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RESUMO

A tecnologia de lodo granular desenvolvida em reatores em bateladas
sequenciais (RBS) é uma nova geragdo de processo alternativa aos lodos
ativados para tratamento de aguas residuarias. Porém, estudos utilizando
esgoto real destacaram dificuldades para alcancar estabilidade dos
granulos e completa remocdo de nutrientes. Além disso, atualmente
existe a demanda pelo desenvolvimento de tecnologias inovadoras e
sustentaveis que alcancem além da protecdo ambiental, a recuperagéo de
recursos, a eficiéncia energética e espacial. Neste contexto, os objetivos
desta tese de doutorado foram (i) identificar o papel da comunidade
microbiana para sustentar granulacdo, remocdo de nutrientes e formagéo
de substancias poliméricas extracelulares (EPS), e (ii) investigar o
potencial de biorrefinaria de exopolimeros do tipo alginato, em sistemas
de tratamento de esgoto sanitario utilizando lodo granular. No primeiro
estudo da tese (8 4.1), as investigacGes iniciaram-se com a granulagéo e
remocdo de nitrogénio em um RBS piloto, tratando esgoto sanitario
(0,6-1,0 g DQOgoiver L™ d™). Os granulos formados (300 um) eram
compostos por protozodrios e bactérias, com predominancia de
organismos oxidante de amoénia (AOB) nas camadas externas do
granulo. A nitrificacdo parcial foi a principal via metabdlica da
conversdo de nitrogénio. As rotas de desnitrificacdo via nitrito,
desnitrificacdo autotrofica, desnitrificacdo completa e incompleta
também foram verificadas, com moderadas emissfes de N,O (2,8 % da
carga total de nitrogénio afluente). No segundo estudo da tese (§ 4.2), o
desempenho da granulacdo e da remocdo de nutrientes foram
comparadas entre dois regimes de enchimento: rapido (estratégia
operacional EO1: 18 L min™) e lento (estratégia operacional EO2: 3,5 L
min™), em um RBS piloto com esgoto sanitario. O enchimento lento foi
benéfico para formar granulos maiores, para aumentar a fracdo de
granulos no lodo e para melhorar a sedimentabilidade (EO1: 290 um,
55% granulos,109 mL gsst™'; EOQ2: 450 um, 78%, 74 mL gsst™). O lento
enchimento em EO2 também foi vantajoso para a hidrdlise da matéria
organica particulada, no actimulo de biomassa (0,7 gssv L™ em EO1 e
1,5 gssv L™ em EO2) e na remogao de fésforo (33% em EO1 e > 97,5%
em EQ2 a partir de 165 dias). Porém, em ambas EO a biomassa néo se
acumulou substancialmente e houve o acumulo de nitrito no sistema.
Estas falhas de processo foram relacionadas com a configuragao do ciclo
do RBS e aos micro-organismos selecionados pela operagdo. Os
organismos heterotrdficos ordinarios (OHO) de crescimento rapido
foram predominantes em ambas EO (30% Thauera em EO1; 56%



Comamonas em EO2). As populacbes afiliadas a Rhodocyclaceae, como
0 género Thauera, contribuiram positivamente para a granulacdo nas
condigdes operacionais utilizadas para a remogéo de C-N (EO1), porém
resultou na formacdo de granulos irregulares, levando a desintegracdo
dos granulos ap6s 274 dias em EO1. Por outro lado, no terceiro estudo
da tese (8 4.3), a aplicacdo de condigdes de selecdo de organismos
acumuladores de poli-fosfato (PAO) de crescimento lento do género
“Candidatus ~ Accumulibacter” (também membro da familia
Rhodocyclaceae) em um RBS de bancada, resultou em granulagéo
robusta, demonstrando uma relevante diferenca no impacto, a nivel de
género, no desempenho da estabilidade. O quarto estudo desta tese (§
4.4), revelou que condicGes de aumento gradual da carga organica (0,3 a
2,0 g DQOucetato dia™ L™), razdo C:P (8-16 g DQO g*P), e razdo Ca:Mg
(0,37-1 mol Ca mol™ Mg), levaram & elevada selecdo de “Ca.
Accumulibacter” (méximo 83% de contagem de leitura total) em
condigdes ambientais de pH 7,5 e 18 °C, e sustentaram a formagéo de
substancial fragdo em massa de exopolimero no lodo granular (méximo
0,53 g STeps g SVem). O exopolimero extraido do lodo granular
apresentou um comportamento reolégico tipico de alginato. Em
conclusdo, a selecdo de PAO por meio da gestdo da operagdo do reator
leva a efetiva coesdo dos granulos, promove remocdo de fdsforo e
sustenta a producdo de biopolimeros de elevado valor agregado ao
interesse industrial, inserindo, portanto, a tecnologia de lodo granular na
economia circular.

Palavras-chave: Lodo granular. Comunidade microbiana. Estabilidade
granular. Remocdo de nutrientes. Recuperacdo de exopolimeros.
Biomateriais do tipo alginato.



ABSTRACT

The granular sludge technology developed in sequential batch reactors
(SBR) is a new-generation process alternative to activated sludge, and is
being considered as standard for the intensification of biological nutrient
removal (BNR) from wastewater. However, studies using real sewage
have highlighted difficulties to achieve granules stability and complete
nutrient removal. In addition, there is a demand for the development of
innovative and sustainable technologies that achieve besides
environmental protection, resource recovery and efficiency on energy
and space. In this context, the doctoral thesis aimed (i) to clarify the role
of microbial communities to sustain granulation, nutrient removal, and
formation of extracellular polymeric substances (EPS), and (ii) to
investigate the biorefinery potential of alginate-like exopolymers in
sanitary wastewater treatment systems wusing granular sludge.
Investigations began in the first research chapter (8 4.1) with the study
of granulation and nitrogen removal in a pilot SBR treating sanitary
wastewater (0,6-1,0 g DQOgoupie L™ d™). The granules formed (300 um)
were composed of protozoa and bacteria, with predominance of
ammonia oxidizing organisms (AOB) in the outer layers of granules.
Partial nitrification was the main metabolic pathway of nitrogen
conversion. Nitrogen conversion routes as denitrification via nitrite,
autotrophic denitrification, complete and incomplete denitrification were
also verified, with moderate emission of N,O (2.8 % of total nitrogen
influent). In the second research chapter (8§ 4.2), granulation and nutrient
removal performances were compared between two feeding regimes:
rapid (operational strate%y OS1: 18 L min™) and slow (operational
strategy OS2: 3.5 L min™), in the pilot SBR fed with sanitary sewage.
The slow feeding was beneficial to form bigger granules and to increase
the fraction of granules in the sludge and to improve their settling
performance (OS1: 290 pm, 55% granules, 109 mL grss ', OS2: 450
um, 78%, 74 mL grss™). The slow OS2 was also advantageous for the
hydrolysis of particulate organic matter, the accumulation of biomass
(0.7 gyss L™ under OS1 and 1.5 gvss L™ under 0S2), and the removal of
phosphorus (33% under OS1 and > 97.5% under OS2 from 165 days
onward). However, under both OS the biomass did not accumulate
substantially and nitrite accumulated in the system. These process
failures were related to the SBR configuration cycle and to the
microorganisms selected by the operation. Fast-growing ordinary
heterotrophic organisms (OHO) were predominant under both OS (30%
Thauera under OS1 and 56% Comamonas under OS2). Rhodocyclaceae



populations, such as the Thauera genus, positively contributed to
granulation under C-N removal conditions (OS1), but resulted in the
formation of irregular granules, leading to granules disintegration after
274 days under OS1. On the other hand, in the third research chapter (§
4.3), the application of conditions selecting for slow-growing
polyphosphate-accumulating organisms (PAO) affiliating with the genus
"Candidatus Accumulibacter”" (also a member of the Rhodocyclaceae
family) in a bench-scale SBR resulted in robust granulation,
demonstrating a significant difference on the impact of the genus level
on the granulation performance. The fourth and last research chapter (§
4.4) revealed that conditions of gradual increase in organic load (0.3 a
2.0 g CODyeeate dia™ L™), C:P ratio (8-16 g COD g™ P), and Ca:Mg ratio
(0.37-1 mol Ca mol™ Mg) highly selected for “Ca. Accumulibacter”
(maximum 83% of amplicon sequencing read count) under
environmental conditions of pH 7.5 and 18°C, and sustained the
formation of a substantial mass fraction of exopolymers in the granular
sludge (maximum 0.53 g TSgps g™ VSom, 0.40 g VSgps g™ VSum). The
exopolymer extracted from granular sludge presented the typical
rheological behavior of alginate biomaterials. In conclusion, PAO
selection through reactor operation management leads to an effective
granule cohesion, promotes phosphorus removal, and sustains the
production of high-value biopolymers of industrial interest for the civil
engineering and coating industries, thus incorporating the granular
sludge technology in the circular economy.

Keywords: Granular sludge. Microbial community. Granule stability.
Nutrient removal. Exopolymer recovery. Alginate-like biomaterials.
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1 s INTRODUCAO

“We live in a society exquisitely dependent on
science and technology, in which hardly anyone
knows anything about science and technology.
Science is much more than a body of
knowledge. It is a way of thinking. This is central
to its success.”
(Carl Sagan,1990)

O Brasil tem demonstrado um lento avanco no setor do
saneamento diante, principalmente, das barreiras politicas, econdmicas e
falta de planejamento urbano do pais. Na classificacdo mundial, o Brasil
é 0 102° pais com relacdo a populacdo com acesso ao saneamento
(WHO; UNICEF, 2015). Em cinco anos (2011-2015) a melhora no
tratamento de agua ficou em 0,9% e na coleta de esgoto em 2,3%.
Atualmente, 0 acesso a agua encanada chega a 93,1% nas areas urbanas
brasileiras, no entanto um contingente de apenas 58% da populacéo
urbana recebe atedimento por redes de esgotos, destacando-se a regido
Sudeste, com média de 81,9% (SNIS, 2017). Quanto ao tratamento dos
esgotos, observa-se que o indice médio do pais chega a 42,7% para a
estimativa dos esgotos gerados. Cabe ressaltar, que o volume de esgotos
tratados aumentou de 3,624 bilhdes de m* em 2013 para 3,764 bilhdes
de m® em 2014, correspondendo a um incremento de 3,9% (SNIS, 2016)
e para 3,805 bilhdes de m* em 2015, correspondendo a 1,1% (SNIS,
2017). Um dos problemas relacionados ao langcamento de esgoto ndo
tratado sdo os altos niveis de contaminacdo da agua, especialmente por
nutrientes como nitrogénio (N) e fosforo (P), os quais estdo presentes
em diferentes formas nos ambientes aquaticos. Langcamentos excessivos
desses nutrientes podem levar a eutrofizacdo das aguas superficiais. A
constante degradacdo da qualidade das aguas receptoras de despejos leva
a necessidade de agBes que visam prevenir a eutrofizagdo por meio de
uma eficaz reducdo dos niveis de nutrientes nos descartes de esgoto.

A eutrofizagdo é um problema especialmente grave em ambientes
hidricos Iénticos, tais como 0s reservatorios, uma vez que estes séo
muito utilizados como mananciais para 0 abastecimento publico. Um
problema sério decorrente da eutrofizacdo em relagdo ao abastecimento
é a proliferacdo de algas toxicas nos mananciais, visto que seu controle e
remediacdo ainda sdo bastante complexos. Além dos riscos para o
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abastecimento publico e a salde, os efeitos da eutrofizacdo também
podem comprometer diversos usos dos recursos hidricos, como a
navegacdo, producdo de energia hidrelétrica, dessedentacdo de animais,
pesca e recreacdo, por exemplo (ANA, 2016).

Dentre as varias tecnologias existentes para o tratamento de esgoto
sanitario, os sistemas biologicos sdo os mais utilizados e explorados
comercialmente, sendo a tecnologia de lodos ativados a mais aplicada
mundialmente. Entretanto, os sistemas convencionais demandam diversas
etapas de tratamento, principalmente quando projetados para remover
nutrientes, requerendo assim grande &rea e um alto aporte energético para
implantacéo e operacdo. Uma vez que sistemas de tratamento de esgoto séo
necessarios em regides populosas, o espago é limitado. Geralmente, o
espaco disponivel em estacdes de tratamento de esgoto (ETE) ja existentes
também é limitado, o que pode causar problemas quando estas plantas
precisam ser ampliadas em funcéo de novas atividades humanas que surgem
ao redor. Dentro desta necessidade de intensificacdo de processo e limitacdo
de espaco, a tecnologia de lodo granular aerébio (LGA) (comercialmente
conhecido como Nereda®) atua como um novo modelo para a remocao
biol6gica de nutrientes e sedimentacdo secundaria em um dnico reator de
batelada sequencial (RBS) (GIESEN; THOMPSON, 2013). Plantas de
tratamento de esgoto em escala real utilizando LGA foram implantadas nos
Paises Baixos (PRONK et al., 2015), e atualmente chegam em varios paises,
inclusive naqueles em desenvolvimento, como no Brasil.

A tecnologia de LGA é baseada na rapida sedimentacdo de
biofilmes esféricos, chamados granulos, obtidos pela autoagregacdo de
micro-organismos (DE KREUK; LOOSDRECHT, 2006;
WEISSBRODT et al., 2013a). A estrutura do granulo possui diferentes
camadas e nichos microbiol6gicos como resultado do gradiente de
oxigénio e substrato que se forma entre a borda e seu interior (DE
KREUK; LOOSDRECHT, 2006). Este fendmeno possibilita a remogéo
simultanea de carbono, nitrogénio e fosforo de aguas residuarias. Apesar
das vantagens do LGA, ainda ha relutdncia para a aceitacdo desta
tecnologia em funcdo de baixa estabilidade dos granulos e longos
periodos de start-up (2 a 8 meses) (LEE et al., 2010; PRONK et al.,
2015). Na tentativa de responder como e por que os granulos se formam
e se estruturam, os pesquisadores tém colocado seus esforcos sobre o0
papel das substancias poliméricas extracelulares (EPS). Os EPS sdo
macromoléculas, como proteinas e polissacarideos, excretadas para o
meio pelos micro-organismos, melhorando a aderéncia na formagdo do
biofilme granular (SEVIOUR et al, 2009a). Desta forma, o
conhecimento sobre a producdo destas substancias, suas composigdes e
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comportamento ajuda na compreensdo do processo de granulagdo e na
estabilidade do granulo.

Além de dificuldades com a estabilidade dos granulos, autores
reportaram problemas relacionados a eficiéncia do tratamento com
remocao de fosforo e acimulo de nitrito (AKABOCI, 2013; COMA et
al., 2012; DAUDT, 2015; ISANTA et al., 2012; JUNGLES et al., 2011;
WAGNER et al., 2015a). Os fatores associados a estes problemas estdo
ligados as condicgdes operacionais aplicadas ao sistema. O processo de
lodo granular bem sucedido em escala real para esgoto municipal foi
recentemente relatado (PRONK et al., 2015). Porém, as caracteristicas
complexas dos esgotos sanitarios continuam a ser um desafio para o
desempenho do processo. Semelhante a impressionante quantidade de
pesquisas sobre sistemas de lodos ativados, os sistemas de lodo granular
também devem se beneficiar de investigacGes que se aproximem de
condicBes reais. Os esgotos sanitarios abrigam uma ampla gama de
fontes de carbono dissolvido e particulado, cujos impactos na
granulagdo e na remocdo de nutrientes precisam ser desvendados. Os
impactos da carga de carbono baixa e flutuante também sdo de interesse
relevante, no entanto, foram pouco testados (WAGNER, 2015). Além
disso, questdes como o longo tempo de granulagdo, a imprevisivel
morfologia dos granulos e sua desintegracdo, e a ineficiente remocao
bioldgica de nutrientes ainda sdo reportadas (SARMA; TAY; CHU,
2017).

A condicdo operacional aplicada ao sistema determina a selecdo dos
micro-organismos presente, como diz a hipotese de Baas Becking
(1934): “Everything is everywhere, but the environment selects” (DE
WIT; BOUVIER, 2006). A tecnologia com lodo granular tem sido bem
utilizada em RBS, onde se tem ciclos que funcionam em fases de
enchimento, aeracdo/reacdo, sedimentacdo e descarte. A configuracdo
destes ciclos operacionais afeta diretamente na selecdo dos micro-
organismos, e consequentemente, na eficiéncia do tratamento e na
estrutura do grénulo. Desta forma, a elucidacdo da comunidade
microbiana participante dos processos de granulagdo e de remocao dos
nutrientes se faz necessaria para uma compreensdo dos processos de
engenharia que se deseja alcancar.

Do ponto de vista microbioldgico, sabe-se que 0s organismos
acumuladores de fésforo (PAO) além de intensificar o processo de
tratamento podem conferir estabilidade aos granulos (DE KREUK;
VAN LOOSDRECHT, 2004; WEISSBRODT et al., 2013a) em funcéo
do tipo de matriz de EPS que 0s mesmos sdo capazes de formar. Até o
momento, pouco se sabe sobre os EPS em biofilmes de LGA. Lin et al.
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(2010, 2008) extrairam quantidades consideraveis de exopolimeros de
LGA de ETE reais e notou suas similaridades, em termos de
comportamento de gel, com o alginato (Alginate-like exopolymer, ALE).
Desta forma, os PAO se apresentam como fortes candidatos a produtores
de exopolimeros, os quais conferem a estabilidade dos granulos e
também podem apresentar grande potencial de biorrefinaria.
Biorrefinaria € um complexo integrado capaz de produzir diferentes
produtos, no presente caso sendo &gua tratada e biopolimeros com base
na biomassa do lodo residual, dentro de um conceito que permite um
alcance de maiores eficiéncias, tanto do ponto de vista termodindmica
quanto do ponto de vista econdmico e ambiental. Neste contexto, a
tecnologia de lodo granular se mostra atrativa para alta remocéo de
nutrientes e recuperacdo de produtos, sendo incluida, deste modo, no
novo paradigma da economia circular, onde as aguas residudrias ndo sao
apenas uma fonte de poluicdo, mas também um recurso sustentavel de
nutrientes, como o fosforo, e de biopolimeros como o exopolimero do
tipo alginato (VAN LOOSDRECHT; BRDJANOVIC, 2014).

1.1 JUSTIFICATIVA (MOTIVACAO)

O desenvolvimento deste trabalho foi motivado tendo como base os
pilares que deixam claros a necessidade do investimento publico: como
0s argumentos sociais/locais, ambientais, legais e cientificos. Do ponto
de vista social, o saneamento estd diretamente relacionado & saude
publica. Os locais onde a populagdo tem menos acesso ao saneamento
bésico sdo exatamente os locais onde ocorrem o0s maiores indices de
morbidade e mortalidade por enfermidades diarréicas, entre outras
doengas, como dengue e leptospirose (TRATA BRASIL, 2017). Além
desta preocupante e direta consequéncia social a falta de saneamento, 0s
despejos de nutrientes presentes no esgoto resultam em graves impactos
ambientais e sociais em funcédo da eutrofizacdo dos recursos hidricos.

Do ponto de vista legal, a fim de evitar a eutrofizacdo e proteger os
recursos hidricos, os padrdes de langamentos sdo necessarios para
controlar os despejos de carbono, nitrogénio e fésforo. De acordo com a
Resolugdo 430/11 do CONAMA, os padroes de langcamento de efluentes
sanitarios permitem uma concentracdo maxima de 120 mg L™ ou 60%
de remocdo de DBO, ndo sendo exigivel o padrdo de nitrogénio
amoniacal total. A resolucdo nacional apenas exige padrdo de
lancamento de nitrogénio amoniacal (20 mgN L™) para efluentes
provenientes de outras atividades ou processos. O fdsforo ndo €
considerado pela norma nacional no langamento de efluentes
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(CONAMA, 2011). A legislacdo ambiental de Santa Catarina é mais
restritiva, por meio da Lei n° 14.675/09, a qual estabelece que os
efluentes somente podem ser langados direta ou indiretamente em
trechos de lagoas, lagunas e estuarios, quando a concentracéo de fosforo
total for igual ou inferior a 4 mg L™ ou, se houver tratamento do
efluente, quando a eficiéncia de remogio de fosforo for no minimo de
75%, desde que ndo altere as caracteristicas do corpo de 4gua receptor
(CONSEMA-SC, 2009). Além de estabelecer padrbes para o fdsforo, as
normas catarineneses sdo mais exigentes do que a nacional quanto ao
carbono, cujo valor maximo permitido para DBO é de 60 mg L™ ou 80%
de eficiéncia de remocdo. Estes valores méaximos permitidos para
langamento de efluentes pelas normas brasileiras séo bem mais altos do
que aqueles legislados nos paises desenvolvidos, como paises da Unido
Européia, por exemplo. Neste caso, os limites de DBO, nitrogénio total e
fosforo sdo de 25 mgDBO L™ (ou 70-90% de remog&o), 15 ou 10 mgN
L™ dependendo da populacdo (ou 70-80%) e 2 ou 1 mgP L dependendo
da populacdo (ou 80%), respectivamente (EUR-Lex, 1991).

Vérias tecnologias de tratamento de esgoto para remocdes de
carbono, nitrogénio e fdésforo tém sido prospostas, sendo a tecnologia de
lodo ativado a mais utilizada. Porém, esses sistemas demandam grande
area e um alto aporte energético para implantacdo e operacdo. A
tecnologia de lodo granular (comercialmente conhecido como Nereda®)
atua com as remogGes combinadas de carbono, nitrogénio e fosforo,
mediadas por micro-organismos que se agregam em estruturas de
granulos e ndo de flocos. Como resultado, elevadas velocidades de
sedimentacdo sdo alcancadas com o lodo granular, dispensando o0s
decantadores secundarios, o que resulta em uma possivel reducdo de
80% em espaco quando comparado com o sistema convencional de lodo
ativado (DE BRUIN et al., 2004). Portanto, do ponto de vista econdmico
e cientifico, esta nova tecnologia se mostra atraente para o tratamento de
esgoto sanitario municipal.

No contexto mundial, a tecnologia Nereda® recentemente, se
mostrou eficiente no continente europeu (PRONK et al., 2015), porém
as caracteristicas dos esgotos e as condicGes climaticas se modificam em
cada local, e ttm sido demonstrados, em outros estudos, problemas com
longos periodos de start-up, instabilidade de granulos e a ineficiente
remocdo de nutrientes (SARMA; TAY; CHU, 2016). No Brasil, 0
LABEFLU-UFSC é o grupo pioneiro nos estudos de LGA. Os estudos
tiveram foco, inicialmente, na formacdo dos granulos aerébios
utilizando esgoto sintético (JUNGLES et al., 2011), seguido de esgoto
real misto com sintético (JUNGLES; CAMPOS; COSTA, 2014) e
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depois apenas com esgoto sanitario real (WAGNER; COSTA, 2013,
2015) sob diferentes condicdes de operacdo em escala de bancada. Mais
tarde o processo de granulagdo no tratamento de esgoto sanitario passou
a ser explorado em escala piloto (AKABOCI, 2013; WAGNER, 2015;
WAGNER et al., 2015a). Além do aprofundamento nas pesquisas em
relacdo a granulacéo e a eficiéncia de tratamento, o grupo LABEFLU-
UFSC também explorou a modelagem matematica do RBS-LGA
(AKABOCI, 2013) e a dindmica do nitrogénio com medic¢bes de N,O
(DAUDT, 2015). Juntamente as dificuldades com a estabilidade dos
granulos, os trabalhos realizados reportaram problemas relacionados a
eficiéncia do tratamento com remocédo de fosforo e acimulo de nitrito
(AKABOCI, 2013; DAUDT, 2015; JUNGLES; CAMPOS; COSTA,
2014; WAGNER, 2015; WAGNER et al., 2015a; WAGNER; COSTA,
2013, 2015). Portanto, a presente pesquisa surge para se aprofundar na
comunidade microbiana atuante nos processos de granulacdo e de
remogao dos nutrientes no tratamento de esgoto sanitario real, a fim de
compreender falhas e propor novos caminhos de aprimoramento desse
processo biotecnoldgico.

O tratamento do esgoto por si sO, ainda ndo é uma solucéo
sustentavel, uma vez que as transformacfes do carbono, nitrogénio e
fosforo presentes no liquido passam a compor a biomassa, a qual se
acumula no sistema e passa a ser um residuo para a ETE. Este lodo
residual continua sendo um problema ambiental e sua disposigdo um
problema econdmico. Desta forma, uma nova frente de recuperacdo de
recursos hidricos - ‘Water Resource Recovery Facilities’ (WRRF)
(WEF, 2014), vem focando no reaproveitamento dos recursos e
agregando valor as aguas residuérias. A partir do lodo de ETE, podem
ser extraido energia, fosforo, bioplasticos (como os PHA) e
biopolimeros. O alginato é um biopolimero predominantemente
produzido por algas, mas sabe-se que bactérias como Pseudomonas
aeruginosa e Azotobacter vinelandii também sdo capazes de produzi-lo
(GARCIA-CRUZ; FOGGETTI; SILVA, 2008). Uma vez que o cultivo
das algas depende de condicBes sazonais e geograficas, a produgdo do
alginato varia, ocasionando em producdes limitadas em alguns periodos
do ano e precos elevados no mercado. A producdo de alginato por
bactérias apresenta vantagens por ocorrer em condicdes controladas sem
sofrer estas influéncias. Torna-se ainda mais vantajoso quando se pensa
nesta producéo de alginato advinda de culturas mistas, como de lodo de
ETE, onde a esterilizacdo ndo é necessaria e utiliza-se residuo organico
como matéria-prima. Do ponto de vista da aplicacdo, apesar do alginato
ser principalmente utilizado na industria de alimentos, farmacéutica,
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médica e odontol6gica, novas aplicagdes foram encontradas para 0 uso
de alginato originado do esgoto. Na industria de papel, biopolimeros do
tipo alginato sdo capazes de aumentar a resisténcia a 4gua das fibras de
papéis (VAN LOOSDRECHT; LIN; LOTTI, 2013) e na industria civil,
podem evitar o ressecamento de concretos (PINCKEN; ZLOPASA,
KOENDERS, 2014). Portanto, além do presente estudo oferecer
perspectivas para atingir critérios de qualidade da &agua rigorosos
utilizando a tecnologia de lodo granular, também avaliou-se o potencial
para a biorrefinaria de exopolimeros, do tipo alginato.

Dentro destes contextos, esta pesquisa teve como ponto de partida a
busca pela remocdo de nutrientes do esgoto sanitario utilizando a
tecnologia de lodo granular aerébio, com base nos projetos
PRONEX/FAPESC ‘“Tecnologias Inovativas Para a Sustentabilidade
do Saneamento Bdsico em Santa Catarina”, € RENUTRES/FINEP
“Avaliagdo do tratamento de esgoto sanitdrio em reator operado em
bateladas sequenciais com granulos (RBSG)”, dirigidos pela professora
Rejane H. R. da Costa. Estes projetos vém sendo desenvolvidos desde
2010 na UFSC, tendo como resultados trabalhos que além de avaliar o
desempenho do processo, exploraram a modelagem matematica
(AKABOCI, 2013), as emissdes de 6xido nitroso (DAUDT, 2015), a
remog¢do de nitrogénio por assimilagdo (WAGNER et al., 2015a) e o
efeito do material orgénico particulado na granulagdo e nas condicfes
operacionais (WAGNER, 2015). O presente trabalho explorou as
comunidades microbianas atuantes, a fim de compreender as rotas
metabdlicas de transformagdo dos nutrientes e melhorar as condigdes
operacionais na remocao destes.

Na segunda etapa desta pesquisa, também com foco na ecologia
microbiana, buscou-se pelo conhecimento das substancias poliméricas
extracelulares (extracellular polymeric substances, EPS) associadas a
estabilidade dos granulos e na recuperacdo de exopolimeros. Esta parte
do trabalho esteve inserida no projeto “Systems microbiology of alginate
polysaccharides biosynthesis from granular sludge biofilms to waste-
based biorefining in mixed-culture microbial processes” desenvolvida
na TU Delft e na AAU no ano de 2015, financiado pela Fellowship of
the Swiss National Science Foundation (SNF) e dirigido pelo professor
David G. Weissbrodt e apoiado pelos professores Mark van Loosdrecht
e Per Nielsen.

A estrutura geral da tese esta representada na Figura 1.
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efluentes em RBS

Figura 1: Estrutura geral da tese.
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1.2 HIPOTESE

A partir de estudos prévios realizados pelo grupo de pesquisa do
LABEFLU-UFSC e com base na literatura, este estudo levantou as
seguintes hipoteses:

Hipdtese 1: A obtencdo de granulos estaveis e remocao completa
de nutrientes em processo de lodo granular estdo intimamente ligadas a
comunidade microbiana resultante das condigdes operacionais do reator.

Hipotese 2: A granulacdo esté relacionada com a biossintese da
matriz de EPS, sendo possivel a recuperacdo de exopolimeros
valorizados a partir do lodo granular, sob condi¢cdes de selecdo de
micro-organismos de crescimento lento.

1.3 QUESTOES DA PESQUISA

Para nortear a pesquisa, as seguintes questGes foram
estabelecidas:

1) Quais as rotas metabdlicas do nitrogénio predominantes no lodo
granular cultivado em esgoto sanitario de baixa carga, em
condicdes de remocao de carbono e nitrogénio?

2) Como a variagao na configuracdo do ciclo operacional do RBS
de lodo granular interfere na comunidade microbiana, na
granulagéo e na remocéo de nutrientes?

3) Quais medidas operacionais devem ser tomadas para melhorar a
granulacdo e a remocéo de nutrientes?

4) Como a selecdo dos micro-organismos e a producdo de EPS
influenciam na estabilidade dos granulos?

5) Como as condicBes operacionais do reator, para a sele¢do de
PAO, favorecem a producédo de exopolimero?

6) O exopolimero recuperado em condicdes de selecdo de PAO se
comporta como alginato? Qual sua potencialidade para a
biorrefinaria dentro do contexto de economia circular?
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1.4 OBJETIVOS

1.4.1  Objetivos gerais

Investigar a comunidade microbiana presente nos processos de
granulacdo, remogdo de nutrientes e producdo de EPS, e verificar o
potencial de valorizagdo de exopolimeros do tipo alginato, em sistemas
de tratamento de esgoto sanitario utilizando lodo granular.

1.4.2  Objetivos especificos

1)

2)

3)

4)

Investigar a comunidade microbiana e identificar as rotas
metabdlicas de remocdo de nitrogénio em lodo granular cultivado
em um RBS piloto alimentado com esgoto sanitéario.

Avaliar 0 regime de enchimento nas caracteristicas fisicas dos
granulos, na remocdo de nutrientes e nas comunidades microbianas,
em um reator piloto alimentado com esgoto sanitério. Discutir as
falhas observadas e propor melhorias de operagdo para os sistemas
com lodo granular.

Avaliar o efeito das condic¢Oes operacionais e da selegdo bacteriana
na formacdo da matriz de EPS e na estabilidade dos granulos em
reator RBS.

Avaliar a recuperacdo de exopolimeros do tipo alginato de lodo
granular enriquecido por PAO de crescimento lento.
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2 » FUNDAMENTACAO TEORICA

“Nothing in life is to be feared, it is only to be
understood. Now is the time to understand
more, so that we may fear less.”

(Marie Curie, 1977)

2.1 TECNOLOGIAS DE TRATAMENTO DE ESGOTO
2.1.1 Sistemas Convencionais

A tecnologia de lodos ativados tem sido operada durante os
Gltimos cem anos como o tratamento padrdo para cargas organicas,
nitrogenadas e fosfatadas presentes no esgoto. Desenvolvida na
Inglaterra (ARDERN; LOCKETT, 1914), sendo a primeira planta escala
real operada na cidade de Worcester (EUA) em 1916, esta tecnologia se
espalhou pelo mundo e ainda é a mais utilizada atualmente. O processo
baseia-se na oxidagdo dos compostos organicos e inorganicos mediada
por uma ampla variedade de micro-organismos, incluindo bactéria,
fungos, protozoarios e micrometazoarios, sendo as bactérias as
principais responsaveis pela depuracdo dos poluentes. Estes organismos
se agregam em um biofilme floculento e se encontram em suspensdo no
meio liquido.

O sistema de lodos ativados opera em fluxo continuo e ¢é
composto por um tanque de aeracdo (onde ocorrem as conversdes
bioldgicas), um decantador, a linha de recirculagdo de lodo e a linha de
descarte de lodo (Figura 2). No tanque biolégico, os micro-organismos
realizam a oxidagdo dos compostos organicos utilizando O, e NOy
como receptores de elétrons para geracdo de energia para a célula na
forma de adenosina trifosfato (ATP), processo conhecido como
catabolismo. Uma vez com energia, 0S micro-organismos produzem
novas células, o que se caracteriza pela producdo de lodo, processo
conhecido como anabolismo. O lodo produzido é separado da fase
liquida no decantador, sendo que parte dele é retornada ao tanque de
aeracdo e outra é descartada. O liquido tratado segue para um corpo
receptor e o lodo residual é desidratado para entdo seguir ao seu destino
final (METCALF; EDDY, 2003).
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Figura 2: Esquema ilustrativo de um processo de lodo ativado convencional
TANQUE DE AERACAO DECANTADOR
\

AFLUENTE EFLUENTE

>

Fonte: Préprio autor

A comunidade microbiana presente no sistema afeta
diretamente as eficiéncias de conversdes do substrato e a etapa de
sedimentacdo. O aparecimento de bactérias filamentosas, por exemplo,
prejudica a sedimentabilidade do lodo comprometendo a qualidade do
efluente tratado. Os micro-organismos responsaveis pelas remogdes de
nitrogénio e fdsforo requerem condicBes ambientais diferentes,
necessitando da separacdo espacial dos processos biolégicos com a
adicdo de outros tanques ou camaras seletoras (por exemplo, 0 processo
UCT- (University of Cape Town) (VAIOPOULOU; AIVASIDIS, 2007),
ou temporal alternando as fases aerdbia, andxica e anaer6bia em uma
Unica unidade (HE; XUE; WANG, 2009). Exatamente esta necessidade
por varios tanques, para se alcangar a remocdo completa dos nutrientes,
e 0 uso de decantadores para a separa¢do da biomassa, faz com que esta
tecnologia ocupe demasiado espaco. O problema de espago se agrava
ainda mais quando se considera o aumento populacional, onde as
estacOes se sobrecarregam e requerem ampliacbes para manter 0s
padroes de qualidade do efluente tratado. Neste contexto, surge o
desenvolvimento das tecnologias compactas para suprir esta caréncia do
sistema convencional.

2.1.2 Sistemas Compactos

Os sistemas compactos almejam a intensificacdo dos processos
de remogOes e minimizacdo do espaco ocupado pelas estacOes de
tratamento de esgoto (ETE). A maioria deles baseia-se no
desenvolvimento do lodo em forma de biofilmes, promovendo vantagem
tanto na maior diversidade de micro-organismos, quanto no aumento da
agregacdo do lodo melhorando sua sedimentabilidade. A formacdo dos
biofilmes pode acontecer em um material suporte fixo ou flutuante ou
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ocorrer a autoimobilizagdo microbiana, sem material suporte. Os
sistemas compactos mais utilizados no tratamento de aguas residuarias
atualmente séo: reator em batelada sequencial (RBS) (SBR — do inglés
Sequencing batch reactor), reator anaerébio de fluxo ascendente e
manta de lodo (UASB - Upflow Anaerobic Sludge Blanket), filtros
biologicos aerados (BAF — Biological Aerated Filters), contactores
bioldgicos rotativos (RBC — Rotating Biological Contactors), reatores
airlift com biofilme em suspensdo (BAS — Biofilm Airlift Suspension
reactors), bioreatores com membranas (MBR — Membrane Reactors),
reatores de leito mével com biofilme (MBBR — Moving-bed biofilm
reactor) e lodo granular aerébio (LGA) (AGS - Aerobic granular
sludge). Neste estudo foram utilizados os sistemas RBS com LGA, 0s
quais serdo descritos adiante.

2.1.2.1 Reator em bateladas sequenciais (RBS)

O reator em batelada sequencial segue 0 mesmo principio do
processo de lodos ativados, porém operando em fluxo intermitente.
Desta forma, as fases de aeragdo e decanta¢do acontecem em um Unico
tanque, sendo separadas por tempo e ndo por unidade operacional.
Como resultado, os RBS ocupam uma area muito menor de instalacdo
do que os lodos ativados, se tornando bastante atrativa em regifes onde
ha limitacdo de espago. No tratamento de esgoto, com a adequada
automacdo do sistema, consegue-se promover condigdes para as reagdes
biologicas de nitrificagao, desnitrificagio e remogao de fosforo, através
de fases aerObias, anoxicas e anaerdbias em apenas uma unidade
operacional (GERARDI, 2010). Os RBS sdo operados em ciclos
operacionais, onde ocorrem as seguintes fases sequenciais (Figura 3):
(1) fase de enchimento; (2) fase de aeracédo; (3) fase de decantagdo dos
s6lidos em suspensdo; (4) descarga do efluente; e (5) fase de repouso ou
ajustes (JORDAO; PESSOA, 2009).

(1) Fase de Enchimento: O preenchimento do esgoto dentro do reator
pode ser realizado através de (i) Enchimento estatico promovendo
condi¢des anaerdbias para fermentagdo; (ii) Enchimento com
mistura sem aeracdo fornecendo condigdes de anoxia; e (iii)
Enchimento com reacdo, a qual ocorre por um pulso aerado
(GERARDI, 2010). No enchimento estatico (i) a absor¢do da
matéria organica é realizada em condi¢des anaerébias, promovendo
0 crescimento de organismos heterotroficos de crescimento lento e
evitando os organismos filamentosos. Neste caso, &€ importante
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)

®3)

(4)

Q)

ressaltar que, o tempo de contato entre a biomassa (em forma de
cama de lodo no fundo do reator) e o afluente € um importante fator
para a apropriada conversdo do substrato desejado. No enchimento
agitado (ii) sem aeracdo, o nitrato é utilizado pelas bactérias
facultativas para a degradacdo da matéria organica do afluente,
promovendo a desnitrificagdo. J& no enchimento com reacao (iii), a
matéria organica é degradada aerobicamente promovendo a
proliferacdo de organismos heterotrdficos de crescimento rapido.

Fase de reacdo: Apbs a entrada do esgoto, inicia-se a aeragdo
realizando a mistura completa no liquido com a biomassa. Nesta
fase acontece a degradacdo do carbono remanescente do
enchimento, a nitrificacdo e a absorcéo do fésforo, este Gltimo caso
0 enchimento estatico tenha sido empregado. O oxigénio dissolvido
nesta fase é normalmente maior que 2 mg L™ para promover boas
eficiéncias na remogdo de aménia. A fase de aeracdo pode ser
alternada com periodos anoxicos, dependendo da necessidade de
desnitrificagdo (LOCHMATTER; GONZALEZ-GIL; HOLLIGER,
2013).

Fase de sedimentacdo: Esta fase é equivalente ao decantador
secundario do sistema convencional. Seguido da reagdo, o tempo de
sedimentacdo da biomassa é necessario para separar a biomassa do
efluente tratado. Caso os sélidos e biomassa ndo sedimentem ou se
compactem apropriadamente, estes serdo removidos do reator
durante o descarte. Este fendmeno é conhecido como wash out da
biomassa e pode ser evitado quando se define o tempo de
sedimentacdo em funcdo da velocidade de sedimentacdo do lodo. A
técnica de wash out também pode ser utilizada quando se deseja
descartar do sistema particulas com sedimentabilidade ruim, mas
neste caso o efluente ndo estard adequado para ser lancado no corpo
receptor.

Fase de Descarte: O descarte do efluente tratado é realizado nesta
etapa, a biomassa permanece no reator. Desta forma, o
esvaziamento do tanque ndo é completo, tendo uma troca
volumeétrica que varia de 25-50% do volume do reator (GERARDI,
2010).

Fase de Repouso (opcional): Esta fase é utilizada para o ajuste do
tempo entre o final de um ciclo ¢ o inicio do outro quando
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necessaria e para realizar a remocéo de lodo excendente.

Figura 3: Esquema ilustrativo do funcionamento de um reator em bateladas
sequenciais

AFLUENTE

ENCHIMENTO

[ESTATICO, MISTURA OU AERADO]

CICLO
RBS

REAGAO

[MISTURA E AERACAO]

EFLUENTE
—

DESCARTE SEDIMENTAGAO
Fonte: Préprio autor.

Adaptacdes podem ser feitas nos ciclos, como a inser¢édo de fase
anaerobia/andxica na reagdo, ou a realizacdo do enchimento escalonado,
por exemplo, a fim de aprimorar o processo de desnitrificacdo
(LAMEGO NETO; COSTA, 2011; VOLTOLINI, 2015). A escolha pela
configuracdo do ciclo e a duracdo das fases depende do tipo da agua
residudria, carga aplicada, e dos micro-organismos que se deseja
selecionar em funcdo da qualidade do efluente que é exigida. Esta
flexibilidade do sistema traz vantagens para o sistema RBS, pela simples
adaptacdo do ciclo frente a mudanca de cargas e ainda podendo alcancar
remocOes completa dos nutrientes. Porém, acoplado a estas vantagens, o
RBS apresenta desvantagens quando comparado com o0 sistema
convencional: necessita de um nivel mais elevado de sofisticacdo e de
manutencdo em fungdo dos temporizadores e equipamentos
automatizados; necessidade de descartar lodo e requerimento de tanque
de equalizacdo em alguns casos (USEPA, 2000).

A tecnologia RBS ¢ bastante apropriada para desenvolver a
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biomassa granular aerébia (mostrada no item 2.2), a qual intensifica o
processo quanto as remocgdes de nutriente e melhora a sedimentabilidade
do lodo, quando comparado ao RBS operado com biomassa floculenta
usual.

2.2 TECNOLOGIA DE LODO GRANULAR AEROBIO (LGA)

A tecnologia de LGA ¢ baseada na rapida sedimentacdo de
biofilmes esféricos, chamados "granulos”, obtidos pela auto agregacéo
de micro-organismos (SEVIOUR et al., 2012; WEISSBRODT et al.,
2013a). Gréanulos aerdbios possuem uma estrutura fisica densa de
biofilme, que confere a biomassa uma boa propriedade de decantagéo,
alta retencdo no sistema (elevada idade do lodo) e a habilidade de
suportar altas cargas de aguas residuarias e choques de carga (LIU;
TAY, 2004).

O primeiro marco da tecnologia LGA foi com Mishima e
Nakamura (1991) quando descobriram os granulos aerébios enquanto
investigavam a auto-imobilizagio de lodo ativado em um reator piloto
aplicando o processo aerébio de fluxo ascendente e manta de lodo
(Aerobic Upflow Sludge Blanket — AUSB) para tratar esgoto municipal.
Ainda nos anos noventa, o estudo de bancada de Morgenroth et al.
(1997) deu inicio a extensa pesquisa de formacao dos granulos aerdbios
em RBS para o tratamento de esgoto. Desde entdo, a tecnologia RBS
tem sido amplamente aplicada para os processos de LGA.

A patente do processo para tratamento de esgoto com lodo
granular foi concedida no inicio dos anos 2000 a Mark van Loosdrecht e
Merle de Kreuk (VAN LOOSDRECHT; DE KREUK, 2004). Logo em
seguida a Universidade Técnica de Delft junto com a empresa Royal
Haskoning DHV batizaram a tecnologia comercialmente como Nereda®.
Depois de utilizar a tecnologia em varias aplicacdes industriais a partir
de 2006, a primeira planta em escala real municipal foi inaugurada em
2011 na cidade de Epe e a segunda em 2013 em Garmerwolde, ambas na
Holanda (GIESEN; THOMPSON, 2013). A partir de entdo, a tecnologia
LGA se espalhou pelo mundo com mais de 30 plantas sendo construidas
ou ja sendo operadas atualmente nos continentes da Europa, Africa,
Asia, Oceania e América do Sul. No Brasil, a primeira planta Nereda®
foi recentemente inaugurada (Maio/2016) no Rio de Janeiro (RJ) pela
parceria das empresas DHV, Foz Aguas 5 e Odebrecht Ambiental para
tratar o esgoto de até 480.000 pessoas.

Embora a tecnologia demonstre grande potencial no tratamento
de efluentes para remocdo de nutrientes em escala real, o periodo de
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formacdo dos grénulos (start-up) ainda tem se mostrado longo
(aproximadamente 6 meses) (PRONK et al., 2015). Até mesmo em
estudo de laborat6ério com esgoto sintético e condi¢fes controladas, 0s
grénulos levam de 50-100 dias para serem formados (EBRAHIMI et al.,
2010; WEISSBRODT et al., 2012). Desta forma, a granulacdo precisa
ser investigada e seu tempo ser otimizado, uma vez que a estratégia de
inocular reatores com granulos significa dispor de espago, custo e ainda
contar com a possibilidade da desintegracdo dos granulos no
armazenamento ou até mesmo no processo de start-up (ADAV; LEE;
LAI, 2009; LIU et al., 2011). Além disso, pouca informacdo €
disponivel quando se trata da aplicacdo da tecnologia de LGA para o
tratamento de esgoto sanitario de baixa carga (ARAUJO et al., 2016; DE
KREUK; LOOSDRECHT, 2006; ISANTA et al., 2012; JUNGLES;
CAMPOS; COSTA, 2014; LI et al., 2014; NI et al., 2009; WAGNER et
al., 2015a), o que foi mostrado como um fator que retarda ainda mais o
processo de granulagéo.

A realidade de clima e a composicao do esgoto de cada lugar se
diferenciam e podem afetar diretamente na atividade dos micro-
organismos e consequentemente na eficiéncia dos processos de remogéo
(BASSIN et al., 2012). Desta forma, estudos locais e em menores
escalas sdo de extrema importancia para uma melhor compreensdo dos
processos e amparar assim a funcionalidade do sistema em escala real.
Os estudos realizados no contexto brasileiro demostraram que junto as
dificuldades com a estabilidade dos granulos (XAVIER, 2017),
problemas relacionados a eficiéncia do tratamento com remocdo de
fosforo e acumulo de nitrito se reproduziram (AKABOCI, 2013;
JUNGLES; CAMPOS; COSTA, 2014; WAGNER, 2015; WAGNER,;
COSTA, 2013, 2015). Outros estudos também reportaram o acimulo de
nitrito no tratamento de esgoto doméstico com LGA (COMA et al.,
2012; ISANTA et al., 2012). Durante a Gltima década, pesquisadores
tém focado, principalmente, no desenvolvimento do processo de LGA
de escala de bancada a escala real, em uma perspectiva de engenharia de
processos. Considerando que as mais recentes investigacdes
microbiolégicas foram em sua maioria conduzidas sob condicfes bem
definidas com esgoto sintético, nos dias de hoje e nos préximos anos os
estudos do LGA se focam no impacto da alta complexidade das
condicBes de esgoto real e na dindmica microbiana dos processos
envolvidos, no sentido de otimizar o desempenho de tratamento nas
grandes escalas com suas diferentes realidades locais (BASSIN, 2012;
EBRAHIMI et al., 2010; WEISSBRODT et al., 2012, 2013a;
WEISSBRODT; SHANI; HOLLIGER, 2014; WINKLER et al., 2013)
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2.2.1 O LGA e sua formacao

Em sistemas convencionais de lodo ativado, micro-organismos
e pequenas particulas presentes no esgoto formam pequenos agregados
ou flocos (50-300 um em tamanho). Sob condicbes especiais, estes
agregados podem se tornar bem maiores e compactos formando granulos
(0,2-5 mm). Grénulos foram primeiramente reportados em biorreator
anaerdbio de manta de lodo de fluxo ascendente (UASB) (LETTINGA,
VELSEN; HOBMA, 1980). A explicacdo para a granulacdo anaerdbia é
a ocorréncia da justaposicdo de microcol6nias sintréficas, o que também
acontece para os granulos aerobios. Apesar da aplicacdo consolidada do
lodo granular anaerébio no tratamento de aguas residuérias, 0s estudos
sobre lodo granular aerébio sdo recentes, sendo sua defini¢do divulgada
durante o primeiro encontro sobre lodo granular aerdbio ocorrido em
2004 (DE KREUK; DE BRUIN; VAN LOOSDRECHT, 2005) sendo:

“Granules making up aerobic granular activated sludge are to
be understood as aggregates of microbial origin, which do not
coagulate under reduced hydrodynamic shear, and which settle
significantly faster than activated sludge flocs. ”

Granulos aer6bios sendo agregados (aggregates of microbial
origin) de micro-organismos ativos junto a componentes de origem
microbiana (como proteinas, EPS, etc.). A caracteristica de ndo coagular
(do not coagulate under reduced hydrodynamic shear) se refere na
diferenca de comportamento entre lodo ativado, o qual tende a flotar em
condigdes de baixa agitacdo e aeracdo, enquanto o lodo granular aerébio
ndo flota e se estabelece como unidades separadas. Quanto a
sedimentacdo significativamente mais rapida do que os flocos (which
settle significantly faster than activated sludge flocs.), implica nas
caracteristicas de indice volumétrico de lodo (IVL), onde granulos
apresentam 1VL30, 10 e 5 muito préximos, indicando a rapida
sedimentacdo dos mesmos. Além destas propriedades gerais dos
granulos aerdbios, o tamanho minimo especifico das particulas que
definem granulos foi definido em 200um (DE KREUK; KISHIDA,;
VAN LOOSDRECHT, 2007).

A formacdo dos granulos ocorre sem o auxilio de um material
suporte fisico, uma vez que ocorre a autoagregacdo das células
formando um biofilme granular. Este processo de autoimobilizacdo
envolve forgas fisicas, interagdes quimicas e bioldgicas. Para se ter o
granulo e o processo desejado e controlado, a compreensdo do
desenvolvimento de granulos é a chave da tecnologia. Porém, apesar de
alguns mecanismos de granulacdo serem propostos, este processo ainda
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ndo foi totalmente elucidado (SARMA; TAY; CHU, 2017).
2.2.1.1 Mecanismos propostos de granulagéo

Ainda no inicio das pesquisas com os granulos aerébios Beun et
al. (1999) ja propuseram um mecanismo de granulacdo. Segundo estes
autores, o processo de desenvolvimento dos grénulos se inicia com 0s
fungos, os quais formam micélios mais pesados que as bactérias ficando
assim retidos no reator. Como resultado da forca de cisalhamento, 0s
fungos formam agregados de até 5-6 mm e servem como uma matriz de
imobilizacdo para que as bactérias crescam em coldnias. Por falta de
oxigénio do interior destes granulos, ocorre a lise do agregado de
micélios, mas 0s agregados microbianos conseguem permanecer no
reator por terem tamanho suficiente para sedimentar.

Recentemente, foi proposto um mecanismo de granulacdo mais
detalhado que consiste em quatro etapas (Figura 4): sendo: (i) Inicial
ligacdo célula-célula promovidas por mecanismos de translocacdo de
prétons, neutralizacdo de carga na superficie, hidrofobicidade da
superficie da célula e forcas de Van der Walls; (ii) Desenvolvimento de
micro-agregados por estas células auto-ligadas; (iii) Extensa biossintese
de substéncias poliméricas extracelulares (EPS) pelos micro-organismos
agregados estimulados por guorum sensing e estresses ambientais como
limitacdo de nutrientes; e (iv) Maturacdo de granulos continuando a
sintese de EPS em resposta aos parametros hidrodindmicos externos
aplicados pela configuragdo do reator e condi¢bes de operacdo
(ZHANG; HU; LEE, 2016).
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Figura 4: Representacdo esquematica do processo de formagdo de granulos
aerdbios e dos mecanismos envolvidos em cada etapa.

Mecanismos: Mecanismos: | Mecanismos:

a) Translocagdo de a) Quorum a) Efeito dasforgas
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Fonte: adaptado de Sarma; Tay; Chu (2017).

O processo de granulagdo também pode sofrer influéncia dos
protozoarios, os quais sao identificados em granulos formados a partir
de esgoto com presenca de material particulado (JUNGLES; CAMPOS;
COSTA, 2014; LEMAIRE; WEBB; YUAN, 2008; WAGNER et al.,
2015a; WEBER et al., 2007). No estudo de Weber et al. (2007),
realizado com esgotos ricos em material particulado, foi observada a
presenca de protozoarios ciliados, fungos e a participacdo deles no
processo de granulagéo, ilustrado na Figura 5. Em uma primeira fase (i)
ocorre a formacdo de flocos, onde os ciliados se estabelecem em outros
organismos ou em particulas (Figura 5 A). Ainda nesta primeira fase
acontece o crescimento volumoso dos protozodarios (exemplo Epistylis
sp.) e o inicio da colonizacdo de bactérias nas hastes dos ciliados
(mostrado com a seta preta na Figura 5 B). Na fase 2 (ii), ocorre a
proliferacdo das bactérias, cobrindo completamente os ciliados que
morrem e geram 0 desenvolvimento do nucleo granular e o crescimento
do granulo. Portanto, é formada uma densa zona no interior do granulo
que consiste em bactérias e restos das hastes dos protozoarios. Deste
modo, os remanescentes celulares dos ciliados atuam como uma
"espinha dorsal” (Figura 5 C). Por fim, na fase 3 (iii) granulos maduros e
compactos sdo formados e servem como novo substrato para outras
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células de protozoarios (Figura 5D) que se agregam na superficie do
granulo (Figura 5 E).

