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As formas de nitrogênio presentes no meio aquático, em águas residuárias e águas de abastecimento, são as seguintes: nitrogênio orgânico, nitrogênio amoniacal (N-NH3 + N‑NH4+), nitrito (N-NO2-) e nitrato (N-NO3-). O nitrogênio amoniacal é formado pela fração do íon amônio (N-NH4+) e pela fração de gás amoníaco (N-NH3). A fração total é determinada pelo pH e temperatura da água. Por exemplo, a 20º C e pH 9,4 as concentrações de N-NH3 e de N-NH4 são iguais.

O nitrogênio amoniacal tem sua origem a partir de atividades industriais, da decomposição de resíduos orgânicos e de efluente de estação de tratamento de águas residuárias. A fixação do nitrogênio é realizada por bactérias e cianobactérias devido à presença da enzima nitrogenase. Nesse caso, nitrogênio é incorporado à síntese de proteína celular. O nitrogênio orgânico presente nas plantas, animais e microrganismos, é oxidado em íon amônio (NH4+) e amino nitrogênio (-NH2). Após a morte e decomposição é liberado no solo e ambiente aquático na forma de íon amônio.

Muitas águas residuárias industriais contêm concentrações elevadas de nitrogênio amoniacal, tais como fabricação de pectina, farinha de peixe, carnes e embutidos, refinarias de petróleo, processos metalúrgicos, tintas e fertilizantes. Esgoto sanitário apresenta concentração reduzida de nitrogênio, assim distribuído em N-amoniacal (60%), N-orgânico (40%), nitritos e nitratos (até 1%). O limite de concentração permissível de nitrato para descarte em corpos de água doce Classe I é 10 mg N-NO3-/L (CONAMA, 2005). 
A Figura 1 apresenta as transformações das formas de nitrogênio ocasionadas nas estações de tratamento. Cada pessoa excreta aproximadamente 13 a 15 gramas de nitrogênio por dia, sendo 33% na forma amoniacal e 67% na forma orgânica. Dependendo do comprimento das canalizações essas porcentagens sofrerão alteração, ocasionando amonificação; ou seja: nitrogênio da forma orgânica passa para a forma amoniacal. 

Íon amônio não persiste em ambiente com O2. Portanto, a maior parte do nitrogênio inorgânico do solo e água aerada está na forma de íon nitrato. O nitrato é utilizado pelas plantas para síntese de aminoácidos, proteínas e compostos nitrogenados, com gasto de energia para reduzir o nitrogênio para níveis de amônio ou amino nitrogênio. 

A remoção biológica de nitrogênio pode ser conseguida por meio de três processos principais: amonificação, nitrificação e desnitrificação. A amonificação refere-se à liberação de íon amônio da matéria orgânica, que ocorre a partir de substâncias protéicas, açúcares aminados, fosfatídeos, aminas, amidas, endogenia de microrganismos, uréia (esgoto sanitário). É etapa limitante para a nitrificação. 

As bactérias nitrificantes e o processo de nitrificação são partes integrantes da maioria das estações de tratamento biológico aeróbio. A nitrificação é o processo onde o nitrogênio amoniacal é biologicamente oxidado a nitrito (nitritação) e, então a nitrato (nitratação) com oxigênio como aceptor final de elétrons. Isso é seguido pela desnitrificação do nitrato e nitrito a gás dinitrogênio, o qual é liberado para atmosfera. O processo é catalisado por dois grupos filogeneticamente não relacionados de bactérias autotróficas: (1) bactérias oxidantes de amônia e (2) bactérias oxidantes de nitrito. Todas as bactérias nitrificantes são quimiolitoautotróficas obrigatórias; ou seja, obtém as necessidades de carbono pela fixação do CO2, via ciclo de Calvin, para a biossíntese de carbono orgânico (auto) e, portanto, a energia para crescimento obtém da oxidação da amônia ou nitrito, como únicas fontes de energia (quimiolito). 

