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RESUMO

A tecnologia de lodo granular aerobio (LGA) demonstra grande potencial em escala real no
tratamento de efluentes diversos. No entanto, ainda existem questdes desafiadoras e limitagdes
relevantes a sua aplicacdo mais ampla, destacando-se a instabilidade dos granulos e perda da
atividade bioldgica, levando a consequente desintegracao. Deve-se levar em conta nos projetos,
que o clima (temperatura e regime de chuvas) e a composi¢ao do esgoto local se diferenciam,
afetando diretamente o desempenho do sistema. Neste contexto, esta tese de doutorado,
realizada na Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) em cooperagdo com a Faculdade
de Engenharia da Universidade do Porto (FEUP), teve como objetivo principal avaliar o
processo de granulacdo e a estabilidade da biomassa granular, para diferentes condi¢des
operacionais, com foco na variagdo de carga organica (COV), relagdo carbono e nitrogénio
(C:N) e fontes de substrato organico. No SE-I (reator piloto-alimentado com esgoto sanitario),
foram aplicadas duas razdes de troca volumétrica (RTV: 50 e 75%). Na RTV mais elevada, a
biomassa apresentou uma fragao de granulos > 80% apds 4 meses de operacao, com morfologia
heterogénea e estruturas espalhadas (finger type), no entanto boa sedimentabildade (Indice
Volumétrico de Lodo-IVL3o < 70 mL gSST L) foi observada. O aumento da RTV de 50 a 75%
provou ser uma estratégia importante para a estabilidade do LGA, especialmente durante
periodos chuvosos, quando a carga carbonacea ¢ diluida (COV <0,4 kgDQOs m™ d!). As
proteinas (PN) foram a componente predominante das substancias poliméricas extracelulares
(EPS), com o dobro de concentragdo comparadas aos polissacarideos (PS). Na RTV de 75%
houve maior conteudo de EPS, suportado pela maior abundincia relativa das familias
Saprospiraceae ¢ Flavobacteriaceae. O aumento da troca volumétrica ndo afetou o
desempenho do reator, produzindo efluente de acordo com a legislacdo nacional. A DQO foi
removida principalmente na fase anaerdbia do ciclo, em ambas as estratégias (> 90% para
RTV=75%). A nitrificagdo na RTV=50% foi efetuada principalmente por Nitrospira ssp., € na
RTV=75% por Nitrosomonas ssp. e Nitrospira ssp. (em duas etapas). Na segunda etapa da
pesquisa, utilizou-se o sistema SE-II, com 2 reatores em paralelo alimentados com efluente
sintético (C:N=5 e 10, e fontes de carbono simples e complexa). A granulagao foi favorecida
na relacdo C:N=5, na qual 40% dos granulos apresentaram diametro (D) acima de 500 pym. Na
C:N=10, os granulos foram menores (200 pm <D < 500 pm), mas com morfologia uniforme e
6tima sedimentabilidade (IVL30 e IVLs <30 mL gSST L™!). A razdo PN/PS foi influenciada
pela composicao do carbono no afluente, devido ao aumento da producdo de PS sob relacio
C:N=5, e o consumo na relagdo C:N=10. Em ambas as relagdes C:N e para os diferentes
substratos organicos foram alcancadas elevadas remogdes de carbono (~90%) e nitrificagdo
completa (N-NO, <2 mg L no efluente). A oxidagio do nitrogénio amoniacal alcangou 90%
para C:N=10. Nesta condicdo, a ocorréncia de organismos como Zooglea e Flavobacterium,
corroborou para a formagao de granulos maduros e estaveis. Em conclusdo, a granulagdo e a
manutengao da estabilidade do sistema LGA foram favorecidos com uma maior razao de troca
volumétrica (75%). A complexidade do substrato organico impactou negativamente as
atividades dos microrganismos, devido os produtos intermediarios das vias metabolicas da
glicose e aminoacidos. Organismos associados a estabilidade da biomassa granular foram
favorecidos na C:N=10. No geral, ¢ possivel desenvolver biomassa granular com esgoto
sanitario, no entanto, o uso de estratégias operacionais para selecionar microrganismos ¢
necessaria, para que as principais rotas metabolicas de interesse sejam favorecidas, a fim de
manter a operagao estavel do sistema de tratamento bioldgico.

Palavras-chave: Tratamento de esgoto sanitario. Reator em bateladas sequenciais. Lodo
granular aerobio. Estabilidade granular. Remog¢ado de nutrientes.






ABSTRACT

Aerobic granular sludge (AGS) technology has been showing a great potential for the treatment
of several types of wastewater on full-scale plants. However, there are still challenging issues
and limitations to be addressed, e.g. the granules instability and loss of biological activity which
leads to disintegration. Theses drawbacks should be considered since climate (i.e., temperature
and rainfall) and the composition wastewater differ from place to place, which affects directly
the system performance. In this context, this doctoral thesis conducted at the Federal University
of Santa Catarina (UFSC) in cooperation with the Faculty of Engineering of the University of
Porto (FEUP), aimed at evaluating the granulation process and the stability of granular biomass
under different operational conditions by focusing on the variation of organic loading rate
(OLR), carbon to nitrogen ratio (C:N) and organic substrate sources. In the first part of the
research, for the pilot reactor fed with municipal wastewater, the highest VER (volumetric
exchange ratio) applied of 75% led to increase in the granules fractions over 80% after 4 months
of operation. Granules presented a heterogeneous morphology, finger-type structures however
good settling properties (Sludge Volume Index-SVIzo < 70 mL gTSS L) were observed. The
increase in the VER from 50 to 75% proved to be an important strategy for the AGS stability,
especially during rainy periods, when the carbon concentration is lower (OLR <0.4 kgCOD m"
3 d!). Proteins (PN) were the predominant component of extracellular polymeric substances
(EPS) since concentrations were doubled when compared to the polysaccharides (PS). Under
the strategy of VER of 75%, EPS content was higher, which was in accordance with the higher
relative abundance of Saprospiraceae and Flavobacteriaceae families. The VER increase did
not affect the effluent quality, which was in accordance with Brazilian regulations. COD was
removed mainly in the anaerobic phase in both strategies (> 90% for VER=75%). The
nitrification in VER=50% was carried out mainly by Nitrospira ssp., and in VER=75% by
Nitrosomonas ssp. and Nitrospira ssp. (in two steps). In the second part of the research, two
reactors were run in parallel fed with synthetic wastewater comprised by different nitrogen
ratios (C:N=5 and 10), and simple and complex carbon sources. Granulation was favored in the
C:N=5 ratio, in which 40% of the granules showed diameter (D) above 500 pm. Under C:N=10,
the granules were smaller (200 um <D < 500 pm), but presented uniform morphology and
excellent settling proprieties (SVI3o and SVIs <30 mL gTSS L™!). Carbon composition in the
influent influenced the PN/PS ratio, since there was an increase in PS concentration under the
C:N=5 ratio, while a decrease was observed for the C:N=10 ratio. High carbon removals
(~90%) and complete nitrification (NO2-N <2 mg L' ) were achieved in both C:N ratios.
Ammonium oxidation reached 90% for C:N=10. In this condition, the presence of organisms
such as Zooglea and Flavobacterium contributed to the formation of mature and stable granules.
In conclusion, the granulation and maintenance of the AGS stability were favored with higher
VER (75%). The complexity of the organic substrate hindered the microbiological activity, due
to the intermediary products the metabolic pathways of glucose and amino acids. Higher C:N
(10) favor the development of organisms associated with the stability of granular biomass.
Hence, this work shows that it is possible to successfully cultivate granular biomass with
municipal wastewater. However, the factors management to select microorganisms of interest
is necessary, in order to foster main metabolic pathways and, thus, maintain a more stable
operation of system.

Keywords: Municipal wastewater treatment. Sequencing batch reactor. Aerobic granular
sludge. Granules stability. Nutrients removal.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONTEXTUALIZACAO

Os processos bioldgicos sdo os mais utilizados e explorados dentre as varias tecnologias
existentes para o tratamento de esgoto sanitario, principalmente pela sua eficiéncia na remogao
da matéria organica (DBO). No entanto, quando sao projetados para remocao de nutrientes,
esses demandam grande area de implantagdo e elevado consumo energético, devido as varias
etapas exigidas para o tratamento. Dessa forma, a busca por tecnologias mais compactas, com
remocao simultanea de matéria orginica e de nutrientes, torna-se indispensavel, tendo em vista
a crescente expansao demografica nas cidades e consequente aumento na geracao de esgoto.

Os sistemas de lodo granular aerébio (LGA) (comercialmente conhecida como
Nereda®) foram desenvolvidos nos ultimos 20 anos e sdo preferencialmente aplicados em
reatores operados em bateladas sequenciais (RBS), os quais dispensam o uso de decantadores,
bem como o retorno de lodo ao reator bioldgico, corroborando a necessidade da remocao
simultanea de matéria organica e nutrientes, em sistemas mais compactos (DE BRUIN et al.,
2004; LAYER et al., 2019).

Os granulos aerobios sdo formados a partir da auto agregacdo de microrganismos e
substancias poliméricas extracelulares (do inglés extracellular polymeric substances- EPS),
sendo considerados como uma formagdo especial de biofilme, constituidos por estruturas
compactas, regulares e densas, com diametro variando entre 0,2 e 3,0 mm (ZHU et al., 2013).
No geral, o processo de granulagao se inicia pela formagao de agregados densos a partir do lodo
utilizado como ino6culo, posteriormente passando para a forma de lodo granular e finalmente
para granulos maduros e compactos (FRANCA et al., 2018).

Os estudos sobre LGA concentraram-se na compreensao dos fatores que promovem a
granulagdo aerobia, incluindo: 1) condi¢des de partida do reator, com ou sem in6culo (WANG
et al., 2018 ; XAVIER et al., 2018); ii) composicao do substrato em termos de relagdo C:N e
C:P (ZHANG et al., 2018; MUSZYNSKI E MILOBEDZKA, 2015), iii) pressdo de selegdo por
meio da variacao do tempo de sedimentacao (BEUN; VAN LOOSDRECHT; HEIJNEN, 2002);
e ainda iv) estratégias de alimentac¢do, configuracdo do reator e caracteristicas hidrodinamicas
(DERLON et al., 2016; SADRI MOGHADDAM; ALAVI MOGHADDAM, 2015).

As pesquisas sobre LGA no Brasil se originaram no Laboratorio de Efluentes Liquidos

e Gasosos da Universidade Federal de Santa Catarina (LABEFLU-UFSC). Os estudos sobre
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granulagdo iniciaram em escala piloto utilizando apenas esgoto sintético (JUNGLES et al.,
2011), seguido da variagao de carga organica por meio da adigdo de esgoto sintético ao esgoto
real (JUNGLES; CAMPOS; COSTA, 2014) e com esgoto sanitario real (WAGNER; COSTA,
2015; WAGNER; COSTA, 2013) para diferentes condi¢cdes de operagdo. Além das pesquisas
em relagdo a granulagdo e a eficiéncia de tratamento, o grupo LABEFLU-UFSC também
explorou a modelagem matematica do RBS-LGA e a dinamica do nitrogénio, incluindo as rotas
metabolicas e medi¢des de NoO (DAUDT et al., 2019; GUIMARAES et al., 2017; VELHO et
al., 2017).

1.2 JUSTIFICATIVA

Existem questdes desafiadoras e limitagdes relevantes para a aplicagdo mais ampla da
tecnologia com LGA. A principal dificuldade estd ligada diretamente a instabilidade dos
granulos e a perda da atividade bioldgica e, posteriormente, a sua desintegragao. O conceito de
estabilidade para LGA ¢ aplicado quando ndo ha variagdo na atividade bioldgica e na
distribuicao do tamanho dos granulos, nem ocorréncia de quebra e descarte da biomassa do
reator (FRANCA et al., 2018). Porém, a desintegragdo e a perda dos granulos aerobios sao
relatadas em estudos cuja operagdo dos reatores ocorreu durante longos periodos (>100 dias),
elevando as concentragdes de solidos suspensos no efluente tratado, com reduc¢do do
desempenho do tratamento e, eventualmente, a falha geral do sistema (DERLON et al., 2016;
LEE et al., 2010; WAN et al., 2013). O tempo em que os granulos permanecem integros e
saudaveis, em um sistema de tratamento de efluentes, ainda ¢ imprevisivel. Os principios por
tras da desintegragdo e os fatores que influenciam a instabilidade dos granulos aerdbios, em
reatores funcionando por longo periodo, ndo estdo claramente identificados (LEE et al., 2010;
SHOW; LEE; TAY, 2012; ZHANG; HU; LEE, 2016), tornando-se, portanto, um dos desafios
atuais para o sucesso da aplicacdo da tecnologia LGA.

As propriedades fisicas do LGA e os parametros de monitoramento do sistema tém sido
utilizados para analisar e quantificar a estabilidade dos granulos aerdbios. Como por exemplo,
a presenca de solidos suspensos no efluente tratado, deterioragdo do desempenho de tratamento,
indice volumétrico de lodo, coeficiente de integridade do LGA, analise morfologica e ainda
avaliagdo da hidrofobicidade a partir de substancias poliméricas extracelulares (EPS)

(FRANCA et al., 2018).
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As EPS sdo polimeros viscosos de alto peso molecular que sdo secretados por
microrganismos, semelhantes a uma rede, que podem aderir as células formando uma estrutura
tridimensional densa, protegendo-as contra o estresse externo (MCSWAIN et al., 2005). Esses
polimeros sdo principalmente polissacarideos (PS) e proteinas (PN) extracelulares, acidos
himicos e DNA extracelular. A maioria dos estudos sugere que PS e PN sdo os principais
fatores influenciadores na formagdo de biofilmes e lodo granular (DONG et al., 2017; TAY;
LIU; LIU, 2001c). Entretanto, os mecanismos de producao de EPS e a quantidade necessaria
para formagdo de granulos ainda estdo em discussio (NANCHARAIAH e REDDY, 2018),
assim como sua importancia na biomassa granular ¢ baseada em hipdteses e correlagoes (DING
etal., 2015).

Igualmente, a selecdo de bactérias de crescimento lento durante a operacdo de um
sistema LGA tem se mostrado importante para a formagdo e a estabilidade dos granulos
aerobios (DE KREUK; PRONK; VAN LOOSDRECHT, 2005). O substrato organico
facilmente biodegraddvel, quando fornecido em condi¢des anaerdbias, € convertido
parcialmente ¢ armazenado na forma de polimeros intracelulares, como o0s
polihidroxialcanoatos (PHA) pela microbiota, sendo exemplo os organismos acumuladores de
fosforo (do inglés polyphosphate-accumulating organisms-PAQO) e organismos acumuladores
de glicogénio (do inglés glycogen accumulating organisms- GAQO). Na fase subsequente,
aerdbia ou anodxica, 0os microrganismos estao supridos de receptores de elétrons, como oxigénio
ou nitrito e nitrato, porém na auséncia do substrato organico, eles convertem lentamente o PHA
intracelular, estocado como fonte de carbono, em CO; e novas células. Dessa forma, minimiza
a presenc¢a de organismos heterotroficos de crescimento rapido, o que resulta em granulos mais
densos e lisos, com elevada densidade especifica (DE KREUK; VAN LOOSDRECHT, 2004).
Sendo assim, a capacidade das bactérias em armazenar substratos anaerobicamente desempenha
um papel importante na formacdo e na estabilidade do LGA.

Ressalta-se ainda que, a maioria dos estudos sobre granulacdo aerdbia utiliza reatores
de escala laboratorial com efluentes sintéticos, que contém substratos facilmente
biodegradaveis, como carboidratos ou acidos graxos volateis (acetato e propionato). Esses
efluentes nao sdao representativos dos esgotos sanitdrios reais. Existem poucos relatos
descrevendo o funcionamento do processo LGA em condig¢des reais de baixas cargas (por
exemplo, DQOs afluente inferior a 200 mg L' em média) (DERLON et al., 2016; WANG et
al., 2018b). Sem condicdes especificas (por exemplo, fase anaerdbia longa o suficiente para

permitir lise dos substratos), alguns substratos se mostram muito dificeis, ou mesmo
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impossiveis de serem utilizados anaerobicamente por bactérias, além disso, o impacto de tais
substratos na granulagdo e na estabilidade dos granulos ainda ¢ desconhecido (PRONK et al.,
2015a).

Por outro lado, visto que ha uma tendéncia de aumento do nimero de ETE que adotarao
a tecnologia nos proximos anos, deve-se levar em conta que o clima e a composicao do esgoto
de cada lugar se diferenciam e podem afetar diretamente a atividade dos microrganismos e
como resultado, na eficiéncia dos processos de remocao dos substratos (BASSIN et al., 2019;
GUIMARAES et al., 2018; WU et al., 2012). A proporg¢do de carbono e nitrogénio (C:N) de
efluentes determina a quantidade de carbono disponivel para o organismo funcional, modelando
assim o desempenho do reator e a dindmica populacional microbiana do lodo granular aerébio.
De acordo com Zhang et al. (2018), particularmente em efluentes sanitarios, a relagdo C:N
tipica ¢ de aproximadamente 10,5 a 12,5 a nivel mundial. No entanto, segundo alguns estudos
desenvolvidos no Brasil, a C:N poderia apresentar valores menores, uma vez que a DQO soluvel
oscila entre 170 e 250 mg L' com concentragdes de nitrogénio amoniacal proximas de 30 a 50
mg N L' (GUIMARAES et al., 2018; ROLLEMBERG et al., 2020). Portanto, observa-se que
esta razdo pode variar significativamente em uma ampla faixa. Outro ponto de vista ¢ que os
estudos encontrados na literatura avaliando a relagdo C:N em LGA siao desenvolvidos
principalmente utilizando apenas 4cidos graxos volateis (AGV) como substrato organico (por
exemplo, acetato e/ou propionato) (WANG et al., 2018a, 2019; ZHANG et al., 2018). De
acordo com Layer et al. (2019), a granulacdo e o desempenho dos sistemas LGA sdo comumente
limitados pela composicao dos efluentes. Estudos anteriores mostraram que a fonte de carbono
pode interferir na morfologia, no desempenho do LGA e também nas estruturas internas, como
a producdo de EPS (CAletal., 2019; LAYER et al., 2019; ROLLEMBERG et al., 2019). Dessa
forma, ¢ intuitivo que diferentes substratos organicos podem desenvolver comunidades
microbianas diversas, principalmente, devido a competi¢ao entre grupos funcionais envolvidos
na remog¢ao de compostos carbonaceos, nitrogenados e fosfatados (HE et al., 2018). Portanto,
estudos locais e em menores escalas sdo de extrema importancia para uma melhor compreensao
dos processos e amparar assim a funcionalidade do sistema em escala real. Em sintese, as
condi¢des necessarias para alcancar a granulagdo aerobia sdo bastante diversas. Além dos
fatores apresentados, o modo de operagdo dos reatores pode contribuir para o desenvolvimento
do LGA.

Em termos operacionais, os reatores em bateladas sequenciais podem ter volume

variavel (sobrenadante descartado no nivel intermediério do reator) (GUIMARAES et al., 2018;
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ZHANG et al., 2018) ou volume constante (DERLON et al., 2016; WANG et al., 2018b). A
operagdo em volume constante consiste em alimentacao do afluente pelo fundo do reator
(enchimento ascensional) e, simultaneamente, descarta-se o efluente tratado por uma tubulagao
de saida localizada na parte superior. Operar um sistema LGA em volume constante é a maneira
convencional encontrada em esta¢des de tratamento em escala real. No entanto, as condi¢des
para o desenvolvimento dos granulos e a manutencao da sua estabilidade nesse modo operante,
em longo prazo, nao estao claramente elucidadas.

A presente pesquisa teve como ponto de partida a problematica da granulagdo aerdbia,
manuten¢do da estabilidade e perda da atividade bioldgica, em longo prazo. A primeira etapa
do estudo teve como finalidade avaliar o tempo de formacao e a estabilidade dos granulos, suas
caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas e a eficiéncia no tratamento. A investiga¢do ocorreu
por meio do efeito da troca volumétrica, alterada a partir da mudanga da velocidade ascensional
do afluente em reator em bateladas sequenciais operado com volume constante. Para essa etapa,
optou-se por realizar a alimentacdo no reator com esgoto sanitario, de forma a proporcionar
uma melhor compreensdo, quantitativa e qualitativa, dos processos bioldgicos que ocorrem
neste tipo de sistema em condi¢des mais proximas da realidade. A segunda parte do estudo
(doutorado sanduiche), incluiu a avaliagdo da atividade dos microrganismos e caracteristicas da
matriz EPS para diferentes relagdes C:N e substratos organico (simples e complexos), nessa
etapa foi utilizado efluente sintético, em vez de efluente real, possibilitando controle dos

parametros operacionais para obter informagdes mais especificas.

1.3 HIPOTESES

Diante do pressuposto, as seguintes hipoteses para o desenvolvimento da pesquisa de tese foram

levantadas:

“A formagdo, as caracteristicas e a estabilidade do lodo granular aerdbio, em
longo prazo, dependem das condi¢oes operacionais do reator, e estdo intimamente

i

ligadas a carga organica aplicada.

“As caracteristicas fisico-quimicas e biologicas, bem como a atividade microbiana
da biomassa granular variam conforme a relagdo C:N e fontes de substrato

12

organico do afluente.
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1.4 QUESTOES DE PESQUISA

Para nortear a pesquisa, as seguintes questoes foram estabelecidas:

- Variagdes nas cargas aplicadas interferem nas caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas do

LGA devido a competi¢cdo entre os microrganismos pelo substrato organico?

- Como a variagdo na relagdo C:N do afluente interfere na comunidade microbiana, na

granulacdo e na remog¢ao de nutrientes?

- Substratos mais complexos, de cadeia longa, influenciam na formagao, estabilidade, atividade

e caracteristicas dos granulos?

- A produgdo de substancias extracelulares (EPS) varia em fun¢do da complexidade do esgoto

e, consequentemente, interfere nas caracteristicas do LGA?

1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo geral

Avaliar o processo de granulacdo e a estabilidade do lodo granular aerébio (LGA) em reatores
operados em bateladas sequenciais, submetidos a diferentes condi¢des operacionais, com foco
na variacdo de carga organica, relagdo C:N e fontes de carbono.

1.5.2 Objetivos especificos

e Auvaliar o processo de granulagdo e a estabilidade do LGA durante longos periodos de
funcionamento do reator (> 300 dias), para diferentes trocas volumétricas (50% e 75%)

no enchimento do ciclo operacional.

e Comparar o efeito da relagdo C:N (5 e 10), em termos de DQOs ¢ N-NH4", nas
caracteristicas fisico-quimicas, conversoes de substratos € na sucessao da ecologia

microbiana da biomassa granular.
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e Avaliar o impacto da mudanca de fontes de carbono simples (acetato e propionato) para
complexo (acetato, propionato, glicose e aminoacidos) na formacao, estabilidade,

atividade e caracteristicas dos granulos.



42



43

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 LODO GRANULAR AEROBIO

O lodo granular aerébio (LGA) ¢ apresentado como uma variante de lodo ativado
desenvolvido em reatores aecrados (BEUN et al., 1999; MORGENROTH et al., 1997). Enquanto
em sistemas de lodo ativado convencional, os microrganismos formam pequenos agregados ou
flocos irregulares com tamanho de aproximadamente 50-300 um (LEMAIRE; WEBB; YUAN,
2008), os granulos aerdbios tém por caracteristicas: superficie esférica, estrutura compacta e
densa, e sdo formados a partir de condigdes operacionais especificas do reator, com tamanho
variando entre 0,2 a 3 mm (FRANCA et al., 2018).

O conceito de granulo aerdbio foi definido durante o primeiro encontro sobre lodo
granular aerobio ocorrido em 2004 (DE KREUK; DE BRUIN; VAN LOOSDRECHT, 2005)
sendo: “agregados de origem microbiana, que ndo coagulam sob baixa condicdo de
cisalhamento hidrodindmico, e que sedimentam significativamente mais rapido quando
comparados a flocos de lodo ativado” (DE KREUK; KISHIDA; VAN LOOSDRECHT, 2007).
Mais especificamente, a estrutura compacta e densa proporciona aos granulos aerobios alta
gravidade especifica, resultando em uma excelente capacidade de sedimentagdo, implicando
em resultados muito proximos para o indice volumétrico de lodo (IVL) apds 5, 10 e 30 minutos.
A diferenca entre os valores de IVL registrados apos 10 e 30 min de sedimentagdo tem sido
utilizada para diferenciar o lodo ativado convencional de lodo granular aerébio (DERLON et
al., 2016). A rapida sedimentagdo do LGA permite retencdo de biomassa no sistema e altas
taxas de conversoes volumétricas (MASZENAN; LIU; NG, 2011). Além disso, a flexibilidade
dos valores de tempo de retencao de soélidos (TRS) permite o desenvolvimento de uma
comunidade microbiana mais diversificada no sistema (LOURENCO et al., 2015), incluindo
microrganismos de crescimento lento, reduzindo a velocidade de produgdo de lodo (LIU; TAY,
2007). Além dessas caracteristicas, o tamanho minimo dos agregados que define granulos
aerdbios foi estabelecido em 200 um (DE KREUK; KISHIDA; VAN LOOSDRECHT, 2007).

De acordo com Beun et al. (1999), os granulos aerdbios podem ser considerados um
caso especial de crescimento de biofilme sem material suporte, uma vez que os agregados sao
auto imobilizados, densos e compostos principalmente de bactérias e EPS. A estrutura
tridimensional dos granulos forma gradientes de oxigénio dissolvido e de substratos ao longo

da diregdo radial, levando a estratificacdo em camadas nesses agregados (LIU et al., 2010a;
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WINKLER et al., 2013). Dessa forma, essas camadas desenvolvem microambientes que
possibilitam a presenga de diferentes populagdes bacterianas, como organismos acumuladores
de fosforo (PAO), organismos acumuladores de glicogénio (GAO), bem como bactérias
nitrificantes ¢ desnitrificantes (DE KREUK; HEIINEN; VAN LOOSDRECHT, 2005;
GUIMARAES et al., 2017). Devido a estratificacdo da populagiio microbiana, a remocdo de
matéria organica, nitrogénio e fosforo pode ser alcancada em uma tnica unidade (BASSIN et
al., 2012; DE KREUK; HEIJNEN; VAN LOOSDRECHT, 2005). Portanto, decantadores
secundarios sdo dispensados, reduzindo significativamente a area de implantagdo, custos

operacionais ¢ investimentos em uma ETE (DE BRUIN et al., 2004; PRONK et al., 2015b).

2.2 APLICACAO DA TECNOLOGIA DE LODO GRANULAR AEROBIO

A pesquisa e o desenvolvimento do LGA iniciaram por volta de 1993 na Universidade
de Tecnologia de Delft (TU Delft), sendo que a granulagdo foi relatada, pela primeira vez, em
1997 (MORGENROTH et al., 1997). Desde entdo, a Royal HaskoningDHV, em colabora¢ao
com as empresas holandesas responsaveis pelo saneamento e a TU Delft, delinearam o processo
para atender as aplicagdes comerciais e desenvolveram a tecnologia LGA, comercialmente
denominada Tecnologia Nereda®. Desde 2003, varias plantas piloto estdo em operagdo para
tratamento de efluentes industriais e ndo industriais. O primeiro prototipo Nereda® para
tratamento de efluente industrial foi implementado em 2005 na Holanda. Em paralelo, mais
duas plantas prototipo foram construidas (Africa do Sul e Portugal) para o tratamento de
efluentes ndo industriais, bem como o projeto e construcdo da estacdo de tratamento de esgoto
em escala real na cidade de Epe, na Holanda em 2010-2011 (FRANCA et al., 2018; ROYAL
HASKONINGDHYV, 2018). Em comparacao com os sistemas de lodo ativado convencional, as
plantas operadas com LGA demonstraram melhorias significativas em relacdo a pegada
ecologica (do inglés footprint), qualidade do efluente e economia de energia (FRANCA et al.,
2018). O relatorio recente sobre a planta em escala real em Garmerwolde, Holanda, tratando a
mistura de efluente de origem industrial e sanitario, indicou que apds um periodo inicial de 5
meses, as exigéncias dos padroes de lancamentos de efluentes foram atendidas e o uso de
energia foi 58-63% menor quando comparado com as médias de estacdes utilizando lodos
ativados na Holanda (PRONK et al., 2015b).

No Brasil, reatores Nereda® estdo em sete projetos de ampliagdo ou construcao de novas

estagdes de tratamento de esgoto nos estados de Pernambuco e Sao Paulo e uma estacao ja se
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encontra em funcionamento na cidade de Rio Janeiro, com capacidade média de tratamento de
64800 m® por dia (ROYAL HASKONINGDHV, 2018). Contudo, devido as condigdes
climaticas e ao tipo de esgoto sanitario, diferentes da realidade encontrada na Europa, essa
tecnologia necessita ser mais bem investigada para sua aplicagdo com sucesso em clima tropical

e subtropical.

2.3 FORMACAO DE LODO GRANULAR AEROBIO

A formagdo do LGA ¢é um processo complexo, com interacdes fisico-quimicas e
bioldgicas. A auto imobilizagdo microbiana ¢ induzida por condi¢cdes de estresse ambiental,
envolvendo cisalhamento fisico, interagdes fisico-quimicas ou bioquimicas e ainda por
mecanismos de atra¢do microbiana (LIU; TAY, 2002). Considerando a variedade de espécies
microbianas que sdo capazes de formar granulos, a granulagdo provavelmente depende das
condigdes de operacao do reator, ¢ ndo somente da presenca de populagdes microbianas
especificas (BEUN et al., 1999).

A compreensdo dos aspectos por tras da formacdo do LGA tem sido estudada
extensivamente, assim como a otimizacdo das condi¢cdes operacionais do reator para
desenvolvimento dos granulos aerobios. Até o momento, o sucesso na formacao dos agregados
foi alcangado principalmente em reatores operados em bateladas sequenciais (RBS) (SHOW;
LEE; TAY, 2012). A operacao do RBS ¢ baseada no principio de enchimento e descarte,
consistindo em cinco etapas sucessivas: enchimento, reagdo, sedimentacao, descarte do efluente
tratado e repouso. As caracteristicas do RBS, como a flexibilidade na operagao, regulagdao do
descarte de lodo e as forg¢as de cisalhamento hidraulico uniformes, propiciam um ambiente
adequado para a granulagdo aerdbia.

A granulacdo em RBS ¢ influenciada por uma variedade de fatores e condigdes
operacionais, incluindo: pressdo de selecdo, obtida por meio da variagdo do tempo de
sedimentacdo (BEUN; VAN LOOSDRECHT; HEIINEN, 2002); estresse de cisalhamento
hidraulico ou velocidades superficiais do ar (LIU; TAY, 2002); periodos de inani¢ao no sistema
(LIU; TAY, 2008; SADRI MOGHADDAM; ALAVI MOGHADDAM, 2015); tempo de
reten¢do hidraulica (MUDA et al., 2011); variacdes de pH e temperatura (DE KREUK;
PRONK; VAN LOOSDRECHT, 2005); condi¢des de partida do reator, como indculo (BASSIN
et al., 2019; VERAWATY et al., 2013); composi¢ao do substrato (PRONK et al., 2015a); e
configuracdo do reator (DERLON et al., 2016; ROCKTASCHEL et al., 2013).
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2.3.1 Fatores estimulantes e seletivos na granulagio aerdobia

As forgas de cisalhamento hidrodinamico e os regimes de alimentacao e inani¢do (do
inglés feast-famine period) sdo fatores importantes em RBS. De acordo com Nancharaiah e
Kiran Kumar Reddy (2017), as for¢as de cisalhamento influenciam os aspectos estruturais e
funcionais dos granulos aerdbios, como também a selecdo de microrganismos responsaveis pela
agregacdo no biofilme. Por exemplo, maior for¢a de cisalhamento desenvolve granulos
pequenos e densos.

Beun et al. (1999) relataram que um nivel suficientemente alto de forca de cisalhamento
hidrodinamico durante a aera¢do, concomitante a alta concentracdo de oxigénio dissolvido ¢
favoravel para granulacdo aerobia. Além da atribui¢do na formagdo do LGA por meio da
estimulagdo de colisdes entre particulas, um regime com alta forca de cisalhamento (velocidade
ascensional de ar maior que 4 cm s!), foi proposto para induzir a producdo de EPS, que de
acordo com Tay, Liu e Liu (2002, 2001) ¢ essencial para a formacdo de granulos aerobios.
Sturm e Irvine (2008) desenvolveram um estudo com o objetivo de diferenciar as atribui¢des
da forca de cisalhamento e oxigénio dissolvido (OD) na formagdo de LGA alimentado
aerobicamente. Os resultados apontaram que o OD desempenhou um papel mais significativo,
ja que a granulagdo ndo ocorreu em concentragdes abaixo de 5 mg OD L', mesmo sob alta
forga de cisalhamento.