Figura 5: Representacdo do desenvolvimento de granulos aerébios formados
quando cultivados em substrato contendo material particulado.

Fonte: Weber et al. (2007)
2.2.1.2 Fatores determinantes para granulacdo

Os granulos formados variam quanto a morfologia, tamanho e
qualidade de sedimentacdo frente as diferentes condicBes especificas de
cada caso. CondicOes que se diferenciam quanto ao tipo de substrato,
carga organica aplicada, forca de cisalhamento hidrodindmico aplicada,
tempo de sedimentacdo, tempo de retencdo hidraulica, fase de fome
“starvation”, presenca de ions calcio no afluente, regime de enchimento,
oxigénio dissolvido, pH e temperatura, indculo, configuracdo do reator e
presenca de inibidores como aménia livre (LIU; TAY, 2004). Dentre
estas condigdes, os principais fatores que determinam a formacdo de
lodo granular, tanto anaerdbio quanto aerobio, sdo: a selecdo pela
velocidade de sedimentacdo no reator, a forga de cisalhamento aplicada
e a velocidade de crescimento dos organismos envolvidos (DE KREUK;
DE BRUIN; VAN LOOSDRECHT, 2005).
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Um atributo fisico importante dos granulos aerébios é a sua
velocidade de sedimentacdo. Os granulos podem sedimentar com uma
velocidade variando de 25 a 70 m h™, que séo significativamente mais
rapidos do que flocos com 7 a 10 m h (QIN; LIU; TAY, 2004).
Portanto, uma das técnicas mais utilizada para a formacao dos granulos
em RBS é aquela que utiliza alta pressdo de selegdo das particulas
aplicando baixos tempos de sedimentagdo. Sob estas condigdes, 0s
flocos de lodo ativado que sedimentam mal serdo lavados do reator
(wash out), ficando apenas os nulcleos que sedimentam bem (BEUN;
VAN LOOSDRECHT; HEIINEN, 2002). Junto ao reduzido tempo de
sedimentacdo, altas razdes de troca volumétrica (30-70%) e baixos
tempos de retengdo hidréaulica (tipicamente 6 horas) tém sido eficientes
para selecionar a biomassa com altas velocidades de sedimentacdo e
induzir a rapida formacgdo dos granulos aerébios (BEUN et al., 1999;
MORGENROTH et al., 1997).

A turbuléncia hidrodindmica causada pelas altas velocidades de
aeracdo ascendente aplicadas nos reatores atua como forca de
cisalhamento ajudando também na formacdo dos granulos. A forca de
cisalhamento desencadeia a produgdo de polissacarideos nas células, que
por sua vez resulta numa estrutura de biofilme equilibrada sob as
condi¢des hidrodindmicas dadas. O EPS produzido aumenta a
hidrofobicidade das células e consequentemente seu potencial de adesdo
(TAY; LIU; LIU, 2001a). Além de induzir producdo de EPS, as altas
velocidades de aeracdo aumentam a atividade de respiracdo dos micro-
organismos aerdbios, erodem o granulo propiciando uma superficie lisa,
e fornecem suficiente oxigénio para a degradacdo de substrato (SHOW;
LEE; TAY, 2012).

A velocidade de crescimento dos micro-organismos aparenta
ser um dos principais fatores responsavel pela densidade dos granulos.
Organismos de rapido crescimento produzem biofilmes menos densos
do que os organismos de crescimento lento. Por exemplo, nitrificantes
formam um biofilme mais pesado do que organismos heterotroficos sob
as mesmas circunstancias (VILLASENOR et al., 2016). Quanto aos
granulos aerébios, de Kreuk (2006) afirma que para obter granulos
estaveis, densos e uniformes, a velocidade de crescimento dos
organismos deve ser reduzida. Esta informacdo vai ao encontro do
primeiro mecanismo de desintegracdo descrito abaixo.

2.2.1.3 Estabilidade e desintegracdo dos granulos

A deterioracdo da estabilidade dos granulos ao longo do tempo
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é uma questdo importante da granulacdo aerdbia, que pode ser uma
barreira para a operacdo desta tecnologia em escala real. Alguns estudos
tém mostrado que os granulos aerébios se desintegrariam apds uma
operacdo prolongada. Mecanismos foram propostos para explicar a
perda de estabilidade dos granulos, sendo (i) o crescimento de
organismos filamentosos, (ii) hidrélise do nucleo do granulo, e (iii) o
papel dos EPS (LEE et al., 2010).

(i)

(ii)

(iii)

Velocidade elevada de crescimento da biomassa estimula a
proliferacdo de micro-organismos filamentosos ocasionando em
grénulos de tamanho maior, de estrutura frouxa e de baixa
densidade. O crescimento excessivo de bactérias filamentosas
pode levar a granulos fofos (fluffy) e dispersos que podem ser
facilmente lavados para fora do reator (ZHENG et al., 2006).
Diferentes estudos tém reportado a deterioracdo das
propriedades de sedimentacdo dos granulos aerdbios por
filamentosas (MORGENROTH et al., 1997). De acordo com
(LIU; LIU, 2006), o crescimento de filamentosas em reatores de
LGA pode ser desencadeado por diferentes fatores, como longo
tempo de retencdo hidrulica, baixa concentragdo de substrato
na fase liquida, gradiente de substrato no biofilme granular,
deficiéncia de OD e nutrientes dentro dos granulos.
Temperaturas mesofilicas (35°C) é outro fator que contribui
para selecionar organismos filamentosos em sistemas de LGA
(WEBER et al., 2007).

Quando os granulos crescem muito de tal forma que o seu raio é
maior do que o limite de transferéncia de massa, podem
desenvolver-se condicGes anaerdbias no centro do granulo.
Subsequentes metabdlitos anaerébios como &cidos graxos e
biogas podem enfraquecer a estrutura interna do granulo
resultando na desintegracdo (ADAV; LEE; LAI, 2009)

Os B-polissacarideos ndo sollveis formam a camada exterior
dos granulos aerdébios para resistir ao cisalhamento. Por outro
lado, o ndcleo granular composto de proteinas proporciona
estabilidade mecénica ao granulo. Zhang et al., (2007)
reportaram que a remog¢do seletiva de proteinas apresentou
impactos minimos na estabilidade estrutural dos granulos,
enquanto que a hidrdlise dos B-polissacarideos causou sua
desintegragdo. Portanto, a estrutura de granulos é suportada por
uma rede composta principalmente de B-polissacarideos como
suporte para a incorporagdo de proteinas, lipidios, o-
polissacarideos e células (SHOW,; LEE; TAY, 2012). O papel
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dos EPS serd melhor discutido adiante na secdo (2.2.2.2).

2.2.2 Composicao do LGA
2.2.2.1 Camadas dos granulos

A estrutura do LGA é dependente da operacéo do reator, assim
como a selecdo de espécies e crescimento morfoldgico. Os granulos
aerobios possuem uma estrutura heterogénea, onde diferentes camadas
podem ser identificadas: normalmente contendo alta densidade de
biomassa no exterior do granulo e baixa densidade de biomassa no
interior (WANG; LIU; TAY, 2005). A camada externa é composta por
grandes protuberancias como “couve-flores”, contendo vazios e canais,
0s quais desempenham um papel chave no transporte de substratos e
metabdlitos dentro e fora do granulo (ZHENG; YU, 2007). Estas
protuberéncias consistem, principalmente, de bactérias, ciliados
pedunculados, fungos filamentosos e EPS (matriz de polimeros,
incluindo polissacarideos, proteinas, glicoproteinas, acidos nucleicos,
fosfolipideos e &cidos hdmicos), os quais fornecem o material coesivo
gue mantém a ligacao entre as bactérias.

Os granulos aerdbios sdo compostos por uma ampla diversidade
de micro-organismos. A populacdo microbiana do lodo granular aerdbio
é semelhante aquela dos lodos ativados, porém se diferencia quanto a
estruturacdo do biofilme. O lodo floculento (Figura 6 A) de estacdes de
tratamento de esgoto convencionais é submetido a ambientes aerébios e
anaerobios e as diferentes disponibilidades de substrato por meio da
recirculacdo deste pelos diferentes compartimentos/tanques. Ja a
estrutura do granulo possui diferentes camadas e nichos microbiolégicos
como resultado do gradiente de oxigénio e substrato que se forma entre
a superficie e o interior do granulo (de KREUK; LOOSDRECHT,
2006). Este fendmeno possibilita a remo¢do simultanea de carbono,
nitrogénio e fosforo de dguas residuarias. Portanto, todas as conversdes
podem ocorrer nas diferentes camadas dentro da biomassa granular, em
apenas um reator com alternancia dos periodos aerébios e anaerébios em
bateladas sequenciais. A profundidade dos granulos e as limitacGes do
transporte de massa definem o tamanho de cada camada
aerdbia/andxica/anaerdbia, resultando na estratificacdo das bactérias.
Esta profundidade depende da velocidade de consumo de oxigénio e
também da porosidade do granulo. Nitrificantes estdo localizadas nas
camadas externas, onde h& penetracdo de oxigénio, enquanto que as
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desnitrificantes e os PAO e GAO se estabilizam em camadas andxicas e
anaerobias internas (Figura 6 B) (WINKLER et al., 2013).

Figura 6: Diferenca estrutural entre A) lodo floculento e B) lodo granular
aerdbio.

g;:“\ Organismos:
) PAO Aerobia

M%‘ \QL‘- Nitrificantes Anaerobia

Fonte: Winkler et al. (2013)
2.2.2.2 O papel das substancias poliméricas extracelulares (EPS)

EPS sdo produtos metabolicos acumulados na superficie das
células bacterianas, os quais alteram as caracteristicas fisico-quimicas da
superficie celular, como carga, hidrofobicidade e outras propriedades.
As bactérias segregam EPS viscosos que constituem de proteinas,
polissacarideos, éacidos humicos e lipidios que ajudam a iniciar o
processo de granulagdo aerébica (LIU; TAY, 2004) Na maioria dos
biofilmes, os micro-organismos sdo responsaveis por menos que 10% da
massa seca, enquanto que a matriz de EPS é responsavel por mais de
90% (WINGENDER; NEU; FLEMMING, 1999).

Até o momento, pouco se sabe sobre os EPS em biofilmes de
LGA. Diferentes estudos tém investigado a producdo e evolucdo da
composicdo dos EPS em LGA. Wang, Liu e Tay (2005) determinaram
que os B-polissacarideos ndo sollveis formam a camada externa de
granulos aerobios proporcionando resisténcia sob o cisalhamento. Adav,
Lee e Tay (2008) hidrolisaram seletivamente proteinas, a- e [-
polissacarideos e lipidios utilizando enzimas e determinaram a alteracédo
de estabilidade dos granulos apds a hidrélise. Estes investigadores
notaram que, embora as proteinas fossem abundantes nas regides do
nicleo, a remocdo seletiva delas teve impacto minimo sobre a
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estabilidade estrutural dos granulos. Inversamente, a hidrolise de B-
polissacarideos causou desintegracdo da biomassa granular. Portanto, o0s
B-exopolissacarideos insollveis e ndo-biodegradaveis, como celulose e
quitina, tém sido sugeridos como sustentadores da estrutura granular,
onde servem como “esqueleto” para proteinas, a-polissacarideos,
lipideos e células (WANG; LIU; TAY, 2005). Adav et al. (2008)
mostraram a distribuicdo dos EPS (proteinas, lipidios, a- e f-
polissacarideos) e das células no LGA (Figura 7).

WANG et al. (2006) analisaram a dinamica de producdo e
consumo de EPS durante o periodo de granulagdo, e durante os ciclos
operacionais de RBS. Como resultado, eles obtiveram que os EPS foram
principalmente produzidos durante as fases exponenciais, e que
aproximadamente 50% do EPS foi consumido durante as fases de
“fome”. De acordo com os autores, 0 EPS consumido serve como fonte
de carbono e energia para sustentar o crescimento dentro dos granulos.
Estudos adicionais tém reportado que a fragdo de proteinas dos EPS é
principalmente desenvolvida durante a formacdo dos granulos aerébios
e, ttm sido apontadas como um fator importante na coesdo nha
arquitetura do biofilme granular (ZHANG et al., 2007).

Figura 7: Distribuigdes no LGA de proteinas, lipidios, a- e B-polissacarideos,
células e células mortas.(a) Proteinas em verde; (b) Lipideos em amarelo; () o-
polissacarideo em azul claro; (d) Células totais em vermelho; (e) Células mortas
em violeta; (f) B-polissacarideos em azul escuro.

Fonte: adaptado de Adav et al. (2008)
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Exopolissacarideos bacterianos foram extraidos de granulos
aerobios e notou-se que o extrato se comportava como 0 polimero
alginato, sendo conhecido atualmente como ALE (alginate-like
exopolymer) (LIN et al., 2008). O alginato é da familia de
polissacarideos extracelulares produzidos por algas e bactérias. Ele é
composto pelos mondémeros B-D-acido manurdnico (bloco M) e a-L-
gulurénico (bloco G), onde os blocos G promovem a capacidade de
formar gel quando se ligam com cétions divalentes como sddio e célcio
(Figura 8A) (GRANT et al., 1973). Consideraveis quantidades de
exopolimeros do tipo alginato (ALE) de ETE reais que utilizam a
tecnologia de LGA foram extraidas (FELZ et al., 2016; LIN et al., 2010;
LIN; SHARMA; VAN LOOSDRECHT, 2013). Dentro dos EPS
granulares, os exopolissacarideos foram identificados como o principal
constituinte de formacdo de gel (LIN et al., 2010; SEVIOUR et al.,
2009h).

Seviour et al. (2009a, 2009b) demonstraram que os granulos
aerobios cultivados a partir de aguas residuarias de matadouro eram
hidrogéis de proteina-polissacarideo. SEVIOUR et al. (2009b) extrairam
EPS de granulos aerdbios e de lodo floculento, e notaram caracteristicas
reoldgicas distintas entre os dois. Especificamente, o EPS de granulos
aerébios apresentou formagdo de gel a um pH de 9; enquanto que a
partir do lodo floculento a pH 4-5. Isto significa que os EPS de granulos
aerobios presentes em ETE convencionais (pH 6-8,5) comportam-se
como um gel forte, e como uma solucdo para o lodo floculento. Os
polissacarideos e glicosideos, tais como os proteoglicanos, tém sido a
chave para a geleificacdo de EPS. Os EPS do LGA possuem trés
componentes: (i) polissacarideo de elevado peso molecular, (ii)
proteinas e glicosideos de médio peso molecular e (iii) proteinas e
glicosideos de baixo peso molecular (SEVIOUR et al., 2010a). Apenas 0
polissacarideo de elevado peso molecular apresentou 0 comportamento
de formacao de gel caracteristico de granulos aerébios e foi considerado
como um agente geleificante para granulagdo. A estrutura deste
polissacarideo de elevado peso molecular foi elucidada como um
heteropolissacarideo Unico, altamente complexo com uma sequéncia
repetida dos mondmeros: a-galactose, p-manose, B-glucosamina, N-
acetil-p-galactosamina e 2-acetoamido-2-desoxi-a-galactopiranurénico
(Figura 8B) (SEVIOUR et al., 2010b). A sintese deste polissacarideo
formador do gel estrutural, também chamado de “Granulan”, foi apenas
realizada em condigdes de operacdo seletivas para “Ca. Competibacter”
(SEVIOUR et al., 2011).
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Figura 8: llustragdes das estruturas propostas dos exopolissacarideos do lodo
granular aer6bio. (A) Estrutura do alginato e seus mondémeros como sendo
similar aos dos exopolissacarideos do LGA, o qual se comportou como este
polimero, conhecido como ALE proposto por (LIN et al., 2008); (B) Estrutura
do Granulan proposta por (SEVIOUR et al., 2010b).

A Composigao do Alginato — “ALE”
Estrutura similar proposta para os expolissacarideos de LGA

WAy
\0 OH °
o, OH
-00oc

G G M G M M

O,

LOooC
OM
Q.
H
-00¢’ OH
Bloco MG

—
MMMMGMGMMMMGGGGGMMMM
R e

Bloco M Bloco G

Composigao do “Granulan”
Estrutura proposta para os exopolissacarideo de LGA

on

™ M B-GalNAc
o o
o
/P Ho. o o a-GalANAC
iy coc, o
o

WHoogH,
B-GleN

3 %’o ™ aGal
o
HO, on 3

vo.
B-Gal N o B-Man
o
Ma
S wo. o

o,
o cHy

B-GlcA a-Rha

HO o'
o

Fonte: adaptado de Lin et al. (2008) e Seviour et al. (2010b)

Weissbrodt et al. (2013a) demonstraram, para granulos
predominados com “Ca. Accumulibacter” e “Ca. Competibacter”, a
presenca de diferentes tipos de matrizes de glicoconjugados (moléculas
de carboidratos aderidos a lipideos e/ou proteinas). Esta observacao
indicou que a composicdo dos exopolissacarideos de granulos €
provavelmente mais complexa do que o relato dos dois Unicos polimeros
-“Granulan” e “ALE” - descritos acima. Os autores demonstram a
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necessidade por outras investigacdes que abordem as relagGes dos EPS
com as populacdes microbianas envolvidas.
2.3 REMOCAO BIOLOGICA DE NUTRIENTES

2.3.1  Convers0es biolégicas do nitrogénio

A necessidade da remocéo de nitrogénio de &guas residuérias surge
pela preocupacdo da qualidade da dgua quanto (1) ao efeito da amonia
no corpo receptor com respeito a concentragdo de oxigénio dissolvido e
toxicidade aos peixes, (2) a necessidade de fornecer remogdo de
nitrogénio para controlar a eutrofizacdo, e (3) a necessidade de fornecer
0 controle de nitrogénio para aplicagbes e reuso da &gua incluindo a
recarga de aguas subterraneas (METCALF; EDDY, 2003). Em ETE, a
amonia pode ser biologicamente convertida ao gés nitrogénio, inerte e
nado agressivo ao meio ambiente. Porém, até hoje ndo se sabe de nenhum
micro-organismo capaz de converter sozinho e completamente a amdnia
ao nitrogénio gasoso. Portanto, a remocdo de nitrogénio no tratamento
de efluentes se d& pela combinagdo dos processos de nitrificacdo e
desnitrificagdo. A Figura 9 ilustra as conversdes do nitrogénio
descrevendo os organismos capazes de realizar cada etapa com 0s genes
gue codificam as enzimas que participam de cada processo.
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Figura 9: Conversoes bioldgicas do nitrogénio. Etapas de 1 a 3 compreendem
na nitrificacdo e etapas de 4 a 7 na desnitrificagdo.
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Fonte: Adaptado de Kampschreur et al. (2009), com inclusdo da rota metabdlica
3, recentemente reportada por Daims et al. (2015) e Van Kessel et al. (2016).
2.3.1.1 Nitrificagdo

NOs’

O nitrogénio nas aguas residudrias geralmente se apresenta na forma
de aménia (NH4"), o qual é geralmente removido via nitrificacio (Etapas
1 a 3 na Figura 9). A nitrificacdo é realizada por quatro grupos
diferentes de micro-organismos: bactérias oxidadoras de aménia (AOB
— ammonium-oxidizing bacteria) e arqueas oxidadoras de amonia (AOA
— ammonium-oxidizing archaea) que convertem a amonia em nitrito
(Etapa 1 da Figura 9); bactérias oxidadoras de nitrito (NOB — nitrite-
oxidizing bacteria) que convertem nitrito em nitrato (Etapa 2 da Figura
9); e recentemente foi descoberta a bactéria COMAMMOX (COMplete
AMMonia OXidiser), capaz de oxidar amonia a nitrato (Etapa 3 da
Figura 9).

A primeira reagdo de oxidacdo da aménia realizada pelas AOB é
catalisada pelas enzimas amdnia monooxigenase (amoA) (Equagéo 1) e
hidroxilamina oxidoredutase ou hidroxilamina desidrogenase (hao)
(Equacdo 2). A segunda reacdo da nitrificacdo realizada pelas NOB ¢
mediada pela enzima nitrito oxidoredutase (nxr) (Equacdo 4)
(KANEHISA et al., 2017). J4 as Comammox possuem em Seu genoma
0s genes amoA, hao e nxr e assim sdo capazes de realizar a nitrificacdo
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completa de amdnia a nitrato (DAIMS et al., 2015; VAN KESSEL et al.,
2016).

Nas ETE, a nitrificacdo é predominantemente realizada por AOB e
NOB autotréficos, que utilizam nitrogénio amoniacal ou nitrito como
fonte de energia e CO, como fonte de carbono. As arqueas também sdo
capazes de realizar a oxidacdo da aménia (AOA) (KONNEKE et al.,
2005). A nitrificacdo também pode ser realizada por bactérias
heterotroficas que, no entanto, ndo ganham energia a partir desta
conversdo. Embora ndo hajam indicacbes de que as bactérias
heterotréficas e as arqueas oxidadoras de amdnia desempenhem um
papel significativo em plantas convencionais de lodos ativados, estes
organismos podem ser significativos na producdo de Oxido nitroso
(N2O) (ANDERSON et al., 1993).

A amdnia é oxidada de acordo com as seguintes rea¢des quimicas:

A
NH; + 2H* + 2e” + 0, —5 NH,OH + H,0 Equagdo 1
hao N
NH,O0H + H,0 — HNO, + 4H* + 4e~ Equacéo 2
2H* + 0,50, +2e” - H,0 Equacdo 3

A aménia é usada como doadora de elétrons, e o oxigénio como
receptor final de elétrons. A energia livre de Gibbs (AG") liberada € de -
175 kJ.mol™*. Os micro-organismos mais comuns na oxidacdo da amdnia
em sistemas de tratamento de esgoto sdo do género Nitrosomonas,
(incluindo Nitrosococcus mibilis) e Nitrosospira pertencentes a classe -
Proteobacteria. Nitrosospira spp. sdo mais abundantes em baixas
concentracbes de amodnia, enquanto que Nitrosomonas spp. se
proliferam sob altas concentragdes deste substrato (SCHRAMM et al.,
1998).

A oxidacdo da ambnia também pode ser realizada anaerobicamente
pelas bactérias anammox (anaerobic ammonium-oxidizing bacteria),
onde a bactéria cresce pela oxidacdo da amdnia e reducdo de nitrito,
utilizando CO, como Unica fonte de carbono. Embora tenham sido
negligenciadas por um longo tempo, as bactérias anammox s&o
encontradas em uma enorme diversidade de espécies em ambientes
anoxicos que contém nitrogénio fixo (KARTAL et al., 2013).

O nitrito é oxidado a nitrato pelas bactérias NOB em uma simples
etapa, representada pela Equacéo 4.
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nxr
NO; + 0,50, — NO3 Equacéo 4

O nitrito atua como doador de elétrons durante a respiragdo das
NOB, enquanto o oxigénio é o receptor final de elétrons. A energia livre
de Gibbs liberada da oxidacdo do nitrito é de apenas -74 kJ.mol™. A
consequéncia é uma baixa velocidade de crescimento, mesmo quando
comparada com as AOB. Na maioria das ETE, as NOB dominantes sdo
membros do género Nitrospira. Este género é parte do filo bacteriano
Nitrospirae, e desta forma ndo estd filogeneticamente préximo aos
outros NOB conhecidos, 0s quais sdo todos Proteobacteria. As
Nitrospira sdo bactérias de crescimento lento e de dificil cultivo em
laboratorio. Ja as Nitrobacter séo de facil cultivo e por isso, no passado,
0 organismo considerado mais abundante nas ETE (WARD; ARP;
KLOTZ, 2011). Em estudo recente, Saunders et al., (2016)
caracterizaram a comunidade microbiana de 13 ETE dinamarguesas,
negando a informacdo de que Nitrospira ¢ a NOB predominante,
demostrando a maior abundancia do género Nitrotoga (classe f-
Proteobacteria). Mesmo que Nitrospira nao seja a NOB mais abundante
nas ETE, estes organismos foram descobertos ser bactérias
completamente nitrificante (Comammox). O genoma deste organismo
quimiolitotrofico codifica as rotas de oxidagdo de aménia e de nitrito, as
guais sdo concomitantemente expressas durante o crescimento pela
oxidacdo de amoénia a nitrato. Esta recente descoberta muda
fundamentalmente a imagem do processo de nitrificacdo e aponta para a
Nitrospira (nitrificante completa) como um agente chave das
comunidades microbianas no ciclo do nitrogénio (DAIMS et al., 2015).

2.3.1.2 Desnitrificacéo

Os produtos da nitrificacdo, nitrito e nitrato, quando liberados
nos corpos dagua provocam a desestabilidade dos ecossistemas. Desta
forma, estes compostos precisam ser reduzidos por organismos
desnitrificantes. A desnitrificacdo é realizada por grupos de bactérias e
arqueas metabolicamente diversos, que realizam a oxidacdo de
substratos orgéanicos ou inorganicos e a reducdo de nitrato (etapa 4,
Figura 9), nitrito (etapa 5, Figura 9), NO (etapa 6, Figura 9) e N,O
(etapa 7, Figura 9). Muitos micro-organismos desnitrificantes sdo
facultativos, os quais utilizam preferencialmente o oxigénio como
receptor de elétrons, devido ao maior rendimento energético. Estas
desnitrificantes facultativas demostraram constituir a maior fragdo do
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total de bactérias das comunidades de lodos ativados (MORGAN-
SAGASTUME; NIELSEN; NIELSEN, 2008; NIELSEN; NIELSEN,
2002). As desnitrificantes sdo encontradas em mais de 50 géneros dentre
os filos Proteobacteria, Firmicutes, e Bacteroidetes (DWORKIN et al.,
2006). Alguns micro-organismos conseguem desnitrificar sob condicGes
aerébia e anoxicas, processo conhecido como desnitrificacdo aerdbia.
Muitas vezes, estes micro-organismos podem também catalisar
nitrificacdo heterotréfica. As AOB também sdo capazes de desnitrificar
do nitrito a N,O, utilizando aménia ou hidrogénio como doador de
elétrons. Este processo é conhecido como desnitrificacdo autotréfica
(nitrifier denitrification).

O processo de desnitrificacdo deve ser descrito de forma
modular, onde todas as reacGes sdo catalisadas por uma enzima
especifica. As enzimas associadas a este processo sdo redutases, as quais
sdo sintetizadas quando as condi¢des ambientais se tornam anoxicas. Em
geral, a desnitrificacdo acontece da seguinte maneira: (a) nitrato é
reduzido a nitrito pela nitrato redutase (nar) (Equacdo 5); (b) uma
subsequente reducdo do nitrito a Oxido nitrico é feita pela nitrito
redutase (nir) (Equacéo 6); (c) depois, o 6xido nitrico é reduzido a 6xido
nitroso pela enzima &xido nitrico redutase (nor) (Equacdo 7); e
finalmente (d) o Oxido nitroso € reduzido a nitrogénio gasoso pela
enzima oxido nitroso redutase (nos) (Equacdo 8) (KANEHISA et al.,
2017).

O nitrato € reduzido a nitrogénio gasoso de acordo com as
seguintes reagdes quimicas:

Redugdo do nitrato a nitrito

NO; + 2H* + 2e” — NOj + H,0 Equacdo 5
Redugdo do nitrito a 6xido nitrico
nir .
NO; + 2H* + e~ — NO + H,0 Equagdo 6
Redugdo do 6xido nitrico a 6xido nitroso
nor .
2NO + 2H* + 2e” — N,0 + H,0 Equacdo 7

Redugcdo do 6xido nitroso a nitrogénio gasoso
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N,O + 2H* + 2e~ = N, + H,0 Equagdo 8

A partir das reacdes de desnitrificacdo mostradas, nota-se que o
N,O é um produto intermediério deste processo. Atualmente, a emissdo
de 6xido nitroso é bastante preocupante, devido ao fato de o mesmo ser
um dos mais significativos gases de efeito estufa, com um potencial de
mudanga climética de aproximadamente 300 vezes maior do que o do
didxido de carbono, e por também ser um gas bastante estavel que reage
com o ozOnio na estratosfera, causando a destruicdo da camada de
ozonio (IPCC, 2001). Estima-se que cerca de dois tergos de todo o N,O
emitido ¢ atribuido aos processos microbiologicos que ocorrem
principalmente na agricultura e no tratamento bioldgico de esgoto
(USEPA, 2010). Como N,O é um intermediario no processo da
desnitrificagdo convencional, a desnitrificacdo incompleta realizada pela
desnitrificantes facultativas heterotréficas pode levar a emissdo de N,O.
O processo de desnitrificacdo autotrofica realizado pelas AOB também
pode ser via de emissdo de N,O, uma vez que estes organismos nao
realizam a Ultima etapa de reducdo a Np.

Os micro-organismos desnitrificantes mais comuns no
tratamento de aguas residuarias sdo pertencentes as familias
Comamonadaceae  (géneros  Curvibacter e  Acidovorax) e
Rhodocyclaceae (géneros Azoarcus, Thauera e Zoogleae). Outros
géneros de bactéria também comuns em ETE sdo Pseudomonas,,
Paracoccus, Thiobacillus, Rhodopseudomonas, Bacillus e Rhizobium
(NIELSEN et al., 2009). Todos estes micro-organismos se classificam
como heterotréficos ordinarios (OHO - ordinary heterotrophic
organisms) de rapido crescimento e sem a capacidade de acumular poli-
fosfatos. Quando a ETE é configurada para a remocéo de fésforo, além
de nitrogénio, os organismos pertencentes também a familia
Rhodocyclaceae, géneros Accumulibacter e Competibacter, se mostram
presente com potencial de realizar a desnitrificagdo. Estes organismos
também sdo heterotréficos, porém ndo sdo classificados como OHO,
pois possuem crescimento lento e no caso da Accumulibacter tem a
capacidade de acumular poli-fosfato (HENZE et al., 2008; NIELSEN et
al., 2010).

2.3.1.3 Nitrificacdo e desnitrificacdo no LGA

Os mecanismos de remocdo de nitrogénio em LGA sdo os
mesmos que aqueles utilizados nos lodos ativados, porém ndo €
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necessaria a compartimentacdo em tanques em funcdo das diferentes
camadas formadas nos granulos. Granulos aerdbios apresentam em sua
estrutura diferentes zonas onde diferentes condi¢Bes ambientais
coexistem, as quais possibilitam simultdnea remo¢do de matéria
organica e nitrogénio. As populacdes bacterianas nitrificantes e
desnitrificantes sdo distribuidas nas diferentes camadas do granulo
proporcionando a nitrificacdo e desnitrificacdo simultanea (NDS)
(Figura 10). A distribuicdo das comunidades microbianas em granulos
aerdbios varia de acordo com a operacdo do sistema em termos de carga
de nitrogénio removida, tempo de retencdo de s6lidos e composicao do
esgoto (WEBER et al., 2007). Entretanto, uma aproximacéao geral pode
ser realizada. De acordo com o metabolismo aerébio estrito das AOB e
NOB, elas deverdo estar localizadas na parte externa do granulo onde o
oxigénio é disponivel (zona aerdbia na Figura 10). A profundidade da
camada aerébia estd entre 100-200 pm (LEMAIRE; WEBB; YUAN,
2008). As NOB se encontram proximas aos aglomerados de AOB como
um resultado direto do metabolismo sequencial da aménia via nitrito a
nitrato, mas com menos coldnias, e com algumas células isoladas e
colbnias localizadas nas camadas anéxicas proximas (WINKLER et al.,
2012a). A comunidade microbiana desnitrificante ativa esta distribuida
principalmente a 200-250 pum abaixo da superficie externa (zona andxica
representada na Figura 10) incorporada em substancias poliméricas
extracelulares (ADAV; LEE; LA, 2010).
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Figura 10: Modelo conceitual dos principais processos biolégicos na remocéo
de carbono e nitrogénio em lodo granular aerdbio. Estruturas de biofilme podem
ser mais complexas acompanhadas do muitas outras rotas metabdlicas.

DBO (demanda bioquimica de oxigénio) representa aqui o carbono disponivel e
utilizado pelos micro-organismos. PHA (poli-hidroxialcanoatos) representa o
carbono armazenado em forma polimero intracelular.
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Os diferentes processos ocorrentes no granulo variam ao longo
do ciclo operacional, uma vez que o reator é sequencialmente
alimentado e ocorrem periodos de “saciedade” (feast) e “fome”
(famine). No periodo feast, a concentracdo do carbono orgénico no
liguido é alta e, portanto este substrato se difunde no granulo
completamente. Parte do carbono difundido nas camadas internas é
convertido e armazenado anaerobiamente/anoxicamente como poli-
hidroxialcanoatos (PHA) pelos organismos heterotroficos. O oxigénio
dissolvido terd& uma menor penetracdo no interior do granulo neste
periodo, em funcdo de seu rapido consumo pelos organismos
autotrdficos e heterotréficos nas camadas externas do granulo. Portanto,
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neste periodo feast, 0 OD é usado pela nitrificacdo, pela converséo
aerobia do carbono e para o crescimento aer6bio da biomassa. Os
organismos autotréficos convertem amonia em Oxidos de nitrogénio
(nitrito e nitrato) nas camadas externas que por sua vez se difundem em
direcdo ao centro dos granulos e também para a fase liquida. Quando a
concentracdo de matéria organica no liquido diminui (periodo de
famine), o carbono armazenado como PHA pode ser utilizado como
fonte de carbono no processo de desnitrificacdo. Ainda no periodo
famine, a penetragdo do OD no interior é maior do que no periodo feast,
visto que o consumo de oxigénio no granulo é menor. Desta forma, os
organismos utilizam o PHA estocado e o oxigénio para a producdo de
novas células. Portanto, quando se tem a operagdo do reator para
remocdo de carbono e nitrogénio em LGA, a remoc¢do de nitrogénio
acontece através de NDS acoplada ao consumo aerobio e anaerébio do
carbono organico (FIGUEROA et al., 2009).

A eficiéncia da remocdo completa de nitrogénio nos granulos
estd diretamente relacionada com o gradiente de oxigénio e
disponibilidade de carbono dentro do granulo. A presenca de col6nias
AOB na superficie do granulo é mais favordvel na competicdo pelo
oxigénio, por exemplo, 0 que pode reprimir as NOB e ocasionar em um
acumulo de nitrito (POOT et al., 2016). O acimulo de nitrito ja foi
reportado em estudos com LGA (COMA et al., 2012; ISANTA et al.,
2012; JUNGLES; CAMPOS; COSTA, 2014; WAGNER et al., 2015a).
A penetracdo de oxigénio depende da concentragdo de OD no liquido e
do tamanho do granulo. Como o tamanho do granulo é algo ainda dificil
de ser controlado em situacdes reais, a diminuicdo do OD no liquido é
uma estratégia viavel para garantir as camadas anoxicas no granulo
(MATSUMOTO et al., 2010).

2.3.2 Conversdes bioldgicas do fésforo (enhanced biological
phosphorus removal - EBPR)

Uma vez que aguas residuarias contém fosfato proveniente dos
detergentes, urina e fezes, € necessario remover este fosfato antes do
descarte do efluente nos corpos d"agua para evitar a eutrofizagdo. A
remogdo quimica do fdsforo requer a adicdo de coagulantes, como sais
de aluminio e ferro, que resultam em uma disposi¢éo final de um lodo
quimico, onerosa e prejudicial a0 meio ambiente (VAN LOOSDRECHT
et al., 1997). A remocao biologica de fésforo de aguas residuéarias pode
ser realizada pelo processo conhecido como EBPR (enhanced biological
phosphorus removal). O processo EBPR ¢é realizado por organismos
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acumuladores de poli-fosfatos, também conhecidos como PAO
(polyphosphate-accumulating organisms). Os PAO sdo organismos
heterotréficos de crescimento lento e seu metabolismo envolve ciclos de
formacdo e consumo de polimeros intracelulares (poli-fosfatos,
glicogénio e poli-hidroxialcanoatos) sob condi¢des de oxidacdo-reducao
alternadas (MINO; VAN LOOSDRECHT; HEIINEN, 1998;
WENTZEL et al.,, 1985). A selecdo dos PAO, ao contrario dos
organismos aerébios e organismos heterotréficos ordinarios (OHO),
requer a alternancia de condi¢Ges anaerdbias e aerdbias ou andxicas.

A Figura 11 representa o metabolismo dos PAO sob estas
diferentes condicfes. Na fase anaerdbia, diferentemente dos outros
micro-organismos, 0s PAO sdo capazes de assimilar as fontes de
carbono na forma de acidos graxos volateis (AGV), como acetato e
proprionato,  polimerizd-los e armazend-los como  poli-B-
hidroxialcanoatos (PHA) intracelulares. Dependendo da fonte de
carbono que alimenta a biomassa, diferentes tipos de PHA podem ser
formados, tais como o poli-B-hidroxibutirato (PHB), poli-p-
hidroxivalerato (PHV), poli-B-hidroxi-2-metilvalerato (PH2MV), poli--
hidroxi-2-metilbutirato (PH2MB). Este metabolismo especifico fornece
aos PAO uma vantagem competitiva diante dos outros organismos que
ndo possuem esta habilidade de estocar matéria organica sob condicdes
anaerobias. Para a captacdo dos AGV e sua transformagdo em PHA é
necessario energia na forma de adenosina tri-fosfato (ATP), a qual €é
principalmente gerada pela quebra do polifosfato intracelular e
subsequente liberagdo do fosfato para o meio liquido. Parte da energia
também vem da hidrélise do glicogénio intracelular (MINO; VAN
LOOSDRECHT; HEIJNEN, 1998; WENTZEL et al., 1985).

Durante a fase aer6bia ou andxica subsequente, quando 0s
receptores de elétrons, como oxigénio ou nitrito e nitrato, estdo
presentes na auséncia de substrato organico na fase liquida, os PAO
usam o PHA intracelular estocado como fonte de carbono e de energia
para manutencdo, crescimento, formacao de glicogénio e de poli-fosfato.
Para a formacdo de poli-fosfato, o ortofosfato é absorvido do meio
liguido e sintetizado como poli-fosfato. Devido ao crescimento da
biomassa PAO nesta fase, a assimilagdo de fosforo aerdbia é maior do
que a liberacdo de fosforo na fase anaerobia, resultando em uma efetiva
remocdo de foésforo do meio liquido (MINO; VAN LOOSDRECHT;
HEIJNEN, 1998). Portanto, o fdsforo é removido do sistema de
tratamento com o descarte do lodo. O lodo residual removido pode ser
entdo usado para a producdo de biogas em digestores anaerdbios ou
incinerado e disposto em aterros. Contudo, antes da digestdo anaerébia
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ou incineracéo, o fésforo pode ser recuperado da biomassa (MORSE et
al., 1998). Foi demonstrado que os PAO tém um potencial de estoque de
0,38 mg P mg'1 SST (SCHULER; JENKINS, 2003a), versus 0,023 mg P
mg™ SSV pelos OHO (METCALF; EDDY, 2003).

A operagdo do reator influencia diretamente na selecdo
apropriada dos PAO frente aos outros organismos heterotroficos, sendo
necessario o consumo completo da DBO sob condicfes anaerdbias.
Portanto, dependendo da composi¢cdo do esgoto afluente, a fase
anaerébia deve ser longa o suficiente para permitir a lise e a fermentacéo
dos substratos particulados aos AGV, e permitir o consumo completo
dos AGV pelos PAO. Mesmo que 0 escape de matéria organica para a
fase aerdbia seja impedido, outros organismos, tais como organismos
acumuladores de glicogénio (conhecidos como GAO, glycogen-
accumulating organisms) podem competir com PAO pela absorcéo de
AGV em condicGes anaerdbias. GAO possuem um metabolismo similar
aos PAO, mas ndo envolve o ciclo de polifosfatos/ortofosfatos (Figura
11). Uma vez que os GAO nao removem fosforo de aguas residuarias,
eles ndo sdo interessantes nos sistemas EBPR.

A remogdo bioldgica do fésforo pode ser combinada com a
remocdo de nitrogénio quando se aplica ao sistema alternancias de
condicBes anaerdbias e anoxicas, como descrito acima. Esses sistemas
promovem o crescimento de organismos desnitrificantes acumuladores
de polifosfato (DPAO, denitrifying polyphosphate-accumulating
organisms), capazes de utilizar 6xidos de nitrogénio (nitrito ou nitrato),
no lugar do oxigénio para o crescimento andxico e assimilagdo de
fosfato. Este processo é conhecido como desfosfatagdo desnitrificante,
onde a remocdo de fosforo esta acoplada a desnitrificacdo. Neste caso,
0s custos de operacdo diminuem em funcéo tanto da aeracdo despendida
para a remocdo aer6bia de fosfato, quanto de carbono organico
necessario a desnitrificacdo. Além disso, menos lodo € produzido sob
condicBes anoxicas, uma vez que a producdo de ATP com nitrato é
aproximadamente 40% menor do que aquela obtida com oxigénio como
aceptor de elétrons (KERRN-JESPERSEN; HENZE, 1993; KUBA;
VAN LOOSDRECHT; HEIJNEN, 1996).

Figura 11: Metabolismo anaerdbio e aer6bio de PAO e PAO.

ONA: organismos nitrificantes autotréficos, Gli: glicogénio, NO,: produtos da
nitrificagdo (nitrito e nitrato), PHA: poli-B-hidroxialcanoatos, Pi: residuos de
ortofosfato, Pie: Pi excretado, Piy: soma do Pi presente na dgua residuaria
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afluente e excretada das células PAO, PF: polifosfato, AGV: éacidos graxos
volateis, Xp;,: biomassa.

AGV
Anaerébio (principalmente acetato, propionato)

Piey

ATP + CO, (catabolismo)

f

Aerébio (0,) crescimento geral
<
X (anabolismo)
NH,
ATP + CO, (catabolismo)
Andxico (NO,) crescimento geral
“
X (@anabolismo)
— PAOe GAO

—— somente PAO
Fonte: adaptado de Weissbrodt (2012)
2.3.2.1 Remocdo simultanea de carbono, nitrogénio e fésforo no LGA

Como ja mostrado anteriormente (Figura 6), o lodo granular
aerobio se distingue do floco de lodo ativado pela sua compacta
estrutura estratificada em condicBGes aer6bia, andxica e anaerébia ao
mesmo tempo, dentro de um sistema também compacto. Esta estrutura
combinada com a estratégia operacional permite a selecdo dos
organismos de crescimento lento, como os PAO. O ciclo do RBS-LGA
consiste em enchimento pela parte inferior do reator, periodo aerado,
sedimentacdo e descarte. Em instalacGes de escala real (PRONK et al.,
2015), o enchimento é realizado junto com o descarte, sendo que o
afluente é alimentado em regime ascensional, impelindo o efluente para
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fora do reator. Na tecnologia Nereda®, este regime de enchimento lento,
ascendente e anaerobio, € utilizado para garantir tempo de contato
suficiente entre biomassa e afluente, e promover o crescimento dos
organismos acumuladores de fosfato. Nestas ETE, os esforcos estdo
focados na absor¢cdo anaerébia do carbono organico degradavel pela
biomassa, superando a oxidacdo aerébia da DBO pelos organismos
heterotréficos de crescimento rapido (OHO) no periodo seguinte
aerobio. Desta forma, os PAO conseguem ser selecionados no sistema,
do contrario, os OHO por terem rapido metabolismo se sobressaem e a
remogdo de fdsforo ndo é alcangada no sistema.

Uma forma de alcangar a completa remogdo de nutrientes com a
tecnologia LGA ¢ aplicando o regime feast-famine (saciedade e fome).
Na Figura 12 pode ser visualizado um esquema do comportamento das
células de PAO, as conversfes dos nutrientes nos granulos e o perfil do
ciclo operacional quando aplicado este regime feast-famine. O
enchimento atua como o periodo feast, onde altas concentra¢fes de
carbono biodegradavel estdo disponiveis no liquido e sdo estocadas
como PHA pelos micro-organismos. Quando o enchimento (fase feast) é
anaerébio, ocorre a selecdo de PAO e/ou GAO, enquanto que, 0
crescimento de outros organismos heterotréficos ird ocorrer se o
enchimento for aerébio. Na Figura 12 a fase feast esta representada pelo
enchimento anaerdbio, onde além de estocar carbono como PHA, os
PAO liberam fosfato e ndo ha crescimento de biomassa. A fase aerdbia
seguinte atua como o periodo famine, pois ndo ha substrato disponivel
no liquido, mas os PAO/GAO conseguem utilizar o carbono estocado
como PHA para manutencdo e crescimento. Além disso, durante o
periodo aerdbio, os PAO absorvem o fosfato, enquanto as nitrificantes
oxidam a amoénia até nitrato nas camadas externas do granulo pelas
AOB e NOB. O nitrito e nitrato formado se difundem nas camadas mais
internas e sdo reduzidos a nitrogénio gasoso pelas DPAO, as quais
utilizam o PHA estocado como doador de elétrons. Portanto, 6timas
remogdes de nitrogénio podem ocorrer via NDS no LGA durante o
periodo famine quando os volumes aerébios e andxicos no granulo estéo
em equilibrio, através do periodo de aeracdo do ciclo (DE KREUK,
2006). No geral, além deste sistema e da configuracdo do processo trazer
beneficios quanto a remogdo completa dos nutrientes, ja foi mostrado
que os PAO conferem ao granulo maior estabilidade por formar um
agregado mais compacto e uniforme, quando comparado com granulos
formados por OHO de rapido crescimento (DE KREUK; HEIJNEN;
VAN LOOSDRECHT, 2005; DE KREUK; VAN LOOSDRECHT,
2004).
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Figura 12: Perfis de AGV, amdnia, nitrato e fosfato no meio liquido; e
perfis de PHA e biomassa no lodo
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Fonte: adaptado de De Kreuk (2006) e Pronk et al. (2015)
2.4 ECOLOGIA MICROBIANA EM SISTEMAS DE LGA

As comunidades bacterianas em sistemas LGA sdo compostas
por populagfes muito semelhantes aquelas predominantes e subjacentes
encontradas no microbioma dos lodos ativados. A diferenca estd em
como elas se estruturam no biofilme. Um modelo conceitual das
interacdes bacterianas dentro do microbioma do LGA foi proposto por
Weissbrodt (2012) (Figura 13) baseando-se naquele realizado por
Nielsen et al. (2010) para os lodos ativados. Sob as condicdes
anaerobias, ocorre principalmente os processos de hidrolise dos EPS,
fermentacdo dos agUcares, assimilagdo dos AGV com a liberagdo de
fosfato. Organismos do filo Chloroflexi sdo bactérias filamentosas e se
mostraram importante na hidrolise de proteinas e polissacarideos
(NIELSEN et al., 2010; WEISSBRODT; SHANI; HOLLIGER, 2014).
O género Tetrasphaera (familia Intrasporangiaceae) se mostra versatil
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sendo capaz de realizar tanto a hidrélise de polissacarideos e
fermentacdo dos acUlcares quanto a assimilacdo dos AGV e liberagdo do
fosfato. Tetrasphaera apresenta atividade de liberacéo e assimilacdo do
fosforo - PAO (KONG; NIELSEN; NIELSEN, 2005), essas bactérias
sdo mais abundantes em estagdes de tratamento reais do que as “Ca.
Accumulibacter” (MASZENAN et al., 2000; NGUYEN et al., 2011b;
NIELSEN et al., 2010). Porém, sob condi¢des bem definidas em RBS-
LGA alimentado com acetato, “Ca. Accumulibacter” (familia
Rhodocyclaceae) tem se mostrado como o PAO mais representativo
(MCMAHON; HE; OEHMEN, 2010; WEISSBRODT; SHANI;
HOLLIGER, 2014). Dechloromonas tem sido descrita como populagdes
acompanhantes das “Ca. Accumulibacter”, e também tem sido proposto
como suposto PAO (KONG et al., 2007; MCILROY et al., 2015a).

Com metabolismo similar, mas sem a capacidade de estocar
poli-fosfato, “Ca. Competibacter” (GAO) aparecem também no
microbioma do lodo granular, competindo pelo substrato (AGV) com o0s
PAO. Assim como os PAO, os GAO séo de crescimento lento e
conferem estabilidade e uniformidade ao granulo (DE KREUK; VAN
LOOSDRECHT, 2004).

Sob as condicfes aerdbias, uma diversidade maior de micro-
organismos se estabelece no ecossistema granular. Na parte inferior da
Figura 13 nota-se que as nitrificantes predominantes em LGA séo
Nitrossomonas (AOB), Nitrospira (NOB) e Nitrococcus (NOB). Porém,
além da Nitrospira identificada como predominante (DAIMS et al.,
2000), Nitrobacter também ja foi detectada como predominante em
sistema LGA alimentado com acetato (WINKLER et al., 2012a). Dentre
os estudos com LGA, também ja foi reportado diferengas quanto a
abundancia entre AOB e NOB, onde a razdo NOB/AOB é maior em
grénulos do que nos lodos ativados convencionais (WEISSBRODT et
al., 2013a; WINKLER et al., 2012a).

Quanto as desnitrificantes, nota-se no modelo conceitual
(Figura 13) a maior diversidade de micro-organismos capazes de realizar
este processo dentre todos os outros que ocorrem no LGA. As familias
Comamonadaceae, Sphingomonadaceae, Hyphomicrobiaceae,
Rhodobacteriaceae, Xanthomonadaceae e Rhodocyclaceae séo aquelas
predominantes nos sistema LGA capazes de realizar a desnitrificacao.
Além de pertencer a comunidade das desnitrificantes, as familias
Rhodocyclaceae, Xanthomonadaceae e Sphingomonadaceae foram
também relacionadas com a producdo de EPS em sistemas LGA. Uma
vez que a formacdo e a estrutura dos granulos estdo diretamente
vinculadas com o EPS e com as interagbes hidrofébicas
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(DULEKGURGEN et al., 2008; LIU; TAY, 2002; SEVIOUR et al.,
2012), o conhecimento sobre as comunidades produtoras destes
polimeros se faz importante para a seguranca do processo evitando a
desintegracdo do biofilme granular.

Figura 13: Modelo conceitual do ecossistema bacteriano de sistema RBS-LGA
operado sob regime anaerdbio-aer6bio para completa remogdo de nutrientes.
Processos de conversdo bacteriana estdo representados por setas espessas. A
fungdo dos organismos em parénteses devem ser confirmadas por investigacdes

fisioldgicas.
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Dentro da familia Rhodocyclaceae encontram-se 0s géneros
mais abundantes reportados nos sistemas LGA, dentre eles Zoogloea
tem sido apresentado por vaérios estudos como uma comunidade
abundante em granulos durante o estagio inicial dos sistemas (start up)
(EBRAHIMI et al., 2010; LI et al., 2008; WEISSBRODT et al., 2013a).
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Em sistema de lodos ativados, os aglomerados de Zoogloea, também
conhecido como zoogloeal bulking, sdo indesejaveis, pois deterioram o
desempenho da sedimentagdo do lodo. Isto acontece pois estes
organismos, assim como Thauera e Acinetobacter, sdo grandes
produtores de polissacarideos, os quais produzidos em excesso
aprisionam &gua, dificultando a separacdo do lodo (LAJOIE et al.,
2000). Além disso, Zoogloea spp. causa distdrbios nas estacdes EBPR
guando se sobressaem diante dos PAO (MONTOYA et al., 2008). Em
sistemas LGA, a proliferacdo de Zoogloea ja resultou em granulos fofos
(fluffy) e de lenta sedimentacdo (LIU; LIU, 2006), mas também ja esteve
relacionada a formacdo de granulos densos sem deteriorar a
sedimentacdo (WEISSBRODT et al., 2012). No entanto, Weissbrodt et
al. (2013a) demonstraram que Zoogloea ndo é essencial para granulagao
e a sua superabundancia ndo é desejada em RBS-LGA, uma vez que
leva a deterioracdo da remocdo de nutrientes. Portanto, a proliferacdo de
Zoogloea e de outros organismos filamentosos deve ser controlada,
evitando o carbono residual na fase aerdbia (Figura 13), sendo os AGV
totalmente consumidos anaerobicamente na fase anterior do ciclo. Os
organismos de crescimento lento Accumulibacter e Competibacter
também foram capazes de formar granulos (WEISSBRODT et al.,
2013a) e estdo relacionados com a produgdo de EPS, sendo a selecdo
destes, portanto, mais interessantes para a eficiéncia do processo tanto
com a remocdo de nutrientes (WEISSBRODT, 2012) quanto para a
estabilidade da biomassa (DE KREUK; VAN LOOSDRECHT, 2004).

