Lagoa Funcionamento

Este tipo de lagoa opera como se fossem tanques de
aeracao de lodos ativados sem reciclo de lodo. A aeracédo é
Lagoa aerada aerbbia mantida de forma que toda a biomassa fique uniformemente
distribuida pela massa liquida, para que ndo ocorra
sedimentag&o.

Sao projetadas para operarem em condi¢cdes energéticas

Lagoa aerada facultativa inferiores as das lagoas aeradas aerébias. Sao preparadas para

gue nelas ocorra a etapa de sedimentacéo

Outra possibilidade, € a utilizacdo de processos facultativos, os quais podem
ocorrer por meio de diferentes processos como: contatores biolégicos, biodiscos e

filtros bioldgicos. Tais metodologias serdo explicitadas nos paragrafos que seguem.

Os contatores bioldgicos rotativos (RBCs) consistem em uma técnica
baseada no contato alternado entre o efluente, o suporte e o ar atmosférico. A
repeticéo deste processo provoca a producéo de biomassa ou biofilme. Os biofilmes
sdo estruturas complexas metabolicamente ativas de bactérias, arqueias e
eucariontes microbianos. Esses biofilmes se desenvolvem em substratos
submersos tendo como vantagens o baixo custo operacional, estrutura simples e de

baixo impacto ambiental, sendo amplamente utilizados para estabilizacdo de
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matéria organica e remocao de nitrogénio. Varios tipos de aguas residuais podem
ser tratados com RBCs, como agua contaminada por metais pesados e aguas
residuais de corantes téxteis. No entanto, algumas caracteristicas afetam a
qualidade do efluente, envolvendo éarea de fixacdo inadequada, deposicdes
consideradas lentas do biofilme e baixa taxa de transferéncia de oxigénio (LI, 2019;
PENG, 2018; ZIM, 2006).

Os biodiscos sao semelhantes aos contatores biolégicos, diferindo no fato do
biofilme utilizado ser suportado por placas circulares, que giram continuamente
acionadas por motores de velocidade reduzida, que possibilitem uma rotacdo mais
branda do sistema. O espessamento da camada de biofilme sobre as placas causa
o desprendimento e a deposi¢cdo no tanque do biodisco, de maneira a resultar na
digestao do lodo, assim como também existe um decantador final que € responsavel

pela remocao dos materiais sedimentaveis (GIORDANO, 2004).

O tratamento com filtro biolégico é considerado o mais antigo dos processos
biolégicos utilizado racionalmente para o tratamento de esgotos. O filtro biol6gico é
um processo de crescimento em leito fixo, em que o efluente passa através de um
leito de material inerte. O preenchimento pode ser feito pelo uso de material sintético
de plasticos ou brita. Entretanto, este processo ndo envolve nenhum processo de
peneiramento ou filtracAo mecanica, e sim um processo de oxidacao biolégica.
Ainda assim, este tipo de tratamento difere do processo de biodiscos, pois tem leito
fixo e a distribuicdo movel. Como destaque, este tem um baixo gasto operacional, e
proporciona resultados de aproximadamente 60% de reducdo da matéria organica
(GIORDANO, 2004; OLIVEIRA, 2010).

d) Tratamento quimico

Este tratamento ocorre por meio das rea¢des quimicas, provocadas pelo uso
de produtos quimicos com o propésito de remover os poluentes ou condicionar a
mistura de efluentes de maneira a facilitar o seu tratamento em etapas
subsequentes (GIORDANO, 2004).
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O processo de clarificacdo quimica ocorre através das etapas de
coagulacao/floculacao e tem por finalidade aglomerar impurezas que se encontram
em suspensao em estado coloidal para que possam ser removidas por decantacao,
flotacdo e/ou filtracdo. Neste processo ocorre a ligagdo de pequenas particulas
dispersas em grandes aglomerados que poderdao ser mais facilmente removidos
através de métodos fisicos, como a sedimentacao e filtracdo. A clarificacdo quimica
ocorre por meio de alguns fatores como: o controle da temperatura, a agitagao,
agentes coagulantes quimicos, processos biolégicos, passagem de corrente elétrica
(eletrocoagulacdo), ou também pela eletrocoagulacdo combinada a adicdo de
coagulantes quimicos, que podem ser sais de ferro ou aluminio (FORTINO, 2012;
GIORDANO, 2004).

A eletrocoagulacdo apresenta vantagens como opcao de tratamento, pois
nao requer um fornecimento constante de produtos quimicos e, consequentemente,
pode ser mais facilmente implementado em um contexto de pais em
desenvolvimento, onde esses produtos quimicos nao estdo prontamente
disponiveis. Também se apresenta como uma tecnologia eficaz de tratamento de
agua potavel que pode ser facilmente implantada como equipamento portétil para
uso em locais remotos ou em caso de emergéncias (ATKINS, 2001; SYMONDS,
2015).

A precipitacdo quimica costuma ser utilizada na remocéo de metais pesados
em efluentes inorganicos. Ocorre através da adicdo de um agente alcalino que
resulta na formacéo de hidroxidos metalicos e, consequentemente, na precipitacao
de metais devido a formacéao de sélidos insoluveis, apés ajuste de pH basico. Para
0s casos de precipitagdes concomitantes deve-se avaliar as curvas de solubilidade
dos elementos, a fim de identificar a relacdo entre o pH e a solubilidade
(GIORDANO, 2004; MELLA, 2013).

3.3. Anédlises de Efluentes Industriais

Os sistemas de tratamento possuem como principal objetivo simular os

fendbmenos naturais em condigcbes controladas e otimizadas, e que resultem no



29

aumento da velocidade e na eficiéncia de estabilizacdo da matéria organica, bem

como de outras substancias presentes no meio (BRASIL, 2011).

A seguir sdo descritas as principais caracteristicas das aguas descartadas
resultantes da utilizacdo de diversos processos, também conhecidas como aguas
residuarias (GIORDANO, 2004).

a) Sélidos totais

Compreendem os sélidos organicos e inorganicos, suspensos, dissolvidos e
sedimentaveis. Os solidos em suspenséo (fracdo dos solidos organicos e inorganicos
qgue sao filtraveis, ou seja, ndo dissolvidos), podem ser classificados como: sélidos
fixos (componentes minerais, ndo incineraveis, inertes dos sélidos em suspensao),
como solidos volateis (componentes organicos dos soélidos em suspenséo), ou ainda
como soélidos dissolvidos (fracdo dos solidos organicos e inorganicos que nao sao
filtraveis, normalmente considerados com dimensdo menor que 103). Os sdlidos
sedimentaveis sao referentes a fracdo dos solidos organicos e inorganicos que
sedimenta em 1 hora no cone Inmhoff. E a indicagdo aproximada da sedimentac&o

em um tanque de decantacao.

b) Matéria organica

Mistura heterogénea de diversos compostos organicos, podendo citar como 0s
principais componentes: as proteinas, os carboidratos e os lipideos. A matéria
organica pode ser determinada de duas maneiras: Determinacao direta (DBOs) € a
medida do oxigénio consumido apods 5 dias pelos micro-organismos na estabilizacao
da matéria organica. Estd associada a fracdo biodegradavel dos componentes
organicos carbonaceos; demanda quimica de oxigénio (DQO) que representa a
guantidade de oxigénio requerida para estabilizar quimicamente a matéria organica
carbonacea. E a demanda bioquimica de oxigénio (DBO) ultima que representa o
consumo total de oxigénio, ao final de varios dias, requerido pelos micro-organismos
para a estabilizacdo bioquimica da matéria organica. E a determinacao indireta de
carbono organico total (COT) que é uma medida direta da matéria organica
carbonécea. E determinada através da conversdo do carbono organico a gas

carbonico. A matéria organica nitrogenada contempla as proteinas e os aminoacidos
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gue sao biodegradados dando origem a compostos mais simples como am®onia, nitrito,
nitrato e nitrogénio molecular (GUIMARAES, 2001).

c) Nitrogénio total

Inclui o nitrogénio organico, aménia, nitrito e nitrato. E um nutriente
indispensavel para o desenvolvimento dos micro-organismos no tratamento biologico.
O nitrogénio organico e a amonia compreendem o denominado Nitrogénio Total
Kjeldahl (NTK). O Nitrogénio orgéanico refere-se ao nitrogénio na forma de proteinas,
aminoécidos e ureia. O nitrogénio na forma de aménia é produzido no primeiro estagio
da decomposicdo do nitrogénio organico. O nitrito estd relacionado ao estagio
intermediario da oxidacdo da amoénia, € praticamente ausente no esgoto bruto. O
nitrato é o produto da oxidacdo da aménia e € praticamente ausente no esgoto bruto
(GUIMARAES, 2001).

d) Acidez e basicidade — valor de pH

E um indicador das caracteristicas acidas ou basicas do esgoto. Podendo ser

reduzido pelos processos de oxidacéo bioldgica.

3.4. Parametros de Descarte

No intuito de realizar o despejo dos efluentes liquidos nos corpos hidricos de
maneira correta, € necessaria a verificacdo e a adequacéo dos parametros previstos
na Resolucdo N° 430, de 13 de maio de 2011 (BRASIL, 2011), pertencente ao
Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA. A Tabela 3.3 apresenta as
condi¢cbes adequadas para o lancamento de efluentes.
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Tabela 3.3. Condi¢cdes de lancamento de efluentes (BRASIL, 2011).

