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RESUMO

Entre os métodos que vem sendo explorados para eliminar o nitrato da agua potavel, a
desnitrificacdo bioldgica é uma alternativa importante, pois é a Unica técnica onde a remocéo é
realizada por via bioquimica. Embora diversos estudos relatem a utilizacdo de bactérias
desnitrificantes para remocao de nitrato, os trabalhos envolvem a utilizacdo de lodo de esgoto
sanitario como biomassa para obtencdo da microbiota. Neste estudo utilizou-se biomassa
natural como fonte de bactérias desnitrificantes, realizando o controle das variaveis do processo
com foco na otimizacdo do desempenho da bactéria para posteriores estudos de adequacao
fisico-quimica da &gua. Para isto, utilizou-se biomassa do bambu como fonte de
microrganismos desnitrificantes e adotou-se os Microrganismos Imobilizados na Biomassa de
origem (MIB) e Microrganismos Livres em Solucdo (MLS) para remocdo do nitrato da agua
potdvel. O monitoramento da conversdo das espécies nitrogenadas no processo de
desnitrificacdo foi realizado através das andlises de nitrito e nitrato. Para as duas fontes
bioldgicas, realizou-se a otimizagcdo dos principais parametros da desnitrificacdo através do
estudo de diferentes condicdes de pH, temperatura, concentrac@es de nitrato, diferentes fontes
de carbono e relagdes estequiométricas C/N. Além disso, avaliou-se a estabilidade operacional
do MIB e MLS e a cinética de desnitrificacdo utilizando diferentes quantidades dos
microrganismos presentes em solucdo. Realizou-se a identificagdo dos microrganismos
presentes na biomassa responsaveis pela desnitrificacdo. A agua desnitrificada foi submetida
ao pods tratamento através de ensaios de coagulacao e floculacdo para adequacéo aos parametros
de cor e turbidez. A desnitrificacdo utilizando MIB ocorreu com eficiéncia de 73% sem a
necessidade do uso de uma fonte de carbono externa. A utilizagdo do MLS forneceu eficiéncia
de desnitrificacdo superior ao MIB, utilizando etanol (96,46%), glicose (98,58%) e glicerol
(98,5%). A avaliacédo da estabilidade operacional permitiu a realizacdo de 12 ciclos utilizando
0 MIB e 9 ciclos utilizando 0 MLS e média final de nitrato e nitrito permaneceu dentro dos
padrdes estabelecidos. Apds a primeira utilizacdo do MIB exigir 48 horas para a remocao
completa do nitrato da agua, nos demais ciclos a desnitrificagdo ocorreu em 24 horas. A bactéria
presente no bambu, responsavel pela desnitrificacdo foi identificada como Proteus Mirabilis.
Apos o tratamento fisico-quimico empregado, apenas a agua desnitrificada utilizando os
microrganismos livres em solucdo permaneceu dentro dos parametros de cor e turbidez exigidos
pela portaria 2.914/ 2011 do Ministério da Saude.

Palavras-chave: Biomassa natural. Desnitrificacdo. Nitrato. Nitrito. Fonte de carbono.
Potabilidade.






ABSTRACT

Among the methods that have been explored to eliminate nitrate from potable water, biological
denitrification is an important alternative because it is the only technique where the removal is
carried out biochemically. Although several studies report the use of denitrifying bacteria for
nitrate removal, the work involves the use of sanitary sewage sludge as biomass to obtain the
microbiota. n this study, natural biomass was used as a source of denitrifying bacteria,
controlling the process variables with a focus on optimizing bacterial performance for
subsequent studies of physico chemical adequacy of water. In this way, biomass of bamboo
was used as a source of denitrifying microorganisms and the Biomass Immobilized
Microorganisms of origin (BIM) and Free Microorganisms in Solution (FMS) were used to
remove nitrate from the water. Conversion monitoring of nitrogen species in the denitrification
process was performed through nitrite and nitrate analysis. For the two biological sources,
optimization of the main denitrification parameters was carried out by studying different pH,
temperature, nitrate concentrations, different carbon sources and C / N stoichiometric ratios.
In addition, the operational stability of the BIM and FMS and the kinetics of denitrification
were evaluated using different amounts of the microorganisms present in solution. The
microorganisms present in the biomass responsible for denitrification were identified. The
denitrified water was submitted to the post treatment through coagulation and flocculation tests
to suit the parameters of color and turbidity. Denitrification using BIM occurred with 73%
efficiency without the need for an external carbon source. The use of FMS provided superior
denitrification efficiency to BIM using ethanol (96.46%), glucose (98.58%) and glycerol
(98.5%). The evaluation of the operational stability allowed the realization of 12 cycles using
the BIM and 9 cycles using the FMS and final mean of nitrate and nitrite remained within the
established standards. After the first use of the BIM requires 48 hours for the complete removal
of the nitrate from the water, in the other cycles the denitrification occurred within 24 hours.
The bacterium present in bamboo, responsible for denitrification was identified as Proteus
Mirabilis. After the physical chemical treatment used, only the denitrified water using the free
microorganisms in solution remained within the parameters of color and turbidity required by
Brazilian drinking water norm (Ordinance 2.914/2011 from Ministry of Health)

Keywords: Natural biomass. Denitrification. Nitrate. Nitrite. Carbon source. Potability
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1 INTRODUCAO

As aguas subterraneas, devido a sua disponibilidade e abundancia, servem como fonte
de &gua potéavel na maioria dos paises do mundo. No entanto, a qualidade dos mananciais
subterraneos vem sendo cada vez mais comprometida como consequéncia da intensificagéo das
acOes antropicas ao longo dos anos (AUGUSTO et al., 2012; ZHANG e ANGELIDAK, 2013;
SINGH et al., 2015).

De forma especifica, 0 aumento da contaminacéao das &guas por compostos nitrogenados
vem merecendo atencao especial, uma vez que esta se tornando um problema mundial, devido
a sua ampla e diversificada procedéncia. O ion nitrato, devido a sua alta solubilidade em agua,
é possivelmente, o contaminante mais difundido na agua subterranea do mundo resultando
numa séria ameagca para o abastecimento de dgua potavel. O nitrato pode rapidamente alcancar
lencgois freaticos e cursos de &gua, causando danos a salde humana pelo consumo de agua
contaminada (BHATNAGAR; SILLANPAAB, 2011; TORRES, 2011; GANESAN et al.,
2013; SINGH et al., 2015; BARTUCCA et al., 2016).

De acordo com Wang e Chu (2016), existem diferentes fontes de contaminacéo das
aguas subterraneas por nitrato. Destaca-se 0 uso intensivo de fertilizantes a base de nitrogénio
e o sistema de saneamento adotado com disposicdo local de efluentes domésticos. No caso da
fossa séptica, por exemplo, observa-se uma grande utilizacdo deste sistema no Brasil,
principalmente por consistir num processo de tratamento de esgotos de construgdo e operacdo
simples, compacta e de baixo custo. O sistema de fossa séptica seguida de sumidouro é
empregado como solugdo para o tratamento de esgoto individual em varias cidades do pais. Os
compostos oriundos dos sumidouros, que sdo ricos em nitrogénio, infiltram no solo, atingindo
o lencol freatico que, por sua vez, é utilizado como manancial de abastecimento (TORRES,
2011).

A contaminacgéo de aguas por nitrato proveniente de sistemas sépticos ja se caracteriza
como um grave problema de abastecimento publico de agua na cidade de Natal (RN), por
exemplo. O processo de contaminagdo das &guas subterrdneas de Natal por nitrato encontra-se
num estagio bastante acentuado e tem sido motivo de preocupacéo por parte da populacdo que
a consome, tendo em vista que em muitos bairros da cidade os teores de nitrato sdo superiores
ao limite estabelecido pelo Ministério da Satde (MS). Embora este problema em Natal tenha
recebido bastante atencdo, até 0 momento, estudos especificos da contaminacéo de aquiferos
por nitrogénio ainda sdo bastante restritos no Brasil, sobretudo quando o tema é enfocado com
alto grau de detalhe (MELO et al., 2011).
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A evolugdo da poluigdo dos mananciais superficiais e subterraneos por substancias
nitrogenadas exige a necessidade de tecnologias eficientes na remocao de nitratos. No entanto,
aplicacOes tecnologicas sedimentadas relacionados a este assunto ainda sao escassas. A maioria
das pesquisas envolvem matérias pertencentes a empresas com patentes dos mesmos, alem de
se tratar de técnicas bastante onerosas, como exemplo as unidades de troca i6nica e membranas,
que apresentam aplicacdo restrita devido ao alto custo. Além disso, estas tecnologias apenas
transferem de fase o contaminante, gerando um residuo concentrado de nitrato que necessita de
posterior tratamento. Por outro lado, estudos voltados a remocéo de nitrato sdo importantes para
0 desenvolvimento de técnicas que sejam eficientes e possuam custo acessivel para
descontaminagdo dos mananciais contaminados, permitindo que 0os mesmos possam voltar a
serem utilizados para fins potaveis (RAVNJAK; VRTOVSEK; PINTAR, 2013; COSTA;
KEMPKA; SKORONSKI, 2016).

As pesquisas em remogéo de nitrato estdo voltadas para melhorar a eficiéncia e reduzir
custos, otimizando as estratégias de tratamento disponiveis ou buscando novos processos e
possivelmente novos organismos capazes de converter nitrogénio amoniacal em nitrogénio
gasoso. A remocdo bioldgica de nitrato tem demonstrado ser uma abordagem promissora, pois
trata-se de um método de conversdo, ao contrario das outras técnicas baseadas em mudanca de
fase, seletivo e, pode apresentar atratividade financeira por empregar biomassa para a obtencgéo
de microrganismos (KIELING, 2004).

A desnitrificacdo é um processo no qual ocorre a conversdo do nitrato e nitrito a formas
mais reduzidas, como o éxido nitroso, 6xido de nitrogénio e nitrogénio gasoso. O processo é
mediado por uma variedade de bactérias heterotréficas, que utilizam o nitrato como aceptor
final de elétrons. Estes microrganismos sao muito comuns, pois sao facultativos, isto €, podem
utilizar outras fontes de oxigénio além do oxigénio molecular, nomeadamente, o nitrato e o
nitrito (CAO, 2014; CARNEIRO, 2015).

Embora diversos estudos relatem a utilizacéo de bacterias desnitrificantes para remocgéo
de nitrato, os trabalhos envolvem a utilizacdo de lodo como biomassa para obtencdo da
microbiota. Como por exemplo o trabalho desenvolvido por Sun et al. (2017), onde verificaram
a viabilidade de usar o excesso de lodo ativado na desnitrificagdo na remocdo de baixas
concentragdes de nitrato utilizando um reator anaerdbio de fluxo ascendente. Maintinguer et al.
(2013) também estudaram a utilizacdo de lodo ativado na remocao de nitrato em um reator
anaerobio, adicionando etanol como fonte de carbono ao processo bioldgico de desnitrificagao.
Neste estudo verificaram que as comunidades microbianas responsaveis pela desnitrificagdo

foram identificadas como Acidovorax sp., Acinetobacter sp. e Comamonas sp. Liu et al. (2012)



25

realizaram um estudo de remoc¢do de nitrato de aguas residuais através da desnitrificacdo
utilizando células livres e imobilizadas de Paracoccus sp obtidas de lodo de esgoto. Estes
estudos mostram que a utilizacdo do processo de desnitrificacdo bioldgica é crescente, no
entanto, a fonte biolodgica mais utilizada ainda é o lodo de esgoto.

Deste modo, este trabalho objetivou a utilizagdo de biomassa natural como fonte de
bactérias desnitrificantes, realizando o controle das variaveis do processo com foco na
otimizacdo do desempenho da bactéria para posteriores estudos de adequacéo fisico-quimica
da agua. A combinacdo destes processos, de forma controlada, pode apresentar maiores
perspectivas para aplicagdo em campo, sobretudo em municipios que ja encaram a

contaminacdo de nitrato em sua dgua de abastecimento publico.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Explorar o processo de remocdo bioldgica de nitrato em agua para fins potaveis

utilizando biomassa natural como fonte de microrganismos desnitrificantes.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Utilizar microrganismos provenientes de géneros diferentes de bambu para o
processo de desnitrificacdo biologica;

e avaliar o desempenho da utilizagdo dos Microrganismos Imobilizados na Biomassa
(MIB) de origem e também os Microrganismos Livres em Solu¢do (MLS) na eficiéncia da
remocdo do nitrato da agua;

e investigar a influéncia dos parametros do processo de desnitrificacdo tais como pH,
temperatura e concentracao das principais substancias quimicas relevantes para 0 processo;

e avaliar a eficiéncia da desnitrificacdo utilizando diferentes fontes de carbono;

e estudar a cinética e estequiometria do processo bioquimico de desnitrificacdo
bioldgica;

e identificar os microrganismos presentes na biomassa natural responsaveis pela
remocao bioldgica do ion nitrato da agua para obter mais informacdes a seu respeito;

e avaliar preliminarmente o desempenho do processo de pos-tratamento na adequagao

dos parametros de cor e turbidez da agua desnitrificada.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 CONTAMINACAO DE AGUAS POR NITRATO

A agua para consumo humano pode ser obtida de diferentes fontes. Dentre elas destaca-
se 0 manancial subterraneo. A agua subterranea pode ser captada no aquifero confinado ou
artesiano, que se encontra entre duas camadas relativamente impermeaveis, o que dificulta a
sua contaminacgdo, ou ser captada no aquifero ndo confinado ou livre que fica préximo a
superficie, e esta, portanto, mais suscetivel a contaminacdo. No Brasil, a captacdo de agua do
aquifero livre € a mais utilizada devido ao baixo custo e a facilidade de perfuracdo (OTENIO
etal., 2007; SINGH et al., 2015) .

De acordo com Augusto (2012), diversos fatores podem comprometer a qualidade dos
mananciais subterraneos. O destino final do esgoto doméstico e industrial em fossas e tanque
sépticos, a disposicdo inadequada de residuos solidos urbanos e industriais, postos de
combustiveis e de lavagem e a modernizagdo da agricultura representam fontes de
contaminacgdo destas aguas por bactérias e virus patogénicos, parasitas, substancias organicas e
inorganicas.

Entre os contaminantes cada vez mais comuns nos mananciais subterraneos, destaca-se
0 nitrato. Este &€ o constituinte inorganico que atualmente apresenta ocorréncia mais
generalizada e problemética, devido a sua alta mobilidade e estabilidade nos sistemas aer6bios
de aguas subterraneas (BHATNAGAR; SILLANPAAB, 2011; GANESAN et al., 2013;
BARTUCCA et al., 2016).

Segundo Baird e Cann (2011), esse problema deve ser tratado sob uma perspectiva
global, uma vez que a contaminagdo dos mananciais subterraneos por nitrato € um problema
socioambiental que atinge diversas regides do mundo. O nitrato (NO3") ndo degrada facilmente
em meio aerdbico e o principal mecanismo de degradacéo é a desnitrificacdo, que exige um
ambiente redutor, presenca de bactérias desnitrificantes, carbono facilmente degradavel ou uma
substancia equivalente receptora de elétrons, ou seja, condigdes raras no ambiente de agua
subterranea.