Em reatores com LGA, a forca de cisalhamento ¢ normalmente representada como
velocidade superficial ascensional de ar (NANCHARAIAH; KIRAN KUMAR REDDY, 2018).
Estudos iniciais mostraram que velocidades superficiais de ar superiores a 1,2 cm s eram
fundamentais para a formagdo de LGA, uma vez que suprimiam o crescimento filamentoso,
melhorando a densidade e a estabilidade dos granulos aerébios (BEUN et al., 1999; LIU; TAY,
2002). Tay, Liu e Liu (2001a) ndo observaram formacdo de LGA quando foi aplicado
velocidade superficial do ar de 0,3 cm s!. Esses autores consideraram que a velocidade
superficial do ar aumentou a produ¢do de EPS, a hidrofobicidade da superficie celular e a massa
especifica dos granulos aerobios. Estudos subsequentes mostraram que ¢ possivel formar LGA
a 0,8 cm s™!, porém os agregados apresentavam instabilidade e estrutura microbiana com baixa
coesdo (CHEN et al., 2007; LOCHMATTER; HOLLIGER, 2014).

De acordo com Henriet et al. (2016), o efeito da velocidade ascensional do ar esté ligado
a outros parametros como cargas volumétricas ou forma de assimilacdo dos substratos.

Recentemente, Devlin et al. (2017) mostraram que a formag¢ao de LGA ¢ possivel com baixa
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velocidade de ar (0,41 cm s™!) ao tratar efluentes de baixa carga (300 mg DQOs L), porém nio
de média a alta carga (600 ou 1200 mg DQOs L!). Corroborando, Pronk et al. (2015a)
demonstraram que a assimilagdo anaerobia de substratos facilmente biodegradaveis, antes da
fase de aeracdo, e/ou a conversdo de substrato por bactérias de crescimento lento durante o
periodo aerdbio, sao condi¢des essenciais para alcangar uma granulagdo estavel. Diante disso,
a formagdo de granulos aerobios ¢ possivel mesmo em baixas velocidades superficiais
ascensional de ar, sugerindo que outros parametros sdo igualmente importantes no
desenvolvimento do LGA.

A pressao de selecdo por meio do controle do tempo de sedimentagdo tem sido
apresentada também como uma estratégia eficaz para desencadear a granulacdo inicial (LIU;
TAY, 2004). Com base na maior velocidade de sedimentacdo do LGA, em compara¢do com
lodo ativado, o tempo de sedimentacdo ¢ gradualmente diminuido (por exemplo, de 30 min a 3
min) para favorecer os agregados com sedimentagdo rapida, uma vez que os que apresentam
baixa velocidade de sedimentacdo sdo eliminados do sistema junto com o descarte do efluente

(BEUN; VAN LOOSDRECHT; HEIJNEN, 2000).

2.3.2 EPS e a granulacao

As substancias poliméricas extracelulares (EPS) sdo produtos metabdlicos acumulados
sobre a superficie das células bacterianas, formando uma matriz heterogénea e complexa. A
composi¢do de EPS em sua maioria € constituida de proteinas, polissacarideos, acidos humicos,
DNA e lipidios (JAHN; NIELSEN, 1995; TAY; LIU; LIU, 2001c). A matriz EPS age como
uma barreira defensiva, protegendo e auxiliando na resisténcia as condi¢des impostas, como
por exemplo, variagdo da concentragdo de substratos e presenca de componentes toxicos.

A matriz EPS ¢ uma componente relevante do LGA e desempenha um papel importante
na agregacdo de microrganismos, formacdo de granulos e estabilidade estrutural. Tanto na
microscopia in situ como na analise quimica ex sifu, estudos revelaram que as concentragdes e
a distribui¢do de constituintes da EPS, como proteinas e polissacarideos, sdo diferentes entre
flocos de lodo ativado e granulos aerobios, além disso, para os granulos as EPS foram
identificadas como mais viscosas (MCSWAIN et al., 2005; SEVIOUR et al., 2010).

McSwain et al. (2005) demonstraram que o teor de proteinas foi superior aos de
polissacarideos em LGA. Os autores também destacaram que a quantidade de proteinas nos

granulos foi 50% maior quando comparado a biomassa do lodo ativado. A visualizacdo de
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componentes da matriz polimérica e microrganismos, usando fluor6foros especificos, revelou
que as células microbianas e os polissacarideos estavam principalmente distribuidos na
superficie externa dos granulos, enquanto o centro era desprovido de células e composto
principalmente de proteinas (Figura 1). Com base nesses padrdes de distribui¢do, os autores
sugeriram que o nucleo dos granulos contendo proteinas, provavelmente desempenha um papel

na formacao e estabilidade do LGA.

Figura 1: (A) Floco de lodo ativado convencional. (B) Granulo aerébio. Evidéncia que as células (vermelho) sdo
integradas em uma grande matriz de polissacarideos (azul). Barra = 100 pm.

Fonte: Mcswain et al. (2005).

Por outro lado, alguns autores relataram que os polissacarideos contribuiram de forma
mais expressiva para a estabilidade estrutural dos agregados quando comparados as proteinas
(TAY; LIU; LIU, 2001c). Adav, Lee e Tay (2008) buscaram determinar as contribui¢des dos
componentes individuais de EPS na estabilidade estrutural do LGA. Os autores aplicaram
hidrolise seletiva com enzimas especificas e usando fluordforos especificos foi possivel
observar mudanca estrutural da matriz de EPS. De acordo com o estudo, a estrutura
tridimensional dos granulos permaneceu intacta mesmo apds a hidrolise enzimatica de
proteinas, lipidios e a-polissacarideos. Entretanto, quando os -polissacarideos foram
hidrolisados, ocorreu a desintegragdo dos agregados, sugerindo que a estrutura de granulos ¢
suportada por uma rede composta principalmente por esses polissacarideos.

Apesar dos recentes avancos na determinagdo e caracterizagdo da matriz de EPS, as
contribuicdes das proteinas, polissacarideos e outros componentes da EPS na estabilidade
estrutural no LGA precisam ser determinados. Outro aspecto importante para ser estudado € a
correlacdo entre os componentes da EPS, os microrganismos e as condi¢des de operacdao do

reator.
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2.3.3 Mecanismos propostos de granulacao aerdébia

O primeiro mecanismo de granulacao proposto foi baseado na premissa que fungos
filamentosos ou protozodrios atuavam como uma matriz para a formagao de granulos (BEUN
et al., 1999). Posteriormente, Tay, Liu e Liu (2001a) sugeriram um mecanismo de compactagao
gradual que seria responsavel pela transformagao de flocos em granulos aerdbios e Ivanov et
al. (2006) observaram que a agregacao de cepas desempenhou um papel importante na
formagao de LGA. Mais tarde, Pijuan, Werner ¢ Yuan (2011) propuseram a adi¢do de granulos
aerdbios fragmentados para diminuir o tempo de partida para a formacdo do LGA. Enquanto,
Barr, Cook e Bond (2010) argumentaram que, o crescimento de micro colonias dominadas por
espécies de microrganismos especificos foi responsavel pela granulagdo no sistema. Segundo
os autores, essa forma de desenvolvimento levaria a heterogeneidades na composi¢ao de micro
colonias e EPS. Contudo, muitas dessas proposi¢cdes ndo apresentam evidéncias diretas
apoiadas pelas investigagdes experimentais.

Verawaty et al. (2012) investigaram os mecanismos responsaveis pela formacdo de
LGA, quando biomassa de lodo ativado e granulos aerdbios fragmentos foram inoculados
simultaneamente. Microesferas fluorescentes foram utilizadas na marcagao dos flocos ¢ dos
granulos aerobios fragmentados, sendo que as interagdes entre ambos foram visualizadas
usando microscopio confocal de varredura a laser. A fixacdo dos flocos a superficie dos
fragmentos dos granulos levou a redugdo do descarte da biomassa do sistema, manutengao da
remogao de nutrientes durante a granulacao e rapida formagao de LGA.

Recentemente, Zhang Hu e Lee (2016a) propuseram um mecanismo de granulagdo mais
detalhado que consiste em quatro etapas (Figura 2) sendo: (i) Ligagao célula-célula promovidas
por mecanismos de translocagdo de protons, neutralizacdo de carga na superficie,
hidrofobicidade da superficie da célula e for¢as de Van der Walls; (ii) Desenvolvimento de
micro agregados por estas células auto ligadas; (iii) Extensa biossintese de EPS pelos
microrganismos agregados estimulados por quorum sensing e estresses ambientais como
limitag¢do de nutrientes; e (iv) Maturagdo de granulos continuando a sintese de EPS em resposta
aos parametros hidrodindmicos externos, aplicados pela configuragcdo do reator e condigdes de

operacao.
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Figura 2: Representagdo esquematica do processo de formagdo de granulos aerdbios ¢ dos mecanismos
envolvidos em cada etapa.
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Fonte: Adaptado de Nancharaiah e Kiran Kumar Reddy (2018), com inclusdo de informagdes de Sarma, Tay e
Chu (2017).

A atribuicdo das interacdes celulares na formagdo de granulos tem sido investigada
principalmente pela deteccdo de moléculas auto indutoras produzidas por bactérias, quorum
sensing ¢ enzimas de quorum quenching (TAN et al.,, 2014). O quorum sensing (QS)
caracteriza-se como um mecanismo de comunicagdo entre bactérias, através da produgdo e
difusdo de pequenas moléculas quimicas ou sinalizadoras, por meio de membranas bacterianas.
Ja o quorum quenching ¢ o fendmeno oposto ao QS. As moléculas auto indutoras envolvidas
no QS sdo hidrolisadas por certas enzimas secretadas por microrganismos, interrompendo o
mecanismo molecular de comunicacdao (DONG; WANG; ZHANG, 2007; RICKARD et al.,
2006). As moléculas auto indutoras podem fornecer uma vantagem importante na investigacao
da granulacdo aerdbia e, simultaneamente, com a caracterizagdo da matriz EPS, podendo

ampliar a compreensao das interagdes intermoleculares envolvidas na formagao de granulos.

2.4 CONDICOES OPERACIONAIS E ESTABILIDADE

O desenvolvimento do LGA apresentou avangos significativos desde as primeiras
pesquisas sobre essa tecnologia. Contudo, algumas questdes desafiadoras e limitagdes
relevantes permanecem comprometendo a aplicagdo mais ampla desse sistema. As principais
dificuldades estdo ligadas diretamente ao longo periodo de partida (do inglés start-up) do reator
e a instabilidade dos granulos aerdbios. Nos ultimos 20 anos, o periodo de start-up tem sido

investigado extensivamente, por meio da avaliagdo de varios fatores que influenciam a
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granulagdo aerobia, resultando na otimizagdo do processo. No entanto, a instabilidade dos
granulos aerdbios permanece sem solugdo, uma vez que questiona a possibilidade de uma
operagdo confiavel e estavel em escala real (LEE et al., 2010, SHOW; LEE; TAY, 2012;
ZHANG; HU; LEE, 2016).

O conceito de estabilidade para LGA ¢ considerado quando a atividade microbiana e a
distribuicao do tamanho dos granulos nao apresentam variagdes, dessa forma, ndo ha ruptura
dos agregados e o descarte de biomassa do reator ¢ evitado (FRANCA et al., 2018). Estudos
relataram a desintegracdo e a elimina¢do dos granulos aerdbios em operagdo a longo prazo,
levando a altas concentracdes de solidos suspensos no efluente tratado, deterioragdo do
desempenho do tratamento e, eventualmente, falha geral do sistema (LEE et al., 2010; WAN et
al., 2013). Atualmente, ¢ dificil prever o tempo que os granulos permanecem integros e
saudaveis em um sistema de tratamento de efluentes. Os fatores que influenciam a instabilidade
e 0s mecanismos que inferem na desintegragdo dos granulos aerobios ndo foram claramente
desvendados. Nesse sentido, as caracteristicas fisico-quimicas e biologicas dos granulos
aerdbios, especificamente relacionadas a sua integridade fisica, precisam ser exploradas, bem
como as condi¢des operacionais que levam a deterioracdo ou a manutencao da estabilidade de
longo prazo.

Pardmetros operacionais do reator, tais como carga orginica volumétrica (COV),
periodos de alimentagdo e inanicdo, relacdo carbono e nitrogénio, tipos de substratos e ainda
temperatura sdo conhecidos por influenciar ndo apenas tamanho, forma e sedimentagdo dos
granulos, mas também a distribui¢do interna de bactérias e sua atividade metabolica (FRANCA
et al., 2018). Portanto, um efeito relevante no nivel de estabilidade no LGA ¢ esperado a partir

de mudangas nesses fatores operacionais.

2.4.1 Carga organica volumétrica

Em sistemas LGA, a carga organica volumétrica (COV) tem sido relatada como um dos
fatores decisivos no processo de granulacdao. Além de influenciar a distribuicdo da comunidade
microbiana nos granulos aerdbios, a COV também interfere no tamanho, na capacidade de
sedimentacdo e nas atividades bioldgicas do sistema (KIM; KIM; JANG, 2008). O esgoto
sanitario apresenta baixas concentragdes de compostos organicos, e estes podem ser reduzidos
durante estagdes chuvosas, resultando em valores menores que 0,6 kg DQOs m> d! (FRANCA

et al., 2018). Peyong et al. (2012) estudaram as mudancgas na morfologia microbiana e¢ na
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estrutura dos granulos em reatores submetidos a baixas cargas (0,13 a 1,2 kg DQOsm 3 d ™ 1).
Os autores observaram que os granulos desenvolvidos em acetato (1,2 kg DQOs m 2 d ~ 1)
apresentaram estruturas porosas ¢ desprendidas, contendo organismos filamentosos. Além
disso, a estabilidade dos granulos maduros (didmetro médio de 2,2 mm), alimentados com
esgoto sanitario real (0,54 kg DQOs m™ d '), deteriorou-se apds 2 meses de operagdo. Os
agregados maiores se desintegraram gradualmente em pequenos fragmentos e foram
posteriormente descartados do reator. No entanto, apos a aplicagdao subsequente de uma COV
de 0,6 kgm *d !, aintegridade dos granulos aerdbios pode ser mantida. Corroborando, Zhang
et al. (2011) relataram que os granulos aerdbios formados em reatores operados com carga de
0,58 kg DQOs m™ d'! apresentaram estrutura oca e se tornaram instaveis quando seu didmetro
alcancou 1 mm. Em paralelo com a deterioracdo da sedimentabilidade do lodo, o contetido de
EPS reduziu-se, assim como a resisténcia da estrutura granular. Diante disso, os autores
sugeriram que agregados menores sdo mais favoraveis para o tratamento de efluentes de baixa
carga organica.

A maioria dos sistemas de lodos ativados opera com COV relativamente baixa (0,5-2,0
kg DQOs m™ d!). No entanto, a operagdo com alta COV é necessaria em sistemas de tratamento
para possibilitar, por exemplo, o desempenho de reatores mais compactos ou o tratamento de
efluentes industriais. Neste sentido, devido as caracteristicas dos granulos aerdbios, varios
estudos concentraram na tentativa de operacdo destes sistemas com variagdes de 2,5 a 22,5 kg
DQOsm *d ' de COV (LIU; TAY, 2004).

Beun et al. (1999) relataram que o LGA quando submetido a elevada COV (20 kg DQOs
m~? d ') levou ao crescimento de microrganismos filamentosos, resultando em operacio
instavel do sistema. Essa associag@o foi posteriormente confirmada por Zheng et al. (2006), os
granulos aerobios compactos (didmetro de 1 mm) desenvolvidos em 6,0 kg DQOs m™ d!
evoluiram gradualmente para granulos filamentosos, atingindo 16 mm de didmetro, o que
ocasionou a ruptura dos agregados. Os autores propuseram que o crescimento rapido de
microrganismos filamentosos era induzido pela diminui¢do da relagdo entre alimento e
microrganismo (A/M) devido ao acimulo de biomassa no reator. Recentemente, um estudo
destacou o desenvolvimento de uma estratégia de granulacdo concluindo que, embora a alta
COV tenha sido favoravel a rapida granulagdo, apos duas semanas os granulos apresentaram
baixa densidade. A reduco da COV de 12 para 6 kg DQOs m™ d! se fez necessaria para manter
a estabilidade dos granulos ao longo dos 6 meses do periodo operacional (LIU; TAY, 2015).
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Em geral, a instabilidade dos granulos aerobios expostos a alta carga organica tem sido
atribuida a trés principais aspectos: crescimento exacerbado de microrganismos filamentosos
(LIU; LIU, 2006), hidrolise e degradacao de proteinas intracelulares no interior dos granulos

reducdo da produgdo de EPS (ADAV; LEE; LAI 2010).

2.4.2 Carga especifica ou relacio alimento/microrganismo

As variagdes na estabilidade dos granulos aerobios relatadas em diferentes estudos,
utilizando a mesma carga organica volumétrica, podem ser atribuidas a operagdo em
concentragdes distintas de biomassa. De fato, a relagdo alimento/microrganismo (A/M), que
depende tanto da COV quanto da concentracdo de so6lidos suspensos, tem sido associada as
propriedades do LGA. Nessa linha, Li, Li ¢ Yu (2011) investigaram os efeitos da A/M na
formagao, tamanho e estabilidade dos granulos aerdbios. Os autores observaram uma relacao
direta e linear entre A/M e o didmetro dos granulos. Enquanto a relagio A/M de 1,1 gDQO g!
SSV d! promoveu granulagio mais rapida e granulos maiores (didmetro médio 4,5 mm), uma
redugio no valor de A/M para 0,3 g DQO g !SSV d! induziu a formaco mais lenta de granulos
aerobios com didmetro médio de 1,5 mm. Embora inicialmente os altos valores de A/M
acelerassem o inicio da agregagdo, os autores sugeriram que a A/M deveria ser posteriormente
reduzida para 0,3 g DQO g 'SSVd ™!, no intuito de manter granulos estaveis em operagdes a
longo prazo.

Por outro lado, Zhu et al. (2008) e Liu; Liu (2006) apontaram que uma baixa relagao
A/M, resultante do aumento na concentragdo de biomassa, promoveu o rapido crescimento de
organismos filamentosos nos agregados. Quando os granulos atingiram didmetro médio de 5,5
mm ocorreu a desintegragdo, apds 200 dias de operacao (ZHU et al., 2008).

Os valores relativamente baixos de A/M podem auxiliar a manter os granulos aerobios
pequenos, densos e estaveis, em sistemas operados com longos periodos de inani¢do. No
entanto, ha um limiar no qual o aumento de organismos filamentosos pode comprometer a
estabilidade do LGA. De acordo com Franca et al. (2018), ainda ndo estdo disponiveis
informagdes sobre o efeito na relagdo A/M em sistemas com alimentacao na fase anaerobia do

ciclo operacional.
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2.4.3 Relacao carbono e nitrogénio (C:N)

A relagao C:N ¢ conhecida como um parametro operacional significativo na formacao
de LGA, pois determina a quantidade de carbono disponivel para os organismos, afetando o
crescimento da biomassa, a capacidade de sedimentagdo do lodo e a remocao de nutrientes
(WANG et al., 2019). Diante do fato da frequente variagao de DQO e nitrogénio nos efluentes,
Luo et al. (2014) investigaram o impacto dessa relagao na desintegracao dos granulos aerdbios.
A diminui¢do darazdo C:N de 4 para 1 causou uma grande mudanga na comunidade microbiana
¢ uma diminuic¢ao no contetido de EPS, levando a reducdo da oxidacdo do nitrogénio amoniacal,
da resisténcia fisica, do tamanho dos agregados e também impactando negativamente a
sedimentacao da biomassa. Este estudo destacou ainda a importancia da producao de tirosina
nos EPS, mantendo a estabilidade dos granulos. Em relagdo a diminuigdo da eficiéncia de
nitrificagdo, embora tenha sido observada maior abundancia de bactérias oxidadoras de amonia
(BOA), nomeadamente Nitrosomonas, em valores mais baixos de C: N, a presenca de bactérias
oxidadoras de nitrito (BON), Nitrospira e Nitrobacter, diminuiram quando a razdo C: N foi
reduzida para 1. Esse comportamento foi atribuido a inibi¢do do crescimento pela amonia livre
e reducdo do tempo de retencao de sélidos (TRS), uma consequéncia do descarte da biomassa
devido a deterioracdo da capacidade de sedimentacdo sob diminuicdo da C:N.

Mais recentemente, Kocaturk e Erguder (2016) indicaram que, embora altos valores de
C:N (7,5-30) favorecessem heterotroficos de crescimento rapido, formando granulos com
estruturas soltas e com maior didmetro, relagdes menores de C:N (2-5) levaram a estabilidade,
com agregados pequenos e densos, enriquecidos de organismos de crescimento lento, como os
nitrificantes. No mesmo estudo, a relacdo C:N o6tima, em termos de DQO, remogdo de
nitrogénio e estabilidade dos granulos, foi estabelecida como 7,5. Corroborando, Wang et al.
(2019) operaram cinco RBS idénticos com C: N de 6, 7, 8, 9 e 10, em que a concentragdo de
nitrogénio amoniacal do afluente foi de 165 mg L', variando a concentragio de substrato
organico. Os autores apontaram que sob C:N de 8, os granulos foram estdveis com boa
capacidade de sedimentacdo, obtendo altas eficiéncias de remocdo de nutrientes e grande
diversidade microbiana. O mesmo foi observado por Zhang et al. (2018). Os resultados
mostraram que sob C: N de 15, os granulos se desintegraram apos 66 dias de operagdo, enquanto
as particulas com tamanho maior (650 pm) e estrutura compacta foram estaveis quando a razao

aplicada foi reduzida para 5.
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Por outro lado, Chen et al. (2018) relataram que a diminui¢do da relagdo C:N impactou
negativamente a remocao de nitrogénio total e fosforo, bem como a morfologia dos agregados.
Foi possivel a restauragao do sistema, quando os autores aumentaram a C:N de 10 para 20. Sem
davida, muitas conclusdes e entendimentos sobre a influéncia C:N foram extraidos desses
estudos, no entanto, a maioria foi conduzido com altas concentragdes de DQO (maior ou igual
a 1000 mg L) e nitrogénio (~ 200 mgN L), implicando em altas cargas volumétricas. Porém,
essas concentracdes ndo caracterizam esgotos sanitarios, visto que o maior desafio na operagao
de um sistema LGA ¢ o tratamento de efluentes de baixa carga, estudos com concentragdes que

contemplem essa classificacao de efluente ainda sdo necessarios.

2.4.4 Tipo de substrato

A composicao de efluentes em geral também se apresenta como um fator relevante na
estabilidade dos granulos aerdbios. Mais especificamente, a fonte de carbono influencia a
morfologia e a estrutura dos agregados (FRANCA et al., 2017). Por exemplo, granulos aerdbios
alimentados com glicose apresentaram superficies irregulares e baixa densidade devido a
dominancia de bactérias filamentosas, enquanto que granulos alimentados com acetato possuem
estrutura compacta, dominada por bactérias tipo bastonete (MOY et al., 2002; TAY; LIU; LIU,
2001b). Isto indica que substratos de cadeias longas (por exemplo, glucose, sacarose) podem
induzir a proliferagdo de bactérias filamentosas. De acordo com Moy et al. (2002), substratos
organicos complexos, como carboidratos, sdo degradados por meio de processos de multiplas
etapas, o que caracteriza granulos aerobios em camadas com estruturas complexas e grande
diversidade de microrganismos, enquanto substratos de carbono simples (acetato, formiato)
selecionam microestruturas simples e uniformes.

Os efluentes reais, sejam de origem industrial ou nao industrial, compreendem diversas
fontes de carbono, juntamente com uma variedade de outros compostos organicos e
inorganicos. Essa composi¢do complexa e as diferentes velocidades de degradacdo dos
substratos interferem na estabilidade dos granulos aerdbios, uma vez que influenciardo a
comunidade microbiana e a matriz de EPS produzida nos granulos aerdbios (LEMAIRE;
WEBB; YUAN, 2008; SCHWARZENBECK; BORGES; WILDERER, 2005). Além dos
substratos presentes na forma dissolvida nos efluentes reais, uma fragao significativa esta na
forma de coloides e materiais particulados, que por sua vez possuem baixa biodegradabilidade.

De fato, instabilidades e deterioracao das propriedades fisicas dos granulos aerobios foram
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relatadas para efluentes reais, quando comparadas a estudos utilizando efluentes sintéticos (LIU
et al., 2010a, 2010b). Nor-anuar et al. (2012) compararam granulos aerobios alimentados com
acetato ¢ com esgoto sanitario. Os autores reportaram menor resisténcia fisica e menor
densidade nos granulos desenvolvido no efluente real.

Wagner et al. (2015) desenvolveram um estudo ressaltando a influéncia de matéria
organica particulada. Os pesquisadores adicionaram amido ao efluente sintético, como material
particulado, no intuito de avaliar a formagdo dos granulos e a qualidade do efluente. Os
resultados indicaram que a granulagdo aerébia ocorreu mais lentamente na presenga de matéria
organica particulada. Além disso, os agregados cultivados na presenca de amido apresentaram
estrutura irregular e filamentosa, a qual afetou a capacidade de sedimentacdo da biomassa e,
consequentemente, a qualidade do efluente tratado.

O desenvolvimento de estruturas filamentosas e pouco coesas pode ser explicado pela
existéncia de gradientes de substratos no interior dos agregados devido a difusdo (DE KREUK
et al., 2010; MARTINS et al., 2004; WEISSBRODT et al., 2012). Sob essas condi¢des, 0s
organismos filamentosos possuem maior velocidade de crescimento devido ao crescimento
unidirecional, ao invés das trés diregdes, como as bactérias presentes no interior dos agregados
(MARTINS et al., 2004; MARTINS; KARAHAN; VAN LOOSDRECHT, 2011). O material
particulado ¢ principalmente hidrolisado na superficie dos granulos e os produtos da hidrolise
(substratos facilmente biodegradaveis) sao utilizados localmente, aumentando os gradientes de
substrato dentro dos granulos e estimulando assim o crescimento de estruturas filamentosas
(DE KREUK et al., 2010). O maior acumulo de material particulado na superficie dos
agregados, aumentara ainda mais o efeito do fendmeno de assimilagdo irregular de substrato
sobre o granulo (DE KREUK et al., 2010).

Outra perspectiva foi abordada por Pronk et al. (2015a), cuja pesquisa avaliou o efeito
de diferentes fontes de carbono e do regime de alimentagdo na estrutura dos granulos aerobios.
Os autores concluiram que as condi¢des de alimentagdo desempenham um papel fundamental
na determinagdo da estabilidade dos agregados, uma vez que, o mesmo tipo de substrato, em

regimes de alimentagdo distintos, levou a diferentes resultados de integridade dos granulos.

2.4.5 Periodos de alimentacio e inanicio intermitentes (Feast — famine regime)

O regime de alimentacdo do reator tem sido demonstrado como um possivel fator

estimulante para formacao de granulos densos, com estrutura compacta e superficie lisa (DE
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KREUK; VAN LOOSDRECHT, 2004; LIU; YANG; TAY, 2004). Esses resultados foram
associados a criacao de condic¢des sucessivas e distintas onde ocorrem periodos de “saciedade”
(feast) durante a alimentacdo do reator e inani¢cdo “fome” (famine) ao longo de cada ciclo
operacional.

No periodo feast, a concentracao do carbono organico no liquido ¢ alta e, portanto, este
substrato se difunde no granulo completamente. Parte do carbono difundido nas camadas
internas € convertido e armazenado anaerobiamente como polihidroxialcanoatos (PHA) pelos
organismos heterotréficos. Quando a concentragdo de matéria organica no liquido diminui
(periodo de famine), o carbono armazenado como PHA pode ser utilizado como fonte de
carbono. Os organismos heterotroéficos que utilizam substrato armazenado internamente tém a
velocidade de crescimento limitada, quando comparado com o crescimento em substrato
facilmente biodegradavel, tal como acetato ou glicose (CARTA et al., 2001).

A combinacdo de difusdo de substratos ¢ velocidade de consumo microbiano
determinam o gradiente de substrato dentro de um biofilme. Especificamente, estudos
mostraram que a selecdo de bactérias de crescimento lento poderia suprimir o crescimento
filamentoso e melhorar a estabilidade dos granulos aerdbios, sob baixas concentragdes de
oxigénio dissolvido (LIU; YANG; TAY, 2004; WANG et al., 2007b). Além disso, longos
periodos de inani¢do, resultaram em extensas fases de respiragdo enddgena, aumentando a
hidrofobicidade superficial, desenvolvendo granulos aerdbios pequenos e compactos com alta
integridade e resisténcia fisica (GAO et al., 2011; LIU; TAY, 2002).

Para a selecdo de organismos de crescimento lento, duas estratégias principais foram
propostas: diminuir a relagdo C:N na alimentagdo, no intuito de favorecer o crescimento de
bactérias nitrificantes (LIU; YANG; TAY, 2004) ou alternar condi¢des de alimentagdo e
inanicao para selecionar organismos acumuladores de fosforo e glicogénio (PAO e GAO), que
convertem anaerobicamente substratos facilmente biodegradaveis em polimeros de
armazenamento interno (PHA) (DE KREUK; VAN LOOSDRECHT, 2004). Nesse sentido, de
Kreuk e Van Loosdrecht (2004) propuseram um regime de enchimento prolongado, precedendo
o periodo de aeracdo para a selegdao de organismos acumuladores de fosforo (PAO) em RBS-
LGA. A baixa velocidade ascensional do afluente (0,5 m h™!) proporcionou um regime
hidrodindmico de fluxo continuo percorrendo a camada de lodo sedimentada, permitindo que o
substrato penetrasse nos granulos e fosse convertido em PHA pelos PAO. Durante a fase
aerobia subsequente, esses microrganismos se desenvolveram lentamente utilizando a fonte

interna de carbono.
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Estudos ressaltando os problemas de estabilidade de granulos aerdbios, pela presenga
de substratos lentamente biodegradaveis em efluentes reais (coldides, polimeros e materiais
particulados), sugeriram uma etapa de hidrolise anaerdbia antecedendo a alimentacdao de
reatores em bateladas, para evitar a proliferagdo de organismos filamentosos na superficie dos
agregados (SCHWARZENBECK; BORGES; WILDERER, 2005). Igualmente, de Kreuk et al.
(2010) recomendam a hidrodlise extracelular desses substratos para compostos soluveis, antes
da assimilagdo pelos organismos. Nesse sentido, periodos mais longos de alimentagdo
anaerobia, em ciclos de RBS, podem propiciar a hidrolise e a fermentagdo de substratos, para

serem posteriormente absorvidos pelos organismos presentes no LGA.

2.5 COMUNIDADE MICROBIANA NO LODO GRANULAR AEROBIO

A comunidade microbiana que compoe o lodo das estagdes de tratamento biologico de
efluentes, em geral, ¢ formada principalmente por bactérias, fungos, protozoarios e
micrometazoarios. As bactérias sdo as principais responsaveis pela depuracao dos substratos
organicos e nutrientes e também pela estruturacdo dos flocos. No entanto, os protozoarios e
micro metazoarios também exercem grande influéncia na manutengdo de uma comunidade
bacteriana equilibrada (HOFFMANN et al., 2007).

As mudancas estruturais na ecologia dos lodos biologicos, que estdo associadas a
mudancas nas condigdes operacionais do sistema, podem ajudar a identificar os membros
relevantes desse ecossistema para o tratamento eficiente dos efluentes. Na literatura encontram-
se relatos que mostram dependéncias entre a estrutura de comunidades microbianas e
parametros operacionais, localizacdo geografica e composicao dos efluentes, tanto em reatores
em escala laboratorial como em plantas em escala real (WANG et al., 2012; YE et al., 2011).

As populagdes bacterianas em sistemas LGA sdo similares aquelas predominantes no
ecossistema dos lodos ativados. A diferenca esta em como elas se estruturam no biofilme.
Weissbrodt; Shani e Holliger (2014) propuseram um modelo conceitual das interagdes
bacterianas dentro do micro bioma do LGA ( Figura 3). Esse modelo foi baseado em Nielsen et
al. (2010), que desenvolveram as relagdes para as comunidades em lodos ativados
convencionais.

Em sintese, em condi¢des anaerdbias, ocorrem principalmente os processos de hidrolise
de EPS, fermentacao dos acticares e assimila¢do dos acidos graxos volateis com a liberagao de

fosfato. Membros do filo Chloroflexi (bactérias filamentosas) e do género Tetrasphaera
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(familia [Intrasporangiaceae) se mostraram importantes na hidrdlise de proteinas,
polissacarideos e fermentacao dos agucares (NIELSEN et al., 2010; WEISSBRODT; SHANI;
HOLLIGER, 2014). O género Tetrasphaera (familia Intrasporangiaceae) exibe versatilidade,
sendo capaz de realizar a assimilagdo dos AGV e liberagdo do fosfato. “Ca. Accumulibacter”
(familia Rhodocyclaceae) tem se mostrado como o organismo mais representativo na
acumulagdo de fosfato, porém se manifestou em baixa abundancia em estagdes de tratamento

em escala real (SEVIOUR; MCILROY, 2008; WEISSBRODT; SHANI; HOLLIGER, 2014).