Parametro Condicao
pH 5-9
Temperatura <40°C
Materiais sedimentaveis Até 1 mL/L (1h em cone Inmhoff)?
Vazdo méxima 1,5 x a vazdo média3

) Oleos minerais até 20 mg/L
Oleos e graxas . ) o
Oleos vegetais e gorduras animais até 50 mg/L
Materiais flutuantes Ausentes

DBOs & 20°C Remoc&o minima de 60%

IN&o podendo exceder a variacdo de 3 °C na zona de mistura. 2Lagos e lagoas com
velocidade de circulagdo praticamente nula, os materiais sedimentaveis deverdo ser
ausentes. 3vazdo média do periodo de atividade diario do agente poluidor.

A Tabela 3.4 apresenta a relacdo dos elementos pertencentes aos

parametros inorganicos e 0s respectivos valores de tolerancia.

Tabela 3.4. Padrbes de lancamento de efluentes parametros Inorganicos (BRASIL, 2011).

Parametros Inorganicos Valores maximos (mg/L)
Arsénio total 0,5
Bério total 50
Boro total* 50
Cédmio total 0,2
Chumbo total 0,5
Cianeto total 1,0
Cianeto livre? 0,2
Cobre dissolvido 1,0
Cromo hexavalente 0,1
Cromo trivalente 1,0
Estanho total 4,0
Ferro dissolvido 15,0
Fluoreto total 10,0
Manganés dissolvido 1,0
Mercurio total 0,01
Niquel total 2,0
Nitrogénio amoniacal total 20,0
Prata total 0,1
Selénio total 0,30
Sulfeto 1,0
Zinco total 50

IN&o se aplica para o langamento de aguas salinas; 2Destilavel por acidos fracos.
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A Tabela 3.5, apresenta os elementos que constituem os parametros organicos

e seus respectivos valores de tolerancia.

Tabela 3.5. Padrdes de lancamento de efluentes parametros organicos (BRASIL, 2011).

Parametros Organicos Valores maximos (mg/L)
Benzeno 1,2
Cloroférmio 1,0
Dicloroetenot 1,0
Estireno 0,07
Etilbenzeno 0,84
Fendis totais? 0,5
Tetracloreto de carbono 1,0
Tricloroeteno 1,0
Tolueno 1,2
Xileno 1,6

IN&o se aplica para o lancamento de aguas salinas; 2Destilavel por &cidos
fracos.

O automonitoramento para controle e acompanhamento periédico dos
efluentes lancados nos corpos receptores € de responsabilidade da fonte poluidora
dos recursos hidricos, tendo como base uma amostragem representativa dos mesmos
(BRASIL, 2011).

3.5. Tecnologias para Remoc¢éao de Nitrogénio
3.5.1. Remocéo lodos ativados

Esta tecnologia prevé um sistema que mantém a massa biolégica em contato
com a matéria organica do despejo liquido afluente, que deve estar em continua
circulacéo e na presenca de oxigénio, fazendo com que esta massa cresca e flocule.
Com a finalidade de manter esta condicdo de operacéo, é necessaria uma alta
oxigenacao e disponibilidade de matéria organica biodegradavel, proporcionando
uma populagcéo microbiana ao sistema (VON SPERLING, 2002, TONETTI, 2013).

O sistema de lodos ativados é composto basicamente por: tanque(s) de
aeracao, aeradores, decantador(s) secundario e bomba(s) de recirculagédo, conforme
mostrado na Figura 3.3 (ROCHA, 2016).
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TANQUE DE AERACAO

EFLUENTE
>

AFLUENTE

Vv
LODO DE EXCESSO

LODO DE RETORNO

Figura 3.3. Esquema das unidades da etapa biol6gica do sistema de lodo ativado (ROCHA, 2016).

Os sistemas de lodos ativados podem ser associados aos processos como 0S
de pré-desnitrificacdo e pdés-desnitrificacdo, que auxiliam a reducdo biolégica do
nitrato. No caso da pré-nitrificacdo, o reator possui uma zona anoxica seguida pela
aerdbia onde é conduzida a formacéo de nitratos, que sdo direcionadas a regiao
anoxica através de uma recirculacdo interna. Entretanto, ha uma dificuldade na
aplicacdo desta técnica, devido ao grande volume de lodo recirculado que é requerido,
que propicia um elevado gasto energético e consequentemente financeiro (BUENO,
2016).

Na etapa de pos-desnitrificacdo, o sistema é composto por um reator com zona
aerobia, zona anoxica e, opcionalmente uma zona aerobia final. Na zona aerdbia, tem-
se a remocéao do carbono e a producao de nitratos que séo formados na zona anéxica
e sequencialmente reduzidos a nitrogénio gasoso. Porém, mesmo ndo havendo a
necessidade de recirculagdo ha uma desvantagem em relacdo a pré-desnitrificacao,
€ que neste sistema o processo ocorre de maneira endégena e resulta em uma taxa
de desnitrificagdo mais lenta (BUENO, 2016).

3.5.2. Remoc¢ao por meio de sistemas alagados (Wetlands)

Os sistemas alagados simulam os fenémenos (fisicos, quimicos e bioldgicos)

gue ocorrem espontaneamente na natureza, como os verificados nos brejos, em que



34

espécies vegetais purificam as aguas. Este método de tratamento é efetivo na reducéo
da matéria organica e na retencéo ou eliminacao de substancias toxicas que, de outra
maneira, seriam langcadas no meio ambiente. Além da reducgdo dos contaminantes, 0s
sistemas de alagados construidos possuem comprovados resultados na remocao de
nutrientes, como nitrogénio e fésforo e séo considerados uma opcéo econdémica para
o tratamento de aguas residuais. Os sistemas artificiais, envolvem o crescimento de
plantas em uma lagoa e o0 uso da luz solar para produzir oxigénio, que é utilizado por
micro-organismos na quebra da matéria organica presente em aguas residuais.
Existem dois formatos de sistemas que sdo amplamente utilizados: wetland construido
de fluxo de superficie de agua livre (FWSCW) e wetland construido em fluxo
subterraneo (SSFCW). Entre os tipos de SSFCW existem dois: wetland construido em
fluxo horizontal (HFCW) e wetland construido em fluxo vertical (VFCW). O emprego
desta técnica possui vantagens, devido a simples construgcdo, operacdo e
manuten¢cdo, possuem alta robustez e estabilidade do processo, alta capacidade
tampao para flutuacbes de carga hidraulica e organica e baixa producao de lodo.
Também fornecem é&reas verdes e melhoram a qualidade ambiental (UCKER, 2012;
ILYAS, 2017).

3.5.3. Remocao por volatilizacéo

O processo de volatilizacdo € conhecido pela perda de aménia (NHz) a partir
do solo, que ocorre principalmente em funcdo do ambiente quimico. Com o aumento
do pH, ha um aumento na conversdo de amonio a aménia, em que esta apresenta-se
volatil e acaba sendo facilmente perdida para a atmosfera a partir do solo ou materiais
organicos. Esta situacdo se deve ao fato de o processo de volatilizacdo ser
considerado um processo fisico-quimico reversivel, que pode ser afetado pela
temperatura, condi¢cdes de luz, velocidade do vento e pelo valor do pH da agua.
Segundo os estudos de Zhang et al. (2016), que utilizaram este método no tratamento
de residuos oriundos da suinocultura, houve uma reducao de aproximadamente 12%
do N em aguas residuarias de suinocultura (ZHANG, 2016; CASTRO, 2016).

3.5.4. Remogao por “Stripping”

A tecnologia do air stripping se baseia na transferéncia de compostos volateis

presentes no meio liquido para um gas de arraste (ar atmosférico). Sendo possivel a
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remocdo de compostos organicos volateis, amoénia e gases odorificos. O processo
ocorre pela transferéncia da aménia do liquido para o ar podendo ser descrito pela Lei
de Fick e sendo dependente da diferenca de pressdo parcial ou concentracdo da

amonia entre o liquido e o ar.

A amaonia é retirada na forma gasosa (nitrogénio na forma de amaonia livre-n&o
ionizada), enquanto o ion amdnio é bastante soluvel em agua. Desta forma, para que
ocorra o processo do air stripping € necessario que o nitrogénio amoniacal total esteja
sob forma de amonia, sendo dependente principalmente do pH e da temperatura
(FILHO, 2015).

A remocado de amonia por air stripping tem sido aplicada em lixiviado de aterro
sanitario, dejeto de suinos e bovinos, industria de fertilizantes e curtume. Em muitos
casos, é aplicada como etapa anterior ao tratamento biolégico, com o objetivo de
minimizar os efeitos de inibicdo, considerando o fato de a amdnia atuar no crescimento
de microrganismos nos processos biologicos de tratamento, ela pode ser prejudicial
ao meio quando presente em concentracdes elevadas, proporcionando a inibicdo da
oxidacao de nitrito ou até mesmo inibindo a oxidacao do nitrogénio amoniacal total.
(DELDUQUE, 2017).

3.5.5. Remocao por biodiscos

A remocdao por biodiscos baseia-se em contatores bioldgicos rotativos que séo
chamados de reatores de disco, superficie, midia e biofiime e fornecem uma
alternativa ao processo de lodo ativado. O método de biodiscos possui uma base
sélida que estimula o crescimento microbiano em um biofilme estéatico. O material é
organizado por meio de uma série de placas ou discos que sdo girados em um eixo
através de uma calha de biozona por motor ou acionamento a ar. A rotacao leva a
mistura de fluido a granel, a convecgéo através dos poros do meio / biofilme, a difuséo
do composto ao filme e subsequente troca de produto com o reator e os arredores.
Sendo assim, processos bioldgicos ocorrem dentro do biofilme microbiano fixo, que
contém componentes de biomassa ativa / ndo ativa, matriz extracelular de biofilme e
detritos. Por este método temos a combinagdo do crescimento bacteriano e a

utilizacdo de substrato com um sistema natural de separagéo de biomassa. Porém, a


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/biofilms
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/activated-sludge
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/microbial
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/microbial
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/bulk-fluid
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/bulk-fluid
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/biomass

36

qualidade do efluente e a estabilidade do processo sdo dependentes de uma zona

de sedimentacao remota.