A ocorréncia de contaminagdo de aquiferos por espécies nitrogenadas, provenientes de
sistema sépticos ou de préaticas inadequadas de saneamento, tem sido documentada por diversos
trabalhos em varios paises. Esses trabalhos, em sua maioria, quantificam e estudam o
comportamento dessas espécies, correlacionando-as a outros constituintes quimicos e a
densidade populacional ou, ainda, comparando os teores obtidos em areas saneadas aos de areas
nédo saneadas (CABRAL; RIGHETTTO; QUEIROZ, 2009).
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Segundo Barbosa (2005), o nitrato ocorre naturalmente em &guas subterraneas, mas a
sua presenca em concentracdes elevadas € geralmente resultante da atividade antropica,
destacando-se a aplicacdo de fertilizantes e 0 uso de sistemas de saneamento in situ.

Nas andlises de agua o ion nitrato pode ser referido ao proprio anion ou ao seu
equivalente em nitrogénio, isto é, uma parte de nitrogénio corresponde a 4,43 partes de nitrato.
As concentragdes de nitrato podem ser expressas em mg/L de N-nitrato (mg/L de N-NO3") ou
em mg/L de nitrato (mg/L de NOs’). No Brasil, a Portaria n® 2.914, de 12 de dezembro de 2011,
do MS, estabelece o valor maximo permissivel de 10 mg/L de N- NO3z™ ou 45 mg/L de NO3™ em
agua potavel. Como resultado de evidéncias da presenca de nitritos em aguas, 0 MS estabelece
o limite de 1 mg/L para o nitrito (como N) (BRASIL, 2011; COSTA et al., 2012).

Segundo os dados mais recentes do Sistema Nacional de Informacdes sobre Saneamento
(SNIS), divulgados em janeiro de 2017, referentes ao ano de 2015, apenas 50,3% dos brasileiros
tém acesso a coleta de esgoto, o que significa que mais de 100 milhdes de pessoas utilizam
medidas alternativas para lidar com os dejetos. O destino inadequado do esgoto doméstico e
industrial acarreta a degradacdo do manancial subterraneo pela lixiviacdo de contaminantes
organicos e inorganicos. Grande parte desses contaminantes chega ao lencol freatico raso,
podendo alcancar também o lencol freatico profundo ou artesiano (BARBOSA, 2005).

O aumento da contaminacdo de aguas subterrdneas por nitrato utilizadas para
abastecimento publico e pela falta de rede coletora de esgoto residencial e industrial, em muitos
municipios brasileiros, propicia a realizacdo de estudos sobre este tema. Na China e Espanha,
essa contaminacdo ocorre principalmente por fontes difusas, com um aumento consideravel de
nitrato nas aguas subterraneas devido as praticas agricolas. Ja em outros paises, principalmente
subdesenvolvidos, a contaminagdo por nitrato ocorre por fontes pontuais em decorréncia da
disposicdo inadequada de residuos e efluentes de atividades industriais e domésticas
(BIGUELINI; GUMY, 2012; TORRES et al., 2013).

De acordo com Wasik, Bohdziewicz e Btaszczyk (2001), existe um aumento
consideravel na concentracdo de nitratos nas aguas subterraneas em muitos paises europeus,
incluindo a Pol6nia. Isto é resultado da aplicacdo extensiva de fertilizantes artificiais na
agricultura, os quais passam facilmente para as aguas subterraneas. Na regido mediterranea da
Espanha, o nimero de pogos com concentragdo de ions nitratos superior ao limite maximo
permitido vem aumentando consideravelmente.

Segundo Salem et al. (2007), estudos em algumas regides da Argélia tém revelado que
a contaminacdo das aguas subterraneas por nitrato atinge o nivel maximo recomendado pela

Organizacdo Mundial da Saide. Em algumas planicies foram encontradas concentracfes de
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nitratos de até 260 mg/L. Ainda na mesma pesquisa, em amostras de &gua da planicie de Mitidja
em 2004, a concentracdo de nitratos (175 mg/L) dobrou em comparagdo com a encontrada em
2002. A poluicdo é devido principalmente ao uso de quantidades de fertilizantes nitrogenados
superiores as necessidades das plantas.

Apesar do conhecimento relacionado & importancia da &gua subterrdnea para o
desenvolvimento socioeconémico do Brasil, o pais ainda apresenta uma séria deficiéncia no
conhecimento do potencial hidrico de seus aquiferos e principalmente no tocante a qualidade
das suas aguas. Os estudos regionais sao poucos e encontram-se defasados. A maior parte dos
estudos de qualidade da &gua subterrdnea publicados mais recentemente sdo de carater
localizado (ANA, 2007).

Em uma pesquisa executada na cidade de Presidente Prudente - SP, com o objetivo de
delimitar zonas de contaminacdo das aguas subterraneas por nitrato e caracterizar a associacao
destas zonas com a expansdo da area urbana, realizada por Godoy et al. (2004), percebeu-se
que a contaminacao por este ion em &guas subterraneas € um dano ambiental significativo. A
pesquisa constatou 0 comprometimento da potabilidade em 38 dos 134 pocos selecionados.
Este numero representa uma proporcdo de 28,36%, 0 que caracteriza uma situacao preocupante
quanto a qualidade da &gua captada.

No estado do Ceara as dguas provenientes de pog¢os sao a Unica fonte de abastecimento
para a populacdo de algumas regides do estado. Em estudo para avaliar a qualidade
microbioldgica e quimica das &guas para consumo humano provenientes de pogos e
correlaciona-la com o nivel de esgotamento sanitario de diversas localidades, obteve-se que
7,8% das amostras de pogos analisados ultrapassaram os niveis de nitrato permitido na
legislagdo para consumo humano.

Em 2007, a Agéncia Nacional de Aguas (ANA) realizou um estudo sobre o panorama
da qualidade das aguas subterraneas no Brasil. Este estudo avaliou além de outros parametros,
a contaminacdo dos principais sistemas aquiferos brasileiros por nitrato. Os resultados
revelaram que em grande parte dos aquiferos, as concentraces encontradas foram superiores
ao limite estabelecido pelo MS. A Tabela 1 mostra os resultados da qualidade dos aquiferos do

Brasil obtidos pela ANA, especificamente em relagéo a contaminagao por nitrato.
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Tabela 1 - Panorama da qualidade das aguas nos aquiferos do Brasil em relagéo ao nitrato

Aquifero Estados Resultados
Missdo Velha Aflora no Piaui 57 pontos monitorados, 14
Abastece Juazeiro Norte, | com valores de nitrato acima
Crato e Barbalha, no Ceara | do limite para potabilidade
Exu Aflora em partes dos estados | Concentracbes de nitrato
do Ceara, Pernambuco e |acima dos valores de
Piaui. potabilidade
Barreiras Aflora de forma descontinua | Em  Belém,  apresentou
desde a regido Norte até a | valores de nitrato acima do
Sudeste padrdo da legislagdo vigente
Bauru - Caiua Oeste do Estado de S&o Paulo | Elevadas concentragbes de
nitrato
Jaciparana Porto Velho Em 120 pocos selecionados
em 6 bairros obteve-se
concentracdes de nitrato fora
dos padrdes de potabilidade

Fonte: ANA, 2007.

Os principais usos das aguas dos aquiferos avaliados sdo o abastecimento humano e
industrial. As altas concentragdes de nitrato estdo relacionadas a contaminagdo por efluentes
liquidos (principalmente esgotos domésticos) das aguas superficiais que interagem com as
aguas subterraneas, a presenca de fossas negras e inexisténcia de saneamento basico, alem da
aplicacdo de fertilizantes e insumos nitrogenados (ANA, 2007).

O Municipio de Natal - RN é um exemplo caracteristico de impactos de atividades
urbanas em aguas subterraneas situadas sob o seu dominio. Em grande parte do municipio, séo
encontradas concentragdes de nitrato chegando a mais de 60 mg/L. Apesar da importancia que
as aguas subterraneas representam para o abastecimento deste municipio, sua qualidade, a cada
dia, se deteriora em decorréncia das crescentes atividades urbanas.

Dentre as atividades mais impactantes, destaca-se a infiltracdo no solo de &guas das
fossas e sumidouros, pois cerca de 70% dos esgotos domésticos produzidos séo langados no
subsolo. De acordo com a Companhia de Aguas e Esgoto do Rio Grande do Norte (Caern),

varios pocos que ultrapassaram esse limite foram fechados, enquanto outros ainda se encontram
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em operacdo devido a diluicdo efetuada pela concessionaria, por meio da mistura de aguas
provenientes de mananciais superficiais (CABRAL; RIGHETTTO; QUEIROZ, 2009).

3.2 MECANISMO DE CONTAMINACAO POR NITRATO

O nitrogénio é um importante elemento nas reacdes bioldgicas. Ele pode estar ligado a
componentes que produzem muita energia, como aminoacidos e aminas. Os compostos de
nitrogénio estdo presentes no meio ambiente fazendo parte de um ciclo onde pode se apresentar
na forma de nitrogénio gasoso (N2), como compostos nitrogenados na sequéncia de oxidagdo
de nitrogénio na forma de aménia (NH3) ou amonio (NH4"), nitrito (NO2) e nitrato (NO3z),
sendo esses processos vitais na cadeia alimentar (LOGANATHAN; VIGNESWARAN;
KANDASAMY, 2013; PATIL; HUSAIN; RAHANE, 2013; VESILIND e MORGAN, 2013).

Quando as bactérias atuam sobre a matéria organica nitrogenada libera diversos residuos
para 0 meio ambiente, entre eles a amdnia. Quando a amonia se combina com a agua do solo,
forma hidroxido de aménio (NH4OH) que, ionizando-se, produz NH4*, (ion aménio) e OH"
(hidroxila). Os ions amonio presentes no solo sdo absorvidos pelas plantas ou sdo aproveitados
por bactérias do género Nitrosomonas e Nitrosococcus (BAIRD; CANN, 2011).

A oxidagdo microbiana do ion amonio ocorre em dois estagios diferentes, envolvendo
diferentes bactérias nitrificantes quimioautotroficas, que utilizam aménio ou nitrito como uma
fonte de energia, oxigénio como aceptor final de elétrons, amdnio como fonte de nitrogénio e
carbonato como fonte de carbono. O primeiro estagio do processo € a oxidacdo do ion amonio
a nitrito, conforme a reacdo (1) (FRANCO NETO, 2011).

NH," +1,50, = NO; + 2H" + 2H,0 (1)

De acordo com Franco Neto (2011), a oxidagdo dos ions aménio produz nitritos como
residuos nitrogenados (nitrosacdo), que sdo liberados para o meio ambiente. Os nitritos
liberados pelas bactérias nitrosas (Nitrosomonas e Nitrosococcus) sdo absorvidos e utilizados
como fonte de energia por bactérias quimiossintetizantes do género Nitrobacter. Os nitratos sao
formados através da oxidacdo dos nitritos, de acordo com a reacgdo (2). Quando liberados para

0 solo, os nitratos podem ser absorvidos e metabolizados pelas plantas.

NO,” +0,50, — NO; )
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A agricultura contribui significativamente para o processo de formacgdo do nitrato
devido & aplicagdo generalizada de fertilizantes & base de nitrogénio. Ao longo das ultimas
décadas houve um aumento da lixiviacdo e do escoamento deste elbemento ameacando a
qualidade da agua, especialmente em areas agricolas, onde as elevadas concentragdes de nitrato
sdo comuns. O nitrato possui grande mobilidade no solo e é extremamente sollvel na agua

podendo, assim, facilmente contaminar as aguas subterraneas (ENSIE; SAMAD, 2014).
3.3 PROBLEMAS DO CONSUMO DE AGUAS CONTAMINADAS COM NITRATO

A saude humana pode ser comprometida pelo uso de d&guas com concentracdes elevadas
de nitrato. Seu consumo, por meio das aguas de abastecimento, esta relacionado a inducdo a
metahemoglobinemia, especialmente em criangas (BIGUELINI; GUMY, 2012). O
desenvolvimento desta doenca a partir do nitrato nas dguas potaveis depende da conversao
bacteriana deste para nitrito durante a digestdo, o que pode ocorrer na saliva e no trato
gastrointestinal. As bactérias reduzem parte do ion nitrato em ion nitrito, conforme mostra a

reacao (3):
NO, +2H" +2e~ — NO, +H,0 ©)

O nitrito oxida os ions de ferro na hemoglobina no sangue de Fe?* a Fe**, evitando a
absorcio e a transferéncia de oxigénio para as células. A hemoglobina contendo Fe3* é
designada como metahemoglobina. A falta de oxigénio na corrente sanguinea provoca mudanca
de cor na pele do bebé, que se torna azul, por isso essa doenca € comumente designada de
“sindrome do bebé azul”. A insuficiéncia de oxigénio pode levar a paralisia cerebral e ao dbito,
caso ndo haja um tratamento adequado. A doenca ¢ letal quando 70% da hemoglobina do corpo
¢ convertida em metahemoglobina (SANT’ANNA JUNIOR, 2010).

As criangas pequenas, principalmente as menores de trés meses de idade, sdo bastante
suscetiveis ao desenvolvimento da metahemoglobinemia por causa das condi¢cdes mais
alcalinas do seu sistema gastrointestinal, fato também observado em pessoas adultas que
apresentam gastroenterites, anemia, por¢des do estbmago cirurgicamente removidas e mulheres
gravidas. Nos adultos, em geral, a hemoglobina oxidada é praticamente reduzida novamente a
sua forma de transporte de oxigénio, e o nitrito € novamente oxidado para nitrato, de forma
rapida; mas, em bebés, esse processo é lento (ALABURDA; NISHIHARA, 1998).

No leste europeu, a sindrome do bebé azul foi um sério problema até os anos oitenta do

século passado. A metahemoglobinemia induzida por nitrato, é atualmente rara nos paises
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industrializados, mas continua preocupante nos paises em desenvolvimento (SPIRO;
STIGLIANI, 2009; BAIRD; CANN, 2011).

Outro tipo de enfermidade que pode estar relacionada a ingestéo de grandes quantidades
de nitratos nas aguas e que tem preocupado alguns pesquisadores e médicos nos ultimos anos é
0 risco de desenvolvimento do céancer gastrico ocasionado pela formacdo de nitrosaminas
carcinogénicas. Embora as pesquisas realizadas ainda sejam insatisfatorias para esclarecerem
esta relacdo, trabalhos publicados mostram que mulheres que beberam agua de abastecimento
publico com elevado nivel de nitrato (> 2,46 mg/L) apresentam trés vezes mais probabilidade
de serem diagnosticadas com cancer de mama do que as menos expostas (< 0,36 mg/L na agua
potavel) (BAIRD; CANN, 2011; MELO NETO et al., 2013).