CADA PESSOA EXCRETA: 13 a 15 gramas nitrogênio/dia
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São dois os mecanismos biológicos de redução do nitrato (NO3-): (1) redução assimilativa de nitrato a íon amônio (NH4+), usado na biossíntese celular, sem rendimento energético, portanto sem excreção para o meio. Essa condição é responsável por 30% da remoção de nitrogênio total (orgânico mais amoniacal) em sistema de lodos ativados sem ocorrência da nitrificação. O metabolismo assimilativo é realizado por organismos aeróbios e anaeróbios; (2) redução desassimilativa com rendimento de energia e não ocorre aerobiamente. A redução desassimilativa poderá ocorrer por duas vias. A desnitrificação (redução desassimilativa de nitrato a dinitrogênio), ou seja, com nitrato (NO3-) como aceptor final de elétrons e formação de compostos reduzidos, tais como, óxido nitroso (NO e N2O) e, posteriormente, dinitrogênio gasoso. Ocorre no mesmo habitat da desnitrificação, portanto, com competição microbiana pelo NO3-. Desnitrificação predomina quando a razão substrato oxidável/aceptor de elétrons é baixa, ou seja, em ambiente limitado por carbono. Oposto favorece a redução desassimilativa de nitrato a íon amônio (NH4+).

Semelhante à respiração aeróbia, a desnitrificação permite completa oxidação do substrato orgânico a CO2. 

O sistema de lodos ativados é capaz de produzir, sem alterações de processo, conversão satisfatória de amônia para nitrato (nitrificação). Nesse caso, há a remoção da amônia, mas não do nitrogênio, já que se tem apenas conversão da forma do nitrogênio. Em regiões de clima quente, a nitrificação ocorre quase que sistematicamente, a menos que haja algum problema ambiental no tanque de aeração, como falta de oxigênio dissolvido, baixo pH, pouca biomassa ou a presença de substâncias tóxicas ou inibidoras.

Os microrganismos envolvidos no processo de nitrificação são autótrofos quimiossintetizantes (ou quimioautótrofos) para os quais o gás carbônico é a principal fonte de carbono, e a energia é obtida através da oxidação de um substrato inorgânico, como a amônia.

A transformação da amônia em nitrito é efetivada através de bactérias, como Nitrosomonas, de acordo com a seguinte reação:
2 NH4+-N + 3 O2                          2NO2- -N + 4 H+ + 2 H2O + energia

(1)

A oxidação do nitrito a nitrato dá-se principalmente pela atuação de bactérias semelhantes a Nitrobacter, sendo expressa por:

2 NO2- -N + O2 

  2 NO3- -N + energia




(2)

A reação global da nitrificação é a soma das equações (1) e (2):

NH4+-N + 2 O2                         NO3- -N + 2 H+ + H2O + energia 


(3)
Temperatura ótima para nitrificação = 25oC a 36oC

pH ótimo = na faixa de 7,2 a 8,0

Oxigênio dissolvido = concentração de OD crítica, abaixo da qual a nitrificação não se processa, encontra-se em torno de 0,2 mg/L. Recomenda-se que a concentração de OD no reator não se reduza para menos de 0,5 mg/L. No entanto, EPA (1993) recomenda que o mínimo de 2,0 mg/L seja especificado, de forma a evitar problemas com os picos de amônia afluente.

A nitrificação requer maior garantia da presença de oxigênio do que a remoção da matéria carbonácea. Na remoção da matéria carbonácea, a fase de absorção, que precede o metabolismo, pode armazenar energia de alguma forma até que o oxigênio se torne disponível novamente. Em contraste, a nitrificação cessa no instante em que o oxigênio se reduz abaixo do nível crítico. Por outro lado, o reinício da nitrificação é bastante rápido, tão logo o OD seja elevado.

Em condições aeróbias os microrganismos utilizam o oxigênio como aceptor de elétrons nos processos respiratórios. Na ausência de oxigênio passam a predominar organismos que têm a capacidade de utilizar outros ânions inorgânicos como aceptores de elétrons, tais como, nitrato, sulfato e carbonatos. Será utilizado primeiramente aquele que estiver disponível no meio e cuja reação libere a maior quantidade de energia. No tratamento de esgotos e águas residuárias, ambos os requisitos podem ser satisfeitos pelos nitratos, os quais são gerados pelo processo de nitrificação. Assim, em condições de exaustão de oxigênio dissolvido, os microrganismos passam a utilizar os nitratos em sua respiração. Tais condições não são propriamente anaeróbias, mas denominadas de anóxicas. Uma distinção simples entre as três condições é:

Condições aeróbias: presença de oxigênio;

Condições anóxicas: ausência de oxigênio e presença de nitratos;

Condições anaeróbias: ausência de oxigênio, ausência de nitratos e presença de sulfatos e carbonatos.

