ESTUDO DA NITRIFICAGAO E DESNITRIFICAGAO HETEROTROFICA
POR ALCALIGENES DENITRIFICANS
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RESUMO

Os processos mais comuns de eliminagdo biolégica de compostos
azotados, compreendem uma 12 fase de nitrificagdo aerdbia, seguida de
uma fase de desnitrificagdo anaerébia. O presente trabalho teve como
objectivo estudar a capacidade de nitrificagdo e desnitrificagdo
heterotréfica simultanea do Alcaligenes denitrificans. Uma das
vantagens deste microrganismo é crescer em meio organico simples,
bastando-lhe o citrato como fonte de carbono. Os ensaios efectuados
permitiram concluir que o Alcaligenes denitrificans consegue
desnitrificar em condigdes nao anaerébias, mas com uma concentragéo
residual de oxigénio baixa. Relativamente a capacidade nitrificante, esta
s6 é possivel se o meio for suplementado com i6es nitrito e/ou nitrato.
Os rendimentos de remogao simultanea de aménia e de nitrito e nitrato
foram de cerca de 53%. O rendimento de desnitrificagdo atinge 60 a
70%, a que corresponde uma taxa de consumo total de azoto entre 90 a
97%.

Palavras chave: nitrificagdo heterotréfica, desnitrificagdo, Alcaligenes
denitrificans.

1- INTRODUGAO

O grande aumento das emissdes de compostos azotados, bem como os
efeitos nefastos que estes provocam na saide humana e nos habitat
naturais, tem levado a um crescente interesse na procura de solugdes
tendentes a eliminagdo destes compostos [1,2]. Existem processos
fisico-quimicos que se destinam & remogao de compostos azotados de
efluentes liquidos. Os processos fisico-quimicos sdo pouco especificos
e tém baixos rendimentos relativamente aos processos bioldgicos [1].
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A eliminagdo bioldgica utiliza bactérias nitrificantes que actuam em
condigbes aerébias, oxidando azoto amoniacal, nitrito e/ou nitrato e bactérias
desnitrificantes que seguem um processo anaerdbio para reduzir o azoto
oxidado a compostos gasosos. Estas formas de eliminagdo implicam
sistemas de tratamento bastante complexos. No sentido de diminuir a
complexidade destes sistemas de tratamento, tém sido estudadas novas
alternativas, que passam pela utilizagdo de microrganismos nitrificantes e
desnitrificantes heterotréficos. Thiosphaera pantotropha, Alcaligenes faecalis
e Pseudomonas denitrificans, sao algumas das bactérias capazes de
converter o azoto amoniacal em N.. Estes microrganismos além de utilizarem
compostos azotados no seu metabolismo, degradam também a matéria
organica, o que constitui uma grande vantagem em relagdo aos nitrificantes
tradicionais. [1,2,4].

A grande maioria dos nitrificantes heterotréficos habita no solo, sendo os
grandes responsdveis pela acumulagio de nitrato em solos cujas condigbes
(baixo pH e baixa pO;) ndo permitem a existéncia de nitrificantes autotréficos
[2]. Os nitrificantes heterotréficos mais activos sdo bactérias do género
Acaligenes isoladas do solo [6]. A capacidade nitrificante é atribuida as
espécies Alcaligenes faecalis e Alcaligenes denitrificans. A nitrificagéo
desempenhada por estas duas bactérias sé é possivel na presenga de uma
fonte de azoto (p.ex. aménia) e uma fonte de carbono (p. ex. citrato)
[1,2,4,6].

Os produtos resultantes da oxidacdo de compostos azotados sdo: NO2, NO3
e N>O que se acumulam durante a fase exponencial de crescimento. A
produgdo de compostos gasosos azotados por Alcaligenes denitrificans
resulta de um processo de desnitrificagdo em que nitrito e nitrato séo
utilizados como aceitadores finais de electrdes [1]. As taxas relativas de
nitrificagdo e desnitrificagdo dependem da pressdo de O,. O nitrito compete
com o oxigénio pela remogédo de electrées, pelo que a pO; é critica na
produgéo dos compostos gasosos azotados [2].

Este trabalho teve por objectivo o estudo da capacidade nitrificante e
desnitrificante de Alcaligenes denitrificans.

2 - MATERIAL E METODOS

Crescimento e manutencdo de culturas: Alcaligenes denitrificans
ATCC15173, foi cedida pela Colecgdo Espanhola de Culturas. As células
foram conservadas a 4°C em placa de agar inclinado com meio de extracto
de came.
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Fermentagdes batch: as culturas Batch foram efectuadas em
fermentadores de 2 | equipados com uma sonda de pH, uma camisa de
aquecimento, um agitador magnético e uma sonda de oxigénio. O
arejamento foi feito a partir de um difusor de ar mergulhado no fermentador.
A temperatura foi fixada a 24°C por uma camisa de aquecimento. O controlo
de pH foi efectuado automaticamente pela adigao de HCI 0.1M quando o pH
excedia 7.0.