As nitrosaminas e nitrosamidas podem surgir como produtos de reacdo entre o nitrito
ingerido ou formado pela reducéo bacteriana do nitrato, com as aminas secundarias ou terciarias
e amidas presentes nos alimentos. O pH Gtimo para a reacdo de nitrosaminacdo é entre 2,5 a
3,5, faixa semelhante a encontrada no estbmago humano apos a ingestao de alimentos. Tanto
as nitrosaminas como as nitrosamidas estdo relacionadas com o aparecimento de tumores em
animais de laboratério (BIGUELINI; GUMY, 2012).

Embora seja estabelecido o limite de 10 mg/L de nitrato para dgua destinada ao
abastecimento humano, devido a capacidade do organismo em reverter o processo, produzindo
nitrito por reducdo de nitrato, o uso continuo de agua contaminada por nitrato em concentracoes
inferiores ao limite estabelecido pode trazer danos, devido ao efeito cumulativo no organismo
(BIGUELINI; GUMY, 2012).

3.4 PROCESSOS DE TRATAMENTO UTILIZADOS NA REMOCAO DE NITRATO

Devido a sua elevada estabilidade e solubilidade, o nitrato tem uma baixa tendéncia para
a precipitacdo e adsorcdo, e, portanto, é dificil remover este ion da agua utilizando as
tecnologias convencionais de tratamento de agua, sendo assim, sdo necessarios tratamentos
especiais para a diminuicdo da concentracdo a niveis aceitaveis (LOGANATHAN;
VIGNESWARAN; KANDASAMY, 2013).

As tecnologias existentes sao demoradas e possuem custo elevado, e, em muitos casos
ndo pode fornecer bons resultados. Existem técnicas de descontaminacdo das aguas dentro do
aquifero, com a injecdo de produtos que provocam a desnitrificagdo, mas essas técnicas estao
ainda no campo da pesquisa. O que as empresas concessionarias de agua tém feito é mesclar
aguas contaminadas com outras em que a concentracdo de nitrato € menor, fornecendo desta

maneira aguas ndo contaminadas (MELO et al., 2011).
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A preocupagdo com a contaminagdo da &gua por nitrato resultou no desenvolvimento
de vérias técnicas de purificacdo com base nos processos fisico-quimicos e biologicos utilizados
para remover ou reduzir a quantidade de poluentes tdxicos encontrados. Dentre 0s varios
métodos disponiveis, 0s que tém sido mais utilizados sao: troca idnica, tecnologia de membrana,
adsorcdo, eletrocoagulacdo e tratamento bioldgico (SHRIMALI; SINGH, 2001; ZHANG,;
ANGELIDAKI, 2013).

3.4.1 Troca ibnica

A troca ibnica consiste na passagem de dgua contaminada por uma coluna preenchida
com resina com grupos funcionais neutralizados por anions de bases fortes, que sdo trocados
pelo contaminante até a exaustdo completa da resina. Este processo é muito atraente, pois 0 seu
controle é facil, a sua automacéo é simples e as temperaturas tipicas ndo afetam a sua operacéo.
O processo de troca ionica é eficiente, no entanto, apresenta custos operacionais bastante
elevados, além de requerer um fornecimento continuo de substancias quimicas (BARBOSA,
2005; ANSARI; PARSA, 2016). Abrams (2000) estudou a eficiéncia de remocdo de nitratos
em aguas superficiais acidas usando leito fixo com 20 litros e uma resina aniénica. A eficiéncia
média de remocao de nitratos foi de 37,4%.

Ansari e Parsa (2016) analisaram o desempenho e modelagem das polianilinas PANI-
CI', PANI-CIO4 e PANI-SO4% na remogao de nitrato em um reator de célula dupla, empregando
a abordagem de troca de ions com eletricidade alternada. No estudo, a polianilina condutora foi
sintetizada através de um método eletroquimico no eletrodo de platina em trés meios acidos
diferentes e a técnica de troca idnica foi processada controlando a pressdo do potenciostato.
Obteve-se melhor resultado na remocao de nitrato utilizando PANI-SO4?, removendo 87% de

ions nitrato.
3.4.2 Tecnologia de membranas

A tecnologia de membranas é um método que necessita de um poés-tratamento de
salmoura gerada antes da descarga. O principio da remocdo dos ions neste método baseia-se na
passagem forcada, pela aplicacdo de pressao superior a osmatica, da agua contaminada por uma
membrana semipermeavel, que filtra o ion nitrato. No entanto, o processo nao é seletivo, pois
remove muitos ions junto com o nitrato. Apresenta sensibilidade & presenca de componentes
organicos, suspensos, particulas coloidais, variagdes no pH, exposicdo ao cloro e elevada

quantidade de solidos totais dissolvidos, sendo necessario o pré-tratamento da agua


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1383586616306426
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(BARBOSA, 2005). Embora seja considerada vantajosa em relacdo a outros métodos de
remocdo de nitratos a eficécia de custo é sua principal limitacéo.

Santafé-Moros, Gozalvez-Zafrilla e Garcia-Lora (2005) estudaram a eficiéncia da
remocao de nitrato utilizando trés membranas comerciais de nanofiltracdo: NF90, NF270 e
ESNAIL-LF. A membrana NF270 apresentou um fluxo alto e uma baixa rejeicéo a nitratos. As
membranas NF90 e ESNA1-LF produziram uma rejeicédo suficientemente alta para o nitrato. O
pH foi o fator mais influente para ambas as membranas e o aumento da concentracdo de ions
sulfato causou uma diminuicdo na rejeicdo de nitratos. As membranas apresentaram
desempenho diferente.

A remocdo de nitratos também foi estudada por Hamouda, Touati e Amor (2017) através
da utilizacdo de membranas AMX, AM3 e RPA. A remocdo dos mesmos foi estudada nas
condicdes de dialise de Donnan em fungdo da concentracdo, pH e da natureza da fase de
alimentacdo. Observou-se que a membrana AMX proporcionou a maior eficiéncia de transporte
de nitrato (37,9%).

3.4.3 Adsorcéo

A adsorc¢do tem sido empregada com sucesso para remocao de nitrato de agua. Consiste
num processo que compreende a transferéncia de massa entre adsorvente (material sobre cuja
superficie ocorre a adsorcdo) e adsorbato (substancia adsorvida). Para o processo de adsorcao
ser eficiente é necessario o adsorvente ser de alta seletividade, alta capacidade, longa vida e
preferencialmente estar disponivel em grandes quantidades a um baixo custo (IMMICH,;
GUELLLI; SOUZA, 2009).

O carvdo ativado é geralmente considerado como um adsorvente universal para a
remocao de diversos tipos de poluentes aquéticos, especialmente poluentes organicos. No
entanto, apresenta baixa adsor¢do para poluentes aniénicos.

Bhatnagar et al. (2008) realizaram um estudo de adsorc¢do utilizando carvao ativado
granulado ndo tratado e granulado tratado com cloreto de zinco (ZnCly) para a remocéao de
nitratos em agua. A comparacao entre carvao ativado granulado tratado com ZnCl; e néo tratado
indicou que o tratamento com ZnCl, melhorou significativamente a eficiéncia de adsorcdo. A
capacidade de adsorcdo encontrada foi de 1,7 mg/g para o carvdo ativado néo tratado e de
10,2 mg/g para o carvao granulado tratado com ZnCl..

Mizuta et al. (2004) estudaram a eficiéncia de adsorcao de carvdo em p6 de bambu na
remoc&o de nitrato da agua. Foi utilizado também o carvao ativado comercial para comparar a

eficiéncia de adsorcao. Os valores de absorcdo obtidos para o carvdo em p6 de bambu e carvao
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ativado comercial foram 1,25 e 1,09 mg/g, respectivamente. A partir dos resultados os autores
constataram que o carvao em po6 de bambu pode ser uma opcao atraente para o tratamento in
situ por adsorcdo de agua subterranea e superficial contaminada com nitratos.

A eficiéncia do carvéo de palha de trigo e carvao de palha de mostarda como adsorventes
para a remocdo de nitrato da 4gua foi investigada por Mishra e Patel (2009). O carvdo comercial
ativado foi usado como padréo para comparacao. A eficiéncia de adsorcdo da palha de mostarda
foi maior, seguida por carvdo comercial ativado e palha de trigo, independentemente da

concentracdo de nitrato-nitrogénio na faixa de 0-25 mg/L.
3.4.4 Eletrocoagulacdo

Além das técnicas jd& mencionadas, estudos recentes tem utilizado o processo de
eletrocoagulacdo no tratamento de dguas contaminadas por nitrato. A eletrocoagulacédo é o
processo de desestabilizacdo dos contaminantes em suspensdo, emulsdo ou dissolvidos em um
meio aquoso, através da introducdo de uma corrente elétrica. Neste processo, um coagulante é
produzido na célula eletrolitica usando um &nodo e catodo apropriado. As vantagens do
processo incluem a simplicidade de operacdo e manutencdo, baixos requisitos de energia, baixo
custo de operacao e geracdo de pequeno volume de lodo (DEHGHANI et al., 2016).

Emamjomeh, Jamali e Moradnia (2017), utilizaram o Método de Superficie de Resposta
(MSR) com o objetivo de encontrar as melhores condi¢des para a remocao de nitrato por
eletrocoagulagdo, utilizando eletrodos de aluminio. As condi¢fes 6timas foram obtidas
utilizando pH 10, voltagem de 17 V, tempo de 68 min e concentracéo inicial de nitrato de 226
mg/L. Nas melhores condic¢des, a eficiéncia de remocdo de nitrato e 0 consumo de energia
obtidos foram 87,95% e 144,15 KWh/m3, respectivamente.

Dehghani et al. (2016) realizaram um estudo com o objetivo determinar a eficiéncia da
remocao de nitrato através da eletrocoagulacdo, usando eletrodos de aluminio e ferro em um
reator em lote. Os resultados mostraram que a efciéncia de remocéo aumentou de 27% para

86% utilizando a condicao ideal de 30 V, tempo de operacdo de 75 min e pH 11.
3.4.5 Desnitrificacdo biologica

Os processos fisico-quimicos sao eficientes na remogéo de varios ions e sais especificos,
mas possuem custo elevado. Além disso, produzem grande quantidade de residuos que séo
constituidos por grandes concentracfes de nitratos e por outros ions presentes na agua, por
exemplo, cloro, sulfato e hidrogenocarbonetos (SOUSA, 2004; TORRES, 2011;).
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A desnitrificagdo bioldgica é um processo amplamente estudado para remogéo de nitrato
das &guas residuais. A utilizacdo desta técnica para tratamento de 4gua para abastecimento foi
implementada recentemente na Alemanha e nos Estados Unidos, por exemplo, e apresenta
diversas vantagens sobre os métodos de osmose reversa e troca iénica. Dentre os beneficios
destaca-se a capacidade de remocéo seletiva do nitrato, a conversdo do poluente num composto
indcuo (nitrogénio molecular), além do custo-beneficio ser maior que nos outros processos
(TORRES, 2011).

Este é o Unico processo que visa diretamente a conversdo do nitrato em um residual que
ndo é nocivo ao meio ambiente (gas nitrogénio). Os demais processos se resumem a uma
mudanca de fase, ou seja, o nitrato é removido da fase aquosa gerando um residuo concentrado
em termos deste ion que requer tratamento. O melhor custo-beneficio comparado a outros
processos, a baixa geracdo de subprodutos quimicos ofensivos a satde humana e facilidade de
operacgdo e manutencéo, sédo algumas vantagens reconhecidas do processo de desnitrificagcdo no
tratamento de 4gua (SHRIMALLI; SINGH, 2001).

A desnitrificacdo consiste na reducdo biologica dos nitratos ou nitritos a nitrogénio
molecular em ambiente andxico (ambiente bioldégico com pouco ou nenhum oxigénio
dissolvido), em que os nitratos e os nitritos funcionam como aceitador final na cadeia de
transporte de elétrons, quando uma fonte orgénica de carbono estéa disponivel (reagdo (4)). As
bactérias utilizam o oxigénio dos nitratos e dos nitritos para metabolizar estruturas celulares.
As bactérias desnitrificantes podem ser heterotréficas (utilizam carbono orgéanico como sua
fonte de carbono) ou autotrdficas (utilizam carbono inorgéanico como fonte de carbono)
(REZAEE et al., 2010; NETO, 2011).

NO,™ + substratoorganico— N, + CO, + H,0 + OH" 4)

Existem cinco compostos de nitrogénio principais na desnitrificacdo, conforme
mostrado na reagéo (5). O nitrato é o substrato inicial e nitrogénio molecular o produto final.
Neste processo 0s microorganismos primeiro reduzem nitratos para nitritos e, em seguida,
produzem oOxido nitrico, 6xido nitroso e nitrogénio gasoso. No caso da desnitrificacdo ser
incompleta, podem ser liberados intermediarios como 0 NO e 0 N2O, o que acontece geralmente
se a concentracdo de nitratos for muito elevada e a concentracdo de substratos organicos
relativamente baixa (FRANCO NETO, 2011).

©)
NO, — NO, ->NO—->N,0—>N,
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Muitas bactérias heterotroficas que oxidam aerobiamente matéria orgénica, usando
NOs como receptor terminal de elétrons, funcionam como facultativas desnitrificantes. As
bactérias desnitrificantes utilizam preferencialmente o oxigénio molecular, que compete com o
nitrato na funcao de receptor de elétrons. Desta forma, a desnitrificacdo ocorre na auséncia de
oxigénio e na presenca de nitrato. Na verdade, o oxigénio dissolvido inibe a capacidade das
bactérias desnitrificantes de degradar nitrato. Por esta razdo, as bactérias desnitrificadoras
primeiro utilizam o oxigénio como aceitador de elétrons, e apenas quando o oxigénio dissolvido
for inferior a um determinado limite, podem mudar para a utilizacdo do nitrato como aceptor
de elétrons (GROUNDWATER, 2013).

O tipo de doador de elétrons é a principal diferenca entre os processos heterotréficos e
autotroficos de remocdo bioldgica de nitrato. As bactérias heterotréficas podem utilizar
diferentes compostos de carbono como doadores de elétrons. As fontes de carbono externas
mais comumente usadas sao o metanol, o etanol e o acetato. Efluentes de industrias de produtos
alimentares, como 0 melaco e a cerveja, efluentes da destilagdo do vinho, lixiviados de residuos
alimentares, residuos de suinocultura e lamas hidrolisadas, sdo alguns exemplos de substratos
organicos que podem ser utilizados como fonte de carbono na desnitrificagio (MOHSENI-
BANDPI; ELLIOTT; ZAZOULLI, 2013).

No inicio de 1980, bactérias desnitrificantes que utilizam simultaneamente oxigénio e
nitrato como receptores de elétrons, foram relatadas pela primeira vez. Vérias bactérias aerébias
que exibem caracteristicas ideais de desnitrificacdo de nitrogénio foram estudadas
posteriormente, incluindo Microvirgula aerodenitrificans, Bacillus methylotrophicus e
Pseudomonas stutze. Bactérias desnitrificadoras podem ser isoladas a partir de diversos
ambientes (solos agricolas, estacdes de tratamento de aguas residuais) e pertencem a géneros
bacterianos diversos (REZAEE et al., 2010; HUANG et al., 2015).