A remoção biológica de nitrogênio é alcançada em condições de ausência de oxigênio, mas na presença de nitrato (condições anóxicas). Nestas condições, um grupo de bactérias utiliza nitrato no seu processo respiratório, convertendo-o a nitrogênio gasoso (redução desassimilativa de nitrato a nitrogênio gasoso). Este processo é denominado desnitrificação. Para se alcançar a desnitrificação no sistema de lodos ativados, são necessárias ainda modificações no processo, incluindo a criação de zonas anóxicas e possível recirculação interna (reação 4):

2 NO3- -N + 2 H+ 


N2 + 2,5 O2 + H2O




(4)

Em sistemas de lodos ativados nos quais ocorre a nitrificação, é interessante que se realize também a desnitrificação, praticada intencionalmente no reator. As razões estão associadas a aspectos puramente operacionais, bem como à qualidade do efluente final: (1) economia de oxigênio (economia de energia na aeração; uma vez que a matéria orgânica pode ser estabilizada na ausência de oxigênio); (2) economia de alcalinidade (consumo de H+, implicando na economia de alcalinidade e no aumento da capacidade tampão do meio); (3) operação do decantador secundário (evitar lodo ascendente) e (4) controle de nutrientes (eutrofização).

Nas reações (1), (2) e (3) deve-se notar os seguintes pontos:

►consumo de oxigênio livre – esse consumo é geralmente referido como demanda nitrogenada;

►liberação de H+, consumindo a alcalinidade do meio e possivelmente reduzindo o pH.

A energia liberada nestas reações é usada pelos microrganismos nitrificantes na síntese de compostos orgânicos a partir de fontes de carbono inorgânico, como dióxido de carbono, bicarbonato e carbonato. Portanto, a nitrificação está intimamente associada ao crescimento das bactérias nitrificantes.

A velocidade de crescimento dos microrganismos nitrificantes, principalmente Nitrosomonas, é bem lenta, e bastante inferior à dos microrganismos responsáveis pela estabilização da matéria carbonácea.  Assim, em um sistema de tratamento biológico em que se objetiva a nitrificação, o tempo de residência celular, ou a idade do lodo, deve ser tal, que propicie o desenvolvimento das bactérias nitrificantes, antes que elas sejam varridas do sistema. O sistema é controlado, portanto, pelo organismo de crescimento mais lento, no caso, Nitrosomonas. As bactérias semelhantes a Nitrobacter têm velocidade de crescimento mais rápida, razão pela qual quase não há acúmulo de nitritos no sistema.
Ao se representar as relações estequiométricas, devem-se distinguir bem entre, por exemplo, NH4+ e N-NH4+ A primeira forma expressa a concentração do íon amônia, ao passo que a segunda representa o nitrogênio na forma de íon amônio. Os pesos moleculares variam, como a seguir mostrado:

NH4+ = peso molecular = 18 g/mol

NH4+ -N = peso molecular = 14 g/mol (=peso molecular de N)

A segunda forma é mais conveniente, pois permite que se façam comparações entre relações tendo por base sempre o nitrogênio, independente deste se encontrar na forma orgânica, amoniacal, de nitrito ou nitrato.
Os microrganismos envolvidos na desnitrificação são heterotróficos facultativos, sendo exemplos, Pseudomonas, Micrococcus e outros. Para que a desnitrificação ocorra, tais microrganismos requerem uma fonte de carbono orgânico (doador de elétrons), tais como, metanol ou próprio carbono orgânico do esgoto. 