2.5 TECNOLOGIA DE LGA DENTRO DA ECONOMIA CIRCULAR

A &gua é reconhecida como um direito humano e um elemento
essencial para a dignidade das pessoas (WWC, 2013). Garantir agua
prépria a protecdo dos ecossistemas aquaticos e a satde publica significa
acessibilidade ao saneamento e aos sistemas de tratamento de esgoto. A
preocupacdo pela qualidade das aguas se da em funcdo do aumento
populacional e da producdo industrial, o que leva ao maior consumo e
descarte da 4gua. Portanto, o grande desafio estd em alcangar o
desenvolvimento econémico da sociedade, sem negar o direito
fundamental da humanidade e das futuras geragdes a um meio ambiente
ecologicamente equilibrado. Para isso, atualmente a gestdo dos recursos
hidricos urbanos e de tratamento de esgoto tém utilizado uma
abordagem sustentadvel, a qual tende a alcancar além da protecdo
ambiental, a recuperacdo de recursos, a eficiéncia energética e espacial,
juntamente com investimentos e custos operacionais reduzidos.
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Dentro deste contexto da sustentabilidade, recentemente, as
estacOes de tratamento de esgoto entram no conceito da economia
circular. A economia circular vem ganhando impulso desde o final da
década de 1970 (EMF, 2013) e se define como um sistema regenerativo
no qual a entrada e o desperdicio de recursos, a emissdo e perda de
energia, sdo minimizados pela desaceleracdo, fechamento e restricdo dos
ciclos de material e de energia. Isso pode ser alcancado através das
projecdes duradouras, manutencdo, reparo, reutilizacdo, remanufatura,
remodelacdo e reciclagem (GEISSDOERFER et al., 2016). Esta
mudanca de paradigma no setor do saneamento refletiu inclusive no
termo a qual é referida as ETE (wastewater treatment plants — WWTP),
que passa a ser Instalagbes de Recuperacdo de Recursos Hidricos -
‘Water Resource Recovery Facilities’ (WRRF) (WEF, 2014), focando
no reaproveitamento dos recursos.

A Figura 14 ilustra o principio da economia circular nas
estagdes de tratamento de esgoto e recuperagdo de recursos. As aguas
residudrias sdo ricas em nutrientes, nitrogénio e fosforo, sendo o fosforo
um recurso ndo renovavel, mas que pode ser recuperado a partir do
esgoto, fechando assim o ciclo humano do fésforo (BEARDSLEY,
2011). Como resultado do tratamento da agua contendo fésforo, este
mineral é encontrado no lodo residual, de onde pode ser extraido como
fertilizante ou como estruvita. Além do beneficio ambiental, esta
abordagem se torna financeiramente atraente uma vez que o0
gerenciamento de lodo representa em até 50% dos custos totais de uma
estagdo (EMF, 2013). Além da recuperagdo do fosforo, o lodo residual
pode ser destinado a digestdo anaerdbia para a producdo de biogas e
posterior geracdo de energia elétrica (LEITE, 2015). Os avangos
tecnoldgicos ja chegaram na producdo de materiais, como bioplasticos,
advindos do lodo residual contendo PHA. A producdo de bioplasticos se
faz possivel com a combinacdo de uma biomassa enriquecida e da
fermentacdo do lodo (TAMIS, 2015).
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Figura 14: llustragdo representando o sistema de tratamento de esgoto inserido
na economia circular
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A tecnologia de lodo granular aer6bio é atrativa para alta
remocdo de nutrientes e recuperagdo de produtos. Recentemente, tem se
observado uma mudanca no paradigma: aguas residuarias ndo sao
apenas uma fonte de poluicdo, mas também um recurso barato e
sustentavel de nutrientes, como o fésforo, e valiosos biopolimeros como
0 ALE (VAN LOOSDRECHT; BRDJANOVIC, 2014). O alginato é um
biopolimero predominantemente produzido por algas, mas sabe-se que
bactérias como Pseudomonas aeruginosa e Azotobacter vinelandii
também sdo capazes de produzi-lo. Atualmente, a Gnica fonte comercial
de alginato é através do cultivo de algas marinhas. Uma vez que 0
cultivo das algas depende de condi¢Bes sazonais e geogréficas, a
producdo do alginato varia, ocasionando em producdes limitadas em
alguns periodos do ano e pregos elevados no mercado. A producdo de
alginato por bactérias apresenta vantagens por ocorrer em condicGes
controladas sem sofrer estas influéncias. Torna-se ainda mais vantajoso
quando se pensa nesta producgdo de alginato advinda de culturas mistas,
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como de lodo de ETE, onde a esterilizacdo ndo é necessaria e utiliza-se
residuo organico como matéria-prima. Do ponto de vista da aplicacéo,
apesar do alginato ser principalmente utilizado na inddstria de
alimentos, farmacéutica, médica e odontologica, novas aplicaces foram
e ainda serdo encontradas para o uso de alginato originado do esgoto. Na
indlstria de papel, ALE séo capazes de aumentar a resisténcia a agua
das fibras de papéis (VAN LOOSDRECHT; LIN; LOTTI, 2013) e na
indlstria civil, ALE podem evitar 0 ressecamento de concretos
(ZLOPASA; KOENDERS; PICKEN, 2014). Portanto, além do lodo
granular oferecer perspectivas para atingir critérios de qualidade da agua
rigorosos, também apresenta alto potencial para a biorrefinaria de
exopolimeros, do tipo alginato.

O potencial de aproveitamento de ALE em lodo granular ainda
estd sendo avaliado e a questdo que se levanta é: o0 excesso de lodo
residual dos sistemas Nereda pode ser utilizado de forma rentavel para
extracdo de ALE, permitindo a reutilizagdo sustentavel de um produto
de residuos? O lodo granular contém entre 15-25% de ALE que, em
principio, pode ser recuperado com as tecnologias existentes utilizadas
para a extragdo de alginato de algas (LIN et al., 2015). A combinacéo da
extracdo de alginato com os processos de tratamento de lodo existentes
nas ETE ndo s6 proporcionaria uma matéria-prima valiosa, mas também
poderia melhorar a eficiéncia do tratamento de lodo, uma vez que a
extracdo de alginato reduz o volume de lodo e o restante (ndo extraido)
tem uma maior digestibilidade e melhor desidratacdo. Um estudo de
mercado mostrou um promissor interesse de empresas de varios setores
industriais (VAN DER ROEST et al.,, 2015). Além disso, varias
instituicdes governamentais também demonstraram interesse na
sustentabilidade ligada ao conceito de uma economia circular que a
producdo de ALE traz a partir das aguas residuarias e posterior
reutilizacdo para processos industriais. Um programa nacional de
pesquisa com alginato (National Alginate Research Programme -
NAOP) foi criado na Holanda para investigar e desenvolver este
promissor conceito de reutilizagdo sustentavel. O NAOP é uma
iniciativa de pesquisa colaborativa do setor publico-privado com o
objetivo de desenvolver extracdo de ALE a partir de lodo Nereda®
excedente de forma sustentavel e comercialmente vidvel. O NAOP é
semelhante a parceria de colaboracdo publico-privada que desenvolveu
com sucesso 0 Nereda®. Atualmente, esta sendo realizado um estudo
piloto e os projetos serdo colocados em operacdo em 2017 (OLIVER,;
THOMPSON, 2017).
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3 s MATERIAIS E METODOS

“Nao € suficiente ter uma boa mente: o
principal é usa-la bem”
(René Descartes, 1637)

O presente trabalho foi conduzido na Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC, Brasil) em cooperacdo com a Universidade
Tecnoldgica de Delft (Delft University of Technology, TU Delft, Paises
Baixos) e com a Universidade de Aalborg (Aalborg University, AAU,
Dinamarca). Esta pesquisa teve como ponto de partida a busca pela
remogdo de nutrientes do esgoto sanitario utilizando a tecnologia de
lodo granular aerébio.

O presente trabalho teve como foco a exploracdo das comunidades
microbianas atuantes e a fim de compreender as rotas metabdlicas de
conversfes dos nutrientes e melhorar as condigdes operacionais na
remocao destes. No desenvolvimento desta primeira etapa foi utilizado o
sistema experimental | (SEI). O SEI, localizado na UFSC, Brasil, foi
composto por um reator RBS piloto, o qual foi alimentado com esgoto
sanitario em todos 0s experimentos. Este sistema se aproxima das
complexas condigdes reais de uma ETE, sendo exposto a flutuacbes
sazonais, de carga e de substrato.

Na segunda etapa desta pesquisa também com foco na ecologia
microbiana buscou-se pelo conhecimento das substancias poliméricas
extracelulares (extracellular polymeric substances, EPS) associadas a
estabilidade dos granulos e na recuperacdo de exopolimeros. O sistema
experimental Il (SEII), localizado na TU Delft, Paises Baixos, foi
utilizado para o progresso desta etapa. O SEII foi composto por um
reator RBS de bancada, o qual foi alimentado com esgoto sintético. Este
sistema foi operado sob condi¢bes de temperatura, pH, OD, carga,
substrato bem definidas, a fim de obter um sistema enriquecido com
PAO.

3.1 SISTEMA EXPERIMENTAL I (SEI)
3.1.1 Caracteristicas gerais

O sistema experimental utilizado, e instalado nas dependéncias
do Laboratorio de efluentes liquidos e gasosos (LABEFLU) na UFSC,
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era composto por unidade de captacao de esgoto municipal, tanques de
armazenamento, bombas, reator piloto, rotdmetro, compressor de ar,
medidor de gas (N,O) e sistema de automacdo. A configuracéo geral do
sistema experimental pode ser visualizada na Figura 15.

Figura 15: Configuragdo do Sistema Experimental | (SEI).
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Fonte: adaptado de Akaboci (2013)

Nesta pesquisa optou-se por utilizar esgoto sanitario, a fim de
simular condic@es reais de um sistema de tratamento de efluentes, o qual
deve estar apto a resistir as oscilagcbes nas concentracdes de substrato
orgénico, de nutrientes e de sélidos totais afluentes. O esgoto sanitério
que alimentou o sistema estudado era bombeado, por meio de uma
bomba submersa (Schneider, BSC-94, % CV, monofésica, 60Hz), da
rede coletora de esgotos do bairro Pantanal, na cidade de Florianopolis,
SC. Em seguida, o esgoto era direcionado para o tanque de
armazenamento (5000 L) e por gravidade seguia para um tanque
intermediario (1000 L). A fim de evitar o acamulo de sélidos no fundo
deste tanque e obter continuamente um esgoto fresco, foi instalado um
misturador mecénico (motor elétrico do tipo vertical 1750 rpm, 60 Hz),
0 qual era acionado a cada 30 min pelo periodo de 30 s, e um sistema de
recirculagdo do esgoto com o tanque de 5000 L.

Do tanque intermediario, o esgoto era bombeado (bomba
Jacuzzi, 3A-T, 1/3 CV, trifasica, 60 Hz) para dentro do reator. Um
inversor de frequéncia (Danfoss, FC51 PK37, 1/2 CV) foi conectado &
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bomba de enchimento para um maior controle da vazdo da bomba
durante o enchimento do reator. Apds o tratamento, o efluente tratado
era bombeado (Schneider, BC 98SC, 1/2 CV, monofésica, 60 Hz) para
um ponto a jusante da capta¢io na rede coletora municipal de esgoto
(Fiigura 15).

O reator piloto estudado foi dimensionado e desenvolvido por
AKABOCI (2013) e WAGNER (2015). O reator tinha uma geometria de
reator de bolhas (bubble column reactor) sendo uma coluna cilindrica de
acrilico transparente e apresentando as seguintes dimensdes: 3,0 m de
altura e 0,25 m de didmetro interno (Figura 16).

Figura 16: Dimensdes esquematicas (esquerda) e fotografia (direita) do reator
piloto RBS de lodo granular do Sistema Experimental | (SEI).
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Fonte: Weissbrodt & Guimarées (autor)

A altura util do reator neste estudo foi de 2,18 m, o que
corresponde a um volume util de 98 L. A disposi¢do dos tubos de
entrada e de saida do reator proporcionou a troca de 56 %
(Venchimento/ Vreator) d0 volume liquido a cada ciclo, ou seja, a cada
batelada foram tratados 54,9 L de esgoto. O reator possuia duas
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possibilidades de enchimento: uma na parte superior e outra na parte
inferior, sendo da parte inferior utilizada no presente trabalho. Seguindo
as recomendacfes de Beun et al. (1999), o reator apresentou uma alta
razdo entre a altura Util e o diametro (A/D) de 8,7, a fim de favorecer a
selecdo dos granulos pela diferenca na velocidade de sedimentacéo.

Para a aeracdo do reator, utilizou-se um compressor de ar
(Wayne wetzel profissional — WV 15, 230 L, 3 hp) que enviava ar
comprimido para o interior do reator. Para obtencdo de pequenas bolhas,
0 ar atravessava um difusor circular de membrana (EPDM, 340mm HD,
B&FDias) localizado no fundo do reator. Além destas componentes, 0
sistema de aeracao era composto por filtros, valvulas reguladoras e um
rotametro, sendo que este permitia a medicéo e o controle da vazio de ar
aplicada ao reator.

O funcionamento do sistema de tratamento era automatizado
através de um controlador logico programavel (CLP) (SIEMENS)
localizado em um painel de comandos elétricos. Por meio do CLP,
foram controladas a duracdo de cada fase do ciclo operacional do reator,
o acionamento e desligamento das bombas de entrada/saida de esgoto e
do compressor de ar. O controle do nivel de enchimento e esvaziamento
do reator era realizado através de sensores de niveis e de referéncia
instalados dentro do reator conectados ao CLP.

3.1.2 Operacdo do reator

O reator piloto RBSG foi operado por 200 dias a fim de atingir
granulacdo e remocéo de nutrientes do esgoto sanitario por nitrificacédo-
desnitrificagdo simultaneas (NDS). O reator foi inoculado com 40 L de
lodo ativado a 3,2 g SSV L™ e IVLg de 220 mL g™ de uma estagdo de
tratamento de esgoto (ETE) da cidade de Florianépolis, SC e operado
sem controle de temperatura (18-30°C no reator) e de pH (6,7-7,6 no
esgoto). Neste estudo, os ciclos sequenciais foram de 4 horas,
configurados de acordo com estudos prévios realizados neste sistema
piloto para remocdo de nutrientes (AKABOCI, 2013; WAGNER, 2015).
Cada ciclo operacional se dividiu em: 3 min de enchimento em pulso
ascendente, 10 min de periodo em repouso, 211 min de aeracdo
ascendente, 13 min de sedimentacdo e 3 min de descarte do efluente
tratado.

Caracteristicas do enchimento: A composi¢do do esgoto sanitario é
dada na Tabela 1. O regime de enchimento em pulso ascendente foi
alcancado bombeando esgoto 18 L min™, correspondendo a uma
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velocidade de 22 m h™%. A carga orgénica volumétrica total foi de 1,2 +
0,4 g DQOvow d™ Lr™ e soltivel de 0,7 + 0,3 g DQOsoiave ™ Lr ™.

Tabela 1: Caracteristicas do afluente (esgoto municipal de Floriandpolis, SC,
Brasil) do reator piloto do SEI.

Variaveis Afluente do reator
piloto (n=38)
(mgL )"
Solidos suspensos totais (SST) 116,3+52,9
Demanda quimica de oxigénio total (DQOyq) 349,8 + 106,3
Demanda quimica de oxigénio solivel (DQOsyver) 196,9 + 82,8
Demanda bioquimica de oxigénio (DBOS) 223,7+70,9
Nitrogénio Total (NT) 62,4 +£9,2
Nitrogénio amoniacal (N-NH4) 55,9 + 16,6
Nitrogénio-nitrito e nitrato n/d**
Fésforo Total (Piotar) 58+1,8
pH 7,1£0,.2
Temperatura (°C) 243+3,0
Oxigénio dissolvido (OD) 0,23 +£0,05

*exceto pH e temperatura; **n/d: valor abaixo do limite de deteccdo

Caracteristicas do repouso: Apos o enchimento, o periodo de repouso
era realizado sem aeracdo e sem agitacdo. O objetivo foi estimular a
desnitrificagdo, uma vez que houve acimulo de nitrito nos estudos
prévios conduzidos neste mesmo reator (AKABOCI, 2013; WAGNER,
2015; WAGNER et al., 2015a). De fato, esta fase foi principalmente
anoxica, pois também se observou NO, acumulado ao longo dos ciclos.

Caracteristicas da fase aerobia: A aeracdo em fluxo ascendente foi
alcancada aplicando-se uma vazéo de ar de 32 L min™, correspondendo
a uma velocidade superficial do géas de 0,011 m s™. A alta vazéo de ar
foi aplicada com o intuito de provocar o cisalhamento hidrodindmico, o
qual é um importante fator na formacgéo dos granulos (LIU et al., 2005).
O reator foi operado sem o controle de oxigénio dissolvido (OD). Os
niveis de OD evoluiam em funcdo dos metabolismos aerébios ativos, e
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atingiam a saturacdo assim que as conversdes microbianas eram
finalizadas.
Caracteristicas da sedimentacdo: Durante o periodo de start-up foi
aplicada a diminuigdo gradual no tempo de sedimentagdo (de 25 a 13
min) para promover a sele¢do das particulas mais densas e a eliminagéo
das particulas com pior sedimentabilidade, que foram removidas do
reator por wash-out. Ap6s as condigdes de start-up o tempo de
sedimentacdo foi mantido em 13 min.

A biomassa é considerada predominantemente granular quando
o didmetro de pelo menos 50 % das particulas é superior a 200 pm (de
KREUK; KISHIDA; van LOOSDRECHT, 2007; LIU et al., 2010). O
periodo de granulagdo no presente estudo durou 56 dias, quando 52 %
das particulas apresentaram didmetro médio de 268 um.

3.1.3 Monitoramento do reator

Durante a etapa de start-up para a formacdo dos granulos, o
monitoramento do reator foi realizado uma vez por semana. Nesta etapa
foram realizadas coletas da entrada (esgoto bruto), saida (efluente
tratado no fim das 4 h), do licor misto apds 1 min de aeragdo
(correspondente a 13 min do ciclo) e no final desta mesma fase. Com
esta amostragem, pode-se acompanhar as condi¢des gerais de
funcionamento do reator e determinar as eficiéncias de remogao obtidas.
Apos o start-up, a coleta destas amostras foi realizada duas vezes por
semana. O monitoramento de um ciclo padréo foi realizado uma vez por
més, onde foram efetuadas coleta de diversos pontos ao longo da fase
aerdbia, com o objetivo de verificar a conversdo dos substratos. Essas
amostras foram coletadas a cada 5-30 min.

As amostras coletadas foram conservadas e armazenadas a 4 °C
para logo serem analisadas. As amostras contendo 0s compostos de
interesse soluveis foram logo filtradas em membrana de acetato celulose
(poro 0,45 um). De forma a tornar os resultados fisico-quimicos mais
precisos, realizou-se anélises em duplicata (amostras filtradas) e em
triplicata (amostras ndo filtradas).

3.2 SISTEMA EXPERIMENTAL Il (SEII)

3.2.1 Caracteristicas Gerais

O sistema experimental utilizado, e instalado nas dependéncias
do grupo de Biotecnologia Ambiental no Departamento de
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Biotecnologia na Universidade Técnica de Delft, era composto por
bombas peristalticas para 0 bombeamento de esgoto sintético, galdes de
20 L para armazenamento do esgoto sintético, termostato, bomba para
recirculacdo de gas (N811 KN.18, KNF Verder, Alemanha), reator de
bancada, rotametro, controlador de fluxo de massa (CFM) e Sistemas de
Supervisdo e Aquisicdo de Dados, ou abreviadamente SCADA
(Supervisory Control and Data Acquisition) foi realizado via Sartorius
DCU4 (Sartorius stedim biotech, Alemanha). A configuragao geral do
sistema experimental pode ser visualizada na Figura 17.

Figura 17: Configuracdo do Sistema Experimental Il (SEII)
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Fonte: Préprio autor

Nesta pesquisa optou-se por utilizar esgoto sintético, a fim de
controlar condicdes ideais para o0 enriquecimento dos organismos
acumuladores de poli-fosfato (PAQO). O esgoto sintético foi bombeado
com o auxilio de bombas peristalticas a partir de dois galGes de 20 L,
sendo um contendo a fonte de carbono e o outro contendo as fontes de
nutrientes (descricdo da composicdo do esgoto descrito abaixo, no item
3.2.2) para dentro do reator. Antes e apds o enchimento do reator houvia
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a injecdo de gas N, a uma vazdo de 3 NL N, min™ , para garantir a
remocdo de oxigénio dissolvido residual. A fase anaerdbia com mistura
no reator foi realizada pela recirculagdo do volume de gés presente no
“headspace” do reator sob condigdes de inje¢do de nitrogénio a 1 L N,
min*t por meio de um CFM (5850TR, Brooks, USA). Na fase aerobia, a
concentracdo e oxigénio dissolvido foi mantida a 50% da saturagdo pela
injecdo de ar e de nitrogénio no sistema de recirculacdo de gas. A
mistura de gas atravessou um difusor na base do reator para fornecer
pequenas bolhas ao sistema. A velocidade superficial ascencional da
mistura de gases foi de 2 cm s™.

O reator em batelada sequencial utilizado tinha uma geometria
de reator de bolhas sendo uma coluna de vidro com parede dupla e
apresentando as seguintes dimensdes: didmetro interno de 6,3 cm e
altura total de 150 cm. A altura do liquido dentro do reator foi de 90 cm,
resultando em um volume Gtil de 2,4 L. Desta forma, o reator apresentou
uma alta razdo entre a altura Util e o didmetro (A/D = 14,3). Uma
representacao esquematica do sistema esté ilustrada na Figura 18.

Além do OD, a temperatura e pH também foram controlados
neste reator. A temperatura foi mantida em 20°C com o auxilio de um
termostato e o pH a 7,5, o qual era regulado com HCI e NaOH a 1 mol
L. O pH, OD, condutividade e temperatura foram registrados online
(sonda de pH, Methrom, Suica; sonda de DO, AppliSens, EUA; e sonda
de condutividade SK24T, Consort, Bélgica).

3.2.2  Operacdo do reator

A composicdo do esgoto sintético consistiu em &cido graxo
volatil (AGV) como fonte de carbono, uma vez se sabe que as PAO
dependem deste tipo de substrato para 0 bom funcionamento de seu
metabolismo (WEISSBRODT et al., 2013b). Mais especificamente 0
acetato foi escolhido neste trabalho, pois dentre as espécies de AGVs, o
acetato é a forma mais encontrada em afluente de ETE (CUEVAS-
RODRIGUEZ; TEJERO-MONZON, 2003). O afluente foi
complementado com Alil-N-tioureia (ATU) para inibir a nitrificagdo e
consequentemente o ciclo de nitrogénio, como base preferencial para as
“Ca. Accumulibacter”. Ainda para fornecer 6timas condi¢es para as
PAO, alto teor de fdsforo foi proporcionado (WEISSBRODT et al.,
2013a, 2014), sendo aplicada inicialmente a relacdo C/P de 8 gc gp
contendo 125mgp L. Porém, no dia 30 esta razdo foi modificada para
16 gc e, pois de acordo com Lin; Liu; Tay, (2003) altas razdes C/P
levaram ao aumento do tamanho dos granulos, o que pode
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consequentemente estar ligada a uma maior producdo de hidrogéis
nestas condi¢fes. Mesmo aumentando a razdo C/P, o teor de fosforo
continuou alto e propicio para o crescimento das PAO, com 62 mgp L™
A composicédo detalhada do esgoto sintética esta detalhada no Apéndice
A.

Figura 18: Dimensdes esquematicas (esquerda) e fotografia (direita) do reator
de bancada do SEII operado para granulagdo e producdo de exopolimero por
“Ca. Accumulibacter”.
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Fonte: Weissbrodt & Guimardes (autor)

Fase anaerdbia: A etapa anaerdbia foi projetada como um "seletor
anaerébio" para assegurar o consumo completo do material organico
antes de mudar para a aeragdo, como pré-requisito para a selecdo de
PAO sobre os organismos heterotroficos ordindrios (OHO). Sob tais
condi¢des anaerodbias, a mistura foi conseguida por recirculagdo do gas
contido no headspace do reator a 3,0 NL min™ (correspondendo a uma
velocidade de gés superficial de 0,016 m s™) e injetando gas nitrogénio a
1,0 NL min™®. A condutividade eléctrica em linha foi utilizada para
monitorar e controlar o comprimento da fase anaerébia em funcdo da
liberacdo de ortofosfato a partir da atividade metabdlica anaerdbia das
PAO (AGUADO et al, 2006; MAURER; GUIJER, 1995;
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WEISSBRODT et al., 2013b, 2014). A concentracdo residual de AGVs
no final da fase de carga anaerdbia foi monitorada.

Fase aerdbia: Durante a aeracdo, a concentracdo de OD na fase liquida
foi mantida a 50% de saturacdo de O, por injecdo de ar e de nitrogénio
gasoso no circuito de recirculacdo de gas. O comprimento da fase de
aeracdo também foi ajustado com base nas medidas de condutividade
elétrica on-line, as quais se correlacionaram linearmente com a captacgao
de ortofosfato por PAO.

Fase de sedimentacdo: A granulacdo foi realizada pela agregagdo
esponténea das PAO. As condigdes tradicionais de wash-out utilizadas
para o processo de granulacdo (BEUN et al., 1999) ndo foram aplicadas.
O tempo de sedimentacgdo foi ajustado apenas em resposta ao lodo com
sedimentacéo rapida que se formou e acumulou progressivamente.

3.2.3 Monitoramento do reator

Para 0 monitoramento da evolucdo da biomassa no reator foram
coletadas amostras de 10 mL do licor misto trés vezes por semana. O
volume total do efluente (1,2 L) era coletado e concentrado por
centrifugacdo (3850 x g, 20 min) uma vez por semana. O processo de
granulacdo foi acompanhado a partir da observagdo das amostras do
licor misto coletadas regularmente. O enriquecimento das PAO foi
acompanhado regularmente com a coleta de amostras do licor misto,
imediatamente filtradas em filtros com poro 0,45 pm (Millipore,
Ireland), logo apds o enchimento e no final do periodo anaerdbio, para
verificar o consumo de acetato e a liberacdo de fosfato. Uma vez por
semana foi realizado um acompanhamento mais detalhado do perfil de
fosfato e acetato coletando mais pontos durante o ciclo, a cada 15-30
min. Além disso, o perfil de liberacdo e consumo de fosfato pode ser
acompanhado pelas medig¢des online de condutividade.

As amostras coletadas para andlises de biologia molecular
foram realizadas trés vezes por semana. Para as analises baseadas no
DNA gendmico, um volume de 50 mL do licor misto foi coletado no fim
do periodo de aeracdo, rapidamente centrifugado e armazenadas em
triplicata. Amostras para andlise de FISH foram logo fixadas em 4 %
paraformaldeido (AMANN et al., 1990). Amostras de 50-400 mL do
licor misto foram coletadas no final da aeracdo, centrifugadas e
congeladas para extragdo do exopolimero do tipo alginato. A quantidade
de licor misto amostrada para a extragdo aumentou com o tempo em
funcdo do acimulo de biomassa no reator e para manter a idade do lodo
em torno de 30 dias.
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3.3 ANALISES DOS GRANULOS

O acompanhamento da formacdo e da morfologia dos granulos
nas amostras do SEI foi realizado por meio da utilizacdo de microscépio
otico (marca Olympus BX-40) e de estereomicroscépio (lupa — marca
Tecnival). As imagens microscopicas foram obtidas utilizando o
software Micrometrics® SE Premium. A observacdo da estrutura dos
granulos também foi realizada por meio de Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) (JEOL JSM-6390LV) pelo Laboratério Central de
Microscopia Eletrénica (LCME) da UFSC. Foram encaminhadas
amostras do licor misto ao Laboratério de Farmacotécnica e
Cosmetologia do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UFSC
para a realizacdo das andlises granulométricas por difracdo a laser
(Mastersizer 2000, Malvern Instrument SA).

O processo de granulacdo no SEIl também foi acompanhado
por microscopia Otica, enquanto as distribuicbes de tamanho dos
granulos foram quantificadas com um analisador de imagem
(Quantiment 500 Image Analyzer, Leica Cambridge Instruments, UK).

Em relagdo ao IVL, este foi obtido conforme a metodologia
recomendada por APHA (2005) (Standard Methods - SM 2710 D), no
entanto este foi determinado para diferentes tempos de sedimentagio.
Em reatores de lodo granular, devido a boa sedimentabilidade do lodo, é
recomendavel o calculo dos IVL referentes aos tempos de 5, 10 e 30 min
(SCHWARZENBECK; ERLEY; WILDERER, 2004). Os IVL
referentes a 5 e a 10 min de sedimentacido (IVLs e [VLy,
respectivamente) foram calculados de maneira analoga ao IVLz. A
razdo 1VLso ou 1VL1g/30 contribuiu como um indicador do processo de
granulacdo, a qual tende a apresentar valores préximo de 1 quando tem-
se granulos no reator. Para a determinagdo do IVL, coletou-se 1000 mL
do licor misto e o volume de lodo foi determinado apos 5, 10 e 30 min
de sedimentagdo da biomassa. O IVL foi obtido conforme a Equacéo 9:

IVL; = VLSSX;TOOO Equacédo 9

Onde 1 ¢ o tempo de sedimentacdo (min), VLS é o volume de
lodo sedimentado (mL L™) e SST é a concentracéo de sélidos suspensos
totais da amostra.

3.4 ANALISES FISICO-QUIMICAS
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As amostras coletadas no SEI foram analisadas no Laboratorio
Integrado de Meio Ambiente (LIMA, UFSC) e nas salas de
procedimentos do LABEFLU, enquanto as amostras do SEIl foram
analisadas nos laboratérios do grupo EBT na TU Delft. As analises
fisico-quimicas foram realizadas seguindo as metodologias que sdo
recomendadas pelo Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (APHA, 2005). As variaveis analisadas e a metodologia
empregada em cada sistema operacional estdo apresentadas na Tabela 2.

A concentragdes de solidos suspensos totais (SST), volateis
(VSS) e cinzas no licor misto foram analisadas de acordo com o0s
métodos padrdo (APHA, 2005). As concentracbes de nitrogénio
amoniacal (NH;™-N) e ortofosfato foram analisadas
espectrofotometricamente utilizando kits colorimétricos (Hach-Lange,
Alemanha). As concentracbes de acetato foram medidas por HPLC
(BioRad, EUA).

3.5 MEDICAO DO GAS OXIDO NITROSO (N,0)

Para realizar a medigdo de N,O, a parte superior do reator no
SEI foi fechada com uma tampa hermética que s6 permite a saida de ar
por meio de uma mangueira a ela conectada. Essa mangueira conduziu o
fluxo de ar advindo do reator ao fundo de um recipiente contendo 4 L de
uma solugdo de NaOH 3 mol L™ com adicio de 20 mL de timolftaleina
0,4% (indicador de pH). Essa solugdo teve a fung@o de capturar o CO»,
de forma a eliminar uma possivel interferéncia deste gas nas medi¢des
de N,O. Ao passar pela solugdo de NaOH, o ar borbulhou através do
liquido, sendo em seguida capturado por uma mangueira conectada ao
analisador de gases, que indicou a concentragido de N,O do fluxo gasoso.
O analisador de gases utilizado (Guardian SP, UK) baseia-se na
deteccdo de raios infravermelhos com comprimento de onda duplo ndo-
dispersivo, sendo este tipo de equipamento frequentemente utilizado em
pesquisas similares. O equipamento efetuou a leitura da concentracao de
N,O (em ppm) durante os ciclos monitorados, e os dados foram
coletados a cada 15 s, manualmente. Os céalculos de conversdo de
unidades e concentracdo de N,O em relagdo ao nitrogénio afluente no
reator foram apresentados por Daudt (2015).
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Tabela 2: Pardmetros fisico-quimicos analisados no SEI e SEII

Parametros fisico-quimicos

Metodologia empregada no SEI

Metodologia empregada no SEII

Oxigénio Dissolvido (OD)
Temperatura

pH

Condutividade®

Sonda multiparametros (YSI 6600)

Medicdo pelas sondas separadas de OD
(AppliSens), pH (Methrom) e
temperatura/conditividade (Consort) e
registrados on-line via SCADA
(Sartorius).

Sélidos Suspensos Totais (SST)

Método gravimétrico em membrana de
fibra de vidro (0,47 pum).

Método gravimétrico com e sem
membrana de fibra de vidro (0,47 um).

Sélidos Suspensos Volateis (SSV)
Soélidos Suspensos Fixos (SSF)

Calcinagdo da biomassa em mufla a 550
°C

Calcinacéo da biomassa em mufla a 550
°C

Digestdo em refluxo fechado. Leitura

Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)  em espectrofotdémetro HACH®, modelo  n.a.
DR-3900
L S Manométrica com digestdo de 5 dias em
Demanda Biogquimica de Oxigénio base agitadora HACH®, modelo BOD-  n.a.

(DBOs)

Track.

Acetato

Cromatografia Liquida, Dionex ICS-
5000

Cromatografia liquida, Biorad, com
detector UV.

Nitrogénio Total (Nt)

Meétodo colorimétrico, Kit HACH (822)

n.a.

Nitrogénio amoniacal (N-NH,)

Meétodo colorimétrico, Kit HACH (731)

Método colorimétrico, Kit HACH (303)

Nitrito (N-NOy"), nitrato (N-NOy),
acetato

Cromatografia Liquida, Dionex ICS-
5000

n.a.

Fosfato (P-PO,)

Cromatografia Liquida, Dionex ICS-
5000

Método colorimétrico, Kit HACH (348,
349 e 350)

Fosforo Total (Prota)

Método colorimétrico do
Vanadomolibdato.

n.a.

#Condutividade monitorada apenas no SEII



96

3.6 EXTRACAO DE SUBSTANCIAS POLIMERICAS
EXTRACELULARES (EPS)

EPS foram extraidos de um volume de 5 mL de amostras do
licor misto do reator piloto do SEI, sob condigdes alcalinas (pH > 10)
pela adicdo de 5 mL de NaOH a 1 mol L™ e alta temperatura (30 min a
80 °C), seguido de sonicacdo (5 min a 55 kHz) (TAY; LIU; LIU,
2001b). As fragdes de polissacarideos e proteinas no EPS foram
analisadas utilizando os métodos fenol-sulfarico (DUBOIS et al., 1956)
e folin-fenol (LOWRY et al., 1951), respectivamente.

O procedimento de extracdo de exopolimeros do tipo alginato
(ALE) foi realizado nas amostras do SEII e esta demostrado na Figura
19.

Figura 19: Esquema do procedimento da extragdo de exopolimeros do tipo
alginato (ALE)
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Fonte: adaptado de Gubser (2015)

As fragcBes em massa de extratos acidos de ALE produzidos na
biomassa granular foram extraidas a partir de 1 g de licor misto
centrifugado (3850 x g por 10 min), congelado (-80°C) e liofilizado a -
44°C ¢ 10" atm (FreeZone 45, Labonco, EUA). Foi adicionado a esta
biomassa seca 1,35g de Na,COs. 7 H,O e acrescentados em 100 mL de
agua da miliQ, a fim de obter 1% (massa/volume) de lodo em suspenséo
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e 0,5% (massa/volume) de Na,COjs. Esta suspensdo, contendo um pH
maior que 10, foi aquecida em banho-maria a 80°C ¢ agitada (400rpm)
por 30 min para a liberagdo de ALE no meio. O ALE dissolvido passou
por uma centrifugagdo (3850 x g, 20 min), e foi entdo coletado o
sobrenadante. Em seguida, o ALE foi precipitado pela adi¢do de HCI
4M ajustando o pH final entre 2,0 e 2,5. Esta solugéo foi centrifugada e
0 pellet obtido ¢ o ALE em sua forma é&cida. O ALE acido foi
congelado, liofilizado e pesado, para entdo se ter o valor de massa de
ALE (FELZ et al., 2016; LIN et al., 2010). A propriedade de gelificagédo
e 0 comportamento semelhante ao alginato dos exopolimeros extraidos
foram verificados pela formacéo de sais exopoliméricos a base de célcio
e sddio (LIN; SHARMA; VAN LOOSDRECHT, 2013).

3.6.1 Analises fisico-quimicas nos extratos de EPS

A partir dos EPS extraido das amostras do SEI, as fracdes de
exopolissacarideos (PS) e proteinas (PN) foram analisadas utilizando os
métodos fenol-acido sulfirico (DUBOIS et al., 1956) e folin-fenol
(LOWRY et al., 1951), respectivamente.

A caracterizago dos exopolimeros extraidos das amostras do
SEII foi mais detalhada, uma vez que neste segundo estudo o objetivo
foi avaliar o potencial de producdo de EPS e seu potencial de
recuperacdo como um material valorizado. Portanto, assim como no
SEl, as fragdes de PS e PN foram avaliadas, porém por varios métodos.
Polissacarideos

A presenca de polissacarideos na composi¢cdo quimica dos
extratos de exopolimeros do SEII foi verificada pelo método fenol-
sulfarico (DUBOIS et al.,, 1956) utilizando glicose como solucdo
padrdo. Além desta técnica, a composicao de aclcares foi analisada por
cromatografia de troca ibnica de alto desempenho (High Performance
Anion Exchange — HPAE) equipado com coluna Carbopac Pa20 e
deteccdo amperométrica pulsada (HPAE-PAD, Dionex, EUA). Antes
das amostras serem analisada por HPAE-PAD, a forma 4cida de ALE
passou por dialise e hidrolise (ZHANG et al., 2012). Para o
procedimento da dialise, 15 mg de ALE &cido seco foi diluido em 2 mL
de 4gua MiliQ e colocados em uma bolsa de didlise (3.5K MWCO,
Thermo Scientific Snakeskin). A bolsa foi entdo imersa em um béquer
com &gua MiliQ & temperatura ambiente e 80 rpm durante uma noite
(overnight). O produto da diélise foi direcionado para o procedimento de
hidrélise sob condic¢des acidas, 300 rpm e 150 °C por um tempo de 12-
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24 horas. Apds a hidrdlise foi acrescentado isopropanol nas amostras
para sua secagem e posterior amostragem para a cromatografia.

Proteinas

As proteinas presentes no ALE extraido do SEIl foram
verificadas pelo ensaio de Bradford (BRADFORD, 1976) e BCA
(bicinchoninic acid assay) seguindo as instru¢bes do kit (Interchim,
Franca) utilizando albumina (BSA) como solugdo padrdo. Além disso, a
deteccdo de proteinas foi testada por eletroforese em gel de
poliacrilamida ou PAGE (PolyAcrylamide Gel Electrophoresis), onde as
amostras separam-se com a adi¢do do detergente SDS (Sodium Dodecyl
Sulfate), sendo a técnica habitualmente conhecida por SDS-PAGE.

Material inorganico e decomposicao térmica

A decomposicédo térmica e as fragdes inorganicas e volateis de
slidos nos exopolimeros foram medidas por andlise de
termogravimetria  (Thermogravimetric analysis - TGA). Uma
quantidade de cerca de 5 mg das amostras de ALE é&cido liofilizado foi
colocada em cadinho de ceramica, o qual foi disposto no analisador
térmico (STA 449 F3 Jupiter, Netzsch, Alemanha). A temperatura de
aquecimento maxima foi de 700 °C, com uma velocidade de
aquecimento de 5 K min™ e sob atmosfera de ar como gas protetor.
Propriedade de formacéo de gel

A propriedade de formacdo de gel foi testada pela adicdo de
solucdo de CaCl, a 2% (m/v) no ALE (LIN; SHARMA; VAN
LOOSDRECHT, 2013). O ALE é&cido fresco (sem ser congelado e
liofilizado) foi dissolvido por adicdo de NaOH a 0,5 mol L™ até atingir
um pH final de 8, em seguida vertido em uma placa de Petri de 2,5cm e
seca em temperatura ambiente (20 °C) para formar uma pelicula fina e
conferir a propriedade de formacéo de filme (ZLOPASA et al., 2015).

Espectroscopia de Raman

As variacbes nas composi¢des quimicas globais dos
exopolimeros foram medidas por espectroscopia Raman, a qual atinge a
amostra com uma fonte de laser, espalhado luz em diferentes
frequéncias depedendo do material. Os espectros Raman do EPS-ALE
acido liofilizado foram obtidos em uma faixa espectral de 100 a 3000
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cm™ medidos com um espectrdmetro de tipo dispersivo Renishaw
(InVia Reflex), equipado com um detector CCD (Charge Coupled
Device). Utilizou-se um microscopio (Leica) com uma ampliagdo de 50x
para focar o feixe de laser na amostra. A fonte de excitacdo foi
proporcionada por diodo laser de 785 nm. O espectro foi registado com
50% (~ 30 mW / umz) de intensidade de laser na amostra, com 5
acumulagdes utilizando 10 s de tempo de exposicdo. Esta analise foi
realizada pelos técnicos responsaveis pelo microscopio de Raman
localizado no laboratério FAM, Faculdade Aeroespacial, TU Delft,
Delft, Paises Baixos.

Fluorescéncia de ligacéo por lectinas acoplada a microscopia confocal

Amostras de granulos enriquecidos com “Ca. Accumulibacter”
foram enviadas ao Centro Helmholtz em pesquisa ambiental,
Departamento de Ecologia de Rios, Magdeburg, Alemanha, para avaliar
a presenca de glicoconjugados através da analise de fluorescéncia de
ligagdo por lectina (fluorescence lectin-binding analysis — FLBA)
(STAUDT et al., 2003; ZIPPEL; NEU, 2011). Cortes transversais foram
realizados nos granulos e nas fatias foram avaliadas a presenga de
lectinas com o auxilio de um microscépio confocal de varredura a laser
(confocal laser scanning microscopy - CLSM).

3.7 ANALISES MICROBIOLOGICAS
3.7.1.Hibridizacao in situ por fluorescéncia (FISH)

A técnica de biologia molecular FISH baseia-se na deteccdo de
sequéncias especificas de acidos nucleicos através da hibridizacdo de
oligonucleotideos marcados com flu6foros (chamados de sondas) com o
rRNA do organismo alvo. As sondas utilizadas sdo oligonucleotideos
complementares as sequéncias que se pretende identificar. A aplicacdo
da técnica permite determinar a morfologia celular, a abundancia dos
individuos e a identificacdo filogenética dos mesmos. Esta técnica tem
demonstrado ser uma importante ferramenta para a identificagdo de
micro-organismos em lodos e biofilmes (AMANN; LUDWIG;
SCHLEIFER, 1995; NIELSEN et al.,, 2009). As amostras foram
coletadas quinzenalmente no SEI e semanalmente no SEIl para a
realizacdo da técnica de FISH. A metodologia empregada pode ser
dividida nas seguintes etapas (detalhadas no Apéndice A): fixacdo, corte
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transversal dos granulos, hibridizacdo com a sonda especifica e
observacdo das laminas em microscdpio com fluorescéncia.

A técnica de FISH foi utilizada no SEI para a determinagdo da
populacdo microbiana relacionada a nitrificacdo, desnitrificacdo e
remocao de fosforo. Nas amostras do SEI, as sondas especificas foram
marcadas com CY3 e todas as células microbianas foram coradas com
1% 4,6-diamidino-2-phenilindol (DAPI), o qual foi utilizado como
referéncia. Nas amostras do SEIl o FISH foi utilizado, principalmente,
para estimar o grau de enriquecimento de “Ca. Accumulibacter”, porém
neste caso ndo foi utilizado o DAPI. Como referéncia, as bactérias totais
foram hibridizadas com a sonda de bactérias totais (EUB338yx)
marcada com o fluéforo fluos. Os oligonucleétidos especificos para
PAO e GAO foram utilizados como alvo no SEIIl, marcados com o0s
fluorocromos CY3 e CY5, respectivamente. As sondas especificas
utilizadas para a avaliagdo microbiana no SEI e SEII com suas
respectivas sequéncias, especificidade e referéncias estdo detalhadas na
Tabela 3. Os detalhes das sondas estdo disponiveis no site do Probebase
(LOY etal., 2007).

Todas as amostras do SEI foram analisadas em contraste com o
DAPI, examinadas com microscopio éptico (BX41, Olympus, Japdo) e
as imagens processadas com o auxilio do software ImageJ (versdo 1.50i,
EUA). As laminas com as amostras do SEII foram observadas utilizando
um microscopio de epifluorescéncia Axioplan 2 (Zeiss, Alemanha)
equipado com conjuntos de filtros 26, 20 e 17 para Cy5, Cy3 e fluos,
respectivamente. As imagens foram trabalhadas no software
AxioVision’s que acompanha este sistema epifluorescente.
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Tabela 3: Descrigdo das sondas de oligonucleotideos utilizadas na anélise de FISH (rRNA).

Sonda Organismo alvo Sequéncia (5°-3’) Referéncia
I-CTG CCT CCC GTAGCA
EUBnix Eubactérias Il - CAG CCA CCC TAG GT GTCTG  (AMANN etal, 1990 DAIMS et
(111111 Il - CCA CCC GTA GGT GT al. 1999)
Nitrificantes
NEU Nitrosomonas sp. CCCCTCTGCTGC ACT CTA (WAGNER et al., 1995)
Oxidadoras de amonia
NSO190 B-Proteobacteria CGATCCCCTGCTTTTCTCC (MOBARRY et al., 1996)
NIT3 Nitrobacter sp. CCT GTG CTC CAT GCT CCG (WAGNER et al., 1996)
Ntspa662 Nitrospira GGA ATT CCG CGC TCCTCT (DAIMS et al., 2001b)
Amx820 Ca. Brocadia anammoxidans™ A A ACC CCT CTACTTAGT GCCC (SCHMID etal., 2001)
Ca. Kuenenia stuttgartiensis
Desnitrificantes
THIO51 Algumas Thiobacillus GTC ATG AAACCCCGCGTGGT (FIGUEROLA,; ERIJMAN, 2007)
PAE997 Pseudomonas spp. TCT GGA AAG TTC TCA GCA (AMANN et al., 1996)
PDV1031 Paracoccus desnitrificans CCT GTC TCC AGG TCA CCG (NEEF et al., 1996)
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Continuagéo da Tabela 3: Descrigdo das sondas de oligonucleotideos utilizadas na anélise de FISH (rRNA).

Sonda

Organismo alvo

Sequéncia (5°-3’)

Referéncia

Acumuladoras de fésforo

PAO 651

PAO462
PAO846
Accl-444
Acc2-444
DECHLO?2
DECHLO2_C1
TET1-266

Maioria dos membros “Ca.
Accumulibacter”

“Ca. Accumulibacter phosphatis”

Clade | -“Ca. Accumulibacter”
Clade Il - “Ca. Accumulibacter”

Dechloromonas

Cladel - Tetrasphaera

Acumuladoras de glicogénio

GA0431
GA0989
CPB_654

“Ca. Competibacter phosphatis”
“Ca. Competibacter phosphatis”
Competibacteraceae

CCC TCT GCC AAA CTC CAG

CCG TCATCT ACW CAG GGT ATT AAC
GTT AGC TAC GGC ACT AAA AGG

CCCAAGCAATTTCTTCCCC
CCCGTGCAATTTCTTCCCC

GCTCAATCAGCGCAAGGTCT
CCCGTCGTCGCCTGTAGC

TCC CCG CCT AAAGGGCTT
TTC CCC GGA TGT CAA GGC
TCC TCT AGC CCACTC

(CROCETTI et al., 2000a)

(CROCETTI et al., 2000a)
(CROCETTI et al., 2000a)

(FLOWERS et al., 2009a)

(SANGUIN et al., 2006)
(NGUYEN et al., 2011a)

(CROCETTI et al., 2002)
(CROCETTI et al., 2002)
(MCILROY et al., 2015b)
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3.7.2 Extracdo de DNA

Para a caracterizacado da comunidade microbiana no SEI,
aproximadamente, 50 mL do licor misto foi coletado quinzenalmente no
final da fase de aeracdo do RBS piloto. Uma aliquota de 1,8 mL foi
retirada da amostra homogeneizada e armazenada na solucao do Power
Bead Tube do kit de extracio de DNA MoBio Power SoilTM kit
(Carlsbad, CA) para entdo ser extraido o DNA seguindo as
recomendagoes do kit. Apds o processo de extragdo, 100 uL de solugio
com DNA ¢é obtido e verificado utilizando-se a técnica de eletroforese
em gel de agarose 1% (m/v) para ser estocado a -20 °C para uso
posterior. A quantidade de DNA extraido foi medida
espectrofotometricamente usando um Bioespectrofotdmetro
(Eppendorf).

A amostragem das amostras do SEII para a caracterizacdo da
comunidade microbiana foi realizada de 2 a 3 vezes por semana.
Amostras de 50 mL do licor misto foram coletadas no fim da aeracéo,
removido parte do sobrenadante e o material sedimentado foi distribuido
em trés microtubos (amostras guardadas em triplicatas). As amostras nos
microtubos foram centrifugadas, e o sobrenadante descartado, sendo
armazenado apenas o pellet a -80 °C, na TU Delft. As amostras foram
transportadas até o centro de Comunidades Microbianas, na
Universidade de Aalborg, Dinamarca, para entdo serem processadas
seguindo Midas field guide, sendo que todos os protocolos estdo
disponiveis no respectivo website (MCILRQOY et al., 2015a). O DNA
gendmico foi extraido das amostras trituradas de biomassa utilizando o
kit de isolamento FAST DNA Spin Kit for Soil (MP Biomedicals, USA)
de acordo com as instrugdes do fabricante. A qualidade e concentracdo
dos DNA extraidos foram verificados pelo Nanodrop, sendo as razdes
A260/A280 verificada entre 1,8 e 2,0, e a razdo A260/A230 entre 2,0 e
2,2. Apbs obter as concentragBes dos DNA extraidoa, estea foram
diuidos para 20ng pL ™ em volumes de pelo menos 15pL.

3.7.3 Amplificacdo quantitativa por reacdo em cadeia da polimerase
(qQPCR)

A técnica de gPCR foi utilizada para quantificar fragmentos de
DNA especificos que carregam informagoes responsaveis por manifestar
caracteristicas ligadas a remoc¢do de nutrientes no tratamento de esgoto
sanitario. As comunidades microbianas avaliadas neste trabalho foram
voltadas para a elucidacgdo da dindmica do nitrogénio no reator piloto do
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SEI. Genes funcionais associados a nitrificagdo e desnitrificacdo foram
quantificados ao longo do periodo de monitoramento do reator. A
nitrificacdo foi correlacionada com a presenca de bactérias que
apresentam o gene que codificam a enzima amoénia monooxigenase
(amoA). A desnitrificacdo foi relacionada com os genes que codificam
as enzimas redutases, tais como, nitrato (narG), nitrito (nirS), 6xido
nitrico (cnorB e gnorB), e 6xido nitroso redutase (nosZ). Os iniciadores
utilizados para cada gene funcional, com suas respectivas sequencias e
referéncias estdo descritos na Tabela 4. Para cada conjunto de
iniciadores, foi construida uma curva padréo por diluicdes em série (10
a 10° copias do gene pgonal) do DNA plasmidico recombinante
contendo as sequéncias alvo clonadas (MEZZARI et al., 2013). Todas as
misturas de reacGes foram preparadas com concentracdo final de
iniciadores a 250 umol L™ com o kit gPCR-SYBR-Green mix / ROX
(Ludwig Biotec, Brasil). Todos os cDNA foram preparados em triplicata
e analisados utilizando o sistema de PCR em tempo real 7500 (Applied
Biosystems, Paises Baixos). As analises foram realizadas de acordo com
Angnes et al. (2013), pela Embrapa Suinos — Concdrdia, SC, Brasil.

3.7.4 Sequenciamento de nova geragao

As composicdes de comunidades bacterianas e a dindmica de
populacdes do SEI e SEIl foram analisadas por sequenciamento de
amplicons de nova geracdo com base no gene 16S rRNA regido v1-v3,
utilizando o guia MIDAS dos micro-organismos de lodos ativados
(MCILROY et al., 2015a). O par de iniciadores bacterianos universais
27F 5>-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ ¢ 534R 5’-ATTACCGCGG
CTGCTGG-3’ foi utilizado para amplificagdo por PCR (ALBERTSEN
et al., 2015). Os produtos de PCR (amplicons) foram sequenciados em
média de 23'600 % 5'400 leituras por amostra (min: 12'100, max: 34'400)
utilizando um sequenciador de desktop MiSeq (lllumina, EUA). O
tratamento bioinformatico dos dados foi realizado por Prof. David G.
Weissbrodt. O conjunto de dados de sequenciamento de amplicons
foram processados de acordo com KARST et al. (2016). O mapeamento
foi conduzido utilizando a base de dados MiDAS tendo como referéncia
as sequéncias de gene de 16S rRNA para atribuir as leituras das
unidades taxonémicas operacionais (OTU) ao parentesco bacteriano
mais proximo. Cada conjunto de dados da amostra foi rarefeito para
10.000 leituras como base de comparagdo e processado com o auxilio do
software R usando o pacote ampvis (ALBERTSEN et al., 2015).
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Tabela 4: Descri¢do da sequencia, perfil do ciclo e tamanho em pares de base (PB) dos iniciadores utilizados neste estudo

Iniciadores Grupo alvo Sequencia (5°-3”) Tamanho Configuracao da Referéncia
(pb) PCR (40 ciclos)
16Sf Bactéria ATGGCTGTCGTCAGCT 094 C/5 min, 94 (FERRIS: MUYZER:
357 C/15s, 53C/15s,
16sr ACGGGCGGTGTGTAC 72°C140 s WARD, 1996)
amoALf f-Protebacteria GGGGTTTCTACTGGTGGT 94 °C/5 min, 94 (ROTTHAUWE;
(Nitrossomonas, 490 °C/15s, 55 °C/30s, WITZEL; LIESACK,
amoA2r Nitrosospira) CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC 72°C/30 s 1997)
Nitrato redutase, TA(CT) GT(GC) GGG CAG GA(AG) AAA
narG2f Subunidade a.® CTG 94 °C/5 min, 94 (LOPEZ-
Pseudomonas aeruginosa, 110 °C/15s, 58 °C/30s, GUTIERREZ et al.,
narG2r Escherichia coli. CGT AGA AGA AGC TGG TGC TGT T 72°CI31s 2004)
Nitrito redutase, citocromo
nirS2f cd,? TACCACCC(C/G)GA(A/G)CCGCGCGT
 pttomanss s, 94 °C/5 min; 94 (BRAKER;
Paracoccus denitrificar;s 164 °C/15s, 53 °C/15s, FESEFELDT,;
. ! 72 °C/60 s WITZEL, 1998)
. Alcaligenes eutrophus,
nirS3r Roseobacter denitrificans. GCCGCCGTC(A/G)TG(A/C/G)AGGAA
Oxido nitrico redutase,
gnorB2f quinol-oxidante
Paracoccus halodenitrifi- GGN CAY CAR GGN TAY GA o -
cans 94 °C/omin; 94— ppAKER: TIEDJE
' 262 °C/15s, 54 °C/45s, y '
Pseudomonas spp., Y 2003)
- p 72°Cl45s
gnorB5r Alcaligenes faecalis,

Rhodobacter sphaeroides,
Ralstonia eutropha.