A desnitrificacdo é menos sensivel as condi¢fes ambientais do que a nitrificagdo. No
entanto, determinadas condi¢cGes devem ser mantidas para a reacdo ocorrer em elevada
extensdo. Nomeadamente, deve controlar-se o intervalo de pH, temperatura e OXxigénio
Dissolvido (OD).

O processo de desnitrificacdo pode ocorrer num largo intervalo de pH, embora a
velocidade de desnitrificagdo maxima ocorra num intervalo entre 7,0 e 8,0, com diferentes
valores Otimos para as diferentes populagdes bacterianas. A temperatura também influencia a
velocidade de desnitrificagdo, esta aumenta com o aumento da temperatura até 35 °C e é muito
reduzida quando a temperatura € inferior a 5 °C (TEIXEIRA, 2006; WIESMANN; CHOI,
DOMBROWSKI 2007).
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O O inibe a desnitrificacdo, porque suprime a formacdo da enzima nitrato redutase.
ConcentragOes de oxigénio dissolvido superiores ou iguais a 0,2 mg/L reduzem a taxa de
desnitrificacdo, pois a energia gasta para obter oxigénio por quebra da molécula de nitrato é
maior do que a energia gasta na utilizacdo do O, pelo que os microrganismos utilizam
preferencialmente 0 O2 quando este estd presente naquela concentragdo minima (USEPA,
2008).

A Tabela 2 apresenta alguns trabalhos que utilizaram a desnitrificacdo bioldgica na

remocao do nitrato da agua.
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Tabela 2 - Trabalhos relatados na literatura que utilizam desnitrificacdo biolégica na remocao de nitrato de agua

Trabalho Eficiéncia Referéncia
Desnitrificacdo utilizando bambu: estt{do da viabilidade de seu uso como indculo de um | 550 para 6,5 mg de N-NOs/L ht Bucco et al.,
biorreator de leito fixo com escala continua 2014

e N Células livres: 4,57mg/(Lh) Liu et al.,
Desnitrificacdo utilizando lodo de esgoto em carvédo de bambu células  imobilizadas: 6,82 mg/ | 2012

(Lh)
Desnitrificacdo heterotr6fica com pH heterogeneizado, facilitada pela desnitrificacdo | Aproximadamente é de remocéo Huang et al.,
autotrofica utilizando efluente como indculo do reator. 2011
Desnitrificacdo hidrogenotrdfica em reatores de leito mével sob tracdo e operagdo continua Preenc_h Imento com tragao: de 4.4 Vasiliadou,
i . ~ - S g NOsz - N/Ld para o filtro com
utilizando lodo retirado de uma estacdo de tratamento de aguas residuais 2009
cascalho de 2,41 mm

Valorizacdo de um residuo de vegetal como fonte de carbono (residuos de oliva) no | 500 mg/L de N-NOs3™ removidos Salem et al
tratamento de agua atraves da desnitrificacdo em 7 dias 2007 B

e : : - Ovez, Yuksel
Desnitrificacdo utilizando alcaguz (Glycyrrhiza glabra) e a cana gigante (Arundo donax) | 100% utilizando G. glabra, e entre

T AP . . . e Ozgen,

fonte de carbono na desnitrificagcdo biologica da agua potavel. 87 e 100% utilizando A. donax, 2006

e A - . . . . A 3 | Chang, Tseng
Desnitrificacdo utilizando bacterias Alcaligenes eutrophus imobilizadas em copolimero de | Modo continuo: (0,6-0,7 kg-N/m e Huan
poliacrilamida e alginato /dia) apos 6 dias. 1999 9

Fonte: Elaborada pela autora, 2017.
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https://www.researchgate.net/researcher/73000236_S_Ozgen
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Apesar da abordagem crescente da remocdo de nitrato da agua através da
desnitrificacdo, ainda escassos 0s estudos que utilizam biomassa natural como fonte de
microrganismos. A maioria dos trabalhos que utilizam microrganismos desnitrificantes, fazem
uso do lodo como biomassa para obtencdo da microbiota. Embora o estudo conduzido por Liu
et al. (2012), utilize o bambu na desnitrificacdo, a aplicacdo é apenas como meio suporte para
a imobilizagdo dos microrganismos provenientes de lodo de esgoto.

Um dos primeiros trabalhos relatados na literatura que avalia 0 uso de microrganismos
desnitrificantes obtidos do bambu na remocdo de nitrato de agua potavel € descrito por Bucco
et al. (2014). O estudo utilizou o bambu como fonte de microrganismos na preparagdo do
indculo para alimentacdo de um biorreator de leito fixo de escala continua. No entanto, a fonte
de carbono utilizada consistiu apenas no etanol (em excesso) . Além disso, o estudo nao realizou

a avaliacéo e controle dos parametros que influenciam no processo de desnitrificacao.
3.5 BIOMASSA NATURAL
3.5.1 O bambu

Os bambus, também chamados de taquara ou taboca pelos indios brasileiros, sdo plantas
de rapido crescimento, pertencentes a familia das Gramineae ou Poaceae, com mais de 1.250
espécies classificadas e distribuidas em cerca de 90 géneros distintos, representando um recurso
natural renovavel e de alto rendimento. O Brasil conta com a maior diversidade e o mais alto
indice de florestas de bambu em toda a América Latina, representando 32%, significando 137
espécies, sendo que os estados de Sdo Paulo, Minas Gerais, Santa Catarina, Bahia e Parana,
possuem a maior diversidade (PEREIRA NETO et al., 2009).

O bambu tem acompanhado o desenvolvimento humano desde o principio do
desenvolvimento tecnoldgico, fornecendo abrigo, alimento, utensilios domésticos e outros
artefatos. No oriente, é conhecido como a planta dos mil usos, devido as suas excelentes
caracteristicas fisicas, quimicas e mecanicas. Pode ser considerado como um material altamente
ecologico. Leva pouco tempo para ser renovado, produzindo colmos assexuadamente durante
anos sem necessidade de replantio (DELGADO, 2011).

O bambu é o recurso natural que se renova em menor intervalo de tempo, ndo havendo
nenhuma outra espécie florestal que possa competir em velocidade crescimento e de
aproveitamento por area. A velocidade de propagacdo do bambu, depois de estabelecido, é
rapida. Esta cultura ndo necessita de replantio e permite cortes periodicos a cada dois anos.

Ap0s cada corte, surgem novas perfilag@es, que induzem a formacgéo de rizomas. Cada rizoma
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abriga um namero variado de gemas que vao germinar e formar novas perfilages ou hastes
(DALLAGNOL et al., 2013).

Segundo Teixeira (2006), embora seja uma graminea, os bambus possuem habito
arborescente, e da mesma forma que as arvores, sdo constituidos por uma parte aérea — colmo,
folhas e ramificacOes — e outra subterranea, composta pelo rizoma e raiz, conforme apresentado
na Figura 1. Os colmos apresentam forma muito proxima a cilindrica e suas dimensdes variam
muito de acordo com a espécie. O colmo ¢ dividido por diafragmas que conferem grande
rigidez, flexibilidade e resisténcia, aparecendo externamente como ndés, de onde saem 0S ramos

e folhas.

Figura 1 - Denominacg0es das partes do bambu
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Fonte: NATIONAL MISSION ON BAMBOO APLICATIONS (NMBA), 2004.

Entre as inUmeras vantagens no cultivo do bambu, destaca-se sua pouca exigéncia com
relacdo ao solo. Produz bem em quase todos os tipos de solo, mas tem o seu maior
desenvolvimento vegetativo em solos arenosos e leves, com elevado teor de matéria organica e
boa drenagem, essencial para o ciclo de vida vegetativa de espécies tropicais (COSTA, 2004).

O bambu apresenta ampla tolerancia as condi¢fes climaticas, persistindo em areas
tropicais e subtropicais. Além disso, algumas espécies apresentam taxas de crescimento que
atingem o pico de aproximadamente 7,5-100 cm por dia. As taxas de crescimento rapido
favorecem a acumulacédo de carbono organico pela fotossintese. Dada a grande distribui¢do do

bambu em relacdo a outras espécies vegetais e suas altas taxas de crescimento, as coberturas de



45

de bambu podem sequestrar quantidades substanciais de carbono, ajudando assim a mitigar 0s
efeitos das mudangas climéaticas (MOGNON, 2017).

Os principais constituintes quimicos dos colmos de bambu sdo a celulose, holocelulose
e lignina (carboidratos) e, em menor escala, estdo presentes as resinas, tanino (&cido tanico),
ceras e sais organicos. Esta composicdo quimica varia de acordo com a espécie, com as
condigdes de crescimento das touceiras, com a idade dos colmos e regides do colmo, conforme
0 bambu vai se desenvolvendo até chegar a sua maturidade. Depois do desenvolvimento total
do colmo a composicdo quimica do bambu tende a permanecer constante (COSTA, 2004).

Ainda que possa ser reconhecida como uma planta de grande utilidade, o bambu € um
grande recurso inexplorado, sendo uma das suas principais utilidades, a producdo de matéria
prima voltada para a habitacdo de baixo custo. Varios estudos relatam a utilizacdo do bambu
como fonte bioldgica, no entanto, os trabalhos limitam-se ao seu uso como adsorvente devido
a suas boas carateristicas de absorcao.

Uma das espécies de bambu mais conhecida no mundo e com mais facil adaptacéo ao
clima temperado é Phyllostachys aurea. Pertence a familia poacea, subfamilia Bambusoidae,
género Phyllostachys, espécie aurea. E nativo da China, porém é encontrada também em
Taiwan, Japdo, América Central e América do Sul. Sua altura atinge de 6 a 12 m e didmetro
entre 3 e 7 cm. Os colmos séo eretos, verdes quando jovens, tendendo a amarelo esverdeado
com o tempo (CRUZ, 2002; XAVIER, 2004).

O género Phyllostachys é o mais variado, tendo grade nimero de espécies. E bastante
difundido no Brasil, devido a sua grande utilizacdo, como contencdo de declives, na construcdo
civil, no artesanato, como vara de pescar, entre outros (CRUZ, 2002).

Varios fatores fazem do bambu uma planta especialmente diferenciada e com um grande
potencial de utilizacdo. Um dos destaques € a grande quantidade de espécies existentes e 0 seu
potencial de crescimento: cresce mais rapido do que qualquer outra planta do planeta e pode
atingir até 30 metros. Além disso, trata-se de uma planta tropical renovavel e que produz

anualmente sem a necessidade de replantio.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAIS

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de graus analitico (Sigma Aldrich,

Vetec, Quimica Moderna e Biotec).
4.2 METODOLOGIA
4.2.1 Fonte de microrganismos desnitrificantes

Foram estudados dois géneros (A e B) de bambu como fonte de bactérias
desnitrificantes. O género A foi obtido as margens do Rio Caveiras no municipio de Lages/SC
(coordenadas UTM 567496 W e 6920240 S) e o género B utilizado foi coletado do interior do
campus do Centro de Ciéncias Agroveterinarias da Universidade do Estado de Santa Catarina
(CAV/UDESC).

Apenas o género com melhores taxas de desnitrificacdo foi utilizado no decorrer do
trabalho. Além dos microrganismos imobilizados na biomassa do bambu, utilizou-se também

0s microrganismos livres em solucéo.
4.2.2 Desnitrificacdo biologica
4.2.2.1 Confirmacao da presenca de microrganismos desnitrificantes na biomassa

Foi realizado um ensaio de confirmacdo da presenca de microrganismos na biomassa
utilizada. Para isto, desenvolveu-se o procedimento para a desnitrificacdo e, paralelamente, um
experimento com a esterilizacdo de todos os materiais utilizados na remogéo de nitrogénio da
agua, através da autoclavagem em Autoclave vertical modelo CS (Prismatec) a 121 °C durante
15 min, permitindo assim, a descontaminac¢do dos mesmos. Em seguida, os experimentos foram
submetidos as mesmas condicOes e a remocao do nitrato foi avaliada. Este procedimento foi
aplicado ao MIB e MLS.

4.2.2.2 Microrganismos imobilizados na biomassa do bambu

O bambu foi cortado e levado ao Laboratério de Tratamento de Aguas e Residuos
(LabTrat) do CAV. Em seguida, os colmos foram preparados, separando-se 0s nds para serem
posteriormente pesados em balanca analitica. Foi utilizado uma razéo de 30% de biomassa em

relacdo a agua, referente ao volume maximo que poderia ser imerso no frasco reacional. O
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bambu foi lavado com &gua corrente e em seguida adicionado a 4gua contaminada com ions
nitrato. Utilizou-se &4gua simulada contaminada em laboratério, empregando nitrato de sodio
(NaNOgz) como fonte de ions nitrato e 4gua destilada para o preparo da solucdo. Os colmos do
bambu foram adicionados a 100 mL de agua contaminada com 25 mg N-NOz7/L e logo em
seguida foi adicionado etanol a solu¢do como fonte de carbono. Todos os experimentos foram
realizados com um ensaio sem acréscimo de carbono. Os experimentos foram realizados em
Erlenmeyer de 250 mL, conforme ilustrado na Figura 2, e mantidos em agitacao orbitalar em
incubadora Shaker CE 720 (Cienlab) durante o tempo necessario para remocédo do nitrato da

agua.

Figura 2 - Microrganismos imobilizados na biomassa do bambu a) Colmos do bambu cortados,
b) Biomassa em agua contaminada com ions nitrato

Fonte: Elaborada pela autora, 2017.

O monitoramento da conversao das espécies nitrogenadas no processo de desnitrificacdo
foi realizado através das andlises de nitrato e nitrito, empregando o protocolo DIN 38405-9
para determinag&o de nitrato e metodologia descrita na 202 edigdo do Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005) para andlise de nitrito e utilizando
espectrofotdmetro UV/VIS 190-1100 nm PHARO 300 (Merck).

Nas analises de dgua o ion nitrato e nitrito podem ser referidos ao proprio anion ou ao
seu equivalente em nitrogénio. Neste trabalho, os valores de concentragdo utilizados foram
expressos em termos de nitrogénio (N), o qual fazem parte do nitrato (N-NO3z") e nitrito (N-
NOy). Para converter os valores finais para nitrato (NO3z") multiplica-se por 4,43 e por 2,28 para
converter em nitrito (NO2"). Isto é, uma parte de nitrogénio corresponde a 4,43 partes de nitrato
e 2,28 partes do nitrito.
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4.2.2.3 Microrganismos livres em solugéo

Inicialmente foi realizado o crescimento das bactérias desnitrificantes durante 48 horas
utilizando MIB e &4gua contaminada com 25 mg N-NOs7/L. Logo apos a completa remogéo do
nitrato, a biomassa foi retirada e a 4gua desnitrificada foi novamente contaminada com ions
nitrato, com a finalidade de confirmar a atividade dos microrganismos crescidos, utilizando um
periodo de 24 horas de reacdo. , finalmente, as células crescidas foram centrifugadas utilizando
Centrifuga Eppendorf 5804 AG durante 5 minutos em rotacdo de 5000 rpm. Ao final da
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o precipitado, denominado de microrganismos
livres em solucéo, foi acrescentado em uma nova agua contaminada com nitrato e o etanol foi
adicionado. Para todos os experimentos utilizando o MLS, também foi realizado um ensaio
onde ndo houve acréscimo de fonte de carbono externa. A Figura 3 ilustra o processo de
obtencdo do MLS.