A aplicacdo dos processos de discos rotativos, ja € conhecida quando se tem
a necessidade de remover matéria organica das aguas residuais. Teve a ampliacao
da sua aplicacdo a fim de possibilitar seu uso em processos de nitrificagcdo e
desnitrificacdo de aguas residuais. Inimeras investigacbes ja foram feitas para
examinar a relacdo entre carga hidraulica e organica, tempo de residéncia,

concentracéo de efluentes e porcentagem remocéao de nitrogénio (HASSARD, 2015).

Com base nisso e considerando as vantagens destes sistemas, 0s biodiscos
rotativos sdo amplamente utilizados no tratamento biolégico de efluentes
em processos de nitrificacdo e desnitrificacdo e, também é empregado na diminuicédo
de DQO e DBO (KARGI, 2002).

3.5.6. Remocao por processos bhioeletroquimicos

A bioeletroquimica compreende uma variedade de atividades de pesquisa, nas
quais sistemas biolégicos sdo investigados ou explorados por meios
eletroquimicos. Essas atividades incluem estudos fundamentais sobre fenémenos
relacionados a transferéncia de elétrons em biologia e aplicacdes como biossensores

eletroquimicos e células de biocombustivel (KLOKE, 2010).

Nos processos convencionais de desnitrificacdo biologica ocorre uma reacao
de oxido-reducao, em que o nitrato é reduzido a N2 gasoso. Enquanto no processo de
desnitrificacdo bioeletroquimica, além da reacdo de Oxido-reducdo por micro-
organismos, tem-se alguns pontos que diferem tais métodos como: a velocidade de
remocao de nitrato, que se apresenta mais lenta nos processos convencionais do que
nos sistemas bioeletroquimicos, assim como possibilidade de aproveitamento
energético e da amoénia. A velocidade de remocdo do nitrato é elevada quando
comparada a desnitrificacdo convencional, h4 uma possibilidade de aproveitamento
de aménia nos processos bioeletroquimicos assim como um possivel aproveitamento

energeético.

O processo bioeletroquimico ocorre em duas camaras (uma anddica e outra

catddica) com diferencas de potenciais elétricos, em que 0S micro-organismos
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presentes na camara anodica oxidam os substratos organicos produzindo elétrons
gue sao transportados para a camara catodica, onde ocorrera a reducao do nitrato
pelo consumo dos elétrons disponibilizados (NAKAGAMA, 2017).

& Ef-___,) | E;‘

>
Oxida¢do

Fonte de Carbono ANODO CAT'ODO ‘ r\f,ltl(lit(]__

CH,COO0™ + 2H.0 = 2C0, + TH ™ +8¢

" Redugao

Figura 3.4. llustracdo de um sistema bioeletroquimico (NAKAGAMA, 2017).

3.5.7. Remocao através de biorreatores de membranas

Os biorreatores de membrana (MBR) sdo considerados uma tecnologia mais
recente para o tratamento de aguas residuais contendo micropoluentes e que podem
ser adaptados com base no volume de 4gua que se necessita tratar.

A utilizacdo de MBR proporciona uma maior eficiéncia no tratamento de
poluentes, quando comparada a outros sistemas biologicos. Isso se deve, ao fato da
existéncia de uma populagdo microbiana muito alta na vizinhanga imediata da
superficie da membrana, garantindo a remocé&o completa do poluente antes que a
agua residual seja filtrada através da membrana. Além disso, devido ao efeito de
peneiramento da membrana, os poluentes com peso molecular superior ao peso
molecular das membranas sdo retidos, colocando-a em contato com 0S micro-
organismos degradadores no interior do MBR para sua completa degradacao
(GOSWAMI, 2018).

O biorreator de membrana (MBR) esta se tornando uma tecnologia privilegiada
e viavel para a reutilizacdo de aguas residuais levando a uma reutilizacéo irrestrita,
conforme comprovado no Oriente Médio. A aplicacdo no tratamento de efluentes se
deve a sua pequena area de cobertura e a capacidade de produzir efluentes de alta
qualidade. No que diz respeito a remogéo de boa parte nitrogénio organico dissolvido

+ 6.0


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/bioreactor
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/waste-water
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/middle-east
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/waste-water

38

biodisponivel (ABDON), responsavel por propagar o crescimento de algas, este
meétodo proporciona a reducdo deste parametro e possibilita uma amenizacdo no
impacto de descarte do efluente nos corpos receptores. Avaliagcbes do potencial de
MBR para remocdo de nitrogénio orgéanico dissolvido (DON) demonstram um
desempenho superior ao processo de tratamento biolégico convencional de aguas
residuais, quando consideradas as condicbes em termos de melhor nitrificacdo e
captura de solidos e de matéria organica coloidal. Entretanto, deve se levar em conta
as condicdes relacionadas ao tempo de retencéo de sélidos do efluente (SRT), onde
SRT maiores proporciona melhores resultados de reducdo da concentracdo quanto
de NT quando comparado a condicbes de SRT menores (HU, 2019; KIM, 2010; SUN,
2013).

3.5.8. Remocao por nitrificacao

O processo de nitrificacdo baseia-se na oxidagdo biolégica do nitrogénio
amoniacal por parte das bactérias oxidadoras de amobnio (AOB) e bactérias
oxidadoras de nitrito (NOB). Esse grupo de bactérias tem como caracteristica obter
sua energia para crescimento a partir da oxidagdo de compostos inorganicos (NH4* e
NOz2), utilizando o carbono inorgéanico (COz) como fonte de carbono e o oxigénio (O2)
como aceptor de elétrons. As AOB oxidam o aménio a nitrito, sendo que nesta classe
de bactérias podemos encontrar géneros como: Nitrosomonas, Nitrosococcus e
Nitrospira, sendo que as mais estudadas sdo as Nitrosomonas. As NOB s&o
responsaveis por oxidar o nitrito a nitrato e, dentro desse grupo, se encontram 0S
géneros: Nitrospira, Nitrobacter, Nitrospina e Nitrococcus; sendo as mais estudadas
as Nitrobacter (ZOPPAS, 2016).

As equagles 3.1 - 3.3 ilustram o processo das transformacdes do amoénio em

nitrito e, sequencialmente, a nitrato (BAUR, 2012):

2 NHs* + 3 02 — 2 NO2 + 4 H* + 2 H20 (Nitrossomas) (Eq. 3.1)

2 NO2 + O2 — 2 NOgs" (Nitrobacter) (Eq. 3.2)

NHs* + 2 O2 — NO3™ + 2 H* + H20 (reagéo total) (Eq. 3.3)
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3.5.9. Remocado por desnitrificacéo

O processo de desnitrificacao consiste na transformacéo do nitrogénio oxidado
(nitrato) em nitrogénio gasoso. Este mecanismo envolve a formacédo de varios
produtos intermediarios como o nitrito, o Oxido nitrico e o 6xido nitroso sendo
considerada a principal maneira pelo qual o N2 é formado biologicamente. Este
processo se deve a acdo de bactérias capazes de desnitrificar. Bactérias
desnitrificantes sdo comuns entre as classes alfa e beta Gram-negativas das
Proteobactérias, como Pseudomonas, Alcaligenes, Paracoccus e Thiobacillus,
algumas bactérias Gram-positivas (como Bacillus) e algumas arquéias halofilicas
(como Halobacterium). Estes organismos sao quimiotréficos, incapazes de utilizar a
energia radiante, de maneira a dependerem da oxidacdo de compostos quimicos para
obterem energia. Quando estes organismos sdo submetidos a ambientes com baixa
disponibilidade de oxigénio molecular eles empreguem o nitrato e outras formas de
nitrogénio como receptores de elétrons para a efetivagdo do seu processo de
respiracdo além disso utilizam fontes de carbono organico como doador de
elétrons tanto para a realizacdo do processo de respiracdo quanto para o crescimento
de microrganismos. Na Figura 3.5 é mostrado os possiveis produtos formados no
processo de desnitrificacdo (ATKINS, 2001; AHN, 2006; LIU, 2017; MADIGAN, 2016).

NITRATO NO3-

Nitrato redutase

(1

Reducéo de nitrato

NITRITO - (Escherichia coli)
,\J_L/, Nitrito redutase
s . - Desnitrificagao
6xiDo NiTRico [INO] (Pseudomonas stutzer)
@ Oxido nitrico redutase

Gases | | oxiDo NITRosO [JNEGH
,\J_L/. Oxido nitroso redutase

DINITROGENIO N2

Figura 3.5. Produtos oriundos da reacédo de desnitrificacio MADIGAN, 2016).
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Além disso, necessitam de substancias nutrientes que participam do
metabolismo celular como o0s macronutrientes (carbono, nitrogénio, hidrogénio,
fésforo, enxofre, potassio, magnésio, célcio, sodio e ferro) e os micronutrientes
(cobalto, zinco, molibdénio, cobre, manganés e niquel). Segundo Kim et al. (2010),
fons metalicos como Ca?*, Fe?* e Mg?*, sdo capazes de influenciar o crescimento
bacteriano assim como a remogdo de NHs*. Os ions Mn?* e Mo?* apresentaram
significancia apenas no crescimento bacteriano, enquanto os fons Co?*, Cu’*e
Zn?* ndo mostraram efeitos no crescimento e nem na remog¢do de amodnia. Esses
fendbmenos podem ser explicados pelo fato de que os ions metalicos estdo envolvidos
na catdlise enziméatica de varias maneiras e 0s metais vestigiais Mo?* e Fe?* sdo

encontrados no 6xido nitrico redutase (KIM, 2005).