Figura 3: Modelo conceitual do ecossistema bacteriano de sistemas LGA, operado com regime anaerobio-

aerdbio.
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Fonte: Weissbrodt; Shani; Holliger (2014).

Em condigdes aerdbias, uma diversidade maior de microrganismos se desenvolve no
ecossistema granular. De acordo com Weissbrodt, Shani e Holliger (2014), as bactérias
nitrificantes predominantes em LGA sdo Nitrosomonas (BOA), Nitrospira (BON) e
Nitrococcus (BON). Quanto as desnitrificantes, nota-se que muitos organismos sao capazes de

realizar este processo dentre eles: as familias Comamonadaceae, Sphingomonadaceae,
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Hyphomicrobiaceae, Rhodobacteriaceae, Xanthomonadaceae ¢ Rhodocyclaceae. Além de
pertencer a comunidade das desnitrificantes, as familias Rhodocyclaceae, Xanthomonadaceae
e Sphingomonadaceae foram também correlacionadas com a producao intensificada de EPS no
lodo granular aerébio (DULEKGURGEN et al., 2008; LIU; TAY, 2002; SEVIOUR et al.,
2012). Diante disso, o conhecimento sobre as comunidades produtoras desses polimeros se faz
importante para a seguranca da aplicagdo da tecnologia, em virtude da relacao direta entre

granulagdo e producdo de EPS (GUIMARAES, 2017).

2.6 REMOCAO DE CARBONO, NITROGENIO E FOSFORO EM GRANULOS AEROBIOS

2.6.1 Carbono e Nitrogénio

Carbono (C), nitrogénio (N) e fosforo (P) sdo os trés principais nutrientes removidos
durante o tratamento de efluentes. Em efluentes sanitarios, a relagdo C: N: P geralmente varia
de 100:19:6 a 100:17:5 (DAVIES, 2005). No entanto, de acordo com Metcalf & Eddy (2017) a
relagdao 100:5:1 ¢ apresentada como ideal para biossintese de bactérias aerobias na degradagdo
de compostos carbondceos. Dessa forma, observa-se que carbono desempenha um papel
relevante na produg¢do de biomassa, uma vez que ¢ o composto dominante nos efluentes
sanitarios. As condi¢des operacionais aplicadas para o desenvolvimento de lodo granular
aerobio podem reduzir significativamente a quantidade de lodo produzido durante o tratamento,
quando comparadas a tecnologia de lodo ativado (LIU; TAY, 2007).

Novas células, dioxido de carbono e 4gua sdo os principais produtos finais do tratamento
bioldgico de efluentes, incluindo a tecnologia LGA. De acordo com Sarma e Tay (2018) além
de biomassa e agua, parte do carbono ¢ transformado em compostos inorganicos. Os autores
sugerem que carbonatos, acido carbonico e bicarbonatos sdo alguns dos compostos produzidos
por sistemas LGA. Contudo, investigagdes adicionais sd0o necessdrias para sustentar essa
hipotese (SARMA; TAY, 2018).

Os processos que ocorrem nos granulos variam nas diferentes fases ao longo do ciclo
operacional do reator. Como abordado na Secdo 2.4.5, durante o periodo de alimentagdo, a
concentragdo de carbono orginico no meio liquido é substancialmente alta. Esse substrato ¢
difundido para o interior do granulo, sendo convertido parcialmente e armazenado na forma de
polimeros intracelulares, como os polihidroxialcanoatos (PHA). O oxigénio dissolvido (OD)

terd menor penetracao no interior dos granulos neste periodo, em fun¢do do seu rapido consumo



61

pelos organismos autotroficos e heterotréficos presentes nas camadas externas dos agregados.
Neste caso, o0 OD ¢ usado principalmente para a nitrificagdo, conversao aerobia do carbono
organico e para o crescimento da biomassa. Os produtos da nitrificagdo (nitrito e nitrato) nas
camadas externas se propagam em dire¢do ao centro dos granulos e também para fase liquida.
Quando a concentracao de matéria organica no liquido diminui (periodo de inani¢do), o carbono
armazenado como PHA pode ser utilizado como fonte de carbono no processo de
desnitrificacdo. Ainda no periodo de inani¢do, a penetragdo do OD no interior ¢ maior quando
comparada a fase de alimentagao, pois o consumo de oxigénio no granulo ¢ menor. Desta forma,
os organismos utilizam o PHA estocado e o oxigénio para a producio de novas células. Diante
disso, quando se tem a operacdo do reator para remocao de carbono e nitrogénio em LGA, a
remocao de nitrogénio pode acontecer por meio da nitrificacdo e desnitrificagdo simultaneas
(NDS), acoplada ao consumo aerébio e anaerdbio do carbono organico (FIGUEROA et al.,
2009).

O processo de desnitrificagdo estd diretamente relacionado com o gradiente de OD e
carbono nos granulos (Figura 4) (FIGUEROA et al., 2009). Dessa forma, a eficiéncia do
processo NDS ¢ regulada basicamente por dois fatores: concentracdo de oxigé€nio no meio
liquido e o tamanho do granulo. Esses dois aspectos determinam a espessura das zonas aerobias
e anoxicas dos granulos. Quanto menor a concentragdo de OD no meio liquido e quanto maior
o didmetro do agregado, mais espessa ¢ a camada andxica e, consequentemente, maior a
eficiéncia do processo de desnitrificagdo (DI BELLA; TORREGROSSA, 2013). A fim de
melhorar a remogdo completa de nitrogénio em sistema LGA, Adav, Lee e Lai (2009)
introduziram uma fase anoxica no ciclo operacional do reator, apds a fase aerdbia, o que levou
ao desenvolvimento de uma estratégia de nitrificacdo e desnitrificagdo alternadas (NDA). Os
autores observaram que a remog¢dao de nitrogénio amoniacal foi mais evidente quando
comparado com a estratégia NDS (LOCHMATTER; HOLLIGER, 2014). Entretanto, a
implementag¢do da operacdo NDA ¢ desafiadora, devido a indisponibilidade de DQOs para
desnitrificacdo e também a possivel liberacdo de fosfato no meio liquido. Diante disso, a
alternancia entre condi¢des andxicas e aerdbias, juntamente com alimentacao escalonada, ¢ uma
possivel solugdo para alcancar a remogao completa de nitrogénio em sistemas com granulos

aerobios (LOCHMATTER; HOLLIGER, 2014).
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2.6.2 Fosforo

Os efluentes sanitarios contém fosforo proveniente, por exemplo, dos detergentes, urina
e fezes, dessa forma € necessario remover este nutriente antes do descarte nos corpos hidricos
para evitar o processo de eutrofizagdo. Os esgotos sanitarios podem conter fosforo inorganico
(3 a 10 mg L"), como ortofosfatos e polifosfatos, fosforo organico particulado (1 aSmgL') e
também fosforo organico dissolvido (SARMA; TAY, 2018). O fosforo inorganico comumente
se apresenta como ortofosfato soluvel e pode chegar a 75% do fésforo total encontrado em
esgotos sanitarios. Os mecanismos de remogdo desse nutriente pode por via quimica ou

bioldgica.

Figura 4: Perfil da concentrag@o de oxigénio dissolvido e de substrato em um granulo aerdbio.
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Fonte: He et al. (2009).

O mecanismo de remoc¢do biologica de fosforo, conhecido como EBPR (do ingles
Enhanced Biological Phosphorus Removal) ja estd bem estabelecido. O EBPR envolve
organismos com capacidade de acumular fosforo na forma de polifosfato, j& mencionado
anteriormente como PAO. Os PAO sdo organismos heterotréficos de crescimento lento e seu
metabolismo envolve ciclos de formagdo e consumo de polimeros intracelulares (polifosfatos,
glicogénio e polihidroxialcanoatos) sob condi¢des de oxidagdo-reducdo alternadas (MINO;

VAN LOOSDRECHT; HEIJNEN, 1998). A selecao desses organismos demanda alternancia
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de condigdes anaerdbias e aerdbias ou andxicas em sistemas de tratamento (BASSIN et al.,
2012).

Na fase anaerdbia, os PAO sdo capazes de assimilar as fontes de carbono na forma de
acidos graxos volateis (AGV), como acetato e proprionato, polimeriza-los e armazena-los como
polihidroxialcanoatos (PHA) intracelulares. Este metabolismo especifico fornece aos PAO uma
vantagem competitiva diante dos outros organismos que nao possuem esta habilidade de estocar
substrato organico sob condi¢des anaerdbias. A conversao de AGV para PHA demanda energia
na forma de adenosina trifosfato (ATP), a qual é principalmente produzida pela quebra do
polifosfato intracelular, ocorrendo a liberagao do fosfato no meio liquido. Parte da energia
também vem da hidrélise do glicogénio intracelular (MINO; VAN LOOSDRECHT; HEIJNEN,
1998; WENTZEL et al., 1985).

Durante a fase aerdbia ou anoxica subsequente, quando os receptores de elétrons
(oxigénio ou nitrito ou nitrato) aparecem na auséncia de substrato organico na fase liquida, os
PAO usam o PHA intracelular estocado como fonte de carbono e energia para manutengao,
crescimento, formagdo de glicogénio e de polifosfato. Para a formagdo de polifosfato, o
ortofosfato ¢ absorvido do meio liquido e transformado em polifosfato. Devido ao crescimento
da biomassa PAO nesta fase, a assimilagdo de fosforo aerdbia ¢ maior do que a liberacao de
fosforo na fase anaerobia (conhecido como luxury uptake), resultando em uma efetiva remogao
de fosforo do meio liquido (Figura 5) (BASSIN et al., 2012; MINO; VAN LOOSDRECHT;
HEIINEN, 1998). Dessa forma, o fosforo presente na biomassa ¢ removido do sistema de

tratamento por meio do descarte do lodo.

Figura 5: Representacdo esquematica simplificada do processo de remocao de fosforo pelos granulos aerdbios.
(PP) Polifosfato; (AGV) Acidos graxos volateis; (PAO) Organismos acumuladores de fosforo; (BOA) Bactérias
oxidadoras de amdnia; (BON) Bactérias oxidadoras de nitrito e (DPAO) Organismos desnitrificantes
acumuladores de fosforo.
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A remocao biologica do fosforo pode ser combinada com a remog¢ao de nitrogénio em
condigdes anaerdbias e anodxicas, como descrito acima. Esses sistemas promovem o
crescimento de organismos desnitrificantes acumuladores de polifosfato (do inglés denitrifying
polyphosphate-accumulating organisms- DPAQ), capazes de utilizar nitrito ou nitrato, ao inveés
do oxigénio para o crescimento andxico e assimilacdo de fosfato (Figura 5). Neste caso, os
custos de operacao reduzem em fungdo, tanto da aeragao despendida para a remocao aerobia de
fosfato, quanto de carbono orgénico necessario a desnitrificacdo. Além disso, menos lodo ¢
produzido sob condi¢des andxicas, uma vez que a producdo de ATP com nitrato ¢
aproximadamente 40% menor quando comparada aquela utilizando oxigénio como aceptor de
elétrons (KERRN-JESPERSEN; HENZE, 1993; KUBA; VAN LOOSDRECHT; HEIJNEN,
1996).

Além do processo EBPR, a precipitagdo de fésforo como fosfato inorganico (Caz(PO4)2
e MgHPO4) tem se mostrado um mecanismo relevante de remog¢do de fosforo em sistemas
LGA. Com base na andlise de espectroscopia de raios X por energia dispersiva (EDS), Manas
et al. (2011, 2012) concluiram que aproximadamente 45% do fésforo removido foi encontrado
no interior dos granulos precipitados como compostos inorganicos. O mecanismo de
precipitacao de fosforo proposto por Sarma e Tay (2018) envolve a morfologia granular e a
distribuigdo espacial de microrganismos desnitrificantes heterotréficos. Da mesma forma que
o OD desenvolve um gradiente no comprimento radial dos granulos, espera-se que os AGV
encontrem resisténcia devido a morfologia do agregado criando também um gradiente de massa
(substrato). A oxidacdo de AGV e sua baixa concentragdo permitiriam que os cations (Ca*",
Mg**, Fe**) e os grupos soliveis (PO4>") formassem novos complexos (Ca-fosfato, Mg-fosfato,
etc.) e precipitassem no nucleo dos granulos (Figura 6). Durante o tratamento de esgotos
sanitarios levemente alcalinos, o Ca®" seria o cation dominante envolvido no processo, no
entanto, na presenca Fe’* e AI’" espera-se que esses desempenhem um papel superior na
precipitagdo de fosforo (ARIAS; DEL BUBBA; BRIX, 2001).

Além dos mecanismos de remogao bioldgica e precipitacdo, o acimulo de fosforo pela
matriz de EPS nos granulos aerdbios vem se destacando ultimamente. Estudos recentes
mostraram que a produgdo de EPS em sistemas LGA desempenha um papel significativo nos
processos de remogao, tanto de fosforo quanto de nitrogénio. Wang et al. (2014) observaram
uma quantidade consideravel de fosforo juntamente com cations como K ¥, Mg? " e Ca® " no

EPS extraido de granulos aerdbios. Os autores revelaram que até 30% do total de fosforo
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removido foi acumulado na matriz EPS dos organismos acumuladores de fosforo (LI et al.,
2015).

Diante disso, Sarma e Tay (2018) desenvolveram uma hipotese do processo de
acumulacgado de fosforo pela EPS. Segundo os autores, sabe-se que cations multivalentes como
Ca?", Mg?" podem formar pontes idnicas para reticular os polissacarideos tais como o alginato
presentes na matriz de EPS (LI et al., 2014a; SARMA; TAY; CHU, 2017). Grupos carboxilicos
(COO") de moléculas de alginato sdo responsaveis pela formagao dessas pontes envolvendo
Ca’" e Mg** (HUANG; PAL; MOON, 1999; LEE; MOONEY, 2012). Na ocasido de abundancia
de cations multivalentes, porém quantidades limitadas de agentes quelantes (por exemplo,
AGYV), pontes i0nicas seriam modificadas para acomodar os cations adicionais (LIetal., 2014a;
SARMA; TAY; CHU, 2017). Entretanto, essa situagdo ainda ¢ hipotética, necessitando de
estudos adicionais para estender essas observagdes e fornecer informagdes sobre o surgimento

de polifosfato na matriz de EPS.

Figura 6: Mecanismo de precipitacdo de fosforo impulsionado pela limitagdo a transferéncia de massa (AGV).
Baixas concentragdes de agentes quelantes (AGV) em torno da zona central favoreceriam cations multivalentes,
tais como Ca®* e Mg2, para se ligarem a fosfato solavel (PO4>).
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Fonte: Sarma e Tay (2018).
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3 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Efluentes Liquidos e Gasosos
(LABEFLU) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), Florianopolis, em cooperagao
com o Laboratério de Processos de Separacdo e Reacdo - Laboratorio de Catélise e Materiais
(Laboratory of Separation and Reaction Engineering-Laboratory of Catalysis and Materials -
LSRE-LCM), no Departamento de Engenharia de Quimica da Faculdade de Engenharia da
Universidade do Porto (FEUP), Portugal.

A pesquisa teve como foco a problematica da granulagdo aerdbia, manutencdo da
estabilidade granular e perda da atividade bioldgica, em longo prazo. A primeira etapa do estudo
teve como finalidade avaliar o tempo de formagdo e a estabilidade dos granulos, suas
caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas concomitantes a eficiéncia de tratamento. Para essa
etapa, utilizou-se o sistema experimental I (SE-I), na qual optou-se por realizar a alimentagao
em reator RBS piloto (I m®) com esgoto sanitirio, de forma a proporcionar uma melhor
compreensdo, quantitativa e qualitativa, dos processos bioldgicos que ocorrem neste tipo de
sistema em condi¢des mais proximas da realidade.

A segunda parte desta pesquisa, também sobre a granulagao aerdbia, incluiu um estudo
mais especifico sobre o impacto das relagdes C:N com diferentes substratos organicos (simples
e complexo) como fonte de carbono. Para tal, foi utilizado o sistema experimental II (SE-II),
construido na FEUP. O sistema foi composto de dois RBS em escala de bancada operados
paralelamente, sendo que para essa parte do trabalho foi utilizado efluente sintético, em vez de
efluente real. Dessa forma, o controle dos parametros operacionais, como temperatura e cargas
volumétricas foi alcangado, a fim de obter informagdes mais especificas da influéncia das

concentracdes de nitrogénio e do impacto das fontes distintas de compostos carbonaceos.

3.1 SISTEMA EXPERIMENTAL I

3.1.1 Configuracao do sistema experimental

O sistema em escala piloto foi instalado em uma extensdo do LABEFLU, localizado

proximo ao Restaurante Universitario da Universidade Federal de Santa Catarina. O efluente

sanitario utilizado para alimentacdo do sistema foi coletado em uma rede de esgoto sanitario da
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operadora Companhia Catarinense de Aguas e Saneamento (CASAN), que atende a bacia do

Pantanal/UFSC. Na Figura 7 ¢ apresentada a configuragao do sistema experimental SE-I.

Figura 7: Configuragdo do sistema experimental I (SE-I).

Reator

(1000L) Controlador Légico

Programavel
Tanque de Armazenamento
(50001L) a

Rotadmetro

Sopradoresi

_® ______ | ERedeCoIetora

Pogo de Visita

Fonte: Proprio autor

O efluente bruto era bombeado por meio de uma bomba submersa (Schneider BSC — 94
— % CV 60 Hz) para o tanque de armazenamento com capacidade de 5000 L. Deste, o esgoto
era direcionado para dentro do reator também por bombeamento (NETZSCH/NEMO®,
modelo NM®015BY01L06B). O reator piloto foi construido em polipropileno, com 1,42 m
de altura e 0,95 m de didmetro interno, resultando em uma relagao altura/diametro (H/D) de
1,5, essa configuragdo assegurou um volume til de aproximadamente 1000 L (Figura 8).
Durante a fase de aeracdo, o ar comprido era enviado por meio de dois sopradores que
operaram em paralelo (Thomas AP-120). A linha de ar atravessava 5 difusores circulares de
membrana (EPDM HD 340mm — rosqueavel %4") distribuidos na parte inferior (base) do reator
(Figura 8). O sistema de aeragdo era composto ainda por filtros, valvulas reguladoras de
pressdo e rotametro, sendo este ultimo destinado a medicao e ao controle da vazao de ar
aplicada ao reator. No final de cada ciclo, o efluente tratado era descartado do sistema e
retornava para a rede coletora da CASAN um ponto a jusante da coleta. O controle de cada
fase do ciclo, bem como o acionamento dos equipamentos, foi automatizado por meio de um

controlador logico programavel (CLP, Siemens).
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Figura 8: Dimensdes esquematicas (esquerda), aeradores na base (meio) e fotografia (direita) do reator em escala
piloto (SE-I).

142m Efluente

Esgoto bruto —

Ar 234 L min -

Fonte: Proprio autor

3.1.2 Operacao do sistema

O sistema operou em regime de bateladas sequenciais com ciclo operacional de 6 horas,
compreendendo fases de enchimento ascensional (90 min), reacao aerdbia (240 min) e periodo
de sedimentacao (30 min). O descarte do efluente tratado era concomitante ao enchimento,
dessa forma denomina-se “reator em bateladas sequenciais com volume constante”. A longa
fase de alimentacao foi escolhida visando a hidrdlise do material particulado e a utilizagao do
substrato organico (WAGNER et al., 2015). Optou-se por um longo periodo de aera¢do devido
ao acumulo de nitrito (nitrificagdo incompleta) constatado em trabalhos anteriores
(GUIMARAES et al., 2018; WAGNER; DA COSTA, 2013; XAVIER et al., 2018).

O sistema foi operado sem controle de oxigénio dissolvido (OD). Os niveis de OD
variaram em fun¢do dos metabolismos aerdbios ativos, e atingiam a saturacdo assim que as
conversdes microbianas eram finalizadas. A aeracdo em fluxo ascendente correspondeu a uma
velocidade superficial do gas de 0,55 cm s™!, sendo obtida por meio de uma vazio de ar de 234
L min'. A velocidade ascensional de ar foi estipulada baseando-se em estudo realizado por
Devlin et al. (2017), onde os autores atingiram granulagdo com 0,41 cm s no tratamento de

efluente de baixa carga (DQOs < 300 mg L).
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Para essa parte da pesquisa desenvolvida na UFSC foram definidas duas estratégias
operacionais (E-1 e E-2), variando a troca volumétrica do reator por meio do aumento da vazao
de enchimento do sistema. O sistema nao foi inoculado e, no fim da primeira estratégia, o reator
foi totalmente drenado, para entdo iniciar a segunda estratégia. Na primeira estratégia (E-1), o
sistema operou por 339 dias, com troca volumétrica de 50%, correspondendo a uma velocidade
ascensional do efluente de 0,48 m/h. Para a segunda estratégia (E-2), também operada por 339
dias, a troca volumétrica e a velocidade ascensional do efluente foram ampliadas para 75% e
0,69 m/h, respectivamente, no intuito de aumentar a carga organica, alcangando maior
capacidade de conversdo e melhor estabilidade da biomassa granular (PEYONG et al., 2012;
WAGNER; DA COSTA, 2013). Na Tabela 1 ¢ apresentada uma sintese das condigdes

operacionais e das caracteristicas do esgoto sanitario para as estratégias E-1 e E-2.

3.1.3 Monitoramento do sistema

Para o monitoramento do reator foram coletadas semanalmente amostras do efluente
bruto (entrada do sistema), saida (efluente tratado no fim das 6 h de ciclo), do licor misto apds
2 min de aeragdo (correspondente a 92 min do ciclo) e no final desta mesma fase (equivalendo
a 330 min do ciclo). Além destas, no intuito de avaliar as conversdes de substratos, foram
realizadas coletas de amostras em diferentes pontos ao longo de uma batelada, representando

um ciclo completo do reator. Essas amostras foram coletadas a cada 10-60 min.

3.1.3.1 Caracterizagdo da Biomassa

e  QGranulometria

A granulometria da biomassa era avaliada semanalmente seguindo a metodologia
proposta por Bin et al. (2011). A triagem foi realizada com quatro peneiras de aco inoxidavel
de 20 cm de didmetro, tendo as respectivas aberturas de malha de 600, 400, 300 e 212 um, que
permitiram cobrir um amplo intervalo de tamanho de granulo. As peneiras foram montadas
verticalmente em ordem decrescente de abertura de malha (de cima para baixo). Um recipiente
do mesmo diametro das peneiras ficava localizado na parte inferior para recuperar as particulas

menores que 212 um. Antes da analise, 200 mL de licor misto (coletado no fim da fase de
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aeragdo) foram misturados a 800 mL de agua da torneira, de forma a facilitar a passagem dos

solidos pelas peneiras, evitando a colmatagao.

Tabela 1: Condigdes operacionais e caracteristicas do esgoto sanitario aplicadas nas estratégias operacionais E-1

e E-2.
Condic¢des operacionais Unidade E-1 E-2
Periodo de operagao dias 339 339
Troca volumétrica % 50 75
Enchimento/Descarte min 90 90
Aeragdo min 240 240
Sedimentagao min 30 30
Tempo total de ciclo min 360 360
Volume de tratamento L 500 750
Vazdo de enchimento L min’! 5,55 8,33
Zg};;ﬁade ascensional do N 0.48 0.69
Carga organica total kg DQOrm3d ! 0,8+0,2 1,2+0,4
Carga organica soltvel kg DQOs m>d ! 0,4+0,1 0,6 +0,2
Carga de nitrogénio total kg Nrm3d ! 0,10+ 0,03 0,16 0,05
Sriggnaiacal de nitrogénio o N NF, ! 0,07 + 0,02 0,14 + 0,05
Carga de fosforo total kgPrm3d"! 0,014 £ 0,004 0,019 £ 0,006
Caracteristicas do afluente Unidade E-1 E-2
Soélidos suspensos totais mg SST L! 117 £ 59 118 £ 65
DQO Total mg DQOr L! 409 + 130 398 £ 136
DQO Soluvel mg DQOs L™! 224 + 105 192 £ 60
DBOs 20 mg DBO L 241 +79 233+ 82
Nitrogénio total mg Nt L 49+ 14 54+ 17
Nitrogénio amoniacal mg N-NH," L 37+11 45+ 15
Nitrito mg N-NO, L! 0,1 £0,6 0,2+0,6
Nitrato mg N-NO;™ L*! 0,1 +0,1 0,2+0,6
Fosforo total mg Pr L 6+2 6+2
Fosfato mg P-PO,* L 4+£2 4+2

*Média + Desvio Padrao; DQO — Demanda quimica de oxigénio; DBOs ) — Demanda Bioquimica de Oxigénio

apo6s 5 dias em temperatura de 20 °C.

Apo6s a amostra (licor misto + agua) passar nas peneiras, as particulas retidas em cada

uma delas eram recuperadas por meio de retrolavagem com agua destilada. Cada fracao foi

coletada em um recipiente diferente e filtrada para a determinacdo dos SST. Uma vez

determinada a concentracdo de SST retida em cada peneira, foi possivel calcular a porcentagem
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que cada fragdo (D <212 (um); 212< D (um) < 300; 300 < D (um) <400; 400 <D (um) < 600

e D> 600 (um)) representava em funcao da biomassa total da amostra.
e Indice Volumétrico do Lodo

O indice volumétrico do lodo (IVL) foi determinado semanalmente seguindo a
metodologia proposta por Schwarzenbeck et al. (2004), na qual o IVL ¢ calculado para
diferentes tempos de sedimentacdo. Neste estudo, escolheu-se determinar o volume do lodo
apos 5 e 30 min de sedimentagdo em uma proveta graduada de 1 L, e calculado conforme a

equacao 1.

Hs 30 x 10°
Wls3o = ~ssT

Equacao 1
Onde:

IVLs, 30 = Indice Volumétrico de Lodo (mL g "' SST);

Hs, 30 =Altura de lodo sedimentado apds 5,10 e 30 minutos (m);

Ho =Altura da lamina d’agua na proveta de decantagdo (m);

SST =Concentragio de sélidos em suspensio totais da amostra (mg L);

10%=Fator de conversdo de miligrama para grama e de litro para mililitro.
e Morfologia

O acompanhamento da formagdo e da morfologia dos granulos também foi realizado
semanalmente, por meio da utilizagdo de microscopio 6tico (marca Olympus BX-41).

No intuito de observar a microestrutura dos granulos também foi efetuada analises de
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) no Laboratorio Central de Microscopia Eletronica
(LCME) da UFSC. Para analise foram selecionados granulos do licor misto dos dias
correspondentes a granulagdo completa em ambas as estratégias. Os granulos foram
previamente fixados com glutaraldeido (2,5%), e apds 2 h em refrigeragdo (4° C) foram

desidratados em banho sucessivos de etanol 50, 70 e 100%. Para a obtencao das micrografias,
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as amostras foram fixadas em suportes de aluminio (stubs) com cola de prata, posteriormente

metalizadas com ouro e analisadas no equipamento JEOL JSM-6390LV.

e Substancias poliméricas extracelulares (EPS)

As EPS foram extraidas semanalmente a partir de um volume de 5 mL de amostras do
licor misto (fim da aeracao) do reator piloto, sob condi¢des alcalinas (pH > 10) pela adigao de
5 mL de NaOH a 1 mol L™! e alta temperatura (30 min a 80 °C), seguido de sonicagio (5 min a
55 kHz) (TAY; LIU; LIU, 2001c). Para este estudo foi determinado que as EPS compreendiam
as fragoes de polissacarideos e proteinas. O teor de polissacarideos (PS) foi determinado como
equivalente de glicose usando o método fenol-sulfurico de acordo com Dubois et al. (1956),
enquanto que a fra¢do de proteinas (PN) foi mensurada de acordo com o método de Lowry et

al. (1951), utilizando albumina sérica bovina (BSA) como padrao.

e Polihidroxibutiratos (PHB)

O metabolismo de varios organismos, incluindo os acumuladores de fosforo (PAO) e de
glicogénio (GAO), envolve a assimilagdo de fontes de carbono na forma de 4cidos graxos
volateis e a transformacdo em reservas energéticas em polihidroxialcanoatos (PHA)
intracelulares. Dependendo do substrato utilizado ¢ do metabolismo do microrganismo,
diferentes polimeros e copolimeros podem ser obtidos. O polihidroxibutirato (PHB) foi
definido para essa pesquisa como o polimero para caracterizar o armazenamento € 0 cCOnsumo
dos PHA. Partiu-se do pressuposto que quando o acetato ¢ o substrato mais abundante, os
organismos armazenam até 90% dos PHA como PHB (QUINES et al., 2015; SMOLDERS et
al., 1994).

A andlise de PHB foi realizada de acordo com metodologia proposta por Karr; Waters
e Emerich (1983), a qual baseia-se na medi¢@o do acido crotonico que ¢ formado pela catalise
acida durante a despolimerizagdo quimica do PHB. Para o procedimento, 20 mg de licor misto,
previamente liofilizado, foi ressuspendido em 2 mL de H>SO4 concentrado (98%). Os tubos de
ensaio (10 mL) contendo a suspensdo foram inseridos no bloco digestor a uma temperatura de
100 °C por 30 minutos e em seguida resfriados em banho de gelo por aproximadamente 10
minutos. Essas amostras foram diluidas em propor¢do 1:3 com solugdo de H>SO4 5 mM.

Posteriormente, as amostras foram filtradas em membrana de acetato de celulose (0,45 um) e
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injetadas no HPLC. A coluna analitica utilizada foi de exclusdo i6nica Aminex® HPX-87H,

300 mm x 7,8 mm (D.I) x 9,8 um da Bio-Rad.

3.1.3.2 Analises Fisico-Quimicas

Anadlises periddicas (semanais) da concentracdo de solidos, compostos carbonaceos,
nitrogenados e fosfatados foram realizadas a fim de monitorar o desempenho do reator. As
amostras do esgoto sanitario (afluente) e do efluente do sistema foram avaliadas em termos de
solidos suspensos totais (SST), DBOs, DQO total (DQOr), nitrogénio total (Nt) e fosforo total
(Pt). Para determinagao dos compostos soluveis, as amostras foram filtradas usando filtro de
acetato de celulose (0,45 um) e analisadas em termos DQO soltvel (DQOs) e nitrogénio
amoniacal (N-NH4"). A detec¢do de 4nions como nitrito (N-NOy), nitrato (N-NO3") e fosfato
(P-PO4+7%) foi medida por cromatografia iénica (Dionex Corporation, EUA), para tal as amostras
foram previamente filtradas em filtro de acetato de celulose de 0,22 um. Na Tabela 2 esta
apresentada a sintese das analises e os respectivos métodos empregados para essa etapa do

estudo.

3.1.3.3 Analises microbiologicas

A avaliacao da comunidade microbiana do sistema foi realizada por meio de técnicas de
biologia molecular: sequenciamento de nova geracao e FISH (do inglés fluorescence in situ
hibridization). Para ambas as andlises, foram coletadas aliquotas de 1,5 mL (em duplicatas) do
lodo sedimentado e homogeneizado apds o ensaio de IVL. Para a andlise de sequenciamento as
amostras foram armazenadas a -20 °C e as aliquotas destinadas ao FISH foram estocadas por
no maximo 24 horas em geladeira, até serem fixadas.

O sequenciamento de nova geragdo foi realizado por meio da extragdo do DNA
gendmico de cinco amostras de cada estratégia, utilizando o Kit de extragdo DNA MoBio Power
Soil TM (Mobio Laboratories Inc., Carlsbad, CA, USA), de acordo com o protocolo do
fabricante. O preparo das bibliotecas para a identificagdo das bactérias seguiu o protocolo da
Neoprospecta Microbime Tecnologies, Brasil. A amplificagdo da regido V3/V4 do gene 16
rRNA foi efetuada com primers 341F (CCTACGGGRSGCAGCAG) (WANG; QIAN, 2009) e
806R (GGACTACHVGGGTWTCTAAT) (CAPORASO et al., 2012). As bibliotecas foram
sequenciadas por meio do MiSeq Sequencing System (Illumina Inc., USA) e o kit V2, com 300
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ciclos e sequenciamento single-end. Todas as leituras foram submetidas individualmente a um
filtro de qualidade baseado na soma dos erros de probabilidades das bases do DNA, permitindo
no maximo 1% de erro acumulado. Posteriormente, as sequéncias de DNA correspondentes aos
adaptadores da tecnologia Illumina foram removidas. As sequéncias resultantes que
apresentaram 100% de identidade foram agrupadas em filotipos/clusters e utilizadas para

identificacdao taxonomica usando o banco de dados Silva.