Figura 3 - Representacdo do processo de obtencdo do MLS a) crescimento utilizando MIB
durante 48 horas, b) microrganismos livres em solugcdo contaminado com ions
nitrato para teste de atividade das células crescidas durante 24 horas, ¢) MLS apds

centrifugacéo

Fonte: Elaborada pela autora, 2017.

4.2.3 Otimizacdo dos Parametros operacionais da desnitrificacédo bioldgica

Foram estudados os principais parametros operacionais, relatados na literatura, que
influenciam na desnitrificacdo bioldgica. A Tabela 3 mostra os valores de todos 0s parametros
avaliados. Estes parametros foram estudados utilizando MIB e MLS.

Tabela 3 - Pardametros operacionais avaliados na desnitrificacdo

Parametros Valores
Ph 5,6;7,8¢e9
Temperatura (°C) 7,2; 20; 30; 40 e 50
Concentracdo nitrato (mg N-NOz7/L) | 12,5; 25; 50; 100 e 250
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Relacéo C/N 10,5:1; 1:1; 2:1; 3:1 e 4:1
Fonte: Elaborada pela autora, 2017.

As seguintes fontes de carbono foram avaliadas quanto a sua eficacia na remocao de
nitrato: etanol, glicose, glicerol, metanol, etilenoglicol e acetato de sodio. Todos os
experimentos foram realizados em triplicata e as comparacdes entre as méedias dos tratamentos
foram efetuadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade de erro utilizando-se o

programa estatistico Assistat Versdo 7.7 pt, desenvolvido por Silva (2016).
4.2.4 Avaliacdo da estabilidade operacional

Com o objetivo de avaliar a possibilidade de utilizacdo da mesma fonte bioldgica em
diversos ciclos de desnitrificacdo, realizou-se o experimento de reutilizacdo utilizando MIB e
MLS. Para o MIB, foi estudado também a influéncia da presenca de diferentes quantidades de
agua desnitrificada (denominada de caldo) na remocéo de nitrato nos diversos ciclos realizados.
Para isto, apds a desnitrificacdo completa, a biomassa foi mantida e retirou-se diferentes
quantidades da agua desnitrificada. O volume resultante foi completado para 100 mL e
contaminado com 25 mg N-NOz7/L, seguido da adi¢do de etanol. Para todas as reutilizaces
também foi realizado um experimento sem adicdo de carbono. A Tabela 4 mostra os volumes

utilizados nos diferentes ciclos.

Tabela 4 - Volumes utilizados nos diferentes ciclos de desnitrificacdo

Amostra | Volume caldo (mL) | Volume agua (mL)
1 12,5 87,5

2 25 75

3 50 50

4 0 100

Fonte: Elaborada pela autora, 2017.

Na reutilizacdo do MLS, logo apds a remocdo do nitrato, as células presentes no meio
foram novamente centrifugadas e acrescentadas a uma nova agua contaminada com 25 mg

N- NOs7/L, seguido da adic¢&o de etanol.
4.2.5 Cinética de desnitrificagédo

O monitoramento cinético das espécies nitrogenadas nitrito e nitrato foi realizado
utilizando-se MLS. Em um intervalo de duas horas de reacdo, foi retirado uma aliquota para

andlise dos compostos, até a completa remocao destes ions da &gua. Além disso, com o objetivo
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de avaliar a influéncia de diferentes quantidades de células na velocidade de desnitrificacdo,
realizou-se também um experimento utilizando diversas quantidades dos microrganismos
presentes em solucdo. As quantidades foram distinguidas através do volume da solucéo
centrifugada contendo as células crescidas. Os volumes centrifugados estdo detalhados na
Tabela 5.

Tabela 5 - Volume (mL) de solugéo de células centrifugadas

Amostra | Volume centrifugado (mL)
M1 100
M2 200
M3 300
M4 400
M5 500

Fonte: Elaborada pela autora, 2017.

4.2.6 Crescimento das células bacterianas

A verificagdo do crescimento das populagcdes dos microrganismos presentes na
biomassa foi realizada através da determinacio da sua Densidade Optica (DO), ao longo do
tempo e utilizando MLS. A densidade Optica da cultura corresponde a absorbancia, que é

determinada com base na expressdo abaixo:
D.O =log (lo/l)

Onde I, € a intensidade da luz incidente e | € a intensidade da luz transmitida através da
suspensdo de células.

A absorbancia foi determinada em espectrofotdmetro UV/VIS 190-1100 nm PHARO
300. O comprimento de onda usado para medicao da densidade Optica de suspensdes de células
foi de 600 nm utilizando cubeta de 50 mm e os intervalos de tempo de 0,4, 8, 12,18, 20 e 24
horas. Através da equacdo (6), descrita por Shuler e Kargi (2001), foi possivel calcular a

velocidade de crescimento dos microrganismos.

X
In {X—} IT-T, =1y (6)

0

Onde:

X = absorbancia final
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X, = absorbancia inicial
T = tempo final
T,=Tempo inicial

u, = velocidade de crescimento

4.2.7 I1solamento e identificagdo dos microrganismos presentes na biomassa

A amostra foi semeada pela técnica de esgotamento em placa em Agar Sangue (0,5%
de sangue ovino) e incubada a 37 °C por 24 h. Em seguida, foi realizada a visualizacao das
caracteristicas das coldnias. Apés este procedimento, realizou-se a coloracdo de Gram para
posteriores testes bioquimicos para identificacdo da bactéria. Estes testes foram incubados a
37 °C por 24 horas, e apos fez-se a leitura dos mesmos de acordo com Oliveira (2012). O
isolamento e identificacdo foi realizada pelo Centro de Diagnostico Microbioldgico Animal
(Cedima) do CAV/UDESC.

4.2.8 Determinacéo de carbono organico total

A determinacdo de Carbono Orgénico Total (COT), foi efetuada utilizando um
analisador de carbono (multi N/C 2100, Analytik Jena, Alemanha), o qual utiliza a absorcéo de
Radiacdo Infravermelha Néao Dispersiva (RIND) pelo diéxido de carbono formado apds
combustdo da amostra a 800 °C em forno vertical. A fonte de carbono utilizada para construgéo
da curva de calibracdo foi glicerina dissolvida em agua ultrapura. Todos 0s parametros
utilizados estdo descritos na Tabela 6. Este procedimento foi realizado para verificar o consumo
de carbono, especificamente o etanol, pelos microrganismos livres em solucdo ao longo da

desnitrificacdo.

Tabela 6 - Pardmetros utilizados na determinacdo de carbono total

Parametro Descricéo
Modo de injecéo Automatico
Volume de injegéo 60 pL

Temperatura do forno 800 °C

Tempo de integracao 180's

Faixa de trabalho 10 - 1000 mg L
Fonte: Elaborada pela autora, 2017.
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4.3 EXPERIMENTOS DE POS - TRATAMENTO

Apos a desnitrificacdo completa foram medidos os valores de pH da agua utilizando
pHmetro portatil WTW modelo Profiline 3210, cor aparente e turbidez atraves do equipamento
Fotdmetro NOVA 60 Spectroquant (Merck), utilizando método de execucdo descrito pelo
Standard Methods (APHA, 2005). Em seguida, a amostra foi submetida ao pds-tratamento, por
meio de ensaios fisico-quimicos de coagulacdo, floculagdo e desinfeccdo. Foram utilizados

neste processo a agua desnitrificada com as duas fontes microbiolégicas avaliadas.
4.3.1 Coagulacao e Floculacéo

Para o ensaio de coagulacao e floculagéo foi utilizado um Jar Test modelo JT102/6. A
finalidade do ensaio neste equipamento foi determinar as dosagens 6timas do agente coagulante
Tanfloc sb (Tanac S.A) utilizado neste processo para o tratamento da agua. A determinacéo das
dosagens 6timas foi realizada por tentativa e comparacdo utilizando as concentracdes de 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70 e 80 mg/L.

O equipamento utilizado possui seis recipientes graduados onde cada um possui um
volume util aproximado de 2 litros. O equipamento Jar Test possui paletas giratorias com ajuste
de rotacdo onde foi possivel regular os gradientes de velocidade. Neste experimento foram
empregadas as etapas de mistura rapida durante 1min e rotacdo de 120 rpm, mistura lenta por
30 min e rotacdo de 40 rpm (floculacéo) e, sedimentacéo por 30 min.

Apos a sedimentacdo, foram monitorados a cor aparente e turbidez final das amostras,

e os melhores resultados foram submetidos a desinfec¢éo.
4.3.2 Desinfeccéo

Ap0s a otimizacgdo do experimento de coagulacao, a dgua foi submetida ao processo de
desinfeccdo, com solucdo de hipoclorito de sédio (NaClO). Foram aplicadas concentracdo de
cloro livre iguais a 2,0, 1,0 e 0,5 mg/L. Foi admitido um tempo de contato de 30 min para
avaliacdo da presenca e auséncia de coliformes totais e fecais. Adotou-se um reagente comercial
de enriquecimento seletivo para deteccdo simultanea de coliformes cotais e E. Coli em aguas,
modelo Readycult (Merck) para esta avaliacdo. A composi¢do de cada flaconete de Readycult
contém o0s seguintes reagentes: Triptose (0,5 g), cloreto de sddio (0,5 g), triptofano (0,1g),
dipotassio hidrogeno fosfato (0,27 g), potassio dihidrogeno fosfato (0,2 g), lauril sulfato de
sodio (0,01g), X-GAL (0,008 g), MUG (0,05 g) e IPTG (0,01 g).
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Além disso, também foi realizado a contagem das bactérias resultantes seguindo o
procedimento descrito pelo Standard Methods (APHA, 2005). Foi utilizado um contador de

coldnias mecanico CP602 (Phoenix- Cienlab).



55

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CONFIRMACAO DA PRESENCA DE ORGANISMOS DESNITRIFICANTES NA
BIOMASSA

A Tabela 7 mostra os resultados obtidos para 0 experimento de confirmacao da presenca
de microrganismos desnitrificantes na biomassa utilizada. Foi possivel perceber que no teste
em que o MIB e MLS foram autoclavados, ndo houve desnitrificagdo. Em contraste, a remogéo

do nitrogénio foi completa para os experimentos em gque ndo houve a esterilizacao.

Tabela 7 - Resultados obtidos em 48 horas utilizando fonte de microrganismos esterilizada e
ndo esterilizada

Autoclavado N&o autoclavado
Fonte de microrganismos | Remocdo | Remogdo | Remocdo Remoc&o
nitrito (%) | nitrato (%) | nitrito (%) nitrato (%)
MIB 0,1 0,2 99,08 80%
MLS 1,4 1.2 99,84 94%

Fonte: Elaborada pela autora, 2017.

Os resultados encontrados neste experimento confirmaram a presenca de
microrganismos desnitrificantes no MIB e MLS, tornando possivel assim, a utilizacdo dos
mesmos como fonte bioldgica para remocéo de nitrato da dgua. Apds os testes de identificacdo
determinou-se que 0 microrganismo presente na biomassa do bambu responsavel pela

desnitrificacdo tratava-se de bactérias do género Proteus Mirabilis.
5.2 FONTE DE MICRORGANISMOS DESNITRIFICANTES

A Figura 4 ilustra os resultados da taxa de remocéo de nitrato e nitrito utilizando bambu
do género A e B. Para o primeiro, a média de eficiéncia de remocao de nitrato foi de 61,32% e
nitrito 89,76%. Enquanto isso, utilizando o segundo, obteve-se uma eficiéncia média de 77,22%
de remocéo de nitrato e 99,39% de nitrito. Nesse sentido, 0 género B de bambu apresentou

resultados mais satisfatorios.
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Figura 4 - Eficiéncia de desnitrificacdo utilizando género A e B de bambu
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Fonte: Elaborada pela autora, 2017.

Além disso, as caracteristicas visuais da agua apés a desnitrificacdo também foram
melhores para este género, conforme observado na Figura 5. Nesse sentido, optou-se por utilizar
0 género B no decorrer do trabalho, identificado pelo Departamento de Agronomia do
CAV/Udesc como pertencente ao género Phyllostachys e espécie aurea.

Figura 5 - Caracteristicas visuais da agua desnitrificada utilizando diferentes géneros de bambu
a) Género A, b) Género B

Fonte: Elaborada pela autora, 2017.
5.3 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS OPERACIONAIS DA DESNITRIFICACAO
5.3.1 Temperatura, pH e concentracgéo de nitrato

Os resultados da comparacédo entre as médias obtidas através do Teste de Tukey para as
diferentes condicdes avaliadas estdo descritos nos graficos de eficiéncia para nitrato e nitrito,
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elaborados a partir do programa SigmaPlot versdo 12.0. As médias seguidas pela mesma letra
néo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, a 95% de confianca

Conforme apresentado no referencial tedrico, item 3.4.4, o processo de desnitrificacdo
ocorre em duas etapas: na primeira, o nitrato é reduzido a nitrito, e depois o nitrito € reduzido,
produzindo nitrogénio gasoso. A velocidade e a eficiéncia deste processo dependem de alguns
fatores operacionais e ambientais.

Segundo Dallago (2009) e Teixeira (2006), a temperatura representa um dos fatores
ambientais mais importantes para o desenvolvimento da desnitrificacdo, pois afeta o
crescimento microbiano e consequentemente a velocidade de remocgédo de nitrato, podendo
ocorrer na faixa de 7 a 40 °C, embora a maioria dos estudos envolvidos mostrem a faixa de
temperatura ideal entre 20 e 30 °C.

A Figura 6 mostra a eficiéncia da desnitrificacdo em diferentes temperaturas utilizando
MIB e MLS como fonte de microrganismos desnitrificantes em dgua contaminada com 25 mg
N-NO3z7/L. Conforme observado na Figura 6 a), a velocidade da desnitrificacéo utilizando MIB
aumenta com o aumento da temperatura até o valor 6timo de 30 °C. Acima de 30 °C, a eficiéncia
de remocdo do nitrato diminui significativamente. Para o nitrito observou-se que ndo houve

diferencas significativas entre as médias das trés maiores temperaturas avaliadas.

Figura 6 - Eficiéncia da desnitrificagdo em diferentes temperaturas a) MIB em 48 horas, b) MLS

em 24 horas
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Fonte: Elaborada pela autora, 2017.
Em contraste, utilizando MLS, a taxa de desnitrificacdo foi 6tima para as temperaturas

de 20, 30 e 40 °C, conforme observado na Figura 6 b). Percebeu-se ainda, que ndo houveram
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diferencas significativas entre as temperaturas de 30 e 40 °C e a eficiéncia de desnitrificaco foi
proxima a 100% para estes casos.