A grande vantagem de se realizar a desnitrificação intencional no sistema de lodos ativados é que o oxigênio liberado pela redução dos nitratos pode tornar-se imediatamente disponível para a oxidação biológica da matéria orgânica, na própria mistura líquida. A liberação de oxigênio através da redução dos nitratos ocorre segundo a reação da desnitrificação descrita abaixo:

2 NO3--N + 2 H+
              N2 + 2,5 O2 + H2O 




(5)
Assim, cada 2 moles de nitrato liberam 2,5 moles de oxigênio, ou seja: a redução de 1 mg/L de nitrogênio na forma de nitrato libera 2,86 mg O2/L.

A oxidação de 1 mg de nitrogênio na forma de íon amônio implica no consumo de 4,57 g O2. Desta forma, caso se tenha desnitrificação total, pode-se ter economia teórica de 62,5% (2,86/4,57) no consumo do oxigênio utilizado na nitrificação.

No dimensionamento da estação de tratamento tal economia pode ser levada em consideração, caso se deseje redução no porte dos aeradores requeridos.  Na operação da estação, a desnitrificação implicará na possibilidade da economia do consumo de energia, desde que se controle o nível de aeração, de forma a se manter a concentração desejada de OD no reator.

Outro aspecto relevante refere-se a economia de alcalinidade. É de grande importância a manutenção de teor satisfatório de alcalinidade na mistura líquida, de forma a preservar o pH dentro de uma faixa adequada para a nitrificação. Na desnitrificação ocorre a redução de 1 mol de nitrato conjuntamente com o consumo de 1 mol de H+. Durante a nitrificação, a formação de 1 mol de nitrato implica na produção de 2 moles de H+.

Dessa forma, caso se incorpore a desnitrificação no sistema de tratamento, pode-se obter redução teórica de 50% na liberação de H+, ou seja, em outras palavras, economia de 50% no consumo de alcalinidade. Assim, se para a nitrificação de 1g de N-NH4+/L são consumidos 7,1 mg/L de alcalinidade, com a integração da desnitrificação no sistema o consumo passa a ser de apenas 3,5 mg/L de alcalinidade.
Obs.: ao se analisar a reação global da nitrificação observa-se que:

1 mol de N-NH4+ produz 2 moles de H+
Ora, sabe-se que no esgoto, devido à alcalinidade presente no mesmo, o H+ não gerará acidez diretamente, sendo adicionado o sistema de tamponamento bicarbonato-gás carbônico:

H+ + HCO3-  ↔ H2O + CO2
Assim, cada mol de H+ consome 1 mol de HCO3- (bicarbonato). Portanto, os 2 moles de H+ gerados na nitrificação vão consumir 2 moles de HCO3-, ou seja, em última análise, a oxidação de 1 mol de N-NH4+ implica no consumo de 2 moles de HCO3- . Em termos de concentração, tem-se:

1 mol de NH4+ -N → 2 moles de HCO3- ou

14 mg NH4+ -N/L → 122 mg HCO3-/L ou

1 mg NH4+ -N/L → 8,7 mg HCO3-/L

Comparadas com as bactérias nitrificantes, as bactérias desnitrificantes, são menos sensíveis às condições ambientais. No entanto, os seguintes fatores ambientais influem na velocidade de desnitrificação:

Oxigênio dissolvido = a sua ausência é, obviamente, pré-requisito fundamental para a ocorrência de desnitrificação. A necessidade é de que haja condições anóxicas no floco, ou seja, na vizinhança imediata das bactérias desnitrificantes. Desta maneira, pode ser que haja reduzidos teores de oxigênio dissolvido no meio líquido, e mesmo assim ocorra desnitrificação, pelo fato das bactérias desnitrificantes estarem em micro-ambiente anóxico no floco. A velocidade decresce linearmente com o aumento do OD, atingindo zero quando o OD é igual a 1,0 mg/L. Naturalmente, que em uma zona anóxica bem projetada e operada o OD deve ser zero, ou bem próximo a tal, já que não há aeração nesta zona. A desnitrificação pode ocorrer ainda no próprio reator, de forma previsível, como nas zonas anóxicas de um valo de oxidação, bem como de forma não prevista no projeto, como em zonas mal aeradas do reator (fundo e cantos).