ACC CAN AGR TGN ACN ACC CAC CA
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Continuagdo da Tabela 4: Descri¢éo da sequencia, perfil do ciclo e tamanho em pares de base (PB) dos iniciadores utilizados neste estudo

Iniciadores Grupo alvo Sequencia (5°-3”) Tamanho Configuracéo da Referéncia
(pb) PCR (40 ciclos)
nosZf Oxido nitroso redutase AGAACGACCAGCTGATCGACA 94 °C/5 min; 94
e — Proteobacteria. 380 °C/15s, 62 °C/15s, (CHON etal., 2011)
noszZr TCCATGCTCACGCCGTGGTTG 72°C/60 s
nosZF1 AGAACGACCAGCTGATCGACA 162
nosZF2 3 TCCATGCTCACGCCGTGGTTG 158
- Oxido nitroso redutase 94 °C/5 min; 94
nosZF3 Firmicutes e Bacteroidetes. AGAACGACCAGCTGATCGACA 246 °Cl24'5,60°C/24s,  (JUNG etal., 2013)
— 72°Cl24 s
nosZGeoR" TCCATGCTCACGCCGTGGTTG

# Encontrados em ampla faixa de grupos fisioldgicos. Aqui foram citados alguns géneros mais comuns encontrados em
amostras ambientais.

® O iniciador reverse (nosZGeoR) foi usado na construgéo da biblioteca de clones para detectar os trés grupos: nosZF1,
nosZF2 e nosZF3.
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3.8 ANALISES ESTATISTICAS

Correlagdes significativas (p < 0,05) entre espécies de nitrogénio
com genes de nitrificacdo e desnitrificagdo foram avaliados utilizando o
coeficiente de Pearson. Todos os dados de abundancia de gene foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) de um fator utilizando os
softwares OriginPro 8© OriginLab Corporation e Statistica (StatSoft,
EUA). O teste de comparacdo de pares de Tukey foi ainda utilizado para
determinar a diferenca significativa entre dois conjuntos de dados com
um nivel de confianga de 95% (p < 0,05).

3.9 CALCULOS

Muitos tipos de notacbes das unidades sdo disponiveis na area
de tratamento de aguas residudrias. Para seguir um padrdo, todas as
unidades neste estudo foram adaptadas de acordo com Corominas et al.
(2010).

3.9.1 Vazdo diaria de esgoto (Qg)
Q;=n.xV, Equacéo 10

Onde:

Qq é a vazdo diaria de esgoto (L d™),

N, é o niimero de ciclos realizados por dia (d™),
V. é 0 volume de enchimento por ciclo (L).

3.9.2  Carga volumétrica (CV)

cv = W Equacéo 11
Onde:

CV é a carga volumétrica aplicada por dia (mg DQO ou NH4-N ou Prym L™ d™),
Catiuente € @ concentracio de DQO, N-NH4 ou P, no afluente (mg L),

Qq é a vazéo diaria de esgoto (L d%),

V, € 0 volume util do reator (L).
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3.9.3  Carga especifica (CE) ou relagdo Alimento/Micro-organismo

CE = CafiuenteXQd Equa(;éo 12

VrxXgsy

Onde:

CE, também conhecido como relagdo alimento/micro-organismo (A/M) é a carga
volumétrica aplicada por dia e por biomassa do reator (mg DQO ou NH4-N ou Pt
gSsvtdl,

Caftuente € @ concentracéo de DQO, N-NH4 ou Py, no afluente (mg L™),

Qq é a vazdo diaria de esgoto (L d?),

V, é 0 volume (til do reator (L),

Xvss é a concentracdo de solidos suspensos volateis no reator (g SSV LY.

3.9.4 Velocidade superficial ascensional de ar (V)

Vo = % x 100 Equacéo 13

b

Onde:

V,, é a velocidade superficial ascensional de ar (cm s %),
Q, é a vazdo de ar aplicada (m®s?),

A, é a area da base do reator (m?).

3.9.5 Velocidade ascensional de esgoto (Vaiuente)
Vafluente =2 x 100 Equacéo 14
Ap

Onde:

Vamuente € a velocidade ascensional de esgoto afluente (m h™),
Q. é a vazdo da bomba de enchimento (m® h'%),

A, é a area da base do reator (m?).

3.9.6 Velocidade de remog&o volumétrica de substrato (rpgo, F'nHa
Iptot)

(ci_ce)ve/tc ~
TDQONH4Ptot = y— Equacéo 15

Onde:

I'bgo, nH4: prot € @ Velocidade de remogdo volumétrica de substrato (mg DQO ou NH4
ou Ptotal d-l LR-1)|

Ci é a concentracéo afluente de substrato (mg DQO ou N ou P L),

Ce é a concentragdo efluente de DQO (mg DQO ou N ou P LY,
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Ve é o volume efluente de um ciclo operacional do RBS (L),
tc € o tempo de um ciclo operacional do RBS (d),
Vr é o volume (til do reator RBS (Lg).

3.9.7 Velocidade de remocao especifica de substrato (qpgo, OnHa,
ptot)

(Ci—Ce)Ve/t ~
dpQoNH4Ptot = —v; = Equacéo 16
rVss

Onde:

Obqo, NH4prot € @ Velocidade de remogéo especifica de substrato (mg DQO ou NH4 ou
Ptotal d_lg SSV_I),

Ci é a concentraco afluente de substrato (mg DQO ou N ou P L™),

Ce é a concentragéo efluente de DQO (mg DQO ou N ou P L),

Ve é o volume efluente de um ciclo operacional do RBS (L),

tc é o tempo de um ciclo operacional do RBS (d),

Vr é o volume Util do reator RBS (L),

Xyss € a concentracdo de solidos suspensos volateis no reator (g SSV LY).

3.9.8 Idade do lodo (0)

XssvVr x
(xdvd"'xeve)/tc Equagao 17
Onde:
0 ¢ a idade do lodo també conhecido como tempo de retengdo de sélidos (TRS) (d),
Xvss é a concentracdo de solidos suspensos volateis no reator (g SSV L™Y),
Vr é o volume (til do reator RBS (Lg),
Xd é a concentracdo de biomassa manualmente descartada (g SSV L),
Vd é o volume manualmente (L),
Xe é a concentragio de solidos suspensos volateis efluente (g SSV L),
Ve é o volume efluente de um ciclo operacional do RBS (L),
tc é o tempo de um ciclo operacional do RBS (d).

Caso ndo tenha descarte manual de lodo durante a operacéo do reator, a
equacdo pode ser simplificada (L1U; TAY, 2007):

_ XyssVr X

0 = XVt Equacéo 18

3.9.9 Velocidade especifica observada de crescimento de
biomassa (uons)
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De acordo com a correlagdo entre pons € @ idade do lodo como
mostrado na Eq. (19), pops (dY) & inversamente proporcional com 6 (d)

no estado estacionario.
1

nobs

=0 Equacéo 19

3.9.10 Coeficiente observado de producéo de biomassa (Y ps)

O coeficiente observado de producdo de biomassa (Yous) € @
razdo entre a quantidade de biomassa formada e a quantidade de
substrato removido, que pode ser calculada seguindo a equagédo 20 (LI1U;
TAY, 2007):

Yo = [(Xvss2—Xvss1) Vr+XeVel
obs tc(ci_ce)ve/tc

Equacéo 20

Onde:

Yo & 0 coeficiente observado de produgéo de biomassa (g SSV g™ DQO),

Xssv2 € a concentracao de sélidos suspensos volateis do fim do ciclo operacional de
um RBS (g SSV L),

Xssv1 € a concentragdo de solidos suspensos volateis no inicio do ciclo operacional
de um RBS (g SSV L),

Vr é o volume dtil do reator (Lg),

tc € o tempo de um ciclo de um RBS (d),

Xe é a concentragéo de sélidos suspensos voléteis efluente (g SSV L™),

Ve é o volume efluente de um ciclo operacional de um RBS (L),

Ci é a concentracéo afluente de DQO (g DQO L™},

Ce é a concentragdo efluente de DQO (g DQO L™Y).

Quando o reator atinge o estado estacionario e a concentracdo
de biomassa no reator é mantida a um valor constante, 0 Ygpus
corresponde a producdo de lodo e entdo a equacdo 20 pode ser
simplificada a equacéo 21:

Yobs = % Equagéo 21

O coeficiente de producdo tedrico (Y) (g SSV g DQO™)
distingue-se do Yobs. A diferenca é causada por diferentes mecanismos,
incluindo metabolismo enddgeno, morte celular e predacdo. Estes
mecanismos podem ser expressados por meio da velocidade especifica
de decaimento da biomassa (kq) (d) (LIU; TAY, 2007). Os valores de
ambos os parametros (Y e kq) foram calculados a partir da equacao 22:
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% =Y X qops — kg Equacéo 22

Assumindo-se que Y e kg sdo constantes para o sistema em
estado estacionario, Y e kg podem ser obtidos plotando 1/0 versus qops,
resultando em uma reta, onde o coeficiente angular é 0 Y e a intercep¢éo
do eixo y é o valor de kg.

3.9.11 Amonia livre (AL)

A concentracdo de AL é uma funcdo da concentracdo total de
nitrogénio amoniacal, pH e temperatura da solucdo, como se segue
(ANTHONISEN et al., 1976):

_ 17 CNH4,_NX10FH
T 14 Kb\ jorH
Kw

AL Equacéo 23

Onde:

AL é concentracéo de amdnia livre como NH3 (mg NH3 L),

Cha-n & concentragdo total de nitrogénio amoniacal como N (mg N L™),
Ky é a constante de ionizagdo de equilibrio da aménia,

K € a constant de ionizagdo da agua.

Ambas as constantes variam com a temperatura, e a relagdo entre entre

elas se da pela equacéo 24:
6.344

Kb: Kw = e273+7C0 Equacéo 24

3.9.12 Acido nitroso livre (ANL)

A concentracdo de ANL esté relacionada com a concentracdo total
de nitrito, pH e temperatura, como se segue (ANTHONISEN et al.,
1976):

ANL = g X % Equacéo 25

Onde:
ANL é concentracéo de &cido nitroso livie HNO, (mg HNO, L%,
Cnoz-n é concentragéo de nitrito como N (mgN-NO2 L™Y).
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K, é a constante de ionizac8o da equacdo de equilibrio do acido
nitroso e também varia com a temperatura. K, pode estar relacionado a
temperatura de acordo com a equagéo 26:

K, = e(=2.300/273+°C) Equacéo 26
3.9.13 Fracdo de massa de ALE

O peso seco total de ALE &cido deve ser medido depois de sua
secagem e a fracdo de ALE na biomassa (wag) pode ser calculada de
acordo com a equacéo 27:

XALE
Xbiomassa

WALE — EqanéO 27
Onde:

wa e é a fracdo de ALE contida no lodo (MgALEst o, sv g biomassasr oy sv),
XaLe € 0 peso seco de ALE &cido extraido (mg ALEst ousv),

Xsv é 0 peso seco total de lodo usado na extracdo de ALE (gbhiomassast o,
SV);

Tanto Xa e quanto Xssy podem ser expressos em termos de sdlidos totais
(ST) ou sélidos volateis (SV).

3.9.14 Velocidade de sedimentagao (Vsegimentaczo)

A velocidade de sedimentacéo do lodo foi medida adicionando 1L
do licor misto em uma proveta (1 L).

_ (VBiomassa,i_VBiumassa,f)/tsedimentagéo

Vsedimentagio = 4 Equa(;éo 28

Onde:

Vsedimentagao € @ Velocidade de sedimentac&o do lodo (cm min™),

Vpiomassai € 0 VOlume inicial ocupado pelo licor misto (mL),

Viomassa t € 0 Volume ocupado pelo licor misto depois de sedimentado (mL),
Tsedimentacio € O tempo que a biomassa sedimentou (min),

Ap é a 4rea da proveta utilizada para a realizagdo da anélise (cm?).

3.9.15 Velocidade especifica de hidrolise de material paticulado
()

O processo da hidrélise torna disponivel o substrato de dificil
biodegradabilidade, ou seja o particulado (Xs), contido no afluente (GUJER
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et al., 1999). A velocidade especifica de hidrélise de material particulado
pode ser calculada usando a equacéo 29:

_ Xs/Xy ~
qu = ky Kot Xe/Xn X Xy Equacéo 29
Onde:
an ¢ a velocidade especifica da hidrolise do material particulado (g Xs L™ d°
1
)l

ky é a constante da velocidade de hidrélise (g Xsg™ Xy d),

Xs € a massa de material particulado encontrado no afluente. Pode ser
medi(lio pela diferenca entre a DQO total e a soltvel, ou por SST afluente (g
Xs L),

Xy é a biomassa heterotrofica responsavel pela hidrélise de X (g Xy L),
Ky é a constante de saturagdo da hidrolise. Nas temperaturas do presente
estudo (10-30°C), esta constante foi considerada igual a 1 (g Xs g™ Xp).

A constante da velocidade da hidrélise (ky) é variavel com a
temperatura e pode ser calculada de acordo com a equagéo 30:

ky(T) = k(20°C) x e®r*(T-20°0) Equacéo 30

Onde:
k(20°C) é igual a3 g X, g™ Xy d™, e 61 pode ser obtido por:

k(T
_ InGmy

T= it Equacéo 31
Sabendo-se que 0 k(10°C) é igual a2 g X,g™ X d™, o 07 obtido foi de 0,04.

3.9.16 Tempo de contato de hidrdlise (tH):

ty = Xs/Vg Equacéo 32

qH

Onde:

ty € o tempo de contato entre biomassa e substrato particulado afluente
necessario para ocorrer a hidrélise (d),

X, é a massa de material particulado encontrado no afluente (g Xs L™),

Vg € 0 volume do reator (Lg),

an ¢ a velocidade especifica da hidrolise do material particulado (g Xs L™ d°

.
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4 s RESULTADOS E DISCUSSAO

“O importante é ndo parar de questionar. A
curiosidade tem sua prépria razdo de existéncia.
N3o se pode deixar de ficar admirado quando
contempla os mistérios da eternidade, da vida,
da maravilhosa estrutura da realidade. Basta
que se busque compreender um pouco desse
mistério a cada dia. Nunca perca a
curiosidade... Ndo pare de se maravilhar.”
(Albert Einstein, 1955)

Os resultados desta pesquisa que serdo apresentados adiante
foram subdividos em quatro itens, 0s quais se encontram em forma de
artigos cientificos. Todos estes estudos foram necessarios para
responder as perguntas e confirmar as hipoteses desta tese. Os estudos
possuem a abordagem microbidlogica, com o intuito de elucidar as
atividades biol6gicas objetivadas pela engenharia de processo. Desta
forma, o primeiro estudo inicia-se com o esclarecimento das principais
rotas metabolicas de conversbes do nitrogénio em um sistema piloto de
tratamento de esgoto sanitario. No segundo estudo, a comparagao entre
dois regimes de enchimento no mesmo sistema piloto tratando esgoto
sanitario trouxe uma densa discussdo sobre falhas ocorridas e esclareceu
otimizacBes necessarias para atingir remocdo completa de nutrientes
atingindo padrdes de lancamento mais restritivos. No terceiro item, o
processo de granulacdo foi investigado junto a matriz de EPS e a
comunidade microbiana, esclarecendo a importancia dos PAO na
estabilidade do lodo granular. Por fim, no Gltimo e quarto estudo, a
producdo de exopolimeros por PAO e seu potencial de biorrefinaria
foram avaliados. No geral, esta tese traz desde a compreensdo dos
processos de tratamento bioldgico de esgoto por lodo granular, até a
insercdo desta tecnologia na economia circular com a recuperacdo de
biopolimeros. O fluxograma apresentado na Figura 20, esquematiza a
forma em que os sistemas experimentais (SE) e as estratégias
operacionais (EO) foram comparadas para gerar os estudos apresentados
neste item.
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Figura 20: Fluxograma que detalha os sistemas experimentais e as estratégias
operacionais utilizados em cada estudo apresentado neste item.

EO2 EO1

Selegdo de
PAO

Enchimento Enchimento
prolongado répido
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4.1 ROTAS MICROBIANAS DE REMOGAO DE NITROGENIO EM
LODO GRANULAR AEROBIO NO TRATAMENTO DE
ESGOTO SANITARIO!

A tecnologia de
.......... - Nitrificagao
: NH,*— NH,0H - No,~ lodo  granular
o) aerébio  (LGA)
SN Desnitrificagiio autotréfica tem sido
N0, s NO 3 N20 amplamente
investigada para
Desnitrificagdo

NO,-— NO——N,0—N, O tratamento de
nirs norB noszZ eSgoto POI’ém,
as caracteristicas
morfolégicas e
estruturais  dos
granulos e as
rotas de
conversdes do nitrogénio ainda ndo foram total-mente esclarecidas utilizando
esgoto sanitario real. Para responder esta questdo, a distribuicdo e a diversidade
da comunidade microbiana foi investigada em um RBS, assim como as rotas
funcionais das conversdes do nitrogénio. Granulos com média de 300 um foram
formados com esgoto sanitario (DQO afluente < 200 mg DQOggyuver L'l) e as
concentracdes efluente de DQO e aménia (55 mg DQO L™, 14 mg NH,*-N L™)
alcangaram os padrbes de lancamento nacional. O acumulo de nitrito foi
observado (16,5 mg NO,-N L) e emissdes de N,O (2,8 % da carga total de
nitrogénio afluente) foram detectadas. Os granulos eram compostos por
protozoarios e bactérias, sendo a camada externa dominada por AOB e as
internas por NOB e desnitrificantes. As rotas de nitrificacdo parcial,
desnitrificagdo via nitrito, desnitrificagdo autotrdfica, desnitrificagdo completa e
incompleta foram verificadas pela qPCR. O processo de LGA mostrou o
estabelecimento da nitrificacdo parcial em condigdo de esgoto de baixa carga,
além de reduzidas emissdes de N,O quando comparado com outros processos de
nitrificacdo parcial. No geral, a tecnologia LGA se mostrou atrativa e
consideravel em casos onde se tem o objetivo de remocdo de nitrogénio
acompanhado de economia em termos de energia e espago.

N
.
Taw

! Esse item gerou a seguinte publicacéo:

GUIMARAES L. B., MEZZARI, M. P, DAUDT, G. C., COSTA, R. H. R.
Microbial pathways of nitrogen removal in aerobic granular sludge treating
domestic wastewater. Journal of Chemical Technology and Biotechnology.
2017. DOI 10.1002/jcth.5176.
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MICROBIAL PATHWAYS OF NITROGEN REMOVAL IN AEROBIC
GRANULAR SLUDGE TREATING DOMESTIC WASTEWATER

The aerobic granular sludge (AGS) technology has been widely

investigated for wastewater treatment. The morphological and structural
characteristics of granules and nitrogen pathways have not been fully
clarified using real domestic wastewater. To address this issue,
microbial community distribution, diversity, and functional pathways
toward nitrogen conversions in a sequencing batch reactor were
investigated. Granules (d~300 pm) were formed with low-strength
domestic wastewater (COD influent <200 mg CODgoupe L'l). COD and
ammonium effluent concentrations (55 mg COD L™, 14 mg NH,*-N L™)
achieved national treatment standards. Nitrite accumulation was
observed (16.5 mg NO,-N L™) and N,O emissions (2.8% of nitrogen
load) were detected. Granules were composed of protozoa and bacteria,
with an outer layer dominated by ammonium-oxidizing bacteria (AOB)
and deeper layers with nitrite oxidizing bacteria (NOB) and denitrifiers.
Partial nitrification, denitrification via nitrite, nitrifier denitrification, as
well as complete and incomplete denitrification pathways were assessed
by quantitative PCR (qPCR). The AGS process displayed establishment
of partial nitrification under low-strength real wastewater condition. The
granular system showed N,O emission in a lower range than others
known partial nitrification processes. In order to achieve cost savings on
nitrogen removal in terms of energy and space, wastewater engineering
designers can consider AGS as an attractive technology.



118

4.1.1 Introducédo

A tecnologia LGA é considerada como uma promissora alternativa
as aplicacdes convencionais de tratamento de esgoto, uma vez que esta
dispensa decantadores secundarios em funcéo da propriedade de rapida
sedimentacdo da biomassa e requer uma &rea 80% menor do que 0S
sistemas de lodos ativados (PRONK et al., 2015). Esta compacta
configuracdo dos sistemas baseados em LGA oferece uma atrativa
solucdo tecnoldgica para o tratamento de efluentes em cidades com
disponibilidade limitada de espaco. Além disso, as caracteristicas do
biofilme fornecem a vantagem da geracdo de nichos microbiol6gicos
especificos ao longo do gradiente de oxigénio e substrato formado nas
diferentes profundidades dos agregados granulares, o que resulta em
eficientes processos bioldgicos para a remocdo de carbono e nutrientes
dentro de uma Unica unidade operacional (COMA et al., 2012; DE
KREUK; LOOSDRECHT, 2006; ISANTA et al., 2012).

Os sistemas LGA sdo operados em RBS com configuragdes de
ciclos que estabelecem as condicdes apropriadas para a selecdo de
micro-organismos e o desenvolvimento de densos granulos. A biomassa
granular aerébia &, principalmente, composta de EPS e bactérias
(LEMAIRE; WEBB; YUAN, 2008), as quais estdo distribuidas baseadas
na estratificacdo dos processos microbianos e a na mudanga do potencial
de oxidacdo-reducdo dentre as camadas aerébia e anaerébia dos
granulos (WINKLER et al., 2013). Por exemplo, Nitrosomonas sp. e
Nitrosospira sp. sdo as AOB mais comuns distribuidas nas camadas
aeradas da superficie dos granulos, enquanto 0s organismos
desnitrificantes tém sido encontrados nas camadas andxicas internas dos
granulos (WINKLER et al., 2013). As NOB mais frequentes
encontradas nos sistemas LGA sdo Nitrospira sp. e Nitrobacter sp.
(WINKLER et al., 2012b), as quais crescem em camadas um pouco
profundas do biofilme, onde o nitrito se torna disponivel advindo do
processo de nitrificacdo pelas AOB. O nitrito é subtrato das NOB, mas é
também dos organismos desnitrificantes. Desta forma, o
estabelecimento das principais rotas de degradacdo depende das
condicOes operacionais que favorecem o potencial termodindmico das
reacGes. Sob condicdes de oxigénio limitante, as nitrificantes (AOB)
também sdo capazes de produzir 6xido nitroso através da via metabolica
desnitrificagdo autotrdfica, contribuindo assim para a emissdo deste gas
do efeito estufa em processos de tratamento de efluentes
(KAMPSCHREUR et al., 2009).



119
4 — Resultados e discussao

Embora informacgfes de conversdes de nitrogénio em granulos
aerobios sejam abundantes, a maioria dos estudos utiliza esgoto sintético
(JUNGLES et al., 2011) e/ou foram conduzidos em reatores de escala de
laboratério (CHEN et al., 2013; DE KREUK; LOOSDRECHT, 2006;
ISANTA et al., 2012). Além disso, investigacdes utilizando esgoto
sanitario tém focado, principalmente, nos processos de granulacéo e nas
condicBes operacionais aplicadas (COMA et al., 2012; LIU et al., 2010;
PRONK et al., 2015), resultando em limitada informacdo sobre a
comunidade microbiana e o seu papel no sistema. Para suprir esta
questdo, as técnicas de FISH e MEV tém sido amplamente utilizadas
para caracterizar a estrutura e a distribuicdo microbiana em sistemas
LGA (LEMAIRE; WEBB; YUAN, 2008; LI et al., 2006). Porém, suas
rotas metabdlicas na conversdo do nitrogénio (processos de
nitrificacdo/desnitrificacdo e suas variagdes) devem ser elucidadas
utilizando técnicas alternativas como a PCR quantitativa em tempo real
(gPCR). Este método é muito adequado para avaliar a composigdo da
comunidade microbiana e suas funcdes ecoldgicas pela quantificacdo
dos genes dominantes dos sistemas de tratamento bioldgico de esgoto
(CYDZIK-KWIATKOWSKA;  WOIJNOWSKA-BARYLA,  2015;
MEZZARI et al., 2013). Porém, a maioria dos estudos com qPCR em
sistemas LGA esta relacionada apenas com a quantificacdo de AOB e
NOB, sendo limitados os estudos que consideram 0S micro-organismos
dos processos desnitrificantes (WINKLER et al., 2012b). O uso destas
trés técnicas juntas fornece novos esclarecimentos sobre a estrutura da
comunidade microbiana e suas rotas metabdlicas na remogdo de
nitrogénio de sistemas LGA usando esgoto sanitario.

O objetivo do presente estudo foi caracterizar a distribuicdo da
comunidade microbiana em granulos aerobios cultivados em um RBS
piloto alimentado com esgoto sanitario real, utilizando técnicas de FISH
e MEV. Destaque foi dado em fornecer conhecimento dos genes
catabolicos nitrificantes e desnitrificantes dominantes, utilizando a
técnica de gPCR. Portanto, este estudo contribui para um melhor
conhecimento das rotas metabolicas de remocdo de nitrogénio em
sistemas LGA, fornecendo assim informacfes importantes que cobrem
as lacunas associadas com esta tecnologia de tratamento de &guas
residudrias.

4.1.2 Materiais e métodos

Caracteristicas do esgoto sanitario e do in6culo
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O esgoto sanitario foi coletado da rede coletora municipal da
cidade de Floriandpolis, SC, Brasil (-27° 35' 48", -48° 32' 57"). As
caracteristicas do esgoto foram: 150-450 mg DQOrots L', 90-380 mg
DBO L, 36-68 mg NH,-N L', 3-8 mg Prow L. Lodo ativado
floculento (40 L) foi coletado de uma ETE municipal e utilizado como
indculo. As caracteristicas do lodo foram: 3,2 g SSV L™ com VL, de
220,2mLge VL de313,4mL g™

Configuracdes do reator e operacgéo

O sistema LGA foi cultivado em um RBS com didmetro interno
de 25 cm e altura atil de 2,18 m, resultando em um volume Util de 98 L
e uma razao altura Util e didametro (A/D) de 8,7. A aeracdo foi fornecida
com uma velocidade de vazéo de ar de 32 L min™ e a troca volumétrica
no reator foi definida em 56% (Figura 16, item 3). O reator foi operado a
temperatura ambiente sem controle de pH. O processo de granulagdo foi
obtido utilizando a técnica de lavagem de biomassa (wash-out), onde o
tempo de sedimentacdo foi progressivamente reduzido de 35 para 13
min a fim de selecionar as particulas de melhor sedimetabilidade (L1U et
al., 2010). O reator-LGA foi operado em modo de bateladas sequenciais
com tempo de ciclo de 4 h dividido em: 3 min de enchimento; 10 min de
periodo andxico (sem aeragdo ou agitagdo); 211 min de aeracdo; 13 min
de sedimentagdo; e 3 min de descarte do efluente tratado. Um CLP foi
usado para controlar a operacdo das bombas, valvulas, sensores e a
extensdo de cada batelada do ciclo operacional.

Procedimentos analiticos

Nitrogénio amoniacal (NH,-N) e total (NT) foram
determinados espectrofotometricamente (DR3900, HACH, EUA)
utilizando kits Hach® pelos métodos salicilato com cianeto e digestdo
com persulfato, respectivamente (APHA, 2012). A precisdo dos
resultados foi testada com a adicdo de uma concentracdo de nitrogénio
conhecida na amostra. Anélises em duplicata confirmaram um erro
insignificante devido a interferéncia da matriz. ConcentracGes de
nitrogénio-nitrato  (NO3-N) e nitrogénio-nitrito (NO2-N) foram
analisadas com cromatografia i6nica utilizando o sistema ICS-5000
(DIONEX Corporation, EUA). O N,O foi monitorado na saida de gas do
reator com um analisador de gas baseado em tecnologia de
infravermelhos com comprimentos de onda duplos ndo dispersivos
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(Guardian SP, UK). Temperatura, pH e OD foram medidos com uma
sonda multiparametros (YSI 6600 V2).

Série de solidos e DQO foram analisados de acordo com
Standard Methods (APHA, 2012). O IVL convencional (IVL ou IVL3z)
foi determinado com amostras do licor misto, coletadas no fim da fase
aerdbia (APHA, 2012). IVLs ¢ 1o foram obtidos medindo o volume de
biomassa sedimentada depois de um periodo de 5 e 10 min,
respectivamente (SCHWARZENBECK; ERLEY; WILDERER, 2004).

A microscopia 6ptica (Olympus BX40, Japao) foi usada para
monitorar a formacéo dos granulos e sua estrutura ao longo do periodo
de operacdo. Analises detalhadas da estrutura dos granulos maduros
foram executadas com o auxilio de um microscopio eletrénico de
varredura (MEV) (JEOL JSM- 6390LV, Japdo). A distribuicdo do
tamanho das particulas das amostras de licor misto homogeneizadas foi
determinada por difragdo a laser (Malvern MasterSizer Series 2000,
Malvern Instruments, UK).

Identificacdo das populacbes e dindmicas bacterianas por métodos
moleculares

Amostras do licor misto (do fim da fase de aeracdo) foram
coletadas e o DNA extraido utilizando o kit de isolamento de DNA
PowerSoil® DNA (MoBio Laboratories Inc., EUA) seguindo as
instrucdes do fabricante. A concentracdo de bactérias totais, nitrificantes
e desnitrificantes foram estimadas pela andlise de PCR quantitativa em
tempo real (QPCR) com os iniciadores e condic¢Bes dos ciclos descritos
na Tabela 4, item 3. Para cada conjunto de iniciadores, uma curva de
calibragdo foi construida pela diluicdo em série (10™° a 10° cépias de
gene pg™) do DNA plasmidico recombinante contendo as sequéncias
alvo clonadas como ja descrito anteriormente (MEZZARI et al., 2013).
Todas as misturas das rea¢des forma preparadas com concentracdo final
dos iniciadores a 250 nM usando o kit gPCR-SYBR-Green (Ludwig
Biotec, Brazil). Todas as amostras de cDNA foram preparadas em
triplicatas e analisados usando o sistema de PCR em tempo real 7500
(Applied Biosystems, Paises Baixos).

Andlises de FISH foram realizadas para monitorar o perfil
microbioldgico nos granulos direcionando para as AOB, NOB e
desnitrificantes (AMANN et al., 1990). Depois da fixacdo das amostras
em 4% paraformaldeido (AMANN et al., 1990), preparou-se seccoes
dos granulos de 40 um de espessura a partir de uma amostra de granulos
congelados e incorporados em composto O.C.T.Tissue-Tek® utilizando
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um criostato (CM 1850, Leica, Alemanha) a -40 °C. Cada fatia foi
colocada em laminas microscopicas revestidas com poli-L-lisina (Sigma
Aldrich), as quais foram desidratadas em uma série gradual de etanol a
50%, 80% e 98%. As sondas utilizadas neste estudo foram, EUBmix,
NSO190, Ntspa662 e PDV1031. Os detalhes destas sondas estdo
disponiveis na Tabela 3, item 3. As células microbianas foram coradas
com 1% 4,6-diamidino-2-phenilindol (DAPI) e examinadas com
microscépio o6ptico (BX41, Olympus, Japdo). As imagens foram
combinadas e processadas com o auxilio do software Imagel (versao
1.50i, EUA).

Analises estatisticas

Correlacdes significativas entre espécies de nitrogénio com
genes da nitrificacdo e desnitrificacdo foram avaliadas utilizando o
coeficiente de Pearson. Todos os dados de abundancia de genes foram
submetidos a analise de variancia unidirecional (ANOVA) usando
OriginPro 8 © OriginLab Corporation. O teste de comparacdo de pares
de Tukey foi ainda utilizado para determinar a diferenca significativa
entre dois conjuntos de dados com um nivel de confianca de 95% (p <
0,05).

4.1.3 Resultados e discussoes

Formac&o dos granulos aerdbios

Apobs a inoculagdo do RBS com lodo ativado floculento, a
agregacdo das particulas apresentou um aumento gradual no tamanho
dos agregados de 80 a 270 um no didmetro médio, dentro de um periodo
de 56 dias (Figura 21 A). Posteriormente, mais de 50% do lodo consistia
em granulos aer6bios com diametro superior a 200 um (didmetro médio
estabilizado a 290 um), tamanho proposto para a defini¢do de granulos
(DE KREUK; KISHIDA; VAN LOOSDRECHT, 2007) caracterizando
assim um reator predominantemente granular.

A caracteristica fisica do lodo em termos de IVL foi
determinada e os valores melhoraram gradualmente ao longo do tempo.
Com base nas analises de IVLz, as concentracdes dos flocos de
sedimentacéo lenta diminufram de 220 mL g™ no dia 1 para 100 mL g*
no dia 56 e para 67 mL g" no dia 126. Isto significou que a
sedimentabilidade do lodo melhorou com o fenémeno de formacdo de
granulos. Foram obtidas melhores propriedades de sedimentacdo com
baixos valores de I1VLyy . 5, 0 que contribuiu para a obtencdo de
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granulagdo com valores de razdo de 1 e 0,7 para IVL3z/IVLy e
IVL3o/IVLs, respectivamente (Figura 21 B).

Figura 21: Desenvolvimento do inéculo floculento de lodo ativado para
grénulos em termos de (A) tamanho médio das particulas e % de grénulos
que consistem na quantidade de particulas com didmetro superior a 200 pum;
(B) razbes IVLzy / IVLge IVLgg / IVLs.
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As pesquisas tém se empenhado para o desenvolvimento de um
processo de granulacdo previsivel através da alteracdo de parametros de
engenharia, tais como forca de cisalhamento, pressdo de selecéo,
concentracdo do substrato, configuracdo do reator, entre outros
(SARMA; TAY; CHU, 2017). No entanto, os estudos mostraram
variagbes no tempo de formacgdo, tamanho e caracteristicas de
sedimentabilidade dos granulos (Tabela 5). Estudos anteriores
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mostraram que os granulos cultivados com esgoto sanitario em sistemas
piloto e em escala real atingiram tamanhos de didametro semelhantes de
aproximadamente 0,3 mm (LI et al., 2014; NI et al., 2009; PRONK et
al., 2015; WAGNER et al., 2015a), enquanto que os granulos cultivados
em escala de bancada sdo mais rapidamente formados e atingem um
maior tamanho com uma melhor capacidade de sedimentacdo (DE
KREUK; LOOSDRECHT, 2006; ISANTA et al., 2012; WAGNER,;
COSTA, 2013). O EPS produzido pelos micro-organismos é um fator
chave responsavel pela granulacdo, uma vez que sua composicao esta
diretamente relacionada com a estrutura do biofilme (ADAV; LEE;
TAY, 2008). Portanto, a grande diversidade de micro-organismos que
compdem os granulos e suas variagdes diante das diferentes condicGes e
sistemas sdo uma forte razdo para que 0s resultados ndo sejam
reprodutiveis.

Tabela 5: Resumo do tempo de granulagdo e caracteristicas dos granulos, para
diferentes tipos de afluentes, em reatores RBS nas escalas de bancada, piloto e
real, relatados por diversos autores.

Escala Tipo de  DQOafiente Granula- Tamanho 1VL3 Refe-
do afluente ¢éo de granulo réncias
reator (mgDQO LY  (dias) (mm) (mL g?)
Piloto Sanitario  ~200 56 0,29 67 Presente
estudo
Piloto Sanitario <200 80 0,30 35 (Nzloeotgﬁ;'-v
Piloto Sintético 400 51 2,4 13 (ISANTA
etal., 2012)
Piloto 30% 200-600 50 0,28 43
Sanitario (Lletal,
70% 2014)
industrial
Piloto Sanitario  ~ 300 160 0,47 75 (WQGa:\‘ER
20152)
Bancada  Sanitdrio ~430 140 0,3-1,3 53 (WAGNER
: COSTA,
2013)
Bancada  Sanitario 280 20 1,1 38 (DE
KREUK;
LOOSDRE
CHT, 2006)
Bancada  30% 200-600 43 0,3 38
Sanitario (Lletal.,
70% 2014)
industrial
Real 30% 200-600 337 0,5 48
Sanitéario (Lletal.,
70% 2014)
industrial
Real Sanitario  ~ 500 150 >0.2 35 (PRONK et

al., 2015)
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Desempenho do reator na remogéo de carbono e nitrogénio

Os granulos aer6bios foram formados com baixas
concentragbes de DQO soluvel na entrada, que variaram entre 88 e 428
mg DQOsyupe L™ (Média de 202 + 97 mg DQOgoupie L. Para estas
analises, os resultados mostraram uma carga organica aplicada de 0,66 +
0,32 Kg DQOgqver m> d* e de 1,10 + 0,4 Kg DQOo m™ d?
respectivamente. As concentracdes de DQOrq NO esgoto sanitario do
Brasil so, tipicamente, baixas (400 - 800 mg L™), embora apresentem
quantidades consideraveis de sélidos suspensos (200-450 mg L™). No
entanto, aguas residudrias com concentracdo média de substrato inferior
a 170 mg DQOggvel L? sdo também adequadas para a formagéo de
granulos aerébios (NI et al., 2009).

Com relacdo ao desempenho de remo¢do de DQOsg el € DBO
no reator piloto RBS-LGA, os resultados atenderam aos padrdes
brasileiros da Resolucdo 430 (CONAMA, 2011). As concentragdes
médias de DQOg et € DBO obtidas a partir da analise do efluente
tratado foram de 54,9 + 18 mg L™ e 47,0 + 24 mg L™, respectivamente.
A concentragcdo de DQOgqgve foi medida ao longo de um ciclo (4 h)
durante o periodo estavel do reator granular. Na Figura 22A, pode-se
verificar que a DQOsyve foi principalmente reduzida durante a fase
anoxica, onde as concentragées diminuiram de 176 mg L™ para 87 mg
L™ dentro de 13 min do ciclo. Uma vez que o oxigénio comegou a ser
adicionado no sistema, a concentracdo de DQOsoiaver diminuiu para 67
mg L™ dentro de 17 min de aeracéo (30 min de ciclo) e ent&o oscilou
entre 60 e 78 mg L™ (Figura 22A). Na fase de aeragdo, a concentragdo
de OD aumentou (de 13 a 20 min do ciclo), estabilizando-se no nivel de
saturacdo de oxigénio (8,4 mg L™). Em relacio ao desempenho de
DQOsoigver, 0 CONSUMO aerodbio rapido seguido da saturagdo de OD foi
também relatado em estudos anteriores utilizando esgoto sanitario em
escala piloto com configuracdo de ciclo semelhante (NI et al., 2009;
WAGNER et al., 2015a). A flutuagdo da concentragdo de DQOsigvel
durante a fase de aeracdo pode estar relacionada com a hidrélise da
matéria organica particulada por protozoarios (detectados no presente
estudo, ver abaixo) e subsequente consumo de matéria organica
biodisponivel por bactérias. Esta observacdo estd de acordo com um
estudo prévio que demonstrou a remo¢do do substrato particulado
dominado por processos de adsor¢do na superficie do granulo, seguido
por hidrélise e consumo dos produtos hidrolisados (DE KREUK et al.,
2010).

O desempenho do reator LGA na remogdo de nitrogénio foi
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monitorado durante um periodo de 180 dias, que estdo resumidos na
Figura 22B. A carga nitrogenada aplicada variou de 0,10 a 0,23 g de
NH,"-N L™ d™. A nitrificacdo foi primeiramente observada durante o
periodo de granulacdo no dia 21 com 51% de eficiéncia de remocédo. A
oxidacdo quase completa do nitrogénio amoniacal em nitrato (90%) foi
conseguida no dia 42 com 2,2 mg NO,-N L™ e 1,4 mg NO5-N L™. De
forma semelhante, um estudo mostrou 98% de remogdo de NH;"-N apos
50 dias de operacdo (LIU et al., 2010). Em seguida, predominou a
nitrificacdo parcial via nitrito, que manteve concentragdes efluentes em
média de 14,3 + 4,0 mg NH,*-N L™ e producéo de 16,5 mg NO,-N L™ e
7,5 mg NOs-N L™ Os resultados alcancaram o critério de lancamento
de aménia brasileiro, que requer uma concentracdo maxima de 20 mg
NH;-N L™ no efluente (CONAMA, 2011). Além disso, durante o
periodo de aeragdo, a concentracdo de nitrogénio amoniacal e a
alcalinidade diminuiram (Figura 22B), o que corrobora com a ocorréncia
do processo de nitrificagdo nessa fase do ciclo.

A nitrificacdo parcial foi predominante no reator e comumente
ocorre em reatores com granulos aerébios (COMA et al., 2012;
ISANTA et al., 2012; YANG et al., 2013), sendo o nitrogénio amoniacal
predominantemente oxidado em nitrito (Figura 22B). De fato, o nitrito
acumulou no sistema em quantidades consideraveis no final do ciclo
operacional e no inicio do préximo ciclo (Figura 22B). Além disso,
observou-se uma diminuicdo de NH,"-N (de 34,0 a 30,6 mg L™) no
sistema durante a fase andxica (OD abaixo de 0,5 mg L™), confirmando
a oxidacdo de ambnio nessas condigdes, conforme j& relatado
anteriormente (CHEN et al., 2016). Além disso, a Figura 22B mostra o
consumo de NO,-N como receptor de elétrons com o aumento da
alcalinidade durante a fase andxica em condi¢des de OD limitado.

A remocdo de nitrogénio pode ser afetada pelo didmetro dos
granulos, uma vez que 0 volume anoxico diminui com a reducdo do
tamanho dos granulos (MATSUMOTO et al.,, 2010). Nos pequenos
granulos (~ 0,3 mm) encontrados no presente estudo, o volume andxico
pode ter sido um fator limitante para remover o nitrogénio. Estudos tém
mostrado para processos de nitrificacdo parcial-anammox que 0s
granulos menores tendem a acumular nitrito ou mesmo nitrato
(MOZUMDER et al., 2014). Além disso, um estudo que comparou 0
didmetro dos granulos mostrou que granulos maiores (d > 0,9 mm)
poderiam proporcionar ambiente andxico para 0 crescimento de
desnitrificantes, aumentando assim a eficiéncia de remocdo de
nitrogénio total (BIN et al., 2011). A nitrificacdo parcial nas condi¢des
atuais de configuracdo do ciclo (ciclo de 4 h com alimentacdo répida)
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tratando esgoto sanitario de baixa carga demonstrou ser tecnicamente
viavel e reprodutivel em um local de clima tropical, j& que um estudo
prévio conduzido no mesmo reator também atingiu o acimulo de nitrito
(WAGNER et al.,, 2015a). Isto poderia ser benéfico na redugdo dos
custos em termos de energia com menor consumo de oxigénio na fase
aerdbia e diminuicdo da produgdo de lodo nos processos de nitrificagdo
e desnitrificacdo (PENG; ZHU, 2006).

Elucidar a dindmica de nitrogénio no presente sistema LGA
com esgoto real pode contribuir para o conhecimento atual sobre o
potencial bioldgico de emissdo de N,O e as suas implicacdes ambientais
associadas. O N,O foi detectado durante os primeiros 30 min do ciclo
(Figura 22C), com um pico estreito de concentracdo acima de 530 ppm
logo apds o inicio da aeracdo (dentro de 1 min de aeracdo) e, em
seguida, diminuiu rapidamente abaixo dos limites de detec¢do. Ha
alguns fatores relevantes em ETE que contribuem para as emissdes de
N.O, como oxigénio dissolvido, nitrito, repentinas mudancas nas
condicbes do processo, relagdo C/N, consumo de compostos
armazenados intracelulares e pH (KAMPSCHREUR et al., 2009). Neste
estudo, a limitada disponibilidade de compostos orgénicos
biodegradaveis (DQOggver < 200 mg L'l) e 0 elevado acumulo de nitrito
(15 mg NO,-N L™) no sistema durante a fase andxica desencadeou
processos de desnitrificacdo heterotrofica e assim produgéo de N,O.
Além disso, a condicdo de baixo oxigénio (OD < 0,5 mg L™)
acompanhada com a presenca de nitrito e nitrogénio amoniacal
proporcionam condic¢Bes adequadas para aumentar a producdo de N,O
através da rota de desnitrificacdo autotréfica (TALLEC et al., 2006).
Portanto, a emissdo de N,O foi induzida principalmente pelo acimulo
de nitrito no sistema LGA, o que é amplamente apoiado por varios
estudos que correlacionaram a producdo de N,O com o acUmulo de
nitrito (KAMPSCHREUR et al., 2009). Esta hipo6tese é suportada pela
forte correlacdo (coeficiente de Pearson igual a 0,8) encontrada entre a
emissdo de N,O e a concentracdo de nitrito no efluente. A fracdo da
concentracdo de nitrogénio afluente convertida em N,O varia de 0 a
14,6% entre os estudos em escala real (KAMPSCHREUR et al., 2009) e
de 0 a 3,7% em sistemas de nitrificagdo parcial em escala real
(SHARON) (TALLEC et al., 2006). No presente estudo, uma média de
2,8 = 1,2% do nitrogénio total foi convertido em N,O. Embora o N,O
tenha sido produzido no sistema, a concentragdo detectada foi
substancialmente reduzida quando comparada a outros sistemas de
tratamento de aguas residudrias (LAW et al., 2012).
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Figura 22: Ciclo operacional do dia 156 do sistema LGA no tratamento de
esgoto sanitario. O ciclo de 240 min consistiu de trés fases: (I) 3 min de
alimentacdo, seguido de 10 min de anoxia sem mistura; (1) 211 min de
aeracdo; (I11) 13 min de sedimentacdo seguido de 3 min de retirada de
efluente. Perfil de concentracdo de DQOg e € OD (A); Nitrogénio como
amonio, nitrito e nitrato, e alcalinidade (B); e emissdo de N,O (C) foram
medidos ao longo do tempo.
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A remocdo de fosforo ndo foi monitorada devido as baixas
concentracGes de fésforo total (5,5 + 1,8 Mg Protl L'l) no esgoto
sanitario afluente. A concentragcdo média final de fosforo efluente
atingiu os critérios de lancamento de efluentes da lei estadual de Santa
Catarina (< 4 mg Pyl L'l).

Sucessdo da comunidade microbiana em granulos

No presente estudo, as técnicas de FISH e MEV serviram como
poderosas ferramentas para visualizar a arquitetura detalhada da
composi¢cdo microbiana nos granulos, que pode ser composta
principalmente por EPS e bactérias, e também por protozoarios e / ou
fungos (WEBER et al., 2007). A andlise de MEV no LGA documentou
a presenca de colbnias de ciliados, representadas principalmente por
Epistylis sp. (Figura 23A) na estrutura granular. A presenca de
protozoarios ciliados tem sido descrita por outros estudos em granulos
aerobios cultivados em esgoto real (LEMAIRE; WEBB; YUAN, 2008;
WAGNER et al., 2015a), os quais sdo primeiramente responsaveis pela
assimilacdo das pequenas particulas organicas, incluindo bactérias
(SCHWARZENBECK; ERLEY; WILDERER, 2004). Embora o
comportamento predatério possa ocorrer, sabe-se que os ciliados
excretam compostos estimulantes ao crescimento, 0s quais aumentam a
atividade bacteriana, além de seus talos servirem como suporte de
crescimento para as bactérias no processo de formacdo de granulos
(WEBER et al., 2007). A Figura 23B mostra col6nias bacterianas
(coradas com DAPI) em forma de nuvem na matriz de EPS, as quais sdo
suportadas por hastes ciliadas. As bactérias observadas nos granulos
aerobios apresentaram uma ampla variedade morfolégica, sendo
principalmente encontradas em forma de cocos e bastonetes (Figura
23B). A identificacdo da coabitacdo entre ciliados e bactérias no
presente estudo indica a importancia desta interacdo em grénulos
cultivados em esgoto sanitario. Ciliados e fungos foram sugeridos como
o principal substrato de apoio na formacdo de biofilmes bacterianos e,
portanto, atuam como uma espinha dorsal nos granulos (WEBER et al.,
2007).

As oxidadoras de amdnia (AOB) foram as bactérias nitrificantes
dominantes localizadas principalmente na camada mais externa dos
granulos alimentados com esgoto sanitario (Figura 23C), mas também
foram ligeiramente detectadas no interior do granulo (Figura 23D),
como ilustrado com imagens de FISH. Os aglomerados de AOB
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apareceram em uma estrutura de rede ondulada circundante a borda do
granulo, o que é muito peculiar e nunca foi relatada anteriormente de
acordo com o melhor conhecimento dos autores. Em outros estudos, 0s
aglomerados de AOB foram detectados na superficie dos granulos e
também no centro, onde podem ocorrer micro-perfis de oxigénio dentro
dos granulos como sugerido anteriormente (LEMAIRE; WEBB; YUAN,
2008). Por outro lado, as AOB localizadas em camadas mais profundas
podem usar nitrito como receptor de elétrons e realizar o processo de
desnitrificagdo autotréfica (KAMPSCHREUR et al., 2009).

Poucas colbnias de NOB foram detectadas, suportando o
observado processo de nitrificacdo parcial representado pelo acimulo de
nitrito no presente sistema RBS. Embora Nitrospira spp. seja a NOB
mais comumente encontrada nas ETE (DAIMS et al., 2001a), 0 escasso
nimero detectado por FISH neste estudo pode estar relacionado a
aménia livre (AL), efou ao &cido nitroso livre (ANL), efou &
estratificagdo das camadas dos granulos. A presenca de NOB pode ter
sido ligeiramente influenciada pela AL (média de 1,2 + 0,5 mgAL L),
cuja quantidade mostrou estar no limite da faixa de inibicdo de NOB
(0,1-1,0 mgAL L™), enquanto o ANL apresentou valores (0,04 + 0,02
mg ANL L) fora do intervalo de inibicdo deste organismos (0,22-2,8
mg ANL L) (ANTHONISEN et al., 1976). A Figura 23C mostra a
localizacdo das colonias de Nitrospira spp. na area interna do granulo e
a Figura 23E revela os detalhes das mesmas colbnias utilizando uma
maior ampliacdo no microscopio. A estratificacdo de AOB e NOB em
granulos aerébios revela a repressdo de NOB. A presenca de col6nias de
AOB na camada externa é mais favoravel a competicdo pelo oxigénio
uma vez que estdo mais préximas da superficie dos granulos, resultando
assim numa maior repressdo de NOB e no acimulo de nitrito (POOT et
al., 2016).

Foram detectadas bactérias desnitrificantes no nucleo do
granulo (area delimitada na Figura 23C), onde o oxigénio é limitado e
onde os produtos NOx derivados das AOB estdo disponiveis.
Paracoccus spp. € afiliado do filo Proteobacteria e as estruturas
detalhadas de suas colbnias estdo representadas na Figura 23F.
Paracoccus denitrificans crescem aerobicamente ou anaerobicamente,
usando nitrato ou nitrito como receptor de elétrons. Paracoccus spp. é o
género dominante entre os reatores com granulos aerobios operados em
condicOes especiais tais como: altas temperaturas (26-27 °C), elevada
carga de nitrogénio (470 mg NH,*-N L™) e presenca de fase anéxica no
inicio do ciclo (CYDZIK-KWIATKOWSKA; WOJNOWSKA-
BARYLA, 2015). No reator piloto LGA estudado, estas bactérias
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possivelmente realizaram a maior parte da desnitrificacdo via nitrito,
uma vez que era o receptor de elétrons mais disponivel no sistema.
Além da camada anoxica no interior do granulo, o ciclo operacional foi
composto pela fase andxica (10 min) no inicio do ciclo em temperatura
média de 24 °C, proporcionando condi¢cdes operacionais favoraveis o
crescimento das Paracoccus sp. neste estudo.