O crescimento bacteriano também pode sofrer interferéncias negativas durante
a desnitrificacdo, devido a alguns fatores limitantes como: temperatura, pH,
disponibilidade de O, quantidade e a qualidade da agua e a disponibilidade das fontes
de carbono.

Existem faixas de temperatura diferentes e que resultam melhores condicdes
para o crescimento das bactérias desnitrificantes, estas diferencas estéo relacionadas
as peculiaridades de cada familia ou espécie. Cada bactéria possui trés temperaturas
importantes, a saber: temperatura minima, temperatura étima e temperatura maxima.
A temperatura minima é definida como a menor temperatura que a bactéria precisa
para crescer, a temperatura 6tima relaciona-se a condicéo que a bactéria terd o melhor
desempenho de crescimento e a Ultima que é a temperatura maxima é aquela na qual

as enzimas séo danificadas pelo calor e a célula para de crescer (VIEIRA, 2012).

O pH é um dos principais parametros de controle da desnitrificacdo, este pode
variar no sistema devido aos resultados dos processos microbianos dos constituintes.
Normalmente, o pH 6timo é bem definido para cada espécie e a maioria das bactérias
nao cresce em valores de pH acima ou abaixo de seu pH 6timo. No estudo conduzido
por YANG, et. al. (2019) o pH é destacado como um fator chave que afeta o processo
de remocao de nitrogénio. As bactérias responséaveis pelo processo de desnitrificacao
aerdbia preferem condigBes neutras ou alcalinas, de tal forma que tanto a nitrificacao

guanto a desnitrificacdo podem ser fortemente inibidas em pH inferior a 6.
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A desnitrificacdo é geralmente realizada por um processo de bioconversao
heterotréfica sob condicbes anaerdbias. Os micro-organismos heterotroficos utilizam
nitrito e/ou nitrato ao invés de oxigénio como aceitadores de elétrons, a matéria
organica como fonte de carbono e energia para converterem as formas oxidadas do
nitrogénio em di-nitrogénio gasoso. Fontes de carbono contemplando orgéanicos
biodegradaveis sdo amplamente utilizados como doadores de elétrons; exemplos
incluem metanol, &cidos orgéanicos, acetato, glicose e etanol (AHN, 2006; MIAO,
2019).

Segundo Yu et. al. (2019), que empregaram a técnica de desnitrificacao para a
remocao de nitrogénio em aguas residuais pelo uso de wetlands, a baixa relacdo entre
fontes de carbono e nitrogénio resultam em uma menor eficiéncia do sistema de
remocgé&o do nitrogénio total, podendo ser considerado um fator limitante de sucesso

deste método.

As bactérias desnitrificantes Bacillus sp. séo probidticos importantes,
amplamente utilizados na industria da aquicultura para melhorar a qualidade da agua,
promover o crescimento e prevenir doencas, podendo destacar a Bacillus subtilis,

Bacillus licheniforms, Bacillus coagulans (SONG, 2011).

Todas as bactérias formadoras de enddsporos sdo espécies gram-positivas
pertencentes a ordem Bacillales. As bactérias pertencentes ao género Bacillus sao
aerObias ou anaerdbias facultativas e sdo diferenciadas com base na morfologia
celular, forma e posicdo dos enddsporos dentro da célula, relacdo com Oz e o
metabolismo energético. Estes organismos podem ser seletivamente isolados do solo,
alimentos, poeira e outros materiais, pela exposi¢cdo da amostra a 80°C por 10
minutos, um tratamento que efetivamente mata as células vegetativas, enquanto 0s
endosporos presentes permanecem viaveis. Apresentam bom crescimento em meios
definidos, contendo qualquer uma das fontes possiveis de carbono. Isso ocorre devido
a producdo de enzimas hidroliticas extracelulares que clivam polimeros complexos,
como polissacarideos, acidos nucleicos e lipideos permitindo aos organismos
utilizarem esses produtos como fontes de carbono e doadores de elétrons (MADIGAN,
2016).
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As bactérias do género Bacillus sp. demonstram capacidade de nitrificar e
desnitrificar sendo consideradas atrativas candidatas a aplicacdo na remocao de
nitrogénio amoniacal das aguas residuais. As cepas de Bacillus subtilis foram capazes
de converter a ambnia em Nz, sem a formacdo de Oxido nitroso em condi¢cdes
aerobias. No estudo conduzido por Kim et al. (2005) foi observado que durante o
processo de remocdo de amoénia, as cepas heterotréficas de Bacillus apresentaram
vias metabdlicas menos complexas que as autotroficas. Com isso foi possivel notar
gue o processo de remocdo usando as cepas de Bacillus demonstravam algumas
vantagens econdmicas, e 0 desenvolvimento desse processo de desnitrificacédo
aerobica pode servir como uma alternativa aos custosos processos de nitrificacéo-

desnitrificagéo.

Segundo Yang et al. (2011) a Bacillus subtilis demonstrou a capacidade em
usar amobnio e carbono para assimilacdo e desnitrificacdo. Durante 120 h de
crescimento autotréfico na presenca de 104,12 + 1,27 mg/L de NH4* apds o balanco
de nitrogénio 20,4 = 2,7% dos NHa4* foi removido como nitrogénio gasoso. O meio
cultivado com a adic¢do de sal de acetato (razdo C/N de 6) foi responsavel por remover
58,4 + 4,3% do NH4* durante 60 h de crescimento. A capacidade heterotrofica de
nitrificacdo / desnitrificacdo aerobica foi de aproximadamente o dobro de
outras espécies de Bacillus. Um sistema aberto inoculado com a Bacillus subtilis, foi
empregado para tratar aguas residuais urbanas de alta resisténcia e mostrou potencial
para aplicacéo industrial (YANG et al., 2011).

Na remocao de nitrogénio total o uso de diferentes fontes de carbono, como
acetato, glicose, citrato e succinato nao mostra diferencas significativas e nao afetam
parametros importantes como a eficiéncia da desnitrificacdo aerébica. Todas as
quatro fontes de carbono séo fontes externas adicionadas ao meio e adequadas de
carbono, com base nos resultados experimentais. Os dados desta pesquisa sugerem
que a bactéria em questdo possui uma alta capacidade de remocao de nitrogénio em
condi¢cOes aerobias na presenca de carbono organico e converte o amonio durante a
fase de crescimento através do uso de acetato na proporcdo de acetato/nitrogénio
total de 6 como ideal para obter desnitrificacdo econémica com acumulo minimo de
nitrito e amonio (YANG et al., 2011)
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3.5.10. Remocao por nitrificacéo e desnitrificacdo simultanea

A metodologia de remocgao de nitrogénio via nitrificacdo e desnitrificagao
simultanea foi proposta a mais de 40 anos, apdés a observagdo deste fendbmeno
durante a lixiviagcdo de agua dos solos. O emprego desta técnica nos tratamento de
aguas residuais, devido a presenca das comunidades microbianas que realizam a
nitrificacdo e a desnitrificagdo em um mesmo reator, leva a uma redugéo de custos
pela eliminagéo da etapa de reciclagem de lodo . Este mecanismo apresenta grande
sucesso devido ao fato das bactérias nitrificantes e desnitrificantes serem capazes de
coexistir ao longo de um gradiente de oxigénio em estruturas semelhantes a biofilmes

ou em baixos niveis de oxigénio dissolvido (CHAI, 2019).

Segundo o estudo conduzido por Zhao et al. (2017), o processo de nitrificacao
demonstrou-se viavel e altamente eficiente, quando considerada a nitrificacédo
aerObica durante o tratamento de aguas poluidas, entretanto gera facilmente
0 acumulo de nitratos. No caso especifico das aguas contaminadas com nitrogénio, a
baixa eficiéncia de desnitrificacdo é um grande desafio para que se possa alcancar a
eficiéncia de nitrificacdo e desnitrificacdo simultdnea (SND) devido a sua baixa
relacdo carbono / nitrogénio. Neste sentido, a adicdo de fontes externas de carbono
tem sido levada em conta, nos ultimos anos, especialmente materiais lignocelulésicos
naturais foram amplamente utilizados pelas suas vantagens como o0 baixo custo, a

abundancia e eficiéncia (ZHAO et al., 2017).
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4. MATERIAIS E METODOS

Nesta secao séo descritos todos os procedimentos usados neste estudo, como
o cultivo da Bacillus subtilis, a preparacdo dos meios sintéticos nitrificante e
desnitrificante, a descricdo da situacao de contato entre a Bacillus subtilis e os meios
sintéticos nitrificante e o meio sintético desnitrificante com alta carga de nitrogénio,
assim como os testes realizados para acompanhamento da situacao de contato entre
a Bacillus subtilis e 0 meios sintéticos. Além disso, também serdo informados os testes
de caracterizacdo em relacdo ao estudo preliminar com uma amostra de efluente
industrial (advindo de uma industria de eletrénicos) com alta carga de nitrogénio, onde
este foi analisado para avaliacdo da viabilidade de tratamento pela aplicacédo da
Bacillus subtilis para reducéo da carga nitrogenada.

4.1. Materiais

Os reagentes e materiais utilizados foram obtidos de fontes comerciais e

utilizados sem purificagdo prévia (Quadro 4.1).