Temperatura = a desnitrificação ocorre em ampla faixa de temperatura, de 0oC a 50oC, com ótimo na faixa de 35oC a 50oC. 
pH = deve-se situar próximo à neutralidade, evitando-se valores inferiores a 6,0 e superiores a 8,0. Como a desnitrificação produz alcalinidade, ela pode aumentar o pH caso elevadas concentrações de nitrato sejam removidas.

Remoção Biológica de Fósforo

Para a remoção biológica de fósforo, é essencial a existência de zonas anaeróbias e zonas aeróbias na linha de tratamento. A zona anaeróbia é considerada um seletor biológico para os microrganismos acumuladores de fósforo. Esta zona propicia vantagem em termos de competição para os organismos acumuladores de fósforo, já que podem assimilar o substrato nesta zona antes de outros microrganismos, não armazenadores de fósforo. Tais microrganismos absorvem apreciáveis quantidades de fósforo do meio líquido, bem superiores aos requisitos metabólicos normais. Ao se remover o lodo biológico excedente, contendo também os organismos acumuladores de fósforo, ricos deste elemento, estão-se removendo o fósforo do sistema.
O fósforo no esgoto e na água residuária apresenta-se apenas na forma de fosfato. As principais formas de fosfato são: fosfato inorgânico (ortofosfato e polifosfato) e fosfato orgânico.

Os ortofosfatos são diretamente disponíveis para o metabolismo biológico sem necessidade de conversão a formas mais simples. A forma em que os ortofosfatos se apresentam na água depende do pH. Tais incluem: PO43-, HPO42-, H2PO4-, H3PO4. No esgoto doméstico típico a forma predominante é o HPO42-.

Os polifosfatos são moléculas mais complexas com dois ou mais átomos de fósforo. Os polifosfatos podem ser convertidos a ortofosfatos pelo mecanismo de hidrólise.

O fósforo orgânico é normalmente de menor importância no esgoto doméstico típico, mas pode ser importante em águas residuárias industriais e lodos oriundos do tratamento de esgotos. No tratamento de esgoto o fósforo orgânico pode ser convertido a ortofosfato, mas para tal é necessária oxidação completa da matéria orgânica. 

As fontes e quantidades de fósforo no esgoto são bastante variadas, sendo influenciadas pela presença de despejos industriais, cargas não pontuais e detergentes. Estes últimos influenciam significativamente os teores de fósforo no esgoto, podendo ser responsáveis pela metade da contribuição de fósforo no esgoto doméstico. 
Mecanismos da remoção biológica de fósforo
É baseada nos seguintes pontos fundamentais:

Certas bactérias são capazes de armazenar quantidades em excesso de fósforo na forma de polifosfatos. Estes microrganismos são denominados de Organismos Acumuladores de Fosfato (OAP). A bactéria mais frequentemente citada como importante OAP tem sido Acinetobacter.

Essas bactérias são capazes de remover substratos simples de fermentação produzidos na zona anaeróbia e assimilá-los como produtos armazenados dentro de suas células.

Na zona aeróbia, é produzida energia pela oxidação desses produtos armazenados. O armazenamento de polifosfatos na célula aumenta.

A zona anaeróbia é considerada um seletor biológico para os microrganismos armazenadores de fósforo. Esta zona propicia uma vantagem em termos de competição para os organismos armazenadores de fósforo, já que eles podem assimilar o substrato nesta zona antes de outros organismos, não armazenadores de fósforo. Desta forma, esta zona anaeróbia permite o desenvolvimento ou seleção de ampla população de organismos armazenadores de fósforo no sistema, os quais absorvem apreciáveis quantidades de fósforo do meio líquido, sendo removidos do sistema como lodo excedente.

Figura 9.2 (Lodos Ativados – Von Sperling - pág. 289)

Apresenta perfis típicos da DBO solúvel e do ortofosfato nas zonas anaeróbias e aeróbias de lodos ativados para remoção de fósforo. A concentração de DBO solúvel decresce na zona anaeróbia, mesmo que não haja aceptores de elétrons aeróbios ou anóxicos. Na zona anaeróbia, enquanto a concentração de DBO solúvel decresce, a concentração de fósforo solúvel aumenta.  Posteriormente, na zona aeróbia, a concentração de fósforo diminui, ao passo que a concentração de DBO solúvel prossegue em sua trajetória de decréscimo.
Mecanismo esquemático da remoção biológica de fósforo Figura 9.3 (Lodos Ativados – Von Sperling - pág. 291)

Alternância entre condições anaeróbias e aeróbias: os OAP necessitam de alternância entre condições anaeróbias e aeróbias, de forma a construir os seus componentes internos de armazenamento de energia, moléculas orgânicas e polifosfatos.

