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RESUMO

Essa pesquisa objetivou analisar o efeito da fonte de carbono sobre a formagdo, a
manutengao, a estabilidade, as caracteristicas fisicas € a composi¢ao microbiana do lodo
granular aerobio (LGA). Para tal, dois reatores batelada sequencial (RBS),
confeccionados em acrilico, foram inoculados com lodo ativado coletado de um sistema
de lodo ativado do tipo carrossel, tendo sido utilizado acetato no reator R1 e etanol no
reator R2, como substrato. O experimento foi dividido em 3 fases, em que a principal
alteracao foi no tempo de sedimentagdo, o qual foi reduzido gradualmente de 20 min
para 10 min e, em seguida, 5 min. Apds os 133 dias de operacdo, por meio dos
parametros operacionais aplicados, foi possivel a obtencdo de granulagdo madura nos
dois reatores. Foram obtidos granulos com mais de 1 mm de diametro em ambos os
reatores, sendo de coloragdo amarelo no R1 alimentado com acetato e amarelo-
amarronzado no R2 alimentado com etanol. No que tange a remoc¢do de DQO, os
reatores R1 e R2 alcangaram eficiéncias superiores a 90%. Ja sobre a remocao de
nitrogénio amoniacal, o reator R1 alimentado com acetato teve uma média de 90%, ao
passo que o R2 alimentado com etanol alcangou valores médios de 69%. Por fim, em
relacdo a remocdo de fosforo, ambos os reatores apresentaram desempenhos abaixo do

esperado, com remog¢des médias abaixo de 45%.

Palavras-chave: Lodo Granular Aerobio. Tratamento de Esgotos. Remoc¢do de Matéria

Organica. Remog¢ao de Nutrientes. Acetato. Etanol.



ABSTRACT

This research aimed to analyze the effect of carbon source on the formation,
maintenance, stability, physical characteristics and microbial composition of aerobic
granular sludge (AGS). For this, two sequential batch reactors (SBR), made of acrylic,
were inoculated with activated sludge collected from a carousel activated sludge system,
using acetate in reactor R1 and ethanol in reactor R2 as substrate. The experiment was
divided into 3 phases, where the main change was in the sedimentation time, which was
gradually reduced from 20 min to 10 min and then 5 min. After 133 days of operation,
through the applied operating parameters, it was possible to obtain mature granulation
in both reactors. Granules of more than 1 mm in diameter were obtained in both
reactors, being yellow in R1 fed with acetate and brownish yellow in R2 fed with
ethanol. Regarding COD removal, reactors R1 and R2 achieved efficiencies above 90%.
Regarding the removal of ammonia nitrogen, reactor R1 fed with acetate averaged 90%,
while R2 fed ethanol reached average values of 69%. Finally, in relation to phosphorus
removal, both reactors performed below expectations, with average removals below

45%.

Keywords: Aerobic Granular Sludge. Sewage Treatment. Organic Matter Removal.

Nutrients Removal. Acetate. Ethanol.
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1 INTRODUCAO

A Lein® 11.445/2007 (BRASIL, 2017) conceitua saneamento basico como o
conjunto de servicos, infraestruturas e instalacdes operacionais de abastecimento de
agua, esgotamento sanitario, limpeza urbana e manejo de residuos solidos e drenagem e

manejo de aguas pluviais.

Com relagdao ao abastecimento de agua, o Brasil apresenta-se proximo da
universalizacdo do sistema, tendo em vista que, em 2018, 85,8% dos domicilios
estavam dentro da cobertura de distribuicdo de 4gua (IGBE, 2018). Em contrapartida, a
disparidade entre as zonas urbana e rural ¢ alarmante, tendo em vista que o mesmo
estudo apresentou 93,4% das casas urbanas usando a rede geral, em detrimento aos 34%
das rurais. Outro problema associado a agua ¢ o desperdicio que ha durante sua
distribuicdo, chegando a atingir 38% do total (BRASIL, 2019), o qual ndo pode ser
contabilizado como agua distribuida devido a vazamentos, falhas de medicao e ligagdes

clandestinas.

Nesse contexto, ¢ interesse salientar que a mais urgente problematica do
saneamento basico no Pais ndo se pauta na questdo de distribui¢do de dgua, mas sim na
cobertura de coleta de esgotos. Conforme dados do PNAD, Pesquisa Nacional por
Amostra de Domicilios (IGBE, 2018), somente 66% de todos os domicilios
apresentaram coleta de esgoto na rede geral, porém com uma grande discrepancia entre
regides. Enquanto que a regido Sudeste apresenta média de 88,6% de coleta, a Norte

tem apenas 21%.