Assim como a temperatura, 0 pH também apresenta importancia significativa no
processo de desnitrificacdo, pois 0 pH do meio pode afetar a diversidade e atividade microbiana.
Dallago (2009) e Liu et al. (2012) relatam que os microrganismos desnitrificantes podem tolerar
uma faixa de pH entre 6,0 e 8,0. Em pH abaixo de 6,0 e acima de 8,0 existe uma reducéo
bastante significativa na velocidade da desnitrificacdo, principalmente devido ao aumento da
producdo de 6xidos nitricos, inibidores do processo.

Como mostrado na Figura 7 a), utilizando MIB, observamos que a eficiéncia de remogao
de nitrato aumentou de 60,92% para 89,96% quando o pH do meio variou de 5,0 a 8,0. No
entanto, a desnitrificacdo foi mais eficiente somente para pH 8,0, onde a remocéo de nitrito e
nitrato foi 6tima. A medida que o valor de pH aumenta para 9,0, a eficiéncia de remocéo de
nitrato diminui de 89,96% para 41,45%. E provavel que as condigdes acidas ou alcalinas afetem
a atividade bacteriana e, portanto, a eficiéncia de desnitrificacdo. Estes resultados séo
consistentes com o estudo desenvolvido por Liu et al. (2012), que cita que o crescimento é
favorecido a niveis de pH entre 6,0 e 8,0.

Figura 7 - Eficiéncia da desnitrificacdo em diferentes valores de pH a) MIB em 48 horas,
b) MLS em 24 horas
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No entanto, em contraste com MIB, a eficiéncia de desnitrificacdo utilizando o MLS foi
superior e a taxa de desnitrificacdo foi 6tima em todos os valores de pH utilizados. Enquanto
no primeiro experimento a desnitrificacdo foi mais eficiente em pH 8,0, utilizando os
microrganismos livres em solucdo obteve-se remocdo do nitrato proxima a 100% no intervalo

de pH 5-8, de acordo com a Figura 7 b). As médias ndo apresentaram diferencas significativas
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para eficiéncia de nitrato e nitrito em nenhum destes casos. Apenas em pH 9,0 a eficiéncia da
remogédo do nitrato foi inferior aos demais, no entanto, a desnitrificagéo ainda foi bastante
significativa. O pH &timo para a maioria das bactérias desnitrificantes relatada na literatura é
em torno de 7 a 8, porém de acordo com Cao (2014), a reacdo pode ser processada em uma
larga faixa de pH que varia de 3,5 a 11, dependendo do microrganismo envolvido no processo.
Demonstrou-se, portanto, que a desnitrificacdo utilizando MLS foi menos sensivel as alteracdes
de pH do meio.

Foram também examinados o efeito das concentracGes iniciais de nitrato na
desnitrificacdo para avaliar a capacidade dos microrganismos imobilizados na biomassa e
micorganismos livres em solucdo em tolerar altas concentragdes de nitrato. Cao (2014) sugere
que a inibicdo ao substrato nitrato pode ser devido a toxicidade, causada pelo acimulo de nitrito,
especificamente a das espécies ndo ionizadas, como &cido nitroso.

Conforme ilustrado na Figura 8, foi possivel observar que a desnitrificacdo ocorre de
maneira eficiente para as concentragdes de 12,5 e 25 mg N-NOs/L para as duas fontes
bioldgicas avaliadas, sem diferencas significativas entre as médias encontradas para nitrato e

nitrito nestas duas concentrac@es. No entanto, utilizando o MLS, as taxas de desnitrificacéo
foram superiores.

Figura 8 - Eficiéncia da desnitrificacdo utilizando diferentes concentragdes de nitrato a) MIB
em 48 horas, b) MLS em 24 horas
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A medida que a concentracdo aumentou de 25 para 50 mg N-NOs7/L a eficiéncia de
remogéo de nitrito utilizando MIB diminuiu de 99,27 para 33,35%, resultando na acumulagéo

deste ion, enquanto para 0 MLS, ndo houve reducdo de eficiéncia. Para o nitrato, a eficiéncia
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também foi inferior para as duas fontes de microrganismos utilizadas, mas ainda assim,
permaneceu dentro dos limites estabelecidos pela portaria 2.914/2011 do MS.

As maiores concentraces avaliadas foram 100 e 250 mg N-NOs/L e os resultados
mostraram que para a concentragdo de 100 mg N-NOs7/L, a remog&o de nitrato ainda é bastante
significativa utilizando MIB, no entanto, houve o acimulo de nitrito. No caso da ultima
concentragéo avaliada, a taxa de eficiéncia diminuiu significativamente para as duas fontes de
microrganismos utilizadas. Somente utilizando o MLS a eficiéncia de remoc¢éo do nitrito foi
Otima para as concentracdes de 100 e 250 mg N-NOs37/L.

Foi possivel, assim, perceber que a concentracdo de nitratos pode influenciar
diretamente a taxa de crescimento das bactérias desnitrificantes, ja que estas utilizam o nitrato
como receptor de elétron. Assim, as eficiéncias diminuiram a medida que a concentracdo de
nitrogénio aumentou consideravelmente. As taxas de eficiéncia de desnitrificacdo foram mais
significativas utilizando o MLS, haja vista que houve acimulo de nitrito nas trés maiores
concentragdes de nitrogénio, utilizando MIB.

O tempo exigido para a remoc¢do do nitrato depende do organismo utilizado, dos
parametros operacionais, bem como do processo empregado. No trabalho desenvolvido por
Bucco et al. (2014), a remocdo efetiva de nitrogénio comecgou apenas apds 62 horas e 0
desaparecimento total do nitrato ocorreu em aproximadamente 90 horas. Para este trabalho,
utilizando MIB, o tempo necessario para remocdo total do nitrogénio da agua foi de 48 horas.
Para os experimentos realizados utilizando MLS, o periodo diminuiu para 24 horas.

Liu et al. (2012), estudaram a desnitrificacdo de dguas residuais utilizando células livres
e células imobilizadas em carvéo de bambu de cepas de Paracoccus sp YF1 (isolada de lodo
ativado) e os resultados mostram que o tempo de desnitrificacdo diminuiu de 24 horas utilizando
células livres, para 15 horas utilizando células imobilizadas em carvao de bambu. A eficiéncia
utilizando células livres foi de 4,57 mg/(L.h) e para as células imobilizadas obtiveram eficiéncia
de 6,82 mg/ (L.h). Aslan (2005) utilizou um sistema de desnitrificacdo bioldgica submerso para
a desnitrificagcdo bioldgica de agua potavel e obteve eficiéncia de remocao de 95% apos trés

dias.
5.3.2 Fontes de Carbono

Wasik, Bohdziewicz e Blaszczyk (2001) destacam que as bactérias desnitrificantes sdo
na sua maioria anaerdbias facultativas e ocorrem comumente na natureza, no solo e na agua.
Aproximadamente 60 tipos de bactérias, principalmente heterotroficas, sdo capazes de realizar
a desnitrificagéo.
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Como as bactérias responsaveis pela desnitrificacdo sdo, na sua maioria, heterotrofas, é
necessario que a agua a ser desnitrificada contenha carbono orgénico suficiente para o
crescimento sob condicGes aerdbicas e anaerdbicas e geracdo de energia para a conversao do
nitrato a nitrogénio gasoso. O requerimento de carbono pode ser fornecido por meio de fonte
interna ou externa. Uma fonte de carbono orgénico é um componente importante do processo
de desnitrificacdo. Diferentes fontes de carbono produzem diferentes taxas de desnitrificagéo.

Para todos os experimentos utilizando MIB, foi possivel observar que houve eficiéncia
significativa na desnitrificacdo para os testes sem acréscimo de uma fonte de carbono externa.
Este resultado é justificado devido ao fato do bambu possuir a capacidade de incorporar o
dioxido de carbono (CO2) a sua biomassa através do processo de fotossintese e, por isso, é
classificado como sequestrador de carbono. E classificado também como uma planta C4, pois
a incorporagdo de CO2 na biomassa é feita por uma via adicional que envolve moléculas de
quatro carbonos.

De acordo com Osse e Meireles (2011), durante o processo de fotossintese das plantas
comuns, ocorre 0 processo de respiracao, absorvendo oxigénio (O2) e liberando uma quantidade
de CO2, chamado de foto respiracdo. Nas plantas conhecidas como C4, este processo é
praticamente ausente, pois estas armazenam em suas fibras o0 CO> fixado pela foto respiracéo
das plantas comuns. A biomassa da floresta de bambu armazena uma grande quantidade de
carbono e avalia-se que a porcentagem é de 40 a 45%, quase metade da biomassa total.

O potencial do sequestro de carbono através do bambu é alto devido, principalmente, ao
rapido crescimento do colmo individual durante sua fase de expansdo. Sendo assim, ao
utilizarmos o MIB, a desnitrificagdo ocorre de maneira eficiente sem a necessidade de adigéo
de carbono. No entanto, no caso de algumas fontes de carbono, a taxa de remogéo de nitrato
pode ser otimizada ou inibida, conforme observado nos resultados obtidos.

E importante ressaltar que a taxa de absorc&o de carbono pela biomassa do bambu é
influenciada por diversos fatores, como a temperatura local, a taxa de luminosidade, a idade da
planta, a influéncia de outras plantas na area estudada e o tamanho das plantas em uma
determinada area. Para os testes utilizando MLS verificou-se que nos ensaios em que ndo houve
adicédo de carbono, ndo ocorreu desnitrificacdo. Isto por que neste caso utilizou-se apenas o

precipitado da centrifugacao e, assim, o carbono ja ndo estava mais presente.

5.3.2.1 Metanol

Dos produtos organicos que podem servir como fonte de carbono para 0s organismos

desnitrificantes, o mais frequentemente utilizado para a remogéo de nitrogénio é o metanol.
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Alguns estudos sugerem que o metanol como fonte de carbono seja um substrato pobre para o
processo de desnitrificacdo, outros destacam que este mostrou-se eficiente na remocao de
nitrato. A principal desvantagem do uso de metanol como fonte de carbono na desnitrificacdo
é a sua potencial toxicidade. O Departamento do Meio Ambiente do Reino Unido sugere que a
concentracdo méaxima de metanol admissivel seja de 0,25 mg/L para &gua distribuida
(MOHSENI-BANDPI; ELLIOTT; ZAZOULLI, 2013).

Callado e Foresti (2002) realizaram ensaios de desnitrificacdo com lodo de reator
sequencial em batelada desnitrificante, utilizando metanol como fonte externa de carbono e
encontraram uma razdo 6tima C/N de 0,83, obtendo uma eficiéncia de desnitrificacdo de 100%.
A Figura 9 mostra as eficiéncias de desnitrificacdo obtidas utilizando o metanol como fonte de

carbono em diferentes razdes estequiométricas para as duas fontes de microrganismos
estudadas.

Figura 9 - Eficiéncia da remogdo de 25 mg N-NO37/L utilizando MIB em 48 horas, MLS em 24
horas e metanol em diferentes razdes estequiométricas a) Metanol e MIB, b) Metanol

e MLS
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Legenda:

Os resultados demonstraram que a utilizagdo desta fonte de carbono ndo promoveu a
desnitrificagdo completa para nenhuma das fontes de microrganismos utilizadas e relagdes C/N
testadas. A utilidade desta fonte de carbono no processo de desnitrificagdo é determinado em
primeiro lugar por consideragdes econdmicas, no entanto, existe o problema da acgdo toxica do
metanol para 0os microganismos e a agua. Consequentemente, a escolha de outras fontes de

carbono eficientes para a desnitrificacdo é necessaria.
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As relacBes estequiométricas que descrevem o processo de desnitrificacdo utilizando
metanol como fonte carbono exdgena esta descrtito abaixo. As rea¢des de energia das bactérias
esta representado nas reacdes (7) e (8) (MOHSENI-BANDPI; ELLIOTT; ZAZOULLI, 2013).

2CH,OH+6NO,” — 3NO, +2CO, +4H,0 @)

5CH,OH+6NO,” — 3N, +3CO, +3H,0+60H" (8)

A reacdo (9) descreve o processo respiratorio geral:

5CH,OH+6NO, — 3N, +5CO, +7H,0+60H" 9)
5.3.2.2 Etanol

Para superar o problema de toxicidade devido ao uso do metanol como doador de
elétrons no processo de remocéo de nitrato, o etanol tem sido recomendado como uma fonte de
carbono organico seguro. N&o existe limite estabelecido referente a toxicidade do etanol em
agua potavel. A toxicidade mostra-se relacionada a dose, mas a tolerancia varia amplamente
entre os individuos. No Brasil, o etanol € produzido em grande escala a partir da cana de agUcar
e apresenta custo inferior ao metanol.

Observamos na Figura 10 a) que a eficiéncia de remocéo de nitrato utilizando MIB e
etanol foi 6tima utilizando as trés maiores razbes C/N e ndo apresentaram diferencas
significativas em relacdo ao experimento sem adicdo de carbono. Percebeu-se também que
guanto a eficiéncia na remocao do nitrito, os resultados encontrados sdo estatisticamente iguais
e proximas a 100% para todas as razBes estequiométricas estudadas, inclusive para o

experimento em que ndo houve adicao de carbono.
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Figura 10 - Eficiéncia da remocdo de 25 mg N-NOgz/L utilizando MIB em 48 horas, MLS em
24 horas e etanol em diferentes razGes estequiométricas a) Etanol e MIB, b) Etanol

e MLS
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Legenda:

Para os experimentos utilizando MLS, o etanol apresentou alta taxa de desnitrificacdo
(préximo a 100%) e a eficiéncia foi superior ao MIB em todas as razdes C/N avaliadas, sem
diferencas significativas, conforme observado na Figura 10 b). Segundo Bucco et al. (2014), a
estequiometria de desnitrificacdo bioldgica usando etanol como fonte de carbono pode ser

representada pela reacéo (10).
0,613C,H,OH+NO,  — 0,102 C.H,NO, +0,7124 CO, +0,98H,0+0,449 N, (10)

A relacdo C/N 6tima para sistemas desnitrificantes bioldgicos deve ser determinada
experimentalmente. Santos (2003) avaliou comparativamente o desempenho de reatores
desnitrificantes em batelada, tendo etanol, metanol e gas metano como doadores de elétrons. A

melhor relacdo C/N para a alcancar eficiéncia de 100% utilizando o etanol foi igual a 1,0.

5.3.2.3 Glicose

Para a glicose, o resultado da eficiéncia do nitrito foi semelhante em todas as razdes
estequiométricas utilizando MIB, conforme observado na Figura 11 a). A desnitrificacdo
completa foi mais eficiente utilizando as razdes C/N 0,5:1 e 1:1. No entanto, a andlise
comparativa entre as médias mostrou que para a relagdo C/N 1:1, os resultados ndo apresentam

diferencas significativas em relagcdo ao teste sem carbono. Nas demais estequiometrias, a
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comparacgdo entre as médias ndo mostrou diferenga significativa em relagdo aos testes sem
carbono.