Meio de cultura: Alcaligenes denitrificans cresceu a 249C num meio de
citrato minimo, composto por 9.27 g/l KoHPOy4, 1.82 g/l KHoPO4, 1.48 g/l

citrato de tri-potdssio di-hidratado, 0.0273 g/l de NagMoO4.2H20, 0.0055 g/l
FeSQO4, 0.000909 g/i de MnCls, 0.00545 g/l de CaClpo e 0.2 g/l de MgSOy4.

Este meio foi ainda suplementado com uma fonte de azoto, que variou em
todos os ensaios (Tabela I).

Tabela |: Condicdes de operacio dos fermentadores:

Fermentagdo | (NH4)2SO04 KNO3 NaNO2 Arejamento
n® _ (@) (a/) (@)
1 0,96 - - abundante
2 0,42 - - nulo
3 - 0,76 - nulo
4 - - 0,75 nulo
5 - 0,60 0,40 nulo
6 0,45 0,37 0,16 nulo
7 0,30 0,37 0,20 abundante

Monitorizagdo do sistema: O sistema foi monitorizado periodicamente, de
modo a se obter um perfil de evolugdo de biomassa, aménia, nitrito e nitrato.

2.1 - Métodos analiticos

Determinagdo da biomassa: a determinagéo da biomassa, foi feita por
espectrofotometria de visivel a 660nm.

Determinagdo da aménia: a determinagdo da concentragdo de azoto
amoniacal foi feita utilizando um eléctrodo selectivo de aménia.

Determinagdo de nitrato: a determinagdo de nitrato foi feita por
espectrofotometria de UV a 220nm, com um tratamento prévio das amostras
com 2 volumes de acido amido-sulfamico para que todo o nitrito seja
removido, uma vez que este composto também absorve a 220nm.
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Determinagdo de nitrito: a determinagdo de nitrito foi feita recorrendo ao
método colorimétrico da sulfanilamida.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ensaios de nitrificagédo

A estirpe bacteriana estudada, revelou capacidade de utilizar o citrato como
fonte de carbono, o que constitui uma grande vantagem dado ser uma fonte
de carbono ndo muito dispendiosa. Foi demonstrado por Papen e outros
autores que Alcaligenes denitrificans (DSM 30030) é capaz de crescer em
meio AC, acumulando nitrito e nitrato durante a fase exponencial de
crescimento. Nos ensaios de nitrificagdo efectuados, ndo se verificou
actividade nitrificante em meio sem arejamento (Fig.1), sendo a aménia
degradada utilizada, somente, como fonte de azoto para o crescimento.

Quando o meio é intensamente arejado, verifica-se alguma acumulagéo de
nitrato durante a fase exponencial (Fig.2). Como ndo foi detectada a
presenga de nitrato nos dois ensaios efectuados, o processo de nitrificagéo
desempenhado por esta bactéria nas condi¢ées dos ensaios resulta somente
na oxidagdo de amébnia a nitrato, ao contrario de outros nitrificantes
heterotréficos que oxidam aménia a éxido nitroso e nitrito [6,7,8].
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Figura1l - Perfis de biomassa, aménia, nitrito e nitrato registados em meio AC
sem arejamento.
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Fig 2 - Perfis de biomassa, amonia, nitrito e nitrato registados em meio AC
com arejamento.

Embora tenha ocorrido oxidagdo da aménia a nitrato em meio AC arejado, a
taxa de nitrificag@o nas condigdes do ensaio, foi muito baixa (Tabela Il).

Tabela II: Tabela comparativa dos resultados obtidos nos ensaios de

nitrificacao.
meio fementagdo | umax % azoto % azoto
[NH3] (mg/l) (h") nitrificado consumido
293 0,07 16,4 41,7
230 0,18 0 12,9

Ensaios de desnitrificagao

A desnitrificagao foi estudada em meio de citrato minimo suplementado com
compostos oxidados de azoto. Todas as fermentagdes foram efectuadas em
vasos fechados, sem arejamento e com controlo de temperatura a 24 °C.