Em sequéncia a coleta, ¢ necessario que haja o seu devido tratamento.
Conforme dados do SNIS (Sistema Nacional de Informagdes sobre Saneamento),
somente 73,7% de todo o esgoto coletado recebia, em 2017, o devido tratamento antes
do despejo final (SNIS, 2017). Porém, se analisado todo o esgoto gerado, independente
de coletado ou ndo, apenas 46% recebia tratamento (FAVERO; CUNHA, 2019).

A destinacdo adequada dos esgotos passa pelas Estagdes de Tratamento de
Esgoto (ETEs), as quais realizam a atividade de tratamento de esgotos até se atinjam

valores estabelecidos por legislagdo, produzindo um efluente que pode chegar a ter uma



qualidade muito alta (LEONETI; DO PRADO; DE OLIVEIRA, 2011). A Resolugao
Coema n° 02/2017, por exemplo, estabelece os parametros de referéncia para o despejo
de efluentes liquidos sanitarios e ndo sanitarios, além de dar outras providéncias para o

ambito do estado do Ceara (SEMACE, 2017).

Nessa perspectiva, varias sdo as tecnologias ja estudadas e consolidadas no
tratamento de efluentes: reatores UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket)
usualmente seguidos de pos-tratamento, Lagoas de Estabilizagdo, Lodos Ativados,

dentre outras.

Porém, algumas tecnologias emergentes tém recebido especial atengdo,
nesse contexto citam-se os reatores de Logo Granular Aerébio (LGA). Essa modalidade
de tratamento de efluentes consiste em um novo processo biotecnologico pautado no
incentivo a formag¢do de um complexo microbiano com formato esférico e com

diferentes camadas, conforme Figura 1.

Figura 1 — Representacdo de um granulo aerdbio.
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O lodo granular foi descrito, pela primeira vez, exclusivamente para
sistemas anaerobios por Lettinga et al. (1980), porém no final dos 1990 teve sua
formagao comprovada em sistemas aerdbios (BEUN et al., 1999; MORGENROTH et
al., 1997). A referida tecnologia tem apresentado 6timo desempenho no tratamento das
mais variadas modalidades de esgotos, como oriundos de laticinios

(SCHWARZENBECK; BORGES; WILDERER, 2005); cervejaria (WANG et al.,



2007); produgdo de papel (HAILEI et al., 2006); petroquimico (CALUWE et al., 2017)
e abatedouros (JERN, 1987).

GAO et al. (2011) e Rollemberg et al. (2018) apresentaram algumas
caracteristicas que indicam que a tecnologia de LGA ¢ mais vantajosa do que a de Lodo
Ativado (LA): (i) LGA tem alta reten¢do de biomassa, o que permite o reator ter altas
taxas de biomassa, garantindo um melhor tratamento; (ii) melhores propriedades de
sedimentacio do LGA em relagdo ao LA, chegando a atingir velocidades de
sedimentacdo da ordem de 50 a 90 m/h; (iii) possibilidade de nitrificagdo e
desnitrificagdo simultaneas (SND — Simultaneous Nitrification-Denitrification) no
LGA, devido as camadas dos granulos; e (iv) reducdo dos custos de operacdo da ETE
em pelo menos 20% e diminuicdo do footprint em 75% em comparagdo ao sistema de

lodo ativado, nao requerendo decantadores secundarios.

O que mais chama a ateng@o para a tecnologia esta relacionado as altas taxas
de remocgdo de matéria organica e nutrientes que vem apresentando na literatura (LIU et
al., 2010; NI et al., 2009; PRONK et al., 2015; SU; CUI;, ZHU, 2012), decorrentes de:
(1) granulos com escala micro (na escala dos milimetros), porém densos; (ii) a presenca
de diferentes zonas no mesmo granulo (aerobia, andxica e anaerobia); (i) alta retengdo
de biomassa; (iv) controle das reagdes metabdlicas por meio do controle de OD
(oxigénio dissolvido); e (V) a cooperagao metabolica entre microrganismos autotroficos

e heterotroficos (NANCHARAIAH; KIRAN KUMAR REDDY, 2017).