Figura 23: Composicdo microbiana dos granulos cultivados em esgoto real. (A)
Imagens de MEV e (B, C, D, E e F) imagens de FISH. (A) Ciliados
pedunculados - majoritariamente representados por Epistylis sp., (B) Colbnias
bacterianas coradas com DAPI envolvidas na matriz de EPS apoiadas pelas
hastes dos ciliados. (C) Fatia de grénulo corada com sonda NSO190,
representando o local onde as coldnias bacterianas foram identificadas nas
imagens D, E e F. (D) Deteccdo de AOB com sonda NSO190 na camada
externa do grénulo. (E) Deteccdo de colbnias de Nitrospira sp. com a sonda
Ntspa662 e (F) Deteccdo de Paracoccus denitrificans com a sonda PDV1031 no
nucleo do granulo.
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Dindmica na abundancia relativa de genes catabdlicos das rotas de
convers&o do nitrogénio

A nitrificacdo é um processo aerobio de duas etapas onde
primeiro NH," ¢é catalisado pela enzima amdnia monooxigenase
(codificada pelo gene amoA) a NH,OH que é entdo reduzido a NO; pela
hidroxilamina  oxidoredutase  (codificada pelo gene  hao)
(KAMPSCHREUR et al., 2009). Neste trabalho, o gene amoA foi
utilizado para identificar o processo de nitrificacdo e foi detectado em
todas as amostras analisadas (Figura 24). A partir do dia 86 para 177,
houve um aumento de 6 ordens de grandeza (de 10° a 10 na
abundancia de cépias do gene amoA, indicando que 0s organismos
portadores deste gene (AOB) foram fortemente selecionados nas
condicBes aplicadas neste estudo (Figura 24). Este resultado esta de
acordo com a populacdo predominante de AOB detectada também pelo
FISH. A alta capacidade de oxidagdo aerdbia do lodo encontrada foi o
ponto inicial da remocdo de nitrogénio no presente processo, o que eleva
a producdo de nitrito na nitrificacdo corroborando com as altas
concentragBes de nitrito encontrada neste estudo. Além disso, as AOB
podem também estar envolvidas na rota metabdlica de desnitrificacdo
autotréfica, podendo usar nitrito como receptor de elétrons
(KAMPSCHREUR et al., 2009).

Os genes das enzimas nitrato (narG), nitrito (nirS), oxido
nitrico (gnorB) e 6xido nitroso (nosZ) redutases foram utilizados para
inferir sobre processos de desnitrificagdo no presente estudo. E
importante ressaltar que um mesmo organismo pode ser portador de
mais de um gene da desnitrificacdo, por exemplo no genoma da
Pseudomonas stutzeri, os genes nar, nir, nor e nos foram identificados
(YAN et al., 2005). Portanto, neste estudo a quantificacdo dos genes
responsaveis por cada etapa da desnitrificacdo indica potenciais rotas
metabdlicas, as quais podem estar sendo realizadas pelo mesmo
organismo.

O gene narG foi detectado em todas as amostras, exceto no dia
156, e a abundancia ndo mostrou diferengas estatisticas ao longo do
tempo, mantendo assim o nimero de cépias deste gene entre 10° e 10°
por mL de amostra (Figura 24). O numero de copias do gene narG
detectadas neste estudo foram cinco ordens de grandeza inferior as
copias 16S rDNA, o que representa a baixa densidade deste grupo em
relacdo as bactérias totais. Como este estudo mostrou nitrificacdo parcial
com acumulo de nitrito e baixas concentragdes de nitrato, o sistema nédo
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induziu o crescimento de bactérias que abrigam o gene narG que
codifica a nitrato redutase responsavel pela reducdo de nitrato a nitrito
por bactérias facultativas (HENRY et al., 2004). Portanto, a presenga do
gene narG neste estudo, p6de ocorrer advindo de algumas bactérias que
sdo comuns em ETE como Comamonadaceae, Azoarcus, Thauera,
Dechloromonas e Candidatus  Accumulibacter da  familia
Rhodocyclaceae (ZIELINSKA et al., 2016), as quais podem estar
envolvidas em outras vias metabolicas como a de producgdo de EPS ou
desnitrificagdo heterotrofica a partir do nitrito ou do pouco nitrato que
foi detectado neste estudo (WEISSBRODT; SHANI; HOLLIGER,
2014).

Os genes nirS e norB, responsaveis pela reducdo de NO,” e NO
respectivamente, foram detectados em todas as amostras analisadas e
ambos apresentaram um aumento de trés ordens de grandeza em
abundancia. NirS foi utilizado para amplificar o gene mais amplamente
distribuido responsavel pela producdo da enzima nitrito redutase, uma
enzima chave no processo de desnitrificacdo dissimilatoria (BRAKER,;
FESEFELDT; WITZEL, 1998). A abundancia do grupo nirS foi maior
do que os outros genes quantificados neste estudo, variando de 10° a 10°
copias de genes (Figura 24).

Para a andlise de reducdo de 6xido nitrico, foram utilizados
nimeros de copias de genes gnorB que codificam redutases de 6xido
nitrico. Existem dois tipos de dxido nitrico redutases (cNor ou gNor),
que sdo codificados por duas variantes do mesmo gene (norB) e
distribuidos em grupos de bactérias que se diferenciam a nivel de
familia ou ordem (BRAKER; TIEDJE, 2003). No presente estudo, o
gene gnorB foi utilizado para captar a presenca de grupos especificos de
bactérias (B-, y-, e-Proteobactérias, alguns Firmicutes, Cianobactéria e
Ralstonia eutropha). O numero de cdpias do gene gnorB variou
significativamente ao longo do tempo com valores aumentando de 10°
para 10° por mL de amostra (Figura 24). Embora a quantificacdo do
gene gnorB ndo considere toda a populacdo bacteriana que reduz o
oxido nitrico no sistema AGS, fornece meios de detectar a presenca de
vias potenciais. Os genes que codificam NO; e NO redutase (nirS e
norB) foram encontrados no genoma de AOB (CASCIOTTI; WARD,
2005). Isso significa que o aumento da abundancia de nirS e gnorB
poderia estar associado ndo s6 a atividade de desnitrificantes, mas
também a atividade de AOB, neste caso através da via de desnitrificacéo
autotrdfica até N,O (KAMPSCHREUR et al., 2009). Contudo, no
presente estudo, ainda é dificil distinguir se a emissdo de N,O €
proveniente da desnitrificagdo autotréfica ou das vias de desnitrificacéo
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heterotréfica. Estudo prévio sob condicdo de baixo nivel de oxigénio
mostrou que 58-83% da emissdao de N,O em ETE foi causada pela
desnitrificagdo autotrofica, e 42-17% por desnitrificacdo heterotrofica
(TALLEC et al., 2006). A presenca desses genes no presente estudo
poderia estar associada a producdo de N,O por ambas as rotas realizadas
por AOB e desnitrificantes. No entanto, o presente estudo aborda
algumas perspectivas sobre as potenciais rotas metabdlicas até entdo
ainda ndo elucidadas dentro da diversidade das desnitrificantes
encontradas no presente LGA.

O gene nosZ codifica a 0xido nitroso redutase, que reduz o
Oxido nitroso para nitrogénio gasoso, comumente  através
desnitrificantes, estabelecendo assim um processo de desnitrificagdo
completa. No presente estudo, o gene nosZ foi analisado para dois
grupos diferentes de bactérias: Proteobacteria e ndo-Proteobacteria, a
ltima codificando os filos Firmicutes e Bacteroidetes (JUNG et al.,
2013). NosZ codificando Proteobacteria resultou em nenhuma deteccéo
(dados ndo mostrados). No entanto, Paracoccus spp. (do filo
Proteobacteria) foi detectada no interior do granulo por FISH,
indicando o envolvimento deste grupo de bactérias em processos de
desnitrificagdo incompleta e consequentemente resultando em emissdes
de N,O. NosZ para as ndo-Proteobacteria apresentou um aumento
significativo em duas ordens de grandeza ao longo do tempo, de 10°
para 10’ cpias por mL da amostra (Figura 24). Estes resultados estdo de
acordo com a deteccdo de N,O no sistema, que € substrato para a
atividade de nosZ, e indica que a desnitrificagdo completa de N, foi
realizada por grupos bacterianos Firmicutes e/ou Bacteroidetes.
Bacteroidetes spp. sdo consideradas bactérias dominantes no intestino
dos seres humanos e na flora fecal humana (SGHIR et al., 2000), que em
conjunto com as o-, B- e y-Proteobacteria e as Firmicutes ja foram
detectadas em granulos cultivados a partir de lodos ativados no
tratamento de esgoto sanitario (CHEN et al., 2013). Portanto, o presente
estudo vem sugerindo que Bacteroidetes e Firmicutes estdo fortemente
relacionados com a rota de desnitrificacdo completa em sistemas LGA
alimentados com esgoto sanitario. Estudos metagendmicos e
protedmicos adicionais sdo essenciais para entender a funcionalidade
desses grupos microbianos e seriam Uteis para encontrar fatores
operacionais para melhorar o processo de desnitrificacdo completa,
reduzindo assim as emissdes de N,O em sistemas de nitrificacdo parcial
com LGA.
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Figura 24: Distribuicdo de genes bacterianos que compdem o sistema LGA
com esgoto sanitario. As barras de erro representam o desvio padrdo das
triplicatas.
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4.1.4 Conclusdes

Granulagéo (d > 200 um) foi obtida em um RBS alimentado
com esgoto sanitario de baixa carga (DQO <200 mg DQOxuvel L'l). As
condicBes aplicadas (ciclo 4 h, alimentacdo rdpida e aeracdo longa)
permitiram a remocdo de DQO e de nitrogénio amoniacal através da
nitrificacdo parcial com acimulo consideravel de nitrito (16,5 mg NO,'-
N L™) e moderada emisséo de N,O (2,8% da carga total de nitrogénio).
Granulos apresentaram a coabitacdo de protozoarios e bactérias,
indicando a importancia desta relacdo na estrutura granular em sistemas
LGA com esgoto sanitario. AOB predominou a camada externa do
granulo, enquanto NOB e desnitrificantes estavam nas camadas internas.
Os genes catabdlicos das conversdes de nitrogénio revelaram seguintes
rotas metabdlicas: nitrificacdo parcial, desnitrificacdo via nitrito,
desnitrificagdo autotréfica, desnitrificagdo completa e incompleta.
Firmicutes e Bacteroidetes estdo envolvidos na via de desnitrificagdo
completa até N,. Portanto, uma compreensdo mais profunda desses
organismos e suas interacOes elucidariam seu papel na reducdo das
emissdes de N,O. Para a remocdo de nitrogénio em uma Unica unidade,
0S municipios e os projetistas de ETE podem considerar o sistema LGA
como tecnologia promissora para economizar custos.
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4.2 ESCLARECENDO FALHAS NO DESEMPENHO DO LODO
GRANULAR NO TRATAMENTO DE ESGOTO SANITARIO
SOB CONDICOES DE CLIMA SUBTROPICAL?

FALHAS
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A tecnologia de lodo

granular tem se expandido
mundialmente para
tratamento  de  efluentes
sanitarios. A composicdo do
esgoto e as condicOes
climaticas diferem de um
local para outro, afetando a

granulacdo e a remogdo
biolégica de  nutrientes
(Biological nutriente

removal - BNR). Além de
pouca informacdo disponivel
sobre 0 uso desse processo
no contexto real, a
transferéncia da tecnologia

requer investigacbes em
ambientes  regionais. No
presente trabalho, 0s

impactos do esgoto sanitario
de baixa concentracdo e do
clima quente costeiro foram
estudados em um reator
operado em bateladas
sequenciais (RBS), com lodo
granular, em escala piloto,
em termos das propriedades

fisicas do lodo e do desempenho da BNR. Foram testadas duas estratégias
operacionais (EO) que se diferenciaram quanto ao regime de alimentacdo do

2 A versdo resumida deste trabalho foi aceita para apresentacéo oral do tipo
fusion keynote (Guimardes & Weissbrodt) no “The 14th IWA Leading Edge
Conference on Water and Wastewater Technologies”, Floriandpolis, Brasil, em
maio 2017. O trabalho completo aqui descrito sera submetido para uma revista

internacional.

L. B. Guimaraes*, J. Wagner, T. R. V. Akaboci, G. C. Daudt, P. H. Nielsen, M.
C. M. van Loosdrecht, D. G. Weissbrodt*, R. H. R. da Costa. From failures to
successful granular sludge process: Hints for real wastewater treatment under

coastal warm climate. *Equal writing contribution
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reator: enchimento em pulso seguido por uma fase de repouso (EO1) e
enchimento lento em fluxo ascendente (EO2). O enchimento lento foi benéfico
para a formacdo de granulos maiores, em maior fracdo e com melhor
sedimentabilidade (EO1: 290 um, 55% de granulos e IVL de 109 mL g* SST;
EO2: 450 pm, 78% e IVL de 74 mL gssr). O enchimento lento também foi
mais vantajoso na hidrélise da matéria orgénica particulada com 1,3 e 3,1 g
DQOy: g* SSV d™ em EO1 e EO2, respectivamente, bem como para o acimulo
de biomassa (0,7 g SSV L™ em EO1 e 1,5 g SSV L™ em EO2) e remogéo de
fosforo (33% em EO1 e >97,5% em EO2 a partir de 165 dias). Porém, notou-se
em ambas EO que a biomassa ndo se acumulou substancialmente no sistema,
houve nitrificagdo parcial com o acimulo de nitrito, além de desnitrificacéo e
biodesfosfatacdo (EBPR) ineficientes, resultando no insatisfatorio processo de
BNR. As principais falhas encontradas no sistema piloto relacionadas com estes
resultados estdo na configuracdo do ciclo do RBS e nos micro-organismos
selecionados com a operacdo. Mesmo que organismos acumuladores de fosforo
(PAO) tenham sido identificados em EO2 (2,3-3,4%), 0s organismos
heterotréficos ordinarios (OHO) foram predominantes em ambas EO (30% de
Thauera em EOL; 56% de Comamonas em EO2). Em conclusdo, junto com os
principios da ecologia microbiana, a resposta para uma engenharia bem
sucedida do processo de LGA consiste (i) na gestdo de um seletor anaerdbio
eficiente para PAO e (ii) no controle da aeragdo para uma eficiente
nitrificagdo/desnitrificagdo e limitagdo da respiracdo enddgena, melhorando a
BNR e o acUmulo da biomassa. Isto pode ser realizado por meio do
aperfeicoamento da configuracdo do ciclo do RBS. A operagdo eficiente do
processo permitira o alcance de padrdes de lancamento mais elevados, mediante
a promocao da completa BNR.



138

ELUCIDATING PERFORMANCE FAILURES IN GRANULAR
SLUDGE FOR DOMESTIC WASTEWATER TREATMENT UNDER
COASTAL WARM CLIMATE

The granular sludge technology expands worldwide for municipal

wastewater treatment. Sewage composition and climate conditions differ
from one place to another, impacting granulation and biological nutrient
removal (BNR). Besides the few reports available on process
implementation in the real context, technology transfer requires
investigations under local settings. Impacts of low-strength domestic
wastewater and coastal warm climate were studied at pilot scale on the
physical properties of granular sludge and BNR under two different
operational strategies involving fast (OS1) and slow (OS2) upflow
feeding regimes. The slow filling was beneficial for larger granules,
which were present in greater fraction and with better sedimentality
(OS1: 290 um, 55% of granules and SVI of 109 mL gTSS'l; 0S2: 450
um, 78% e SVI of 74 mL grss?). It was also advantageous for the
hydrolysis of particulate organic matter with 1,3 and 3,1 g CODy g™
VSS d? under OS1 and OS2, respectively, as well as for biomass
accumulation (0,7 gvss L™ under OS1 e 1,5 gvss L™ under 0S2) and
phosphorus removal (33% under OS1, >97,5% under OS2 after 165
days). However, the biomass did not accumulate substantially under
both OS, there was partial nitrification with nitrite accumulation, besides
inefficient denitrification and biological desphosphation (EBPR). This
resulted in an unsatisfactory BNR process. The main process failures
detected in this pilot system related to the configuration of the
sequencing batch reactor (SBR) cycle and to the microorganisms
selected under operation. Although phosphorus accumulating organisms
(PAO) were identified in OS2 (2.3-3.4%), ordinary heterotrophic
organisms (OHO) were predominant under both OS1 (30% of Thauera)
and OS2 (56% of Comamonas). In conclusion, a successful engineering
of the AGS process should cope with principles of microbial ecology in
order to (i) manage an efficient anaerobic selector for PAO selection and
(i) control aeration for an efficient nitrification / denitrification and for
limiting endogenous respiration, thus improving BNR and biomass
accumulation. These design hints should be targeted by improving the
SBR cycle configuration. An efficient process operation will enable the
achievement of higher water quality standards by promoting full BNR.
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4.2.1 Introducédo

As estagOes de tratamento em escala real que utilizam a tecnologia
LGA para remogdo bioldgica de nutrientes (BNR) estdo se expandindo
mundialmente para o tratamento de aguas residudrias municipais e
industriais (GIESEN; THOMPSON, 2013; PRONK et al., 2015). Desde
0 inicio do desenvolvimento na Europa (BATHE et al., 2005), até as
Gltimas transferéncias para paises em desenvolvimento como o Brasil
(2016), diferencas significativas tanto nas aguas residuérias quanto nas
condigdes climaticas devem ser consideradas na concep¢do e operacdo
do processo.

O processo de lodo granular aerébio (LGA) bem sucedido em escala
real para esgoto municipal foi recentemente relatado (PRONK et al.,
2015). Porém, as caracteristicas complexas dos esgotos sanitarios
continuam a ser um desafio para o desempenho do processo. Semelhante
a impressionante quantidade de pesquisas sobre sistemas de lodos
ativados, os sistemas de lodo granular também devem se beneficiar de
investigacbes que se aproximem de condi¢cBes reais. Os esgotos
sanitarios abrigam uma ampla gama de fontes de carbono dissolvido e
particulado, cujos impactos na granulacdo e na remog¢do de nutrientes
precisam ser desvendados. Os impactos da carga de carbono baixa e
flutuante também sdo de interesse relevante, no entanto, foram pouco
testados (WAGNER, 2015). Além disso, questdes como o longo tempo
de granulacdo, a imprevisivel morfologia dos granulos e sua
desintegracdo, e a ineficiente BNR ainda s&o reportadas (SARMA;
TAY; CHU, 2017).

No contexto do Brasil, em pesquisas com reator piloto, utilizando
esgoto sanitario (JUNGLES; CAMPQOS; COSTA, 2014; WAGNER et
al., 2015a; WAGNER; COSTA, 2013), observou-se a formacdo de
granulos juntamente com a remocao de matéria organica (DQO e DBO)
e de nitrogénio amoniacal, com concentragdes efluentes que atenderam
o0 critério de qualidade nacional brasileiro (CONAMA, 2011). Porém,
notou-se a desintegracéo dos granulos (GUIMARAES et al., 2016) e as
concentragdes de langamento permitidas (120 mgDBO L™ ou 60% de
remocdo; e < 20 mg NH4-N L™) ainda permanecem altas quando
comparadas, por exemplo, com os limites de lancamento de efluentes da
Europa (25 mg DBO L™ ou 70-90% de remoco; 10 mg N L™ ou 70-
80% de remocdo) (EEC COUNCIL, 1991). Além disso, esses estudos
tém mostrado um actimulo elevado de nitrito, de até 15 mg NO2-N L™
no efluente, enquanto a remocdo de fdsforo ainda ndo foi alvo do
tratamento, uma vez que ndo existe padrdo de langcamento nacional.
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Outros grupos de pesquisa também ja reportaram o acimulo de nitrito
utilizando processos LGA (COMA et al., 2012; ISANTA et al., 2012;
YANG et al., 2013).

O primeiro critério de projeto para as investigacfes de LGA em
escala piloto conduzidas pelo grupo na UFSC em Floriandpolis, Brasil,
baseou-se na geometria do reator com uma alta relagdo altura/didametro
(A/D) de aproximadamente 9, assumindo que granulos seriam formados,
enquanto a biomassa floculenta seria lavada do sistema (FIGUEROA et
al., 2009). As condigdes operacionais foram definidas de modo a aplicar
uma elevada forca de cisalnamento e tempos de sedimentagdo reduzidos,
fatores esses que foram propostos como cruciais para a formacdo de
granulos (FIGUEROA et al., 2009). O cisalhamento hidrodindmico é
promovido em tal sistema por velocidade superficial de gas de fluxo
ascendente acima de 1,0 cm s (MCSWAIN STURM:; IRVINE, 2008).
Tempos curtos de sedimentacdo, como por exemplo, de 2 min, para uma
altura de reator de 150 cm, sendo 50 cm a altura de sedimentagéo de
biomassa (cama de lodo), tém sido utilizados como pressdo de sele¢do
hidraulica, para selecionar biomassa com velocidades de sedimentag&o
mais elevadas (BEUN et al., 1999).

A composicdo e a carga do substrato sdo também fatores
importantes para a formacdo de granulos. Nos estudos da UFSC, a
configuracdo do ciclo e a operagéo do reator RBS basearam-se, portanto,
em estudos realizados com aguas residuarias municipais de baixa carga
(NI et al.,, 2009). O clima subtropical Umido do estado de Santa
Catarina, que envolve variagBes de temperatura do esgoto de 14-30 °C,
também é um relevante aspecto que traz diferenca nos processos.

Os projetos piloto iniciais analogos tém sido frequentemente
desenvolvidos considerando as caracteristicas dos sistemas de bancada
de LGA (SARMA; TAY; CHU, 2017). A operacdo do RBS com
alimentacdo/reacao/sedimentacdo € bastante facil e oferece flexibilidade,
gerando gradientes de substrato para estimular a granulagdo. Geralmente
é aplicado um fluxo de aeracdo elevado em um reator de coluna, para
induzir a formagdo de granulos pela forca de cisalhamento, porém isto
pode afetar a remocgdo bioldgica de nutrientes (BNR). Corroborando
com esse fato, os regimes de alimentag&o e aeragcdo podem ser adaptados
para ajustar a remogao de fésforo e a desnitrificacdo. As flutuacGes e as
baixas cargas de DQO e fosforo nos esgotos sanitarios (200-600 mg
DQO L™?, 2-4 mg Py L™) (LI et al., 2014) quando comparadas com as
condicdes de laboratério (400-800 mg DQO L™, 10-200 mg Py L™
limitam, no entanto, o crescimento de organismos que acumulam
polifosfato (PAQ) e o desempenho de remocdo de fésforo (SARMA,;
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TAY; CHU, 2017). Acidos graxos volateis (AGV) poderiam ser
adicionados como fontes de carbono e elétrons para melhorar a remogao
de fdsforo e nitrogénio, respectivamente. Porém, como uma alternativa
financeira e funcionalmente melhor, um regime estatico e lento de
alimentacdo sob condicdes anaerdbias pode promover a selecdo de PAO,
juntamente com a estabilidade de granulos e a BNR (DE KREUK;
HEIINEN; VAN LOOSDRECHT, 2005). Se 0 EBPR ndo for um alvo, a
selecdo para organismos de acumulacdo de glicogénio (GAO) sob
alternancia anaerdbio-aerébia também pode contribuir para a
estabilidade dos granulos (DE KREUK; VAN LOOSDRECHT, 2004).

O historico dos estudos que mais se aproximam das condigdes das
ETE no Brasil e de outros paises com condicGes similares, tanto com o
tipo e carga de esgoto quanto com o clima, demonstrou que ainda sao
necessarias melhoras para uma aplicagdo segura da tecnologia LGA. As
concentragcbes do efluente tratado, ainda que dentro nos padrbes
nacionais, sdo relativamente altas quando comparadas aquelas obtidas
em estudos internacionais. Igualmente, problemas como a desintegracdo
dos granulos, o acumulo de nitrito e a ineficiéncia na remocdo de
fosforo, j& reportados, tornam o sistema vulneravel para sua aplicacdo e
0 atendimento aos padrdes de lancamento. As configuracdes de ciclo de
RBS variam muito entre os estudos, granulos tém sido produzidos tanto
em regime de pulso (BEUN; VAN LOOSDRECHT; HEIJNEN, 2002;
NI et al., 2009; WAGNER; COSTA, 2013) quanto em regime de fluxo
lento ascendente (DE KREUK; HEIINEN; VAN LOOSDRECHT,
2005; LI et al., 2014; PRONK et al., 2015). Nesse contexto, 0 objetivo
deste trabalho foi explorar as caracteristicas fisicas dos granulos e o
desempenho de reator piloto nas remoc¢fes de carbono e nutrientes,
alimentado com esgoto sanitario de baixa carga, bem como desvendar a
comunidade microbiana presente no reator, para duas estratégias
operacionais (EO), que se diferenciaram principalmente quanto ao
regime de enchimento. Os autores buscaram com este artigo discutir as
falhas observadas, propondo melhorias de operacdo para os sistemas
com LGA.

4.2.2 Materiais e Métodos
Operacao em diferentes estratégias
O reator utilizado neste estudo faz parte do sistema experimental I,

descrito no item 3, cujas caracteristicas operacionais estdo apresentadas
na Tabela 6. O RBS piloto foi operado para granulacdo e remocéo de
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nutrientes de esgoto sanitario sob (i) uma alimentacdo de um Udnico
pulso seguida por uma fase repouso e (ii) um regime de alimentacdo de
fluxo ascendente lento. As fases de repouso na EO1 e de alimentagdo
lenta na EO2 foram planejadas para fornecerem condicGes anaerdbias e
potencialmente selecionar os PAO, e atingir a remocdo bioldgica de
fosforo. O reator foi inoculado com lodo ativado (40 L) e operado em
modo RBS com ciclos de 4 horas, em ambas as estratégias. Para EO1, o
ciclo teve alimentagéo (3 min), repouso ndo misturado (10 min), aeracao
(211 min), sedimentacdo (13 min) e descarte do efluente (3 min);
enquanto para EO2, o ciclo teve alimentacdo lenta (20 min) , aeracéo
(203 min), sedimentagdo (15 min) e descarte (2 min). O regime de
alimentacdo difere em cada estratégia em termos de tempo de contato
entre a cama de lodo e o afluente. A condicdo de wash-out com a
diminuicdo gradual no tempo de sedimentacdo (tempo inicial em 30
min) foi aplicada levando & lavagem da biomassa floculenta e a selecdo
de biomassa de sedimentagdo rapida.

Tabela 6: Configuragdo experimental, descricdo das estratégias operacionais
estudadas e caracteristicas do esgoto sanitario

Instalagdo operacional e EO1 EO2

configuracdes dos ciclos
o . 2,

Ciclo RBS *

4h 4h

EO1

EOQ2

Caracteristicas do esgoto sanitario

Carga organica (g DQOrotw L, d™) 1,1+04 20+05
Carga organica (g DQOsoiver Lt d ™) 0,6+0,3 1,0+0,3
Carga nitrogenada (g N-NH, L, d™%) 02+0,1 03+0,1
Carga de f6sforo (g Prow L, > d™) 0,02 + 0,005 0,03+ 0,01
Carga especifica ou relacdo A/M 0,9+0,2 0,7+0,3
(9DQO0soigver Gssy - A7)

pH 72+0,2 6,9+0,2
Temperatura (°C) 26+3 262

Razdo C:N:P (g DQOs:g N-NH,4:g PT) 100:27:2,8 100:27:2,5
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Caracteristicas do lodo granular e do desempenho da remogéo dos
nutrientes

O indice volumétrico de lodo foi monitorado pela medicdo do
volume de biomassa sedimentado ap6s 5, 10 e 30 min (IVLs,IVLyg €
IVL3), respectivamente (SCHWARZENBECK; ERLEY; WILDERER,
2004). A distribuicdo de tamanho das particulas foi determinada por
difracdo a laser (MasterSizer Series 2000, Malvern Instruments, UK). O
conceito de porcentagem de volume de lodo com tamanho abaixo de
200 um (sludge volume percentage with size below 200 pm; SVP-
SB200), proposto por Liu et al. (2010), foi utilizado para determinar o
ponto de viragem em que o reator era predominantemente de lodo
granular. Estes autores consideraram o reator como LGA dominante
quando o SVP-SB200 ¢ inferior a 50%. As observagdes da granulacdo e
da forma dos granulos, ao longo do periodo experimental, foram
realizadas por microscopia 6ptica (Olympus BX40, Japéo).

As séries temporais de concentracfes de sélidos em suspensdo
(SSV, SST e cinzas), demanda quimica de oxigénio (DQO), nitrogénio
amoniacal (NH4-N) e fosforo total (Ptota) foram analisadas de acordo
com o0s métodos padrdo de APHA-AWWA-WEF (2005). As
concentragbes de nitrogénio-nitrato (NO3-N), nitrogénio-nitrito (NO2-
N) e fosfato (PO4-P) foram analisadas por cromatografia ibnica
(DIONEX ICS 5000, DIONEX®, EUA). Para acompanhar a
desnitrificagdo durante o monitoramento de um ciclo operacional, foi
realizada a soma das formas sollveis de nitrogénio. A temperatura, o pH
e 0 oxigénio dissolvido (OD) foram medidos utilizando sonda
multiparametro (YSI 6600 V2).

A ambnia que entra no reator estd em solucdo na forma de ion
amonio (NH,") e aménia ndo ionizada (NHj). Estes estdo em um
equilibrio que é afetado pelo pH da solugdo. As concentragfes de
amoOnia ndo ionizada [Amonia livre, (AL)] foram calculadas de acordo
com Anthonisen et al. (1976), com as equagOes 23 e 24 apresentadas no
item 3. Assim como a amdnia, o nitrito produzido no reator se encontra
em equilibrio com o 4&cido nitroso livre (ANL), o qual pode ser
calculado usando as equagdes 25 e 26, também mostradas no item 3.

Os parametros cinéticos velocidade especifica observada de
crescimento da biomassa (Mons), coeficiente de producdo observada de
biomassa (Yons), velocidade especifica de decaimento da biomassa (kq),
velocidade especifica de remogéo de DQO, amoénia e fosforo (Qogo,
Onna, Orot) © Velocidade volumétrica de remocdo de DQO, amoénia e
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(rogo, I'nma, Ietor) foram calculados baseados nas equagdes descritas por
Liu e Tay (2007), demonstradas pelas equagdes 15 a 22 no item 3.

Os célculos da velocidade de sedimentacdo e do tempo de contato
entre o0 afluente e a biomassa para a hidrolise da matéria organica
particulada (GUJER et al., 1999) também foram descritos no item 3
pelas equacdes 28 a 32.

Para a conversdo da unidade de SSV para DQO particulada
(DQOx), considerou-se a férmula molecular da biomassa como
C1H18005No2, resultando em um fator de converséo de 1,366 g DQOy g
1 'SSV. As unidades utilizadas seguiram o padrdo proposto por
Corominas et al. (2010).

Identificacdo das populacgdes e dindmicas bacterianas por métodos
moleculares

Amostras de licor misto foram coletadas durante as fases de
aeracdo. O DNA foi extraido destas amostras bioldgicas utilizando o kit
de isolamento de DNA PowerSoil® (MoBio Laboratories Inc., EUA) de
acordo com as instrucbes do fabricante. As composicBes das
comunidades bacterianas e a dindmica de popula¢des foram analisadas
por sequenciamento de amplicon de nova geracdo baseado no gene 16S
rRNA, regido v1-v3 utilizando o como guia o MIDAS field guide
(MCILROY et al., 2015b). O par de iniciadores bacterianos universais
27F  (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") e 534R  (5-
ATTACCGCGGCTGCTGG-3’) foi utilizado para a amplificacdo por
PCR (ALBERTSEN et al., 2015). Os amplicons foram sequenciados
utilizando o sequenciador MiSeq desktop (Illumina, EUA). Os conjuntos
de dados de sequenciamento foram processados in silico de acordo com
Karst et al. (2016). O mapeamento foi conduzido contra a base de dados
MiIDAS, com as sequéncias do gene 16S rRNA como referéncia para
atribuir as leituras das unidades taxonémicas operacionais (operational
taxonomic units - OTUs) ao parentesco bacteriano mais préximos. Cada
conjunto de dados da amostra foi rarefeito para 10.000 leituras como
base de comparagdo e processado em R usando 0 pacote ampvis
(ALBERTSEN et al., 2015).

As andlises de hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH) em
microscépio de fluorescéncia baseada no gene 16S rRNA foram
conduzidos de acordo com Nielsen; Seviour; Nielsen (2016), a fim de
confirmar visualmente mudancas nas associagdes microbianas
predominantes. O procedimento de preservacdo da amostra e as etapas
da hibridizacdo foram de acordo com Amann et al. (1990), e se
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encontram descritos no item 3 e apéndice A. As sondas utilizadas neste
trabalho foram EUB,ix, NSO190, NEU, AMX820, NIT3 Ntspa662 e
PAOnix, as quais estdo detalhadas na Tabela 3, item 3.

4.2.3 Resultados e discusséo
Caracteristicas fisicas dos granulos

Para ambas as estratégias operacionais EO1 (alimentacdo por pulso)
e EO2 (alimentacdo de fluxo lento), a granulacdo foi alcangada com
sucesso em 56 dias no RBS piloto, alimentado com esgoto sanitario de
baixa carga, situado em clima subtropical (Floriandpolis, Brasil). Em
termos de IVL, a EO2 foi mais vantajosa, proporcionando um lodo
granular com melhores propriedades de sedimentagdo (Tabela 7). O
tamanho das particulas do lodo foi acompanhado pela porcentagem de
volume de lodo com tamanho inferior a 200 um (SVP-SB200) (LIU et
al., 2010), determinando a dominancia de lodo granular no reator (isto &,
quando SVP-SB200 <50%). Os granulos cultivados durante a EO2
foram maiores, com melhor sedimentacdo e formaram uma fragdo maior
do lodo quando comparados com os granulos da EO1 (Tabela 7).

Tabela 7: Propriedades fisicas do lodo granular no estado estacionario sob
ambas as estratégias operacionais (EO).

Propriedades fisicas dos EO1 EO2
granulos

IVLgo (ML gssr™) 109 + 27 74 + 16
IVLyo (ML gssr?) 141+ 46 85+ 22
IVLs (ML gsst™) 216 + 110 109+ 31
IVL3y/IVLyo 08+0,1 09+0,1
IVL3/IVL; 06+0,1 0,7+0,1
SVP-SB200 (%) 45+4 22+11
Tamanho médio (um) 289 + 25 449 + 90

Para as duas estratégias, entretanto, o sistema ndo acumulou
biomassa substancialmente. As concentragdes médias de biomassa
foram de apenas 0,7 gssv L™ (EO1) e 1,5 gssv L™ (EO2) (Figura 25 A).
Para alcancar a intensificacdo do processo, estudos mostram uma
concentracio de biomassa muito superior, de 8-10 gssy L™ (PRONK et
al., 2015). A idade do lodo ou tempo de retencdo do lodo (sludge
retention time — SRT, ) também foi curto, de 6,5 dias (EO1) e de 15,5
dias (EO2), enquanto que uma idade de lodo acima de 20 dias seria
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tipica para um sistema de lodo granular bem executado (PRONK et al.,
2015), chegando até 71 dias como reportado em sistemas com
enchimento anaerébio lento e com eficiente remogdo de fosforo (DE
KREUK; HEIJNEN; VAN LOOSDRECHT, 2005; DE KREUK; VAN
LOOSDRECHT, 2004).

Hidrolise da matéria organica particulada

A razdo para um teor de biomassa ligeiramente mais alto,
juntamente com melhores propriedades fisicas do lodo granular,
observadas em EOZ2, pode estar relacionada com a maior concentracdo
de DQO total presente no esgoto durante o periodo de execucdo da EO2
(335 + 124 mgDQOy,; L™ na EO1; 596 + 165 mgDQO,y L™ na EO2)
(Figura 25A). Ao mesmo tempo, a velocidade especifica de remocgao de
DQOxot (Ubooter) também foi maior durante EO2, com média de 3,1 + 1,4
gDQO gssv ™ dia™, enquanto que para EO1 a média foi de 1,3 + 0,7
gDQOx gssv™” dia™ (Figura 25B). O fato de que a relacéo entre maior
concentragdo e maior velocidade de remocdo de DQO total ndo ser
observada para a fragdo de DQO soluvel (Figura 25A-B) indicou um
envolvimento primario da DQO particulada (DQOy).

Durante o enchimento, o tempo de contato entre o esgoto afluente e
a biomassa foi extremamente curto na EO1 (24 s) e um pouco maior na
EO2 (2 min), como consequéncia de baixas concentragdes de biomassa
e relativamente altas velocidades de fluxo ascendente do afluente (18 e
3,5 L mint em EO1 e EO2, respectivamente). O tempo de contato
ligeiramente mais longo fornecido pelo regime de alimentacdo mais
lento em EO2 foi propenso para aumentar a hidrdlise da matéria
organica particulada (WAGNER et al., 2015b; WEISSBRODT et al.,
2014). Portanto, a DQO dissolvida e prontamente biodegradavel
(DQOyp) foi provavelmente mais disponivel para assimilagdo e
crescimento de biomassa em EO2 do que em EO1l. Em sistemas de
escala laboratorial, alimentados com uma mistura de acetato dissolvido e
amido particulado, Wagner et al., (2015b) também relatam maior
concentragdo de biomassa e granulos mais compactos, com melhores
condigdes de sedimentacdo, quando o periodo de alimentacdo lenta (e
supostamente anaerébio) foi estendido a fim de aumentar a hidrdlise.
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Figura 25: Impacto da matéria organica afluente e estratégias operacionais no
acimulo de biomassa no reator: (A) Flutuagdes do esgoto real resultaram em
maior DQO total afluente em EO2, enquanto a DQO soltvel ndo mostrou muita
diferenca. Em EO2, o RBS apresentou maior concentracdo de biomassa (SSV),
porém, o acimulo de sélidos no reator foi considerado baixo em ambas as
estratégias. (B) Maiores velocidades de remogdo de DQO foram observadas em
EO2 como resultado do regime de enchimento lento, melhorando a hidrélise da
matéria organica.
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Considerando a variacdo da carga organica particulada do esgoto
sanitario real e o clima quente local (com temperaturas variando de 14 a
30 °C ao longo das variagdes sazonais), com base nos célculos cinéticos
conduzidos de acordo com Guijer et al. (1999), tem-se 32 min (minimo
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de 11min e maximo de 56 min) como o valor médio teérico de tempo de
contato entre o afluente e a biomassa, durante o enchimento, necessario
para hidrolisar completamente a matéria organica particulada. Portanto,
24 s e/ou 2 min obtidos nas EO1 e EO2, respectivamente, ndo foram
suficientes para ocorrer a hidrolise. Outra explicacdo pode estar
relacionada a adsorcao de DQOy na biomassa (DE KREUK et al., 2010).
Uma vez que em EO2 foi observado um teor de biomassa mais elevado,
0 qual poderia proporcionar uma maior adsorcdo de material particulado
no lodo e mais hidrélise poderia ocorrer, resultando em maiores
velocidades de remogéo de DQO total.

No geral, a gestdo do ciclo operacional pode ser feita afim de
aumentar a carga organica aplicada ao reator quando se tem os afluentes
diluidos dos dias chuvosos. Tais adaptacdes do ciclo tém sido aplicadas
na operacao de processos de LGA em escala real (PRONK et al., 2015).
Nesse caso, a duracdo da fase de enchimento anaerébio foi prolongado
em 50%, enquanto o tempo total do ciclo RBS foi minimizado através
da reducdo da fase de aeracdo para tratar uma carga hidraulica 5 vezes
maior durante os eventos chuvosos. Além disso, para um bom processo
de granulagdo se faz necessaria a otimizagdo da configuracdo do ciclo
RBS para melhorar o fornecimento de DQOy, a partir da hidrélise da
matéria organica bruta. O aumento do tempo de contato entre o esgoto e
a biomassa em condi¢des anaerdbias deve ser considerada para permitir
a fermentacdo da DQOy, em AGV, os quais podem ser
preferencialmente absorvidos pelos PAO e / ou GAO, como pré-
requisito para uma boa granulagio (DE KREUK; VAN
LOOSDRECHT, 2004). De acordo com De Kreuk et al., (2010); e De
Kreuk; Van Loosdrecht (2004), o processo de granulacdo tem como
fator chave uma etapa anaerobia antes da aeracdo, de forma a permitir a
hidrélise da DQOxota em DQOyy, a fermentacédo da DQOy, em AGV e a
absorcdo de AGV por PAO e GAO. A engenharia do processo deve
entdo se beneficiar da flexibilidade da tecnologia RBS
(MORGENROTH et al., 1997; WEISSBRODT et al., 2013b): isto pode
ser via (i) um regime de enchimento de fluxo ascendente através de uma
substancial cama de lodo ou (ii) uma enchimento de pulso seguido por
uma fase extensa anaer6bia com mistura ou (iii) uma combinacgdo de
ambos (WEISSBRODT et al., 2014).

Cinética do desenvolvimento da biomassa

A cinética observada do desenvolvimento de biomassa granular foi
influenciada pelas condi¢Ges operacionais aplicadas. A produgdo da
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biomassa observada (Y.ps) foi duas vezes mais elevada em EO1 (0,31 +
0,16 g SSV g* DQOsoiqvel) do que em EO2 (0,14 + 0,07 g SSV ¢
DQOSOM\,e{l), sugerindo a presenca de organismos de crescimento mais
rapido durante EOL1. Os valores de Yq,s em EO1L ficaram abaixo aos
valores tipicos relatados para o processo de lodo ativado convencional
(0,4a0,89SSV gDQO™) e RBS sem lodo granular (0,4 20,59 SSV ¢
DQO™) (METCALF; EDDY, 2003). Por sua vez, os valores mais baixos
obtidos em EO2 aproximaram-se das alternativas de minimizacdo de
lodo em processos de lodo ativado, como o processo OSA (oxic-settling-
anaerobic) (0,10 g SSV g DQO™) ou o tratamento de cloracdo (0,15 g
SSV g DQO™) (VELHO et al., 2016), e processos de lodo granular
anaerobio (0,16 g SSV g DQO™) (ANGENENT; SUNG, 2001). Estes
resultados cinéticos demonstraram a baixa producao de lodo e, portanto,
uma baixa concentracdo de biomassa foi verificada em todo o periodo
de estudo, mas, especialmente na EO1.

A velocidade observada de crescimento (uqs) encontrada em EO1
foi o dobro (0,18 dia™) daquela observada em EO2 (0,08 dia™). Porém, a
velocidade especifica de decaimento da biomassa (kg) indicou uma
perda de biomassa quatro vezes maior em EO1 (0,154 dia™) quando
comparado com EO2 (0,038 dia™®). Os mecanismos de perda de
biomassa estdo associados ao metabolismo enddgeno, morte celular e
processos de predacdo (LIU; TAY, 2007). Os valores de kg em EO1
estdo acima daqueles geralmente encontrados em sistemas de lodos
ativados (0,06-0,1 d'l) (METCALF; EDDY, 2003), corroborando com o
pouco acumulo de biomassa neste sistema.

Neste estudo, o decaimento da biomassa pode estar associado ao
fendmeno da respiracdo enddgena (GUJER et al., 1999), como
consequéncia dos longos periodos de fome (famine) em regime de
aeracdo com concentracdo de OD proxima ao nivel de saturacdo (8-10
mg O, L'l). Além disso, neste estudo, como o tempo de contato
anaerobio entre o0 esgoto e a biomassa ndo foi projetado para permitir a
absorcdo anaerébia completa da matéria organica, a maior parte da DQO
foi consumida em ambas EO durante os primeiros 30 a 40 min de
areacdo (periodo feast) (Figura 26 A e B).

Assumindo a oxidagdo completa da matéria organica, 0S processos
foram subsequentemente submetidos a mais de 170 minutos de aeracédo
sem a presenca de uma fonte de carbono (periodo famine ou starvation).
No presente caso, o tempo famine foi excessivamente longo, isto é, mais
de 80% da duracdo da fase de aeracdo (Figura 26 A e B). Tal periodo de
fome prolongado pode ter definitivamente afetado o crescimento dos
organismos heterotréficos ordinarios (OHO), os quais principalmente
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povoaram o lodo em ambas EO, como seré discutido posteriormente. O
longo periodo aerado causou ainda um consumo de energia extra pelo
excesso de aeracdo para a baixa capacidade do reator. Embora esta fase
de aeracdo longa fosse necessaria para sustentar a atividade de bactérias
autotroficas oxidadoras de aménia (AOB), o nivel de OD e a duracédo da
fase de aeracdo sdo parametros cruciais a serem ajustados para o
controle do acimulo de biomassa no sistema.

Figura 26: Perfil de um ciclo operacional em EO1 (A) e em EO2 (B). Para
ambas as EO nota-se o consumo de DQO nas fases supostamente
anaerdbias de repouso (EO1) e enchimento (EO2), mas que foram na
verdade andxicas, e no inicio da aeracdo. OD esteve na maior parte do
tempo na saturacdo em ambas EO.
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Pressao de sele¢do hidraulica na granulagéo

A principal pressdo de selecdo hidraulica responsavel pela
granulacdo esta relacionada com o tempo de sedimentacdo e a troca
volumétrica. Tempos de sedimentagdo curtos tém sido propostos como
cruciais para a granulacdo através da selecdo do lodo denso com altas
velocidades de sedimentacdo (LIU; WANG; TAY, 2005). Os reatores de
bancada que utilizam esgoto sintético tém aplicado drastica pressdo de
selecdo hidraulica, com tempos de sedimentacdo normalmente inferior a
5 min, para uma altura Gtil de reator com cerca de 1 m. Portanto, altas
velocidades de sedimentagdo (maiores que 30 m h™) sdo descritas para
granulos cultivados nesses casos (MORGENROTH et al., 1997).
Durante o start-up do presente estudo, foi aplicada a diminuicdo gradual
no tempo de sedimentacdo para alcancar a granulagdo. Com base em tal
proposicdo de projeto experimentada em escala laboratorial com
sedimentacdo curta, foram aplicados tempos de sedimentagdo de 30 a 13
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min na EO1 e de 15 min na EO2 para uma altura Util de reator de 2,18 m
e 2,42 m, respectivamente. As velocidades de sedimentacdo do lodo
aumentaram do inéculo para os granulos, de 1,8 a 3,3 m h™ (em ambas
EO), mostrando uma melhoria na sedimentacdo do lodo, mesmo que
ainda seja considerada uma sedimentacdo lenta para LGA. De Kreuk e
De Bruin (2004), trabalhando com esgotos municipais em escala de
bancada, observaram a completa remocdo de biomassa do sistema
guando o tempo de sedimentacdo foi de 5 min, enquanto aplicando 6-15
min alcancaram velocidades de sedimentacdo semelhantes (2-5 m h™) as
do presente estudo.

No estudo relatado por Pronk et al. (2015), em sistema de lodo
granular aerébio em escala real, que trata também esgoto municipal, foi
aplicado um tempo de sedimentagdo de 30 min e opera¢do em modo de
enchimento e descarte simultaneos (simultaneous fill/draw). Esse modo
de operagdo proporciona maior tempo para a biomassa sedimentar, uma
vez que o descarte do efluente (posterior a sedimentacao) leva 60 ou 90
minutos, para condi¢fes de tempo seco ou chuvoso, respectivamente.

Estudos recentes demonstraram que as condi¢Ges de operacdo dos
reatores de LGA para BNR devem ser adaptadas de acordo com o tipo
de substrato (DERLON et al.,, 2016; WAGNER et al., 2015c). A
aplicacdo de uma intensa pressdo de selecdo pela biomassa de rapida
sedimentacdo, de modo a conseguir a granulagdo completa, mostrou-se
inadequada ao tratar aguas residudrias contendo matéria organica
particulada (Xs) lentamente biodegradavel (WAGNER et al., 2015c). A
presenca de Xs nas aguas residuarias resulta no desenvolvimento de
agregados com crescimentos filamentosos nas suas superficies. Sob
forte pressdo de selecdo pela biomassa de rapida sedimentacdo, o
crescimento de granulos aerébios é limitado devido & lavagem continua
de biomassa de sedimentacdo ruim. Portanto, o acimulo de biomassa no
sistema e o desempenho da remocdo do substrato sdo afetados
(WAGNER et al., 2015c). Desta forma, para otimizar o acimulo de
biomassa, se faz necessaria a diminuicdo da pressdo de selecéo
hidraulica, aumentando o tempo de sedimentacdo no presente reator
piloto. Além desta otimizagdo na configuragdo do ciclo, os processos de
respiracdo endégena podem ser remediados pelo controle da aeragao.

Remocdao de nitrogénio
As eficiéncias de remocdo de nitrogénio amoniacal aumentaram

concomitantemente com a formacdo de granulos para ambas EO
(Apéndice B). Em média, 0 RBS apresentou 73 + 8% de conversdo de
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nitrogénio amoniacal com concentracdo do efluente em 13 £ 4 mg N-
NH4 LEfmeme'l (EO1L), enquanto na EO2 a eficiéncia chegou em 78 £
15% com efluente em 17 £ 12 mg N-NH4 LEﬂueme'l. Durante EO1,
observou-se uma eficiéncia de remocdo maxima de 83% (com 6,6 mg
N-NH4 Leg ) no dia 133; na EO2, a eficiéncia de remocéo atingiu 95 +
5% e 5 + 5 mg N-NH4 LEﬂueme'l no final do periodo experimental, entre
os dias 175 a 200. Em sistema LGA bem consolidado em escala real, as
melhores eficiéncias de remogdo de nitrogénio amoniacal foram
alcancadas (97%) resultando em baixa concentracdo efluente (1,1 mg N-
NH4 LgiY), aplicando-se 5 h de aeragdo (PRONK et al., 2015).

A velocidade de conversdo de nitrogénio amoniacal (ryna) foi quase
duas vezes menor para EO1 (média de 0,12 g N-NH4 dia™ Lg™) do que
em EO2 (média de 0,21 g N-NH4 dia® Lg™), fato possivelmente
relacionado as diferencas nas concentracbes de biomassa (dados
plotados e mostrados no Apéndice B). Estas ryns foram duas vezes mais
lentas do que aquela obtida com esgoto sintético em um reator em escala
de laboratério (0,4 g N-NH4 dia™ Lg™) por De Kreuk; Heijnen; van
Loosdrecht (2005), porém na mesma faixa daquela medida em LGA em
escala real para tratamento de esgotos municipais (0,17 g N-NH4 dia™
Lr") (PRONK et al., 2015). Isto sugere que uma extensdo no tempo da
fase de aeracdo pode ser considerada em ambas EO para melhorar a
remogao de nitrogénio amoniacal, enquanto que o controle do nivel de
DO especificamente (1,8-2,5 mg L ™) também é necessario para limitar a
respiracao enddgena e favorecer a remocdo de nitrogénio.

A velocidade especifica de remog&o de nitrogénio amoniacal (Qnwa)
(Figura 27) aumentou em ambas EO, indicando que as condicdes
aplicadas apoiaram o estabelecimento progressivo de AOB e sua
atividade ao longo do tempo. No entanto, esse comportamento de
aumento continuo na qnn4 Sem 0 estabelecimento de um platd, indicaram
que a operacdo estavel ainda ndo havia sido atingida nos 200 dias de
ambos os periodos experimentais. Na EOL1, a qnns foi ligeiramente
superior (de 0,02 a 0,32 g N-NH4 dia™ g* SSV) do que na EO2 (de 0,02
a 0,28 g N-NH4 dia™ g* SSV). Utilizando esgoto sintético de baixa
carga, Cydzik-Kwiatkowska e Wojnowska-Baryta (2011) relataram um
Onma de 0,59 g N-NH4 dia™ g™ SSV em um estudo de LGA, enquanto
que apenas 0,024 g N-NH4 dia™ g™ SSV foi obtido em um reator piloto
de LGA alimentado com esgoto real no estudo de Liu et al. (2010).
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Figura 27: As velocidades especificas de remocdo de nitrogénio amoniacal
(0nha) Observadas em EO1 e EO2 ao longo de 200 dias no RBS piloto para
granulacdo e BNR de esgoto sanitario de baixa carga em condicdes
climéticas subtropicais.
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Embora o nitrogénio amoniacal tenha sido progressivamente bem
oxidado, o processo de nitrificagdo foi incompleto e resultou em uma
acumulacdo substancialmente desfavoravel de nitrito em ambas EO
(Figura 28 A e B). Na EO1, flutuagdes de nitrito e nitrato foram
observadas no efluente (17 + 8 mg N-NO2 L™, 8 + 7 mg N-NO3 L™).
Na EO2, o RBS obteve principalmente nitrificacdo parcial com alto
acimulo de nitrito (20 + 7 mg N-NO2 L™, 0,7 + 0,3 mg N-NO3 L™). O
acumulo de nitrito foi relatado em sistemas de lodo granular em vérias
ocasifes em escala de laboratério (WANG et al., 2007; WEISSBRODT
et al., 2013a), e notadamente nas investigagBes piloto anteriores
conduzidas na UFSC (JUNGLES; CAMPOS; COSTA, 2014;
WAGNER et al., 2015a; WAGNER; COSTA, 2013). Os estudos com
sistemas LGA relataram que as AOB predominaram as NOB
(GUIMARAES et al., 2017; WINKLER et al., 2012a), especialmente
nas condi¢bes de start-up, onde a presenca das coldnias de AOB na
camada externa é mais favoravel para utilizar o oxigénio resultando na
repressdo das NOB e no acumulo de nitrito (POOT et al., 2016).
Claramente, fatores fisico-quimicos estdo relacionados com tal falha
repetitiva no presente sistema piloto, executado em um contexto de
clima quente e costeiro, tendo como exemplo, a temperatura elevada e a
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concentracdo de amdnia livre, de acordo com o relatado por Peng e Zhu
(2006).