Tabela 2: Parametros fisico-quimicos e os respectivos métodos das analises.

Parametros fisico-quimicos Métodos

Sonda multiparametros (Environmental

Oxigénio dissolvido, pH e temperatura Monitoring Systems — YSI pro 1020)

Soélidos Suspensos Totais (SST), Volateis (SSV) Método gravimétrico em membrana de fibra de

e Fixos (SSF) vidro (0.60 pm). SM* 2540

Método colorimétrico de refluxo fechado. Leitura
Demanda Quimica de Oxigénio (DQOr ¢ DQOs) em espectrofotdmetro HACH®, modelo DR-
4000. SM* 5220D

M¢étodo manométrico com incubagdo de 5 dias a
Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBOs) 20°C (em base agitadora HACH®, modelo BOD-
TRACK).SM* 5210D

Meétodo do salicilato com cianureto- kit Hach
Nitrogénio Amoniacal (N-NH4")

(731)

Método da digestao com persulfato- kit Hach
Nitrogénio Total (Nrt) (822)
Nitrito (N-NOy), Nitrato (N-NO3s’) e Cromatografia Ionica (DIONEX ICS-5000,
Fosfato (P-PO4*) Thermo Scientific). SM* 4110C

*SM = Standard Methods (AWWA, APHA, 2017).

No intuito de obter mais informagdes sobre os microrganismos ativos envolvidos nesse
estudo, a andlise de FISH foi realizada como complemento. A metodologia da analise de FISH
pode ser dividida em trés etapas: (1) fixacdo das amostras de biomassa em paraformaldeido 4%;
(11) hibridizacdo das amostras com oligonucleotideos marcados com fluéforos (chamados de
sondas) com o rRNA complementar as sequéncias que se pretende identificar; e (iii)

visualizagdo em microscopio com fluorescéncia (AMANN, 1995). A etapa que compreende a
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fixagcdo das amostras (i) foi realizada semanalmente, e apos a avaliagdo dos parametros fisico-
quimicos foram selecionadas duas datas que compreendiam a granulagdo completa em ambas
as estratégias para seguir com as etapas (ii) e (ii1).

A técnica de FISH foi utilizada com o propdsito de determinar a populagdo microbiana
relacionada a remocao de nitrogénio. 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. As especificidades das sondas e suas respectivas sequéncias estao

detalhadas na Tabela 3. Os detalhes das sondas estdo disponiveis no site do Probebase.

Tabela 3: Descricao das sondas utilizadas na detec¢@o dos microrganismos presentes na biomassa pela técnica de

FISH.
Sonda Especificidade Sequéncia (5°- 3’)
EUB338I Maioria das Eubactérias GCT GCC TCC CGT AGG AGT
EUB338I1 Planctomycetales GCA GCC ACC CGT AGG TGT
EUB338III Verrucomicrobiales GCT GCC ACC CGT AGG TGT

'-.CCG TCA TCT ACW CAG GGT ATT AAC

PAOmix Maioria dos membros
2. CCC TCT GCC AAA CTC CAG

(462'+6512+846%) Candidatus Accumulibacter
3- CCC TCT GCC AAA CTC CAG

GAOwix Maioria  dos  membros , 1~ -G CCT AAA GGG CTT

Candidatus "Competibacter

(431%4+989%) phosphatis” >-TTC CCC GGA TGT CAA GGC

Oxidadoras de amoOnia
NSO190 CGA TCCCCT GCTTITCTCC
B-Proteobacteria

Ntspa662 Nitrospira GGA ATT CCG CGC TCC TCT

PAE997 Pseudomonas spp. TCT GGA AAG TTC TCA GCA

Além da deteccdo dos microrganismos, a andlise de FISH foi utilizada também para
avaliacdo da distribuigdo espacial nos granulos dos microrganismos envolvidos na nitrificagao.
Para tal, foi realizada hibridiza¢do mista nas amostras, com sondas de NSO190, Ntspa662 e
EUBwMix (EUB3381, EUB338II e EUB338III). Os granulos foram selecionados a partir das

amostras do licor misto, fixados e incorporados em Tissue-Tek® O.C.T. Os cortes transversais
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com 20 pm de espessura foram realizados em criostato (CM 1850, Leica, Alemanha) a -40°C
pertencente ao Laboratério Multiusuario de Estudos em Biologia (LAMEB) da UFSC. As
bactérias totais foram hibridizadas com a sonda EUBMx marcada com o flu6foro CY5, como
referéncia, e os oligonucledtidos especificos para NSO190 e Ntspa662 foram marcados com os

flu6foro CY3 e Fluorescein dT, respectivamente.

3.1.4 Tratamento dos dados

O software Microsoft Excel® foi utilizado para descrever, analisar e interpretar os dados
numéricos das amostras coletadas ao longo do periodo de monitoramento. Na andlise
exploratoria dos dados, utilizou-se a estatistica descritiva (valores de média, desvio padrao),
para a andlise inicial dos dados. O software OriginPro 2017 foi utilizado na construg¢do dos
graficos ao longo do tempo, dessa forma, possibilitou uma analise geral da variabilidade dos
dados coletados.

Além da analise descritiva dos dados, para essa etapa do estudo foram aplicadas técnicas
de controle estatistico multivariado de processo, do inglés Multivariate Statistical Process
Control (MSPC), utilizando o software Statistica 7.0 (STATSOFT, Inc.). De acordo com
Montgomery (2009), a MSPC tem como principal objetivo monitorar o desempenho de
processos ao longo do tempo e detectar eventos incomuns que exer¢am influéncia nas
propriedades determinantes da qualidade do produto final, neste caso a estabilidade de operacao
do sistema. Em um primeiro momento, foi realizada a anélise de componentes principais (ACP)
para o conjunto de dados formado a partir do nimero de observagdes (37) em cada estratégia.
A ACP ¢ uma técnica da estatistica multivariada que consiste em realizar uma combinagao
linear de um conjunto de dados composto por diferentes varidveis numéricas, isto ¢ alta
dimensionalidade de representacdo. A ACP, portanto reduz o nimero de varidveis ao eliminar
informagdes ndo correlatas entre os dados, mantém a maxima variabilidade dos dados originais
no intuito de observar com mais clareza tendéncias, padrdes e/ou outliers do conjunto de dados
(COSTA; ALVES; FERREIRA, 2009). Dessa forma, a ACP fornece uma aproximacao de um
conjunto de dados em um espago modelado de menor dimensdo trazendo duas matrizes em
resposta: a matriz de scores e a matriz de loadings.

Os scores fornecem a composicao das componentes principais (CP) em relacdo as
amostras, enquanto os loadings fornecem essa mesma composicao em relacdo as variaveis.

Tracando-se as colunas da matriz de scores na diregao das componentes principais, gera-se um
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grafico chamado scores plot, onde a relagdo entre as observagdes ¢ exibida e assim clusters
podem ser identificados. Similarmente, a interpretacdo geométrica dos valores dos loadings em
um grafico de duas dimensdes (CP1 x CP2) ¢ denominada loading plot, onde a relagdo entre as
variaveis ¢ mostrada (COSTA; ALVES; FERREIRA, 2009; LEITE et al., 2018).

Uma vez que o modelo ACP foi realizado, os graficos de controle de Hotelling T? foram
configurados para detectar outliers multivariados, desvios médios e outros desvios de
distribuicdo do esquema em controle. O grafico de controle de Hotelling T? é a versdo
multivariada da estatistica t-Student, baseado em estimativas amostrais da matriz de
covariancia. Neste caso, a estabilidade e o controle de operagdo do reator bioldgico sao
definidos pelo vetor do valor médio de todas as varidveis medidas. Um ponto fora dos limites
do controle ¢ interpretado como evidéncia de que o processo esta fora de controle
(MONTGOMERY, 2009). Os limites superiores de controle (LSC), foram determinados
usando niveis de confidencialidade de 95% para calculos de limites de T> (MONTGOMERY,
2009).

Apesar do grafico de controle T? de Hotelling ser uma técnica muito til para que sejam
monitoradas simultaneamente vérias caracteristicas de qualidade dos processos, a estatistica T2
indica que um processo esté fora de controle estatistico, porém ndo gera informagdo sobre qual
variavel ou conjunto de variaveis estd influenciando para tal comportamento. Dessa forma, os
pontos fora do controle foram detalhados por meio da decomposigdo T2, possibilitando definir
quais variaveis deslocaram o sistema para fora da estabilidade (MASON; TRACY; YOUNG,
1996).

As variaveis escolhidas para a aplicagdo da MSPC foram: concentracdo de solidos
suspensos volateis no reator (SSV), razdo IVL30 / IVLs (IVL), altura da cama de lodo no reator
(ACL), carga organica particulada (COP) e soluvel (COS), velocidade de remogao especifica
de DQO na fase de enchimento (ANQS) e durante a aeragao (AEQS), velocidade especifica
observada de crescimento de biomassa (LOBS) e a fragdo de particulas com diametro acima de
212 pm (D>212). Os dados referentes SSV, IVL, pOBS e D> 212 foram coletados no final da
fase de aeracdo, enquanto COP e COS foram calculados com base na concentragdo de DQO do
afluente do sistema e a vazao de enchimento em ambeas as estratégias. As concentragdes iniciais
(t = 0) para os célculos da ANQS foram baseadas em concentragdes teodricas se o reator fosse
alimentado de uma s6 vez, ao invés de fluxo em pistao ao longo de 90 min. AEQS foi calculada
a partir das concentragdes reais medidas no fim da fase de enchimento e da saida do reator

(efluente tratado) e a ACL foi estimada a partir da extrapolacdo dos valores IVL3o, considerando
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o mesmo tempo de sedimentagdo configurado no reator. Dessa forma, foi possivel envolver
parametros de operagdo do sistema e bem como caracteristicas da biomassa A distribuicao
normal foi verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov para garantir a aplicabilidade do teste
de hipoteses estatisticas ao longo do estudo.
3.1.5 Calculos

3.1.5.1 Vazdo diaria de esgoto (Qa)

Qa=ncxV,

Equacao 2
Onde:
Qu é a vazdo diaria de esgoto (L d),
ne é o niimero de ciclos realizados por dia (d!),
V. ¢ o volume de enchimento por ciclo (L).
3.1.5.2 Carga volumétrica (CV) e relagao Alimento/Microrganismo (A/M)

CV = Cafluente x Qd
V
Equacao 3

Onde:

CV é a carga volumétrica aplicada por dia (mg DQO ou N-NH4" ou Pt L' d'),
Cafluente € a concentragdo de DQO, N-NH4" ou Pt no afluente (mg L),

Qu é a vazdo diaria de afluente (L d!),

V: ¢ o volume util do reator (L).

Para o calculo da relacdo alimento/microrganismo (A/M) utilizou-se a carga
volumétrica aplicada por dia e a concentragio de biomassa no reator (mg DQO ou N-NH4" ou

Pr g'SSV d), conforme equacio 4.
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Onde:
CV ¢ a carga volumétrica aplicada por dia (mg DQO ou N-NH4" ou Pr L' d!),

Xssv é a concentragio de sélidos suspensos volateis no reator (g SSV L™).

3.1.5.3 Velocidade superficial ascensional de ar (Var)

— Qar
Ap

Vir x 100

Onde:
Var é a velocidade superficial ascensional de ar (cm s™),
Qur é a vazdo de ar aplicada (m> s™),

Ay ¢ a drea da base do reator (m?).
3.1.5.4 Velocidade ascensional do afluente (Vaftuente)

Qe
Vafluente = A_
b

Onde:
Vafluente € a velocidade ascensional de esgoto afluente (m h),
Q. ¢ a vazdo da bomba de enchimento (m? h!),

Ay ¢ a drea da base do reator (m?).

3.1.5.5 Velocidade de remogdo especifica de substrato (qpoo, qnH4, qpiot)

V.
(Ci - Ce) e/tc
dpQo,NH, PO, = V Xssy

Equacao 4

Equacao 5

Equagao 6

Equagao 7
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Onde:

gpoo, NHapo+ € a velocidade de remogdo especifica de substrato (mg DQO ou N-NH4" ou P-
POs d! g'SSV),

Ci é a concentragdo afluente de substrato (mg DQO ou N-NH4" ou P-PO4* L),

C. é a concentragio efluente de substrato (mg DQO ou N-NH4" ou P-PO4* L)),

V. € o volume efluente de um ciclo operacional do reator (L),

tc € o tempo de um ciclo operacional do reator (d),

V: ¢ o volume util do reator (L),

Xssv é a concentragio de sélidos suspensos volateis no reator (g SSV L.
3.1.5.6 Tempo de Retengdo de Solidos (TRS)

Xssy x Vg

TRS =
XaVa + XeVe)/
tc

Equagdo 8
Onde:
TRS = Tempo de retencao de sélidos ou idade do lodo (dia);
Xssv € a concentragdo de solidos suspensos volateis no reator (g SSV L),
V: € o volume util do reator (L),
X4 é a concentragio de biomassa descartada manualmente (g SSV L),
V4 € o volume do descarte manual (L),
X, ¢é a concentracdo de sélidos suspensos volateis efluente (g SSV L),
V. ¢é o volume efluente de um ciclo operacional do reator (L),

tc € o tempo de um ciclo operacional (d).

3.1.5.7 Velocidade especifica observada de crescimento de biomassa (ttobs)

A velocidade especifica observada de crescimento da biomassa pobs (d!) é inversamente
relacionada com o tempo de retengdo de so6lidos. Assim, o coeficiente pobs foi determinado

utilizando-se a equacdo 9.

_ 1
I""ObS - TRS

Equacao 9
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3.1.5.8 Constante de meia-satura¢do observada (Ksobs)

A constante de meia-saturagdio observada (Ksobs) (mg DQOs L") ¢ a concentragdo de
substrato na qual a velocidade de crescimento corresponde a metade do pmax. De acordo com o
grafico Lineweaver-Burk (ou grafico duplo reciproco), Ksops pode ser obtido plotando 1/pobs
versus 1/C;, com uma inclinagdo de Ksobs / Imax € interceptacdo do eixo y de 1/pmax, conforme

apresentado na equacao 10.

1 Ks 1 1
obs x +

Uobs Umax Ci Umax

Equacao 10
Onde:
max € a velocidade maxima de crescimento especifico da biomassa (d 1);

Ci é a concentragdo de substrato no afluente (mg DQOs L™).

3.1.5.9 Velocidade de decaimento especifico da biomassa (kq)

A velocidade de decaimento especifico da biomassa (kq) (d!) foi obtida plotando pobs

Versus qobs, cOm uma inclinagdo de Y e interceptagdo do eixo y de kq a partir da equacdo 11.

tobs =Y X Qops — ka
Equacao 11
Onde:
Y ¢ o coeficiente de producio tedrico de biomassa (gSSV g 'DQOs);
qobs velocidade de remogdo especifica de substrato (g DQOs g ! SSV d™)).

3.1.5.10 Velocidade especifica de hidrolise de material particulado (qn)
O processo da hidrdlise torna disponivel o substrato de dificil biodegradabilidade, ou

seja, o particulado (Xs), contido no afluente (GUJER et al., 1999). A velocidade especifica de

hidrodlise de material particulado foi calculada utilizando a equagdo 12.
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X
s /XH

X, XA
S
Ky + /XH

qy = knx
Equagdo 12
Onde:
gu ¢ a velocidade especifica da hidrolise do material particulado (g Xs L' d™1),
ku ¢é a constante da velocidade de hidrélise (g Xs g™ Xu d™),
Xs € a concentragdo de material particulado encontrado no afluente. Pode ser medido pela
diferenca entre a DQO total e a soltvel, ou por SST afluente (g Xs L),
Xy é a biomassa heterotrofica responsavel pela hidrolise de Xs (g Xu L),
Kx ¢ a constante de saturagdo da hidrélise. Nas temperaturas do presente estudo (10-30°C), esta

constante sera considerada igual a 1 (g Xs g”! Xn).

A constante da velocidade da hidrolise (kz) € variavel com a temperatura e foi calculada

de acordo com a equacgdo 13.

Ky (T) = k(20°C) x ¢@rx(T-20°0))

Equacao 13
Onde:
k(20°C) é igual a 3 g Xs g Xu d!, e O pode ser obtido por:
k(T
o _ (k)
T —T,
Equacdo 14

Sabendo-se que 0 k(10°C) éigual a2 g Xs g! Xu d!, o Or obtido é de 0,04.

3.1.5.11 Tempo de contato de hidrdlise (tn)

X
S/Vr

qu

ty =

Equacao 15
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Onde:

tn € o tempo de contato necessario entre biomassa e substrato particulado do afluente para
ocorrer a hidrdlise (d),

Xs ¢ a concentragdo de material particulado encontrado no afluente (g Xs L),

V: ¢ o volume do reator (L),

qu é a velocidade especifica da hidrolise do material particulado (g Xs L' d™).

3.2 SISTEMA EXPERIMENTAL II

3.2.1 Configuracio do sistema experimental

O sistema experimental II foi construido e instalado nas dependéncias do Laboratorio
de Processos de Separacdo e Reagdo - Laboratério de Catalise e Materiais (LRSE-LCM) no
Departamento de Engenharia Quimica da Faculdade de Engenharia da Universidade do Porto,
Portugal. Para essa etapa da pesquisa optou-se por utilizar efluente sintético, a fim de controlar
as condigdes operacionais do sistema, avaliando a influéncia das diferentes relagdes C:N, bem
como a complexidade da fonte organica do substrato no desenvolvimento da biomassa granular.

A representacdo esquematica da configuracao do sistema estd apresentada na Figura 9.

Figura 9: Representacdo esquematica da configuragdo experimental do sistema experimental (SE-II).
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O efluente sintético era bombeado através de duas bombas peristalticas analogas
(Watson-Marlow, modelo 120S/DV) a partir de dois reservatorios de 120 L para o dentro dos
reatores. Os dois reatores (R1 e R2) em escala bancada foram construidos em acrilico
transparente com parede dupla apresentando as seguintes dimensdes: altura total de 70 cm e 15
cm de didmetro interno. A altura do liquido dentro do reator foi de 34 cm, resultando em um
volume util de 6,0 L e relagdo altura diametro (H/D) de 2,3. Outros detalhes das dimensdes dos
reatores estdo apresentados na Figura 10. De forma a controlar a temperatura dentro do sistema,
0 banho termostatico com recirculagdo foi ajustado para 20°C. A linha de ar comprimido
atravessava 8 difusores (pedra porosa, modelo AS-1) distribuidos de forma uniforme na base
dos reatores. O sistema de aeracdo era composto ainda por valvulas reguladoras de pressdo,
valvulas solenoides e rotametro, de forma a controlar a vazao de ar inserida do sistema. No final
de cada ciclo, o efluente tratado era coletado em dois reservatorios de 50 L, e descartado
diariamente. O controle de cada fase do ciclo, bem como o acionamento dos equipamentos, foi
automatizado por meio de um controlador loégico programavel (Delta modelo DVP-SS2), e um

computador foi utilizado como interface grafica do sistema.

Figura 10: Dimensdes esquematicas (esquerda) e fotografia (direita) dos reatores em escala de bancada (SE-II).
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3.2.2 Operacao do sistema

Os reatores operaram em paralelo com regime de bateladas sequenciais. De forma a
complementar os estudos desenvolvidos na primeira etapa desse estudo (SE-I), optou-se por
manter os tempos das fases dos reatores o mais proéximo possivel: enchimento ascensional (90
min), reagao aerobia (240 min), periodo de sedimentagdo (25 min) e descarte de efluente tratado
(5 min). Porém, diferente do SE-I, os reatores apresentavam volume variavel, ou seja, no fim
de cada batelada as valvulas solenoides eram acionadas e o efluente tratado escoava por
gravidade sendo recuperado nos respectivos galdes, conforme apresentado na Figura 9.

Os reatores foram alimentados em fluxo ascendente com uma vazao de 0,034 L min' e
operaram com troca volumétrica de 50%. No instante em que o enchimento iniciava, dois
agitadores mecanicos idénticos (VWR, modelo - VOS Power Control) posicionados dentro de
cada um dos reatores eram acionados e permaneciam em agita¢io (50 min™') durante os 90 min
de alimentacdo. Além do enchimento lento, a agitacdo proposta durante esta fase tinha como
objetivo favorecer o contato entre biomassa e substrato, para assegurar o consumo completo do
material organico antes de mudar para a aeragcdo. De acordo com De Kreuk et al. (2007), essa
configuragdo € pré-requisito para favorecer o desenvolvimento de organismos de crescimento
lento e suprimir o crescimento de organismos heterotroficos ordinarios (OHO).

O sistema operou sem controle de oxigénio dissolvido, ou seja, durante a fase de aeracao
foi mantida uma vazio constante de ar de 10 L min™' para cada reator, correspondendo a uma
velocidade superficial do gis de 0,94 cm s

Os dois reatores foram inoculados simultaneamente com 3 L de lodo ativado a 2,2 gSSV
L' de uma estagiio de tratamento esgoto da cidade do Porto, Portugal, e operados por 152 dias
consecutivos. As relacdes C:N do efluente sintético foram estabelecidas em 5 para reator 1 (R1)
e 10 para reator 2 (R2). A escolha destas razdes foi baseada na literatura, que de acordo Zhang
etal. (2018), os valores tipicos para esgoto sanitario sdo entre 10,5-12,5. No entanto, em estudos
prévios desenvolvidos no Brasil foi constatado que a C:N pode apresentar valores menores,
variando entre 3 e 5 (GUIMARAES et al., 2018; XAVIER et al., 2018). Dessa forma, a DQOs
foi estipulada em 300 mg L' e o nitrogénio amoniacal em 60 e 30 mg N-NH4" L'! para R1 e
R2, respectivamente.

Além da influéncia da razao C:N, o estudo foi dividido em duas fases diferenciadas em
relagdo ao substrato organico adicionado ao efluente sintético. Durante a fase I (1 - 84 dias), o

sistema operou com 100% de 4cidos graxos volateis (AGV) como fonte de carbono (1/2 acetato
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e 1/2 proprianato), nomeado de efluente simples. Durante o periodo de 85 a 152 dias (fase II) o
meio sintético foi definido como complexo, pois 50% da DQO era constituida AGV e 50% por
substratos fermentaveis soluveis (glicose e aminoacidos), fracionados em 1/4 acetato, 1/4
propionato, 1/4 glicose e 1/4 aminoacidos. Os aminoacidos foram compostos por L-alanina, L-
arginina, acido L-aspartico, acido L-glutdmico, L-leucina, L-prolina e glicina em iguais
equivalentes de DQO (LAYER etal., 2019). Na Tabela 4 ¢ apresentada a composicao detalhada

dos efluentes simples e complexo, que alimentaram os reatores nas duas fases da pesquisa.

3.2.3 Monitoramento do sistema

No intuito de acompanhar a evolucdo do sistema, amostras do efluente sintético, licor
misto (inicio e fim da aerag@o), bem como do efluente tratado foram coletadas semanalmente
em ambos os reatores. Além disso, amostras ao longo das 6 horas de ciclo (distribuidas em 15
pontos) também foram analisadas, em intervalo variando entre 15 ¢ 60 min, apos 49 dias de
funcionamento em cada fase do estudo, com objetivo de avaliar as conversdes de substratos em

ambos os reatores.

3.2.3.1 Caracterizacdo da Biomassa

A distribuicdo do tamanho das particulas foi obtida semanalmente pelo método de
peneiramento (BIN et al., 2011), da mesma forma que o SE-I (Secdo 3.1.3.1). Porém para essa
etapa do estudo foram selecionadas peneiras com abertura da malha de 850 um, 500 um e 200
um. O acompanhamento da formacao dos granulos também foi sustentado pela visualizagdo em
microscopio Optico (Optika B-69, Italia), no intuito de obter informagdes quanto a morfologia
dos agregados. Além disso, a capacidade de sedimentacgdo do lodo foi determinada por meio do
indice volumétrico de lodo (IVL), medido apods 5 e 30 minutos de sedimentacao da biomassa
(IVL3o e IVLs) (SCHWARZENBECK; ERLEY; WILDERER, 2004).

A extragdo da matriz EPS também foi realizada semanalmente, porém para essa etapa
do estudo priorizou-se a distribuicdo das EPS nas camadas dos granulos. Nesse sentido, foi
avaliado as EPS que estdo na superficie dos granulos e por isso tem maior facilidade de perder
a ligacdo com as células (do inglés loosely bound EPS - LB-EPS) e as que estao estreitamente

ligadas no interior dos agregados (do inglés tightly bound EPS - TB-EPS) (LI; YANG, 2007).
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Tabela 4: Composicdo detalhada dos efluentes simples e complexo nos reatores (R1 ¢ R2) em ambas as fases

operacionais.

Fase I Fase II

(Efluente simples) (Efluente complexo)

R1 R2 R1 R2
DQOs (mg L) 300 300 300 300
Acetato de Sodio (mg L) 192,3 192,3 96,1 96,1
Propionato de Sodio (mg L) 128,7 128,7 64,3 64,3
Glicose (mg L) - - 70,3 70,3
Alanina (mg L) - - 9,9 9,9
Arginina (mg L) - - 10,6 10,6
Acido Aspartico (mg L) - - 14,8 14,8
Acido Glutamico (mg L") - - 10,9 10,9
Glicina (mg L) - - 16,7 16,7
Leucina (mg L) - - 5,8 5,8
Prolina (mg L") - - 6,9 6,9
Nitrogénio amoniacal (mg N-NH," L") 60 30 60 30
NH4Cl (mg L) 229,5 114,7 229,5 114,7
Fosforo (mg P-PO* L) 7 7 7 7
K>HPO4 (mg L) 23,6 23,6 23,6 23,6
KH,PO4 (mg L) 12,3 12,3 12,3 12,3
Nutrientes
MgSO;, .7H,0 (mg L) 70 70 70 70
KCI (mg L) 30 30 30 30
CaCl,(mg L") 60 60 60 60
Elementos tracos
*C1oH14N2Na,Os - 2H,O (mg L) 50 50 50 50
*7nSO4 - TH,O (mg L) 22 22 22 22
*MnCl, - 6H,0 (mg L) 5,1 5,1 5,1 5,1
*FeSO, - 7TH,0 (mg L) 5,0 5,0 5,0 5,0
*(NH4)6M07024 - 4H,0 (mg L) 1,1 1,1 1,1 1,1
*CuSO4 - 5H,0 (mg L) 1,8 1,8 1,8 1,8
*CoCl, - 6H,0 (mg L) 1,6 1,6 1,6 1,6

*Solucdo preparada de acordo com Vishniac e Santer (1957).

A extragdo da matriz EPS foi realizada de acordo com Li e Yang (2007), a qual se baseia
em alta temperatura e a utilizagcdo de solucdo salina (NaCl 0,05%). Para tal, 10 mL do licor
misto, coletado no fim da aeracdo em cada um dos reatores, foi desidratado por centrifugacao

a 4000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi entdo ressuspenso com
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a solucao de NaCl 0,05% até seu volume original de 10 mL. A solugdo de NaCl foi pré-aquecida
a 70 ° C para garantir que a suspensao da biomassa atingisse uma temperatura imediata de 50
°C. A amostra contento biomassa ¢ a solugdo salina foi cisalhada em vortex (6PRO, RSLab),
por 1 min, seguido por centrifugacdo a 4000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi coletado e
definido como LB-EPS.

Para a extragcdo do TB-EPS, o pellet foi novamente ressuspenso com a solucao salina de
NacCl 0,05% até seu volume original de 10 mL. A suspensdo foi agitada no vortex por 1 min,
aquecida a 80 ° C em banho-maria por 30 min, e submetida a centrifugacio a 4000 rpm por 15
min. E por fim, o sobrenadante coletado foi considerado a extragdo de TB-EPS. Ambas as
extragdes LB-EPS e TB-EPS foram analisadas em triplicatas para polissacarideos (PS) e
proteinas (PN). As metodologias de quantificacdo de PS e PN seguiram as mesmas aplicadas
no SE-I, nas quais polissacarideos foram determinados como equivalentes de glicose usando o
método fenol-sulfurico (DUBOIS et al., 1956), enquanto a fragdo de proteina foi baseada no
método de Lowry, utilizando albumina sérica bovina (BSA) como padrdo (LOWRY et al.,

1951).

3.2.3.2 Analises Fisico-Quimicas

O desempenho dos dois reatores foi avaliado semanalmente por meio de analises fisico-
quimicas seguindo em sua maioria metodologias propostas pelo Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (AWWA, APHA, 2017). Os parametros analisados ¢ as
metodologias empregadas estdo sumarizadas na Tabela 5.

Amostras do efluente sintético que alimentava cada reator, bem como aliquotas do inicio
da aeragdo (91 min de ciclo) e efluente tratado foram filtradas utilizando filtro de poliamida
(0,45 pum) para a determinacao dos compostos soluveis, como DQO soluvel e os ions. As
concentragdes de nitrogénio amoniacal (N-NH4"), nitrito (N-NO>"), nitrato (N-NOs") e fosfato
(P-PO4) foram analisados por cromatografia iénica (Dionex Corporation, EUA), enquanto o
nitrogénio total foi determinado utilizando kit colorimétrico, com leituras em espectrofotdmetro

(Merck-Lange, Alemanha).
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Tabela 5: Parametros fisico-quimicos e os respectivos métodos das analises empregados no SE-II.

Parametros fisico-quimicos Métodos

Oxigénio dissolvido e temperatura Sonda multipardmetro (HQ40D, Hach)

Sonda  multiparametros  (HI2020, Hanna
pH

Instruments)
Solidos Suspensos Totais (SST), Volateis (SSV) Método gravimétrico em membrana de fibra de
e Fixos (SSF) vidro (0.60 um). SM* 2540

Método colorimétrico de refluxo fechado. Leitura
Demanda Quimica de Oxigénio Solavel (DQOs) em espectrofotometro MERCK®, Spectroquant®
Prove 300. SM* 5220D

M¢étodo da digestdo com persulfato com kit
Nitrogénio Total (Nr) Merck (HC996034), seguido da determinagéo de
nitrato também com kit Merck (HC992294).
Cromatografia Ionica (Dionex™ DX-120,
Nitrogénio Amoniacal (N-NH4"), o
Thermo Scientific).
Nitrito (N-NOy"), Nitrato (N-NOs") e Fosfato (P- Cromatografia I6nica (Dionex™ [1CS-2100,
PO+») Thermo Scientific). SM* 4110C

*SM- Standard Methods

3.2.3.3 Analises microbiologicas

Para essa etapa do estudo a comunidade microbiana foi avaliada somente pela técnica
do sequenciamento de nova geragdo. Para tal, aliquotas de 10 mL do lodo sedimentado ap6s o
ensaio de IVL foram coletadas ao longo do estudo e armazenadas a -20 °C. Foram escolhidas
quatro amostras da Fase I e duas amostras da Fase II, totalizando 6 amostras para cada reator,
e 12 amostras no total. As amostras foram submetidas a liofilizag¢ao por 48 horas e armazenadas
em frascos herméticos. Da mesma forma que o SE-I, o sequenciamento de nova geracao foi
realizado seguindo o protocolo Neoprospecta Microbime Tecnologies, Brasil. Para a
identificagdo das sequéncias resultantes também foi utilizado o banco de dados Silva, como

descrito na Se¢ao 3.1.3.3.
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3.2.4 Tratamento dos dados

A andlise descritiva foi utilizada para analisar e interpretar os dados numéricos das
amostras coletadas em ambas as estratégias operacionais. A partir de tabelas e valores de média
bem como desvio padrdo obtidos no Microsoft Excel®, o software OriginPro 2017 foi utilizado
na construcao dos graficos ao longo do tempo, possibilitando uma analise geral da variabilidade

e a exploracao dos dados coletados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados desta pesquisa que serdao apresentados foram subdivididos em dois itens,
os quais se encontram em forma de artigos cientificos, no entanto apenas os resultados e
discussdes bem como a conclusdo destes estudos serdo expostos nessas secodes. Estes estudos
foram necessarios para confirmar as hipoteses e responder as perguntas desta tese. As pesquisas
possuem a abordagem da granulacao aerobia, com o intuito de elucidar os fatores que
contribuem para estabilidade no sistema bem como para as atividades biologicas.

O primeiro estudo desenvolvido no sistema experimental I (SE-I) (descrito na Se¢do 3.1
dos Materiais e Métodos) teve como objetivo a avaliagdo em longo prazo (> 650 dias) do
processo de granulagdo e estabilidade do lodo granular aerébio (LGA) em um reator (1,0 m?)
operado em volume constante tratando esgoto sanitario. Para tal, duas relagdes de troca
volumétrica (RTV) foram testadas (50 e 75%), no intuito de comparar a influéncia da carga
organica volumétrica nas caracteristicas e atividade da biomassa por meio do desempenho do
sistema, concomitante a avaliacdo da ecologia microbiana. A novidade deste trabalho surgiu da
combinagao e discussao integrada, abrangendo os diferentes topicos que envolvem o tratamento
biologico de efluentes usando o sistema LGA, desde parametros fisico-quimicos e cinéticos até
técnicas de biologia molecular. Além disso, o controle estatistico multivariado do processo,
como modelos ACP combinados com grafico de controle T? de Hotelling, foi utilizado a fim de
avaliar a estabilidade do sistema e detectar comportamento ndo aleatério, uma vez que a
variabilidade de um sistema so pode ser descrita em termos estatisticos.