Quadro 4.1. Lista de reagentes (elaborado pelo autor).
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Materiais e Reagente Pureza Marca
Acido borico 99,50% Vetec
Acido nitrico 65,00% Moderna
Acido salicilico 99,00% Exodo
Acido succinico 99,50% Merck
Acido sulftrico 95,00% Panreac
Agar N3o fornecida Vetec
Amido 99,60% Synth
Azul de metileno Nao fornecida Merck
Biftalato de potassio 99,50% Dinamica
Cloreto de célcio 96,00% Nuclear
Cloreto de cobalto hexa-hidratado 99,00% Merck
Cloreto de manganes tetra-hidratado 98,00% Synth
Cloreto de sédio 99,00% Nuclear
Dicromato de potassio 99,00% Nuclear
Diidrogénio fosfato de potéssio 98,00% Nuclear
EDTA 99,00% Reagen
Etanol 99,50% Merck
Extrato de levedura Néo fornecida Vetec
Fosfato de magnésio heptahidratado Néo fornecida Vetec
Glicose 99,90% Synth
Hidrogeno fosfato dissodico 99,90% Vetec
Hidréxido de sddio 97,00% Synth
lodeto de sédio 99,50% Vetec
Meio Luria Bertani (LB) N&o fornecida Kasvi
Molibdato de amonio tetra-hidratado 99,00% Merck
Nitrato de sddio 99% Exodo
Oxido de magnésio 97,00% Merck
Peptona Nao fornecida Merck
Sulfato de amonia 99,00% Synth
Sulfato de cobre penta-hidratado 98,00% Dinamica
Sulfato de ferro heptahidratado 99,00% Synth
Sulfato de manganés 98,00% Synth
Sulfato de prata 98,00% Nuclear
Sulfato de zinco heptahidratado 99,00% Synth
Tiossulfato de sédio 99,50% Vetec
Vermelho de metila Nao fornecida Nuclear
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4.2. Cultivo das bactérias

Cepa de Bacillus subtilis foi colocada em solugéo salina e a seguir cultivada em
caldo Luria Bertani (LB) para sequencial adicdo ao contato com 0s meios sintéticos,
contendo (por litro): triptona 10 g, extrato de levedura 5 g, NaCl 10 g. Sendo mantidas
8 h a 37 °C, 200 rpm em caldo LB, e as suspensdes bacterianas foram coletadas por

centrifugacéo a 5000 rpm por 10 min e lavadas com solucéo salina por trés vezes.

4.3. Preparo de meios sintético — meio nitrificante e meio desnitrificante

Foram preparados meios sintéticos para a validacdo das condicbes de
crescimento de Bacillus subtilis. Para isso, foram utilizados dois meios de analise, um
meio com substratos e carater nitrificante e outro com carater desnitrificante, conforme

0s estudos de Yang et. al., 2020.

a) Meio de nitrificagdo (MN) foi utilizado para a determinagéo da capacidade de
remocao de amonio pelo uso de cepa de Bacillus subtilis, contendo (por litro): 0,71 g
de (NH4)2S04, 4,0 g de Na2HPO4, 1,5 g de KH2PO4, 0,2 g de MgS0Oa4-7H20, 7,65 g de
glicose, 2 mL de solucéo de oligoelementos, a solucéo teve seu pH ajustado para faixa
entre 7,0-7,5.

b) Meio de desnitrificacdo (MD) foi usado para a determinagdo da capacidade de
remocao de nitrato ou nitrito pelo uso de cepa de Bacillus subtilis, contendo (por litro):
0,84 g de NaNOs3, 4,0 g de Na2HPO4, 1,5 g de KH2PO4, 0,2 g de MgSO4-7H20, 7,65 g
de glicose, 2 mL de solucao de oligoelementos, a solucdo teve seu pH ajustado para

faixa entre 7,0-7,5.

c) A solucao de oligoelementos foi preparada a fim de conter (por litro) os seguintes
componentes: 50 g de EDTA, 3,92 g de ZnS0O4-7H20, 5,5 g de CaClz, 5,06 g de
MnCl2-4H20, 5,0 g de FeS04-7H20, 1,1 g de (NH4)sM0702:4H20, 1,57 g de
CuS04-5H20 e 1,61 g de CoCl2-6H20.
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4.4. Contato entre cepa de Bacillus subtilis e 0 meio sintético nitrificante

e meio sintético desnitrificante com alta carga nitrogenada

Para a avaliacao do crescimento da Bacillus subtilis, foram elaborados sistemas
de contato contendo 4 variacbes de amostras. Para acompanhamento do
desenvolvimento das bactérias, tanto os meios de estudo quanto os materiais
utilizados foram esterilizados, e todo manuseio realizado dentro das condi¢gbes de
controle de contaminac¢des biolégicas, como o uso do alcool para limpeza das

bancadas assim como o tratamento das amostras, sendo feita proxima ao fogo.

As amostras foram mantidas em uma incubadora (modelo incubadora 430,
Nova ética), a 150 rpm a 37 °C pelo periodo de 5 dias (120h). As bactérias foram
colocadas em contato com solugcdes sintéticas contendo caracteristicas
desnitrificantes ou nitrificantes, e para cada uma das situacbes foram preparados
meios de controle, contendo apenas as condicdes do meio sem a presenca da
bactéria. No Quadro 4.2 a seguir tem-se a descricdo das amostras e suas respectivas
composicoes.

Quadro 4.2. Relagcéo das amostras de avaliagdo das bactérias (elaborado pelo autor).

Nome da amostra| Composicdo da amostra
Branco MD Meio Desnitrificante
Amostra MD Meio Desnitrificante + Bactéria
Branco MN Meio Nitrificante
Amostra MN Meio Nitrificante + Bactéria

O teste foi conduzido em triplicatas, sendo que durante o periodo de teste foram
coletadas aliquotas diarias para acompanhamento do estudo. Foram realizadas
determinacdes de densidade Optica, pH, concentracédo de nitrato e as identificacdes
dos anions sulfato, fluoreto, fosfato e cloreto. As técnicas utilizadas para estas
determinacdes serdo descritas a seguir. A Figura 4.1, apresenta uma imagem das

amostras acomodadas em uma incubadora durante o0 momento de teste.
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Figura 4.1. Incubadora contendo as amostras para avaliagdo (elaborada pelo autor).

4.4.1. Determinacéo de nitrato

a) Método potencidmetro: Eletrodo ion seletivo de nitrato

O método baseia-se no uso de uma membrana permeavel de gas para separar
a amostra de uma solucéo de cloreto de amoénio que fica na parte interna do eletrodo.
A amonia é dissolvida e convertida em NOs (aq) difundindo-se através da membrana e
alterando o pH da solucéo interna que é detectado por um eletrodo de pH. O nivel fixo
de cloreto na solucéo interna € detectado por um eletrodo ion-seletivo de cloreto que

serve como eletrodo de referéncia.

Para a analise foi utilizado equipamento Labquest com interface direta de
correlacao da concentracao de nitrato entre o eletrodo ion seletivo e as amostras.
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b) Cromatografia ibnica

A andlise de cromatografia ibnica possibilita a determinagdo sequencial de
fluoreto, cloreto, nitrito, orto-fosfato, brometo, nitrato e ions sulfato em amostras
aguosas por cromatografia de ions suprimidos. A utilizacdo de uma curva padréo do
elemento de interesse, assim como a preparacao de curvas analiticas para cada anion
de interesse por meio de uma relagdo gréfica, entre altura ou &rea do pico versus a
concentracdo nominal da solucdo padréo de anions, possibilita a identificacao direta
na concentracdo da amostra. As amostras foram diluidas para ajuste em relacéo a
curva padrdo do método, e injetadas aliquotas da amostra em um cromatografo de
ions. Os ions nitrato foram identificados com base em seus tempos de retencdo em
comparacao com padrdes conhecidos. A quantificacdo € realizada medindo a altura
ou area do pico e comparando-a com uma curva de calibracdo gerado a partir de

padrdes conhecidos.

4.4.2. Determinagcdo de am6nia — Método potenciémetro: Eletrodo ion

seletivo de amonia

O método baseia-se no uso de uma membrana permeavel de gas para separar
a amostra de uma solucéo de cloreto de amoénio que fica na parte interna do eletrodo.
A amonia é dissolvida e convertida em NHz(q) difundindo-se através da membrana e
alterando o pH da solucéo interna que é detectado por um eletrodo de pH. O nivel fixo
de cloreto na solucéo interna € detectado por um eletrodo ion-seletivo de cloreto que
serve como eletrodo de referéncia.

Para a analise foi utilizado equipamento Labquest com interface direta de

correlacdo da concentracdo de nitrato entre o eletrodo ion seletivo e as amostras.

4.4.3. Determinacéo de pH

Para a determinacdo do pH foram feitas as leituras das amostras a 25°C (+ 2

°C), com o auxilio de um pHmetro digital (Digimed DM-20) calibrado utilizando os
padrdoes comerciais pH 4,00 e pH 7,00.
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4.4.4. Determinacéo de Densidade Optica (DO)

A andlise de densidade 6ptica das amostras foi realizada diariamente durante
o teste de contato, pela leitura direta em espectrofotobmetro (Laboratério Thermo
Fisher Scientific — UV-VIS) no comprimento de onda de 600 nm, os meios de contato
desnitrificante e nitrificante foram utilizados como branco na leitura das amostras e

dos controles.

4.45. Teste de Gram

Para o teste de Gram, foram coletados 10 puL de amostra e colocados em uma
lamina de vidro, a placa foi seca em bico de Bunsen para fixagdo da amostra. O
material foi corado com cristal de violeta pelo contato durante 60 segundos, logo a
lamina foi lavada com agua destilada, e a ela foi adicionado lugol mantendo-o por 60
segundos, o ciclo de lavagem foi repetido, a lamina foi descorada pelo uso de éalcool-
acetona, com contato por mais 30 segundos, e por ultimo apds nova lavagem com
agua destilada foi adicionada safranina, mantendo-a na lamina por 30 segundos. Apos
a adicao do ultimo corante, a lamina foi lavada uma ultima vez, seca e levada para a

analise em um microscoépio (VIEIRA, 2012).