O processo de granulacao aerdbia pode ser afetado por diversos parametros
operacionais, os quais vém sendo estudados desde o inicio da tecnologia, podendo citar:
composicao do substrato, taxa de carga organica (OLR — Organic Loading Rate), forcas
de cisalhamento hidrodindmico, regime feast-famine; estratégias de alimentacdo,
concentracdo de OD, configuragcdo dos reatores, tempo de retencdo de solidos (SRT —
Solids Retention Time); tempo de ciclo, tempo de sedimentacdo e relagdo de troca

volumétrica (ROLLEMBERG et al., 2018).

Um fator relevante para a formacdo e manutengdo do LGA ¢ a escolha do
substrato energético que influenciara sua atividade biologica (MORGENROTH et al.,

1997), sendo bem descrito na literatura que a alimentacdo do LGA por diferentes fontes



de carbono pode produzir granulos com caracteristicas distintas. Varios substratos ja
foram utilizados para o cultivo da biomassa granular, citando o acetato, fenol, amido,
etanol, melago, sacarose, propionato e outros compostos sintéticos (ADAV et al., 2008;
LIU; TAY, 2004). No entanto, observa-se que a maioria desses trabalhos nao avaliou o
efeito da fonte de carbono sobre a manutengcdo e as caracteristicas dos granulos

formados.

Nessa perspectiva, o presente trabalho tera foco na analise da influéncia da
fonte de carbono na granulagdo, avaliando-se nao apenas o processo de formacao dos
granulos, como também o comportamento ¢ os mecanismos de remocdo, as
caracteristicas do LGA e a composi¢do microbiana. Portanto, espera-se que, a partir dos
resultados apresentados nesse trabalho, seja possivel o entendimento aprofundado dos

efeitos da fonte de carbono sobre a tecnologia do LGA.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar o efeito da fonte de carbono sobre a formag¢do, a manutengao, a

estabilidade, as caracteristicas fisicas e a composi¢ao microbiana do LGA.

2.2 Objetivos especificos

a)

b)

d)

Caracterizar o lodo gerado nos sistemas alimentados com acetato (R1) e
etanol (R2);

Analisar o desempenho dos sistemas;

Entender o impacto da fonte de carbono no mecanismo de remogao
simultanea de nitrogénio e fosforo;

Realizar estudo dos grupos microbianos presentes nos granulos

formados.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Lodo Granular Aerobio

A tecnologia de Lodo Granular Aerébio ¢ uma modalidade recente de
tratamento de efluentes, quando comparada a processos mais consolidados, como
Reatores UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket), lodos ativados e lagoas de
estabilizacdo. Seu estudo iniciou com Mishima e Nakamura (1991), os quais
conseguiram desenvolver granulos estaveis e com boas propriedades de sedimentagdo
por meio de uma variagdo de UASB, sendo nomeada de AUSB (4erobic Upflow Sludge
Blanket).

Morgenroth et al. (1997) comprovaram que os granulos aerdbios poderiam
ser cultivados em Reatores em Batelada Sequencial (RBS). No ano seguinte, Heijnen e
van Loosdrecht (1998) obtiveram a primeira patente da tecnologia, abrindo espago para
que novas pesquisas viessem a ser desenvolvidas com o intuito do aperfeicoamento e

otimizagao.

Desde entdo, diversos pesquisadores ao redor do mundo procuraram realizar
modificagdes no LGA e vém descobrindo novas estratégias para a formagdo dos
granulos. Beun et al. (1999), por exemplo, aplicaram curtos tempos de sedimentacao,
permitindo que boa parte do ciclo fosse dedicada a processos ativos dos
microrganismos. Tay; Liu; Liu (2001) comprovaram que a formacao e a estabilidade dos
granulos dependem da forca de cisalhamento hidrodindmico associada com a produgao

de polissacarideo extracelular (EPS — Extracellular Polymeric Substances).

Porém, somente no 1° Workshop sobre Lodo Granular aerébio (1% IWA -
workshop on Aerobic Granular Sludge), ¢ que se teve a primeira defini¢ao de “granulos
aerdbios”, os quais podem ser entendidos como “agregados de origem microbiana, que
ndo coagulam sob reduzidas condi¢cdes de cisalhamento hidrodinamico e que
sedimentam significativamente mais rapido que os flocos de lodos ativados” (DE

KREUK et al., 2015).



Por sua vez, Liu e Tay, (2004) definiram os granulos aerdbios como um
agregado microbiano altamente adensado, que contém milhdes de microrganismos por
grama de biomassa, em que diferentes espécies microbianas apresentam diferentes
fungdes de degradagdo de poluentes presentes nos efluentes. Eles ainda sugeriram que
os granulos funcionam como “mini-ecossistemas”, devido a sua complexidade de

interacdes.