Por outro lado, a fim de obter respostas mais intrinsecas no comportamento do LGA sob
diferentes substratos organicos, o objetivo do segundo estudo foi principalmente investigar o
efeito da relacdo C:N nas caracteristicas fisico-quimicas, como capacidade de sedimentagao,
morfologia dos agregados, incluindo composi¢do da matriz EPS e a conversdo de substratos.
Além disso, foi avaliada a sucessdo da comunidade microbiana, no intuito de validar o papel
dos microrganismos no processo de granulagdo sob as diferentes condi¢des aplicadas. A
novidade nesta abordagem residiu no fato de que apos 84 dias de funcionamento do sistema, o
substrato organico em ambos os reatores foi alterado para uma fonte mais complexa, onde
apenas 50% do carbono era composto de AGV (acetato e propionato) e os outros 50% de
compostos organicos fermentativos (glicose e aminodcidos). Para essa etapa da pesquisa foi
utilizado o sistema experimental II (SE-II) detalhado na se¢do 3.2 dos Materiais e Métodos. O

fluxograma apresentado na Figura 11, esquematiza uma sintese da forma em que os sistemas
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experimentais (SE) foram comparados a partir do objetivo geral desta tese, no intuito de gerar

os estudos apresentados neste item.

Figura 11: Fluxograma que detalha os sistemas experimentais e as estratégias operacionais utilizados em cada
estudo apresentado neste item.
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4.1 COMO A RELACAO TROCA VOLUMETRICA E A DISPONIBILIDADE DE
CARBONO CONTRIBUEM PARA MELHORAR A ESTABILIDADE DO LODO
GRANULAR EM RBS OPERADO EM VOLUME CONSTANTE TRATANDO ESGOTO
SANITARIO? !

Este trabalho avaliou o processo de

granulacdo ¢ a estabilidade do lodo

Settling ability
Stability
Diameter
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vl ey

carga. Duas estratégias operacionais,

Diameter

=g diferenciadas pela relacdo de troca
volumétrica (RTV= 50 e 75%), foram testadas permitindo maiores cargas organicas (COV) no
sistema. Diferentes topicos envolvendo o tratamento bioldgico de efluentes foram avaliados
desde parametros fisico-quimicos e biocinéticos, bem como resultados de biologia molecular.
Como a variabilidade do processo s6 pode ser descrita em termos estatisticos, o controle
estatistico multivariado de processo foi aplicado no intuito de verificar e integrar os resultados
encontrados. A granulagdo foi alcangada com sucesso em termos de sedimentabilidade (indice
volumétrico de lodo - IVL3o <70 mL gSST L™! e IVL30/IVLs ~ 0,70) e fragdo de granulos (>
80%) quando o sistema operou com RTV de 75%. A analise multivariada corroborou que o
aumento da RTV de 50 a 75% pode ser uma estratégia importante para a estabilidade de
sistemas com lodo granular aerébio (LGA), especialmente durante os periodos chuvosos onde
a disponibilidade de carbono é menor (COV <0,4 kgDQO m™ d!). Os compostos carbonados
soluveis foram removidos principalmente durante a fase de enchimento (sem a presenca de
oxigénio dissolvido (OD)), no entanto, a presenca de material particulado levou a hidrolise
destes na fase aerada. A nitrificacdo foi observada em ambas as estratégias. Nitrospira spp. foi
predominante quando o sistema foi submetido a menor RTV, enquanto Nitrosomonas spp. foi
detectada no aumento da RTV. Embora a desnitrificacdo parcial e a baixa remog¢ao de fosforo
foram constatadas em ambas as estratégias operacionais, esses fatores poderiam ser
aperfeicoados, controlando o excesso de OD na fase de aeracdo, bem como melhorando a

disponibilidade de substrato organico na fase de alimentacao.

! Esse item gerou a seguinte publicagio:

XAVIER, J. A., GUIMARAES, L. B., MAGNUS, B. S., LEITE, W. R., VILAR, V. J., DA COSTA, R. H. How
volumetric exchange ratio and carbon availability contribute to enhance granular sludge stability in a fill/draw
mode SBR treating domestic wastewater? Journal of Water Process Engineering, 2021.
https://doi.org/10.1016/j.jwpe.2021.101917
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HOW VOLUMETRIC EXCHANGE RATIO AND CARBON AVAILABILITY
CONTRIBUTE TO ENHANCE GRANULAR SLUDGE STABILITY IN A FILL/DRAW
MODE SBR TREATING DOMESTIC WASTEWATER?

This work evaluated the granulation process and the stability of aerobic granular sludge in a
pilot-scale reactor (1 m3), during a long-term operation (> 650 days) treating real low-strength
domestic wastewater. Two operational strategies, distinguished by volumetric exchange ratio
(VER: 50 and 75%), were tested enabling higher organic loading rates. Different topics
involving wastewater biological treatment was evaluated from physical-chemical and kinetic
parameters to molecular biology techniques. Since process variability can only be described in
statistical terms, multivariate statistical process control was applied to verify and integrate the
results found. Successful granulation in terms of settling properties (Sludge volumetric index -
SVI3 < 70 mL gTSS L' and SVI30/SVIs ~ 0.70) and granules fraction (>80%) were achieved
when applying VER = 75%. Multivariate analysis supported that an increment in VER from 50
to 75% is an important strategy for AGS stability, especially during rainy periods where the
carbon availability is lower (OLR < 0.4 kgSCOD m™ d!). Carbon com- pounds were mainly
removed during anaerobic feeding phase, however, the presence of particulate matter led to
hydrolysis in the aerated phase. Nitrification was observed in both strategies. Nitrospira spp.
was predominant under lower VER, whereas Nitrosomonas spp. overcame increasing VER.
Although partial denitrification and low phosphorus removal were achieved under both
strategies, these factors could be target by controlling the excess of DO in aeration phase and

improving the availability of readily organic substrate in feeding phase.

4.1.1 Resultados e Discussao

4.1.1.1 Aumento da rela¢do troca volumétrica: efeitos a longo prazo nas caracteristicas da

biomassa

Durante o primeiro més, o comportamento da biomassa apresentou o mesmo padrao
crescente em ambas as estratégias operacionais, E-1 (troca volumétrica de 50%) e E-2 (troca
volumétrica de 75%), atingindo maiores concentragdes sob E-1 (3,5 g SSV L!) (Figura 12A).
Apos esse periodo, as estratégias mostraram uma distingdo na evolugdo da biomassa. A E-1
apresentou redu¢do na concentragio de solidos até 160 dias de operacdo (0,5 g VSS L), e

posteriormente, o sistema recuperou a capacidade de acumulacao de biomassa mantendo uma



97

média de 1,2 + 0,2 gSSV L até o fim do periodo experimental. Por outro lado, a concentragio
de solidos na E-2 apresentou menor variabilidade, ou seja, menor perda de biomassa (20 dias),
contudo, o sistema ndo atingiu um acumulo substancial de biomassa em quase um ano de
operagio, mantendo um valor médio de 0,8 + 0,2 g SSV L™! (Figura 12B). Esse comportamento

poderia ser atribuido aos parametros biocinéticos, que serdo melhor discutidos na Se¢do 4.1.1.2.

Figura 12: Concentragao de sélidos (SSV) no reator, indice volumétrico de lodo (IVL) medido apds 5 (IVLs) e
30 min (IVL3p) de sedimentacdo em E-1 (A) e E-2 (B); e distribuigdo de tamanho de particulas em E-1 (C) e E-2
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Quanto a sedimentabilidade do lodo, a E-2 foi mais vantajosa, proporcionando um lodo
granular com melhores propriedade de sedimentacio, alcancando IVL3o de 73 + 23 mL g !
SST, e IVLs de 130 + 48 mL g ! SST, enquanto na E-1 os valores médios de IVL3 e IVLs
foram de 97 + 39 e 180 + 104 mL g ~! SST, respectivamente (Figura 12A e Figura 12B). A
relagdo IVL30/IVLs tem sido apresentada como um indicador de granulagdo em sistemas com
lodo granular aerébio (LGA) (DE KREUK; KISHIDA; VAN LOOSDRECHT, 2007;
ETTERER; WILDERER, 2001). Portanto, considerando esse critério, a granulagdo completa

foi alcangada ap6s 136 e 92 dias de operagdo ao longo da E-1 e E-2 respectivamente, quando a
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razdo IVL30/IVLs atingiu 0,9. Apo6s 150 dias, o lodo apresentou variagdes na capacidade de
sedimentacao em ambas as estratégias operacionais. Essa variabilidade foi mais evidente na E-
1, aumentando IVLs e IVL30 para aproximadamente 500 e 200 mL g ' SST, enquanto na E-2 o
os valores foram mantidos mais baixos, em torno de 250 ¢ 150 mL g' SST, respectivamente.
No geral, as duas estratégias apresentaram perfil semelhante na capacidade de sedimentacgdo ao
longo do tempo, porém uma diferenca crucial foi observada quando a concentracao de biomassa
¢ comparada nos periodos em que foram obtidos os melhores valores de IVL. Apds a
instabilidade, a E-2 foi capaz de recuperar o acuimulo de biomassa com boas propriedades de
sedimentacao (até 300 dias) e menor variabilidade, enquanto a E-1 apresentou elevados valores
de IVL acompanhados de maior concentracao de solidos.

Referente a distribuicdo do tamanho das particulas, uma répida formagao dos agregados
(20 dias) com diametro acima de 212 pm foi constatada na E-1 (Figura 12C). No entanto, este
tamanho de granulos foi mantido somente nos primeiros 40 dias, e ap6s o 47° dia observou-se
uma reducdo acentuada, na qual 75% da fracdo do lodo permaneceu com didmetro abaixo de
212 um até 200 dias de operagdo do sistema. Posteriormente, aproximadamente 50% das
particulas apresentaram didmetro acima de 212 pm, com a maior parte dos agregados medindo
entre 212 e 300 um, alcancando 85% no final do experimento. Diferentemente da E-1, na E-2,
o tamanho das particulas aumentou progressivamente durante 107 dias (Figura 12D), atingindo
83% da fracdo do lodo com diametro acima de 212 um. Apds esse periodo, flutuagdes no
tamanho dos granulos foram observadas até o dia 339. Os agregados com didmetro acima de
212 pm oscilaram entre 40 e 70% da fra¢do do lodo, sendo o didmetro majoritario entre 300 e
600 um. Como resultado da relacdo de troca volumétrica (RTV) mais alta aplicada na E-2, o
desenvolvimento de granulos maiores foi favorecido, sustentado pela maior disponibilidade de
substrato como consequéncia da mudanga na carga organica (GAO et al., 2011; JUNGLES et
al., 2011). Gao et al. (2011) relataram que o aumento da carga organica de 0,45 para 1,5 kg
DQO m™ d"!, elevou o didmetro dos granulos para 1 mm. Da mesma forma, Jungles et al. (2011)
descreveram que o incremento da COV acelerou a formagdo de granulos aerdbios, os quais
apareceram ap0s 6 dias de operacao com média de 3,5 mm de didmetro.

A morfologia dos agregados também apresentou diferengas significativas entre as
estratégias operacionais (Figura 13). Embora o tamanho dos agregados fosse maior na E-2,
quando comparado a E-1, os granulos exibiram superficies irregulares, com estruturas
espalhadas (finger type) como pode ser observado na Figura 13e. Estudos anteriores sugeriram

que a presenca de material particulado no afluente resulta no crescimento exacerbado de
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organismos filamentosos nos granulos (FIGUEROA et al., 2015; WAGNER et al., 2015). De
fato, cerca de 50% da carga orgénica total era composta por material particulado, especialmente
durante a E-2, na qual os valores determinados foram duas vezes maiores que na E-1 (Tabela
1). De acordo com Martins et al. (2004), os organismos filamentosos possuem maior velocidade
de crescimento devido ao crescimento unidirecional, ao invés das trés dire¢cdes, como as
bactérias presentes no interior dos agregados. A analise de MEV no LGA constatou a presenca
de coldnias de ciliados, representadas principalmente por Epistylis sp. na estrutura granular
(Figura 13h), o que contribuiu para a irregularidade da superficie observada na E-2. A presenga
de protozoarios ciliados tem sido relatada em estudos com granulos aerdbios cultivados em
efluente real (GUIMARAES et al., 2017; PRONK et al., 2015b), os quais sdo primeiramente
responsdveis pela assimilacdo das pequenas particulas organicas (SCHWARZENBECK;
ERLEY; WILDERER, 2004), bem como pequenos flocos.

Figura 13: Imagens de microscopia optica e de microscopia eletronica de varredura (MEV) do lodo granular
aerdbio em ambas as estratégias: (a-d) representando a E-1 no 136° dia de operagdo e (e-h) a E-2 no 107° dia.
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A fim de complementar as caracteristicas da composi¢do do lodo granular, as fracdes de
proteinas (PN) e polissacarideos (PS) foram quantificadas. PN foi a componente predominante,
com o dobro de concentragdo quando comparada as quantidades de polissacarideos (PS) em
ambas as estratégias (Apéndice A). Os resultados mostraram uma média de 228 + 33 mgPN
g 'SSV e 97 £ 19 mgPS g !SSV na E-1, e 289 + 57 mgPN g !SSV e 124 + 31 mgPS g 'SSV

em E-2. De acordo com Tu et al. (2012), a matriz EPS torna-se mais hidrofobica ao longo do
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processo de granulacdo, devido as proteinas hidrofobicas envolvidas na agregagdo e
densificacao dos granulos, contribuindo para a formagao e estabilidade do ntcleo proteico nao
celular (CAUDAN et al., 2012; MCSWAIN et al., 2005). Por outro lado, a elevada quantidade
de polissacarideos pode levar ao aumento na estabilidade estrutural e resisténcia fisica dos
granulos (TAY; LIU; LIU, 2004). Desta forma, as maiores concentracdes de PN e PS
quantificadas na E-2 podem ser correlacionadas com a maior estabilidade encontrada nesta

estratégia (SCHAMBECK et al., 2020).

4.1.1.2 Atividades microbianas e parametros biocinéticos

No intuito de acompanhar as conversdes de carbono ¢ entender o metabolismo
heterotréfico, foram monitorados ciclos operacionais em termos de DQOs e polihidroxibutirato
(PHB), quando a granulacdo foi dada como concluida em ambas as estratégias. Exemplos do
perfil dos substratos ao longo das 6 horas estdo apresentados na Figura 14. Os ciclos mostrados
na Figura 14a e Figura 14b correspondem aos 136° e 107° dias de operagdo na E-1 e E-2,
enquanto o 269° dia da E-1 e o 318° dia da E-2 aparecem na Figura 14c e Figura 14d,
respectivamente. O enchimento lento e estatico foi aplicado com o objetivo de promover a
hidrélise da matéria orgéanica particulada e o consumo anaerdbio de DQO soluvel em ambas as
estratégias (DERLON et al., 2016). Na E-1, ocorreu um consumo parcial de DQO, cerca de
70% da remocgao total, durante a fase de alimentagdo, ¢ o restante do carbono soluvel foi
consumido nos primeiros 30 minutos da fase de aeragao (Figura 14a e Figura 14c).
Diferentemente, como mostrado nas Figura 14b e Figura 14d, 98% da DQOs foi consumida na
fase de enchimento ao longo da E-2. Entretanto, durante a fase subsequente (aeragdo), foram
observados picos de DQOs, sugerindo hidrélise do material particulado, seguido de liberagdo
de compostos soluveis para a fragao liquida e consumo aerdbio. A producao de PHB,
simultaneamente com a assimilagdo da DQO, pode ser observada em ambas as estratégias
operacionais, alcangando cerca de 4 mg g 'SST no fim da fase de alimentagio, enquanto
durante a fase de aeracio o PHB foi consumido até aproximadamente 1 mg g 'SST.

Os parametros biocinéticos foram calculados com base nas medi¢des apos o periodo de
partida do sistema, ou seja, entre 40 e 339 dias de operagdo em ambas as estratégias (Tabela 6).
De acordo com Beltran-Heredia et al. (2000), esses parametros proporcionam detalhes sobre a
histéria celular, as caracteristicas intrinsecas dos organismos e as condi¢cdes ambientais

existentes. Assim, a utilizacao da cinética de conversao de substratos ¢ indispensavel para um
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novo projeto ou, por exemplo, para o aumento da escala de uma estagdo de tratamento de

efluentes (AFFAM et al., 2014).

Figura 14: Perfis de ciclo de DQOs ¢ PHB na E-1 (lado esquerdo) e E-2 (lado direito). Os experimentos foram
realizados no 136° ¢ 107° dia de operagdo para E-1 (a) ¢ E-2 (b), ¢ também apos 269 dias para E-1 (c) ¢ 318 dias
de operagdo para E-2 (d), respectivamente.

E-1
S Aeragao Sedimentagdo
Descarte
140 5
a
120 % L4
T 60 3
@
E
» A
S 40 T L2
<] Vi
e A A, A
A A A A
2044 B L1
0 i A L0
140 5
P :
120 1
o -4
100 -
N N 5
a s -
E 80 1 A ~.\A
= 60 A
o T i L
g ata A 2
404 / & ‘1-_1.7,_“7.,_7;‘ A—A
FAS A P
20
04 o
0 1 2 3 4 5 6
Tempo (horas)
& DQOg

E-2
Alimentacéo / Aeracgao Sedimentacdo
Descarte
140 5
b
120 = L4
A,
IV NN —~
60 - I NN F3 o
A e 4 3 A =0 2
40 AT L2 <=
[+1]
I
) o
2044 F1
148 rg
d
120 » 4
A [
AT %]
60 . - r3 o
ATA -
g P — A o
& A Ry A o
AcA £
40 4a" A & L2 =
) [is]
=
o
204 E1
04 Y
0 2 3 4 5 6
Tempo (horas)
-4 PHB

A relacdo alimento-microrganismo (A/M) fornece informagdes sobre a disponibilidade

de substrato no sistema (VON SPERLING, 2007), essa por sua vez, foi duas vezes maior na E-
2 (0,76 kgDQOs kg 'SSV d!) quando comparada a E-1(0,33 kgDQOs kg 'SSV d!) (Tabela 6).

Segundo Li et al. (2011), uma maior relagdo A/M contribui para o crescimento microbiano e

proporciona o aumento do tamanho dos granulos. No mesmo contexto dos parametros

biocinéticos, a constante de meia-saturacdo (Ks) também fornece informacdes entre a

disponibilidade do substrato e a velocidade de crescimento microbiano. De acordo com a

linearizagdo Lineweaver-Burke, o valor observado de Ksobs foi maior para E-1 (72 mg L) que

para E-2 (47 mg L™!) (Apéndice A). O R? obtido pela linearizagdo representou 50% dos dados.
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Os coeficientes de correlacdo variaram significativamente em func¢do das caracteristicas do
esgoto sanitario (Tabela 1), das propriedades da biomassa em ambas as estratégias operacionais,
bem como das imprecisdes do modelo (NAKHLA; LIU; BASSI, 2006). Contudo, esses
resultados mostraram que o substrato e os microrganismos podem apresentar um efeito
significativo na determinagdo dos coeficientes biocinéticos. Quanto menor o valor de Ksobs,
maior a afinidade da biomassa com o substrato, resultando em maiores velocidades de
crescimento em condigdes de baixa disponibilidade, neste caso de carbono (ARNALDOS et al.,
2015; SPERLING; LEMOS CHERNICHARO, 2005). De fato, a velocidade especifica
observada de crescimento da biomassa (Lobs) apresentou maiores valores na E-2 (0,08 d" ) que
na E-1 (0,06 d!). No entanto, a velocidade especifica de decaimento (k) foi duas vezes maior
para E-2 (0,07 d™!) quando comparado a E-1 (0,03 d!), corroborando o baixo acumulo de

biomassa na E-2.

Tabela 6: Minimos, maximos ¢ médias dos pardmetros biocinéticos ao longos das estratégias operacionais.

E-1 E-2
Parametros Unidades
Min Max Média Min Max Média
A/M kgDQOs kg'SSV d! 0,14 0,84 0,33 0,32 2,17 0,76
Ksobs mgDQOs L! 72 40
Lobs d’! 0,01 0,10 0,06 0,03 0,46 0,08
kq? d! 0,03 0,07

qpQO-cnchiment’  DQOs d!' g 'SSV 0,04 0,31 0,11 0,01 0,56 0,32
qDQO - aerdbio ° gDQOs d ! g''SSV 0,00 0,09 0,02 0,00 0,35 0,05
gNH4* gN-NHs"d' g 'SSV 0,004 0,110 0,050 0,001 0,233 0,129
qNOx-consumo© g N-NOx d™' g 'SSV 0,000 0,020 0,004 0,000 0,025 0,004
N0y - produsio ¢ g N-NO» d' g 'SSV 0,000 0,032 0,003 0,000 0,082 0,010
qNOy - produgio ¢ g N-NO3"d ™' g 'SSV 0,001 0,050 0,017 0,001 0,163 0,034

qrr gPrd'g!SSV 0000 0011 0,003 0,000 0,014 0,005

2Nao ha maximo e minimo pois Ksops € kq foram obtidos plotando uma curva linear e os valores foram obtidos a
partir da inclinacdo da reta e da interceptagdo do eixo y.

b Velocidade de remogio especifica durante a fase de alimentagio. As concentragdes iniciais (t = 0) para os calculos
foram baseadas em concentragdes tedricas se o reator fosse alimentado de uma s6 vez, ao invés de fluxo em pistao
ao longo de 90 min. Para tal, foram utilizadas concentragdes medidas no esgoto sanitario e no efluente tratado.
¢Velocidade de remogao especifica durante a fase de aeracdo. Essas foram calculadas a partir das concentragdes
reais medidas no fim da fase de enchimento e da saida do reator (efluente tratado).
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Apesar da maior parte da DQOs ter sido assimilada durante a fase de alimentagdo na
segunda estratégia, o tempo de contato entre o afluente e a biomassa nao foi suficiente para
atingir a conversdo total de DQO (~ 4 mgPHB g!SSV). A fase subsequente compreendendo
240 min de aeragdo com baixo nivel de substrato pode ter resultado na respiracdo enddgena,
também observada por Guimaraes et al. (2018) em sistemas LGA tratando esgoto sanitario. De
acordo com Hao et al. (2010), em periodo de inani¢do, as bactérias oxidam suas proprias células,
a fim de fornecer energia para manuten¢do. Nessas circunstancias, nota-se um crescimento
negativo da biomassa concomitante ao consumo de aceptores de elétrons, principalmente
oxigénio. O perfil dos ciclos na E-2 confirmaram a liberagdo de DQOs (Figura 14b e Figura
14d) ao longo da fase de aeragdo, sugerindo hidrolise das particulas. Além disso, ao contrario
da E-1, a E-2 também pode ser caracterizada pela predacdo, devido ao grande numero de
colonias de protozoarios fixadas nas superficies dos granulos, que também pode estar
correlacionado ao baixo acumulo de biomassa nesta estratégia.

O aumento na troca volumétrica de 50 para 75%, resultou também no aumento das
remocdes volumétricas de carbono, nitrogénio e fosforo (Tabela 6). Durante a E-1, as
velocidades de remogdo especifica de DQO (qpQo - enchimento + qDQO - acrébio), NHa" (qNHa+) € Pr
(qer) foram de 0,13 gDQOs d ™! g 'SSV, 0,050 gN-NH4" d™! g !SSV € 0,003 gPr d ' g 'SSV,
respectivamente, enquanto 0,37 gDQOs d!' g 'SSV, 0,129 gN-NHs" d! g 'SSV e 0,005 gPr
d! g'SSV foram determinados na E-2. Valores semelhantes de 0,10-0,18 gN-NH4" d!
g 'SSV e 0,005-0,008 gPt d! g 'SSV foram obtidos em estudo prévio em reator RBS em
escala piloto operado com volume variavel e alimentado com esgoto sanitario de baixa carga
(GUIMARAES et al., 2018). No entanto, os autores relataram valores mais elevados para
velocidade de remocdo especifica de DQO (0,51—0,58 gDQOs d ! g 'SSV). No geral, apesar
da segunda estratégia apresentar baixo acimulo de so6lidos, a biomassa mostrou-se bastante
ativa nas condicdes aplicadas, com alta afinidade ao substrato disponivel, exibindo capacidade

de conversao aproximadamente 40% maior quando comparada a E-1.

4.1.1.3 Caracteristicas do afluente e efluente

O efluente sanitario aplicado em ambas as estratégias apresentou caracteristicas
semelhantes, quanto as médias dos compostos. No entanto, constatou-se variabilidades das
concentragdes por meio do alto valor de desvio padrdo tanto na E-1 quanto na E-2 (Tabela 1).

Essas oscilagdes eram previstas, visto que o estudo foi conduzido em condigdes reais, € podem
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ser atribuidas as infiltragdes de dguas pluviais e as variagdes da contribuicdo de esgoto na rede
coletora. As caracteristicas do efluente tratado bem como as eficiéncias de remog¢ao estdao

resumidas na Tabela 7.

Tabela 7: Caracteristicas do efluente tratado e as respectivas eficiéncias de remocdo para ambas as estratégias

operacionais.
E-1 E-2
RTV=50% RTV=75%
Parametros Média = DP (n) ER Média = DP (n) ER
(mg L) (%) (mg L) (%)
SST 31+£24(42) 71 +£23 35+22(39) 68 £23
DQOs 48 +20 (42) 77+9 54 £23(39) 70 £ 11
DBO:s 27 £ 15 (41) 88 +38 38 £26 (37) 83+ 18
N-NH4" 7,2 £ 6,3 (40) 80+ 19 9,0+5,5(37) 76 £18
N-NOy» 1,4+ 1,0 (37) - 16 £12 (37) -
N-NOs 29+9(37) - 11£8(37) -
Nr 35£9@37) 27+19 36 £10 (37) 3116
Pr 4,5+1,7 (42) 29+ 19 4,8+ 1,1 (37) 25+£17
P-PO.* 4,4+3,2(37) 14+4 4,4+1,9(37) 11+£3

DV: desvio padrdo; n= nimero amostral; ER: eficiéncias de remogao.

Altas eficiéncias de remog¢do de carbono (> 70%) foram alcancadas em ambas as
estratégias operacionais. As concentracdes de matéria organica e nitrogénio amoniacal
atenderam aos padrdes de langamentos brasileiros da Resolucao 430 (CONAMA, 2011) e do
estado de Santa Catarina (CONSEMA-SC, 2009) em ambas as estratégias. As médias anuais
alcangadas na E-1 foram 48 e 27 mg L' em termos de DQOs e DBOs, enquanto que 54 e 38
mg L' foram obtidas na E-2, respectivamente. A oxidacio do nitrogénio amoniacal foi bastante
semelhante nas estratégias. Embora no decorrer da E-2, a concentracdo de biomassa e o tempo
de retenc¢do de solidos (TRS) (13 £ 7 d) apresentaram valores menores que durante a E-1 (23 £
16 d), o sistema foi capaz de manter uma alta remog¢ao de amonio (aproximadamente 80%),
com concentra¢io média de efluente de 9 mg N-NH4" L™!. No entanto, a formagio de amonia
livre (AL) foi mais evidente na E-2, atingindo 1,2 = 0,2 mg L™}, enquanto 0,8 + 0,1 mg L™! foi
detectada na primeira estratégia. Apesar da alternancia de fases anaerobias/aerdbias aplicadas
no sistema, no intuito de favorecer o processo de desnitrificacdo e o desenvolvimento de

organismos heterotroficos de crescimento lento, a remoc¢do do nitrogénio total e a
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liberagdo/assimilacdo de fosfato ndo foram notorias durante o estudo. As remog¢des médias
foram de aproximadamente 30% para o nitrogénio total e 25% para o fosforo total em ambas
as estratégias operacionais (Tabela 7).

O processo de nitrificacdo e desnitrificagdo simultaneas (NDS) nao foi alcangado,
mesmo a desnitrificacdo durante a fase de alimentacdo foi minima, com velocidade de consumo
de NOx especifico de biomassa de 0,004 g N-NOx d! g 'SSV em ambas as estratégias (Tabela
6). Isso pode ser atribuido a alta concentracao de OD na fragdo liquida, uma vez que o sistema
operou sem controle de deste parametro. De acordo com Layer et al. (2020), a NDS ndo ocorre
em sistemas LGA se a concentracdo de OD for mantida constante durante a fase de aeragao,
mesmo com agregados de tamanho maior e granulagdo completa. Assim, o nivel de saturacao
de OD durante a aeragcdo foi favoravel para nitrificagdo, porém impediu o processo de
desnitrificacdo simultanea. A presenca de aceptores de elétrons (O> e NOy) durante a fase de
alimentac¢do, remanescente do ciclo anterior, também pode ter contribuido para a baixa remog¢ao
de fosforo. Os compostos de nitrogenados sdo geralmente conhecidos por terem um efeito
adverso na capacidade de remocdo de foésforo em sistemas de tratamento biologico
(VABOLIENE et al., 2007). De acordo com Zou et al. (2006), esses compostos poderiam
reduzir a quantidade de substrato disponivel para os organismos acumuladores de fosforo
(PAO) e, portanto, reduzir a liberagdo de fosfato durante a fase de enchimento e
consequentemente impedir a assimilagdo na fase aerada.

Apesar da razio C:P de aproximadamente 30 gDQOs g 'P-POs ", obtida em ambas as
estratégias, tenha colaborado para a selecao de PAO no sistema, bem como a DQOs ter sido
praticamente removida durante a alimentag¢do do sistema (BASSIN et al., 2012), a quantidade
de 4cidos graxos volateis (AGV) existente nos efluentes sanitario representam apenas uma
pequena por¢ao do carbono disponivel (15% da DQOs), fator exposto como desafio em estudos
prévios (GUIMARAES etal., 2018; WANG et al., 2017). Além disso, o tempo de contato entre
a biomassa e o substrato (E-1 = 26 = 10 min e E-2 = 10 = 2 min) durante o enchimento do
sistema ndo foi suficiente para a produ¢do de AGV através da hidrdlise do material particulado
(GUIMARAES et al., 2018). Desta forma, a pequena conversio de DQO na forma de PHB (~
4 mg PHB g'SSV) pode ser correlacionado com outro organismo de crescimento lento, mas

supostamente ndo com os organismos acumuladores de fosforo.
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4.1.1.4 Ecologia microbiana

Analises da estrutura microbiana também foram realizadas ao longo das duas estratégias
operacionais (Figura 15). Na Figura 15a pode-se observar que, além das flutuacdes das
comunidades microbianas, houve diferengas entre organismos quando as duas estratégias sao
comparadas, sugerindo que as diferentes condigdes operacionais aplicadas foram capazes de
selecionar populacdes microbianas distintas. Durante as primeiras semanas de operagao da E-
1, a microbiota foi dominada por microrganismos caracteristicos de esgotos sanitarios € comuns
no periodo de partida de sistemas LGA (SCHAMBECK et al., 2020), como os géneros
Commamonas, Acinetobacter € Zooglea membros das familias Commamodaceae (31%, dia 5),
Rhodocyclaceae (20%, dia 20) e Moraxellaceae (12%, dia 20), respectivamente. A familia
Saprospiraceae também foi detectada com alta abundancia relativa durante o periodo inicial na
E-1 (20° dia com 13%), porém a populagdo reduziu gradativamente ao longo periodo
experimental. Por outro lado, essa familia foi selecionada na E-2, alcancando 34% de
abundancia relativa. As condi¢des aplicadas na E-1 favoreceram membros das familias
Caulobacteraceae, Chitinophagaceae € Xanthomonadaceae, enquanto E-2 apresentou maior
abundancia de Rhodobacteraceae (dia 185, 9%), Flavobacteriaceae (dia 339, 10%) e
Saprospiraceae (dia 185, 34%).