Alcaligenes denitrificans foi capaz de crescer neste meio, utilizando o nitrato
como fonte de azoto, apresentando uma taxa especifica de crescimento
ligeiramente inferior as taxas especificas de crescimento atingidas em meio
AC (Tabela ll). Como a quantidade de nitrato consumido foi superior as
necessidades de azoto para o crescimento e se verificou a acumulagdo de
nitrito no meio (Fig.3), pode concluir-se que a bactéria exerceu uma
actividade desnitrificante. Na Figura 3 pode observar-se, uma diminui¢do da
concentragdo de nitrato no final do periodo de laténcia, sem se registar a
presenga de nitrito, indicando que ndo ocorreu a redugéo do nitrato a nitrito
neste periodo devendo-se a diminuigcdo de nitrato, a incorporagdo de azoto
na biomassa. Nesta fase da fermentagdo o oxigénio residual é suficiente
para assegurar 0 processo respiratério. Quando a concentragdo de oxigénio
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dissolvido se toma deficiente, o nitrato passa a ser o aceitador final,
reduzindo-se a nitrito. Papen e outros autores provaram que 0s compostos
gasosos se formam por redugdao do nitrito. Os meios disponiveis nao
permitiram determinar a origem destes compostos, contudo verificou-se uma
acentuada diminuigdo do azoto total na presenga de nitrito.
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Figura 3 - Perfis de biomassa, nitrito e nitrato registados durante a
fermentagdo em meio citrato suplementado com 0,760 g/l KNOs.

Num meio suplementado somente com nitrito, verificou-se que a maxima
diminuigdo de azoto total ocorre entre as 7 e as 27 horas de fermentagédo.
Neste intervalo de tempo registou-se uma grande diminuigdo na
concentragdo de nitrito (Fig.4), enquanto que a concentragdo de nitrato
aumenta. A utilizagdo de nitrito como aceitador final de electrées, reduzindo-
-se a compostos gasosos podera estar na origem deste facto. O perfil de
concentragdo de biomassa observada neste ensaio, apresenta dois periodos
exponenciais de crescimento, intervalados por um periodo de biomassa
estavel. Durante o primeiro intervalo de crescimento a concentragao de nitrito
diminui e comegam a aparecer nitrato no meio. O consumo de nitrato inicia-
se durante o segundo periodo de crescimento, registando-se um ligeiro
aumento da concentragdo de nitrito devido a utilizagdo de nitrato como
aceitador final. Quando no meio esta presente apenas nitrato, a curva de
crescimento exibe uma periodo de laténcia seguido de uma fase exponencial
de crescimento (Fig.3). A diauxia verificada no meio suplementado com
nitrito (Fig.4) pode explicar-se pela necessidade de adaptagao da bactéria ao
meio modificado pelo aparecimento de nitrato. Este facto sugere que o
processo de redugdo de nitrato é sequencial, i.e. inicialmente o nitrato é
reduzido a nitrito, que por sua vez €& utilizado como aceitador final,
convertendo-se em compostos gasosos. Se estiver presente nitrato no meio
de fermentagdo entdo todo o processo é estimulado. Se somente existir
nitrito apenas uma parte da via é induzida.
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Fig 4 - Perfis de biomassa, nitrito e nitrato registados durante a fermentagéo
em meio citrato suplementado com 0,75 g/l de NaNO».

Os ensaios até agora efectuados, permitiram verificar que Alcaligenes
denitrificans, utiliza as duas formas oxidadas de azoto como fontes de azoto
e como aceitadores finais de electroes. Se ambas as formas de azoto
estiverem presentes no meio em proporgdes iguais (Fig.5), verifica-se um
decréscimo inicial da concentragdo de nitrato, sugerindo que estes séo
preferencialmente utilizados como fonte de azoto e como aceitadores finais
de electroes. A diminuicdo da concentragdo de nitrato acompanha um
aumento da concentragdo de nitrito, provavelmente devido a redugio de
nitrato a nitrito, quando utilizado como aceitador final de electrbes.
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Fig 5 - Perfis de biomassa, nitrito e nitrato registados durante a fermentagao
em meio citrato suplementado com 0,60 g/l KNO3 e 0,40 g/l NaNO..

A quantidade de azoto desnitrificada nos trés ensaios de nitrificagdo foi
aproximadamente a mesma (Tabela Ill)
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Tabela lli: Tabela comparativa dos resultados obtidos nos ensaios de

desnitrificacéo.
Meio fermentagao pumax % Azoto % Azoto
[NO3'] (NO,'] (h™) desnitrificado | consumido
466 - 0,09 63,2 96,6
500 0,15e 727 91,8
0,08
184 133 0,09 65,3 92,5

Ensaios de nitrificagdo e desnitrificagao simultanea.