Nesse contexto, salienta-se a necessidade de entendimento do processo de
formacdo de granulos no sistema de granulacdo aerobia, o qual foi definido por alguns

autores desde o inicio do uso da tecnologia.

De acordo com Liu e Tay, (2002), primeiro ocorre o movimento fisico
inicial para garantir o contato entre os microrganismos, formando granulos por meio de

forcas hidrodinamicas, difusdo, gravidade e/ou forcas termodinamicas.

A seguir, ha a atracdo inicial para formagao dos granulos, através de forgas
fisicas (van der Waals, atracdo de cargas opostas, forcas termodindmicas,
hidrofobicidade e acdo das bactérias filamentosas); quimicas (ligagdo de hidrogénio e
formagao de pares i0nicos); e bioldgicas (desidratacdo da superficie celular e fusdo da

membrana celular).

Em sequéncia, as for¢cas microbianas atuam para formagao dos granulos por
meio de “cola” biologica (EPS). Por fim, ocorre a presenca da forca de cisalhamento

hidrodinamica, que objetiva a estabilizagdo do granulo, como consta na Figura 2.



Figura 2 — Processo de formagdo de granulos aerdbios.
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Para Li et al. (2006), os granulos precisam passar por trés fases para possam

ser formados, tendo sido nomeadas de aclimatacao, multiplicagdo e maturagao.

J& Zhou et al. (2014) definiram o processo de formagdo nos seguintes
passos: (a) formacao de granulos de superficie dspera, por meio da agregacao inicial da
biomassa floculenta; (b) granulos mais maduros sdo formados aumentando a fixacao da
biomassa; (c¢) os microrganismos floculentos remanescentes e as novas células
continuam a se agregar devido a falta de granulos “jovens”, por meio da superficie
aspera existente; enquanto isso, os granulos ficam no formato circular e com superficies
lisas e ocorre o descarte da biomassa livre; por fim (d), ha a “re-granulacdo” dos
bioflocos livres, das células novas e dos granulos que, por acaso, tenham sido

quebrados, conforme Figura 3.

Verawaty et al. (2012) comprovaram esse processo € adicionaram que 0s
granulos quebrados funcionam como um nucleo para a fixagdo de biomassa flocular
durante os estagios iniciais de formagao de novos granulos, evitando a perda excessiva

de biomassa pelo sistema.



Figura 3 — Passo a passo da formac¢ao de granulos aerdbios.
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Fonte: Adaptado de Zhou et al. (2014).

Com relagdo a estabilizagdo dos granulos, Zhang; Hu; Lee (2016) afirmaram
que a perda da estabilidade estrutural do granulo e a bioatividade durante longo periodo
de armazenamento e operagao sdo os desafios principais para o processo de aplicagdo de

LGA em escala real.

Lee et al. (2010) propuseram algumas estratégias para explicar o processo
de estabilizacao dos granulos, sendo (i) aplicacdo de condi¢des adequadas de operagao;
(i) selecdo de organismos de crescimento lento; (iii) supressdo das atividades das

bactérias anaerobias; e (iv) fortalecimento do nucleo do granulo.
3.2 Desempenho dos sistemas

O objetivo principal do Lodo Granular Aerébio, assim como das outras
tecnologias de tratamento de efluentes, nada mais ¢ do que tratar o efluente de modo a
obter concentracdes em conformidade com a legislagdo para descarte em corpos
hidricos ou finalidades que se deseja para o esgoto tratado, levando em consideragdo a
reducdo do custo de instalagio e operacdo, além da possibilidade de obter boas
remogdes de matéria organica e nutrientes. Para tal, tem-se a necessidade de que os

sistemas apresentem bons desempenhos durante sua execugao.



3.2.1 Remogdo de Matéria Orgdnica

No aspecto relacionado a remocdo de matéria organica, muitos autores
realizaram estudos e chegaram a resultados 6timos nas mais variadas modalidades de

efluentes, conforme descrito a seguir.

Abdullah; Ujang; Yahya (2011) cultivaram granulos aerdbios para tratar
efluentes oriundos de moinhos de 6leo palma (Palm Oil Mill Effluents — POME). Esse
tipo de esgoto ¢ caracterizado por ter uma alta carga organica, DQO de 25.000 mg.L™,

tendo os autores conseguido bom desempenho de operagao, com 91% de remogao.