Essas popula¢des abundantes podem estar relacionadas as vias metabolicas da matriz
EPS (MILLS et al., 2008), especialmente Saprospiraceae e Flavobacteriaceae, que ja foram
reportadas como produtoras de EPS em sistemas de lodo granular (SCHAMBECK et al., 2020;
WEISSBRODT; SHANI; HOLLIGER, 2014). Dessa forma, a maior producao de EPS na E-2
poderia ser atribuida a esses organismos. Membros da familia Chitinophagaceae foram
detectados em ambas as estratégias, aumentando sua abundéncia relativa de 5% nas primeiras
semanas para 17% no fim do experimento. De acordo Awang et al. (2017), essa familia ¢
responsavel por hidrolisar diversos substratos, sendo microrganismos chaves na hidrélise de
compostos com cadeias de carbono complexas, incluindo os presentes nos efluentes sanitarios.
No geral, a maioria das populagdes encontradas em ambas as estratégias pela analise de
sequenciamento de nova geracdo foram organismos heterotroficos ordinarios de crescimento
rapido (OHO) com metabolismo aerdbio. Presume-se que esses organismos formam matrizes
de EPS, que podem incorporar micro coldnias de organismos de crescimento lento como os
acumuladores de fosforo (PAO) e glicogénio (GAO), bem como nitrificantes autotroficos

(WEISSBRODT et al., 2013).
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Figura 15: Composi¢do microbiana em ambas as estratégias operacionais. Diversidade microbioldgica em nivel
de familia (a). Outros referem a taxa com abundancia maxima <3% ; Hibridizagdo in situ fluorescente (FISH) em
fatias de granulos com EUBwMix coradas em azul, Ntspa662 em verde e NSO190 em vermelho em E-1 (b) e E-2

(c); Licor misto marcado com EUBwmix € NIT3(vermelho) na E-1 (d) e PAE997(vermelho) na E-2 (e).
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A técnica de hibridizagdo in situ fluorescente (FISH) foi utilizada para identificar

colonias subestimadas pela andlise de sequenciamento, como os organismos nitrificantes.

Aparentemente, a oxidagdo do nitrogénio amoniacal a nitrito durante a E-1 ocorreu por outra

via metabdlica, a qual ndo envolveu as bactérias oxidadoras de amonia (BOA), representada
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pela familia Nitrosomonadaceae, uma vez que esses organismos ndo foram detectados nesta
primeira estratégia. No entanto, um nimero expressivo de aglomerados de Nitrospira spp. pode
ser observada na camada externa do granulo, conforme mostrado na Figura 15b em azul claro.
No sequenciamento de DNA, a familia Nitrospiraceae foi detectada com abundancia relativa
inferior a 0,3% em E-1. Por outro lado, Comammodaceae apareceu com 31% no periodo inicial
e cerca de 20% de abundancia em toda a estratégia, a qual ja foi reportada como organismos
nitrificantes heterotroficos (LI et al., 2008). Além disso, Daims et al. (2016) mostraram que
Nitrospira spp. pode codificar ambas as vias para a oxidagdo de nitrogénio amoniacal e do
nitrito. No entanto, analises ecofisiologicas e genomicas mais especificas seriam necessarias
para elucidar o metabolismo desses organismos neste sistema.

Na segunda estratégia, a distribui¢do espacial na fatia do granulo exibiu maior numero
de colonias de BOA e menos de Nitrospira spp. (Figura 15c¢), esse fato pode estar relacionado
a amdnia livre (AL), cuja concentracio atingiu 1,2 + 0,2 mg AL L™!, conforme apresentado na
secdo 4.1.1.3, implicando em nitrificagdo parcial. Concentracdes entre 0,1 e 1,0 mgAL L™
inibem a atividade de bactérias oxidadoras de nitrito (BON), neste caso, representada por
Nitrospira spp., enquanto as BOA sdo inibidas quando submetidas a concentragdes mais altas
de 10-150 mgAL L' (ANTHONISEN et al., 1976). O acimulo de nitrito antes da formagao de
nitrato foi detectado em periodo inicias de sistemas LGA, correlacionando-se com a evolugado
sequencial das BOA e BON (WEISSBRODT et al., 2013).

Colonias de Nitrobacter spp. € Pseudomonas spp. também foram encontrados em ambas
as estratégias operacionais (Figura 15d e Figura 15¢). No entanto, aglomerados de Nitrobacter
spp. se destacaram ao longo da E-1, com vérias coldnias detectadas e distribuidas na amostra
(Figura 15d), corroborando o acimulo de nitrato nesta estratégia (Tabela 7). Na Figura 15e
pode ser observada um grande niimero de Pseudomonas spp. na E-2, embora o processo de

desnitrificacao nao tenha sido evidenciado.

4.1.1.5 Analise dos dados

O controle estatistico multivariado de processo (MSPC) foi aplicado para avaliar a
variabilidade e detectar comportamento ndo aleatério em ambas as estratégias operacionais. A
andlise de componentes principais (ACP) reduziu o espago multidimensional em 3
componentes principais significativas (CP) explicando 67% da variancia total na E-1 (38, 17 e

12% para CP1, CP2 e CP3, respectivamente); enquanto representaram 65% na E-2 (29, 23 e
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13% para CP1, CP2 e CP3 respectivamente). As cargas fatoriais estdo apresentadas no
Apéndice A. Visto que cada variavel estd associada a um valor de carga (loadings), os
resultados podem ser interpretados como correlagdes entre as variaveis e cada CP.

Os biplots de scores e loadings das duas primeiras CP foram utilizados no intuito de
visualizar o comportamento combinado das variaveis significativas, que afetaram ambas as
estratégias operacionais (Figura 16). Na E-1, a CP1 compilou o conjunto de dados em dois
grupos (Figura 16a): no inicio da operagao do sistema (scores em circulos vermelhos), maiores
valores da altura da cama de lodo no reator (ACL), SSV e carga organica particulada (COP)
foram descritos durante esse periodo. Posteriormente, o subconjunto (scores quadrados)
representou maiores valores de velocidade de remocdo especifica de DQO na fase de
enchimento (ANQS) e velocidade especifica observada de crescimento de biomassa (LOBS).
Este padrao sugeriu um comportamento contrastante entre as condi¢des operacionais do sistema
e as caracteristicas da biomassa (Figura 16¢). Os scores foram bastante projetados nos lados
positivo e negativo da CP2, onde os dados do final do experimento (scores 25-37) foram
agrupados principalmente no lado positivo, revelando que o reator operou com carga organica
solivel (COS) mais alta, beneficiando a granulacdo da biomassa.

O periodo de partida no sistema foi mais acelerado na E-2, uma vez que os scores em
vermelho estavam mais agrupados no espago modelado (Figura 16b). Além disso, os scores de
15 a 29 apresentaram valores de SSV e ACL maiores que suas médias (scores projetados
principalmente no lado negativo do CP2). Embora o reator tenha trabalhado com baixo COP e
COS neste periodo (scores projetados no lado oposto de COP e COS), a concentragdo de
biomassa ndo foi afetada (Figura 16d). Uma menor varia¢do foi observada a partir desse
periodo, indicando que as condi¢des operacionais aplicadas na E-2 forneceram uma operagao e
desempenho no sistema mais homogéneos quando comparado a E-1.

Os resultados da ACP confirmaram que, durante o periodo de instabilidade, a carga
organica desempenhou um papel importante. O periodo de desestabilizacdo foi caracterizado
por uma diminui¢io na carga organica no sistema (< 0,4 kgDQO m™> d!) em ambas as
estratégias (periodo chuvoso de verdo), principalmente na E-1 (Apéndice A). Na E-2 (scores
em cinza - Figura 16b), as cargas organicas particulada e soluvel estavam abaixo de suas médias
neste periodo (scores foram projetados no lado negativo de CP2), contudo maiores que aquelas
encontradas em E-1, principalmente entre 170 e 200 dias de operagdao (Apéndice A). Na E-1, a
COP foi definitivamente menor em toda a fase instavel (scores do quadrado cinza — Figura

16a), uma vez que o conjunto de dados foi projetado no lado positivo do CP1. Como
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consequéncia, organismos filamentosos superaram as bactérias formadoras de flocos, pois sao
mais competitivos em absorver nutrientes de meios com baixos niveis de substrato (LIU; TAY,
2006; PEYONG et al., 2012). De fato, os resultados da ACP confirmaram esse comportamento,
uma vez que maiores valores de pOBS foram constatados nesse periodo, principalmente na E-
1. Resultados semelhantes foram relatados em termos de carga organica por Li et al. (2010). Os
autores atribuiram a dominancia de organismos filamentosos quando a carga organica no
sistema foi reduzida para 0,5 kgDQO m™ d!. Peyong et al. (2012) descreveram os granulos
como porosos, apresentando estruturas com baixa coesao e contendo organismos filamentosos,
quando o sistema também foi operado com efluente sanitario real a 0,54 kgDQO m>d!. Os
autores ainda relataram que os granulos se desintegraram em pequenos fragmentos, e foram

posteriormente lavados do reator com 60 dias de operagao.

Figura 16: Graficos de scores e loadings na E-1 (a e ¢) e E-2 (b e d) do modelo biplot para analise de
componentes principais (ACP) das condigdes operacionais e caracteristicas de biomassa. Circulos vermelhos e
quadrados pretos estdo relacionados ao periodo de partida do sistema e fase estacionaria, respectivamente. Os
quadrados cinzentos estdo associados ao periodo instabilidade.
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Os resultados da ACP também descreveram uma correlagdo interessante entre a

estabilidade dos granulos e o metabolismo do substrato. Na E-1, quase todos os scores
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atribuidos ao periodo de instabilidade foram projetados sobre o lado positivo do CP1, onde a
biomassa apresentou alta atividade de consumo aerébio de DQO (AEQS). Embora na E-2, a
AEQS tenha apresentado menor variancia explicada tanto na CP1 quanto na CP2, durante o
periodo de instabilidade, esta foi inversamente correlacionada a conversdo anaerdbia DQO,
inferindo baixa oxidacao por essa via. Dessa forma, em ambas as estratégias operacionais, a
ACP sugeriu que a atividade aerobia se relacionou principalmente com o periodo de
instabilidade. De acordo com De Kreuk e Van loosdrecht (2004) quando o oxigénio ¢ utilizado
como aceptor de elétrons na remog¢ao de matéria organica, ocorre o predominio de organismos
heterotréficos de crescimento rapido, como os organismos filamentosos, resultando na
instabilidade de sistema.

A fim de analisar a variabilidade e as distribuicdes anormais das variaveis e, assim,
verificar se os processos (estratégias) estavam sob controle ou fora de controle estatistico, foram
gerados graficos de controle T? de Hotelling (Figura 17a e Figura 17b). Quinze sinais (amostras)
fora de controle representados pelo grafico de Hotelling ocorreram ao longo da E-1 (Figura
17a), enquanto apenas quatro casos excederam o limite na E-2 (Figura 17b). Embora pontos
fora de controle tenham ocorrido em ambas as estratégias operacionais, 0 comportamento
constatado na E-2 evidenciou que esta estava mais sob controle estatistico quando comparada
a E-1. Além disso, durante a primeira estratégia, o sistema levou cerca de 200 dias para atingir
um padrdo solido, enquanto na E-2 o sistema alcangou o controle desde o inicio. As amostras
da primeira estratégia corroboraram os resultados, uma vez que as mudancas na distribui¢do
dos dados foram claramente observadas desde a partida do sistema até¢ um periodo prévio a fase
estacionaria no modelo da ACP (Figura 16a). De acordo com Franca et al. (2018), o periodo
longo de partida em sistema LGA ¢ frequentemente descrito como um dos limitantes para a
aplicacdo desta tecnologia, juntamente com a instabilidade do processo. Dessa forma, os
resultados encontrados na E-2 mostraram melhor desempenho nesses aspectos.

A decomposi¢io de T? (Figura 17¢ e Figura 17d) revelou o poder de cada varidvel nas
amostras fora de controle. Quanto maior o valor decomposto, maior a contribui¢do de uma
variavel individual para a estatistica T2. Em geral, na E-1, a concentragio de biomassa
contemplou a maioria dos pontos que excederam o limite superior (Figura 17¢). Além disso, os
primeiros sinais fora de controle foram atribuidos principalmente as caracteristicas do efluente
sanitario, uma vez que a carga organica particulada representou a maioria destes. Esses
resultados estao de acordo com os encontrados na ACP, visto que a COP correspondeu a terceira

maior carga fatorial na CP1 (Apéndice A). As caracteristicas da biomassa, entre elas o diametro
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das particulas e a relagdo IVL3o/IVLs, foram as principais responsaveis pelos pontos fora do
limite no final do periodo experimental. Por outro lado, as amostras fora de controle na E-2
estavam relacionados principalmente as condi¢des operacionais (amostra 21 - ACL) e as
caracteristicas da biomassa (amostra 24 - AEQS) (Figura 17d). Dessa forma, a detec¢do e o
diagndstico de falhas sdo ferramentas cruciais, ndo apenas para validar a condi¢do ideal do
processo a fim de alcangar a estabilidade do sistema LGA, mas também para tragar uma analise
confidvel de vulnerabilidades, explorando a relagdo entre troca volumétrica, atividade e

composicdo da biomassa, concomitante as caracteristicas do efluente sanitério.

Figura 17: Graficos de controle T2 de Hotelling com niveis de confianga de 95% nos calculos do limite de
superior € decompsigdo do T? para amostras fora de controle em E-1 (a € ¢) e E-2 (b e d).
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4.1.1.6 Implicagoes praticas para estagoes de tratamento de esgoto sanitario de baixa carga

A estabilidade de um sistema com LGA foi estudada por meio de duas estratégias
operacionais, diferenciadas pela relagao de troca volumétrica (RTV) durante quase dois anos, a
fim de aumentar a carga orgénica aplicada, e os efeitos positivos na estabilidade dos granulos e

na capacidade de conversdo como consequéncia (GAO et al., 2011; PEYONG et al., 2012). De
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fato, a carga organica volumétrica (COV) se mostrou o fator mais decisivo encontrado neste
estudo, induzindo a estabilidade do sistema. Propostas para aumentar a COV reduzindo o tempo
total do ciclo podem muitas vezes nao ser aplicaveis, visto que afluentes com altas
concentragdes de nitrogénio amoniacal podem nao ter a remogao esperada. Outra abordagem
seria a extensdo da fase de alimentacdo, que pode também implicar na reducdo da fase aerdbia
ou no aumento do tempo total de ciclo, consequentemente reduzindo a capacidade de
tratamento.

O efluente tratado do sistema atendeu os padrdes de langamentos brasileiros em ambas
as estratégias operacionais deste estudo, entretanto critérios mais restritivos sdo impostos por
alguns estados, municipios e outros paises. A fim de aumentar a desnitrificagdo e a remogao de
fosforo, uma fase anaerdbia eficiente deve ser adicionada, considerando uma distribui¢ao
uniforme do afluente no reator, bem como um controle do OD na fase de aeragdo. Em sistemas
RBS operado com volume constante, a altura da cama de lodo deve ser ponderada, de forma a
monitorar o acimulo de biomassa ¢ a eventual perda de s6lidos no sistema. No presente estudo,
embora a RTV tenha sido de 75%, a limitagdo na acumulacdo de biomassa e a pequena altura
da cama de lodo produziram um efluente com baixa concentracio de sélidos (~ 30 mg L!). No
entanto, para garantir a seguranca do tratamento, pode ser necessario aplicar um sistema de
recirculagdo interna (de cima para baixo no reator), a fim de evitar o escoamento das particulas
e assegurar a eficiéncia de tratamento.

Em relagdo ao controle estatistico multivariado de processo, apesar das abordagens
amplamente utilizadas incluirem métodos que visam reduzir a dimensionalidade de grandes
conjuntos de dados, como o ACP, um método combinado, conforme proposto neste estudo
(modelos de ACP + graficos de controle), pode ser usado para avaliar a variabilidade e detectar
comportamento ndo aleatoério em sistema LGA. Neste estudo, as analises multivariadas
revelaram claramente a influéncia da matéria organica particulada no sistema LGA, que deve
ser evitada, a fim de desenvolver granulos aerdbios mais compactos, livres de estruturas
espalhadas (finger-type). Para tal, um tratamento primario adequado, seguido de um tempo de
contato suficiente para hidrolisar o material particulado durante a fase de enchimento, ou ainda
um tanque de hidrélise a montante do reator ¢ determinante para o desenvolvimento e

estabilidade dos granulos: esse € o alicerce no tratamento de efluente sanitario de baixa carga.
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4.1.2 Conclusoes

* O reator com LGA operado em volume constante com alta RTV (75%) desenvolveu uma
fracdo significativa de granulos (> 80%), com sedimentabilidade satisfatoria (IVL3o <70 mL
gSST L' e relagdo IVL3o / IVLs em torno de 0,70). As proteinas foram a componente
predominante na matriz EPS, com o dobro de concentragdo quando comparadas aos
polissacarideos, estas por sua vez, foram sustentadas pela maior abundancia relativa das

familias Saprospiraceae e Flavobacteriaceae.

* A andlise multivariada respaldou o aumento da troca volumétrica de 50 para 75%, provando
ser uma estratégia importante para a estabilidade de sistemas LGA, especialmente durante
periodos chuvosos onde a disponibilidade de carbono é menor (COV <0,4 kgDQO m d ),
exigindo um maior volume de afluente, a fim de manter o minimo de substrato para a

manutengdo dos granulos.

» A biomassa apresentou alta atividade em ambas as estratégias, produzindo um efluente que
atendeu os padrdes de lancamentos brasileiros. O carbono foi removido principalmente via
anaerdbia, com énfase na troca volumétrica de 75% (> 90%). Porém, a presenca de material
particulado levou a hidrélise na fase aerada, submetendo ao metabolismo aerobio. Portanto, um
tratamento primario adequado ¢ recomendado a fim remover s6lidos em suspensao e evitar este

comportamento.

* A nitrificagdo foi alcancada com sucesso durante E-1, desenvolvida principalmente pela
Nitrospira ssp. (ém uma Unica etapa, aparentemente), € na E-2 por Nitrosomonas ssp. €
Nitrospira ssp. (em duas etapas), porém a desnitrificagdo e a remog¢ao de fosforo nao foram

evidentes em nenhuma das estratégias operacionais.
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4.2 ESTUDO DA INFLUENCIA DA RELACAO CARBONO E NITROGENIO E DA
FONTE DE CARBONO NO LODO GRANULAR AEROBIO
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residiu no fato de que apods 84 dias de funcionamento do sistema, o substrato organico em ambos
os reatores foi alterado para uma fonte mais complexa, onde apenas 50% do carbono era
composto de acidos graxos volateis (AGV) e os outros 50% de compostos organicos
fermentativos. A granulagdo foi favorecida sob relagdo C:N de 5, na qual 40% dos granulos
apresentaram didmetro (D) acima de 500 pm. No entanto, granulos menores (200 pm <D< 500
um) que foram desenvolvidos na C:N de 10 exibiram morfologia uniforme, com melhores
propriedade de sedimentagio (indice volumétrico de lodo - IVL3o e IVLs <30 mL gSST L),
A razdo proteinas/polissacarideos (PN/PS) foi influenciada pela composi¢cdo do carbono no
afluente, devido ao aumento da produ¢ao de PS sob relacdo C:N de 5, e o consumo na relagao
C:N de 10, implicando também nas fra¢des de TB-EPS (tightly bound-EPS) e LB-EPS (loosely
bound- EPS). Altas de remocgdes de carbono (~90%) e nitrificagcdo completa (N-NO2” < 2 mg
L' no efluente) foram alcancadas em ambas as relagdes C:N e para os diferentes substratos
organicos. Entretanto, sob relacdo C:N de 5, a oxidag¢do do nitrogénio amoniacal foi inferior
(71 e 45%, nas fases I e 11, respectivamente), devido a falta de alcalinidade no sistema. A baixa
alcalinidade também foi um fator determinante na remocao do fosforo, contribuindo para a
baixa atividade dos organismos acumuladores de fosforo. A complexidade do substrato
organico impactou negativamente as atividades dos microrganismos, devido os produtos
intermediarios das vias metabolicas da glicose e aminodcidos. Organismos associados a
estabilidade da biomassa granular foram favorecidos na C:N de 10 (Zooglea e Flavobacterium),
corroborando a formagdo de granulos maduros e estaveis sob esta relacdo. No geral, a relagao
C: N e a complexidade da matéria organica do afluente apresentaram um efeito no desempenho

de sistemas com lodo granular aerdbio.
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TOWARDS A BETTER UNDERSTANDING CONCERNING CARBON TO NITROGEN
RATIO AND THE CARBON SOURCE INFLUENCE IN AEROBIC GRANULAR SLUDGE

This study aimed at investigating the effect of carbon to nitrogen (C: N) ratio (5 and 10) on the
physicochemical characteristics of aerobic granular sludge and substrate conversions, as well
as the establishment of the microbial community. After 84 days of operation of two lab-scale
reactors fed with synthetic wastewater, the organic substrate in both reactors was changed from
a simple synthetic carbon source (acetate and propionate) to a more complex carbon source
(50% of volatile fatty acids (VFA) and 50% of fermentative compounds). Granulation was
fostered under C: N =5, in which 40% of the granules showed diameter (D) above 500 um. On
the contrary, the higher C:N ratio resulted in smaller granules (200 <D (um) <500) which
presented uniform morphology and better settling properties (sludge volumetric index - SVIzo
and SVIs <30 mL gTSS L ). Protein /polysaccharide ratio (PN / PS) was influenced by the
carbon source in the wastewater. There was an increase in PS content under C: N = 5, and
decrease in C: N = 10, also implying in the fractions of TB-EPS (tightly bound-EPS) and LB-
EPS (loosely bound-EPS). High carbon removals (~ 90%) and complete nitrification (NO2 -
N<2 mg L in the effluent) were achieved in both C: N ratios and under different organic
substrates. However, under C: N = 5, the rate of ammonium oxidation was lower (up to 45%)
when compared to C:N=10 (up to 90%), probably due to the lack of alkalinity in the system.
Low alkalinity was also a key factor for phosphorus removal, leading to a lower activity of
phosphorus-accumulating organisms. The complexity of the organic substrate hindered
microorganisms activities, due to the intermediate products of metabolic pathways of glucose
and amino acids. Organisms associated with the stability of granular biomass were favored in
C:N=10 (i.e., Zooglea and Flavobacterium), contributing for the formation of mature and stable
granules. This worked showed that the C:N ratio and the complexity of wastewater organic

matter are crucial for the good performance of aerobic granular sludge systems.

4.2.1 Resultados e Discussao

4.2.1.1 Granula¢do

Apos a inoculagdo dos reatores, os efeitos da composicao do afluente em relacao a razao

C:N e da fonte de substrato organico foram avaliadas no processo de granulagdo. Como pode
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ser observado na Figura 18, uma rapida granulagdo ocorreu no R1 (C:N = 5), ap6s 35 dias de
operacdo, 55% da biomassa apresentava didmetro acima de 200 um (Figura 18a), enquanto no
R2 (C:N = 10) essa proporc¢ao foi atingida somente aos 56 dias (Figura 18b). No geral, a
granulagdo total foi alcangada no final da fase I (fonte de carbono simples) em ambos os
reatores, apresentando 90% das particulas com didmetro maior que 200 um. Observa-se que,
particulas com tamanho acima de 500 um foram desenvolvidas somente no R1, representando
aproximadamente 40% da fracdo de lodo, enquanto no R2 a fracdo majoritiria permaneceu
entre de 200 e 500 um. A mudanca do substrato organico para uma de fonte mais complexa
(adigdo de substratos fermentéaveis), ao longo da fase II, reduziu o didmetro dos granulos em
ambos os reatores. O comportamento no R1 foi caracterizado pela diminui¢cdo gradativa no
tamanho dos agregados, permanecendo com 80% das particulas com didmetro acima de 200
um no final do periodo experimental. Por outro lado, uma queda abrupta foi constatada no R2,
na qual apenas 40% da biomassa manteve-se com diametro acima de 200 pm, com leve
recuperagdo ao final da fase II, alcangando 60% de granulos aos 152 dias de operagao.

A morfologia dos agregados também apresentou diferencas entre R1 e R2, no entanto,
flocos e granulos coexistiram em ambos os reatores durante todo o periodo de operacdo. No
inicio (dia 1) a biomassa era composta por células dispersas e pequenos flocos, comum de lodo
ativado. Apos 42 dias de operacdo, pequenos agregados foram desenvolvidos em ambos os
reatores, como pode ser visto nas Figura 18c e Figura 18d. As condi¢des operacionais aplicadas
no R1 favoreceram o desenvolvimento de granulos maiores em comparagdo ao R2, contudo os
agregados apresentaram superficies irregulares, com caracteristicas espalhadas (finger type) até
o final da fase I. Na fase II (dia 126) observa-se a reducdo no crescimento de organismos
filamentosos no R1 (Figura 18c), contudo somente no R2 os granulos apresentaram superficies
esféricas e regulares aos 152 dias de operagdo (Figura 18d).

Estes resultados mostraram que uma relacao C:N mais alta (R2) em efluentes de baixa
carga (DQOs< 300 mg L) é mais propicio para a formagio de particulas pequenas e densas,
enquanto C:N menor, ou seja, concentracdo de nitrogénio amoniacal mais elevada (R1), pode
levar ao desenvolvimento de granulos com superficies irregulares. Resultados semelhantes
foram relatados por Wang et al. (2019). Os autores atribuiram o desenvolvimento de granulos
menores sob relacdo C:N mais altas (9 e 10), devido a inibi¢do do metabolismos celular em
condi¢des com menor nitrogénio amoniacal em relacdo ao carbono, impedindo o crescimento
microbiano. Por outro lado, a irregularidade das superficies dos granulos no R1 pode ser

atribuida a assimilagdo incompleta de carbono durante a fase de enchimento, possivelmente
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causada pela maior quantidade de compostos nitrogenados durante essa fase (corrobora a se¢ao
4.2.1.3). Dessa forma, durante a fase de aeragdo, o oxigénio foi utilizado como aceptor de
elétrons na remo¢dao de matéria organica, favorecendo o predominio de organismos
heterotréficos de crescimento rapido, como os organismos filamentosos, resultando no
desenvolvimento de superficies irregulares dos agregados (DE KREUK et al., 2010;
WEISSBRODT et al., 2012).

Figura 18: Distribuigdo do tamanho das particulas e imagens microscopicas durante o periodo de experimental
em R1 (aec)eR2 (b ed)nas duas fases operacionais. Barra = lmm.
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4.2.1.2 Propriedades da biomassa granular

A concentragao de s6lidos da biomassa (SSV), a capacidade de sedimentagao em termos
de indice volumétrico do lodo (IVL) aos 5 ¢ 30 min, bem como o conteido de EPS estao
apresentados na Figura 19. O perfil de acimulo de biomassa em ambos os reatores exibiu
tendéncia semelhante ao longo do periodo operacional da fase I, mantendo médias de 1,40 +
0,38 e 1,46 = 0,20 g SSV L! para R1 (Figura 19a) e R2 (Figura 19b), respectivamente. A
alteragao da fonte de carbono do afluente favoreceu um maior acimulo de biomassa no sistema,
atingindo aproximadamente 2,5 g SSV L' em ambos os reatores na fase II, acompanhando a
maior fragdo de granulos neste periodo (Figura 18a e Figura 18b). Apesar da relagdo C:N nao
ter aparentemente apresentado influéncia no desenvolvimento da biomassa (SSV), uma
diferenga no actimulo de s6lidos totais foi observada, visto que a razdo SSV/SST manteve-se
em torno de 0,9 em R1, enquanto em R2 uma redugao foi evidenciada, atingindo 0,60 ao longo
das duas fases operacionais. Resultados similares foram expostos por Zhang et al. (2018), que
observaram uma reducdo na razdo SSV/SST de 0,75 para 0,60 apds 35 dias de operagdo em
reator com granulos aerobios sob razdo C:N de 15, enquanto com C:N de 5 a razdo manteve-se
proxima a 0,80. Os autores atribuiram esse comportamento devido a limitagdo de N-NH4",
supoe-se pelo acimulo de alcalinidade no sistema. No entanto, no estudo desenvolvido por
Guimaraes (2017), a autora também relatou uma redu¢do da biomassa em sistema operado para
sele¢do de organismo acumuladores de fosforo. Apos 30 dias de operagdo, a fragdo inorganica
representava 57% dos sélidos do sistema, a qual foi atribuida a precipitacao de minerais, como
a estruvita (NHsMgPO4-6H>0). De fato, o R2 atingiu maiores remogdes de fosforo (ver se¢ao
4.2.1.3 e Figura 20), no entanto andlises complementares como espectroscopia de raios X por
energia dispersiva (EDS) seriam necessarias para confirmar essa hipotese.

Em relacao a sedimentabilidade da biomassa, uma redugdo abrupta nos valores de IVL
foi constatada no R1 apos a inoculacdo do reator. Os valores os iniciais de IVLs e IVL3o
reduziram-se de 467 e 158 mL gSST! para 149 e 117 mL gSST"!, respectivamente, mantendo
as médias de 134 £ 24 ¢ 80 + 8 mL gSST"! até o final da fase I (Figura 19a). A razio IVL3o/IVLs
¢ um oOtimo indicador da sedimentabilidade do sistema, e também vem sendo usada como um
parametro para apontar a granulagdo em sistemas LGA (DE KREUK; KISHIDA; VAN
LOOSDRECHT, 2007). Esta por sua vez, apresentou flutuacdes durante a operacao do R1 com

média de 0,59 + 0,14 para a primeira fase. No R2, a reducdo dos valores de IVL foi mais
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gradativa, no entanto médias de IVLs, IVL3o e IVL30/IVLs para 92+23 e 62 = 21 mL gSST! e

0,70 + 0,08, respectivamente, foram alcangadas na fase 1.

Figura 19: Concentragao de sélidos (SSV) (a,b); indice volumétrico de lodo (IVL) medido apoés 5 (IVLs) e 30
min (IVLso) de sedimentacdo (c,d); fracdes de proteinas (PN) e polissacarideos (PS) (e, f); e fragdes LB-EPS ¢
TB-EPS (g, h) em ambas as fases operacionais no R1 (lado esquerdo) e R2 (lado direito).
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Em ambos os reatores, a sedimentabilidade da biomassa durante a fase II apresentou
uma melhora significativa. No R1, os valores de IVLs e IVL30 apresentaram uma redugdo ao
longo do tempo, alcangando 46 e 39 mL gSST"! respectivamente, e IVL30/IVLs de 0,86 no final
da operacdo. Por outro lado, ap6s uma semana da adi¢do de substratos organicos fermentaveis
no afluente, o R2 apresentou um pequeno distirbio na capacidade de sedimentagdo, elevando
os IVLs e IVLso para 369 e 170 mL gSST!, respectivamente, apontando uma maior
sensibilidade da biomassa quando comparada ao R1. Apos a aclimatacao, o sistema foi capaz
de recuperar a boa sedimentabilidade alcangando menores valores de IVLs (28 mL gSST!) e
IVL30 (25 mL gSST!) com razdo IVL30/IVLs de 0,90 no final do periodo experimental. No
geral, ambos os sistemas apresentaram boa sedimentagio com IVLsg inferior a 100 mL g!SST
e IVL30/IVLs proximo de 1, contudo a relagdo C:N de 10 (R2) foi mais vantajosa, exibindo
melhor desempenho quanto a essa propriedade, alcancando menores valores de IVL em um
menor espaco de tempo. Resultados semelhantes foram reportados por Peng et al. (2021), os
quais atribuiram a melhor sedimentabilidade da biomassa para relagdes C:N de 8,25 e 16,25,
devido a maior quantidade de compostos organicos disponivel para os microrganismos nas
condic¢oes de C:N maiores.

Os valores de EPS referem-se aos biopolimeros produzidos pelas células aderidas,
desempenhando um papel fundamental na formacao de agregados microbianos, relacionando-
se diretamente com a capacidade de sedimentacdo da biomassa (LIU; TAY, 2008;
MOGHADDAM; MOGHADDAM, 2015). Desta forma, no intuito de completar as
caracteristicas da biomassa granular, as fragdes de proteinas (PN) e polissacarideos (PS) foram
determinados para as diferentes relacdes C:N, bem como na mudanga do substrato organico
(Figura 19e e Figura 19f). PN foi a componente predominante em ambos os reatores durante
todo o periodo experimental, com valores médios de 56 = 22 ¢ 63 = 15 mg PN g'SSV em R1
(Figura 19¢) e 53 = 16 e 54 £ 13 mg PN g!SSV em R2 (Figura 19f), nas fases I e II,
respectivamente. As quantidades de PN apresentaram constancia sob diferentes fontes de
carbono, no entanto, os valores de PS exibiram uma ligeira diferenca entre as fases, em ambos
os reatores. No R1, as médias aumentaram de 11 + 5 para 24 = 11 mg PS g'SSV nas fases I e
I, respectivamente, enquanto no R2 foi observada uma de reducao de 20 = 11 para 13 £ 5 mg
PS g!. A diferenga na propor¢do de PS influenciou na mudanga das razdes PN/PS, as quais
reduziram-se de 5,5 para 2,7 em R1, enquanto um incremento de 3,3 para 4,6 foi constatado em
R2. De acordo com Corsino et al. (2016), como os PS sdo mais facilmente consumidos pelos

microrganismo durante o periodo de inani¢ao, mais PN ¢ deixada na matriz dos granulos, a fim
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de manter a estrutura destes. Portanto, a combinacdo de periodos de alimentagdo e inani¢ao
adotada neste estudo controlou o conteudo da matriz EPS, selecionando mais PN em ambos os
reatores.