Em termos de temperatura, as AOB efetivamente superam as NOB
em condi¢Ges mesofilicas acima de 25 °C (HELLINGA et al., 1998;
HUNIK, 1993). O acimulo de nitrito € comumente observado ao longo
dos periodos de verdo em plantas de lodos ativados (PHILIPS;
LAANBROEK; VERSTRAETE, 2002). Esta discrepancia nas
velocidades de crescimento de AOB e NOB em altas temperaturas tem
sido utilizada para projetar o sistema de reator Unico para remocao de
nitrogénio amoniacal por meio de nitrito (System for High Ammonium
Removal Over Nitrite - SHARON®) operado a 35 °C (MULDER et al.,
2001). As condigdes de tempo quente de 18-30 °C contribuiram no
presente estudo para o acimulo de nitrito, pela selecdo preferencial de
AOB contra NOB.

Concentracdes de amonia livre (AL) entre 0,1 a 1,0 mg AL L™
inibem a atividade de NOB, enquanto que as AOB s&o inibidas em
concentracdes muito mais elevadas de 10 a 150 mg AL L™. A formacio
de AL depende do pH, temperatura e concentracdo de NH,"
(ANTHONISEN et al., 1976). As evolucdes de AL ao longo de um ciclo
tipico do RBS, monitoradas em ambas EO séo visualizadas na Figura 28
A e B. Em EOL1 (dia 170, Figura 28A), a oxidacdo preferencial de
nitrogénio amoniacal em nitrito ocorreu a partir do inicio da fase de
aeracdo e durou 1,6 h. Em seguida, a concentracdo de AL diminuiu de
1,8 para 0,21 mg AL LY em 1,6 h. Nas 2,1 horas de aeracao
subsequentes, observou-se valores abaixo de 0,1 mg AL L™
concomitantemente com um aumento de ryoz de 0,67 a 8,78 mg de N-
NO3 L™ h. Em EO2 (dia 130, Figura 28 B), observou-se uma estavel
nitrificacdo parcial a nitrito. Foram detectadas concentragGes de inibi¢do
de NOB de 0,4-1,5 mg AL L™ ao longo de todo o ciclo do RBS. A
combinacdo de uma maior concentracdo de amonio afluente no esgoto
durante EO2 (29-114 mg N-NH4 L™) do que durante EO1 (29-69 mg N-
NH4 L") com um pH ligeiramente basico (7-7,3) (Figura 28 D) resultou
em concentracGes de AL mais elevadas e, portanto, inibicdo estendida
da atividade de NOB. Desta forma, a AL foi correlacionada com o
acimulo de nitrito nas condi¢Bes atuais. Em geral, a otimizagdo da fase
de aeracgéo beneficiaria todo o processo de nitrificacdo, ja que a duracéo
de fase de aeracdo mais longa pode ser importante para consumir mais o
nitrogénio amoniacal e concomitantemente diminuir a formagéo de AL,
evitando assim o acimulo de nitrito. No entanto, em tal caso, o controle
do OD em niveis mais baixos deve ser implementado, de forma a evitar
a oxigenacdo demasiada do sistema e a excessiva respiracao endogena.
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Figura 28: Perfil do ciclo operacional em EO1 (A, C) e em EO2 (B, D). Para
ambas as EO nota-se o acimulo de nitrito, sendo preferencial na EO2, com
maiores concentragBes de AL.

EOI EO2

Enchimento + Aeragiio Sedimentagio + Descarte Enchimento Aeragio  Sedimentagio + Descarte
repouso (13 min) (211 min) (16 min) (20 min) (203 min) (17 min)

B

Compostos nitrogenados -
(mgN L")
Aménia livre
(mgAL L)

9]
=]

pH
Temperatura
(°C)

0 1 2 3 4 0
Eixo X = Tempo (horas)
A NH4 @ NO2 ¢ NO3 x AL 0O N solavel total O Temperatura ® pH

(X
w
=

A fracdo e o tamanho dos granulos impactam na transferéncia de
massa resultando em gradientes de substrato e oxigénio dissolvido
através da profundidade do biofilme granular (DE KREUK; HEIIJNEN;
VAN LOOSDRECHT, 2005; MOSQUERA-CORRAL et al., 2005). As
associacdes microbianas se estabelecem ao longo destes gradientes de
substratos e de condi¢fes redox (WINKLER et al., 2012b). Em lodos
granulares, a nitrificacio e a desnitrificacdo podem ocorrer
simultaneamente (NDS) durante a aeracdo, dependendo da fragdo e do
tamanho dos granulos, da atividade microbiana e, portanto, da
profundidade de penetracdo de OD e dos receptores de elétrons
nitrogenados (NOy). A difusdo de oxigénio mostrou ser cerca de 300 um
no granulo quando a concentragdo de OD na superficie dos granulos foi
de 7 mg L* (MATSUMOTO et al., 2010). Esta profundidade de
penetracdo de OD referenciada representa praticamente todo o didmetro
de granulo apresentado neste estudo em ambas EO. A menor fragdo de
lodo granular e 0 menor tamanho dos granulos medidos especialmente
na EO1 resultaram em biovolumes quase exclusivamente aerados dentro
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dos bioagregados. Assim, o OD fornecido em nivel de saturacdo durante
a aeracdo (Figura 26 A e B) promoveu a nitrificacdo, mas
definitivamente impediu a desnitrificacdo simultanea. A reducdo de
NOXx ocorreu principalmente durante a fase de repouso em EO1 (de 48 a
41 mg Ngver L) € na fase de enchimento em EO2 (de 79 a 68 mg
Nsolavel L'l). A desnitrificacdo prosseguiu assim durante a fase de
aeracdo, na qual o nitrogénio sollvel apresentou uma ligeira diminuicéo
em EO1 (de 41 a 37 mg Neojver L™) € EO2 (de 68 a 51 mg Neogver L™
(Figura 28 C e D), indicando a ocorréncia de NDS. Estas duas fases
foram concebidas como anaerébias, mas foram andxicas como resultado
do fato do acimulo de NO,. Durante EO1, tanto o nitrato como o nitrito
poderiam ser usados como receptores terminais de elétrons, enquanto
gue somente nitrito na EO2 (Figura 28 C-D).

Em geral, o controle da fracdo e do tamanho dos grénulos pode
consistir em um importante objetivo operacional, mas é bastante
desafiador, especialmente em processo de grande escala em direcdo a
aplicacbes reais. No entanto, as estratégias de controle de OD
(LOCHMATTER; GONZALEZ-GIL; HOLLIGER, 2013) podem ser
implementadas durante a aeragdo em funcdo das distribuicGes de
tamanho dos bioagregados, a fim de fornecer zonas redox nos granulos e
promover NDS. A aplicacdo de estratégias alternadas de nitrificacéo-
desnitrificacdo ~ (NDA) (LOCHMATTER;  GONZALEZ-GIL;
HOLLIGER, 2013) também deve ser considerada para aumentar a
remocdo de nitrogénio. Além disso, o acimulo de NOXx nos ciclos do
RBS também pode ser evitado pela implementacdo de uma fase
adicional pds-an6xica como medida de seguranca.

Remocao de fosforo

Baixas velocidades especifica de remocgdo de fosforo total (Qpiot)
(Figura 29) foram observadas por mais de 100 dias para ambas EO.
Contudo, observou-se uma tendéncia crescente com velocidades duas
vezes maiores (0,022 g Pro; g SSV dia™) até ao final da EO2, indicando
o0 estabelecimento progressivo de PAO no lodo. Esse periodo de maior
Optot Na EO2 correspondeu com alta eficiéncia EBPR (> 97,5% e <0,2
mg Pyt Legt dos dias 165-193). Durante EO1 ndo foi observado
aumento na Qp € a eficiéncia maxima de EBPR foi de apenas 33%,
com 3,9 mg Pyt Les - no efluente tratado.

Figura 29: As velocidades especificas de remocdo de fdésforo (Qpior)
observadas em EO1 e EO2 ao longo de 200 dias no RBS piloto para
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granulacdo e BNR de esgoto sanitario de baixa carga em condicdes
climéticas subtropicais.
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A velocidade especifica de consumo de polifosfato por PAO,
utilizada na modelagem de EBPR é de 1,5 € 3,6 g P g™ DQOpao dia™ a
20 °C e 28 °C, respectivamente (HENZE et al., 1999; LIAU et al.,
2015). O gptt maximo conseguido no presente trabalho foi de 0,016 g P
g'l DQOy dia™, considerando o teor total de biomassa e um fator de
conversdo de 1,366 g DQOX g*SSV (como CiH:5005No2) (HEIINEN;
KLEEREBEZEM, 2009). As analises de sequenciamento revelaram que
o0 periodo de bom EBPR na EO2 correlacionou com o estabelecimento
de uma populacdo de "Candidatus Accumulibacter" em uma abundancia
relativa de 2,3%, enquanto este género de PAO ndo foi detectado em
EOL. Esta abundancia relativa de PAO relacionada com a quantidade de
SSV resulta em 0,042 g SSVpao L e uma massa de 5 g SSVpao NO
reator, correspondendo a uma velocidade de 0,5 g P g'l DQOpao dia™.
Esta atividade ainda € considerada baixa para um EBPR estavel. A
selecdo de quantidade trés vezes maior de PAO no sistema seria
necessaria para este fim. Isto se beneficiaria a partir de uma concepc¢éo
melhorada do seletor anaerdbio. Semelhante aos processos de remogéo
bioldgica de nutrientes em lodo ativado (BARNARD; ABRAHAM,
2006), condicdes totalmente anaerdbias devem ser garantidas evitando o
escape de qualquer receptor final de elétrons para fase anaerdbia.
Portanto, o acimulo de nitrito e nitrato deve ser evitado nos ciclos
anteriores. Isto também néo foi o caso aqui no presente estudo, uma vez
que o nitrito e/ou nitrato acumulou ao longo das fases de aeracdo tanto
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na EO1 (17 + 8 mg NO2-N L?, 8 + 7 mg NO3-N L™) quanto na EO2
(20 + 7mg NO2-N L™, 0,7 + 0,3 mg NO3-N L™).

A configuracdo do ciclo com um regime de alimentagdo prolongado
em EO2 proporcionou condi¢Ges mais adequadas para a selegdo de PAO
do que em EO1. Apesar dos granulos estarem presentes durante EOL, as
camadas internas ndo puderam proporcionar a condigdo adequada para
estes organismos. Ao contrario do possivel pensamento tradicional, a
obtencdo de EBPR e da completa BNR em lodo granular ndo ocorre
simultaneamente por si: & necessaria a alternancia controlada de
condigdes redox e substrato, como é feito em sistemas de lodo ativado
(WEISSBRODT,; SHANI; HOLLIGER, 2014). O estabelecimento de
PAO em lodos granulares deve, portanto, ser através da alternancia bem
controlada dos periodos feast anaerdbio e famine aerébio impostos pelo
operador durante o ciclo do RBS (BARNARD; ABRAHAM, 2006;
WEISSBRODT et al., 2013b).

A carga de fosforo e a relagdo C/P também podem afetar o
desempenho EBPR. Durante EO2 foram medidas maiores cargas de
fosforo (27 mg Pro: L™ dia™ ) e uma razdo C/P de 84 g DQO+ot g Prot
no afluente, do que as medidas durante EO1 (18 mg Pro L™ dia™, 71 g
DQOqqt g'1 Prot). O impacto da relagdo C/P foi testado em escala de
laborat6rio em um sistema RBS operado com fonte de carbono mista
(etanol, lixiviado, extrato de carne) em uma faixa de concentragdo baixa
(~ 500 mg DQO L™) no afluente sintético (PUIG et al., 2007). Os
resultados desse estudo apontaram que uma relacdo C/P abaixo de 36 g
DQO g™ P-PO4 afetou o desempenho do EBPR levando ao actimulo de
fosfato na fase liquida. A aplicacdo subsequente de uma razdo C/P de 67
g DQO g P-PO4 resultou no répido restabelecimento de PAO, com o
excesso de DQO estimulando o crescimento de biomassa. Isto também
se relaciona com outros estudos realizados com lodos ativados e lodos
granulares com uma constante razdo C/P (SCHULER; JENKINS,
2003b; WEISSBRODT et al., 2014). A relagdo C/P abaixo de 20 g DQO
g' P-PO4 é usada principalmente em conjunto com a alternancia
anaerébio-aerdbia para o enriquecimento de PAO na escala de bancada,
sendo 0 excesso de fosforo descartado no efluente. Uma alta limitacéo
de fésforo correspondente a uma razdo C/P de 200 g DQO g™ P-PO4
seleciona 0s GAO. A relagdo C/P em torno de 50-100 g DQO g™ P-PO4
é capaz de sustentar o crescimento de PAO, também dependendo de
outras condi¢fes ambientais (isto €, temperatura e pH). A razdo C/P aqui
experimentada constitui, portanto, uma boa base para a selecdo de PAO.

O esgoto sanitéario apresentou baixas concentracdes de fosforo (0,8-
11,1 mg Pro L) e uma quantidade limitada de AGV (0-13 MJacetato L 7).



159
4 — Resultados e discussao

O ciclo do RBS deve, por conseguinte, ser configurado com um tempo
de contato anaerébio substancial (implementado por enchimento ou por
batelada) para permitir a hidrélise da matéria particulada, seguida pela
producdo e absor¢do de AGV por PAO. Durante o start-up, um
incremento de fosforo ou de AGV pode ser considerada para equilibrar a
relagio Cacv:P dependendo da realidade do esgoto local
(WEISSBRODT et al., 2012). O suprimento de AGV poderia advir da
fermentacdo do excesso de lodo (MOSER-ENGELER et al., 1998).

Pronk et al. (2015) obtiveram EBPR com sucesso no sistema de
lodo granular em escala real, cujo afluente apresentava concentragdes de
C, N e P semelhantes ao do presente estudo. Esse reator foi operado com
enchimento anaerébio em fluxo ascendente através de uma substancial
cama de lodo granular (> 8 g SSV L™). Tal modo lento de enchimento
permite concentragfes elevadas de substrato na superficie dos granulos.
Em condicdes anaerdbias ocorre a selecdo de PAO de crescimento lento,
pois o substrato pode difundir completamente através dos bioagregados.
Isto contribui para a formacgdo de biomassa granular estavel e densa (DE
KREUK; HEIJNEN; VAN LOOSDRECHT, 2005). Além disso, a
remogdo de P pode ser melhorada quimicamente por acréscimo de, por
exemplo, aluminio e sais de cloreto de ferro (em dosagem precisa para
evitar efeitos colaterais) diretamente no reator em periodos de baixas
cargas. Isto é convencionalmente feito nos sistemas de lodo ativado com
EBPR e BNR, como medida de seguranca para controlar os picos de
fosforo de segunda-feira no efluente, depois de reduzidas cargas de
DQO durante os finais de semana (KOCH; KUHNI; SIEGRIST, 2001;
RIEGER et al., 2001).

Ecologia bacteriana

A combinacdo do escape de DQO para a fase de aeracdo e a
operagdo com o nivel de OD na saturacdo resultou na selecéo
preferencial de OHO. Em tal condicdo, esses sdo organismos de rapido
crescimento que podem facilmente superar 0s organismos de
crescimento lento, como PAO e GAO. Além disso, a uma velocidade de
crescimento relativamente rapida, tal como a obtida com o crescimento
aerohio, o aparecimento de filamentosas e estruturas espalhadas (finger
type) conduz a granulos irregulares com IVL elevado, o que poderia
desestabilizar o sistema além de ser prejudicial para a remogdo completa
de nutrientes (DE KREUK et al., 2010; DE KREUK; HEIJNEN; VAN
LOOSDRECHT, 2005).
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Em termos de nitrificagdo, as AOB foram substancialmente
selecionadas em EO1 com 4-10% de Nitrosomonas entre os dias 140-
177 (Figura 30), o que relacionou com a gnns Mais elevada. Populagdes
autotroficas oxidadoras de amodnia quase ndo foram detectadas por
sequenciamento de nova geragdo em EO2 (<0,03%). No entanto, as
analises de FISH mostraram a presenca de AOB B-proteobacterianas
detectada com a sonda NSO190 em ambas EO (dias 156 e 165 em EO1
e EO2, respectivamente). As coldnias de Nitrosomonas spp. foram
também detectadas com a sonda NEU na EO2 (dia 91). As imagens sdo
fornecidas no Apéndice B.

A oxidagdo do aménio é ainda conhecida por ser realizada por
desnitrificantes heterotréficas, como as do género Pseudomonas
(DAUM et al., 1998; LI et al., 2015) que foi detectado tanto em EO1 (9-
1% entre os dias 77-107) como em EO2 (24-8% nos dias 56-91) (Figura
30). Comamonas é também uma conhecida nitrificante heterotrofica
(PATUREAU et al., 1994; PATUREAU; BERNET; MOLETTA, 1997),
que foi principalmente abundante em EO2, 4-56% entre os dias 123-
186, enquanto que 3-23% entre os dias 49-98 em EO1 (Figura 30).
Seriam necessarias analises de ecofisiologia para confirmar a
propriedade funcional de nitrificacdo destes organismos nitrificantes-
desnitrificantes para as condigdes de processo aqui experimentadas.
Outras investigacdes podem considerar a detecgdo de um conjunto mais
amplo de organismos oxidadores de amonio.

As populagdes de Bradyrhizobiaceae (supostamente NOB do
género Nitrobacter) foram detectadas na EO1 ao longo de dois padrdes
(dias 0-107: 0,9-3%, dias 126-177: 0,1-0,5%) e continuamente na EO2
(0,2-2%) (Figura 30). As sequéncias OTU relacionadas foram mapeadas
contra a base de dados de nucleotideos NCBI utilizando o algoritmo
BLASTN: estas sequéncias relacionaram em 99% de identidade com o
género Nitrobacter. No entanto, outras espécies diferentes também
estavam relacionadas, com alta identidade. As sequéncias utilizadas
foram muito curtas para discriminar os fildtipos, sendo necessarias
sequéncias mais longas para este fim. A deteccdo destes organismos na
EO2 pode indicar que a AL ou outros fatores apenas inibem a atividade
de NOB, mas ndo os mata. Apds um periodo de cultivo, as NOB
poderiam recuperar atividade como ja foi observado anteriormente
(HAN; CHANG; KIM, 2003). As populacdes NOB da familia
Nitrospiraceae que também podem estar envolvidas tanto na oxidagao
de nitrito como na de amdnia (Comammox) (DAIMS et al., 2015; VAN
KESSEL et al., 2016) ndo foram detectadas com o sequenciamento em
ambas EO. O FISH destacou ainda a presenca de populagdes
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relacionadas com Nitrobacter (NIT3) e Nitrospira (Ntspa662) formando
pequenos aglomerados na EO1, embora ndo detectadas na EO2. Estudos
de lodos granulares evidenciaram em diferentes ocasifes um
desequilibrio entre AOB e NOB, sendo este dltimo predominante
(WEISSBRODT; SHANI; HOLLIGER, 2014; WINKLER et al., 2013).
No entanto, existe uma discrepancia entre Nitrobacter ou Nitrospira
como NOB predominante ao longo desses estudos relatados.

Em termos de desnitrificacdo, as duas EO mostraram diferengas na
composicdo da comunidade dos organismos  desnitrificantes
heterotréficos (DHO). As condigdes de EO1 selecionaram
principalmente para membros da familia Rhodocyclaceae com a
Thauera (7-29%) sendo o género predominante. Em EO2, Comamonas
(4-56%) e Acidovorax (0,7-17%), afiliados da familia
Comamonadaceae, foram os mais abundantes (Figura 30). Adav; Lee e
Lai (2010) cultivaram granulos que podiam reduzir concentragdes
elevadas de nitrito e encontraram membros da familia
Comamonadaceae como populagcBes predominantes (52%) da
comunidade desnitrificante e que agrupavam dentro de 100-200 um de
profundidade de granulos. Por outro lado, Yan et al. (2016) cultivaram
grénulos que reduziram nitrito e nitrato, e encontraram Thauera (20%)
como DHO dominante. Definitivamente, a composi¢do da comunidade
desnitrificante depende das principais fontes de carbono e dos receptores
de elétrons contidos nas aguas residuarias. No presente caso, 0 mesmo
esgoto do mesmo sistema de coleta foi usado para ambas EO. A
diferenca nas populacBes desnitrificantes pode assim estar relacionada
com o receptor de elétrons disponivel e as condi¢bes operacionais
aplicadas. Isso destacou os impactos operacionais na ecologia
bacteriana.

Elevadas concentragfes de nitrogénio amoniacal residual e nitrito
podem ser utilizadas para estimular o crescimento de organismos
oxidadores de amonia anaerébios participantes do processo anammox
(ANaerobic AMMonium OXidation), adicionando, por exemplo, uma
fase anoxica misturada apds a aeracdo. Estes organismos ndo foram
investigados através do sequenciamento. Para a detecgdo de Anammox a
regido alvo do DNA investigada deve ser v4 (WEISSBRODT et al.,
2015), e no presente estudo a regido do DNA avaliada foi v1-v3. As
anammox nado foram detectadas por FISH.
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Figura 30: Perfil das comunidades microbianas relacionadas com BNR do
sistema estudado para as diferentes EO. Um mapa completo com mais
organismos identificados é fornecido no Apéndice B.
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Em termos de EBPR, a operacdo com enchimento mais lento na
EO2 levou a progressiva e selecdo preferencial da populacdo do género
Macellibacteroides, de 0,04% no dia 56 a 34% no dia 123,
concomitantemente ao aumento de "Ca. Accumulibacter " (2,3-3,4%).
Imagens de FISH sdo fornecidas no Apéndice B, capturadas durante
EO2. No entanto, os Macellibacteroides também estavam
substancialmente presentes na EO1 (8-25% a partir dos dias 49-63)
(Figura 30). Este organismo fermentativo foi pela primeira vez isolado
de filtros anaerdbios de fluxo ascendente (JABARI et al., 2012). Ele
pode agir aqui como um indicador interessante da presenca de processos
hidroliticos e fermentativos no lodo, relacionados com a hidrdlise da
matéria organica particulada do esgoto ou a degradacdo da biomassa
(kg). Outras analises de ecofisiologia e gendmicas podem ser realizadas
para desvendar o metabolismo deste organismo neste ecossistema.

Definitivamente, a ecologia bacteriana do lodo granular aerébio foi
impactada pelas condi¢des impostas nas duas EO diferentes. Embora as
diferencas nas populagdes nitrificantes e supostamente desnitrificantes
fossem destacadas, as condi¢Ges de operagdo devem ser projetadas para
a selecdo preferencial de PAO de crescimento lento (se a remocéo total
de nutrientes for o objetivo) ou GAO (se apenas a remogéo de C e N for
0 objetivo) como agentes microbianos de uma granulagdo robusta.
Selecionar PAO pode fornecer uma vantagem adicional definitiva para
EBPR, promovendo assim efluentes dentro de padrdes de lancamento
mais rigorosos.
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4.2.4  Conclusdes

A transferéncia da tecnologia de lodo granular requer consideracoes
locais especificas para que a engenharia de operacdo do RBS alcance
eficiente granulagdo e BNR. As investiga¢des piloto no local fornecem
sugestBes sobre o comportamento do processo com 0 esgoto de
interesse. Este estudo piloto comparativo destacou um conjunto de
parametros operacionais e da ecologia microbiana, que precisam ser
considerados para remediar falhas na perspectiva de estabelecer um
processo robusto. Em geral, as falhas nos desempenhos dos processos
BNR do lodo granular, cultivado em esgoto sanitario de baixa carga,
devem ser corrigidas pelo tempo das fases de enchimento, aeragédo e
sedimentacdo. Tem-se em conclusdo, como estratégias para um bom
funcionamento do processo LGA com BNR:

(1) A utilizagdo de um seletor anaerdbio é um pré-requisito para a
selecdo de PAO/GAO, como agentes microbianos de granulacio
robusta. A hidrdlise total, conversdo e captacdo da matéria organica
afluente em condicdes anaerébias completas (auséncia de qualquer
receptor de elétrons) € uma prioridade para este fim. Um tempo de
contato anaerébio substancial pode ser conseguido por uma alimentagéo
de fluxo ascendente lento através de uma cama de lodo concentrada ou
pela operagdo de uma fase anaerdbia com mistura apos a alimentacéo.

(2) O controle da fase de aeragcdo é necessario para promover a
remocdo de nitrogénio e fésforo com o crescimento de biomassa,
evitando a perda de biomassa por respiracdo enddgena prolongada. A
duracdo da fase de aeracdo e o controle do nivel de OD sdo fatores
especificos a serem manipulados para estes fins. O acimulo de nitrito
deve ser evitado por meio da prevencao da inibicdo das NOB por AL. O
escape de qualquer receptor de elétrons (OD, nitrito e nitrato), da fase de
aeracao para a fase de enchimento anaerdbio, deve ser prevenido pelo
controle do OD, seja para NDS ou para NDA e/ou pela inclusdo de uma
posterior fase andxica para reduzir concentracdes residuais de NOs.
Estimular o crescimento de anammox também pode ser uma solugao.

(3) A ecologia microbiana deve ser integrada para compreender as
comunidades dos processos de LGA. As EO mostraram ter impacto nas
composicOes bacterianas. A gestdo dos fatores de selecdo é necessaria
para que as principais rotas metabolicas de interesse sejam projetadas.
Além das comunidades principais, as comunidades paralelas, tais como
micro-organismos hidroliticos e fermentadores, que sdo importantes
para o fornecimento de DQO prontamente biodegradavel para PAO e
GAO, a partir da matéria organica complexa do esgoto sanitario.
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4.3 EFEITOS DAS CONDICOES OPERACIONAIS NA SELECAO
BACTERIANA EM REATORES RBS VISANDO A
GRANULACAO ESTAVEL E A PRODUGAO DE EPS®>.

Condigbes operacionais

para tratamento de esgoto paradigma no
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: por meio da
intensificacdo do
processo e da
recuperacdo  de
recur-sos. A
tecnologia de
lodo granular tem
se tornado um novo padrdo no tratamento de esgoto sanitario e pode atingir os
critérios mais rigorosos de qualidade de agua. As substancias poliméricas
extracelulares (EPS) produzidas no microbioma granular permitem a agregacéo
e a estabilidade dos agregados. Estes exopolimeros, que se comportam como
alginato (ALE), representam biomateriais de alto valor de interesse industrial.
Assim, os lodos granulares oferecem novas perspectivas para a biorrefinaria da
matéria organica. Nesse contexto, o presente trabalho investigou os efeitos das
condigdes operacionais aplicadas em reatores de bateladas sequencias (RBS) na
dindmica microbiana, com objetivo de obter uma granulacdo estavel e a
producéo de EPS. Para tal, foi estudado o tratamento de esgoto sanitario real em
reator em escala piloto (sistema experimental | — SEI), operando em ciclos com
fases predominantemente aerdbias, visando a remogdo de C e N do esgoto. A

® A versdo resumida deste trabalho foi apresentada como fusion keynote
(Weissbrodt & Guimarées) no “The 13th IWA Leading Edge Conference on
Water and Wastewater Technologies”, realizado em Jerez de la Frontera,
Espanha, em junho, 2016. Os resultados apresentados neste subitem fazem parte
de artigo que serad submetido para um periddico internacional.

D. G. Weissbrodt*, L. B. Guimardes*, N. R. Gubser, M. Albertsen, R. H. R.
Costa, M. C. M. van Loosdrecht, P. H. Nielsen. Intensification and exopolymers
biorefining in water resource recovery processes: an enterprise from the
microbiome of nutrient-removing granular sludge biofilms. *Equal contribution
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granulacdo foi alcancada em 56 dias, porém ocorreu a desintegracdo dos
granulos aos 274 dias de operagdo do reator. Os fendmenos de granulacgéo-
desintegracdo relacionaram-se com a dindmica da razdo PS/PN dos EPS
(concomitante aumento e diminui¢do na producdo de PS, de 0,4 a 1,2 a 0,69
PScic-eq g’lPNBSA_eq) e com a dinamica das populagdes bacterianas especificas.
As populagtes afiliadas a Rhodocyclaceae, tais como o género produtor de EPS
Thauera (n.d.-28%), contribuiram positivamente para a estabilidade dos
granulos nas condicGes operacionais utilizadas para a remogdo de C-N. Com o
objetivo de selecionar organismos acumuladores de fosforo (PAO), foi realizado
um estudo complementar, utilizando um reator de bancada (sistema
experimental Il — SEII) e esgoto sanitario sintético, aplicando ciclos com fases
anaerdébia-aerdbia. Os resultados revelaram correlagdo entre a granulagdo (em
30 dias), a producdo de EPS (0,16 a 0,48 g STeps g SVgw) € 0 enriquecimento
de "Candidatus Accumulibacter” (n.d-56%). Em ambos os experimentos, a
familia Rhodocyclaceae foi predominante em periodos de boa estrutura de
granulos e alta producdo de EPS. Porém, em nivel de género, notou-se que
géneros como Thauera e Zoogloea ndo conseguiram sustentar a estrutura dos
granulos em longo prazo, enquanto o género “Ca. Accumulibacter” formou
granulos robustos e estaveis. Portanto, a selecdo de PAO por meio da gestdo da
operacdo do reator é um fator que pode levar a efetiva coesdo dos granulos,
promover o processo de remocdo de fosforo e sustentar a producdo de
biopolimeros de elevado valor agregado.
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OPERATIONAL CONDITIONS EFFECTS ON BACTERIAL SELECTION
IN SBR REACTORS TARGGETING STABLE GRANULATION AND EPS
PRODUCTION

The new paradigm in wastewater treatment aims for the achievement of

sustainability along with environmental protection and public health, through
process intensification and resource recovery. The granular sludge technology
has become a new standard in domestic sewage treatment and can achieve most
stringent water quality criteria. Extracellular polymeric substances (EPS)
produced in the granular sludge microbiome allow for aggregation and stability
of the bioaggregates. These exopolymers, which behave as alginate (ALE),
represent high value biomaterials of industrial interest. Thus, granular sludge
offers new perspectives for the biorefining of organic matter from used streams.
In this context, the present work investigated the effects of operational
conditions applied under sequencing batch reactor (SBR) regime on the
microbial population dynamics, in order to obtain a stable granulation and the
production of EPS. The treatment of sanitary sewage was studied in a pilot scale
reactor (experimental system - ESI) operating in cycles consisting of pulse
feeding followed by an aeration phase, aiming for the simultaneous removal of
C and N from sewage. Granulation was achieved in 56 days, but the granules
disintegrated 274 days after reactor start-up. The granulation-disintegration
phenomena were related to the dynamics of the PS/PN ratio (concomitant
increase and decrease in PS production, from 0,4 to 1,2 to 0,6 g PSgjc.eq g*
PNgsaeq) and the dynamics of specific bacterial populations. Populations
affiliated with Rhodocyclaceae, such as the EPS-producing genus Thauera
(n.d.-28%), contributed positively to granules stability under the operating
conditions used for C-N removal. In order to select for phosphorus
accumulating organisms (PAO), a complementary study was carried out using a
bench reactor (experimental system - ESII) and synthetic sewage, applying
cycles with anaerobic-aerobic phases. The results showed a correlation between
granulation (within 30 days), EPS production (0,16 t0 0,48 g STeps ™ SVgw)
and enrichment of the PAO genus “Candidatus Accumulibacter” (n.d-56%).
Under both experiments, members of the family of Rhodocyclaceae were
predominant under periods of stable granules and high EPS production.
However, at the genus level, it was noted that the Thauera and Zoogloea genera
could not sustain the granules structure on the long term, while the genus "Ca.
Accumulibacter” formed robust and stable granules. Therefore, the selection of
PAO through the management of the reactor operation is a factor that can lead
to the effective cohesion of the granules, promote the removal of phosphorus,
and sustain the production of biopolymers of high added value.
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4.3.1 Introducédo

O tratamento de efluentes esta passando por uma mudanca de
paradigma (DAIGGER, 2008) para alcangar a sustentabilidade junto a
protecdo ambiental e & saude puablica. Nos paises desenvolvidos, a
recuperacao de energia, nutrientes, produtos quimicos e biopolimeros de
alto valor agregado ja sdo um alvo, além da intensificacdo dos processos
bioldgicos de remocdo de poluentes (VAN LOOSDRECHT;
BRDJANOVIC, 2014). Esta mudanca de paradigma coloca o
saneamento no contexto da economia circular e da economia azul,
partindo do termo de estagdes de tratamento de esgoto (ETE), para
instalacBes de recuperacdo de recursos hidricos (DAIGGER, 2011;
WEF, 2014), focando no reaproveitamento dos recursos. Portanto, as
tecnologias modernas de tratamento de &guas residudrias devem
continuar a sustentar a obtencdo de elevados padrbes de protecdo do
meio ambiente e da salde, assim como ter uma perspectiva de
biorrefinaria.

A tecnologia de lodo granular, comercialmente conhecida como
Nereda®, atua como novo um padréo, constituindo de apenas um reator
em bateladas sequenciais (RBS) para a completa remocéo bioldgica de
nutrientes (BNR) e para a decantacdo secundaria (GIESEN;
NIERMANS; VAN LOOSDRECHT, 2012). As esta¢Ges em escala real
estdo sendo progressivamente instaladas tanto nos  paises
industrializados como nos paises em desenvolvimento, cerca de 50
plantas estdo atualmente em implanta¢do a nivel mundial, sendo 6 no
Brasil (GIESEN et al., 2015; VAN DER ROEST et al., 2011), Além da
intensificacdo do processo em espaco reduzido (PRONK et al., 2015), o
LGA fornece a oportunidade para a recuperacdo de produtos como
fosforo (MANAS; BISCANS; SPERANDIO, 2011) e exopolimeros
(LIN et al., 2010).

O lodo granular consiste em biofilmes de rapida sedimentacéo,
obtidos pela auto-agregacdo microbiana, sustentada por matrizes de
subtancias poliméricas extracelulares (EPS), que conferem ao granulo
uma consisténcia de hidrogel (SEVIOUR et al., 2012). Tais
exopolimeros extraidos do LGA exibiram um comportamento reolégico
como do alginato (Alginate-like exopolymer — ALE), 0 que proporciona
a aplicabilidade deste material, seja na formacéo de pelicula sobre uma
superficie hidrofilica (industria de papel), ou como barreira resistente a
agua (fabricacdo de concretos), entre outros (LIN et al., 2015). Assim, o
lodo granular é um excelente agente de captura de carbono e conversdo
deste em materiais de alto valor agregado. Portanto, a otimizacdo do



168

processo LGA oferece oportunidades para alcancar ndo apenas uma
elevada qualidade de efluente, bem como a recuperacéo de bioprodutos.

A selecdo concomitante dos micro-organismos que removem
carbono, nitrogénio e fosforo pode ser efetuada em sistemas LGA,
resultando na completa remocéao de nutrientes (de Kreuk, et al., 2005a,
Yilmaz, et al.,, 2008). As associagdes bacterianas de organismos
heterétrofos ordinarios (OHO) e desnitrificantes (DHO) (por exemplo,
da familia de Rhodocyclaceae) demosntraram formar granulos em curtos
periodos de start up sob condi¢do de wash out (WEISSBRODT et al.,
2012). Porém, a selecdo de populacBes de crescimento lento, como os
heterotroficos acumuladores de polifosfato (PAO, sendo “Ca.
Accumulibacter” o género mais representativo), confere estabilidade ao
granulo (DE KREUK; VAN LOOSDRECHT, 2004). Deste modo, além
dos PAO serem fundamentais no processo de remocao bioldgica de
fosforo, estes organismos demonstram ser um potencial produtor de
exopolimeros. Um tipo de exopolimero nomeado como “Granulan” foi
extraido de granulos enriquecidos em organismos acumuladores de
glicogénio (GAO -sendo "Ca. Competibacter" o género representativo)
(SEVIOUR, et al., 2011). Porém, ainda ndo se sabe sobre o
envolvimento de PAO na formacdo de EPS. A elucidacdo do potencial
de formacéo de exolimeros pelos PAO ¢, portanto, de grande interesse a
estabilidade do processo e a recuperacao de biopolimeros.

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo principal
avaliar o efeito das condicGes operacionais e da selecdo bacteriana na
formacdo da matriz de EPS e na estabilidade dos granulos em reator
RBS. Inicialmente, foi estudada a granulacdo e a estrutura dos granulos
para 0 tratamento de esgoto sanitario real, em um reator piloto,
denominado como “Sistema Experimental I (SEI)”, como descrito no
item 3. As condicOes aplicadas neste reator tiveram como objetivo a
remocao de carbono e nitrogénio do esgoto sanitario, com a consequente
selecdo de organismos de rapido crescimento, como OHO e/ou DHO.
Para melhor compreensdo nas relagdes entre a producdo de
exopolimeros e as populacdes bacterianas de crescimento lento no LGA,
principalmente os PAO, foi realizado um estudo em escala de bancada
(“Sistema Experimental IT — SEII”) para a granulacdo em condi¢gdes bem
definidas de enriquencimento de "Ca. Accumulibacter *'.

4.3.2 Materiais e Métodos

Configuracao e operacao dos sistemas experimentais
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Sistema experimental | — Piloto com esgoto sanitario

O reator em coluna RBS (A/D = 8,7) em escala piloto (98 L) foi
operado na UFSC no Brasil para granulacdo e remoc¢do de C e N de
esgoto sanitario. O RBS foi inoculado com lodo ativado floculento (3,2
g SSV LY de uma ETE projetada para remocdo de DQO e N
(Florianépolis, Brasil). A operagdo deste sistema durou 275 dias, ao
longo de variagGes sazonais de temperatura (18-30 ° C) e sem controle
de pH (6,7-7,6 no afluente). Baseado em estudos prévios (JUNGLES et
al., 2011; JUNGLES; CAMPOS; COSTA, 2014; WAGNER et al., 2015;
WAGNER; COSTA, 2013), o ciclo do RBS de 4 h foi dividido em: 3
min de alimentagdo em pulso ascendente, 10 min de periodo de repouso,
211 min de aeragdo ascendente, 13 min de sedimentagdo e 3 min de
descarte de efluente (troca volumétrica de 56%) (Figura 31). As
caracteristicas de cada fase do ciclo estdo detalhadas no item 3, assim
como a composicao do esgoto sanitario esta apresentada na Tabela 1.

Sistema experimental 11 — Bancada com esgoto sintético para
enriquecimento de “Ca. Accumulibacter”.

O reator em coluna RBS (relagdo A/D = 14,3) em escala de
bancada (2,4 L) foi operado na TU Delft nos Paises Baixos, para
granulagdo e sele¢do de PAO. O RBS foi inoculado com lodo ativado
floculento (1,5 g SSV L™) de uma ETE projetada para remocéo de C, N
e P (Harnaschpolder, Paises Baixos). A operagdo deste sistema durou 60
dias, sob condicBes controladas de temperatura (18 °C), pH (7,5 no
reator) e OD (50% da saturacdo na fase de aeracdo). Baseado em estudo
prévio de enriquecimento de PAO (WEISSBRODT et al., 2014), o ciclo
do RBS de 6 h foi dividido em: 5 min de aplicacdo de nitrogénio gasoso,
15 min de alimentacdo do afluente em fluxo ascendente, 5 min de
aplicacdo de nitrogénio gasoso, 150 a 175 min de mistura anaerébia, 150
min de mistura aer6bia, 30 a 5 min de sedimentacdo (adaptada com a
formacdo da biomassa) e 5 min de descarte de efluente (troca
volumétrica de 50%) (Figura 31). As caracteristicas de cada fase do
ciclo e metodologias analiticas utilizadas estdo detalhadas no item 3,
assim como a composicao e as adaptacOes feitas no esgoto sintético. A
composic¢do detalhada do esgoto sintético esta mostrada no Apéndice A.
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Figura 31: Ciclo operacional dos reatores RBS utilizados nos sistemas
experimentais | e 11. O sistema experimental | foi composto por um RBS piloto
tratando esgoto sanitario para remocdo de C e N. O sistema experimental Il
consistiu de reator RBS de bancada operado para selecdo e enriquecimento de

PAO.
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Analises fisico-quimicas

As analises de DQO e DBO do esgoto sanitario e da série de
solidos (SST, SSV e SSF) das amostras de licor misto de ambos os
reatores foram efetuadas de acordo com os métodos padrdes do
Standard Methods (AWWA; APHA; WEF, 2012). Nitrogénio
amoniacal (N-NH,"), nitrogénio total (NT), ortofosfato e fosforo total
(PT) foram analisados espectrofotometricamente utilizando Kits
colorimétricos (Hach-Lange, Alemanha) ou ensaios (AWWA; APHA;
WEF, 2012). Nitrato (N-NO3’) e nitrito (N-NO,") nas amostras do RBS
piloto foram medidos por cromatografia idnica utilizando um sistema
DIONEX, ICS-5000 (Dionex©, EUA). As concentragcdes de AGV das
amostras do RBS de bancada foram medidas por HPLC (BioRad, EUA).

Analises de biomassa

A evolucdo das distribuicdes de tamanho das particulas do lodo
foi seguida por difracdo a laser (MasterSizer Series 2000, Malvern
Instruments, RU) para as amostras de biomassa provenientes do reator
piloto (SEI) e por analisador de imagem (Quantiment 500 Image
Analyzer, Leica Cambridge Instruments, RU) para a biomassa do reator
de bancada (SEII). O conceito de porcentagem de volume de lodo com
tamanho abaixo de 200 um (sludge volume percentage with size below
200 pm - SVP-SB200), proposto por Liu et al. (2010), foi utilizado no
SEI para determinar o ponto de viragem em que o reator era dominado
por lodo granular. Estes autores consideram o reator como LGA
dominante quando o SVP-SB200 esté abaixo de 50%.

Analises de EPS

No SEl, os EPS foram extraidos a partir de 5 mL de licor misto
coletados no fim da fase de aeracdo. A amostra foi submetido a
condicdes alcalinas (pH> 10) adicionando 5 mL de NaOH a 1 mol L™ e
a alta temperatura (30 min a 80 °C), seguido por sonicagdo (5 min a 55
kHz) (TAY; LIU; LIU, 2001b). As fracGes de exopolissacarideos (PS) e
proteinas (PN) do EPS foram analisadas utilizando os métodos fenol-
acido sulfarico (DUBOIS et al., 1956) e folin-fenol (LOWRY et al.,
1951), respectivamente. Os resultados de producdo de EPS sdo descritos
com base na mediana, primeiro e terceiro quartis (m; q1-g3).

No SEII, os EPS foram extraidos a partir de 1 g do licor misto
centrifugado e seco, coletado no fim da fase de aeracdo. A amostra foi
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submetida a condig¢des alcalinas (pH > 10) adicionando Na,COs3 a 0,5%
(peso / volume) e alta temperatura (30 min a 80 °C), seguido por
precipitacdo utilizando HCl a 1 mol L™ (FELZ et al., 2016; LIN et al.,
2010). A fracdo de massa dos extratos acidos de ALE (wa.g) foi
calculada de acordo com a equacdo 27, mostrada no item 3. A
propriedade de geleificagdo e o comportamento semelhante ao alginato
dos exopolimeros extraidos foram verificados pela adicdo de sais de
calcio e medigdes reoldgicas (LIN; SHARMA; VAN LOOSDRECHT,
2013; SEVIOUR et al., 2009a).

Identificacdo das populag¢fes e dindmicas bacterianas por métodos
moleculares

As séries temporais das composicbes de comunidades
bacterianas foram medidas por sequenciamento de amplicon de nova
geracdo e alta resolucdo. A regido hipervariavel V1-V3 do gene 16S
rRNA foi amplificada por PCR de acordo com o manual MIDAS
(ALBERTSEN et al., 2015; MCILROY et al., 2015a) e os amplicons
sequenciados utilizando um sequenciador MiSeq (lllumina, EUA). As
abundancias relativas das comunidades microbianas especificas foram
expressas como porcentagem da contagem de leitura do sequenciamento
total.

As analises de FISH foram realizadas com o gene alvo 16S
rRNA e microscopia de epifluorescéncia (Epifluorescence Microscopy -
EFM) para validar as mudancas nas populagdes microbianas
predominantes, encontradas no sistema de bancada (SEII) detectadas por
sequencimento. Amostras do licor misto foram primeiramente
homogeneizadas utilizando um moedor do tipo Potter-Elvejem. Em
seguida, as células foram fixadas, imobilizadas e hibridizadas de acordo
com a metodologia padrdo (AMANN; LUDWIG; SCHLEIFER, 1995;
NIELSEN et al., 2009). Todas as eubactérias foram hibridizadas com o
conjunto de sonda EUB338 (AMANN et al, 1990). "Ca.
Accumulibacter” foi alvo utilizando o conjunto de sondas PAOmMix
PAO462, PAO651 e PAO846 (CROCETTI et al., 2000b). As analises de
PAO foram ainda refinadas utilizando apenas a sonda PAO651, uma vez
que outros PAO462 e PAO846 hibridizam com outras linhagens
(ALBERTSEN et al., 2016). Adicionalmente, as linhagens PAO 1 e Il
foram hibridizadas com as sondas Acc-1-444 e Acc-2-444,
respectivamente (FLOWERS et al., 2009b). "Ca. Competibacter” foi
hibridizada utilizando o conjunto de sondas GAOmix (GAO_Q431 e
GAO_Q989) (CROCETTI et al.,, 2002). As laminas de microscopia
foram analisadas utilizando um microscépio de epifluorescéncia
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Axioplan 2 (Zeiss, Alemanha) equipado com conjuntos de filtros 26, 20
e 17 para os croméforos Cy5, Cy3 e Fluos, respectivamente. Detalhes
das sondas se encontram na Tabela 3, item 3.

4.3.3 Resultados
Sistema experimental | (SEI)
Correlacéo dos EPS com a Granulagdo-Desintegracéo

O RBS piloto (SEI), inoculado com lodo ativado e alimentado
com esgoto sanitario de baixa carga (193 + 60 mg DQO+ ciclo™ Lgte
120 + 34 mg DBO ciclo™ Lg™), atingiu répida granulacéo (56 dias) e seu
estudo foi conduzido por 275 dias. O tempo de granulacdo de 56 dias foi
préximo aqueles relatados (70-50-60 dias) em reatores que tratam aguas
residuarias com composicdes similares (ARAUJO et al., 2016; ISANTA
et al., 2012; WAGNER et al.,, 2015a). A formacdo de granulos foi
evidente ao longo do periodo inicial do estudo pelo aumento no
diametro médio das particulas, partindo de 87 pm no inéculo chegando a
268 um no dia 56 (Figura 32 A-B). Os granulos prevaleceram no
sistema por 220 dias (média de 300 = 50 um, SVP-SB200 de 43%,),
mas desfavoravelmente desintegraram e foram lavados do sistema no
dia 270. A diminuicdo na distribuicdo do tamanho das particulas ocorreu
a partir do dia 218, apesar do didmetro médio ainda ser mantido acima
de 200 pm até a total perda da biomassa (Figura 32A).

Os resultados (Figura 32 C) evidenciam relacfes diretas entre
os fendmenos de granulacdo-desintegracdo e as quantidades e as razdes
PS/PN do EPS extraido do lodo. As quantidades medianas de PN (161,
103-199 mg de PNgsaeq 0 SVewm) € PS (101; 83-117 mg PSgiceq
SVewm) encontradas nos granulos (Tabela 8) corroboram com trabalhos
anteriores relatando proteinas como o componente predominante dos
EPS de lodos granulares (MCSWAIN et al., 2005; ZHU et al., 2015).
PN diminuiu ao longo do tempo, enquanto PS aumentou juntamente
com a granulagdo e diminuiu com a desintegracdo. A razdo PS/PN
correlaciona-se com o tamanho das particulas, com um aumento de 3
vezes de 0,4 a 1,2 g PSgiceq g'lPNBSA_eq ao longo da granulacdo e
reducdo de 2 vezes de 1,2 a 0,6 g PSgic.eq g'lPNBSA_eq durante a
desintegracdo (Figura 32 B). Estes resultados sugerem que a razdo
PS/PN da matriz de EPS se relaciona com a estrutura do granulo, e que
PS contribui de forma importante para sua coesdo. A resisténcia da
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matriz de EPS de granulos foi relatada por Seviour et al., (2009) como
independente do teor de proteinas.

Figura 32: (A) Evolucdo da granulacdo-desintegragdo descrita pela
porcentagem de lodo com tamanho abaixo de 200 pum (SVP-SB200) e
distribuicdo média do diametro dos agregados. (B) Imagens digitais de
estereomicroscopia mostrando a formacdo de bioagregados granulares.
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Continuagdo Figura 32: (C) Evolucédo da relacdo exopolissacarideos-proteinas
(PS/PN) do EPS e a abundancia relativa dos membros da familia
Rhodocyclaceae. (D) Heatmap exibe a composi¢do bacteriana baseadas na
regido V1-V3 do gene 16S rRNA. As 10 comunidades mais abundantes estdo
destacadas neste heatmap.
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Tabela 8. Quantidade de polissacarideos (PS) e proteinas (PN) nos
exopolimeros extraidos da biomassa do sistema piloto (SEI) tratando esgoto
sanitario. Os valores de mediana sdo fornecidos junto com o primeiro (ql) e
terceiro (g3) quartis.

Condicdes Periodo Mediana PS (q1-g3) Mediana PN (q1-g3)
dos granulos operacional
(Mg PSciceq 9™ Vers) (Mg PNgsaeq 9™ SVeps)

Granulagdo dia0ab56 69 (66-98) 161 (159-233)

(n=3)
Granulos dia 56 a 218 101 (83-117) 161 (103-199)

(n=10)
Desintegracdo  dia 218 a 270 87 (73-86) 102 (96-102)

(n=4)

A desintegracdo dos granulos pode ser consequéncia de
diferentes fatores. Um dos mais conhecidos esta relacionado a
proliferagéo de organismos filamentosos ocasionando granulos maiores,
de estrutura frouxa e de baixa densidade. O crescimento excessivo de
bactérias filamentosas pode levar a granulos fofos (fluffy) e dispersos
que podem ser facilmente lavados para fora do reator (LIU; LIU, 2006;
MORGENROTH et al., 1997; WEISSBRODT et al., 2012; ZHENG et
al., 2006). Em sistema de lodos ativados, os aglomerados de Zoogloea,
também conhecido como zoogloeal bulking, sdo indesejaveis, pois
deterioram o desempenho da sedimentagdo do lodo. Isto acontece pois
estes organismos, assim como Thauera e Acinetobacter, sdo grandes
produtores de polissacarideos, 0s quais produzidos em excesso
aprisionam agua, dificultando a separagdo do lodo (LAJOIE et al.,
2000). A desintegracao de bioagregados pode também estar relacionada
com baixos niveis de OD aplicados na fase de aeracdo em sistema
operado para remoc¢do de nitrogénio (MOSQUERA-CORRAL et al.,
2005). Falhas nos sistemas de aeracdo também ja provocaram
desintegracdo (WAGNER et al., 2015a). Outras causas estdo associadas
a limitagdes de transferéncia de massa promovidas pela baixa relagéo
C/N (LUO et al., 2014) e variacbes na carga afluente (WAGNER,;
COSTA, 2013). Influéncias de toxicidade (MASCARENHAS;
MIKKELSEN; NIELSEN, 2004; NIELSEN; KEIDING, 1998),
desequilibrio catiénico e do impacto de ions, como o0 manganés na
desregulacdo bacteriana (WAN et al., 2013), também podem levar a
desintegracdo. No presente estudo, a desintegracdo esta ligada a
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diminuicdo da razdo PS/PN do EPS. Em funcdo das complexas
caracteristicas do esgoto sanitario, alguns dos fatores descritos acima
podem ter contribuido para a desagrageagdo dos granulos. Correlagdes
adicionais foram encontradas com as mudancas nas populactes
microbianas dentro dos agregados (mostradas abaixo), cuja influéncia
nos fendmenos de defloculagcdo em lodos ativados também foi relatado
por Wilén et al. (2000).

Desempenho do reator na remogao de carbono e nitrogénio

Com relacdo ao desempenho na remog¢do de DQO e DBO no
RBS piloto, os resultados atenderam aos padrdes brasileiros da
Resolugdo 430 (CONAMA, 2011) e do estado de Santa Catarina
(CONSEMA-SC, 2009). As concentracbes medias de DQO e DBO
obtidas a partir da analise do efluente tratado foram de 125 + 78
mgDQO; L™ (64% de remocao) e 45 + 23 mg L (79% de remocéo),
respectivamente. Porém, ressalta-se que com estas caracteristicas, o
efluente ndo poderia ser langado em paises como os da Unido Européia,
uma vez que as concentracdes efluentes de DQOy; estavam no limite dos
valores permitidos pela Unido Européia, e os de DBO acima do
aceitavel (Tabela 9).