Figura 11 - Eficiéncia da remocdo de 25 mg N-NO37/L utilizando MIB em 48 horas, MLS em

24horas e glicose em diferentes razbes estequiométricas a) Glicose e MIB, b)
Glicose e MLS
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A oxidacdo da glicose com a reducdo de NOs é descrita na reagdo (11):

C,H,0, +12NO,” —>12NO, +6CO, +6H,0 (11)

Em todas as quantidades de glicose avaliadas utilizando o MIB como fonte de
microrganismos desnitrificantes, percebeu-se que a taxa de desnitrificacdo foi superior a 70%.
Por outro lado, utilizando MLS, as taxas de eficiéncia encontradas foram 98% para as duas
maiores razdes C/N (3 e 4:1), conforme a Figura 11 b).

Her e Huang (1995), estudaram a influéncia da fonte de carbono e relagdo C/N na
desnitrificacdo em um sistema de reator em bateladas e utilizando, entre outras fontes de

carbono, a glicose. A melhor relacdo C/N encontrada foi de 2,80, fornecendo uma efciciéncia
de desnitrificacdo de 99,2%.

5.3.2.4 Glicerol

De acordo com Modin; Fukushi e Yamamoto (2007), é importante ressaltar que devido
ao alto custo, a utilizagdo de algumas fontes externas de carbono pode inviabilizar aplicagdes

em grande escala. Sendo assim, existe a tendéncia crescente em se utilizar suplementos
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carbonaceos mais simples e baratos, de forma a aliar economia e eficiéncia ao processo de
desnitrificacdo.

O glicerol é o principal subproduto da producao de biodiesel. Segundo Carneiro (2015),
0 excedente de glicerina vem saturando o mercado, sendo sua oferta maior que a procura,
levando assim, & queda do preco deste subproduto e a estocagem do mesmo sem um destino
correto. Diante do cenério do aumento da producéo de biodiesel, a glicerina se apresenta como
um subproduto com elevada disponibilidade, com tendéncia de aumento, e sem um mercado
direto para absorver esta oferta. Nesse sentido, a utilizacdo do glicerol como fonte de carbono
na desnitrificagdo surge como uma abordagem promissora.

Para os testes utilizando o glicerol e MIB, foi possivel observar que em todas as razdes
estequiomeétricas adicionadas, a eficiéncia da desnitrificacdo foi superior ao teste sem carbono,
de acordo com a Figura 12 a) e ndo houve diferenca significativa entre as médias das diferentes
razdes C/N utilizadas. Para o teste utilizando MLS, foi obtida taxa de desnitrificagcdo acima de
98% para todas as relacbes C/N avaliadas, de acordo com a Figura 12 b). Além disso, a

eficiéncia de remocéo de nitrogénio foi bastante superior a utilizacdo do MIB.

Figura 12 - Eficiéncia da remocdo de 25 mg N-NOz/L utilizando MIB em 48 horas, MLS em
24 horas e glicerol em diferentes razGes estequiométricas a) Glicerol e MIB; b)

Glicerol e MLS
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Legenda:

A reacdo global de desnitrificagdo utilizando glicerol como doador de elétrons é descrita
atraves da reacdo (12) (CARNEIRO, 2015).

C,H,0, +1,532 NO, +1,532H" — 0,276C.H,0,N +0,628N, +1,621CO, +3,8H,0  (12)
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Essa reacdo aponta que, para cada grama de nitrato (N-NO3") reduzido, consome-se 4,29
g de glicerol; s&o produzidos 1,45 g de novas células e 3,57 g de alcalinidade (como CaCO3).
No entanto, a quantidade real de fonte de carbono necessaria para uma desnitrificacdo completa
(relacdo C/N o6tima) depende de varios fatores, que envolvem condi¢cdes operacionais e tipo de
doador de elétrons utilizados (CARNEIRO, 2015).

Cyplik et al., 2013 estudaram a desnitrificacdo de aguas residuais industriais utilizando
glicerol como fonte de carbono. A relacdo 6tima obtida foi de C/N = 3, permitindo uma

eficiéncia de 100% na remocéo de nitrato.

5.3.2.5 Etilenoglicol

A utilizacdo do etilenoglicol ndo promoveu a desnitrificacdo completa da agua
contaminada em nenhuma das fontes de microrganismos testadas, conforme observado na
Figura 13. Nos experimentos realizados com o MIB, somente para a razdo 0,5:1 C/N, a taxa de
remocao de nitrogénio foi mais significativa, no entanto, em relacdo ao nitrito, ndo houve

eficiéncia consideravel e consequentemente acumulo deste ion.

Figura 13 - Eficiéncia da remocéo de 25 mg N-NOs7/L utilizando MIB em 48 horas e MLS em
24 horas e etilenoglicol em diferentes razdes estequiométricas a) Etilenoglicol e
MIB, b) Etilenoglicol e MLS
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5.3.2.6 Acetato de sodio

Segundo Khanitchaidecha, Sumino e Kazama (2010), o acetato de sddio como fonte de
carbono na desnitrificagdo, é considerado um  substrato atraente e versatil devido a

biodegradabilidade, baixo consumo (mg-C/mg-N) e baixa toxicidade. O acetato de sédio
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utilizado inibiu o crescimento das bactérias desnitrificantes utilizando MIB, conforme
observado na Figura 14.

A remocao de nitrato foi superior a 50% somente utilizando a razdo C/N 4:1, mas houve
acumulo de nitrito. Apenas para o teste em que ndo houve a adicao de carbono a desnitrificacdo
foi completa e consideravelmente mais eficiente. No caso do MLS o acetato de sédio forneceu
eficiéncia de desnitrificagdo igual a 86,26; 93,45 e 95,70% utilizando as razbes C/N 2, 3 e 4:1,

respectivamente, de acordo com a Figura 14 b).

Figura 14 - Eficiéncia de remogdo de 25 mg N-NO37/L utilizando MIB em 48 horas e MLS em
24 horas e acetato de sodio em diferentes razdes estequiométricas a) Acetato de
sodio e MIB, b) Acetato de sodio e MLS
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A reacdo (13) mostra a desnitrificacdo utilizando como fonte de carbono o acetato de
sodio (ZOPPAS; BERNARDES; MENEGUZZI, 2016).

5CH,COO0+8NO, — 4N, +10CO, +6H,0+80H" (13)

Shen et al. (2009), utilizaram acetato de sédio como fonte externa de carbono na
desnitrificacdo biologica de aguas residuais com alto teor de nitrato em um biorreator andxico
e alcangaram taxa de remocdo de nitrato de 99,9% sem acumulagdo de nitrito utiizando uma
razdo C/N de 1,56.

Foi possivel verificar que além da fonte de carbono utilizada, a relagdo C/N também
interfere na atividade microbiana da desnitrificacdo e os valores ideais para a relacdo C/N

variam de acordo com a fonte de carbono utilizada e outros aspectos do processo de
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desnitrificacdo. Por esse motivo, a relagdo C/N adequada para sistemas desnitrificantes
bioldgicos deve ser determinada e analisada conforme cada caso em particular (VICTORIA,
2006).

A eficiéncia de remocdo de nitrato aumenta linearmente com o aumento da relacao C/N,
até esta razdo atingir um valor 6timo, conforme observado nos resultados obtidos para a glicose
e acetato de sddio, utilizando MLS. Ap0s atingir este valor, a eficiéncia do sistema estabilizou
e dependendo do tipo de fonte carbono, provavelmente, se houvesse o aumento consideravel
desta relagdo, o processo de desnitrificacdo pode ser inibido ou cessado devido a falta de
doadores de elétrons, para promover a desnitrificagdo completa.

Os resultados encontrados nestes experimentos mostraram que o tipo de fonte
empregada como doadora de elétrons para a reducdo de nitratos afeta fortemente a dindmica de
selecdo e crescimento dos microrganismos que participam da desnitrificacdo. Esses fatores, por
sua vez, influenciaram a eficiéncia da remocdo de nitrogénio na agua. Segundo Wasik,
Bohdziewicz e Btaszczyk (2001), 0s compostos organicos ndo séo igualmente eficazes na
remocao de nitrato, o que indica diferencas consideraveis na eficiéncia da desnitrificacdo e
requisitos quantitativos das bactérias desnitrificantes para diferentes substratos organicos.

Neste trabalho, 0 monitoramento das concentragcfes de nitrito mostraram gque 0s pontos
de concentracdo seguiram o padrdo tipico da desnitrificacdo bioldgica: aumento transitdrio de
concentracdes de nitrito (o nitrito foi produzido por reducdo de nitratos), seguido pelo seu
decaimento. A aparicdo dos nitritos estd ligada ao desaparecimento dos nitratos, de acordo
Feleke e Sakakibara (2012). Portanto, a formac&o dos nitritos é apenas um passo intermediario
de desnitrificacdo. Vale a pena mencionar que se houver acumulo de nitrito, mesmo em
pequenas quantidades, o processo ndo é tdo interessante.

A maioria dos autores que estudam processos de remocao biolégica na remocdo do
nitrato da agua baseiam-se na anélise de nitrato e nitrito para avaliagdo da conversdo das
especies nitrogenadas. No trabalho desenvolvido por Bucco et al. (2014), foram avaliadas as
concentracdes de nitrato, nitrito e materia organica no processo de desnitrificdo utilizando
bambu como fonte de microrganismos. O periodo de adaptagdo dos microrganismos durou
aproximadamente 20 horas. Ap0s este tempo, o nitrato foi continuamente convertido em nitrito
até aproximadamente 62 horas. Apds este periodo, a concentracao de nitrato diminuiu para zero
em aproximadamente 90 horas.

Salem et al. (2007), avaliaram a valorizagdo de um residuo de vegetal como fonte de
carbono (residuos de oliva) no tratamento de &gua atraves da desnitrificagdo. A desnitrificagdo

foi avaliada atraves de analise da concentracé@o de solidos volateis suspensos, nitrato e nitrito.
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Nos resultados obtidos, a concentracdo de nitrito aumentou durante a desnitrificacdo e atingiu
um valor méximo, depois diminui gradualmente. Foram removidos 500 mg/L de N-NOz  em 7

dias.
5.3.3 Avaliacéo da estabilidade operacional do MIB

Os resultados encontrados mostraram que é possivel utilizar a mesma biomassa em
diversos ciclos de desnitrificacdo, conforme observado na Figura 15. Além disso, apds a
primeira utilizacdo exigir 48 horas para a remo¢do completa do nitrato da dgua, nos demais
ciclos a desnitrificacdo ocorreu em 24 horas.

Para o experimento sem adi¢do de carbono (Figura 15 a)), foi possivel observar que
houve alta taxa de desnitrificagdo em todos os ciclos. Para o nitrito, a eficiéncia de remogéo foi
superior a 95% em todas as reutilizaces sem diferencas significativas entre as médias,
utilizando o teste de Tukey. A eficiéncia do nitrato apresentou diferencas significativas apenas
para o primeiro ciclo, onde a taxa de remocdo de nitrato foi 79,86%. Nas demais reutilizagoes,
as taxas de remocao foram superiores a 92%.
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Figura 15 - Reutilizacbes da biomassa em diferentes ensaios de desnitrificagdo de &gua
contaminada com 25 mg N-NOz7/L em 24 horas e diferentes quantidades de caldo
a) sem carbono e 100 mL de caldo, b) 12,5 mL caldo, ¢) 25 mL caldo, d) 50 mL
caldo, e) 100 mL caldo
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Para este trabalho foram realizados 12 ciclos e em todos os casos a eficiéncia na remogéo
de nitrato foi superior a 90%. O teste estatistico ndo apresentou diferencas significativas para
as médias de eficiéncia do nitrito e nitrato em nenhuma das quantidades de caldo utilizadas.
Além disso, também ndo houveram diferencas significativas relacionadas a quantidade de
ciclos. Assim, foi possivel observar que a quantidade de caldo ndo influencia na eficiéncia da
desnitrificagdo, assim como, a quantidade de ciclos de reutilizagdes ndo diminuiu a eficiéncia
de remocao de nitrato. A concentracdo média final de nitrato para todas as quantidades de caldo

utilizadas apds as 12 reutilizagdes pode ser observada na Tabela 8.

Tabela 8 - Concentracdo media final de nitrito e nitrato ap6s os ciclos de desnitrificacdo

realizados
Quantidade de Concentracdo média Concentracdo média
caldo (mL) final de nitrito (mg N- final de nitrato (mg N-
NO2 /L) NOs7/L)
Sem carbono 0,1 2,1
12,5 0,02 0,8
25 0,2 1,2
50 0,1 1,25
100 0,05 1,20

Fonte: Elaborada pela autora, 2017

Os valores de concentracdo média encontrados ao final de todos os ciclos realizados
ficaram abaixo e em conformidade com o padrdo de potabilidade da dgua segundo a portaria
2.914/2011, que estabelece o valor maximo de 10 mg/L de N-NO3s" em &gua potéavel e 1 mg N-
NO2/L para o nitrito.

5.3.4 Avaliacdo da estabilidade operacional do MLS

A Figura 16 mostra as eficiéncias obtidas em 24 horas nos diferentes ciclos de
desnitrificacdo utilizando o MLS e as fontes de carbono que apresentaram melhores taxas de

remoc&o de nitrogénio.
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Figura 16 - Reutilizagdes do MLS em diferentes ciclos de desnitrificacdo de &gua contaminada

com 25 mg N-NOs/L em 24 horas utilizando diferentes fontes de carbono a) Etanol,
b) Glicerol, c) Glicose
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Para este experimento foram realizados 9 ciclos utilizando as mesmas células do MLS
e 0s resultados obtidos mostraram que para o etanol e glicerol a eficiéncia de desnitrificacdo do
nitrato e nitrito foram préximas ou iguais a 100%, em todas as reutiliza¢@es, conforme Figura
16 a) e b), respectivamente. A concentracdo média final do nitrito foi de 0,13 mg N-NO/L e
nitrato 0,55 mg N-NOz7/L, utilizando o etanol como fonte de carbono. Para os ciclos utilizando
o glicerol, obteve-se uma concentragdo final média de nitrito de 0,20 mg N-NO27/L e 0,70 mg
N-NO37/L de nitrato.

Para as reutilizacGes utilizando a glicose, até o segundo ciclo, a remogdo do nitrato
apresentou taxa de eficiéncia superior a 90%. No entanto, houve acimulo de nitrito, conforme
Figura 16 (c), impossibilitando as posteriores reutilizacGes.
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5.3.5 Cinética de Desnitrificacéo

Através do monitoramento cinético utilizando o MLS, foi possivel observar a conversao
das espécies nitrogenadas na desnitrificacdo, especificamente o nitrato e nitrito. A Figura 17
ilustra os resultados obtidos na cinética de desnitrificacéo.