As EPS presentes na biomassa granular exibem uma estrutura dindmica de dupla
camada, que podem ser classificadas como LB-EPS (do inglés loosely bound EPS) e TB-EPS
(do inglés tightly bound EPS). Tanto o LB-EPS quanto o TB-EPS podem unir células vizinhas
na formacao de lodo granular. No entanto, as ligagdes por LB-EPS na camada externa sao mais
fracas e podem ser facilmente destruidas, levando a erosdo celular (LI; YANG, 2007). Por outro
lado, na camada interna, o TB-EPS ¢ vinculado de forma consistente e estavel a superficie da
célula MOGHADDAM; MOGHADDAM, 2015; TU et al., 2012). De acordo com Sheng et al.
(2010), o conteudo do LB-EPS em agregados microbianos ¢ sempre menor do que o TB-EPS
e, portanto, pode apresentar alguma influéncia nas caracteristicas dos agregados microbianos.
De fato, as concentragdes de TB-EPS foram mais elevadas em ambos os reatores, nas duas fases
operacionais (Figura 19g e Figura 19h), contudo, vale ressaltar que um teor maior de TB-EPS
foi obtido com a mudanga da fonte de carbono em R1, aumentando de 55 + 21 para 84 + 24 mg
TB-EPS g!SSV, nas fases I e II, respectivamente. Por outro lado, nenhuma alteragio nas
quantidades foi observada em R2, onde as médias foram de 56£16 e 60+12 mg TB-EPS g!SSV.
As propor¢des de LB-EPS mostraram comportamento semelhante nos dois reatores, em torno
de 15 mg LB-EPS g!SSV na fase I e redugdo para aproximadamente 5 mg LB-EPS g'SSV
quando o substrato foi alterado na fase II. De acordo Moghaddam e Moghaddam (2015), supde-
se que o LB-EPS contém uma quantidade abundante de ligagdes com agua, e portanto, uma
quantidade maior de LB-EPS pode favorecer a formacdo de agregados porosos de baixa
densidade. De fato, durante a primeira fase, maiores concentracdes de LB-EPS foram obtidas
na biomassa, enquanto na fase Il a diminuicao do conteido de LB-EPS foi acompanhada com
a melhora significativa da capacidade de sedimentagao, principalmente no R2 (Figura 19).

O maior contetido de TB-EPS no R1 pode ser atribuido ao crescimento de granulos
irregulares com estruturas espalhadas, o que permitiu a penetragdo de substancias externas para
a camada interna dos granulos, resultando no menor consumo de TB-EPS como fonte de
carbono e energia (LI; YANG, 2007). Além disso, outra causa subjacente para esse fendmeno
pode ser as diferentes vias metabdlicas dos substratos organicos. Por exemplo, o acetato pode
entrar no ciclo citrico diretamente, porém a glicose deve primeiro ser convertida a piruvato e
entdo oxidar para formar acetil-CoA, antes de entrar no metabolismo celular (AKRAM, 2014).

Em comparacdo com a degradacdao do acetato, o metabolismo da glicose ¢ mais complexo,



123

provavelmente envolvendo mais enzimas, incluindo enzimas extracelulares (LI; YANG, 2007).
Por outro lado, embora a mudanca de substrato pudesse ter elevado a produgao de TB-EPS no
R2, os granulos neste reator foram caracterizados como densos e esféricos, o que pode ocasionar
a limitacdo da transferéncia de massa (JIANG; TAY; TAY, 2002). De acordo com Xuan et al.
(2010), isso levara ao consumo de TB-EPS como fonte de carbono e energia durante a fase de
inanicao (aeracao) para manter a auto sobrevivéncia, devido a escassez de nutrientes nas areas
profundas dos granulos. Portanto, granulos mais compactos selecionados no R2, juntamente
com periodos de inani¢do longos, podem ter resultado em um maior consumo de TB-EPS,
principalmente na forma de polissacarideos e, consequentemente, uma razao PN/PS mais alta
foi obtida em comparacdo com R1. De acordo com estudos anteriores, maior PN/PS favorece a
hidrofobicidade da biomassa, contribuindo para a formag¢ao e estabilidade dos sistemas LGA

(CAUDAN et al., 2012; MCSWAIN et al., 2005; ZHANG et al., 2018).

4.2.1.3 Desempenho do sistema em termos de carbono, nitrogénio e fosforo

As concentragdes de DQOs, compostos nitrogenados e fosfato no afluente sintético,
apo6s o enchimento, bem como no efluente tratado estdo apresentadas na Figura 20. Ambos os
reatores exibiram uma excelente remog¢ao de DQOs, com eficiéncias de aproximadamente 88 e
93%, com concentragdes médias no efluente 26 ¢ 18 mg L', ao longo das fases I e II,
respectivamente (Figura 20a e Figura 20b). As altas eficiéncias de remocao alcancadas foram
consistentes com o estudo de Layer et al., (2019), onde a remog¢ao de compostos organicos foi
acima de 90% para efluente sintético, apresentando caracteristicas similares a deste estudo.
Embora a influéncia de C:N ndo tenha impactado nas eficiéncias de remogao total de DQO,
pode-se observar que a via metabolica de conversdao de carbono apresentou diferenca entre os
reatores. Apos o periodo de enchimento no R1, andxico-anaerdbio, aproximadamente 70 mg L
!'de DQOs foi detectado na fragio liquida, apontando que a DQO foi parcialmente removida
anaerobicamente em ambas as fases deste estudo. Em contrapartida, a concentragdo de DQOs
no final da alimentagdo era de quase 37 mg L! na fase I no R2, enquanto na fase II aumentou
para 56 mg L. Considerando o fator de dilui¢do do efluente que alimentava o sistema e do
efluente tratado remanescente nos reatores, as remoc¢des de DQOs por via anaerdbia ao longo
das fases I e II foram de 45 + 15 e 49 £12%, respectivamente no R1, e 72 + 16 ¢ 60 = 16%

foram obtidas no R2.
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Em relacdo a remocao de nitrogénio, os dois reatores alcancaram nitrificagcdo completa,
ou seja, baixa formagdo de nitrito no efluente (< 2 mgN-NO>” L!). Contudo a relagio C:N de
10 aplicada no R2 foi mais favoravel, alcangando niveis de nitrificagao de 97 £ 4 ¢ 80 = 9%
(0,8 + 1,5 e 6 £ 2 mgN-NH4" L! no efluente) nas fases I e II, respetivamente (Figura 20g e
Figura 20h), enquanto 71 + 4 e 45 £ 14% (13 £ 2 € 32 + 9 mgN-NH4" L'! no efluente) foram
obtidos sob relacdo C:N de 5 (R1) (Figura 20e e Figura 20f). A oxidagdo de nitrogénio
amoniacal acima de 95% tem sido reportadas em sistemas LGA tratando efluente sintético
(LAYER et al., 2019) e também esgoto sanitario real (PRONK et al., 2015b), com
caracteristicas semelhantes as aplicadas no R2 deste estudo. A baixa nitrificagdo constatada no

R1 pode ser atribuida a falta de alcalinidade no sistema, que serd melhor discutido

posteriormente

Figura 20: Perfis das concentragdes de DQOs (a-d), compostos nitrogenados (e-f) e fosfato (i-1) no R1 (lado
esquerdo) e R2 ( lado direito) durante as fases operacionais I e II.
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Além dos distintos niveis de nitrificacdo, as remog¢des de fosforo também apresentaram
uma diferenca substancial entre os reatores. Na Figura 201 e Figura 20j que caracterizam o R1,
pode-se observar a baixa atividade de organismos acumuladores de fosforo. Os valores de
fosfato no afluente sintético para as fases I e II foram de 6,2 = 0,7 e 6,4 + 1,0 mg P-PO4>" L™,
respectivamente, enquanto o efluente tratado apresentou médias de 6,9 = 1,5 ¢ 8,2 = 1,14 mg
P-PO4*" L', implicando em remocdes negativas em ambas as fases sob relagdo C: N de 5. Por
outro lado, remocgdes de aproximadamente 60% foram alcancadas no R2 (Figura 20k e Figura
201), com concentragio média de efluente de 2,7 + 2,5 ¢ 3,1 + 3,7 mg P-PO4*> L! para as fases
I e I, respectivamente. Os valores obtidos para pH e alcalinidade do sistema, ao longo do ciclo
operacional (6 horas), podem ter contribuido para essa diferenga nos resultados.

No intuito de amparar os resultados e melhor compreender as conversoes dos substratos,
a cinética dos reatores foi avaliada, por meio da coleta de amostras ao longo das 6 horas de um
ciclo, representando uma batelada completa em cada fase operacional do sistema. Os ciclos
mostrados na Figura 21 (a, c, e, g, 1 e k) correspondem ao 49° dia de operacao durante a fase I,
enquanto os ciclos da fase II estdo na Figura 21 (b, d, f, h, j e 1) caracterizando o 147° de
monitoramento em ambos os reatores.

O perfil de oxigénio dissolvido (OD) foi bastante similar para todos os ciclos
monitorados (Figura 21a, b, ¢, d). Antes de entrar no sistema, a concentracdo de OD dos
afluentes sintéticos variou entre 0,01 e 0,38 mg L' durante todo o periodo experimental, em
ambos os reatores. Apos 15 minutos de enchimento, o OD j4 apresentava valores proximos a
zero dentro do sistema, permanecendo até o inicio da proxima fase. A saturagdo do oxigénio
foi alcangada nos primeiros minutos de aeragdo, atingindo concentragdo em torno de 9 mg L™,
mantendo-se constante até a sedimentacdo. Apos a aeracgdo ser desligada, o OD permaneceu
proximo a 8 mg L! na fragio liquida durante o periodo de sedimentacdo, até o proximo ciclo
iniciar.

O pH do afluente sintético aplicado no R1 variou entre 7,13 e 7,71 durante a fase I,
enquanto no R2 os valores ficaram entre 7,16 e 8,16. Na fase II, devido a adi¢do dos
aminoacidos no afluente, o pH apresentou uma pequena redugdo, variando entre 6,25 e 7,45 no
R1e 6,41 e 7,48 no R2. O pH tem forte relacdo com as conversoes de nitrogénio, o qual aumenta
com a reagdo de desnitrificacdo e diminui com o processo de nitrificagdo (HOFFMANN et al.,
2007). Essa associagdo pode ser observada claramente no R1 (Figura 21a e Figura 21b). Durante
a fase de alimentacdo ocorreu o consumo de N-NO;~ (Figura 21e e Figura 21f), devido ao

processo de desnitrificacdo, implicando na recuperagdo da alcalinidade e consequentemente
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aumentando o pH, enquanto na fase de aeracdo, a formacao de N-NO3™ foi acompanhada pela

producio de H', resultando na diminui¢do do pH (Figura 21a e Figura 21b).

Figura 21: Perfis de ciclo de oxigénio dissolvido (OD) e pH (a, b, ¢ € d); compostos de nitrogenados ¢ amonia livre
(AL) (e, f, g e h); e DQOs, P-PO4* e alcalinidade (i, j, k e 1) em R1 (lado esquerdo) e R2 (lado direito). Os
experimentos foram realizados no 49° dia de operacdo para fase I ¢ também apos 147 dias de monitamento,
representando o 49° dia da fase II. As concentracdes do afluente ndo estdo plotadas, foi considerado somente as
medig¢des na fragdo liquida dentro dos reatores. Os valores médios de DQOs, N-NH4" ¢ P-PO4* no afluente do R1
foram 255£37 mg L', 52 £ 7mg N-NH," L' € 6,2 + 1,3 mg P-PO4> L'}, respectivamente, enquanto 252 + 39 mg
L1, 26+ 6 mg N-NHs L' € 6,3 = 1,3 mg P-PO4* L' foram mensurados no R2.

B R1 - R2 o
Fase | J Fase Il Fase | / Fase Il
Enchimento Aeracdo Sedimentagio Enchimento Aeracdo Sedimentagio Enchimento Aeracdo Sedimentagdo Enchimento Aeragido Sedimentagio
9 10 9 10
a L O c -0 QO d L,
= QOO 00 5 o0 000 0g OG0 0-0
H H - '
ol O?Q“ 8 811 ... Q. a Tee °
L) Seg o P e =
- 7. ‘ e 7" : o0 0-0g ® 6 j,‘,
o ° % ‘ £
i ‘® 4 4 -
. ¢-o )
%1t . o o2 ° 2
o
5{ G0-0-0 QO-0-0 0 5{ AO-0-0 0-0-0 0
40 15 40 1,5
e 9 h
(=) = g--p-o
30 .l | | " 30
o A m B 1,0 10 ~
4 ;j n || ; M O -
o 201 my [ ] i X Ry 20 =3
E ‘ X* .: Q : X .‘. el E g»
at .7l oom L]
I | Y :% 0,5 05 —<|
104 %/ * ] 10 = [ = B—
E L b
omnocm s a ﬁ: #i e BB 0,0 04£ﬂ= 3 3 o 80,0
1601 —+80 160 80
i i k L -
- A -
_ 120 60 120 g . 60 o
o i ; AL £
- il 4A"A A AA l
Q o i A R ol
O 80 i i ‘..‘ 40 80 A a a0 E
© { A A A4 Sl iaaa ‘A Aut o
Y L Wy o . S “‘ AAL LA A‘}l O S S PV Y ‘ A A 5
E 40 _AA‘ A ; - ATT20 40 | A ey A 20
A Ay # A ™ A A "A ... o
; } A AT AA-A ---AAA‘A AA A A, &
adg A papad A A AA“‘AMA*A A A . A a
oA Yh AA A AAA A -A AAO 0 4“ Maa A Aad A ALO
0 1 2 3 4 5 60 1 2 3 4 5 6 o 1 2 3 4 5 60 1 2 3 4 5 6
Tempo (horas) Tempo (horas) Tempo (horas) Tempo (horas)

e pH O~ 0D = N-NH," & N-NO,” - N-NOj’ *- AL A Alcalinidade A DQO A P-PO>

No R2, o sistema apresentou aparentemente um maior tamponamento, com pouca
mudanga no perfil do pH, no entanto as Figura 21k e Figura 211 mostram um aumento da
alcalinidade, seguido do consumo, nas fases de enchimento e aeracdo, respectivamente,
indicando o processo de desnitrificacdo (redu¢do de N-NO3™) e nitrificagdo ao longo desses
ciclos (Figura 21g e Figura 21h). Além disso, o pH define o equilibrio entre NH4" ¢ amonia
livre (AL), sendo fator de toxicidade, interferindo na atividade das bactérias oxidadoras de

amonia (BOA) e nitrito (BON) (ANTHONISEN et al., 1976; GUIMARAES et al., 2017). Em
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R1, a formacio de AL atingiu 0,59 mg L sob condi¢des proximas da neutralidade (pH ~ 7,3)
durante a fase I (Figura 21e), enquanto concentragdes mais elevadas foram formadas na fase 11
(1,1 mg AL L) sob condi¢des de pH alcalino (~ 8,0). Para os ciclos mostrados, o sistema
apresentou efluente com concentragdes de nitrogénio amoniacal de 11,2 € 15,7 mg N-NH4*- N
L' nas fases I e II, respectivamente, porém um acumulo de nitrato pode ser observado,
principalmente na fase II, onde a concentragio de nitrato atingiu 33 mg N-NO; " L™ (Figura 21e
Figura 21f). Por outro lado, menores concentracdes de AL foram formadas em ambas as fases
no R2 (0,25 e 0,68 mg AL L) (Figura 21g e Figura 21h). O efluente apresentou baixas
concentragdes de nitrogénio amoniacal nas fases I e I1 (0,47 ¢ 1,0 mg N-NH4"- N L"), porém o
acumulo de nitrato também foi observado na fase II (22 mg N-NOs~ L™).

A atividade da biomassa, em termos de compostos nitrogenados, foi afetada com a

alteracdo da fonte de carbono no R1, como pode ser observado na Tabela 8. Durante a primeira
fase, as velocidades de consumo (qNoj3- - consumo) € produg@o (qnos- - produsio ) de nitrato foram

0,007 £ 0,004 € 0,015+0,006 g N-NOs - d ! g !SSV, respectivamente, enquanto na fase II foram
obtidas médias de 0,005+0,005 ¢ 0,014 = 0,006 g N-NO3 " d ' g 'SSV. A velocidade de remogio

de nitrogénio amoniacal (qnu,+) também foi aproximadamente duas vezes menor na fase II

quando comparada a fase I no R1 (Tabela 8). Essas redugdes da atividade influenciaram
diretamente as eficiéncias de remog¢do de nitrogénio total do sistema, onde para a fase I foi
obtido meédia de 36 + 6% reduzindo para 20 + 9% na fase II, implicando no aumento da
concentracdo do efluente de 39 + 6 para 51+ 9 mg N L', respectivamente.

No R2 ndo foram encontradas diferengas significativas entre as velocidades de consumo
de nitrato (p>0,005), enquanto um aumento foi constado na produgdo deste composto, quando
o substrato organico foi alterado (Tabela 8). Quanto aos valores de qnu,* ao longo das fases I e
II foram obtidas médias de 0,03 £ 0,01 e 0,02 + 0,01 g N-NH4"d! g 'SSV, respectivamente. O
acumulo de nitrato ao longo da fase II, implicou na redugdo de remocao de nitrogénio total de
58% para 20% no R2, e um aumento na concentragdo efluente de 12 + 5 para 24 + 5 mg N L"!
nas fases I e II, respectivamente.

Resultados semelhantes foram obtidos durante o estudo no SE-I, operando o reator com
troca volumétrica de 50% e ciclo operacional de 6 horas, tratando esgoto sanitario (item 4.1.1.2
e Tabela 6), com valores de 0,004 g N-NO; ~d ! g !SSV, 0,017 g N-NO; ~d ' g !SSV ¢ 0,050
g N-NH4"d™" g7'SSV para qno; - consumo » Ny~ produgao € qNH4™ respectivamente. Em contrapartida,

Jungles et al. (2017) obtiveram valores de 0,22 g N-NH4*d"! g 'SSV, enquanto Guimaries et
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al. (2018) apresentaram velocidades especificas de produgdo de nitrato e remog¢ao de nitrogénio
amoniacal de 0,07 g N-NO3 ~d ' g 'SSV e 0,18 g N-NH4*d ! g !SSV, em estudos conduzidos
em reatores alimentados com pulso Unico, na auséncia de fase anaerdbia/anoxica, priorizando

o metabolismo aerobio, com tempo ciclo de 4 horas.

Tabela 8: Atividade da biomassa (q) em termos de velocidades de consumo e produgdo de compostos organicos
(DQOs), nitrogenados (N-NH4*, N-NO3) e fofatados (P-PO4>).

R1 (C:N =5) R2 (C:N=10)
Parametros Unidades Fase Fase II Fase I Fase I
(Substrato (Substrato (Substrato (Substrato
simples) complexo) simples) complexo)
-1
gDQO-enchimento® gzg(s);\c} 0,098 £0,042 0,060 +0,022 0,140+0,040 0,080 + 0,020
-1
qDQO - aerébio ° gzg(s)g\‘} 0,067 +£0,040 0,046 +£0,016 0,190+0,200 0,360 + 0,240
_ +4-1
qNH4* gNg{\Ilsigvd 0,050 +0,020 0,020+ 0,010  0,030+0,010 0,020+ 0,010
_ - g1
Oy comsumo® B I\;}fsogvd 0,007=0,004  0,005+0,005 0,006=0,003 0,006+ 0,003
NO- d-1
qNO5- - produgio ” g I\;EIS()ngd 0,015+0,006 0,014+0,006 0,012+0,007 0,014+ 0,005
PO d-!
qp- liberagio” £ PgE(S)ng 0,002 £ 0,002 0,001 £0,001  0,030+0,025 0,017+0,014
PO d-1
qp- captagio” & szcs)gvd 0,001 £0,002 0,001 £0,001  0,032+0,027 0,019+0,015

2 Velocidade de remogao especifica durante a fase de alimentacdo. As concentragdes iniciais (t = 0) para os calculos
foram baseadas em concentragdes teéricas se o reator fosse alimentado de uma so6 vez, ao invés de fluxo em pistdo
ao longo de 90 min. Para tal, foram utilizadas concentragdes medidas no esgoto sanitario ¢ no efluente tratado.
®Velocidade de remogao especifica durante a fase de aeragdo. Essas foram calculadas a partir das concentragdes
reais medidas no fim da fase de enchimento e da saida do reator (efluente tratado).

Em teoria, a principal vantagem dos sistemas LGA ¢ a possibilidade da nitrificacdo e
desnitrificacdo ocorrerem simultaneamente (NDS) durante a fase aerdbia. No entanto, esse
processo ¢ dependente de varios aspectos, principalmente da concentracdo de OD na fracao
liquida e do tamanho dos granulos (LAYER et al., 2020). De fato, a NDS nao foi alcangada
nesse estudo, com acumulagado de nitrato no efluente em ambos os reatores (Figura 20 e Figura
21). A concentragdo de OD durante a aeracdo pode ser atribuida como o fator limitante, que
impediu a reacao simultanea. Apos 15 minutos de aeragdo, ambos os reatores ja apresentavam
concentragdes de OD na saturagio ( ~9 mg O» L!) (Figura 21a, b ¢ e d), permanecendo durante
as quatro horas desta fase. Pronk et al. (2015b) alcancaram desnitrificagdo em sistema LGA
durante a fase de aeragdo, em uma planta de escala real, tratando esgoto sanitario. Entretanto,
o nitrato foi reduzido quando a concentragio de OD foi reduzida de 4 para 0,5 mg O, L'}, apds

todo o nitrogénio amoniacal ser oxidado. De acordo com Layer et al. (2020), a NDS s6 pode
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ser alcancada quando a saturagdo de OD varia entre 14 e 39% em sistemas LGA, com biomassa
apresentando didmetro de 500um. Dessa forma, os altos niveis de saturacao deste estudo foram
favoraveis a oxidacdo do nitrogénio amoniacal, mas impediram a redugdo do nitrato
simultaneamente.

O enchimento lento com agitacdo mecanica foi aplicado, em ambos os reatores, com o
objetivo de promover maior contato entre a biomassa ¢ o substrato, a fim de favorecer a
conversao da matéria organica de forma anaerobia. Essas caracteristicas sao pré-requisitos para
proporcionar o desenvolvimento de microrganismos de crescimento lento, como os organismos
acumuladores de fosforo (PAO), desejaveis para remogao bioldgica de fosforo e também para
estabilidade da biomassa granular (DE KREUK; VAN LOOSDRECHT, 2004). Dado os
resultados apresentados na Figura 20 e também comparando os ciclos operacionais entre R1 e
R2 apresentados na Figura 21, pode-se observar uma diferenga substancial das atividades desses
microrganismos no consumo € na liberagdo de P-PO4> entre o R1 e R2.

Na Figura 21k e Figura 211 que caracterizam as fases I e II no R2, respectivamente,
observa-se a continua liberagio de P-PO4* na fase de enchimento, enquanto o perfil de DQOs
nao mostrou alteragdes, sugerindo que o carbono era utilizado quase que instantaneamente por
organismos desnitrificantes (N-NOs™ < 0,11 mg N-NO; L) e também pelas PAO. No final da
fase de alimentagdo, a fracdo liquida apresentou valores de 21 mg P-POs* L' (Figura 21k) e
49 mg P-PO+* L! (Figura 211), enquanto a DQOs manteve-se em aproximadamente 22 mg L°
! em ambas as fases. Na sequéncia, em condigdes aerdbias, o fosfato foi capturado, atingindo
concentragdes proximas a 0 apods 1,5 e 3 horas nas fases I e I, respectivamente, e valores de 24
e 11 mg L' de DQOs no efluente.

As velocidades de liberagao (qp - iveragao) € CaAPtacao (qp - captasio) de fosfato, bem como as
velocidades de consumo especificas de DQO durante a fase de enchimento ( qpQo-enchimento) NO
R2, foram aproximadamente duas vezes menores na fase II, quando comparadas a fase I (Tabela
8). Por outro lado, as velocidades de consumo especificas de DQO na fase de aeragdo foram
duas vezes maiores na fase 11 (0,36 + 0,24 g DQOs d ! g !SSV) que na fase I (0,19 £ 0,20 g
DQOsd ! g 'SSV), apontando um aumento no metabolismo aerdbio quando o R2 foi submetido
a fontes de substratos organicos com cadeias mais complexas. Isso pode ser atribuido ao escape
de DQOs para fase aerobia observado na fase II (Figura 20d), uma vez que foi constatado a
reducdo da eficiéncia de remocao anaerdbia de carbono de 72 para 60%, e consequentemente o

aumento da concentragao de DQOs na fragao liquida no inicio da fase aerada.
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Em contrapartida, durante a operagdo do R1, a atividades das PAO foi praticamente
nula (Figura 211, Figura 21j) em ambas as estratégias operacionais (Tabela 8). Dessa forma,
supde-se que o carbono do afluente foi utilizado somente para redug¢ao do nitrato (< 0,11 mg
N-NOs™ L"), implicando em remogdo parcial da DQOs durante a fase anaerdbia, uma vez que
no fim da fase de enchimento, valores de 65 mg L' (Figura 21i) e 40 mg L' (Figura 21j) de
DQOs foram mensuradas nos ciclos monitorados das fases I e I, respectivamente. Quanto as
velocidades de remogdes especificas de substrato organico nas fases de enchimento e durante a
aeracdo, foi observada uma redugio de 0,098 + 0,042 para 0,060 + 0,022 g DQOsd ! g 'SSV
Na gDQO-enchimento, € de 0,067 £ 0,040 para 0,046 + 0,016 g DQOsd ! g !'SSV no metabolismo
aerdbio ( qpQo-acracio) Nas fases I e II, respectivamente.

De modo geral, a atividade dos microrganismos durante a fase Il apresentou valores
inferiores quando comparada a fase I em ambos os reatores. Isso pode ser explicado envolvendo
a via metabolica especifica da degrada¢do dos compostos carbonados presentes no afluente.
Como apresentado na se¢ao 4.2.1.2, o acetato tem uma via simples, uma vez que ¢ oxidado
forma diretamente acetil-CoA, e logo inserido no metabolismo no acido citrico (AKRAM,
2014). Presumivelmente, os AGV mais complexos, neste caso, o propionato sao utilizados por
outras vias mais intrincadas, passando por oxidagdes sequenciais (ELEFSINIOTIS;
WAREHAM; SMITH, 2004; YANG; WANG; ZHOU, 2012). No entanto, durante a fase II, o
substrato orgénico no afluente era composto ainda por glicose e aminoacidos. A glicose ¢
primeiramente degradada a piruvato para entdo formar acetil-CoA. Exceto a leucina que ja ¢
convertida em acetil-CoA, outros aminoacidos adicionados no afluente apresentam um
metabolismo mais complexo, envolvendo também um produto intermediério. A alanina, glicina
sdo também convertidas primeiramente a piruvato, enquanto arginina, glutamina e a prolina sao
degradadas a glutamato antes de entrar no ciclo do 4cido citrico (AKRAM, 2014). Dessa forma,
as vias metabolicas complexas de aproximadamente 75% dos substratos organicos do afluente
na fase Il poderiam resultar em velocidades especificas menores, quando comparadas a fase I,
onde apenas acetato e propionato foram utilizados como fonte de carbono.

As principais diferencas quanto as remocgdes de nutrientes entre o0 R1 e R2 foram em
termos de nitrogénio e fosforo, como apresentados na Figura 20 e Figura 21. Os valores
inferiores obtidos na nitrificacdo no R1, podem estar ligados diretamente a baixa concentragao
de alcalinidade na fracdo liquida no sistema. Observa-se nas FigurasFigura 21e e Figura 21f
que, apos 3 horas de ciclo, os valores de nitrogénio amoniacal estavam em aproximadamente

10 e 15 mg NH4" L' nas fases I e II, respectivamente, mantendo-se até fim da fase aerada,
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enquanto a alcalinidade atingia valores préximos de 0 (Figura 21i e Figura 21j). Estima-se que
para oxidagdo de 1 g de N-NH4" a N-NOs™ sdo necessarios 7,1 mg de CaCO3; (HOFFMANN et
al., 2007). Na Figura 21e e Figura 21f, os valores de N-NH4" no inicio da aera¢do eram de
aproximadamente 30 mg NH4" L' em ambas as fases operacionais, dessa forma seria necessario
cerca de 200 mg CaCOs L™! na fracdo liquida para a completa nitrificacdo, porém apenas 42 e
101 mg CaCO; L'! foram obtidos nas fases I e II respectivamente. Embora 150 mg CaCO; L™!
foram adicionados do afluente nos dois reatores, no intuito de manter o pH em torno de 7,0, em
ambas as fases operacionais, para o R1 ndo foi suficiente, interferindo na capacidade de
remocao de nitrogé€nio neste reator.

Por outro lado, observa-se quantidades mais elevadas de alcalinidade no R2, atingindo
51 e 150 mg CaCOs L! nas fases I e II (Figura 21k e Figura 211), respectivamente, enquanto
concentragdes menores (C:N = 10) de 8 e 16 mg NH4" L' foram mensuradas no fim do
enchimento (Figura 21g e Figura 21h). Apds 3 horas de ciclo o nitrogénio amoniacal ja havia
oxidado e concentragdes de 28 mg CaCOs L' (Figura 21k) e 70 mg CaCOs L (Figura 211)
foram mantidas no sistema. O acimulo de alcalinidade no R2 proporcionou um maior
tamponamento na fragdo liquida, mantendo condigdes alcalinas (pH > 7,5) em ambas as fases
operacionais. Esse comportamento pode também ser associado a melhor atividade dos
organismos acumuladores de fosforo observadas nesse reator.

As mesmas condi¢des adequadas para os organismos PAO favorecem também os
organismos acumuladores de glicogénio (GAO). Apesar de GAO serem organismos
heterotroficos de crescimento lento, e favordveis para manter a estabilidade de sistemas LGA,
PAO sao desejaveis, devido o metabolismo envolver a absor¢ao de fosfato. Fatores como o tipo
de fonte de carbono no afluente (acetato, propionato etc.), carga de fosforo, razdo carbono
fosforo (C:P) no afluente, pH e temperatura foram apontados como determinantes na
competicdo entre PAO ¢ GAO (RUBIO-RINCON et al., 2017; WEISSBRODT et al., 2013).
Neste estudo, a diferenca entre R1 e R2 residiu apenas no pH na fragdo liquida, uma vez que o
substrato organico, a relagdo C:P e temperatura de 20 °C foram mantidos iguais em ambos 0s
reatores. De acordo com Weissbrodt et al. (2013), pH maior que 7,3 e temperaturas em torno
de 15°C sdo favoraveis para as PAO. No entanto, os autores relataram que as PAO sdo capazes
de competir com GAO, mesmo em temperaturas mesofilicas, desde que sejam proporcionadas
condigdes alcalinas. Dessa forma, o meio alcalino assegurado no R2 foi favoravel para alcangar

maiores remogdes de fosforo (> 60%), enquanto a deficiéncia de alcalinidade no R1 foi
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determinante também na atividade das PAO, implicando em baixas remoc¢des de fosforo em

ambas as fases operacionais, bem como de nitrogénio.

4.2.1.4 Ecologia microbiana

As comunidades bacterianas foram verificadas utilizando-se o método avancado de
sequenciamento de amplicon de nova geragdo e alta resolugdo. As abundancias relativas da
composi¢ao predominante em nivel de familia estdo apresentadas na Figura 22, onde pode-se
observar que, além das flutuagdes das comunidades microbianas, houve diferencas entre
organismos quando as duas relagdes C:N sdo comparadas, e também quando a fonte de
substrato organico foi alterada, sugerindo que as diferentes condigdes operacionais aplicadas
foram capazes de selecionar populagdes microbianas distintas. A classificagdo em nivel de

género encontra-se no Apéndice B deste documento.

Figura 22: Dindmica da comunidade bacteriana em nivel de familia nas fases I e II, no R1(lado esquerdo) e R2
(lado direito). OTUs com abundéncia relativa menor que 3% foram incluidos em “outros”. O grafico em nivel de
género ¢ fornecido no Apéndice B.
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Membros das familias Clostridiaceae e Intrasporangiaceae foram detectadas apds a
inoculagdo, com abundancias relativas de 10 e 5 %, respectivamente, mas posteriormente

diminuiram quando a fonte de alimentagdo passou a ser efluente sintético. Os géneros
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Clostridium (familia Clostridiaceae) e Tetrasphaera (Intrasporangiaceae) sdo conhecidos
como bactérias fermentativas, comumente encontradas em estagoes de tratamento com lodo
ativado. Tetrasphaera também ¢é conhecida como PAO, geralmente mais abundante que Ca.
Accumulibacter no tratamento de esgoto sanitirio (AIDAN AL-HUSSIENY et al., 2014;
LAYER et al., 2019; WANG et al., 2007a). O género Phenylobacterium, pertencente a familia
Caulobacteraceae, foi detectado com abundancia relativa de aproximadamente 14% no indculo
(dia 1). No entanto, a partir de 28 dias de monitoramento, Brevundimonas foram selecionadas,
mantendo a abundancia relativa de Caulobacteraceae em 20 e 16%, em R1 e R2,
respectivamente, ao longo da fase I. De acordo com Wang et al. (2015), estes organismos
aerobios desempenharam um papel importante na bioaumentagao de flocos de lodo ativado.
Dessa forma, supde-se que o aumento progressivo dessa populacdo pode estar ligado ao
processo de granulagdo, principalmente no R1, no qual a formagao dos agregados foi mais
rapida.