4 5. Coleta das amostras reais

As amostras reais, classificadas como efluentes industriais, foram coletadas em
uma industria do ramo eletroeletronico situada na cidade de Gravatai-RS. As amostras
foram coletas em trés pontos diferentes; chegada do efluente industrial ao tanque de
tratamento — efluente bruto, amostra pré-tratada proveniente do tanque de
equalizacdo apos a dosagem do floculante e a terceira amostra referente a lagoa de
estabilizacdo ap0s o processo de tratamento completo. A analise das diferentes
amostras possibilita identificar a situacdo do tratamento em relacdo a eficiéncia do
tratamento empregado pela empresa em relacdo a redugédo da carga nitrogenada,
assim como possibilita a identificagéo do local de coleta.
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4.6. Caracterizacdo das amostras reais

Para as analises de caracterizacdo € necessario que as amostras sejam
previamente filtradas, a fim de remover materiais particulados que possam prejudicar
0S equipamentos durante os testes ou gerar interferéncias nos resultados obtidos.
Para a preservacao das amostras, estas foram armazenadas em galfes e mantidas

em geladeira & 4 °C até o momento de realiza¢do dos testes.

4.6.1. Determinacao de amoénia — Método Kjeldahl

A determinagdo de nitrogénio amoniacal foi realizada através do método
Kjeldahl, conforme o procedimento indicado no manual do préprio destilador Kjeldahl,
modelo 130A da VELP Scientific (Figura 4.1) (CHAI, 2019). O método indicado para
analise de efluentes liquidos ndo requer a etapa de digestdo da matéria organica, uma
vez que o nitrogénio amoniacal corresponde ao nitrogénio inorganico, possibilitando

gue seja realizada a destilagcéo direta.

Figura 4.5. Destilador Kjeldahl.

Em um procedimento tipico de destilagdo usando o destilador Kjeldahl foram
adicionados entre 5 e 20 mL da amostra de efluente no tubo digestor e 1,2 g de 6xido
de magnésio (com a finalidade de tornar o pH favoravel para a evaporacdo da
amonia). No Erlenmeyer foram adicionados 25 mL de solugdo de acido borico 4%
(m/v) e 10 gotas de indicador de Tashiro - vermelho de metila e azul de metileno em

relacdo de 2:1 em etanol. Ao final da etapa de destilacdo, o conteudo do Erlenmeyer
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foi titulado com solugéo padronizada de H2SO4 0,1M até o ponto de viragem, indicado
pela mudanca de cor do indicador de verde esmeralda para cinza. O volume de acido
sulfarico gasto e o volume de amostra foram utilizados nos calculos de quantificacao
do nitrogénio amoniacal conforme a equacdo que descreve a férmula de calculo

(Equacéo 4.1).

mol) 2,8014mg

VH2504(mL)*CrealH2504(T * mL * 100% (Eq 4 1)

mol
Ovl(T)*mamostra (mg)

% Nitrogénio amoniacal =

4.6.2. Determinacdo de oxigénio dissolvido - Método de Winkler

modificada com azida s6dica

A metodologia utilizada baseia-se na adicdo de uma solucdo de manganés
divalente, seguida da adicdo de um alcali forte, & amostra colocada em frasco de vidro
com volume definido, com tampa esmerilhada e biselada. O oxigénio dissolvido oxida
rapidamente uma quantidade equivalente do precipitado de hidréxido manganoso
divalente disperso a hidréxido de estado de valéncia maior. Na presenca de ions
iodeto e em meio acido, o manganés oxidado reverte ao estado divalente com a
liberac@o de iodo equivalente ao conteudo original de oxigénio dissolvido. O iodo &
entdo titulado com uma solucdo padréo de tiossulfato. O ponto final da reacdo pode
ser visualizado com indicador de amido. Modificaces no método como a adi¢céo de

azida sodica elimina as interferéncias causadas pela presenca do grupo NOz'.

Inicialmente foram medidos os parametros de pH e temperatura das amostras,
na sequéncia os frascos de DBO foram completamente preenchidos, evitando a
formacdo de bolhas, sendo acrescentados a eles 2 mL de solugdo de sulfato
manganoso e 2 mL de solu¢do de soda iodeto azida, os frascos foram devidamente
fechados e homogeneizados por inversdo. Apds a sedimentacdo do precipitado foram
adicionados 2 mL de acido sulfarico concentrado, e realizada nova homogeneizacao
por inversdo até dissolugcdo completa do precipitado. Sequencialmente, foram
adicionados 200 mL a um Erlenmeyer e realizada a titulacdo com tiossulfato de sodio
(Na2S203) 0,025 M até a coloracdo amarelo claro. Foi adicionado a amostra 1 mL de
solucdo de amido, resultando em uma coloragéo azulada, continuando o processo de

titulacédo até o desaparecimento da coloragdo azul. Para o calculo do DBO utilizando-
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se o tiossulfato 0,025 M e titulando-se 100 mL de amostra foi considerada a Equacéo

4.2, demonstrada a seguir.

MNa;S,03 X VNa,S,03 X 8.000 (Eq 4.2)

OD (mg/LO0,) =

VaAMOSTRA

4.6.3. Determinacédo Bioquimica de Oxigénio (DBO)

A demanda bioquimica de oxigénio representa a quantidade de oxigénio
requerida pelos microrganismos (principalmente bactérias) para estabilizar a matéria
organica biodegradavel em condi¢Bes aerdbicas. O método € considerado empirico,
pois apesar de trabalhar sob condigcbes padronizadas, ele ndo representa 0s
processos que ocorrem na natureza, como luminosidade e movimentagéo das aguas.
Além disso, existem varios outros fatores que interferem como o crescimento dos
microrganismos, a taxa de consumo de oxigénio, o grau de nitrificacdo etc. desta

forma tais condi¢cdes devem ser controladas para a devida aplicacdo da metodologia.

O método consiste na incubagédo da amostra por cinco dias a temperatura de
20 °C ao abrigo de luz. Ao iniciar o teste preparam-se dois frascos com amostra
exatamente da mesma maneira. Em um dos frascos determina-se o oxigénio
dissolvido inicial. O outro frasco € incubado e apés cinco dias faz-se a medida do
oxigénio dissolvido. A DBO é computada como a diferenga entre o teor de oxigénio
dissolvido inicial e final, o0 que corresponde ao consumo de oxigénio para oxidagédo
biolégica da matéria organica e de materiais inorganicos presentes na amostra. A
determinacdo do oxigénio dissolvido na amostra, antes e apos a incubacao, é feita
pelo método de Winkler modificado pela azida soédica. O tempo de incubacéo é
influenciado pela quantidade e tipo de matéria organica a ser oxidada, o tempo de
incubacgéo é padronizado em 5 dias, sendo este o tempo necessério para mineralizar
80% da matéria organica carbonacea e iniciar o processo de nitrificacdo. A demanda
de oxigénio em um corpo d'dgua ocorre devido a presenca de matéria organica
carbonacea, usada como alimento para 0os microrganismos aerébicos. A ocorréncia
de nitrogénio oxidavel (nitrito, amonia e nitrogénio organico), utilizado como fonte de
nutriente por certas bactérias, além do consumo por alguns compostos quimicos

redutores, como ferro ferroso, sulfato e sulfito, 0s quais reagem com 0 Oxigénio
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dissolvido. O método da incubacdo com diluicdo aplica-se a aguas superficiais
poluidas, efluentes e 4guas residuarias que possuem organismos proprios, porém nao
apresentem oxigénio suficiente para que, apos 5 dias de incubacdo, ainda haja

oxigénio dissolvido na amostra.

As amostras liquidas foram previamente tratadas a fim de evitar possiveis erros
na analise. Para isso, as amostras foram condicionadas a temperatura de 20+ 1°C e
ajustado o pH entre 6,5 e 7,5, por meio de solu¢gdes de H2SO4 ou NaOH de tal maneira
que o acréscimo do neutralizante ndo proporcionasse uma diluicdo da amostra maior
do que 0,5%.

Foram preparadas diluicées 5, 10, 25, 50 e 100 % da amostra, pela adicdo
parcial de 4gua de diluicdo, sequencialmente foram adicionadas aliquotas de amostra
a fim de obter as diluicbes desejadas. Foram transferidas quantidades iguais, por
sifonamento, para 2 frascos de DBO enchendo-os até que transbordassem. Foi
determinada a concentracdo do oxigénio dissolvido (ODi) de um dos frascos, o outro
frasco foi incubado com selo hidraulico a 20 °C, no escuro, por 5 dias, para a
determinacdo da concentracdo do oxigénio dissolvido (ODs). O calculo de
guantificacado foi realizado utilizando a Equacéo 4.4 a seguir:

0D; — 0D
DBO (mg 0, L™Y) = x = — x100

Onde:

ODi = Oxigénio dissolvido inicial da amostra (mg Oz /L)

ODs = Oxigénio dissolvido apés 5 dias de incubacédo a 20 °C (mg O2/L)
P = Porcentagem de diluicdo da amostra

4.6.4. Determinacdo Quimica de Oxigénio (DQO)

Na analise da DQO, o oxigénio necessario para oxidar a matéria organica
contida na agua e possivel de ser oxidada, é medido utilizando-se um composto
fortemente oxidante como, por exemplo, o dicromato de potassio em meio fortemente
acido, oxidando até mesmo a matéria organica mais resistente a oxidacao,

convertendo-a em dioxido de carbono e agua. Durante o processo de oxidacdo
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quimica, quaisquer sais inorganicos presentes sdo também convertidos para as

formas oxidadas.