O uso de granulos aerdbios também pode ser aplicado para remover matéria
organica em efluentes de industria de laticinios, como comprovado por Schwarzenbeck;
Borges; Wilderer (2005). Os autores conseguiram remover DQO em 90%, porém
aconselharam pods-tratamento para reatores que forem descartar seus efluentes em

ambientes aquaticos.

Remocao de matéria organica de efluentes de industria de celulose também
ja foi estudada. Morais; Silva; Borges (2016) usaram LGA no tratamento e conseguiram

remogdes de 90% de DQO.

Caluwé et al. (2017) utilizaram dois RBS para tratar efluentes de origem
petroquimica, em que o primeiro foi operado completamente com regime de aeracao,
enquanto que o segundo operou em regime de alimentagdao anaerébia e inani¢do aerdbia
(feast-famine period). A DQO de entrada dos efluentes era de 2233 mg.L™". Apos o
tratamento, os autores conseguiram uma remoc¢ao de DQO da ordem de 95%, a qual se
manteve nessa média durante os 60 dias de operacdo. Apds os experimentos, eles
confirmaram a possibilidade de uso de LGA para tratar efluente de industria

petroquimica, com 6tima remogao de matéria organica.

Ratificando esse estudo, Chen et al. (2019) realizaram experimentos com
esgoto sintético a partir de coleta de uma industria petroquimica, em que a DQO

afluente era de 600 a 900 mg.L™". Em todo o processo, a remog¢do média de DQO fou



cerca de 95%. Além disso, ainda conseguiram remover em 90% os componentes

derivados do petroleo.

Além desses, outros tipos de efluente ja foram tratados utilizando LGA,
como: cervejarias (WANG et al., 2007), abatedouros (CASSIDY; BELIA, 2005),
domésticos (LIU; MOY; TAY, 2007) e pecuaria (OTHMAN et al., 2013).

Por sua vez, Bassin et al. (2019) avaliaram o desenvolvimento de LGA em
condigdes tropicais (em média, 30°C), usando como indculo lodo ativado coletado de
uma planta de tratamento municipal, com o intuito exclusivo de remoc¢ao de matéria
organica. Isso ¢ muito comum na realidade de paises em desenvolvimento, como o
Brasil, em que a remog¢ao de DQO ¢ prioridade (VON SPERLING, 2008). Em seu
estudo, foi possivel a obtencdo de 80% de remocdo de DQO no periodo aerobio,

cabendo salientar que utilizaram a estratégia de feast-famine period.

Em contrapartida, a tecnologia também pode ser aplicada em temperaturas
baixas, como comprovado por Bao et al. (2009), em que seus reatores trabalharam em

10°C, obtendo remogdes de DQO na faixa de 90,6 a 95,4%.

A influéncia da temperatura no desempenho dos sistemas ja havia sido
salientada por de Kreuk; Pronk; van Loosdrecht (2005). Eles afirmaram que iniciar o
sistema em temperaturas elevadas permite a sua operagdo em baixas temperaturas por
um longo tempo, aconselhando que sejam feitas montagens de sistemas de LGA nessa

sequéncia.

Os resultados obtidos por todas essas pesquisas citadas demonstram a

versatilidade e eficiéncia do tratamento utilizando a biotecnologia de LGA.

3.2.2 Remocdo de Nutrientes

No tratamento de esgotos, a eficiéncia de remog¢ao de nitrogénio depende da

incorporacdo dele na biomassa do sistema, além da capacidade de nitrificagdo e

desnitrificacdo dos microrganismos (PRONK et al., 2015).



O mecanismo de Remocao de Nitrogénio por Nitrificacdo e Desnitrificacdo
Simultaneas, do inglés Mechanism of Simultaneous Nitrification and Denitrification
(SND), pode ser explicado por meio da estrutura especial que um granulo aerdbio
possui (JANG et al., 2003), em que ele forma um gradiente de concentracdo de
oxigénio, com as bactérias autotroficas oxidativas de amoénia (AOB - Autotrophic
Ammonia Oxidizing Bacteria) na sua superficie e as desnitrificantes andxicas na parte

mais interna, onde o oxigénio ¢ raro (ZHAO et al., 2013).

Em sistemas biologicos tradicionais, os processos de remogao de nutrientes
ocorrem da seguinte modalidade: nitrogénio ¢ removido por nitrificagdo na fase aerdbia
e desnitrificagdo na fase anaerdbia/anoxica (TSUNEDA et al., 2006); enquanto o

fosforo ¢ removido pelos dois mecanismos (HE et al., 2016).