Condições anaeróbias

►produção de ácidos graxos voláteis por bactérias facultativas – parte da matéria orgânica facilmente biodegradável (DBO solúvel) é convertida, através de processos de fermentação no esgoto bruto ou na zona anaeróbia, a moléculas orgânicas simples de baixo peso molecular, como ácidos graxos voláteis. Esta conversão é efetuada por organismos facultativos normalmente ocorrentes nos esgotos e na zona anaeróbia. Os ácidos graxos voláteis passam a estar disponíveis no meio líquido. Não há tempo suficiente para a hidrólise e conversão da matéria orgânica particulada afluente.

►acumulação dos ácidos graxos voláteis pelo OAP – os OAP dão preferência a estes ácidos graxos voláteis, os quais são rapidamente assimilados e acumulados dentro das células. Os OAPs assimilam melhor estes produtos da fermentação do que outros organismos normalmente ocorrentes no lodo ativado. Em decorrência, há uma seleção da população destes organismos acumuladores de fósforo na zona anaeróbia. 
►liberação do fosfato – a liberação do fosfato, previamente acumulado pelos organismos (na etapa aeróbia), fornece energia para transporte do substrato e para a formação e armazenamento de produtos metabólicos orgânicos, como PHB (polihidroxibutirato).

Condições aeróbias

►consumo do substrato armazenado e assimilação de fosfato – o PHB é oxidado a gás carbônico e água. O fosfato solúvel é retirado da solução pelos OAPs, sendo armazenado em suas células para geração de energia na fase anaeróbia.

►produção de novas células – em decorrência da utilização de substrato, a população de OAPs aumenta.

Remoção de fósforo

►retirada do fósforo pelo lodo excedente – o fósforo, incorporado em grandes quantidades nas células dos OAPs, é removido do sistema através da remoção do lodo biológico excedente, a qual descarta da mistura líquida fração de todos os organismos dos lodos ativados, incluindo os OAPs.

Fatores influentes na remoção biológica de fósforo
►fatores ambientais: OD, temperatura, pH e nitrato na zona anaeróbia;

►parâmetros de projeto: idade do lodo, tempo de detenção e configuração da zona anaeróbia, tempo de detenção na zona aeróbia, métodos de tratamento do lodo excedente, características do afluente e dos sólidos em suspensão afluente.

Oxigênio dissolvido = a remoção biológica de fósforo depende da alternância entre condições anaeróbias e aeróbias. Na zona anaeróbia não deverá, naturalmente, haver oxigênio dissolvido. A entrada de OD pode vir pelo afluente, através de infiltração, bomba parafuso, turbulência e cascateamento nas estruturas de entrada, aeração na caixa de areia e vórtices criados por agitadores na zona anaeróbia. Já na zona aeróbia, não há estudos específicos que expressem os efeitos da concentração de OD sobre a eficiência de remoção de fósforo. O mecanismo de remoção biológica de fósforo sugere que a concentração de OD pode afetar a velocidade de remoção de fósforo na zona aeróbia, mas não a quantidade de remoção possível, desde que haja suficiente tempo aeróbio. 

Há evidências de que nas estações de tratamento a concentração de OD na zona aeróbia deva manter-se entre 1,5 e 3,0 mg/L. Caso o OD seja bastante baixo, a nitrificação será limitada e poderá haver o desenvolvimento de lodo com má sedimentabilidade. Caso o OD seja elevado, a eficiência da desnitrificação pode ser reduzida, devido à entrada de OD na primeira zona anóxica. Em decorrência, pode ocorrer a elevação da concentração de nitratos, afetando a liberação de fósforo na zona anaeróbia. 

O controle de OD na zona aeróbia é importante, as estações de tratamento possuem controle automatizado da capacidade de aeração e da concentração de OD.