Desta forma, a DQO indica a quantidade de oxigénio que seria consumido
através de reacdes quimicas de oxidacdo de diversos compostos organicos
presentes, sem a intervencdo de microrganismos, indicando de maneira indireta a

guantidade de matéria organica presente no liquido.

As amostras para esta anélise devem estar bem homogéneas, principalmente
aquelas que contenham muitos sélidos sedimentaveis, como o0 caso dos esgotos,
tornando necessaria uma cuidadosa homogeneizacdo antes de se tomar a aliquota

adequada para analise.

Para a analise de DQO, foram utilizados tubos lavados com H2SO4 20% para
eliminacdo de interferéncias. A seguir foram adicionados 1,5 mL da solucéo de
digestdo, 2,5 mL de amostra de 4gua residuaria e 3,5 mL de reagente acido sulfurico.
Os tubos foram fechados e homogeneizados e colocados em um bloco digestor para
fazer a digestdo da amostra a 150 °C por 2 horas. Apds o procedimento de digestédo
as amostras foram colocadas em repouso para resfriamento, nova homogeneizacéo
e deixadas para sedimentacdo. Para identificacdo dos resultados, as amostras foram
lidas no comprimento de onda de 600 nm (A = 600 nm) em espectrofotémetro (UV-VIS
Hewlett Packartd-8453) utilizando curva de calibracdo previamente preparada e
considerando os seguintes pontos; 0 mg O2/L (Branco), 50 mg O2/L, 100 mg O2/L, 200
mg O2/L, 300 mg O2/L, 400 mg O2/L, 500 mg O2/L

O valor obtido no espectrofotdbmetro corresponde a concentracdo em mg O2/L
de DQO.

4.6.5. Determinacéo de pH
Para a determinacao do pH foram feitas as leituras das amostras a 25°C (+ 2

°C), com o auxilio de um pHmetro digital (Digimed DM-20) calibrado utilizando os
padrdes comerciais pH 4,00 e pH 7,00.
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4.6.6. Determinacao de metais

A determinacdo de metais foi realizada utilizando a técnica de Espectrometria
de emissdo atomica por plasma acoplado indutivamente (ICP-OES / Modelo iCAP
7200 ICP-OES). Foi utilizada curva padrédo contendo os seguintes elementos: cromo
(Cr), cobalto (Co), niquel (Ni), ferro (Fe), cobre (Cu), zinco (Zn), chumbo (Pb), potassio
(K), magnésio (Mg), aluminio (Al) e prata (Ag). Para a leitura dos padrbes e das
amostras, estes foram previamente filtrados e diluidos em meio &cido utilizando HNO3.
5 %.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo serdo apresentados os resultados obtidos para os testes de
contato entre a Bacillus subtilis e os meios sintéticos nitrificante e desnitrificante assim
como os dados resultantes da caracterizacdo das amostras de efluentes industriais:

efluente bruto, efluente pré-tratado e efluente final.

5.1. Contato entre as bactérias e 0 meio de andlise com carga nitrogenada

A bactéria foi colocada em contato com dois diferentes meios, um deles com
carater desnitrificante e outro com carater nitrificante. Sobre os dois meios foram
avaliados os parametros de DO, pH, concentragao de nitrato, considerando o emprego
da metodologia de cromatografia idbnica de anions e, também foi possivel a analise

simultdnea de mais ions, como: sulfato, fosfato, fluoreto e cloreto.

O acompanhamento da DO permite avaliar o crescimento da bactéria. A Figura
5.1 mostra o comportamento deste parametro para o meio desnitrificante. A analise
do gréfico possibilita identificar uma tendéncia de aumento, levando ao fato de que os
valores obtidos foram baixos, e que a amostra apresentou valores levemente maiores
que o branco, o que sugere que houve crescimento bacteriano no meio desnitrificante.
Ainda assim, pode-se perceber que a situacdo de maior crescimento bacteriano
obtido, foi no tempo de 96h, sugerindo que tempos maiores poderem resultar em boas
situacdes para estudo do desempenho da bactéria. Entretanto, o estudo Yang et. al.,
(2020), indica que o valor minimo de crescimento esperado seria por volta 0,1 na
escala de DO, no seu estudo ele também manteve o contato pelo periodo maximo de
120h. Neste sentido, um valor maior de DO, poderia proporcionar uma maior eficiéncia

do sistema de estudo.
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Figura 5.1. Densidade 6ptica 600nm para o Meio Desnitrificante.

A Figura 5.2 apresenta os resultados de DO para o meio nitrificante, onde é
possivel observar um comportamento semelhante ao ocorrido com o meio
desnitrificante, com excecdo de um ponto que apresentou valor superior a 0,2, porém
considerando este como um ponto de comportamento diferente dos demais e ainda
assim isolado, ndo podemos desconsiderar a possibilidade de este ser um efeito
causado por alguma contaminacdo, ainda que todos os cuidados de manuseio de
amostras tenham sido mantidos. Por se tratar do ultimo ponto de teste, este néao foi
descartado, entretanto torna-se importante uma situacao de repeticédo dos testes para

poder entender o que de fato causou este efeito.
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Figura 5.2. Densidade Optica 600nm para o Meio Nitrificante.
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Em relacdo aos resultados de pH, ambos os meios partiram do pH igual a
7,00 e apresentaram uma pequena variacdo nos seus valores, tanto para o0s
brancos, quanto para as amostras nos dois meios, estas variacbes sé&o
consideradas baixas e neste sentido sao identificadas como eventos comuns do
meio. As Figuras 5.3 e 5.4 apresentam os valores de pH para o0 MD e MN,

respectivamente.
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Figura 5.3. Variac¢&@o do pH para o Meio Desnitrificante.

8,00

7,50

I
T 6,50

6,00
5,50

5,00
Oh 4h 24h 48h 72h 96h

e=@u== Branco e==@=== Amostra «cccceee Linear (Amostra ) eecee-- Linear (Amostra )

Figura 5.4. Variacéo do pH para o Meio Nitrificante.
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E possivel observar que os valores de pH se mantiveram na condi¢éo 6tima
para a bactéria (pH néo inferior a 6, exposicao a temperatura de 37 °C), mas ainda
assim esse parametro nao possibilitou uma situacdo de efetividade sobre o
crescimento das Bacillus subtilis (MADIGAN, 2016; YANG, 2019).

A Figura 5.5 apresenta os resultados obtidos por cromatografia idbnica de anions
para o MD. Em relagcdo ao ion nitrato, inicialmente, tanto o branco quanto a amostra
possuiam a mesma concentracdo deste ion. Ao longo do tempo, pode-se observar
uma tendéncia de reducdo da carga de nitrato, em ambos. Entretanto, observou-se
uma reducdo maior deste ion na amostra (cerca de 8%) apds 96h de contato do meio
com as bactérias. Yang et al. (2020) obtiveram valores de reducéo de pelo menos 50
% da carga nitrogenada em uma amostra sintética, utilizando a Bacillus subtilis
proveniente de lodos de diferentes ambientes (florestas, lagos de cultivo, lodo ativado
e sedimentos). Em seu estudo foram utilizadas as mesmas solucdes referentes aos
meios desnitrificante e nitrificante, entretanto a fonte de carbono utilizada foi o
succinato de sédio, ainda assim, cabe ressaltar que o uso de diferentes fontes de
carbono, como acetato, glicose, citrato e succinato ndo mostra diferencas

significativas e ndo afetam parametros importantes.
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Figura 5.5. Concentracéo de Nitrato para o Meio Desnitrificante.

Este valor pode ser considerado baixo quando comparado a literatura, porém
pode ser justificado pelo fato o crescimento bacteriano ter sido pequeno neste meio,

como mostrado pelo resultado de DO.
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Em relacdo as analises de cromatografia idnica terem possibilitado analises
adicionais (cloreto, fluoreto e fosfato), se faz importante abrir para discussédo os

resultados obtidos para o MD.

A Figura 5.6 apresenta o resultado da cromatografia ibnica para ions cloreto
em MD. Observou-se um aumento significativo na concentracéo deste ion apos 4h de
contato com as bactérias e esta alta concentragdo manteve-se ao longo do ensaio. O
branco manteve-se com valores de concentracdo de ions cloreto similar ao branco no

tempo zero.
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Figura 5.6. Concentracdo de Cloreto para o Meio Desnitrificante.

Em relacéo aos ions fluoreto (Figura 5.7), observou-se um aumento suave
nos valores de concentracdo deste ion tanto para o branco quanto para a amostra
contendo as bactérias. Ainda é possivel notar um valor néo linear para a amostra
apos 4h de teste. De maneira sequencial, tivemos nova queda e um crescimento

gradativo para todos os pontos.

As variagBes ocorridas relacionadas aos ions cloreto, fluoreto e fosfato
podem estar relacionadas ao fato destes ions serem partes remanescentes na
solucdo e provenientes da interagdo dos macronutrientes e micronutrientes

adicionados aos meios sintéticos para enriquecimento.
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Entretanto, esta comprovacao deve ser validada pelo monitoramento destes

ions em solucédo durante o periodo de teste (KIM, 2005).
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Figura 5.7. Concentracéo de Fluoreto para o Meio Desnitrificante.

A Figura 5.8 apresenta os valores de concentracdo de ions sulfato. E possivel
observar uma tendencia de reducéo dos valores, tanto no branco quanto na amostra
quando comparado com o valor inicial. Ap6s 4h os valores de concentracao

mantiveram-se praticamente constante.
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Figura 5.8. Concentracdo de Sulfato para o Meio Desnitrificante.
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A analise de cromatografia idnica de anions possibilitou a identificacdo da
presenca de ions fluoreto e fosfato, ndo sendo identificada a presenca de ions nitrato

no meio nitrificante.