A eficiéncia média de remocao do nitrogénio amoniacal foi de
75%, com uma concentracéo no efluente de 13 + 4 mg N-NH4 Lefiuente
em conformidade com a legislacdo local (Tabela 9). Nitrito e nitrato
foram formados por nitrificagdo e tiveram concentracdes efluentes de
15+ 7 mg N-NO2 Legene ~ € 6 + 6 mg N-NO3 Lefiuente . Pesquisas
anteriores reportaram niveis similares de acimulo de nitrito em sistemas
LGA (COMA et al., 2012; JUNGLES et al., 2011; WAGNER et al.,
2015a). A nitrificacdo-desnitrificacdo simultanea foi provavelmente
prejudicada pela limitada zona andxica formada dentro dos biofilmes
granulares durante a aeracdo (DE KREUK; HEIJNEN; VAN
LOOSDRECHT, 2005; MOSQUERA-CORRAL et al., 2005). Isto
ocorreu pela penetracdo total do OD nos agregados, como consequéncia
dos altos niveis de OD no liquido mantidos na aeragdo e pequeno
tamanho de granulos. Além disso, a fase de repouso foi muito curta para
a reducdo completa de nitrito e nitrato remanescente dos ciclos
anteriores. O processo no RBS piloto foi conduzido somente para a
remogdo de C-N, uma vez que a remocdo de P ndo é considerada no
lancamento de aguas residuarias pela regulamentacdo nacional
(CONAMA, 2011) (Tabela 9). Portanto, como o RBS ndo foi operado
para EBPR, o fosforo total residual (Pts) permaneceu alto (4,6 £ 1,5
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mg TP LEﬂueme'l) com média de 21% de remocdo, a qual ocorreu
principalmente via anabolismo.

Tabela 9: Caracteristicas do afluente e efluente do RBS (SEI). Comparacdo dos
padrbes de langamento de efluentes entre as diretrizes do Brasil, Estado de
Santa Catarina e Unido Européia.

Pardmetros  Afluente Efluente Padrdes de langamento de aguas
residudrias
-1
(se ndo especificado: mg L )
1 1 % de remcéo
mg L mg L
(mol-) 0/5 rgmov)a| Brasil Santa Unido
Catabrina Européia
[’] [l [l
SST 116 +53 37+15 1mL Leg?t Local 60° / 352
68% em1h 70% * / 90% 2
DQO total 350 + 106 125+ 78 nle nle 125
64% nle nle 75%
DQO 197 +83 53+21 nle nle nle
solvel 73% nle nle n/e
DBO, 217 +62 45+ 23 120 60 25
79% 60% 80% 70-90%
Nitrogénio 629 42+9 nle nle 15%/10%
total® (32%) nfe nfe 70-80%
N-NH, 51+8 13+4 20" nle nle
75% nle nle nle
N-NO, n/d 157 n/e n/e n/e
Fosforo 58+18  46%15 nle 4 2% /1%
total (21%) nle 75% 80%

# CONAMA (2011) para efluentes domésticos; von Sperling, et al. (2008).
Critério para materiais sedimentaveis: 1 mL L™ (1 h, cone Imhoff).

L CONAMA (2011) para efluentes diversos.
® CONSEMA-SC (2009): Critério para sélidos suspensos é definido pelas
autoridades de licencioamento ambiental local.
¢ EUR-Lex (1991): Diferentes critérios em termos de tamanho da estacéo: °* 2k-
10k p.e.; ©® >10k p.e.; © 10-100k p.e.; * >100k p.e.
¢ Nitrogénio total significa a soma do nirogénio Kjeldahl (Nor + NH,-N),
nitrogénio nitrito e nitrato (NO,-N).
n/d: ndo detectado; n/e: ndo especificado.
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Comunidades microbianas nos granulos

O sequenciamento de amplicons evidenciou um conjunto de
populagdes dominantes afiliadas as familias de Rhodocyclaceae (nd-
39% do total de sequéncias lidas), Xanthomonadaceae (0,5-12%),
Comamonadaceae (1,9-26%), Chitinophagaceae (nd-17%),
Porphyromonadaceae (nd-29%) e Flavobacteriaceae (nd-15%) (Figura
32D). Todas as bactérias sdo capazes de produzir EPS, mas,
especialmente Rhodocyclaceae e Xanthomonadaceae sdo conhecidos
como produtores de exopolissacarideos (ADAV; LEE; LAI, 2010;
WEISSBRODT; SHANI; HOLLIGER, 2014).

Rhodocyclaceae  foram  preferencialmente  selecionados
juntamente com o fendmeno de granulagdo no sistema piloto. O género
de producdo de EPS Thauera (ALLEN et al., 2004) foi predominante
(28%) durante o pico de exopolissacarideos sob o periodo de granulos
no reator (Figura 32 C-D). O género Zoogloea foi selecionado em menor
grau (12%), cuja proliferacdo correlacionou positivamente com a
granulagdo, assim como ja observado por outro sistema LGA
(WEISSBRODT et al., 2012). As Xanthomonadaceae (por exemplo, 0
género Thermomonas) foram presentes em abundancias relativas
moderadas  independentemente  da  condicdo do  granulo.
Comamonadaceae (género Acidovorax) séo denitrificantes conhecidos,
semelhantes a varios membros de Xanthomonadaceae e Rhodocyclaceae
(MCILROQY et al., 2016; NIELSEN et al., 2012; WEISSBRODT et al.,
2013a; WEISSBRODT; SHANI; HOLLIGER, 2014). As
Chitinophagaceae  (ndo  cultivadas)  pertencem a  ordem
Sphingobacteriales, cujas populacfes estdo amplamente presentes em
estacGes de lodo ativado, e sdo conhecidos por realizarem a hidrolise de
macromoléculas, tais como polissacarideos e proteinas (KIRCHMAN,
2006; NIELSEN et al., 2010). Os polissacarideos e proteinas
abundantes, formados no lodo granular no presente estudo, podem ter
favorecido seu estabelecimento. Estas popula¢bes microbianas sdo
consideradas por constituir ecossistemas de produtores e consumidores
de EPS (WEISSBRODT; SHANI; HOLLIGER, 2014).
Porphyromonadaceae, membros da ordem Bacteroidales, estiveram
presentes apdés a inoculacdo com lodo ativado, mas posteriormente
diminuiram quando os granulos foram estaveis, semelhante ao estudo
prévio com esgoto sintético realizado por Weissbrodt et al. (2012).

Portanto, neste primeiro estudo piloto, os fendmenos de
granulagdo-desintegracdo relacionaram-se com a dindmica da razédo
PS/PN dos EPS e com a dindmica das populacdes bacterianas
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especificas. As populacBes afiliadas a Rhodocyclaceae, tais como o
conhecido grupo de produtores de EPS Thauera, contribuiram
positivamente para a estabilidade dos granulos nas condigdes
operacionais utilizadas para a remocdo de C-N. Contudo, ndo foi
alcancada uma granulacdo robusta de longo prazo para as condicfes
aplicadas utilizando esgoto sanitario real.

Sistema experimental 11 (SEII)
Correlacéo dos EPS com a granulagdo

O aumento gradual da carga de carbono afluente (0,3 a 2,0
gDQO0xcetato dia™ LR'l) durante o start up do SEII ocorreu durante 30
dias. Com o acumulo progressivo da biomassa, a carga organica
especifica aumentou até 30 dias e depois se manteve em torno de 0,2
gDQ0xcerato dia™ g 7SSV (Figura 33A). A granulacéo foi conseguida em
30 dias no SEII, operado em condicdes bem definidas para sele¢do de
“Ca. Accumulibacter” (Figura 33 B), sem a aplicacdo de condicdes de
wash out no start up. A biomassa foi continuamente acumulada de 1,5
no indculo para 8,0 gssy L™ ap6s 60 dias. Os granulos exibiram uma
distribuicéo de tamanho de particula entre 200 a 310 um de 30 a 60 dias.

Foram identificadas relagdes diretas entre o fendmeno de
granulacdo e as fracdes de massa de exopolimeros do tipo alginato
(ALE, Alginate-like exopolymers) (Figura 33 C). Uma produgdo
substancial de ALE na biomassa foi alcangada, partindo de 0,16 a 0,48 g
STeps g'1 SVewm (0,15 a 0,31 como relagdo SVeps), em 60 dias. A fragédo
em massa de exopolimeros se manteve em nivel elevado de 0,46 (0,41-
0,49) g STeps g™ SVawm (0,36; 0,31-0,37 como relagdo SV) durante mais
de 100 dias adicionais de operacdo, com lodo granular estavel. Lin et al.
(2010) relataram uma fracdo de massa semelhante ao lodo floculento
inoculado no presente estudo 0,16 gTSgps g'1 SVgwm, para ALE extraido
de lodo granular de um reator piloto tratando esgoto municipal.
Aparentemente, ALE é presente tanto em lodo floculento quanto em
granular, porém suas caracteristicas quimicas e mecénicas se
diferenciam e provocam diferencga nas propriedades de formacéo de gel.
Essas diferencas resultaram na capacidade de formacdo de gel e
propriedade mecanica mais forte de ALE derivados de lodo granular em
comparacdo com ALE de lodo floculento (LIN; SHARMA; VAN
LOOSDRECHT, 2013). No estudo de Seviour et al. (2011), o aumento
do tamanho das particulas (50-560 pm em 70 dias) também
correlacionou-se com o enriquecimento de “Ca. Competibacter” ¢ com 0
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EPS produzido pelo lodo de 0,05 geps g™ TS a 0,20 geps g TS.
Portanto, as condigdes que selecionam “Ca. Accumulibacter” aplicadas
no presente estudo, alcancaram as maiores fracbes de ALE que as
reportadas na literatura.

Comunidade microbiana nos granulos

O sequenciamento de amplicons evidenciou um conjunto de
populagdes dominantes afiliadas as familias de Rhodocyclaceae (nd-
56% do total de sequéncias lidas), Flavobacteriaceae (nd-8%),
Competibacteraceae (0,2-9,7%), Rhodobacteraceae (0,2-5,9%) e
Intrasporangiaceae (0,1-5%) (Figura 33D). Assim como no SEI, 0s
membros da familia Rhodocyclaceae, conhecidos como produtores de
exopolissacarideos (ADAV; LEE; LAI, 2010; WEISSBRODT; SHANI;
HOLLIGER, 2014) foram selecionados com a crescente producdo de
exopolimeros no SEII.

A granulacdo mostrou uma correlacdo linear (r = 0,90) entre o
enriquecimento preferencial de "Ca. Acumulibacter” (membro da
familia Rhodocylcaceae) de 0,1 a 56% e a producdo de exopolimeros
(Figura 33). A comunidade bacteriana abrigou ainda elevada abundéancia
das populagbes de Dechloromonas (0,1-22%) e Propionivibrio (n.d.-
10%) dentro de Rhodocyclaceae, e Flavobacterium (0,3-8%), que
acompanharam o género "Ca. Accumulibacter " durante a granulacdo e a
producdo de exopolimeros. Populacdes de Tetrasphaera (8-0,1%) e
Rhodobacter (6-0,2%) foram predominantes no inéculo e diminuiram ao
longo da operacdo com afluente sintético, utilizando o acetato como
fonte de carbono. "Ca. Competibacter" (2-7%) e a linhagem candidata
CPB_S60 (0,2-10%) da familia Competibacteraceae (MCILROQY et al.,
2015b) foram inicialmente selecionados durante as duas primeiras
semanas, mas em seguida diminuiram juntamente com o enriquecimento
de" Ca. Accumulibacter".

O estudo com o SEII reforga e comprova a consideracdo de que
organismos de crescimento lento, como "Ca. Accumulibacter" sao
agentes microbianos que favorecem uma granulagdo robusta. Deste
modo, a investigagdo do genoma e metabolismo biossintético deste
organismo PAO modelo, para a producdo de exopolimeros, é de grande
interesse. Além de ser benéfico a granulacdo e EBPR (com possivel
recuperacdo de P), "Ca. Accumulibacter* pode impulsionar a
biorrefinaria de exopolimeros do tipo alginato, a partir de &guas
residuarias.
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Figura 33: (A) CondicOes aplicadas de aumento gradual da carga organica
volumétrica e em paralelo a evolucdo da carga orgéanica especifica; (B) Imagens
digitais de estereomicroscopia mostrando a formagdo de bioagregados

granulares.
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Continuacéo Figura 33: (C) Evolucdo da fragdo de massa de EPS no lodo € a
abundéncia relativa do género “Ca. Accumulibacter”. (D) Heatmap que exibe a
composicao bacteriana baseadas na regido V1-V3 do gene 16S rRNA. As 10
comunidades mais abundantes foram destacadas neste heatmap.
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4.3.4 Discussao

O experimento em escala piloto (SEI) mostrou que a granulacdo
em condicdes para remocdo de C-N estd interligada a selecdo
preferencial de populagbes da linhagem  Rhodocyclaceae,
principalmente do género Thauera e em menor grau Zoogloea. Desta
forma, o conhecimento fisiolégico na producdo de EPS por estes
microorganismos pode ajudar a melhorar as condi¢es operacionais para
manter os granulos no sistema. No entanto, as observagdes de ambos 0s
processos em escala de bancada (SEII) e piloto (SEI) esclareceram que a
presenca de apenas Thauera e Zoogloea, organismos de crescimento
rapido, ndo é suficiente para garantir um processo estavel. Outras
populagdes da mesma familia de Rhodocyclaceae, porém de
crescimento mais lento, como o género "Ca. Accumulibacter”,
proporcionam uma melhor formacdo de bioagregados compactos e
estaveis. Portanto, Rhodocyclaceae é uma familia de grande importancia
na producdo de EPS nos sistemas LGA, mas os géneros fazem a
diferenca na estabilidade dos bioagregados.

A coesdo dos granulos esta ligada ainda ao fornecimento de
substrato através da profundidade do biofilme. O rapido consumo de
substrato nas camadas externas (aerdbias ou andxicas) do biofilme por
organismos de crescimento rapido, como os OHO, conduzira a limitagéo
de substrato nos nucleos dos granulos, tornando-os mais susceptiveis a
desintegracdo (Figura 34 A). Por outro lado, a selecdo preferencial para
organismos de crescimento lento conduzird ao consumo mais lento e a
uma penetra¢do mais longa do substrato organico no interior de granulos
(Figura 34 B). Portanto, as condicBes que selecionam os organismos de
crescimento lento e previnam a proliferacdo das populacdes de
crescimento rapido sdo cruciais para manter um forte estado de
agregacdo. A operacdo do reator para apenas remocgao de C-N do esgoto
sanitario ndo foi uma solucdo sustentavel para o processo de lodo
granular (Figura 34A). Embora a granulagdo tenha sido alcancada no
tratamento de esgoto sanitario de baixa carga em clima subtropical,
atendendo as legislagfes ambientais, o biofilme granular ndo foi estavel
em uma operagdo em longo prazo. Dessa forma, condigdes operacionais
que selecionem corretamente os organismos de crescimento lento (por
exemplo, PAO, mas também GAO, nitrificantes, anammox) devem ser
utilizadas na perspectiva de se conseguir uma intensificacdo bem-
sucedida do processo de BNR e a estabilidade do lodo granular (Figura
34B). A concepcdo de uma operacdo anaerdbia-aerdbia que funcione
bem, combinando as caracteristicas do esgoto sanitario e clima local, é
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um importante fator para selecionar PAO como pré-requisito para uma
granulacgdo robusta, enquanto permite a BNR completa.

Figura 34: Condicbes operacionais, sele¢do bacteriana e estabilidade dos
granulos. (A) As condic@es aplicadas em escala piloto apenas para remogao de
C-N levaram a formacdo de granulos dominados por organismo heterotréfico de
rapido crescimento (OHO/DHO), com predominancia do género desnitrificante
Thauera. Porém, estes granulos ndo permaneceram estaveis ao longo do tempo
e desintegraram-se. (B) O estudo em escala de bancada enfatizou que a
aplicagdo de um seletor anaerébio bem controlado favorece a granulagdo por
PAO de crescimento mais lento, predominantemente do género "Ca.
Accumulibacter”. Os granulos dominados por PAO eram robustos e abrigavam
uma fracdo substancial de exopolimeros.
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Granulos, formados em um RBS piloto, com ciclos

predominantemente aerdbios, alimentado com esgoto sanitario para
remocdo de carbono e nitrogénio (SEI), ndo foram suficientemente
fortes para uma operacdo em longo prazo e se desintegraram. Os
granulos fofos formados predominantemente por OHO/DHO da familia
Rhodocyclaceae (géneros Thauera e Zoogloea) demonstraram
substancial relacdo com a producdo da matriz EPS, mas que ndo trouxe
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estabilidade suficiente ao biofilme granular. A hip6tese para a
instabilidade é devida ao rapido consumo de substrato por estes
organismos, causando uma menor penetragdo de substrato no granulo.

No estudo no RBS em escala de bancada (SEII), operando em
ciclos com fases anaerdbio-aerébias, proporcionando condicdes para o
enriquecimento de PAO, foram formados granulos compactos, robustos
e duradouros, formados predominantemente pelo género “Ca.
Accumulibater”. Observou-se alta correlagdo com a producdo de EPS,
qgue trouxe estabilidade ao biofilme granular. O lento consumo do
substrato por esses organismos, proporcionando maior penetragdo no
interior do grénulo, pode também explicar a qualidade do granulo
formado.

Portanto, os processos robustos de lodo granular devem ser
direcionados para condicdes de selecdo de PAO, independentemente se
o0 tratamento objetiva somente a remocao de C-N. Além da importancia
destes micro-organismos para granulagdo estavel e completa BNR,
elevadas quantidades de exopolimeros com alto valor agregado (ALE)
podem ser produzidas em lodos granulares sob tais condicgdes.

Como principal resultado para a ciéncia e pratica de sistemas de
lodo granular e biorrefinaria, este trabalho enfatiza como a selegdo para
PAO de crescimento lento promove multiplos beneficios. As vantagens
estdo desde a intensificagdo do processo por meio da estabilizagdo do
lodo granular e remocéo de fosforo (e sua possivel recuperacdo), até a
captura de carbono com a valorizagdo dos exopolimeros.
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4.4 RECUPERACAO DE EXOPOLIMERO DO TIPO ALGINATO
DE LODO GRANULAR FORMADO POR PAO: “DO LODO
RESIDUAL A UM PRODUTO VALORIZADO™.

A tecnologia de
lodo granular €

utilizada no
Intensificagdo de . Valorizagao de tratamento de
processo .5 exopolimero esgoto com a

intensificacdo  da
remogdo biol6gica
de nutrientes e a
decantacéo
secundéria em uma
Microbioma granular Unica unidade
L operacional. Os

lodos granulares
sustentam a
biorrefinaria de
exopolimeros de alto valor agregado, que se comportam como o0 material
alginato (Alginate-like exopolymer — ALE), a partir da matéria organica
poluente do esgoto. Os organismos acumuladores de polifosfato de crescimento
lento (PAO) sdo essenciais para remover o fosforo e estabilizar os granulos.
Portanto, no presente estudo objetivou-se investigar se as PAO podem
desencadear a producédo de exopolimeros. Para este fim, um reator operado em
bateladas sequenciais de bancada (2,4 L) foi operado durante 5 meses sob
condigdes de granulagdo e de selecdo de PAO. As adaptacdes no afluente, como
0 aumento na carga organica (gradual), na razdo C:P (de 8-16 g DQO g™ P) e na
razdo Ca:Mg (de 0,37-1 mol Ca mol™ Mg), levaram & elevada selecéo de PAO
(55 £ 15%, méaximo 83%), especialmente o0 género “Ca. Accumulibacter”, e
sustentaram uma substancial fracdo de ALE no lodo granular (0,48-0,53 g
STate §° SVum 0U 0,30-0,40 com relagdo & SV-ALE). O exopolimero extraido
do lodo granular enriquecido com PAO foi avaliado em termos de

* A verséo resumida deste trabalho foi selecionada para apresentagdo oral, no
“10th International Conference on Biofilm Reactors”, que sera realizado em
Dublin, Irlanda, em maio, 2017. Os resultados apresentados neste subitem
fazem parte de artigo em fase de redacao que sera submetido para um periédico
internacional.

L. B. Guimaraes*, N. Gubser, Y. Lin, J. Zl6pasa, M. Albertsen, R. H. R. da
Costa, P. H. Nielsen, M. C. M. van Loosdrecht, D. G. Weissbrodt*. Alginate-
Like Exopolymer Recovery from Granular Sludge Biofilm Reactor under
Conditions Selecting for Slow-Growing PAOs. *Equal contribution
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decomposicdo térmica e formagdo de gel. Anélises quimicas do exopolimero
revelaram sua composi¢do em polissacarideos (6%), proteinas (31%), material
inorganico (23-24%) e outros (40%). Porém, o teor de polissacarideos foi
subestimado pelo método fenol-sulfurico, e a presenca de glucosamina, por
exemplo, foi confirmada por HPAE-PAD. A espectroscopia de Raman indicou a
presenca de picos de proteinas e polissacarideos, incluindo blocos manurénicos
(mondmero tipico de alginato). No geral, esta complexa matriz de
macromoléculas e material inorganico conferiu ao exopolimero um
comportamento tipico de alginato, com caracteristicas de um hidrogel. Este
estudo enfatiza o forte potencial de PAO para estimular a recuperacdo de
exopolimeros de reatores de lodos granulares.
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ALGINATE-LIKE EXOPOLYMER RECOVERY FROM GRANULAR
SLUDGE ENRICHED WITH PAO: “FROM RESIDUAL SLUDGE TO A
VALORIZED PRODUCT”

Granular sludge technology is used in sewage treatment with the

enhancement of biological nutrient removal and secondary decantation
in a single operating unit. The granular sludge supports the biorefinery
of high-value exopolymers, which behave as alginate material, from the
polluting organic matter sewage. Slow-growing polyphosphate
accumulating organisms (PAO) are essential for phosphorus removal
and granules stability. Therefore, the present study aimed to investigate
whether PAO can trigger exopolymers production. For this purpose, a
reactor operated in sequencing batches (2,4L) was operated for 5 months
under conditions for granulation and PAO selection. Adaptations in the
affluent, such as the increase in organic load (gradual), C:P ratio (8-16
gCoD gP™') and Ca:Mg ratio (0,37-1molCa molMg™) led to high
selection of PAO (55 + 15%, maximum 83%), especially the genus "Ca.
Accumulibacter" and sustained a substantial fraction of ALE in the
granular sludge (0,48-0,53 grsaie Qvspm OF 0,30-0,40 related to VS-
ALE). The exopolymer extracted from PAO-enriched granular sludge
was evaluated in terms of thermal decomposition and gel formation.
Chemical analyzes of the exopolymer revealed its composition in
polysaccharides (6%), proteins (31%), inorganic material (23-24%) and
others (40%). However, the content of polysaccharides was
underestimated by the phenol-sulfuric method, and the presence of
glucosamine, for example, was confirmed by HPAE-PAD. Raman
spectroscopy indicated the presence of protein and polysaccharides
peaks, including manuronic blocks (typical alginate monomer). In
general, this complex matrix of macromolecules and inorganic material
gave the exopolymer a typical behavior of alginate, with the
characteristics of a hydrogel. This study emphasizes the strong potential
of PAO to stimulate the exopolymers recovery from granular sludge
reactors.
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4.4.1 Introducdo

Os reatores de lodo granular se encontram, atualmente, no
alicerce dos processos de biofilme no contexto da recuperacao da agua,
recursos e energia (VAN LOOSDRECHT; BRDJANOVIC, 2014). O
potencial tecnolégico dos biofilmes granulares foi inicialmente
estabelecido pela producéo de bioenergia em reatores anaerdbios de alta
taxa. Os biofilmes granulares aerobios podem impulsionar a
intensificacdo da remocdo bioldgica de nutrientes (biological nutrient
removal - BNR) e a decantagdo secundaria em uma Unica unidade de
processo. Além disso, os granulos de BNR mostraram constituir-se por
exopolimeros que se comportam como biomateriais do tipo alginato
(alginate-like exopolymer — ALE) (LIN et al., 2010). Deste modo, esta
nova geracgdo de reatores de biofilme ocasiona novas abordagens no uso
de residuos, tranformando-0s em recursos.

Os biofilmes granulares contituem-se por um emaranhado de
substancias poliméricas extracelulares (EPS), tanto de origem protéica
quanto polissacaridica, como resultado da diversidade de populagdes
microbianas que compdem os agregados (WEISSBRODT et al., 2013a).
Dentre outros, os granulos particularmente contém exopolissacarideos
com ligagdes 1,3-p ou 1,4-B, semelhantes aos alginatos bacterianos e
que conferem propriedades de gelificacdo e integridade as estruturas do
biofilme granular (LIN et al., 2010; SEVIOUR et al., 2009b).

Do ponto de vista microbiolégico, sugere-se a selecdo de
organismos acumuladores de polifosfatos (PAO) e de glicogénio
(GAO), os quais formam microcoldnias compactas, para a estabilidade
do sistema de lodo granular (DE KREUK; VAN LOOSDRECHT, 2004;
WEISSBRODT; SHANI; HOLLIGER, 2014). Os PAO de crescimento
lento, como o género modelo de PAO "Candidatus Accumulibacter”,
sdo primordiais para a remogdo de fosforo de aguas residudrias. Desta
forma, esta populagdo € hipotetizada aqui por exibir qualidades
metabdlicas na biossintese de exopolimeros coesos e firmes.
Consequentemente, os PAO podem sustentar quatro objetivos para a
BNR: remocdo e recuperacdo de fdsforo, granulagcdo da biomassa e
valorizacdo de exopolimero.

Dentro deste contexto, surge a seguinte questdo: “exopolimeros
do tipo alginato podem ser recuperados de granulos enriquecidos por
PAO de crescimento lento?” Portanto, o objetivo do presente trabalho
foi elucidar se PAO podem desempenhar um papel significativo na
produgdo de exopolimeros do tipo alginato (ALE) dentro do microbioma
de reatores de lodo granular. As rela¢Bes entre condigBes operacionais,
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selecdo bacteriana, formacdo de biofilme granular e produgdo de
exopolimeros foram especificamente investigadas. Para este fim, o
presente este estudo faz o uso da combinacdo da engenharia de processo
de biofilme, da ecologia microbiana e de técnicas analiticas para
verificar o comportamento fisico e a composicdo quimica dos
exopolimeros.

4.4.2 Materias e métodos
Granulag&o sob condicdes de selecdo de PAO®

Um reator em coluna operado em bateladas sequenciais (RBS)
de 2,4 L foi inoculado com lodo floculento de uma ETE-BNR,
localizada em Delft, Paises Baixos, e alimentado com acetato como
Unica fonte de carbono. O RBS foi operado para selecionar PAO em
ciclos de 6 h, com alternadas fases anaerdbia-aerébia, sendo: 5 min de
fluxo de nitrogénio gasoso, 15 min de alimentacdo em fluxo ascendente,
5 min de fluxo de nitrogénio gasoso, 150 a 175 min de mistura
anaerébia, 150 min de mistura aerdbia, 30 a 5 min de sedimentacdo
(adaptada com a formacdo da biomassa) e 5 min de descarte de efluente
(troca volumétrica de 50%) (WEISSBRODT et al., 2014). A avaliacdo
da dinamica de formag&o do exopolimero foi realizada durante 5 meses,
sendo que no primeiro més (start-up) houve um aumento gradual da
carga organica volumétrica (OLR) de 0,3 para 2,0 g DQOacetato d™ L™
visando garantir uma completa absor¢do anaerdbia de compostos
organicos, enquanto que as razbes de nutrientes foram mantidas
inicialmente constantes em 8 gDQO gP™ e 20 gDQO g*NH4. O tempo
de retencdo de lodo (RTL) foi mantido em 20 + 5 dias e adicionou-se
aliltioureia (ATU) a fim de bloguear a nitrificagéo.

Anélise da selecéo de PAO e da dindmica das populagbes bacterianas

O actmulo de biomassa granular no reator foi medido via
andlises de solidos, utilizando o Standard Methods (AWWA; APHA;
WEF, 2012). A selecéo e a atividade de PAO foram acompanhadas por
andlises de acetato, fosfato e condutividade, efetuadas por HPLC
(Biorad, EUA), Kits de ensaio fotométrico (kits 348, 349, 350, Hach,
Alemanha) e por um condutivimetro em tempo real (Consort, Bélgica)

® Neste estudo, foi utilizado o sistema experimental |1 (SEI1), o qual esta
detalhado no item 3 e no Apéndice A.
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(WEISSBRODT et al., 2014), respectivamente. A dindmica da
comunidade bacteriana foi caracterizada em alta resolugdo por
sequenciamento de nova geragdo. A regido hipervariavel V1-V3 do gene
16S rRNA foi amplificada por PCR de acordo com o manual MIDAS
(ALBERTSEN et al., 2015; MCILROY et al., 2015a) e os amplicons
foram sequenciados utilizando um sequenciador MiSeq (lllumina,
EUA). As abundancias relativas das comunidades microbianas
especificas foram expressas como porcentagem da contagem de leitura
do sequenciamento total.

As analises de FISH 16S rRNA foram realizadas para validar as
mudancas das popula¢gdes microbianas predominantes (PAO, GAO e
populagbes acompanhantes) identificadas no sequenciamento. As
células foram fixadas, imobilizadas e hibridizadas de acordo com a
pratica padrdo (AMANN; LUDWIG; SCHLEIFER, 1995; NIELSEN et
al., 2009). Todas as eubactérias foram hibridizadas com o conjunto de
sonda EUB338 (AMANN et al., 1990). "Ca. Accumulibacter" foi alvo
utilizando o conjunto de sondas PAOmix PAO462, PAO651 e PAO846
(CROCETTI et al., 2000b). As anélises de PAO foram ainda refinadas
utilizando apenas a sonda PAO651, uma vez que outros PAO462 e
PAO846 hibridizam com outras linhagens estreitamente relacionadas
(ALBERTSEN et al., 2016). Outras PAO foram avaliadas utilizando as
sondas TET1-266 e DECHLO2, para os organismos Tetrasphaera e
Dechloromonas, respectivamente. Para a deteccdo dos GAO, foi
utilizado o conjunto de sondas GAOmix (GAO_Q431 e GAO_Q989)
para a detecgdo do género "Ca. Competibacter” e a sonda CPB_654 para
a familia Competibacteraceae (CROCETTI et al., 2002). Os detalhes
das sondas utilizadas se encontram na Tabela 3, item 3. As laminas de
microscopia foram analisadas utilizando um microscépio de
epifluorescéncia Axioplan 2 (Zeiss, Alemanha).

Andlise da dindmica e da composi¢io de ALE

A extracdo fisico-quimica dos exopolimeros produzidos no
lodo granular foi realizada sob condicfes alcalinas (pH ~ 10), alta
temperatura (80 ° C) e agitacdo mecénica (400 rpm) para dissolucdo
completa das matrizes. Em seguida, o exopolimero foi precipitado em
condicBes &cidas (pH ~ 2,5), liofilizado e pesado (FELZ et al., 2016;
LIN et al., 2010). A fracdo de massa de ALE no lodo foi calculada de
acordo com a equacdo 27 descrita no item 3.

A decomposicédo térmica e as fracdes inorganicas e volateis de
s6lidos nos exopolimeros foram medidas por analise de
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termogravimetria (thermogravimetric analysis — TGA). Uma quantidade
de cerca de 5 mg das amostras de ALE &cido liofilizado foi colocada em
cadinho de ceramica, o qual foi disposto no analisador térmico (STA
449 F3 Jupiter, Netzsch, Alemanha). A temperatura de aquecimento
méaxima foi de 700 °C, com uma velocidade de aquecimento de 5 K min’
! e sob atmosfera de ar como gas protetor. A propriedade de formacdo
de gel foi testada pela adi¢do de solugdo de CaCl, a 2% (m/v) no ALE
(LIN; SHARMA; VAN LOOSDRECHT, 2013). O ALE &cido fresco
(sem ser congelado e liofilizado) foi dissolvido por adigdo de NaOH a
0,5 mol L™ até atingir pH final de 8, em seguida vertido em uma placa
de Petri de 2,5 cm e seca em temperatura ambiente (20 ° C) para formar
uma pelicula fina e conferir a propriedade de formacdo de filme
(ZLOPASA et al., 2015).

A presenca de polissacarideos na composicdo quimica dos
extratos de exopolimeros foi verifica pelo método fenol-sulfdrico
(DUBOIS et al., 1956) utilizando glicose como solucdo padrdo. Além
desta técnica, a composicao de acucares foi analisada por cromatografia
de troca idnica de alto desempenho (high performance anion exchange —
HPAE) equipado com coluna Carbopac Pa20 e deteccdo amperométrica
pulsada (HPAE-PAD, Dionex, EUA). Antes das amostras serem
analisada por HPAE-PAD, a forma acida de ALE passou por dialise e
hidrélise (ZHANG et al., 2012). As proteinas presentes no ALE foram
verificadas pelo ensaio de Bradford (BRADFORD, 1976) e BCA
(bicinchoninic acid assay) seguindo as instru¢fes do kit (Interchim,
Franca). Além disso, a deteccdo de proteinas foi testada por eletroforese
em gel de poliacrilamida ou PAGE (polyacrylamide gel
electrophoresis), onde as amostras separam-se com a adicdo do
detergente SDS (sodium dodecyl sulfate), sendo a técnica habitualmente
conhecida por SDS-PAGE. As variagcfes nas composicdes quimicas
globais dos exopolimeros foram medidas por espectroscopia Raman, a
gual atinge a amostra com uma fonte de laser, espalhando luz em
diferentes frequéncias depedendo do material. Amostras de granulos
enriquecidos em “Ca. Accumulibacter” foram enviadas ao Centro
Helmholtz em pesquisa ambiental, Departamento de Ecologia de Rios,
Magdeburg, Alemanha, para avaliar a presenca de glicoconjugados
através da andlise de fluorescéncia de ligacdo por lectina (fluorescence
lectin-binding analysis — FLBA) (STAUDT et al., 2003; ZIPPEL; NEU,
2011). As andlises FLBA realizada com o auxilio de um microscdpio
confocal (FLBA-CLSM) foram conduzidas seguindo o protocolo
desenvolvido para amostras de lodo granular por Weissbrodt et al.
(2013a).
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4.4.3 Resultados e discussdes

Adaptacédo das condicbes experimentais do reator para a granulacdo e
selecédo de PAO

O reator RBS de bancada (2,4 L) foi operado durante 140 dias
em condicdes para a granulacdo e selecdo de PAO. Para isso, logo ap6s
a inoculagéo com lodo ativado floculento, o tempo de sedimentacéo e a
carga organica volumétrica foram manualmente adaptados. O tempo de
sedimentacdo foi gradualmente diminuido (30-5 min) a fim de prevenir
a lavagem da biomassa. A concentracdo organica afluente foi
progressivamente aumentada de modo a garantir o consumo completo
do acetato na fase anaerdbia (Figura 35 A). A composicdo do afluente
foi adaptada pela alteracdo da relacdo C:P e Ca:Mg para melhorar a
producdo de ALE (Figura 35 B). Inicialmente, a aplicacdo de um maior
teor de fosforo, com propor¢do DQO:P de 8 g DQOacetato g'l P, foi o
critério para a selecdo de PAO (WEISSBRODT et al., 2014). No dia 30,
a razdo COD:P foi alterada para 16 g DQOacetato g'l P, com a diminuicdo
da porcéo de fosforo, uma vez que foi relatado que razdes mais elevadas
de DQO:P conduzem a granulos maiores, com consequente aumento na
produgdo de ALE (LIN; LIU; TAY, 2003). Ainda para estimular essa
producdo, o teor de célcio foi aumentado no dia 42 de uma razéo de 0,37
para 1,00 g Ca g™ Mg, uma vez que o calcio atua como agente ligante
entre as cadeis de polissacarideos, proporcionando as caracteristicas de
formaco de gel (BRACCINI; GRASSO; PEREZ, 1999).
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Figura 35: Condicdes operacionais aplicadas no RBS. (A) Gradual aumento na
concentragdo de carbono orgéanico afluente e diminuicdo no tempo de
sedimentacao; (B) Adaptagdes realizadas nas razdes C:P e Ca:Mg.
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Evolucéo da biomassa

A adaptacéo das cargas organicas (volumétrica e especifica), e a
evolucdo da composicdo da biomassa no RBS podem ser visualisadas
pela Figura 36. Com o aumento gradual da concentragdo afluente de
carbono, as cargas organicas volumétrica e especifica aumentaram
progressivamente de 204 a 2000 mg DQOacerato d™* Lr™ € de 138 a 544
mg DQOacetato dia™® gssv'l nos primeiros 30 dias, respectivamente. A
partir deste periodo, a carga volumétrica foi constantemente regulada em
2000 MgDQOpcetarc dia™ Lg™?, porém em funcdo do crescimento da
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bimassa, a carga organica especifica diminuiu até 260 mg DQOacetato
dia® g™ SSV e depois se manteve com média de 237 + 44 mg DQOacetato
dia® g™ SSV (Figura 36 A).

Quanto a evolucéao da biomassa (Figura 36 B), partindo
da inoculacdo, a concentracdo inicial de biomassa no reator foi de 1,5 g
SSV L (2,0 g SST L™, a qual ocupou a altura maxima da cama de lodo
de 41 cm (correspondente ao ponto de retirada do efluente). Durante os
primeiros 10 dias de operacdo, com um tempo de sedimentacdo de 30
min, a concentracdo de biomassa permaneceu em um nivel constante de
1,4 9SSV L (2,3+0,06 g SST L™) e se compactou passando de 41 cm
para 7 cm de altura de cama de lodo. A partir do dia 10 até ao dia 30,
nota-se um aumento de 3 vezes nos solidos totais chegando a 6,3 g SST
L™, com incremento também triplicado na fracéo inorganica (1,0-3,6 g
SSF L™), enquanto a fracdo organica duplicou-se (2,7 g SSV L™). Em
termos de porcentagem, os sdlidos totais no reator variaram de 41 a 57
% de material inorganico e de 59 a 43 % de organico (Figura 36C).
Entre os dias 30 e 60, a concentracdo de solidos no reator duplicou até
11,5 g SST L™, com aumento apenas da biomassa (7,7 g SSV L™?, 3,8 g
SSF L™, resultando na elevagdo da fragdo organica (67 %) e decréscimo
na fracdo inorganica (33 %) do lodo neste periodo (Figura 36 B-C). A
partir do dia 60, observou-se a estabilizacdo da biomassa até o fim do
periodo monitorado (dia 140), com médias de 14 + 3g SST L™, 5+ 1¢g
SSF L 9+29gSSV LY 38 +3 % (fracdo inorganica) e 62 + 3 %
(fracdo organica). A idade do lodo foi mantida em média de 16 * 5 dias,
controlada pela retirada de lodo para amostragens (Figura 36 B).
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Figura 36: (A) Evolucédo da carga organica volumétrica e especifica no sistema
e (B) da biomassa; (C) composigao organica e inorganica da biomassa ao longo
do tempo. Area cinza escuro: start-up antes da adaptacio de C:P de 8 para 16
m/m do dia 30; Area cinza claro: periodo onde ocorreu a adaptacéo da razéo
Ca: Mg de 0,37 para 1 mol/mol no dia 42. Area branca: periodo sem ajustes
operacionais.
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Granulagédo

A evolucdo dos grénulos a partir dos flocos de lodo ativado foi
acompanhada por meio de um estereomicroscépio. Os primeiros nicleos
granulares foram observados nos primeiros 30 dias de operagdo
(diametro médio de 200 um) (Figura 37). Apbs 60 dias, granulos
compactos e com estruturas bem regulares foram observados com
didmetro médio de 310 pm, os quais se mantiveram estaveis no reator
durante todo o restante do periodo experimental. A formacdo de uma
densa biomassa granular com étima sedimentabilidade (IVLs = 26,7 mL
gssv') foi conseguida pelo emprego da forca de cisalhamento (2 cm s™),
sem a utilizagdo da técnica de wash-out. Este estudo confirmou o
mecanismo de granulacdo esponténea sob condi¢des de enriquecimento
de “Ca. Accumulibacter”, fendbmeno ja observado anteriormente sob
condicBes semelhantes de selecdo de PAO com granulos de tamanhos
similares (<500 um) (WEISSBRODT et al., 2013a). Lin; Liu e Tay,
(2003) notaram diminuicdo no tamanho das particulas (1,7 a 0,5 mm)
com o decréscimo na razdo C:P (100-10 g DQO g* P), obtendo
tamanhos de agregados proximos (420 um) com razdo C:P semelhante a
utilizada no presente estudo (10 g DQO g™~ P). Granulos maiores (~1000
pm) foram encontrados em outros estudos (BARR; COOK; BOND,
2010; DE KREUK; VAN LOOSDRECHT, 2004; SEVIOUR et al.,
2011). De Kreuk e van Loosdrecht, (2004) observaram aumento no
tamanho dos granulos (de 1,1 para 1,6 mm) quando deixaram de
acrescentar ATU, permitindo o crescimento de organismos nitrificantes
e desnitrificantes nos granulos. No presente estudo, a ATU foi
acrescentada durante todo o experimento. O regime de enchimento e a
fase anaerdbia aplicada na configuragdo do ciclo também podem
interferir no tamanho dos granulos. Quando é aplicado o enchimento
ascensional lento como fase anaerdbia, os granulos localizados na parte
inferior da biomassa sedimentada recebem maior quantidade de
carbono, resultando em diametros maiores dos agregados (DE KREUK;
VAN LOOSDRECHT, 2004).



199
4 — Resultados e discussao

Figura 37: Evolucdo da formagdo dos granulos a partir de lodo floculento de
uma ETE municipal de Delft, Paises Baixos, operada para completa remogéo de
carbono e nutrientes.
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Enriquecimento de PAO

O enriquecimento de PAO foi acompanhado com as medicGes
de orto-fosfato e acetato durante o ciclo operacional. O consumo total do
acetato na fase anaerdbia misturada foi assegurado durante todo o
periodo experimental. O comportamento tipico de PAO, com a liberagédo
de orto-fosfato e consumo de acetato em fase anaerébia (Ypos/cacet =
0,25 mol P-PO4 mol™ Cac, dia 4) com posterior consumo do fosfato
aerobiamente, foi observado desde o inicio da operagdo, uma vez que o
lodo inoculado é proveniente de uma estacdo EBPR. Na Figura 38A
tém-se dois ciclos tipicos com atividade EBPR (dias 30 e 138), nos
quais ocorrem a concomitante liberacdo de orto-fosfato e consumo de
acetato. Nota-se a intensificacdo da atividade EBPR ao longo do tempo,
uma vez que no dia 30 a velocidade volumétrica de liberacdo de orto-
fosfato com consumo de acetato foi menor (62 mg P h™ Lg™ e 116 mg
DQOacet h™ Lg™) quando comparada com a do ciclo no dia 138 (210 mg
PLr" h™e 283 mg DQOac: Lr™ h™).
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Figura 38: Evolucéo do enriquecimento de PAO. (A) Tipico ciclo EBPR com
liberacdo de orto-fosfato e consumo de DQO e posterior consumo do orto-
fosfato. Ciclos dos dias 30 e 138, em vermelho e preto, respectivamente. Area
cinza: Fase de enchimento (0,25 h) + injecdo de gas N, (0,16 h) + fase
anaerobia misturada (2,92 h). Area branca: fase aerébia com OD em 50%. (B)
Imagens de FISH dos dias 42 e 138. A sonda PAOmix foi utilizada especifica
para “Ca. Accumulibacter” marcada com Cy3 (vermelha), GAOmix especifica
para “Ca. Competibacter” com fluos (verde) e EUB338mix para todas as
bactérias com Cy5 (azul). (C) Abundancias relativas (acima de 5%) das

populagdes microbianas identificadas pelo gene 16S rRNA.
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Considerando o aumento da biomassa no reator, as velocidades
especificas ficaram préximas, com 23 mg P h* g* SSV e 43 mg
DQOacet h™ g™ SSV no dia 30, e 27 mg P h™ g™ SSV e 37 mg DQOacet
h™* g SSV no dia 138. Porém, mesmo que as velocidades especificas
estejam proximas, o coeficiente de liberacdo de orto-fosfato e consumo
de acetato (Ypoa/cacet) @UmMentou ao longo do tempo, chegando a 0,55 e
depois a 0,76 mol P-PO, mol™ Cact NO dia 30 e 138, respectivamente.
Estes coeficientes obtidos para a liberagdo e consumo de ortofosfato
indicaram o estabelecimento e a intensificagdo da atividade de PAO no
sistema. Resultados semelhantes foram obtidos em sistemas para
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enriquecimento de PAO utilizando acetato como fonte de AGV (0,64
mMolp.pos moIC,Ace{l), enquanto valores mais baixos de Ypoa/cacet fOram
encontrados quando o proprionato foi a fonte de carbono (0,35 mol P-
PO, mol? Cac) (WEISSBRODT et al, 2013b). A captacdo e o
armazenamento de acetato com a degradacdo do poli-fosfato sdo
mecanismos acoplados um ao outro na célula devido as limitagdes
metabdlicas e, portanto, a razdo entre eles deveria ser constante
(JENKINS; TANDOI, 1991). No entanto, os dados da literatura
mostram variagdes (0,25 a 0,75 mol P mol™ C) para esta razdo, as quais
foram fortemente influenciadas pelo pH do meio (SMOLDERS et al.,
1994; WEISSBRODT et al., 2013b). O pH no presente estudo foi
controlado em 7,5, mas outros fatores como as razdes C:P e Ca:Mg
modificadas nos dias 30 e 42, respectivamente, podem ter influenciado
no pH afluente e nas comunidades microbianas, aumentando a atividade
de PAO e consequentemente 0 Ypos/c acet-

As andlises de FISH demonstraram aumento das céulas
hibridizadas com a sonda PAOmix e diminuicdo das células coradas
com GAOmix ao longo do periodo experimental. A Figura 38B traz
imagens dos dias 42 e 138, que representam esta mudanca na
comunidade microbiana. No dia 42, é possivel observar manchas verdes
referentes aos GAO, fortes competidores aos PAO nas condicdes
operacionais aplicadas, enquanto que no dia 138 foram observados raros
pontos verdes. Ainda no dia 42, nota-se maior area azul ao redor do
floco quando comparada com o dia 138, representanto outras
comunidades que ndo PAO e GAO. Estes resultados demonstram o
enriquecimento de PAO no presente sistema.

Os resultados de sequenciamento de amplicon de nova geragdo
baseado no gene 16S rRNA (Figura 38C) revelaram que no primeiro
més de start-up houve uma consideravel selecdo do género CPB (0,8-
17% da contagem total de leitura) e “Ca. Competibacter” (3-11%), 0s
quais sdo GAO. Entre o dia 1 e o dia 30 a atividade de PAO pode ser
atribuida ao género Tetrasphaera, o qual se mostrou abundante neste
periodo (4-9,5%). Tetrasphaera pode ser considerada como PAO e séo
geralmente detectadas em estacbes reais EBPR, apresentando
metabolismo de fermentagdo de glicose diferentemente das “Ca.
Accumulibacter” (KRISTIANSEN et al., 2013; WEISSBRODT et al.,
2012). O enriquecimento de “Ca. Accumulibacter” foi induzido apenas
ap6s o dia 30 (0-4%, dia 1-30). O aumento gradual na abundancia
relativa de “Ca. Accumulibacter” (4-80%) e dimuicdo concomitante das
Tetrasphaera (4-0%) foram observados do dia 30 ao dia 140. Junto a
selegdo de “Ca. Accumulibacter” nota-se 0 aumento da populagdo de
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Dechloromonas, com abundénica relativa de 0-4 % em 30 dias,
chegando a maxima abundancia no dia 62 (30%), e posterior queda até o
fim do periodo experimental (2%). Dechloromonas spp. foram descritas
como populagdes acompanhantes de “Ca. Accumulibacter”, e também
foram propostas como supostas PAO (KONG et al., 2007). O aumento
na relagcdo COD:P de 8:1 para 16:1 no dia 30 pode ter sido o fator que
desencadeou a mudanga populacional partir deste dia, para o
enriquecimento em “Ca. Accumulibacter”. A principio, ndo parece
intuitivo que a reducdo de fosfato no meio tenha liderado o aumento na
abundancia de PAO. Porém, as mais altas concentragGes de fdsforo
afluente no inicio da operacdo podem ter conduzido a precipitacdo de
minerais, como a estruvita (NH;MgPO,-6H,0), limitando os ions de
fosfato para o metabolismo das PAO. Esta observacdo é suportada pela
evolucdo da fracdo inorganica do lodo (Figura 36 C), a qual chegou ao
valor méaximo de 57% no dia 30.

Producao de exopolimero do tipo alginato (ALE)

Considerando que a matriz de exopolimeros é constituida por
uma mistura de compostos e que os polimeros que conferem a formacéo
de gel sdo a parte organica, os resultados abaixo serdo descritos tanto
baseados nos sélidos totais de ALE (STaLg) como nos solidos volateis
de ALE (SVaLg). Isto leva a maiores rendimentos de ALE quando se
referem as razdes de SSV do que de SST. A fracdo de massa organica e
inorgénica foram medidas em sete amostras de ALE e variou entre 64-
T7% e 23-36%, respectivamente. Durante o primeiro més de operacgdo, a
producdo de exopolimeros acompanhou a granulagdo, aumentando de
0,20 2 0,30 g STace 9 SVom ™ (0,15 a 0,21 g SVare g SVum™) partindo
dos flocos inoculados até o inicial lodo granular no dia 30 (Figura 39A).
A populagdo de GAO (soma dos géneros “Ca. Competibacter”, “Ca.
Contendobacter”, e CPB_S60) foi predominante neste periodo (3-23%)
(Figura 39 B). Do dia 30 ao dia 41 nota-se um platd com produgéo
média de 0,26 + 0,06 g STale g SVimt, € em seguida uma crescente
producdo de ALE até o dia 60 com 0,53 g STae g SVom - (Figura 39A),
com o concomitante crescimento de PAO (soma de “Ca.
Accumulibacter, Tetrasphaera e Dechloromonas) no sistema (12-68 %)
(Figura 39B). Uma elevada fracdo de massa de exopolimeros foi
mantida com sucesso (0,48-0,53 g STae @ SVt e 0,30-0,40 com
relacdo a SV) nos granulos enriquecidos com PAO (55 + 15%, maximo
83%) durante o periodo compreendido entre os dias 60 e 140,
demonstrando a estabilidade do sistema e da produgdo a longo prazo
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(Figura 39A-B). Em geral, a elevada producdo de exopolimeros foi
conseguida juntamente com uma granulagdo robusta, sob condicGes de
selecdo para PAO.

Figura 39: Produgdo de exopolimeros em condigdes de enriquemcimento de
PAO em lodo granular. (A) Evolugao da fracdo de massa dos exopolimeros em
termos de sélidos totais e volateis; (B) Evolugdo dos organismos heterotréficos
de crescimento lento PAO (soma de “Ca. Accumulibacter, Tetrasphaera e
Dechloromonas) e GAO (soma de “Ca. Competibacter”, “Ca. Contendobacter”,
e CPB_S60 ). Area cinza escuro: start-up antes da adaptacéo de C:P de 8 para
16 m/m do dia 30; Area cinza claro: primeiro platd de exopolimeros e periodo
onde ocorreu a adaptagdo da razdo Ca: Mg de 0,37 para 1 mol/mol. Area
branca: Segundo platd de exopolimeros e estabilidade do sistema.
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Foram identificadas fortes correlagBes (Tabela de Pearson no
Apéndice C) entre as condi¢des aplicadas, a selecdo bacteriana e a
produgdo de exopolimeros. O aumento progressivo da carga organica
volumétrica de 0,3 a 2,0 g DQO,. d* Lg™ e a adaptacdo da relagdo C:P
de 8 a 16 g DQOAc g™ P (dia 30) contribuiram para a selecdo de PAO e
producdo de exopolimero. O equilibrio da razéo Ca’":Mg* de 0,37 para
1 mol Ca mol™* Mg no dia 42 sustentou o acimulo de exopolimeros
formadores de hidrogel, atingindo um segundo platé a 0,50 g STae g
SVpm a partir do dia 50 em diante. A matriz de exopolimero formada sob
tais condicdes foi altamente resistente sendo que a maior producéo de
exopolimeros  correlacionou-se  fortemente com a  crescente
predominancia de PAO.