Em sistemas que operam em fluxo continuo, o substrato apresenta-se em
concentracdo baixa no reator. Nesses casos, o acetato ¢ oxidado pelas bactérias
heterotroficas ordindrias (DOHO — Denitryfing Ordinary Heterotrophic Organisms) na
camada mais externa do biofilme, enquanto que os seres autotréficos oxidam amoénia
(AOB) nas camadas centrais, em que o oxigénio esta disponivel, porém ndo hé presenga
de acetato. Nao hd zonas com substrato e sem oxigénio, entdo ndo havera
desnitrificacdo nessa situagdo. Se a concentracao de substrato biodegradavel no liquido
for alta o suficiente para adentrar profundamente no biofilme mais rapido do que
oxigeénio, entdo ndo havera regido sem substrato e com oxigénio. Assim, o crescimento
rapido de DOHOs competirda com AOBs, culminando na auséncia de nitrificacdo

(MOSQUERA-CORRAL et al., 2005).

O processo de nitrificagdo se da pela conversdo de nitrogénio na forma de
amoénia (NH4 -N) para nitrito (NO,-N) e nitrato (NO3™-N), por meio das bactérias
autotroficas nitrificantes, posteriormente sendo convertidos em nitrogénio gasoso (N3)
pelas heterotroficas desnitrificantes, sendo nomeado esse processo de desnitrificacao

(KUBA et al., 1993; MORLING, 2001).

No caso da remogao de fosforo, ela se d4 por meio da incorporagdo dele na
biomassa celular (HENRIQUE, 2010). A remog¢do pode ser conseguida por meio

biologico, desnitrificacdo de fosforo e precipitacdo de fosforo com granulos aerobios.



Em sistemas aerobios, ela se da por meio da técnica de EBPR, do inglés Enhanced
Biological Phosphorous Removal (Aprimoramento da Remocao Bioldgica de Fosforo),
que ja foi comprovada por Dulekgurgen et al. (2003). Para que o EBPR seja possivel, ¢
necessaria a alternancia entre periodos aerébios e anaerobios durante a operagdo do
sistema (feast-famine period), com o intuito do favorecimento ao surgimento de PAOs,
os quais acumulam o foésforo do meio e diminuem sua concentracdo final no efluente

tratado (VAN LOOSDRECHT et al., 1997).

Em sistemas aerobios, como o LGA, os diversos microrganismos presentes
em um granulo aerdbio realizam o Processo Simultaneo de Nitrificagdao, Desnitrificagdo
e Remocdo de Fosforo (SNDPR - Simultaneous Nitrification, Denitrification and
Phosphorus Removal), por meio das bactérias autotroficas oxidativas de amonia (AOB),
oxidativas de nitrito (NOB), ordinarias heterotréficas (DOHO), acumuladoras de
polifosfato (PAQO), desnitrificantes acumuladoras de polifosfato (DPAO) e
desnitrificantes acumuladoras de glicogénio (DGAO). Os diversos processos que

ocorrem em granulos aerobios sao mostrados na Figura 4.

Figura 4 — Processos de remocgao de um granulo aerdbio.
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Fonte: Adaptado de Rollemberg et al. (2018).

Assim como na remoc¢do de matéria organica, a temperatura ¢ um fator

importante também na remoc¢ao de nutrientes. Vazquez-Padin et al. (2011) operaram



RBS por 120 dias em temperatura média de 20°C, reduzindo a concentragdo de
nitrogénio de 1.000 mg-N.L™' para 200 mg-N.L"', representando assim uma eficiéncia

de 80% de remocao.

Bassin et al. (2012) operaram dois reatores, sendo um a 20°C e outro a 30°C.
O start-up do sistema teve 90% de remogao de fosfato e 60% de remogao de amdnia,
em condi¢des de elevadas concentragdes de OD (9,1 mg.L™"). Para aumentar a remogio
de nitrogénio, os autores reduziram a taxa de OD para 1,8 mg.L", conseguindo subir
para 80 — 90% de remocdo de nitrogénio. Em contrapartida, essa decisdo influenciou
consideravelmente na remocgao de fosforo, que teve sua taxa de remocao decrescida para
30%. Apos a estabilizacdo da biomassa a nova concentragcdo de OD, a remoc¢ao voltou a
melhorar e atingiu 90%, tendo em vista que houve favorecimento no desenvolvimento

de DPAO:s.

Em seu artigo, os autores elaboraram uma representagdo para 0s processos

que ocorreram em seus reatores de forma elucidativa, que pode ser visto na Figura 5.