Figura 17 - Monitoramento cinético da desnitrificacdo com intervalo de 2 horas, utilizando
diferentes quantidades de microrganismos a) M1; b) M2; ¢) M3; d) M4, e) M5
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No inicio do processo, a concentracdo inicial do nitrogénio é aproximadamente
25 mg/L, enquanto o nitrito é zero. Ao longo do tempo, observamos a formacao do nitrito até
atingir o valor de 25 mg/L, seguido pelo decaimento do mesmo e a remocao do nitrato. A cada
2 horas, visualizou-se a remocao completa do nitrogénio da &gua contaminada, num tempo total
de 24 horas, conforme Figura 17 (a).

As diferentes quantidades de células utilizadas influenciaram na velocidade da
desnitrificacdo. Nas Figuras 17 (b) e 17 (c) € possivel verificar que o tempo necessario para a
remocao total do nitrogénio, formacdo e reducdo completa do nitrito diminuiu de 24 para
14 horas, utilizando o dobro e o triplo da quantidade de células centrifugadas.

A utilizacdo de quatro e cinco vezes mais quantidades de células ndo promoveu a
reducao significativa de tempo necessario para a total remocéo do nitrato e nitrito em contraste
com as quantidades M2 e M3. De acordo com a Figura 17 (d) e (e), a reducdo foi de apenas
2 horas em relacéo aos experimentos anteriores.

E importante ressaltar que 0 tempo necessario para a que os valores de nitrato e nitrito
figuem dentro dos limites estabelecidos pelo MS € inferior ao exigido para completa remocéo
destes ions da agua. Na Tabela 9 é possivel verificar a velocidade de remogéo do nitrato e nitrito
para as diferentes quantidades de células utilizadas de modo que os valores fiquem dentro dos
parametros exigidos pela legislacao.

Tabela 9 - Velocidade de remocéo de nitrato e nitrito para adequacdo aos parametros do MS

Células | Velocidade remoc¢do | Velocidade remocéo
(mg N-NO27/L/h) (mg N-NOs7/L/h)

M1 1,04 1,25

M2 2,43 2,95

M3 2,46 2,93

M4 4,01 2,52

M5 3,10 2,42

Fonte: Elaborada pela autora, 2017.

Percebe-se mais uma vez que, utilizando duas e trés vezes mais a quantidade de celulas,
a velocidade ocorreu de forma bastante semelhante, sendo superior ao experimento contendo
apenas o valor de massa M1. Utilizando quatro vezes mais a quantidade de MLS, a velocidade
de remocéo do nitrito foi de 4,02 mg N-NOz7/L/h e superior as demais. No entanto, em relagéo
ao nitrato, foi ligeiramente menor que a quantidade de células anterior. Para a quantidade M5,

maior quantidade de celulas utilizada, percebeu-se diminuicéo de velocidade em contraste com
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a quantidade M4 para nitrato e nitrito. Assim, percebeu-se que, de maneira geral, as quantidades

que promovem maior velocidade de desnitrificacdo estdo entre M2 e M3.
5.3.6 Crescimento das células bacterianas

As intensidades de crescimento, determinadas por densidade Optica a 600 nm estédo
descritas na Figura 18 e demonstraram que ao longo do tempo a absorbancia medida aumentou.
Através do monitoramento da densidade dptica foi possivel observar o crescimento linear das

células ao longo do tempo.

Figura 18 - Densidade 6ptica do meio ao longo da desnitrificacéo
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Fonte: Elaborada pela autora, 2017.

Ao final da desnitrificagdo, no tempo de 24 horas, seria esperado o decaimento da
densidade oOptica, devido principalmente ao esgotamento ou diminui¢do de nutrientes no meio
e pelo aumento de produtos toxicos provenientes do proprio metabolismo microbiano. No
entanto, a avaliacdo da densidade Optica é baseada no fato de as células microbianas
dispersarem a luz, podendo assim, ser detectadas por meio da absorbancia, e desse modo, a
turbidimetria. Nesse sentido, a turbidimetria ndo € capaz de realizar a discriminagéo entre as
células vivas e células mortas presentes na agua. Em termos cinéticos, a velocidade especifica

de crescimento do microrganismo foi avaliada em 0,1219 h™.
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5.3.7 ldentificacdo Microbioldgica

Alguns ensaios provaram qualitativamente a existéncia de bactérias desnitrificantes
ativas em bambu. As bactérias do género Proteus Mirabillis, identificadas na biomassa
utilizada, sdo gram-negativas e comumente encontradas no meio ambiente, principalmente em
locais com &gua poluida e solos com material degradado, participando da decomposi¢do de
matéria animal, pois esses bacilos exibem atividade proteolitica em condi¢cfes de aerobiose e
séo anaerobios facultativos.

E um tipo de enterobactérias e pode fazer parte da flora normal de intestino. Os
organismos do género Proteus sdo urease positivos diferentemente da maioria das
enterobactérias. A urease € uma enzima produzida por alguns microrganismos, mas é
especialmente importante para identificar espécies deste género.

O género Proteus faz parte dos microrganismos capazes de realizar a desnitrificacao.
Estas bactérias sdo heterotroficas capazes de realizar uma reducgdo dissimilatéria do nitrato em
um processo de duas etapas. O primeiro passo é a conversdo do nitrato a nitrito. Este estagio é
seguido pela producdo de componentes intermediarios: 6xido nitrico, 6xido nitroso e nitrogénio
gasoso (PANTOJA FILHO, 2011; TEIXEIRA, 2006).

Um exemplo de rota para remocéo bioldgica de nitrogénio que tem sido investigada
usando esta bactéria é a oxidacdo anaerdbia de amdnio (ANAMMOX). Este processo ocorre na
auséncia de oxigénio, onde aménio € oxidado a nitrito, enquanto a oxidacdo de nitrito a nitrato
é evitada, estimulando o crescimento das bactérias oxidadoras de aménia (AOB) e a0 mesmo
tempo inibindo as bactérias oxidantes de nitrito (NOB). O aménio remanescente e 0 nitrito
formado séo usados pelas bactérias Anammox, que os converte em N2 (CAO, 2014).

N&o foram encontrados descritos na literatura processos de desnitrificacdo de agua
potavel utilizando este microrganismo. Os estudos de remocdo de nitrogénio envolvendo as
bactérias do género Proteus estdo limitados para o tratamento de efluentes, principalmente
como microrganismo capaz de realizar o processo de nitrificagdo e desnitrificacdo em
biorreatores.

No estudo desenvolvido por Bucco et al. (2014), ndo houve a identificacdo dos
microrganismos responsaveis pela desnitrificacdo. No trabalho destes autores utitilizou-se a
anélise da biologia molecular com a reagéo em cadeia em tempo real da polimerase (RT-gPCR),
apenas para a quantificacéo total das bactérias redutoras de nitrato.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Gram-negativa
https://pt.wikipedia.org/wiki/Enterobacteriaceae
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5.3.8 Carbono Organico Total

A anélise de COT considera as parcelas biodegradaveis e ndo biodegradaveis da matéria
organica, quantificando apenas o carbono organico total presente na amostra. A Figura 19
ilustra os valores de COT para a desnitrificacdo utilizando etanol como fonte de carbono na

remocao de 25 mg N-NO37/L.

Figura 19 - Resultado COT, mostrando consumo de etanol ao longo da desnitrificagéo

100 -
80 3
60

40

COT (mg/L)

Tempo (h)

Fonte: Elaborada pela autora, 2017.

Pelos valores de COT, constatou-se que havia, em média, 80 mg/L de carbono,
enquanto no final da desnitrificacdo o valor foi 36 mg/L, correspondendo a uma remocdo de
carbono orgéanico de 55%, representando o consumo necessario pelos microrganismos para
remocdao no nitrato da agua. Segundo Di Bernardo e Sabogal-Paz (2009), este fator necessita de
maior avaliacdo, uma vez que podera ser percursor de reacdes de formacdo de espécies
organocloradas no processo de desinfeccéo.

De acordo com Mohseni-Bandp, Elliott e Zazouli (2013), na sintese bacteriana
utilizando etanol (reacdo (14)), é necessaria uma quantidade de 0,38 mg de etanol para remover
1 mg de NO3",

5C,H.OH +97NO,” —>5C,H.O,N +75CO, +84H,0+46N, +970H"  (14)

Na desnitrificacdo, foram removidos 25 mg de N-NOs™ (correspondente a 110,75 mg de

NOz"). De acordo com a relacdo, seriam necessarios 42,085 mg de etanol para o consumo total
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da concentracdo de nitrato utilizada. O valor medio consumido, obtido na anélise de COT, foi
de 44 mg. Sendo assim, o valor obtido est& proximo ao valor tedrico relatado.

5.4 POS TRATAMENTO FiSICO-QUIMICO

Durante o curso da desnitrificacao, observou-se que as fontes microbioldgicas utilizadas
liberaram matéria orgénica para a agua. Isso foi confirmado pelo aumento da turbidez e cor
aparente da agua. Parte do aumento desses parametros foram devido ao crescimento celular
durante a desnitrificacao.

A cor e turbidez tem suma importancia no processo de tratamento de agua. O padréo de
turbidez para &4gua potavel, resultante de filtragdo lenta é de 1,0 UNT (Unidade Nefelométrica
de Turbidez) e para a filtragdo rapida este valor € 0,5 UNT. A portaria 2.914 do MS estabelece
para cor aparente o valor maximo permitido de 15 uH (unidade Hazen) como padrédo
organoléptico para consumo humano.

A Tabela 10 mostra os valores de pH, cor e turbidez da agua, medidos apds a
desnitrificacdo e ao final do tratamento fisico quimico. Para o tratamento fisico-quimico foram

apresentados os valores obtidos para a melhor concentracéo do agente coagulante utilizado.

Tabela 10 - Pardmetros fisico quimicos medidos apds desnitrificacdo e tratamento fisico-

quimico
Ap0s desnitrificacao Apos tratamento fisico quimico
Amostra pH | Cor | Turbidez | Amostra | pH | Cor | Turbidez
(uH) | (UNT) (uH) | (UNT)
MIB 7,0 11326 | 85 MIB 7,0 |49 2
MLS 70 1839 |50 MLS 70 |8 0

Fonte: Elaborada pela autora, 2017.

Percebeu-se que as caracteristicas fisico-quimicas da agua desnitrificada utilizando o
MLS séo superiores a agua utilizando MIB. Desse modo, necessitou de menos esforcos para
adequacdo dos parametros de cor e turbidez.

Ao final do tratamento aplicado, apenas os resultados de cor e turbidez da &gua
desnitrificada utilizando MLS permaneceram em consonancia com a Portaria 2.914 do MS
(Figura 20). Os valores de pH para as duas fontes biologicas utilizadas foram iguais e estdo

dentro dos parametros estabelecidos.
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Figura 20 - Aspecto da agua apés tratamento fisico-quimico a) &gua desnitrificada utilizando
MIB apés o tratamento fisico-quimico, b) adgua desnitrificada utilizando MLS
apos o tratamento-fisico.

Fonte: Elaborada pela autora, 2017.

Os microrganismos utilizados no processo de desnitrificacdo bioldgica podem persistir
na agua purificada e a fase final do seu tratamento também deve lidar com a remocdo da
suspensdo bacteriana. A portaria 2.914 do MS estabelece que seja verificada, na agua para
consumo humano, para garantir sua potabilidade, a auséncia de coliformes totais e Escherichia
Coli e seja determinada a contagem de bactérias heterotréficas. A portaria recomenda que ndo
deve exceder a 500 Unidades Formadoras de Col6nias por 1 mililitro de amostra (500
UFC/mL).

Os ensaios bacterioldgicos envolvendo a pesquisa de coliformes na agua desnitrificada
utilizando MIB apresentaram resultado positivo para coliformes totais e negativos para
coliformes fecais apés a desinfeccao. O resultado positivo pode ser proveniente da presenca de
grande quantidade de matéria organica na dgua apds o tratamento fisico-quimico, confirmada
pelo valor de cor medida, conforme descrito por Bucco et al. (2014).

Para a agua desnitrificada utilizando MLS, o resultado da determinag&o de coliformes
totais e fecais apds a desinfecdo foi negativo e a contagem de bactérias heterotroficas também
revelou resultados negativos. No entanto, é importante ressaltar que sao necessarios maiores
estudos, utilizando outros desinfetantes, além de um aprofundamento maior na microbiologia
de pds tratamento, para total adequacgéo da dgua desnitrificada aos padrées bioldgicos para agua
potavel.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A partir da analise dos dados experimentais obtidos neste trabalho foi possivel constatar
que a biomassa do bambu, em particular o género utilizando, foi considerada uma fonte
adequada de microorganismos desnitrificantes para a remocdo de nitrogénio da agua
contaminada. Além disso, os microrganismos desnitrificantes imobilizados na biomassa de
origem e microrganismos livres em solugdo apresentaram eficiéncia de desnitrificagéo
satisfatoria. A avaliacdo dos parametros operacionais permitiu a otimizacdo do processo e 0
MLS apresentou-se menos sensibilidade as condicdes testadas.

Para a utilizacdo dos microrganismos imobilizados na biomassa de origem, a
desnitrificacdo ocorreu sem a necessidade de uso de uma fonte de carbono externa, devido a
presenca de carbono incorporado a biomassa utilizada, com eficiéncia igual a 73% na remocao
de nitrato de agua contaminada com 25 mg N-NOs7/L. A utilizacéo do etanol, glicose e glicerol,
aumentaram a eficiéncia para 78% (3:1 C/N), 82% (3:1 C/N) e 90% (0,5:1C/N)
respectivamente. O metanol, etilenoglicol e acetato de sodio inibiram a desnitrificacéo.

Utilizando o MLS, a desnitrificacdo ndo ocorre sem a adicdo de uma fonte de carbono
externa. Os substratos que forneceram melhores taxas de remoc¢do de nitrato foram: etanol
(96,48 % 2:1 C/N), glicerol (proximo a 100% em todas as relacdes C/N testadas), glicose com
eficiéncia de remocao de 98,58 (3:1 C/N) e acetato de sédio (95% 4:1 C/N).

Nos ensaios de avaliacdo da estabilidade operacional para as duas fontes bioldgicas, 0s
resultados permaneceram dentro dos parametros de nitrito e nitrato exigidos pela portaria
2.914/2011, apos a realizacao de 12 ciclos utilizando MIB (sem adicdo de carbono) e 9 ciclos
utilizando MLS, utilizando etanol e glicerol. A eficiéncia da desnitrificagdo utilizando glicerol
pode ser uma alternativa atrativa, aliando economia e 6timos resultados ao processo de
desnitrificacdo, além da destinacdo ambientalmente adequada deste subproduto.

As caracteristicas fisico-quimicas da agua desnitrificada utilizando o MLS foram
superiores ao MIB e ap0ds o ensaio de coagulacédo e floculagéo, apenas a agua desnitrificada
com esta fonte bioldgica permaneceu dentro dos parametros de cor e turbidez exigidos pela
portaria 2.914 do MS. Nesse sentido, apesar da necessidade da utilizacdo de uma fonte de
carbono externa empregando o MLS, as taxas de desnitrificacdo e as caracteristicas fisico

quimicas da &gua mostraram que a sua utilizacdo é mais viavel em relacdo ao MIB.
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