A Figura 5.9 apresenta os resultados de concentracdo de ions fluoreto, onde
houve uma tendéncia de aumento deste ion no meio. Também foi possivel verificar

que o aumento deste ion foi maior no MN quando comparado ao controle.
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Figura 5.9. Concentracdo de Fluoreto para o Meio Nitrificante.

Na Figura 5.10 é apresentado os resultados dos ions fosfatos no MN. N&o
houve uma variagcdo significativa da concentracdo deste ion ao longo do tempo de

contato com as bactérias e também em relag&o ao branco.
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Figura 5.10. Concentracéo de Fosfato para o Meio Nitrificante.
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Levando em conta a possibilidade adicional de analise dos grupos fluoreto,
cloreto, sulfato e fosfato e a identificacdo das variagdes das suas quantidades nos
meios de estudo, esta condicao possibilita uma nova proposta de analise, buscando
a identificacdo deste cenario e dos fendmenos ocorridos com estes ions. Tanto
guanto a sua influéncia no meio quanto a possibilidade de reduzir
concomitantemente estes, junto ao emprego das bactérias desnitrificantes no

tratamento de efluentes industriais contendo niveis elevados de nitrogénio.

O teste de Gram possibilitou identificar a presenca de bactérias gram-positivas

na forma de Bacilos em ambos os meios, ao longo do periodo de teste.

No estudo conduzido por JINGJING, et. al., (2011), utilizando Bacillus subtilis
em um sistema de reatores, através da imobilizacdo da bactéria, atingiu uma reducao
do 99,55 % de NH4*, entretanto ele destacou que altas quantidades de Oxigénio
dissolvido e a relagcdo C/N podem inibir o processo de remocdo. Neste estudo foi
possivel obter um valor de remoc¢éo da carga de nitrato do meio desnitrificante de
aproximadamente 8%. Desta forma, para a identificacdo de formas de aumentar a
efetividade no uso das bactérias, se faz necessario o monitoramento das condicées
de Oxigénio a fim de identificar seus efeitos sobre o crescimento das bactérias assim

como a capacidade de remocao da carga nitrogenada.

5.2. Resultados das Andlises de Caracterizacdo das amostras reais

A caracterizacdo do efluente industrial coletado em trés diferentes pontos
possibilitou verificar o desempenho do tratamento de efluentes empregado pela
empresa (tratamento quimico) avaliando as condigcdes em relagdo ao nitrogénio e
identificando pontos estratégicos para emprego das bactérias como meio de

tratamento adicional para reducao da carga nitrogenada.

A Tabela 5.1, apresenta os resultados da caracterizacdo do efluente para as
analises de NTK, ODi, ODs, DBO e DQO.
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Tabela 5.1. Resultados dos testes de caracterizacdo de uma amostra de efluente industrial.

Resultados Efluente Bruto Efluente Pré-tratado Efluente Final
NTK (mg N /L) 527,87 85,82 76,83
ODi(mg Oz2/L) 5,77 5,82 7,32
ODs (mg O2/L) 5,05 4,94 6,88
DBO (mg Oz /L) 1,44 1,78 0,89
DQO (mg Oz2/L) 0,19 0,45 0,22
pH 5,91 7,82 7,74

O valor encontrado para NTK no efluente final foi de 76,83 mg N/L, que
ultrapassa o valor estabelecido para langcamento que é de 20 mg N/L (GIORDANO,
2004), demonstrando que o processo de tratamento atual utilizado ndo satisfaz as
condicBes definidas para despejo de efluentes quanto a carga nitrogenada e indicando
a urgente necessidade de préaticas de intervencdo para o controle dos niveis de
nitrogénio. Quanto aos parametros de ODi, ODs, DBO, estes devem ser
acompanhados e verificada a taxa de resolucdo apds o tratamento, considerando a
indicacdo de remocdo de 60 % destes itens para despejo. Os valores encontrados
para DQO apresentaram-se ligeiramente baixos, sendo necesséria a repeticdo da
andlise para verificar a confiabilidade destes resultados. Os valores de pH estdo em
conformidade com a resolucdo de despejo, pH entre 5 e 9, conforme indicado pela
Legislacdo (BRASIL, 2011).

Na Tabela 5.2 sdo apresentados os resultados da determinacao de metais na
amostra de efluente industrial. Os elementos Cr, Co, Ni, Fe, Cu, Zn, Pb e Ag
apresentaram-se em conformidade com a legislacdo de despejo de efluentes
industriais. Entretanto, os elementos K e Mg ndo possuem valores de tolerancia
indicados, podendo ser devido ao fato destes serem minerais constituintes das aguas.
Ainda assim, é importante destacar o caso do Al, que também nao possui valores
limites de despejo indicados, mas possui um valor alto nesta amostra de efluente,
assim como um comportamento de aumento para o efluente pré-tratado. Este
resultado pode estar relacionado ao uso de agentes floculantes, porém uma brusca
reducao deste ion no efluente final, pode indicar que este Al estaria sendo precipitado
em uma etapa posterior do processo de tratamento ndo sendo mais detectado no

efluente final.
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Tabela 5.2. Resultados da determinacdo de metais de uma amostra de efluente industrial.

Metais (ppm)  Efluente Bruto Efluente Pré-tratado Efluente Final

Cr 0 0 0

Co 0 0,001 0,001
Ni 0,002 0,002 0,003
Fe 0,148 0,021 0,509
Cu 0,021 0,013 0,007
Zn 0,137 0,162 0,003
Pb 0 0,001 0

K 3,935 6,488 15,626
Mg 0,201 0,024 4,829
Al 0,824 3,096 0

Ag 0 0,003 0,015

A caracterizacdo prévia do efluente industrial possibilitou identificar a
necessidade de proposicdo de técnicas que possam otimizar as condicbes de
tratamento deste efluente, a fim de tornd-lo adequado para despejo segundo
regulamentacdo. No caso, dos dados apresentados aqui, pode-se perceber que
mesmo apds o tratamento final do efluente, este mantém um valor de carga
nitrogenada de aproximadamente 3x o que a legislacdo permite. A possibilidade de
utilizacao de bactérias (tratamento biol6gico) para este tratamento apresenta-se com
grande potencial tecnoldgico, uma vez que, se trata de um processo de facil
empregabilidade e de forte impacto sobre o problema enfrentado pela empresa quanto

ao despejo de seus efluentes.
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6. CONCLUSOES

Os resultados apresentados mostram o potencial de aplicacdo deste método
biolégico no tratamento de efluentes com alta carga de nitrogénio. Considerando as
particularidades da manipulacao e uso de bactérias e todos os cuidados necessarios
para evitar contaminacdo de amostras por outros meios, pode-se perceber que as
condicdes utilizadas de temperatura e agitacdo neste estudo sédo condi¢bes de facil
reproducdo. Também foi observado que nas condi¢cdes de estudo, ndo foi possivel
alcancar a quantidade minima de bactérias dentro dos meios de analise, ainda assim,
a quantidade de bactérias no meio propiciou uma reducdo da carga nitrogenada no
meio desnitrificante de aproximadamente 8%. Por outro lado, sdo necessarios mais
estudos, como a reproducdo deste modelo de monitoramento utilizando sistemas
semelhantes a este, porém corrigindo a quantidade de bactérias utilizadas no meio, a
fim de obter valores mais adequados de DO e, assim avaliar a efetividade das
bactérias dando destaque a importancia de analisar as concentracdes relacionadas a
ambos os ions, nitrato e amonio. Considerando o estudo de caracterizagdo de um
efluente industrial real, este pode ser identificado como uma matriz adequada de
emprego da bactéria Bacillus subtilis como proposta para tratamento de efluente

industrial contendo alta carga nitrogenada.
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7. PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Partindo do fato de que o contato entre a bactéria Bacillus subtilis e o meio
sintético desnitrificante, resultou numa reducdo de 8% da carga nitrogenada, a
presente metodologia mostra-se como uma boa candidata para o tratamento de
efluentes industriais com alta carga nitrogenada. Entretanto, foram identificadas
situacOes de melhoria para esta metodologia, como adequacdo do crescimento das
bactérias, assim como monitoramento dos ions fosfato, sulfato e cloretos em solucao

além dos ions amonio e nitrato.

Sugere-se como proposta para trabalhos futuros, um novo acompanhamento
dos meios nitrificante e desnitrificante, mantendo as condi¢cdes de temperatura,
agitacao e tempo de contato (37 °C /200 rpm / 96h) porém partindo de uma condic&o
inicial maior de crescimento de Bacillus subtilis (densidade 6ptica de 0,1), e realizando

todos os testes aqui sugeridos neste trabalho.

A analise do efeito alcancado em novo contato, possibilitara, analisar e

empregar 0s ajustes para o emprego da técnica em um efluente industrial real.

Ainda em relacado a avaliagcdo do comportamento da bactéria sobre os meios
sintéticos, se faz importante entender o que ocorre com os ions; sulfato, cloreto,
fosfato e fluoreto e a relacdo destes com a presenca dos macronutrientes e

micronutrientes envolvidos no processo de desenvolvimento da Bacillus subtilis.

Levando em conta a correcéo e o aperfeicoamento destes pontos em aberto,
pretende-se empregar a Bacillus subtilis em efluente industrial contendo alta carga
nitrogenada e avaliar o desempenho do método biolégico de tratamento na
regularizacdo dos parametros de descarte em relacdo a carga nitrogenada, devido ao

efeito de reducéo deste.
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