Figura 5 — Sistemas de LGA operando a 20°C e a 30°C.
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Fonte: Adaptado de Bassin et al. (2012).

Nesse contexto, a salinidade ¢ outro fator que tem relagao direta com o
desenvolvimento do LGA. Bassin et al. (2011) observaram que ha ligacao direta entre o
aumento de concentracdo de sal e o gradual desaparecimento de PAOs, como
Accumulibacter. Em altas salinidades, houve impacto intenso na remocado de fosforo,

tendo em vista o favorecimento dos GAOs em detrimento aos PAOs.



Liu et al. (2015), por sua vez, aplicaram concentragdes de nitrogénio
amoniacal e fosfato de 120 + 20 ¢ 30 = 5 mg.L™', respectivamente, em seu reator, cujo
efluente era oriundo de abatedouros. Apods trés fases de operagdo, seu sistema foi capaz
de remover nitrogénio amoniacal entre 94,6% e 99,3%. Essa alta taxa mostra que a
populacdo de AOB foi enriquecida pela biodegradacao de organicos que houve durante
a operagdo, semelhante ao que ocorreu com Abdullah; Ujang; Yahya (2011). A
concentragdo final de fosfato apresentou remocao de 83,5%, o que representa um 6timo

desempenho do sistema em questao.

Os resultados demonstram que o LGA tem crescido muito e passou de uma
inovacdo promissora a uma tecnologia consolidada capaz de competir com tecnologias

de tratamento de efluentes ja reconhecidas.

3.3 Influéncia do substrato na granulacio

No ambito da tecnologia de Lodo Granular Aerébio, Adav et al. (2008)
indicaram que a granulagdo e seu consequente sucesso podem ser afetados por diversos
fatores operacionais, como carga orgénica, tempo de sedimentagdo, design do reator,
intensidade de aeragcdo e composi¢do do substrato, o qual é o objeto de estudo do

presente trabalho.

Puig Broch (2008) afirmou que a escolha do substrato ¢ influenciada por
dois motivos principais, a citar: (i) o custo da fonte de carbono e (ii) a selecdo de um

substrato que favoreca PAOs em detrimentos a GAOs.

A morfologia e microestrutura dos granulos aerdbios sdo altamente
dependentes da composicao do efluente em que eles cresceram (LIU et al., 2009). Como
exemplo, tem-se o caso da instabilidade estrutural apresentada pelos granulos
desenvolvidos no tratamento de efluentes de laticinios, tendo ocorrido devido ao
crescimento dos organismos filamentosos (SCHWARZENBECK; BORGES;
WILDERER, 2005), os quais atrapalham consideravelmente no desempenho do LGA.



Porém, as bactérias filamentosas ndo sdo totalmente maléficas, tendo em
vista que funcionam como a estrutura inicial para pequenas particulas de lodo, servindo

de nucleo de agregacdao (GAO etal., 2011).

Por esses motivos, a influéncia do substrato em sistemas de LGA vem sido
estudado intensamente por diversos pesquisadores. Os mais variados substratos ja foram
estudados e constam na literatura. Dentre eles, podem ser citados: acetato (BEUN; VAN
LOOSDRECHT; HEIJNEN, 2002; TAY; LIU; LIU, 2002a; TIJHUIS et al., 1994),
etanol (BEUN et al., 1999), melago (MORGENROTH et al., 1997), glicose (MOY et
al., 2002), fenol (JIANG; TAY; TAY, 2002), esgoto doméstico (DE KREUK; VAN
LOOSDRECHT, 2006), p-nitrofenol (BASHEER; FAROOQI, 2012), propionato
(YANG et al., 2014), esgoto real (WAGNER et al., 2015) e esgoto petroquimico
(CALUWE et al., 2017).

Como os sistemas dessa pesquisa utilizaram acetato e etanol como fonte de
carbono principal, seguem subtdpicos revisando a literatura pertinente ao assunto

estudado.

3.3.1 Acetato como fonte de carbono

Como ja salientado, ha relagdo direta entre o substrato utilizado e o
desempenho do sistema. Além disso, ele ainda apresenta influéncia nas comunidades
microbianas, na morfologia dos granulos e nas estruturas internas (YILMAZ;

BOZKURT; MAGDEN, 2017).