Fracbes de massa de granulos de duas estacdes Nereda®, em
Utrecht e Groningen (Paises Baixos) foram analisadas neste estudo para
ter base de comparaco, resultando em 0,21+0,004 g STae g STom™ €
0,2 £ 0,015 g STae 0 STbm'l, respectivamente. Nestas ETE, a
comunidade microbiana foi determinada por sequenciamento de
amplicon de nova geracdo, identificando o género Tetrasphaera como o
organismo predominante, tanto em Utrecht (28%), quanto em Groningen
(12 %). No estudo de Seviour et al., (2011), o lodo granular enriquecido
com “Ca. Comipetibacter” apresentou uma fracdo de massa de 0,20 g
STepsGranuan 9 ST. Ja 0 ALE extraido por Lin et al. (2010), de lodo
granular de um reator piloto tratando esgoto municipal, apresentou uma
fracdo de massa de 0,16 g TSale g'l SVpm. No estudo de 80 dias de
Yang et al. (2014), com condi¢des de enchimento rapido e longa fase de
aeracdo, alcangou-se granulagdo selecionando organismos heterotréficos
de crescimento rapido como Pseudomonas, Clostridium, Thauera e
Arthrobacter, com méxima fracdo de ALE em 0,15 g TSaie g~ SVom.
Gubser (2015) obteve altas fracdes de ALE (0,37 g STare g~ STpm) de
um lodo floculento altamente enriquecido com “Ca. Accumulibacter”.
Portanto, ALE esteve presente tanto em lodo floculento tanto em
granular nesses estudos. Porém a elevada fragdo de ALE (acima de 30%
m/m) obtida no presente estudo (com 0,53 gTSaLe g'l SVpm Nos dias 62
e 139) e por Gubser (2015) foram relatadas apenas em lodo enriquecidos
com “Ca. Accumulibacter”. Do ponto de vista pratico, o desempenho
dos sistemas de lodo granular dependem da presenca de PAO, como
“Ca. Accumulibacter”, para a remogdo (e possivel recuperagdo) do
fésforo. Os beneficios da alta producdo de ALE por estes organismos
podem estar relacionados com a maior estabilidade dos granulos, além
do potencial de recuperacao de biopolimero com alto valor agregado.



205
4 — Resultados e discussao

Caracteristicas do ALE extraido do lodo granular enriquecido com
“Ca. Accumulibacter”

A anédlise térmica do expolimero foi realizada por meio de
termogravimetria (TGA), a qual mostrou a estabilidade térmica dos
extratos de exopolimeros e 0 mesmo perfil de degradacdo em todas as
amostras analisadas (dias 1, 30, 84 e 115) (Figura 40A). Todas as
condigdes durante as analises foram mantidas iguais para comparar o
comportamento de degradagdo das amostras. Os biopolimeros
apresentaram 3 processos de degradacdo térmicos, sendo o primeiro
referente a volatilizacdo da agua e remocdo de umidade na faixa de
temperatura até os 100 °C. Os outros dois processos estdo mostrados nos
termogramas da Figura 40A. O segundo processo ocorreu na faixa de
temperatura de aproximadamente 200 °C, sendo a perda de massa (30-
50%) atribuida a decomposicdo do polimero pela desidratacdo dos anéis
de sacarideos, quebrando as ligagcdes C-H e as ligacdes glicosidicas (C-
0-C) da cadeia principal de polissacarideos (SARKER et al., 2014).
Nesta transi¢do, a decomposicdo do suposto acido alginico ocorreu e a
perda de massa foi causada pela perda de CO, da cadeia polissacaridica
(SOARES et al., 2004). Pela presenga dos grupos COOH (&cidos
carboxilicos) no suposto alginato, estes podem descarboxilar nesta faixa
de temperatura. Este fendmeno resulta na terceira etapa de
decomposicdo do material na faixa de temperatura de 500-600 °C
(JABEEN et al., 2016) com perda de massa de 20 a 30%. Nesta
transicdo, Na,CO; é formado junto ao material carbonizado pela
decomposicdo térmica do &cido alginico que se decompfe em N,. A
decomposicdo leva a formacao de residuos de Na,CO3 sob a atmosfera
de ar, onde os residuos carbonaceos sdo totalmente degradados em
temperatura acima de 600 °C. As fases de decomposicdo do
exopolimero produzido no presente estudo teve alta similaridade com os
termogramas de materiais puros de &cido alginico, como o sal comercial
alginato de sodio originario de algas marrons (BEKIN et al., 2014;
JABEEN et al., 2016; SARKER et al., 2014; SOARES et al., 2004;
SWAMY; RAMARAJ, 2010). Portanto, o exopolimero extraido no
presente estudo demostrou um comportamento de decomposicao térmica
do tipo alginato, durante todo o periodo experimental.

A propriedade de formacdo de gel dos exopolimeros de
granulos enriquecidos em “Ca. Accumulibacter” foi confirmada
qualitativamente, como mostrado na Figura 40B. Uma pelicula em gel
fina foi formada apds secagem de alginato de sodio (Na-ALE). Além
disso, tipicas morfologias de granulos (beads) de alginato de calcio (Ca-
ALE) foram formadas, expressando a caracteristica de hidrogéis do
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presente biopolimero. Esta forte capacidade de formacédo de gel, confere
ao exopolimero formado o grande potencial para competir com o
alginato comercial para aplicagcbes especificas, nas quais uma
composi¢do pura ndo é necessaria. Na inddstria de papel, por exemplo,
ALE sdo capazes de aumentar a resisténcia a agua das fibras de papéis
(LIN et al., 2015) e na industria civil, ALE podem evitar o ressecamento
de concretos (PICKEN; ZLOPASA; KOENDERS, 2014). Portanto,
além do lodo granular oferecer perspectivas para atingir critérios
rigorosos de qualidade de efluentes tratados, também apresenta alta
prospeccdo para a biorrefinaria de exopolimeros, do tipo alginato.

Figura 40: Comportamento de alginato identificado no exopolimero produzido
em lodo granular enriquecido em “Ca. Accumulibacter”. (A) Decomposicao
térmica dos extratos dos dias 1, 30, 84 e 115 e as porcentagens de material
organico e inorganico identificadas em cada dia. (B) Representacdo fotografica
do &cido alginico extraido e posterior formagéo do filme de alginato de sddio e
dos granulos de alginato de calcio.
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No contexto da biorrefinaria, o fator mais importante para a
aplicabilidade de ALE estd diretamente relacionado com a capacidade
de formac&o de gel. No entanto, o conhecimento da composi¢ao quimica
deste complexo exopolimero é interessante para a investigacdo dos
mecanismos de biossintese e de melhoramento da qualidade e produgéo
destes exopolimeros. Basicamente, todos os compostos que se dissolvem
em alto pH e temperatura fazem parte da complexa matriz de ALE. O
teor de material inorganico dos ALE de granulos enriquecidos com “Ca.
Accumulibacter” foi de 23 e 24 % (Figura 40 e Figura 41A). Esta fracéo
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de cinzas é maior do que aquelas encontradas em alginato proveniente
de algas (< 10%) (ROSS et al., 2011). Este elevado teor inorganico pode
estar relacionado as elevadas concentragdes de fosfato e célcio no
afluente do presente sistema, 0s quais, possivelmente, sdo incorporados
na célula e na matriz de EPS-ALE.

Os polissacarideos ou tipos de glicosideos (por exemplo,
proteoglicanas) foram considerados importantes macromoléculas na
gelificacdo de EPS (Seviour et al., 2009). O exopolimero do presente
estudo apresentou caracteristicas de formagdo de gel, no entanto, a
fracdo de polissacarideo detectada foi muito abaixo do esperado. A
quantidade de carboidratos totais através do método fenol-sulfurico
(DUBOIS et al., 1956) foi medida em uma amostra de ALE produzido
em granulo enriquecido com “Ca. Accumulibacter” resultando em uma
média de 57 + 14 mg PSgiiceq - ALEst (74 % 18 mg PSgiiceq 9™
ALEgy), 0 que equivale a 57 % (mps/maest). Lin et al. (2010),
utilizando o alginato puro como padrdo equivalente na analise,
identificaram maiores quantidades de polissacarideos (486 MQaiginato.eq
gaLe, 48,8 %) em ALE extraido de lodo granular de um reator piloto
tratando esgoto municipal, definindo estes compostos como 0s mais
importantes constituintes de ALE granular. Portanto, é possivel que com
a utilizacdo apenas do método fenol-sulfurico (glicose equivalente),
alguns polissacarideos sejam omitidos. Testes foram realizados no
presente estudo para a detec¢do de uma solugdo padrdo de glucosamina,
a qual ndo foi identificada por este método. A glucosamina é um dos
monossacarideos mais abundantes e faz parte da estrutura de alguns
polissacarideos como a quitina e a quitosana. A verificagcdo da presenca
de glucosamina nos extratos de ALE foi, entdo, confirmada pela analise
cromatografica HPAE-PAD, sendo detectada em um tempo de retencédo
de 7,9 min. A concentracdo média de glucosamina foi de 36 = 1,9 umol
L?, resultando em aproximadamente 1% de ALE de granulos
enriquecidos com “Ca. Accumulibacter”. N-acetilglucosamina foi
previamente detectada em lodo granular enriquecido em “Ca.
Accumulibacter” pelo mesmo método (GUBSER, 2015) e também
utilizando andlise de fluorescéncia de ligacdo por lectina
(WEISSBRODT et al., 2013a). Portanto, a glucosamina é apenas um
exemplo de possiveis polissacarideos que compdem a matriz de ALE,
mas que nao foram detectados pelo método de Dubois neste estudo.
Deste modo, se faz necesséria a otimizacdo dos métodos de deteccdo de
carboidratos inseridos em matrizes complexas.

A fracdo de proteina no ALE granular enriquecido por “Ca.
Accumulibacter” foi quantificada pelo método Bradford, obtendo valor
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de 0,30 mg PNgsa-eq Mg ALE , com porcentagem de 30% de ALE total.
Para confirmacéo desta fracdo, o teor de proteinas também foi verificado
pelo método de BCA, encontrando um resultado préximo em 0,33 mg
PNgsaeq Mg ALE (33 %). A fragdo protéica de ALE esteve abaixo do
limite de detec¢do na caracterizacdo de ALE granular no estudo de Lin
et al., (2010). Assim como polissacarideos, as proteinas também sdo
capazes de formar gel (HUANG et al., 2002). Porém, no estudo de
Seviour et al. (2009), a resisténcia do gel EPS de granulos foi
independente do teor de proteina, e os polissacarideos foram os
responsaveis pela gelificacdo do EPS. Em produtos alimenticios, 0s
compostos proteinas-polissacarideos estdo comumente envolvidos na
formacdo de hidrogéis. Ligacfes covalente e ndo-covalentes cruzadas se
formam entre as cadeias destes polimeros restringindo seus movimentos.
Hidrogéis sdo tipos de géis capazes de, reversivelmente, absorver e
exalar agua ou fluidos bioldgicos (inchar e desinchar) (WEST et al.,
2007). No presente estudo, foi utilizada a técnica SDS-PAGE para a
deteccdo de proteinas de ALE granular enriquecido com “Ca.
Accumulibacter” e os resultados foram bandas ndo definidas como
manchas (smear band), sugerindo a presenca de glicoproteinas
(proteinas que contém cadeias de oligossacarideos covalentemente
ligados as cadeias laterais de polipeptideos), as quais ndo se dissociam
no gradiente SDS. Portanto, com o alto teor de proteina encontrado no
presente estudo, é possivel que o ALE granular seja um hidrogel
constituido pelas macromoléculas proteina-polissacarideo ligadas entre
si, como as glicoproteinas.

A espectroscopia de Raman foi uma ferramenta Util para
identificar detalhes da estrutura quimica do ALE extraido de lodo
granular enriquecido em “Ca. Accumulibacter”. O espectro de Raman
esta mostrado na Figura 41, e demonstrou varios picos tipicos de
polissacarideos (432 cm™) e de ligages glicosidicas (C-O-C) (530-540,
855-899, 1090-1095, 1125-1227 cm™) (MAQUELIN et al., 2002). Este
resultado reforga a subestimacédo do teor de polissacarideos encontrado
pelo método fenol-sulfirico discutido anteriormente. Os &cidos
manurdnicos (M) e gulurdnicos (G) sdo os mondmeros que compdem as
moléculas de alginato e seus residuos podem ser identificados na
espectroscopia de Raman nas bandas 1100 cm™(bloco M) e 1025 cm™
(bloco G) (PEREIRA et al., 2003; SARTORI; FINCH; RALPH, 1997).
No complexo exopolimero analisado neste trabalho o pico do bloco G
ndo foi identificado, enquanto que do bloco M foi presente. A presenca
de proteinas pode ser demonstrada com o acentuado pico do aminoacido
fenilalanina em 1003 cm™ (MAQUELIN et al., 2002). Além disso, o
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espectro de Raman mostra pico em 1672 cm™ referente & amida I, o qual
representa um modo vibracional das proteinas ou lipideos (HAYASHI;
MUKAMEL, 2008; OLIVEIRA et al., 2012). Lin et al. (2010) ndo
detectaram picos de Raman referentes a proteinas em ALE de granulos
cultivados com esgoto municipal em um reator piloto. Os resultados
fornecidos pela espectroscopia de Raman corroboram com as analises de
proteinas discutidas acima e também sugerem a presenca de ligacdes de
glicoproteinas.

Figura 41: Composi¢do quimica do ALE de lodo granular enriquecido com
“Ca. Accumulibacter”. Espectrdmetro de Raman com picos referentes aos
polissacarideos, incluindo o bloco M tipico de alginato, e proteinas.
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No presente estudo, andlises de LFBA em fatias de granulos
enriquecidos com “Ca. Accumulibacter” detectou varios tipos de
glicoconjugados, como a- ¢ B-N-acetilgalactosamina (a- e B-GalNAC),
B-N-acetilglucosamina  (B-GIcNAc), 4&cido sialico (&cido  N-
acetilneuraminico) e a-fucose, evidenciando a presenca das
glicoproteinas (Figura 42). Os detalhes das lectinas com seus respectivos
glicoconjugados estdo especificados no Apéndice C. A presenca de
diferentes glicoconugados também foi detectada por LFBA em granulos
predominados por “Ca. Accumuliacter” no estudo de Weissbrodt et al.
(2013a). No geral, a composicdo quimica detectada no presente ALE
granular enriquecido com “Ca. Accumulibacter” demonstrou ser uma
complexa matriz de polimeros com elevada presenca de material
inorganico, proteinas e polissacarideos em suas mais variadas estruturas
e combinagBes (aminossacarideos e glicoproteinas). A unido e
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harmonizacdo destas macromoléculas conferiram ao presente
exopolimero um comportamento tipico de alginato, com caracteristicas
tipicas de um hidrogel. Deste modo, a recuperacdo deste material a
partir do esgoto insere as ETE na economia circular, transformando um
residuo em um produto valorizado para a sociedade.

Figura 42: Deteccdo de glicoconjugados em fatias de granulos enriquecidos
com “Ca. Accumulibacter”. As lectinas HPA ¢ VGA revelaram a presenga de a-
e B-GalNAc, respectivamente. A lectina WGA detectou os glicoconjugados -
GIcNAc e acido sialico. Lectina AAL demosntrou existéncia de a-fucose.
Imagens em tamanho original com o tamanho de pixel sendo 0,3um. As
imagens digitais CLSM foram gravadas por Neu & Kuhlicke (UFZ Magdeburg,
Alemanha).
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4.4.4 Conclustes

Os resultados obtidos permitem as seguintes conclusdes:

1) As condi¢bes de processo aplicadas (completo consumo
anaerébio do acetato, C:P = 8 g DQO g™ P) favoreceram uma
granulagdo robusta (IVLs = 26,7 mL g'l SSV, Dmegio=310 pm) e
producéo de exopolimeros (0,30 g STace g~ SVpm) sob a inicial
predominéncia de GAO (23%).
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2) Adaptac6es no sistema (C:P = 16 g DQO g™ P, Ca:Mg = 1 mol
Ca mol™ Mg e carga organica especifica ~200 mg DQOacet d™
g™ SSV) levaram a construcéo de uma substancial e resistente
matriz de exopolimero (maximo de 0,53 g STale g'l SVpm) em
um lodo altamente enriquecido com PAO (80%) especialmente
pelo género “Ca. Accumulibacter”.

3) Os exopolimeros produzidos neste estudo apresentaram
comportamento de decomposi¢do térmica e de formacdo de gel
semelhante ao do alginato comercial. Além disso, a composicéo
quimica predominada por proteinas, polissacarideos e
glicoconjugados confere ao exopolimero a caracteristica de
hidrogel, validando a natureza valiosa e sustentavel do produto
recuperado de lodo granular residual.

Em sintese, no presente estudo foram obtidos resultados que levam
ao estabelecimento de biorrefinaria de exopolimeros agregada a
tecnologia de lodo granular. Partindo da responsabilidade ambiental
com a conversdo da matéria organica poluente em biomassa, este
trabalho traz suporte para o alcance da sustentabilidade, com
transformacdo do lodo residual em um novo recurso com alto valor
agregado.
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5 s DISCUSSAO INTEGRADA

“Living sustainably means recognizing that we
are an inseparable part of the web of life, of
human and nonhuman communities, and that
enhancing the dignity and sustainability of any
one of them will enhance all the others.”
(Fritjof Capra, 2004)

Esta tese partiu de um estudo descritivo em um sistema piloto
complexo que se aproxima as situacdes reais (SEI), em direcdo as
correlagbes em sistema de bancada sob condigbes bem definidas e
controladas (SEIIl), trazendo de volta a aplicacdo tecnoldgica o
conhecimento elementar para a granulacdo, a remocéo de nutrientes e a
recuperacao de exopolimeros no tratamento de esgoto sanitario.

Nos estudos realizados no reator em escala piloto (SEI), com
esgoto sanitario de baixa carga (0,6-1,0 g DQOsqver L:* d?), as
condi¢Bes operacionais foram direcionadas para a granulacdo e a
remocdo de nutrientes. Em uma primeira estratégia operacional (EO1),
na qual o RBS foi operado com enchimento rapido (3 min), seguido de
uma fase de repouso (10 min) e posteriormente um longo periodo aerado
(211 min), a formag&o de grénulos (d > 290 um) foi alcancada em 56
dias, a partir de inoculacdo com lodo ativado floculento. As
concentracdes efluente de DQO e aménia (55 mg DQO L™, 14 mg
NH,"-N L™ obtidas neste sistema atingiram os padrdes de langamento
nacional, porém notou-se um acUmulo substancial de nitrito (16 mg
NO,-N L™) e pouca formacdo de biomassa (0,7 g SSV L), além de
baixa remocdo de fosforo (33%). Para fins de comparagdo, em uma
segunda estratégia operacional (EO2), na qual o RBS foi operado com
enchimento prolongado (20 min), seguido de um longo periodo aerado
(203 min), foram formados granulos maiores (d > 450 um) também em
56 dias. As concentracdes efluente de DQO, amoénia e fésforo (62 mg
DQO L™, 17 mg NHs-N L™, 2 mg Prow L ™) atingiram os padrdes de
langamento nacional e também os mais restritivos do estado de Santa
Catarina (< 60 mg DBO Lle<4 mg Protal L'l), porém o acimulo de
nitrito SZO mg NO,-N L™ e a baixa concentragdo de biomassa (1,5 g
SSV L) no sistema também foram observados. Portanto, com relagéo a
eficiéncia de processo, em ambas as estratégias ocorreu a granulacdo € o
efluente tratado atingiu os padrfes de qualidade nacional e estadual. No



213
5 — Discussdo integrada

entanto, observou-se a desintegracdo dos granulos apds 274 dias do
experimento (EO1), bem como no processo de remoc¢do bioldgica de
nutrientes observou-se a conversdo incompleta das outras espécies de
nitrogénio (NOX) e do fésforo.

Em um segundo momento, considerando a importancia dos
organismos acumuladores de fésforo (PAQO) para a remogéo bioldgica
do fésforo e para uma granulagdo madura e compacta, um reator RBS de
bancada foi operado para avaliar o potencial destes organismos na
producdo de exopolimeros. As condicGes de sele¢do de PAO permitiram
um enriquecimento de 80% de abundéancia relativa destes micro-
organismos e alto potencial para a biorrefinaria de exopolimero do tipo
alginato (>50% m/m) dos sistemas de lodo granular no tratamento de
esgoto.

Uma vez que a tecnologia de granulos traz consigo o principio
de alta retencdo de biomassa e a intensificacdo de processo de remocgao
de nutrientes, o presente estudo traz a luz uma discussdo, baseada
principalmente na dindmica microbiana, para elucidar os processos
ocorrentes acoplados as suas limitacGes nas situacfes testadas. A seguir,
sdo apresentadas as principais constatagdes do estudo.

Em termos de caracteristicas dos granulos:

O SEl, utilizando esgoto sanitario de baixa carga, demonstrou
capacidade na formacdo de granulos. O tempo de granulagdo de
aproximadamente dois meses foi mais rapido que aqueles reportados em
escala real e mais lento do que os estudos de laboratério. Granulos
maiores e mais densos foram obtidos em sistema de maior carga
organica aplicada e enchimento prolongado, no entanto ainda foram
granulos considerados pequenos quando comparados com os estudos de
bancada com esgoto sintético e com estudo em um Nereda® em escala
real. Nos granulos foram identificados protozoarios, como consequéncia
do material particulado afluente, coabitando com as bactérias, indicando
a importancia desta relacdo na estrutura granular em sistemas
alimentados com esgoto sanitario. O sequenciamento de nova geragéo
evidenciou a preferencial selecdo dos organismos heterotréficos
ordinarios (OHO) em ambas EO no SEI. O fato de o consumo da DQO
se estender durante a fase de aeracdo e a operacdo do reator ocorrer
nesta fase com o nivel de OD na saturagdo, contribuiram para a sele¢éo
preferencial de OHO. Estes sdo organismos de rapido crescimento, que
podem facilmente superar os organismos de crescimento lento, como
PAO e GAO. Além disso, a uma velocidade de crescimento
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relativamente rapida, tal como a obtida com o crescimento aerobio, o
aparecimento de micro-organismos filamentosos e estruturas espalhadas
(finger type) conduziu a formagdo de grénulos irregulares, levando a
desestabilizacdo do sistema.

Os fendmenos de granulacdo e desintegracdo foram observados
no SEI, os quais foram acompanhados pela producdo de polissacarideo.
Durante o periodo em que os granulos foram mantidos no sistema,
observou-se as maiores razdes PS/PN, indicando forte participacdo dos
polissacarideos na sustentacdo da matriz do EPS granular. No entanto, a
granulagcdo conseguida nestas condigdes para remocdo de C e N
selecionou preferencialmente linhagens da familia Rhodocyclaceae,
principalmente do género Thauera e Zoogloea, organismos de
crescimento rapido, os quais ndo foram suficiente para garantir um
processo estdvel. Outras populages da mesma familia de
Rhodocyclaceae, porém de crescimento mais lento, como o género "Ca.
Accumulibacter”, proporcionaram uma melhor formagdo de
bioagregados compactos e estaveis com alta produgédo de EPS (SEII).
Portanto, Rhodocyclaceae ¢ uma familia de grande importancia na
producdo de EPS nos sistemas granulares, mas os géneros fazem a
diferenca na estabilidade dos bioagregados.

A coesdo dos granulos esta ligada ainda ao fornecimento de
substrato através da profundidade do biofilme. O rapido consumo de
substrato nas camadas externas (aerdbias ou andxicas) do biofilme por
organismos de crescimento rapido, como 0os OHO, pode ter conduzido a
limitacdo de substrato nos nucleos dos granulos formados pelo SEI,
tornando-os mais susceptiveis a desintegracdo. Por outro lado, a selecéo
preferencial para organismos de crescimento lento conduziu ao consumo
mais lento e a uma penetracdo mais longa do substrato organico no
interior de granulos (SEII). Portanto, condigbes que selecionem o0s
organismos de crescimento lento e previnem a proliferacdo das
populagdes de crescimento rapido sdo cruciais para manter um forte
estado de agregacdo. Embora a granulacdo tenha sido alcancada no
tratamento de esgoto sanitario de baixa carga em clima subtropical para
apenas remocao de C-N, atendendo as legisla¢fes ambientais, o biofilme
granular ndo foi estavel em uma operagdo em longo prazo. Dessa forma,
condicBes operacionais que selecionem corretamente 0s organismos de
crescimento lento (por exemplo, PAO, mas também GAO, nitrificantes,
anammox) devem ser utilizadas na perspectiva de se conseguir a
estabilidade do lodo granular. A concepc¢do de uma operagdo anaerdbia-
aerdbia ¢ um importante fator para selecionar PAO como pré-requisito
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para uma granulacdo robusta, enquanto também permite a BNR
completa.

Em termos de remogao de nutrientes:

A estratificacdo microbiana confirmada nas anélises FISH
revelou as bactérias oxidadoras de aménia (AOB) dominando a camada
externa do granulo formado em SEI (EO1), enquanto bactérias
oxidadoras de nitrito (NOB) e desnitrificantes estavam em baixas
incidéncias nas camadas internas. A informacdo adquirida pela qPCR
corroborou com a alta atividade das nitrificantes. A domin&ncia de AOB
sobre as NOB na camada externa é mais favoravel para utilizar o
oxigénio, o que pode ter resultado na repressdo das NOB e no acumulo
de nitrito reportado no SEI. Fatores fisico-quimicos foram relacionados
com tal falha repetitiva no presente sistema piloto, executado em um
contexto de clima quente e costeiro, tendo como exemplo, a temperatura
elevada e a concentracdo de amonia livre. As AOB efetivamente
superaram as NOB nas condi¢fes mesofilicas experimentadas no SEI
(18-30°C) e as concentragBes de amonia livre se encontraram dentro da
faixa de inibicdo das NOB.

A remocdo completa do nitrogénio foi, claramente, limitada
pelo processo de desnitrificacdo. Em lodos granulares, a nitrificacdo e a
desnitrificagdo podem ocorrer simultaneamente (NDS) durante a
aeracao, dependendo da fracdo e do tamanho dos grénulos, da atividade
microbiana e, portanto, da profundidade de penetragdo de OD e dos
receptores de elétrons nitrogenados (NOy). Porém, o tamanho reduzido
dos granulos formados durante as estratégias operacionais no SEl,
resultaram em biovolumes quase que exclusivamente aerados dentro dos
bioagregados. Assim, o OD fornecido em nivel de saturacdo durante a
aeracdo promoveu a nitrificacdo, mas definitivamente impediu a
desnitrificagdo simultanea. A reducdo de NOy ocorreu principalmente
durante a fase de repouso em EO1 e na fase de enchimento em EO2. Os
genes catabolicos detectados pela gPCR evidenciaram rotas metabdlicas
de desnitrificacdo via nitrito, desnitrificacdo autotrofica, desnitrificacdo
completa e incompleta. Além disso, o sequenciamento de nova geragéo
revelou altas abundancias dos organismos heterotroficos desnitrificantes
(DHO) no SEI, sendo os géneros mais abundantes Thauera da familia
Rhodocyclaceae em OS1, e Comamonas da familia Comamonadaceae
em OS2. No entanto, os organismos heterotréficos desnitrificantes, por
serem facultativos e de crescimento rapido, se sobressaem facilmente
frente aos outros organismos, mas sua atuacdo na desnitrificagdo esta
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limitada ao carbono organico disponivel e a condicdo de anoxia
apropriada. Portanto, por mais que eles sejam predominantes, nao
contribuiram para maiores atividades desnitrificantes, uma vez que esses
organismos também podem utilizar o oxigénio como receptor de
elétrons.

A remocdo de fdsforo era esperada ser conseguida pelo
consumo do carbono nas camadas anaerdbias dos granulos obtidos na
OS1. Porém, o rapido consumo pelos OHO aerdbios da pouca matéria
organica fornecida, além dos pequenos granulos formados néo
propiciarem condic¢des anaerdbias no interior dos granulos, dificultaram
0 desenvolvimento de PAO. Em OS2, com o enchimento anaerdbio
prolongado, a remocdo bioldgica de fosforo foi melhorada com a
identificacdo de PAO por sequenciamento e FISH. Porém, a atividade de
PAO ainda foi considerada baixa para um EBPR estavel. A selec¢do de
uma quantidade trés vezes maior de PAO no sistema seria necessaria
para este fim. Esta situag&o seria melhorada a partir de uma concepgéo
apropriada de um seletor anaer6bio no reator. CondicGes totalmente
anaerobias devem ser garantidas evitando o escape de qualquer receptor
final de elétrons para a fase anaerdbia, o que ndo foi o caso nas
estratégias operacionais do SEIl, uma vez que o nitrito e/ou nitrato
acumulou ao longo das fases de aeracdo. Outra limitagdo para o
desenvolvimento de PAO no SEI, foi a limitada quantidade de acetato
no esgoto afluente, e insuficiente tempo de contato anaer6bio para
permitir a hidrolise da matéria particulada, seguida pela producdo e
absorcéo de AGV por PAO.

Em termos de condic¢des operacionais:

A transferéncia da tecnologia de lodo granular requer
consideracdes especificas das condi¢des locais para que a engenharia de
operagdo do RBS alcance eficiente granulacdo e BNR. Em geral, as
falhas nos desempenhos dos processos BNR do lodo granular, cultivado
em esgoto sanitario de baixa carga (SEl, EO1 e EO2), devem ser
corrigidas pelo tempo das fases operacionais: enchimento, anaerdbia e
de aeracdo; controle do nivel de OD; e acréscimo de AGV durante o
start-up, caso necessario. A utilizacdo de um seletor anaerébio é um pré-
requisito para a selecdo de PAO ou GAO, como agentes microbianos de
agregacao robusta e granulagdo (SEII). A hidrdlise total, conversdo e
captacdo da matéria organica afluente em condicdes anaerobias
completas (isto é, auséncia de qualquer receptor de elétrons) é uma
prioridade para este fim. Um tempo de contato anaerébio substancial
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pode ser conseguido no reator por uma alimentacdo em fluxo ascendente
lento através de uma cama de lodo concentrada ou pela operacdo de uma
fase anaerdbia com mistura ap6s a alimentag&o.

O controle da fase de aeracdo & necessario para promover a
remogdo de nitrogénio e fosforo com o crescimento de biomassa,
evitando sua perda por respiracdo enddgena prolongada. A duracdo da
fase de aeracdo e o controle do nivel de OD sédo fatores especificos a
serem manipulados para estes fins, em funcdo da condicdo de
temperatura. O acUmulo de nitrito deve ser evitado por meio da
prevencdo da inibicdo das NOB por AL, com a prolongagdo da fase de
aeracdo. O escape de qualquer receptor de elétrons (OD, nitrito e
nitrato), da fase de aeracdo para a fase de enchimento anaerébio, deve
ser prevenido pelo controle do OD, seja para NDS ou para NDA e/ou
pela inclusdo de uma posterior fase andxica para reduzir concentracdes
residuais de NO,. Estimular o crescimento de anammox
guimioautotréficas também pode ser uma solugéo.

A ecologia microbiana deve ser integrada para compreender as
comunidades dos processos de lodo granular. As diferentes operagdes
mostraram ter impacto nas composi¢Ges bacterianas subjacentes. A
gestdo dos fatores de selecdo é necessaria para que as principais rotas
metabolicas de interesse sejam projetadas. Além das comunidades
principais, as comunidades paralelas, tais como micro-organismos
hidrolisadores e fermentadores, que sdo importantes para o fornecimento
de DQO prontamente biodegradavel para PAO e GAO, a partir da
matéria organica complexa do esgoto sanitario.

Em termos de biorrefinaria de exopolimeros:

Apobs a discussdo dos processos de eficiéncia em engenharia
com base na dindmica microbiana, tem-se clara a importancia dos
organismos heterotréficos de crescimento lento, tais como os PAO, nos
processos de granulacdo e de remocdo de nutrientes em sistemas RBS de
lodo granular. Uma vez que a agregacdo dos micro-organismos é
facilitada e suportada pelos EPS, os PAO foram aqui pensados como
fortes agentes produtores desta matriz. De fato, as condi¢des aplicadas
de selecdo para organismos de crescimento lento (completo consumo
anaerobio do acetato) favoreceram uma granulacdo robusta e producéo
de exopolimeros (0,30 g STace g SVpm) sob a inicial predominancia de
GAO. O aumento do teor de calcio, o qual pode ajudar nas ligacdes
entre as cadeias poliméricas, levaram a construcdo de uma substancial e
resistente matriz de exopolimero (maximo de 0,53 g STale g Sme'l) em
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um lodo altamente enriquecido com PAO (80%), especialmente pelo
género “Ca. Accumulibacter”. Os exopolimeros produzidos neste estudo
apresentaram comportamento semelhante ao do alginato comercial.
Além disso, a composicdo quimica predominada por proteinas,
polissacarideos e glicoconjugados conferiu ao exopolimero a
caracteristica de hidrogel, validando a natureza valiosa e sustentavel do
produto recuperado de lodo granular residual. Em sintese, no presente
estudo foram obtidos resultados que levam ao estabelecimento de
biorrefinaria de exopolimeros agregada a tecnologia de lodo granular.
Partindo da responsabilidade ambiental com a conversdo da matéria
organica poluente em biomassa, este trabalho traz suporte para o alcance
da sustentabilidade, com transformagdo do lodo residual em um novo
recurso com alto valor agregado.
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6 s CONCLUSOES

“Eu t0 te explicando pra te confundir
Eu t6 te confundindo pra te esclarecer
T6 iluminado pra poder cegar

T6 ficando cego pra poder guiar”

(Tom Zé, 1976)

Esta tese traz como primeira mensagem que “a granulacédo e a
remocao de nutrientes podem ser alcancadas em sistemas de tratamento
de esgoto e que estdo intimamente ligadas a ecologia microbiana
resultante das condi¢Ges operacionais do reator”, respondendo a
hipdtese 1. Buscou-se na elucidacdo microbioldgica acoplada aos
processos de conversdes de nutrientes e de producdo de EPS para chegar
a principal conclusao de que é possivel obter granulagdo robusta do lodo
e remocgao completa de nutrientes, porém medidas operacionais devem
ser tomadas a fim de controlar o crescimento de organismos indesejaveis
e fornecer 6timas condigGes aos organismos desejaveis.

A segunda mensagem estd na potencialidade de “recuperacdo de
exopolimeros do tipo alginato de lodo granular”, respondendo a
hipotese 2. Esta pesquisa deu 0s primeiros passos na demonstracdo da
recuperacdo de exopolimeros valorizados a partir do lodo granular de
estacOes de tratamento de esgoto, trazendo o conceito da economia
circular e biorrefinaria para o saneamento. Esta conclusdo geral foi
adquirida em funcéo das seguintes conclusoes especificas deste trabalho:

1) A granulagdo (d > 200 um) foi obtida no RBS alimentado com
esgoto sanitario de baixa concentracdo (DQO <200 mg DQOxsjavel L
). Os granulos apresentaram a coabitacdo de protozoarios e
bactérias, indicando a importancia desta relagdo nos grénulos. As
condi¢des aplicadas (ciclo de 4 h, alimentagdo rapida e aeracdo
prolongada) permitiram a remocdo de DQO e de nitrogénio
amoniacal através da nitrificacdo parcial com acimulo consideravel
de nitrito (média de 16,5 mg NO,-N L™) e emissdo de N,O (2,8%
da carga total de nitrogénio). A dominéncia de AOB nas camadas
externas do granulo acoplada a presenca de amonia livre no meio
resultaram na repressdo de NOB e consequentemente no acimulo
de nitrito. Os genes catabdlicos das conversdes de nitrogénio
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2)

3)

mostraram evidéncias das seguintes rotas metabdlicas: nitrificacdo
parcial, desnitrificacdo via nitrito, desnitrificacdo autotrofica,
desnitrificagdo completa e incompleta. Firmicutes e Bacteroidetes
se mostraram envolvidos na via de desnitrificacdo completa até N,.

Diferencas operacionais demonstraram melhoras quanto as
caracteristicas de sedimentabilidade dos granulos, ao acimulo de
biomassa no sistema e a remocdo de fosforo quando se aplica
enchimento lento (EO2- 20 min) no lugar de enchimento em um
Unico pulso rapido (EO1- 3 min). Baixo acimulo de biomassa em
ambas as EO foi observado, como resultado da respiracdo
enddgena, insuficiente hidrdlise do material particulado e alta
pressdo de selecdo hidraulica. Em ambas EO, o consumo da DQO
foi em grande parte aerdbio, o que selecionou preferencialmente os
organismos heterotroficos ordinérios (OHO) de crescimento répido.
Esse baixo acimulo de biomassa, devido a perda de OHO, pode
estar associado ao fen6bmeno da respiracdo enddgena, como
consequéncia dos longos periodos de fome (famine) em regime de
aeracdo com concentragcdo de OD proxima ao nivel de saturacdo. Os
altos niveis de OD também prejudicaram o processo de
desnitrificagdo. O tempo de contato entre a biomassa e o afluente,
ligeiramente mais longo fornecido pelo regime de alimentacdo mais
lento em EO2 (2 min), foi propenso para aumentar a hidrolise da
matéria organica particulada, porém ainda insuficiente para a
completa hidrélise do material particulado em matéria organia
biodegradavel e posterior fermentacdo desta em acidos graxos
volateis. Desta forma, notou-se uma inicial selecdo de PAO e de
remogdo de fosforo neste sistema, mas sendo ainda um terco da
remogao necessaria para o estabelecimento de EBPR.

Medidas de operagdo que selecionem heterotroficas PAO ou GAO
no lugar de OHO séo essenciais para uma granulagdo estavel com
completa remocdo de nutrientes. A utilizacdo de um seletor
anaerobio, durante o qual ocorra a hidrolise total, conversdo e
captacdo da matéria organica afluente, é um pré-requisito para este
fim. Um tempo de contato anaer6bio substancial pode ser
conseguido por uma alimentacdo de fluxo ascendente lento através
de uma cama de lodo concentrada ou pela operagcdo de uma fase
anaerébia com mistura ap6s a alimentacdo. O controle da duracédo
da fase de aeracdo e o controle do nivel de OD é necessario para
promover a remocdo de nitrogénio e fosforo com o crescimento de
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4)

5)

biomassa, evitando a perda de biomassa por respiracdo enddgena
prolongada. O escape de qualquer receptor de elétrons (OD, nitrito e
nitrato), da fase de aeracdo para a fase de enchimento anaerdbio,
deve ser prevenido pelo controle do OD, seja para nitrificacao-
desnitrificacdo  simultdneas (NDS) ou para nitrificacdo-
desnitrificagdo alternadas (NDA) e/ou pela inclusdo de uma
posterior fase andxica para reduzir concentragdes residuais de NOX.
Estimular o crescimento de anammox quimioautotroficas também
pode ser uma solugdo. A gestdo dos fatores de selecdo dos micro-
organismos € necessaria para que as principais rotas metabélicas de
interesse sejam projetadas.

Alta correlagdo dos fendmenos de granulagdo-desintegracdo com a
producdo de EPS demonstraram o fundamental papel destas
sushtancias na estrutura granular. Granulos formados em RBS com
ciclos predominantemente aerébios, alimentado com esgoto
sanitario para remocdo de carbono e nitrogénio, ndo foram
suficientemente fortes para uma operacdo em longo prazo e se
desintegraram apés 274 dias. Os granulos fofos formados
predominantemente por OHO/DHO da familia Rhodocyclaceae
(géneros Thauera e Zoogloea) demonstraram substancial relacdo
com a produgdo da matriz EPS, mas que néo trouxe estabilidade
suficiente ao biofilme granular. No entanto, granulos formados em
RBS operando em ciclos com fases anaerdbio-aerdbias,
proporcionando condigdes para o enriquecimento de PAO, foram
compactos, robustos e duradouros, formados predominantemente
pelo género “Ca. Accumulibater”. O lento consumo do substrato
por esses organismos, proporcionando maior penetracao no interior
do granulo, pode explicar a qualidade do grénulo formado. Portanto,
0s processos robustos de lodo granular devem ser direcionados para
condicOes de selecdo de PAO, independentemente se o tratamento
objetiva somente a remocdo de C-N.

As condigdes de processo com completo consumo anaerébio do
acetato e C:P igual a 8 gpgo ge' favoreceram uma granulacio
robusta e producdo de exopolimeros (0,30 g STace g™ SVpm) sob a
inicial predominancia de GAO (23%). Adaptagdes no sistema com
C:P de 16 g DQO g™ P e Ca:Mg igual a 1 mol Ca mol™ Mg e carga
organica especifica de aproximadamente 200 mg DQOpc d™ g™
SSV) levaram a construcdo de uma substancial e resistente matriz
de exopolimero (maximo de 0,53 g STaLe g'l SVpm) em um lodo
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6)

altamente enriquecido com PAO (80%) especialmente pelo género
“Ca. Accumulibacter”.

Os exopolimeros recuperados de lodo granular enriquecido em PAO
apresentaram comportamento de decomposi¢do térmica e de
formac&o de gel semelhante ao do alginato comercial. Além disso, a
composicdo quimica predominada por proteinas, polissacarideos e
glicoconjugados confere ao exopolimero a caracteristica de
hidrogel, validando a natureza de alto valor agregado ao produto
recuperado de lodo granular residual. Como principal resultado para
a ciéncia e pratica de sistemas de lodo granular e biorrefinaria, este
trabalho enfatiza como a selecdo para PAO de crescimento lento
promove mdltiplos beneficios. As vantagens estdo desde a
intensificacdo do processo por meio da estabilizacdo do lodo
granular e remocdo de fosforo (e sua possivel recuperacdo), até a
captura de carbono com a valorizagdo dos exopolimeros.
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7 » RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

“E necessario fazer outras perguntas, ir atrds
das indaga¢bes que produzem o novo saber,
observar com outros olhares através da histdria
pessoal e coletiva, evitando a empdfia daqueles
e daquelas que supbem ja estar de posse do
conhecimento e da certeza.”

(Mario Sergio Cortella, 2009)

A partir do trabalho realizado, esta tese deixa as seguintes
recomendacdes para as futuras pesquisas com lodo granular:

Em termos de operacdo do reator piloto:

Estudar adaptacGes na configuracdo do ciclo RBS, quanto ao
enchimento, aeracdo e sedimentacdo a fim de reduzir o tempo de start
up da granulacdo, melhorar a estabilidade dos granulos e a remogéo
completa de nutrientes. Verificar as rotas de emissdes de N,O,
utilizando regimes NDS e NDA nos ciclos operacionais. Realizar a
gestdo operacional do reator em funcdo da variabilidade sazonal de
cargas aplicadas e temperaturas.

Em termos das andlises realizadas:

Melhorar o método fenol-sulfdrico de anélises de
polissacarideos utilizando outros padrdes além da glicose . Uma
importante tarefa consiste também em ter um método forte e preciso
para medir com precisdo as composi¢des PS e PN do EPS, incluindo
amino&cidos e glicoproteinas. As amostras de FISH devem ser também
preservadas para a deteccdo de bactérias gram-positivas. O
sequenciamento de nova geracdo deve também ser realizado para a
regido v4 do gene 16S rRNA para a verificagdo de bactérias anammox.
Além do sequenciamento se baseando no DNA, analises com base no
RNA sdo de grande importancia para afirmar atividades e funcdes
metabolicas. Analises de metagen6mica e metaprotedmica podem ser
realizadas afim de aprofundar o conhecimento do ecossistema
microbiano de lodo granular.
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Em termos da recuperacao de exopolimero:

Avaliar a producdo de exopolimeros do tipo alginato pelo lodo
granular de um reator alimentado com esgoto sanitario. Testar condicfes
operacionais em bancada, como limitagdo de nutrientes, para aumentar a
producdo de exopolimeros. Verificar as caracteristicas fisico-quimicas
deste biopolimero extraido do lodo granular e buscar aplicacdes
tecnolégicas para 0 mesmo. Além do alginato, a verificacdo da
recuperacdo dos EPS intracelulares como os PHA seria interessante,
uma vez que estes biopolimeros sdo alternativos aos plasticos
polipropileno e poliestireno derivados do petréleo.
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APENDICE A

Material completar ao Item 3 que corresponde aos materiais e métodos.

Tabela 10: Composi¢do do esgoto sintético e as adaptagbes realizadas.
Composicdo baseada em Weissbrodt et al. (2013b).

Composto Formula Unidades Concentracao afluente
molecular
Inicial Dia Dia
30-42 42-140

Fonte de carbono

Acetato de sédio C,H;0,Na.3H,0 mgpoo LT 1000
mmola. L 15,63

Sulfato de MgSO,.7H,0  mmolL™ 093
magnésio
Cloreto de calcio CaCl,.2H,0 mmol L 0,25 0,93
Fonte de nutrientes
Razéo C:P oo gP™ 8 16
Fosfato mae L
dihidrogenado de ~ KH,PO, 9 125 62,5
potassio
mmol, L 2,02
Razéo C:N Opoo Nt 20
Cloreto de amdnia ~ NH,CI mgy L 50
moly L™ 3,57
Aliltioureia C4HgN,S mg L* 5,0
Extrato de levedura mg L? 2,0
Peptona mg L 2,0
Casefna mg L 2,0
Solugdo de mL L 0,76

elementos tracos®

? (LOPEZ-VAZQUEZ et al., 2009)

A metodologia de FISH pode ser dividida nas seguintes etapas
(Figura 43):

1) Coleta e fixacdo das amostras: a amostra coletada do licor
misto foi estocada por no maximo 24 horas em geladeira até ser fixada.
A mesma foi lavada em 200 mmol L de tampdo fosfato de sodio (pH
7,2) e fixada para deteccdo de bactérias gram negativas através da
adicdo de paraformaldeido (PFA) 4% (3 volume de PFA:1 volume de
suspensdo de biomassa) e em seguida de etanol (EtOH) 99,9% (1
volume EtOH : 1 volume de suspensdo de biomassa). Para a fixagdo das
bactérias gram positivas, ndo ha a adicdo de PFA, apenas de EtOH na
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mesma proporc¢do citada acima. A amostras fixadas foram conservadas e
armazenadas em congelador (-20 °C).

2) Corte transversal de granulos: Apo6s os granulos serem
fixados foram submetidos a corte transversal para a analise da
comunidade microbiana nas camadas do granulo. Preparou-se entdo
fatias de granulos de 40 um de espessura a partir de amostra de granulos
fixados, congelados e incorporados em Tissue-Tek® O.C.T. Utilizou-se
um criostato (CM 1850, Leica, Alemanha) a -40°C pertencente ao
Laboratério Multiusuario de estudos em biologia (LAMEB) da UFSC.

3) Preparagdo das laminas e desidratagdo das células: As fatias
dos granulos foram colocadas em laminas microscopicas recobertas com
Poli-L-Lisina, enquanto as amostras de licor misto homogeneizadas
foram dispostas em laminas recobertas com gelatina (0,1%). As células
foram desidratadas em banho de etanol (50%, 80% e 100%).

4) Hibridizacdo das células com as sondas fluorescentes: apds
desidratadas, as células foram expostas a diferentes concentragdes de
solugdes de formamida (de acordo com o recomendado para cada
sonda®). Em seguida, foi adicionada a sonda contendo o marcador Cy3
na posicéo 5’ do RNA. Para sondas com sequéncias similares (menos de
trés bases diferentes) foram utilizadas sondas competidoras evitando
resultado falso-positivo. A hibridizagdo ocorreu em um recipiente
fechado e protegido da luz, onde a lamina foi entdo incubada por 1,5 a 4
horas a 46°C. Apds a incubagdo, adicionou-se 0 4,6-diamidino-2-
phenylindol (DAPI) em uma concentragdo de 10 ug mL™ sendo a lamina
posteriormente incubada por mais 20 min a 46°C.

5) Lavagem das laminas para otimizagdo da estringéncia: apds
hibridizagdo, as células foram lavadas para retirada do excesso da
solugdo de formamida e de sonda. Para tanto, foran adicionados 10 pL
da solug¢do de lavagem com concentracdo especifica (de acordo com a
porcentagem de formamida utilizado na hibridiza¢ao) para cada sonda e
as laminas foram incubadas por 20 min a 48°C. O tampao de lavagem
foi removido com agua destilada a 4°C e as laminas foram secas em
local desprovido de iluminagdo e em temperatura ambiente.

6) Adicdo de anti “fading” (CitiFluor): algumas gotas da
solucdo de anti “fading” foram adicionadas sobre a amostra a fim de
evitar que houvesse perda da fluorescéncia e posteriormente, coberta
com a laminula.

® Site consultado para obter informag®es sobre as sondas especificas:
http://probebase.csb.univie.ac.at/
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7) Observagdo das laminas em microscopio: a ligacdo da sonda
(com fluorocromo do tipo Cy3) com a sequéncia complementar no
rRNA ¢ detectada por microscopia de epifluorescéncia (microscopio
Olympus modelo BX-41). Na estimativa de abundancia de células
hibridizadas com a sequencia complementar do rRNA, 10 campos foram
escolhidos aleatoriamente e consideradas as células coradas com DAPI
como representante de 100% do total de micro-organismos. O
processamento das imagens foi realizado utilizando o software ImageJ
software (versdo 1.50i, USA).

Figura 43: Representagdo esquematica simplificada da técnica de FISH.
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Fonte: Fernandes (2013)
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APENDICE B

Material completar ao Item 4, subitem 4.2

ESCLARECENDO FALHAS NO DESEMPENHO DO LODO GRANULAR
NO TRATAMENTO DE ESGOTO SANITARIO SOB CONDIGOES DE
CLIMA SUBTROPICAL

Figura 44: Monitoramento das eficiéncias de remocdo de DQO soluvel e
total, nitrogénio amoniacal (NH4) e fosforo total (P total) no reator RBS
com LGA nas duas estratégias operacionais EO1 e EO2.
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Figura 45: Velocidades volumétricas de consumo de DQO, nitrogénio
amoniacal e fésforo ao longo do tempo em cada EO.
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Figura 46: Velocidades especifica de consumo de DQO, nitrogénio
amoniacal e fésforo ao longo do tempo em cada EO.
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Figura 47: Perfil da temperatura ao longo dos 200 dias operados em cada
esta estratégia operacional avaliada.
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Figura 48: Perfil da carga organica volumétrica e especifica nas duas EO ao
longo de 200 dias. A carga organica especifica € também conhecida como
relacdo Alimento/Micro-organismo (A/M)
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Figura 49: Células bacterianas hibridizadas com as sondas de FISH
descritas em cada foto. Imagens de FISH d&o suporte aos resultados fisico-
quimicos encontrados e principalmente atua como uma ferramenta auxiliar a
técnica de sequenciamento de amplicon.

EO2 NSO190 — dia 165 20pm

EO1 NSO190 - dia 156 20 Lm

EO2 PAOmix — dia 165

EO2 NEU - dia 91 20 um
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Esclarecendo falhas no desempenho do lodo granular no tratamento de esgoto
sanitario sob condi¢des de clima subtropical

Figura 50: Resultados do sequenciamento de amplicons das amostras
coletadas durante EO1 e EO2. OTU com abundancia relativa menor que
0,03% nao foram inseridos neste grafico.
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APENDICE C

Material completar ao Item 4, subitem 4.4

RECUPERAGAO DE EXOPOLIMERO DO TIPO ALGINATO DE LODO
GRANULAR FORMADO POR PAO: “DO LODO RESIDUAL A UM
PRODUTO VALORIZADO”

Tabela 11: Coeficiente de Pearson das correlagdes entre a producdo de ALE e
as varidveis carga organica volumétrica, razdo C:P e Ca:Mg, e abundancia

relativa de PAO e GAO. (n=29)

Carga C:P Ca:Mg ALE PAO GAO

Mgac A’ Lr?  mMgacd' Le®  mMolcaMolwg”  Grsace Gvsom” (%) (%)
Carga 1,0 0,9 0,7 0,7 0,7 -0,2
C:P 0,9 1,0 0,8 0,7 0,7 -0,4
Ca:Mg 0,7 0,8 1,0 0,8 0,8 -0,5
ALE 0,7 0,7 0,8 1,0 0,6 -0,3
PAO 0,7 0,7 0,8 0,6 1,0 -0,7
GAO -0,2 -0,4 -0,5 -0,3 -0,7 1,0

Tabela 12: Lectinas com sinal positivo nas amostras de granulos enriquecidos

com “Ca. Accumulibacter”.

Lectinas detectadas

Abreviatura

Especificidade da lectina (Tipo
de ligacdo)

FITC?

Musa paradisiaca Ban

Helix Pomatia HPA a-GalNAc

Lycopersicon LEA B-GlcNAc, GIcNAc(B1-4)GIcNAC

esculentum

Morniga G MNA-G Galactose

Vicia graminea VGA Gal(p1-3)GalNAc(a-0-clustered

Triticum vulgaris WGA GlcNAc(B1-4)GIcNACc, acido
sidlico

Alexa48s’

Aleuria aurantia lectin -~ AAL a-Fucose
Fuc(a1-6)GIcNAc, Fuc(al-
3)GalNAc; Fuc(al-2)Gal(pB1-
4)[Fuc(a.1-3/4)]Gal(B1-4)GIcNAc

Cancer antennarius CCA Acido sialico

crude

9-O-Ac-NeuAc>4-0O-Ac-NeuAc

¥ Todas as lectinas foram marcadas com corante fluorescente verde, chamadas
isotiocianato fluoresceina (FITC) e Alexa Fluor 488. Alexa Fluor 488 é mais

fotoestavel que FITC.