Temperatura = a remoção tem sido aplicada com sucesso em ampla faixa de temperaturas, e afigura-se que a capacidade de remoção não seja afetada por baixas temperaturas. Todavia, há indicações que a velocidade de liberação seja menor para baixas temperaturas, o que implica na necessidade de maior tempo de detenção na zona anaeróbia para que se complete a fermentação e/ou ocorra o consumo de substrato.

pH = entre 7,5 e 8,0 a remoção é mais eficiente; em valores inferiores a 6,5 reduz-se bastante a remoção e toda atividade é perdida no pH próximo a 5,0.

Tempo de detenção e configuração da zona anaeróbia = os tempos de detenção na zona anaeróbia têm sido tradicionalmente estabelecidos entre 1 e 2 horas. Necessita-se de tempo tal que permita que a fermentação seja suficiente para produzir os ácidos graxos voláteis consumidos pelos OAPs. Com tempo superior a 2 horas, a maior parte da DBO aplicada já foi removida da solução. Devem-se evitar tempos longos na zona anaeróbia, pois podem ocasionar a liberação de fósforo sem o consumo de ácidos graxos voláteis. Quando isto ocorre, não há produtos de armazenamento de carbono suficiente dentro da célula para produzir a energia necessária para a absorção total do fósforo liberado na zona aeróbia. 

Tempo de detenção na zona aeróbia = a zona aeróbia é importante para dar condições para a absorção de fósforo após a sua liberação na zona anaeróbia. A etapa aeróbia é projetada para permitir tempo suficiente para a remoção de DBO e para a nitrificação, é esperado que haja tempo suficiente para a absorção de fósforo. Este aspecto passa a ser crítico caso a zona aeróbia não esteja sempre totalmente oxigenada. Há algumas indicações de que 1 a 2 horas sejam suficientes.
Muitos organismos acumulam material de reserva como fosfato inorgânico, na forma de grânulos de polifosfato. A polifosfato quinase (PFK) catalisa a formação de poli-P em reações reversíveis:

ATP + poli-Pn  ( ADP  +  poli-Pn+1
Provavelmente, a PFK pode estar envolvida na formação de ATP quando o poli-P é degradado. A energia metabólica liberada da quebra do poli-P pode ser conservada através da síntese enzimática direta do ATP - demonstrado primeiramente em bactérias aeróbias que acumulam poli-P (Acinetobacter johnsonii). Pesquisas mostraram que os organismos possuem atividade da enzima poli-P: AMP fosfotransferase catalizando a reação:

poli-Pn  +  AMP  ( poli-Pn-1  + ADP

O ADP formado pode ser convertido em ATP pela adenilato quinase que catalisa a reação 2ADP ( ATP + AMP e simultaneamente regenera o aceptor molecular AMP. Evidencia convincente demonstrou que o poli-P pode atuar como fonte de energia nas bactérias que acumulam poli-P. Células de Acinetobacter johnsonii crescendo em alta concentração de Pi apresentaram pequenos grânulos de poil-P no citoplasma; enquanto em baixas concentrações de Pi as células não continham esses grânulos. 

Do ponto de vista metabólico, os organismos acumuladores de fosfatos são caracterizados, principalmente, pelas suas capacidades anaeróbias de utilizar e estocar os substratos orgânicos, retirando energia da hidrólise de poli-P armazenado, sem consumir qualquer aceptor final de elétrons. Os OAPs preferem ácidos graxos semelhantes ao acético e propiônico, e por isso é fundamental a ocorrência de fermentação, na zona anaeróbia, dos compostos afluentes. Quando os substratos orgânicos são utilizados anaerobiamente, são convertidos e armazenados como polihidroxibutirato (PHB).

As células podem também armazenar polihidroxialcanoato (PHA) - polímero que desempenha importante papel nos sistemas de lodos ativados. O acúmulo de PHA sob condições anaeróbias é uma estratégia adotada pelos PAOs para sobreviverem durante a alternância de condições impostas no processo, ou seja, anaeróbio-aeróbio. O armazenamento celular de PHA e PHB é realizado a partir do consumo de substratos orgânicos sob condições anaeróbias e a energia utilizada é o poli-P, que por sua vez é estocada em condições aeróbias.
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