Quanto a relacdo C:N, as familias Comamonadaceae (género Comamonas) e
Microbacteriaceae, conhecidas como organismos heterotroficos nitrificantes, foram
selecionadas com abundancias relativas de 22% e 15% (dia 84), respectivamente, sob
concentracdo de nitrogénio amoniacal maior (R1). Ambas as populacdes podem estar
relacionadas ainda com a irregularidade da superficie dos granulos constatados no R1, uma vez
que foram reportadas como bactérias de crescimento rapido (GONZALEZ-MARTINEZ et al.,
2018; LV et al., 2014; RAMOS; SUAREZ-OJEDA; CARRERA, 2016). Outras populacdes
como Thauera (familia Rhodocyclaceae) e Xanthomonas (familia Xanthomonadaceae)
descritas como desnitrificantes heterotroficas e produtoras de EPS (WEISSBRODT; SHANI;
HOLLIGER, 2014; ZHANG et al., 2018) também foram selecionadas sob relacao C:N menor,
com aproximadamente 9% das sequéncias lidas. O género Thauera pode ainda ser associado a
alta tolerancia a amonia livre e também j4 foi reportado como organismos predominantes no
tratamento de efluentes com baixa relagao C:N (5) (ZHANG et al., 2018).

Por outro lado, Zooglea e Azospira, membros da familia Rhodocyclaceae, foram
favorecidos no R2 (C:N maior), atingindo abundancia relativa de 17% (dia 105) e 20% (dia 49).
Zooglea sdo bactérias desnitrificantes de crescimento rapido e também sdo correlacionadas ao
metabolismo de EPS (LI et al, 2008; WEISSBRODT; SHANI; HOLLIGER, 2014).
Aparentemente, de acordo com Weissbrodt et al. (2014), a fisiologia de organismos
semelhantes a Zoogloea e outros organismos afiliados a Rhodocyclales pode ser relevante para

a coesdo de granulos aerdbios. Dessa forma, a proliferacdo desses organismos correlacionou
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positivamente com a granulagdo no R2, assim como ja observado por outros estudos em sistema
LGA (LAYER etal., 2019; WEISSBRODT et al., 2012). A familia Flavobacteriaceae (género
Flavobacterium) foi encontrada com alta abundancia relativa (14-35%) no R2, e também ¢
associada a formag¢do de granulos maduros e estaveis (LI et al., 2014b; SCHAMBECK et al.,
2020). Membros do género Tahibacter (familia Xanthomonadaceae) aumentaram
progressivamente a abundancia relativa, alcangando 26% no dia 105 no R2. Esses organismos
heterotroficos podem ser um filotipo desnitrificante no sistema, uma vez que cepas isoladas de
lodo ativado tiveram a capacidade metabolica de reduzir aerobicamente nitrato a nitrito (WU et
al., 2015), corroborando as maiores remogdes de nitrogénio neste reator.

A alteracdo da fonte de substrato na fase II influenciou substancialmente a comunidade
bacteriana em ambos os reatores. Bactérias do género Aeromonas, pertencentes a familia
Aeromonadaceae, foram detectadas no dia 105, com abundancia relativa predominante de 49 e
26% no R1 e R2, respectivamente. Esses organismos sdo classificados como anaerdbios
facultativos e frequentemente encontrados em sistemas de lodo ativado convencional, onde
estdo envolvidos na degradacdo da matéria organica e na reducdo do nitrato a nitrito
(NSABIMANA; BELAN; BOHATIER, 2000; VUKOVIC; RUNJAVEC; MESTROVIC,
2019). Ademais, pressupoe-se que devido ao metabolismo capaz de fermentar a glicose, esses
organismos foram mais competitivos, quando este substrato foi inserido no afluente da fase II.
Bactérias envolvidas na oxida¢do do nitrogénio amoniacal, como a familia Nitrospiraceae,
também foram detectadas na fase II, com representatividade de 23% e 8%, no R1 e R2,
respectivamente. O surgimento desse grupo de microrganismos pode estar associado a maior
regularidade da superficie dos agregados nesta fase, uma vez que possuem metabolismo
autotréfico e apresentam baixa velocidade de crescimento (DE KREUK; KISHIDA; VAN
LOOSDRECHT, 2007). Além disso, na fase Il foi constatado maior acimulo de nitrato em
ambos os reatores, o que corrobora a maior abundancia de Nitrospira nesta fase. Membros
isolados da familia Dermatophilaceae (género Kineosphaera) foram detectados no R1, com
abundancia relativa de 17% no fim do periodo experimental (dia 154). De acordo com Liu et
al. (2002), Kineosphaera sao bactérias aerobias capazes de acumular quantidades significativas
de polihidroxialcanoatos (PHA), sendo encontradas em reator de lodo ativado com remocgao
bioldgica de fosforo ineficiente.

Outros organismos desnitrificantes, como Pseudomonadaceae e os géneros Paracoccus
e Rhodobacter (familia Rhodobacteraceae), ndo apresentaram distingao entre as relacdoes C:N

e fontes de substratos, mantendo em aproximadamente entre 5% e 10% das sequéncias lidas
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apods a inoculagdo. Na Tabela 9 tem-se um resumo das interacdes observadas na ecologia

microbiana quanto as relagcdes C:N e diferentes fontes de substrato organico.

Tabela 9: Resumo dos principais grupos e possiveis fungdes encontradas na ecologia microbiana quanto as
relagdes C:N e diferentes fontes de substrato orgénico. = ndo foram observadas diferencas na abundancia
relativa; + maior abundancia relativa; - menor abundancia relativa. DOHO-Organismos heteroficos ordinarios
desnitrificantes; NH- nitrificantes heterotréficos; OPHA-Organismo acumuladores de PHA; BON- Bactérias
oxidadodoras de nitrito.

Fa1}1111a Fung:ap/ CN=5 vs. CN=10 Eﬂuente Efluente
(Género) metabolismo Simples complexo
Aeromonadaceae DOHO = = - +
(Aeromonas)

Caulobacteraceae DOHO = = + -
(Brevundimonas)

Comamonadaceae DOHO e NH + - + -
(Comamonas)

Dermatophilaceae OPHA + - - +
(Kineosphaera)

Flavobacteriaceae DOHOY EPS - + - +
(Flavobacterium)

Nitrospiraceae BON + - - +
(Nitrospira)

Pseudomonadaceae DOHO = = = =
(Pseudomonas)

Rhodobacteraceae DOHO = = = =
(Paracoccus)

Rhodobacteraceae DOHO = = = =
(Rhodobacter)

Rhodocyclaceae DOHO/ EPS + - + -
(Thauera)

Rhodocyclaceae DOHO/ EPS - + = =
(Zooglea)

Rhodocyclaceae DOHO/EPS - + + -
(Azospira)

Xanthomonadaceae  DOHO/ EPS + - = =
(Xanthomonas)

Xanthomonadaceae DOHO - + = =
(Tahibacter)
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No geral, em ambos os reatores foram selecionados organismos desnitrificantes, os
quais por serem facultativos e de crescimento rapido, se sobressaem facilmente frente as outras
populagdes, mas sua atuag@o no processo de desnitrificagdo estd limitada ao carbono organico
disponivel e a condi¢cdo de anoxia apropriada. No entanto, por mais que eles tenham
predominado, ndao contribuiram para uma maior atividade desnitrificante, principalmente no
R1, uma vez que esses organismos também podem utilizar o oxigénio como receptor de

elétrons.

4.2.2 Conclusoes

o Apesar da granulacdo ser favorecida sob relagdo C:N de 5, na qual 40% dos granulos
apresentaram diametro (D) acima de 500 pm, na C:N de 10 foram desenvolvidos granulos
menores (200 um <D < 500 um) com morfologia uniforme e 6tima sedimentabilidade (IVL3o
e IVLs <30 mL gSST L!). As proteinas foram a componente predominante na matriz EPS,
quando comparadas aos polissacarideos em ambas as relagdes C:N. A razdo PN/PS foi
influenciada pela composi¢ao do carbono no afluente, houve aumento da produgao de PS sob
relagdo C:N de 5 e o consumo na relagdo C:N de 10, implicando também nas fragdes de TB-

EPS e LB-EPS.

o Altas de remogdes de carbono (~90%) e nitrificagdo completa (N-NO2” <2 mg L' no
efluente) foram alcangadas em ambas as relagdes C:N e para os diferentes substratos organicos.
A oxidagdo do nitrogénio amoniacal alcangou 90% na C:N de 10. Entretanto, sob relacdo C:N
de 5, os valores foram inferiores (71% e 45%), devido a falta de alcalinidade no sistema. A
baixa alcalinidade também foi um fator determinante na remogao do fésforo, influenciando na
atividade das PAO. A complexidade do substrato organico influenciou nas atividades dos
microrganismos, devido aos produtos intermediarios das vias metabdlicas da glicose e

aminoacidos.

o Organismos nitrificantes heterotroficos (Comamonadaceae e Microbacteriaceae) €
desnitrificantes produtores de EPS (Thauera e Xanthomonas) foram selecionadas na relacao
C:N de 5, enquanto organismos associados a estabilidade da biomassa granular foram

favorecidos na C:N de 10 (Zooglea e Flavobacterium), corroborando a formacao de granulos
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maduros e estaveis. A adi¢do de glicose no efluente proporcionou a proliferacdo de organismos

fermentativos como Aeromonadaceae com alta abundancia relativa (~40%).

4.3 DISCUSSAO INTEGRADA

A presente tese de doutorado partiu da investigacdo de um sistema em escala piloto
alimentado com esgoto sanitario, o qual se aproximou das circunstancias reais de uma estagao
de tratamento de efluentes (SE-I), em dire¢cdo a um sistema de escala bancada sob condigdes
controladas (SE-II), envolvendo a granulagdo aerdbia, manutencao da estabilidade e atividade
bioldgica. Dessa forma, considerando as diferentes configuragdes operacionais, ¢ importante
realizar uma andlise abrangente, compreendendo as correlagdes, a fim de apontar as
convergéncias e divergéncias entre os resultados obtidos na pesquisa.

No primeiro estudo, desenvolvido no reator em escala piloto (Im?), a estabilidade da
biomassa granular foi estudada por meio de duas estratégias operacionais, diferenciadas pela
relacdo de troca volumétrica, a fim de aumentar a COV, melhorando a estabilidade dos granulos
e a capacidade de conversdo do sistema. Em ambas as estratégias, o RBS foi operado com
volume constante, no qual o ciclo compreendia fases de enchimento e descarte simultaneas (90
min), seguidas de fase de aeracdo (240 min) e de sedimentacdo (30 min), totalizando 6 horas de
tempo total de ciclo. Na primeira estratégia operacional (E-1), quando o RBS foi operado com
relacdo de troca volumétrica de 50%, a granulacdo da biomassa ocorreu de forma rapida (20
dias). Os agregados formados apresentaram didmetros pequenos (212 — 300 pum), com
morfologia homogénea. A relagdo de troca volumétrica de 75% aplicada na segunda estratégia
(E-2), induziu uma granulacdo mais lenta e progressiva, selecionando agregados de maior
tamanho (300-600 um), mas com estrutura irregular. Esse comportamento pode ser atribuido a
maior carga particulada no sistema, uma vez que o tempo de contato entre a biomassa € o
afluente nao foram suficientes para hidrolisar os s6lidos contido no esgoto, levando a lise de
particulas na fase de aeracdo, favorecendo organismos heterotréficos de crescimento rapido
(filamentosos), como observado por (Wagner et al. (2015). Por outro lado, os resultados da
analise de componentes principais corroboraram que, durante o periodo de instabilidade
(periodo chuvoso), a maior carga organica na E-2 foi responsavel por preservar o sistema,
mantendo um nivel minimo de substrato para a biomassa, evitando um grande wash-out como

foi observado na E-1 (IVL3o ~ 300 ml g'SST). Embora a carga organica fosse maior na E-2



138

que na E-1, nenhuma das estratégias alcancou uma acumulagao substancial de biomassa (~1,0
g L"), quando comparado a sistema LGA em escala real (6 — 8 g L") (PRONK et al., 2015b).

Quanto ao estudo desenvolvido no SE-II, onde foram utilizados dois reatores em escala
de bancada, operados em paralelo, o objetivo foi complementar a exploragao dos fatores que
envolvem a granulagdo aerdbia, manutencao da estabilidade e atividade biologica do LGA, por
meio da variagdo da relagao C:N e da fontes de substrato organico, uma vez que para essa etapa
foi utilizado efluente sintético, possibilitando condi¢des controladas. O sistema também operou
em ciclos de 6 horas, compreendendo fases de enchimento (90 min), aera¢do (240 min),
sedimentacdo (25 min) e descarte de efluente (5 min). Foram testadas relagdes C:N de 5 e 10,
nas quais as concentragio de DQOs eram de 300 mg L' (0,6 kgDQOs m™ d!) e nitrogénio
amoniacal de 60 mgN-NH4" L! (R1) e 30 mgN-NH4" L' (R2). Esses parimetros foram
determinados a partir de uma busca na literatura, na qual afirmava que a nivel mundial, a relagao
C:N variava entre 10 e 12 para esgoto sanitario (LAYER et al., 2019; PRONK et al., 2015b;
ZHANG et al., 2018).

Vale ressaltar que de acordo Metcalf e Eddy (2017), a relagdo de C:N:P favoravel para
a sintese bacteriana ¢ de 100:5:1, sendo que a C:N ¢ de 20. No entanto, no SE-I foram
encontradas relagdes de 5,7 e 4,2, nas E-1 e E-2, respectivamente, aplicando esgoto sanitario
real. Essas relagdes mais baixas destacadas do SE-I sdo devido a localizag@o do sistema, o qual
era instalado em uma bacia de escoamento com muitas atividades comerciais, como
lavanderias, restaurantes € pequenos comércios, por ser proximo ao campus universitario. Dessa
forma, as concentracdes de nitrogénio amoniacal sdo elevadas, influenciando diretamente a
relacdo C:N. Uma vez que o objetivo do SE-II era complementar informagdes mais intrinsecas
quanto a operagdo de um sistema com lodo granular aerébio, foram escolhidas as relagdes C:N
de 5 (mais proxima ao SE-I) e 10 ( proxima ao valor mundial).

No estudo do SE-II, na fase I, os reatores operaram com acetato e propionato como fonte
de carbono do afluente. A relacdo C:N de 5 desenvolveu granulos mais rapidamente (35 dias),
com tamanhos maiores (D > 500 pm) e IVL3o de aproximadamente 100 mL g'SST; enquanto
na C:N de 10, a granulagao foi gradual (56 dias) com particulas entre 200 e 500 um de didmetro,
no entanto estas apresentaram melhor sedimentabildade (IVLso ~ 40 mL g'SST). Na fase II,
quando foram adicionados substratos fermentativos ao afluente (glicose e aminoacidos), além
do acetato e propionato, em ambas as relagdes C:N observou-se melhora da sedimentabilidade
dos granulos, principalmente na C:N de 10 (IVL3p=25 mL g"'SST). O aumento da capacidade

de sedimentag¢do foi atribuido a mudan¢a dos compostos de EPS, quando a fragao LB-EPS foi
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definitivamente menor nos reatores. Sob relagdo C:N de 5, os granulos apresentaram
caracteristicas semelhantes aquelas observadas na SE-I (E-2), com superficie irregular e
estruturas espalhadas (finger type). Por outro lado, os agregados desenvolvidos na C:N de 10
eram compactos com formas regulares. Da mesma forma que ocorreu no sistema piloto na E-2
(SE-I), ao longo da C:N de 5, a liberacao de DQOs durante a fase aerada resultou na proliferagao
de organismos de crescimento rapido, responsaveis pela irregularidade na superficie dos
granulos, em ambas as situagdes. A concentragao de solidos no sistema em ambas relagdes C:N
também ndo atingiu um actimulo consideravel de biomassa, alcangando 2,5 g L'!. A endogenia
causada pelo longo periodo de inani¢do (240 min), sob altos niveis de aera¢do (~9 mg Oz L),
pode estar correlacionada a esse comportamento nos sistemas experimentais (SE-I e SE-II),
levando a oxidacdo de suas proprias células na fase aerada, a fim de fornecer energia para
manutenc¢io (GUIMARAES et al., 2018).

O sequenciamento de nova geracdo corroborou para este fato, uma vez que foram
detectados em sua maioria organismos heterotréficos ordindrios (OHO) de crescimento rapido.
No SE-I, foram encontradas familias (Chitinophagaceae) responsaveis também pela hidrélise
de composto de cadeias longas, como os presentes em esgoto real. Quando a troca volumétrica
foi aumentada no SE-I (E-2), organismos responsaveis pela produ¢do de EPS foram
selecionados, como os membros das familias Saprospiraceae e Flavobacteriaceae. No SE-II,
familias que sdo envolvidas no metabolismo do EPS foram encontradas, como
Xanthomonadaceae, Rhodocyclaceae e Flavobacteriaceae. Esses organismos também sdo
classificados como desnitrificantes, incluindo Aeromonadaceae, detectada em grande
abundancia relativa (~40%) na fase II (substrato complexo) em ambas as relagdes C:N. No
entanto, essas bactérias t€ém metabolismo facultativo, ¢ acabam se sobressaindo facilmente na
competicdo com organismos de crescimento lento, como PAO e GAO, mas sua atuagdo no
processo de desnitrificagcdo esta limitada ao carbono organico disponivel e a condi¢ao de anoxia
apropriada. Portanto, por mais que sejam predominantes, ndo contribuiram para maiores
atividades desnitrificantes, em ambos 0s sistemas experimentais, uma vez que esses organismos
também podem utilizar o oxigénio como receptor de elétrons.

Quanto ao desempenho dos sistemas, a fragdo organica atingiu altas remocdes no SE-I
(70~80%), bem como nos reatores em bancadas (~90%). Um comportamento similar foi
observado entre o sistema piloto (SE-I) e a relagdo C:N de 5 (SE-II), ambos com baixas
remogdes de fosforo e nitrogénio. No SE-I, esse fato foi atribuido a varios fatores, incluindo

altas concentragdes de compostos nitrogenados (NOx), OD, e ainda a deficiéncia de compostos
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organicos assimilaveis durante a fase de enchimento. No entanto, no SE-II, a relacdo C:N de 10
apresentava as mesmas condi¢des aplicadas na C:N de 5, quanto as condigdes relacionados
acima (NOx, OD e DQOs) e as atividades dos organismos acumuladores de fosforo foram
detectadas no sistemas com remogdes de aproximadamente 60%. Dessa forma, a baixa
alcalinidade no sistema foi levantada como uma hipétese apos o estudo no SE-II, uma vez que
esta foi a principal diferenga entre as relagdes C:N. De fato, Hoffmann et al. (2007) propuseram
uma concentra¢do de 75 mg CaCO; L' remanescente no fim da aeragio em um sistema RBS,
para manter a estabilidade do sistema, a qual foi alcangada apenas na relacdo C:N de 10. A
maior alcalinidade sob C:N de 10, manteve a fracdo liquida tamponada e¢ com pH de
aproximadamente 8,0 no reator, favorecendo as PAO (WEISSBRODT et al., 2013). Portanto,
no estudo desenvolvido no sistema piloto (SE-I), supde que a alcalinidade também foi um fator
limitante para alcangar remogdes de fosforo satisfatdrias.

A remog¢do completa do nitrogénio foi, claramente, limitada pelo processo de
desnitrificacdo, uma vez que altas concentracdes de compostos nitrogenados, principalmente
nitrato (~30 mg N-NOs~ L") foram mensuradas no efluente de ambos os sistemas. Na Figura
23 ¢ apresentada uma sintese dos perfis de ciclos observados nas melhores condigdes
encontradas no SE-I (RTV = 75%) e no SE-II (C:N=10 com efluente simples), comparando
com as desejaveis em um sistema de lodo granular aerdbio. Apesar da alta concentragdo de OD
ter sido favoravel para o processo de nitrificagdo em ambos os sistemas operacionais (SE-I e
SE-II), o controle da fase de aeragcdo € necessario para promover a estratificacdo nas camadas
dos granulos e também evitar a perda de biomassa por respiracdo endogena. No entanto,
encontrar um limiar entre o OD necessario para oxida¢do do nitrogénio amoniacal, porém sem
interferéncia na reducdo de compostos nitrogenados se torna um desafio, uma vez que ambos
sao dependentes da fragao e do tamanho dos granulos, da atividade microbiana e, portanto, da
profundidade de penetracdo de OD e dos receptores de elétrons nitrogenados (NOx). Dessa
forma, estratégias de aeracgao alternadas, como apresentada na Figura 23c, ou ainda, aeragdo em
duas etapas (dependente da concentragdo de nitrogénio amoniacal afluente), pode ser uma
solucdo para alcangar niveis de remog¢do de nitrogénio adequado no tratamento de efluente

sanitario em sistemas de lodo granular aerdbio.
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Figura 23: Sintese dos perfis de ciclos observados nas melhores condigdes encontradas no SE-I1 (RTV = 75%) (a)
e no SE-II (C:N=10 com efluente simples) (b), comparando com as condigdes desejaveis em um sistema de lodo
granular aerobio (c). As concentragdes do afluente ndo estdo plotadas, foi considerado somente as medi¢des na
fragdo liquida dentro dos reatores.
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5 CONCLUSOES

Para as condi¢des aplicadas no estudo, t€ém-se as seguintes conclusdes:

A primeira hipotese desta tese foi confirmada: “a carga organica influencia a
estabilidade de sistemas com lodo granular aerobio em longo prazo, bem como a formagdo e
as caracteristicas dos agregados microbianos”. O aumento da carga organica aplicada, por
meio da alteracdo da troca volumétrica de 50% para 75%, provou ser uma alternativa plausivel
para tratamento de esgoto sanitario com baixas concentragcdes de compostos organicos.

A segunda hipotese também foi confirmada, uma vez que “as relagcoes C:N e as
diferentes fontes de carbono desenvolveram grdanulos com caracteristicas fisico-quimicas e
comunidade bacteriana distintas e também apresentaram diferengas nas velocidades de
conversdo de substratos.”

E possivel desenvolver biomassa granular com esgoto sanitario, no entanto, as
condigdes operacionais, incluindo a razao de troca volumétrica e as caracteristicas do afluente
influenciam o processo de granulagdo, sendo necessaria a aplicacdo de medidas operacionais,
no intuito de favorecer o crescimento de organismos desejaveis a granulagdo. Esta conclusao

geral foi formulada a partir das seguintes conclusdes especificas deste trabalho:

1) A granulacdo aerobia em termos de propriedades de sedimentacao foi alcangada durante
o tratamento de efluente sanitario de baixa concentragio (DQOs< 300 mg L") em um
RBS operado em volume constante. Para uma relacdo de troca volumétrica mais elevada
(75%), o LGA apresentou uma fragao significativa de granulos (> 80%) ap6s 4 meses de
operacdo. Os granulos apresentarem morfologia heterogénea com estruturas espalhadas
(finger type), e boa sedimentabilidade (IVL3p < 70 mL gSST L'; IVL3;0/IVLs de
aproximadamente 0,70). A andlise multivariada apoiou que o aumento da RTV de 50% a
75% provou ser uma estratégia importante para a estabilidade do LGA, especialmente
durante periodos chuvosos onde a disponibilidade de carbono ¢ diluida (COV <0,4
kgDQOs m™ d!), exigindo um maior volume de afluente a fim de manter uma quantidade
de substrato minimo para manutengdo dos granulos. As proteinas foram a componente
predominante com o dobro de concentracdo quando comparadas as quantidades de

polissacarideos em ambas as trocas volumétricas. No entanto, a RTV mais alta produziu
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2)

3)

4)

maior contetido de EPS, o que foi suportado pela maior abundancia relativa das familias

Saprospiraceae e Flavobacteriaceae.

O aumento da troca volumétrica ndo afetou o desempenho do reator em termos de
remogdes de carbono, nitrogénio e fosforo. A baixa concentragio de biomassa (~1 g L)
apresentou alta atividade, produzindo efluente de acordo com a legislagdo nacional. A
DQO foi removida principalmente na fase de enchimento anaerdbio, em ambas as
estratégias, com énfase sob RTV de 75% (> 90%). Porém, a presenca de material
particulado levou a hidrélise na fase aerada, implicando em metabolismo aerdbio. Quanto
a nitrificagdo, ela foi alcangada com sucesso no E-1 (RTV=50%) efetuada principalmente
por Nitrospira ssp. (em uma Unica etapa, aparentemente), ¢ em E-2 (RTV=75%) por

Nitrosomonas ssp. € Nitrospira ssp. (em duas etapas).

Em termos de relagdes C:N, a granulacdo foi favorecida para relacdo C:N de 5, na qual
40% dos granulos apresentaram didmetro (D) acima de 500 pum, enquanto granulos
menores (200 pm <D < 500 um) foram desenvolvidos na C:N de 10 com morfologia
uniforme e melhor sedimentabilidade (IVL3o e IVLs <30 mL gSST L™!). As proteinas
também foram a componente predominante na matriz EPS, quando comparadas aos
polissacarideos em ambas as relagdes C:N. A razdao PN/PS foi influenciada pela
composi¢ao do carbono no afluente, com aumento da producao de PS sob relacdo C:N de
5, e o consumo na relagdo C:N de 10, implicando também nas fragdes de TB-EPS e LB-

EPS.

Elevadas remogdes de carbono (~90%) e nitrificacdo completa (N-NO>™ <2 mg L' no
efluente) foram alcancadas em ambas as relagdes C:N e para os diferentes substratos
organicos. A oxidacdo do nitrogénio amoniacal alcangou 90% de remogdes na C:N de 10.
Entretanto, a falta de alcalinidade sob relacdo C:N de 5 reduziram as remogdes de
nitrogénio amoniacal (71%-fase 1 e 45%-fase 2). A complexidade do substrato organico
influenciou na atividade dos microrganismos, devido aos produtos intermediarios das vias
metabdlicas da glicose e aminoacidos. Organismos nitrificantes heterotroficos
(Comamonadaceae e Microbacteriaceae) e desnitrificantes produtores de EPS (Thauera
e Xanthomonas) foram selecionadas na relagdo C:N de 5, enquanto organismos

associados a estabilidade da biomassa granular foram favorecidos na C:N de 10 (Zooglea
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e Flavobacterium), corroborando a formagdo de granulos maduros e estaveis. A adi¢cdo
de glicose no efluente proporcionou a proliferagdo de organismos fermentativos como

Aeromonadaceae com alta abundancia relativa (~40%).

Desnitrificagdo parcial e baixa remog¢do de fosforo foram alcancadas em ambos os
sistemas operacionais (SE-I e SE-II), exceto sob relacdo C:N de 10 com substrato
organico simples. As analises multivariadas revelaram claramente a influéncia da matéria
organica particulada no sistema LGA, que deve ser evitada, a fim de desenvolver granulos
aerdbios mais compactos, livres de estruturas espalhadas (finger-type). O controle da
duracdo da fase de aeragdo e o controle do nivel de OD ¢ necessario para promover a
remocdo de nitrogénio e fosforo com o crescimento de biomassa, evitando a perda de
biomassa por respiracdo endégena prolongada. Além disso, a alcalinidade também deve
ser controlada, uma vez que a baixa alcalinidade também foi um fator determinante na
remocao do fésforo, influenciando na atividade das PAO. Portanto, o uso de estratégias
operacionais para sele¢do dos microrganismos € necessario para que as principais rotas
metabolicas de interesse sejam favorecidas, a fim de manter a operagdo do sistema
granular alimentado com esgotos sanitarios de baixa concentracdo em substratos

organicos.
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APENDICE A

Material completar ao Item 4, subitem 4.1

COMO A RAZAO DA TROCA VOLUMETRICA E A DISPONIBILIDADE DE
CARBONO CONTRIBUEM PARA MELHORAR A ESTABILIDADE DO LODO
GRANULAR EM RBS OPERADO EM VOLUME CONSTANTE TRATANDO ESGOTO
SANITARIO?

Figura 24: Imagens microscopicas da biomassa ao longo do processo de granulacao durante os 339 dias (d) da E-
1. Durante o periodo de instabilidade (160° dia), o sistema foi dominado por organismos filamentosos.
Barra=1 mm.

Figura 25: Imagens microscopicas da biomassa ao longo do processo de granulagdo durante os 339 dias (d) da E-
2. No dia 150, (periodo de instabilidade) estruturas filamentosas ppodem ser observada no sistema.
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Figura 26: Contetido da matriz EPS em termos de proteinas (PN) e polissacarideos (PS) em ambas as estratégias
operacionais.
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Figura 27: Perfil das concentragdes de DQOs, nitrogénio amonicacal (N-NH4") e fosforo total (Pr) ao longos dos
339 dias de operagdo na E-1 (lado esquerdo) e E-2 (lado direito).

DQOg (mg L)

N-NH,* (mg L)

Pr(mgL")

500 E-1 100
.4’
400 ¥ L 80
3004} 60
. n '.'. - »
2004 - L '-:' oy ‘| F40
o "
] Wy
oo o 20
C oUm e e e .
0 I 0
751 ‘ A 100
F' + 80
:\ m}eo
oW | Lao
L]
+20
n l‘ ]\ 0 i 0
+100
124 80
0 N . . . 0
0 50 100 150 200 250 300 350
Tempo (dias)
- -m- - Afluente - -@8- - Fim do enchimento

500 E-2 100
4004 180
300 | 60 3
i
g
200 La0 E
@
©
100, L20
. - . . 0
] 100
\ L80
L1 £
L 60 .8
| 4. [ g
| = : Lao §
v/ ‘w 3
4
L L20
'|'| ; ]
SR , : 0
L100
124 -80
=g
(=]
il
=]
E
@
©
01— y S P N 0
0 50 100 150 200 250 300 350
Tempo (dias)
- -0- - Efluente Remogéo



167

Tabela 10: Cargas fatoriais usadas para avaliar a variabilidade e detectar comportamento ndo aleatorio em ambas
as estratégias operacionais. Cargas absolutas iguais ou superiores a 0,50 (ponto de corte) estdo destacadas em

negrito.

Variaveis Sigla 1 E-2

CP1 CP2 CP3 CPl1 CP2 CP3
Solidos suspensos volateis SSvV -0.92 0.09 0.16 -0.61 -046 0.03
Razdo IVL3¢/IVLs IVL 047 0.18 025 0.68 021 0.57
Altura da cama de lodo ACL -0.93 -0.02 0.02 -0.57 -0.53 -0.09
Velocidade de crescimento de biomassa uOBS 058 0.15 036 0.81 0.02 -0.02
Fra¢do com D > 212 D>212 -0.15 051 -0.55 -0.30 -0.02 0.85
Carga organica particulada COP -0.75 030 0.16 -033 0.51 0.05
Carga organica soluvel COS -035 0.76 036 -0.59 0.66 0.05

Velocidade de remocao anaerébia de DQO ANQS  0.63 0.49 0.29 -0.27 0.89 -0.16
Velocidade de remocéo aerdbia de DQO AEQS 029 050 -0.59 -037 -0.13 0.39

Figura 28: Carga organica volumétrica soliivel (COV) e precipitagdo diaria na E-1 (a) e E-2 (b). Os dados de
precipitag@o diaria foram fornecidos pelo Centro de Informagdes de Recursos Ambientais e de
Hidrometeorologia de Santa Catarina (EPAGRI / CIRAM) e foram obtidos na estacdo meteoroldgica da cidade
de Florianopolis, onde o estudo foi desenvolvido.
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Figura 29: Graficos de linearizagdo Lineweaver-Burk para determinar a constante de meia saturacao (ksobs) na
E-1 (a) e E-2 (b).
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APENDICE B

Material completar ao Item 4, subitem 4.2

ESTUDO DA INFLUENCIA DA RELACAO CARBONO E NITROGENIO E DA FONTE
DE CARBONO NO LODO GRANULAR AEROBIO

Figura 30: Dindmica da comunidade bacteriana em nivel de género nas fases I e II, no R1 (lado esquerdo) e R2
(lado direito). OTUs com abundancia relativa menor que 3% foram incluidos em “outros”.
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