Os estudos de nitrificagdo e desnitrificagdo simultanea, efectuaram-se em
meio AC suplementado com nitrato e nitrito. Estudou-se também o efeito do
arejamento no processo de desnitrificagdo, operando um dos fermentadores
sem fornecimento de ar e arejando intensamente o outro vaso de
fermentagao.

Na Figura 6 encontra-se representado o perfil de biomassa, nitrito, nitrato e
amoénia obtidos em meio AC suplementado com nitrito e nitrato, num
fermentador néo arejado. O comportamento do nitrito e nitrato registado, foi
semelhante ao verificado nos ensaios de desnitrificagdo (Fig.3). A
percentagem de azoto amoniacal consumida neste ensaio foi 52,5% (Tabela
IV), este valor é superior ao obtido nos ensaios de nitrificagdo. Este facto
sugere que a presenga de espécies oxidadas de azoto no meio, pode
estimular a processo de nitrificagéo.
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Figura 6: Perfis de biomassa, nitrito, nitrato e aménia registados durante a
fermentagdao em meio AC (0,45 g/l (NH4)2SO4) ndo arejado suplementado
com 0,36 g/l KNO3 e 0,16 g/l NaNO: .
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O oxigénio é um factor limitante do processo de desnitrificagédo [2], Anderson
e outros autores, verificaram que A. faecalis s6 é capaz de desnitrificar
eficientemente em pO; dissolvidas inferiores a 50% da saturagéo do ar.

Fez-se crescer Alcaligenes denitrificans em meio AC suplementado com
nitrito e nitrato e fortemente arejado, os resultados sdo apresentados na
Figura 7.
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Figura 7: Perfis de biomassa, nitrito, nitrato e aménia registados durante a
fermentagdo em meio AC (0,30 g/i (NH4).SOs4) ndo arejado suplementado
com 0,37 g/l KNOz e 0,30 g/l NaNO, .

Verifica-se que a concentrag@o de nitrito e nitrato permanece praticamente
constante, o que indica que estes compostos nao foram utilizados pela
bactéria nem como fonte de azoto nem como aceitadores finais de electrées.
O processo de desnitrificagéo foi portanto inibido pela presenga de oxigénio.

Tabela IV: Tabela comparativa dos resultados obtidos nos ensaios de
nitrificacao e desnitrificacdo simultdnea.

fermentagéo pmax % N-NH3; | % N-NO3 e N-NO;
[NH3) [NO;5'] INO2] h' cohsumido consumido
116,0 220,8 106,7 | O,11e 52,5 52,5
0,04
| 954 184,0 1334 | 0,29 49 5 0
CONCLUSOES

Os sistemas tradicionais de eliminagdo biolégica de compostos azotados,
sdo bastante complexos envolvendo varios microrganismos que se
desenvolvem em diferentes condigdes de operagdo. A implementagdo de
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sistemas que operem com um sé microrganismo capaz de remover a matéria
organica, oxidar amoénia e reduzir nitrato pode apresentar inumeras
vantagens.

A taxa de crescimento de Alcaligenes denitrificans em meio AC mostrou ser
trés vezes superior ao crescimento tipico dos nitrificantes autotréficos,
contudo as percentagens de nitrificagéo verificadas foram bastante inferiores
as percentagens de nitrificagao atingidas nos sistemas tradicionais.

Conseguiram-se percentagens de remogdo de aménia superiores em meios
anéxicos suplementados com nitrito e/ou nitrato. A bactéria estudada
demonstrou capacidade de crescer em meios de citrato suplementados com
nitrito e/ou nitrato como Unica fonte de azoto. Em condi¢gdes andxicas, estes
compostos oxidados foram utilizados como aceitadores finais de electrbes,
reduzindo-se a compostos gasosos azotados por um processo de
desnitrificagéo.

A desnitrificagéo afigurou-se como um processo sequencial em que primeiro
o azoto amoniacal é convertido em nitrito e este é reduzido a compostos
gasosos. Na presenga de nitrito e auséncia de nitrato, apenas é estimulada a
parte da via desnitrificante responsavel pela redugéo do nitrito.

O oxigénio revelou ser um factor inibitério da desnitrificagdo, competindo
com as espécies oxidadas de azoto pela remogdo de electrdes.

A eficacia demonstrada pela bactéria estudada na remogdo de aménia em
ambiente andéxico utilizando o nitrato e/ou nitrito como aceitadores finais, o
seu elevado crescimento em meios com aménia e a ndo necessidade de
controlo de pH, constituem grandes vantagens em relagdo aos demais
nitrificantes autotréficos e desnitrificantes. Seria pois interessante aproveitar
estas potencialidades para implementar sistemas de tratamento que operem
com este microrganismo.
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