Nessa perspectiva, o acetato surge como o substrato mais consolidado até o
momento no ambito do LGA. Ele ¢ responsavel por até¢ 70% dos AGVs (acidos graxos
volateis) presentes nos esgotos domésticos (ZHANG; CHEN; FANG, 2008). Ademais, o
fato de estar prontamente disponivel para uso em vias metabolicas torna-o grande

atrativo no momento da escolha do substrato de um sistema.

O estudo de Liu; Moy; Tay (2007) comprovou que o uso de acetato como

substrato funciona perfeitamente para o start-up dos reatores de LGA, cujo intuito seja



remover simultaneamente DQO e nitrogénio por meio de nitrificagdo, de efluentes de

baixa intensidade.

A Tabela 1 apresenta uma série de trabalhos realizados com granulos

aerdbios, em sistemas que tinham o acetato como fonte de carbono e seus respectivos

parametros de operagao.

Tabela 1 — Parametros de sistemas LGA com acetato como substrato.

Carga de

Vazao

substrato l?gf::)) C(llﬂo T(?(lg) ) pH de ar T(g;l Referéncia
(gDQO/L.d) (cm/s)
1.6 5 3 20+1 7,0+0,1 ) 5.8 gg(s)(gl)lera—Corral et al.,
1.6 4 3 20 7002 - 56 iiﬁ‘;lziltvgoo "
0,6 21 4 25 - - - Liu; Moy; Tay, (2007)
Kiran Kumar Reddy;
- 60 24 28 - 1,2 - Nancharaiah;
Venugopalan, (2014)
R R
- - 3 20 6,8-72 1,96 6,0 Carucci et al. (2009)
9,0 14 4 - - 34 - Adav; Lee; Lai (2010)
0,3
6,0 - 4 25 - 1,2 - Tay; Liu; Liu (2001)
2,4
2,0 14 3 202 7,5-8,5 0,74 5 Inizanetal. (2012)
6,0 - 4 25 - 3,0 - Tay; Liu; Liu (2002b)

Por meio da Tabela 1, ¢ possivel perceber que, de fato, o acetato tem sido

amplamente utilizado na tecnologia de LGA no decorrer dos anos. Nota-se ainda que a

carga de substrato e o tempo de estabilizacdo apresentam uma amplitude de aplicagao,

ndo se tendo uma faixa de trabalho 6tima, como encontrado para a temperatura (fator de

influéncia ja explicado nos subtdpicos 2.2.1 € 2.2.2) e o pH.

3.3.2 Etanol como fonte de carbono

Tan; Lettinga; Field (1999) utilizaram etanol e acetato como fontes de

carbono em sua pesquisa. O reator operando com etanol teve o oxigénio consumido



mais rapidamente do que o reator de acetato. Os autores indicaram que o etanol foi
capaz de estimular as taxas de remogao de corante além do suportado pelos granulos na

fase endogena, enquanto que o acetato ndo proporcionou estimulo algum.

A Tabela 2 faz um comparativo entre os parametros de operagdo de reatores

que utilizaram etanol como substrato.

Tabela 2 — Parametros de sistemas LGA com etanol como substrato.

Tempo ~
Cargade  poob. de Temp. Vazao  4hy L
substrato (dias) ciclo  (°C) pH de ar (h) Referéncia
(gDQO/L.d) (h) (cm/s)
7,5 - Caudan et al.
3 - 4 20+ 1 8.5 - - (2012)
6,75 - Beun et al.
2,5-17,5 - 3-4 20+2 - 4,1 2 (1999)
Yang; Tay; Liu
0,6 20 4 25 - 0,5-2,4 - (2003)
- - 8 20 - - 24 Puigetal. (2007)

Pode-se perceber que o etanol se apresenta como uma fonte de carbono nao
tdo presente nos diversos trabalhos envolvendo LGA quando comparado ao acetato.
Porém, alguns fatores podem servir de argumentacdo em prol da andlise da sua

utilizagdo.

Sabe-se que, at¢ a chegada a Estagdo de Tratamento de Esgotos, os
microrganismos presentes no esgoto realizam fermentagdo anaerdbia. Boa parte do
produto dessa reagdo ¢ acetato, porém o etanol pode estar presente como um

subproduto, o qual podera auxiliar na formacao de granulos.

Ademais, no Brasil, o etanol apresenta-se como uma alternativa mais
economicamente vidvel que demais substratos, devido a sua disponibilidade na matriz
energética, logo menor custo de aquisicdo. Sendo esse outro bom motivo para seu

estudo enquanto favorecimento de LGA.

Nao somente isso, um substrato semelhante a ele, metanol, tem-se

demonstrado um bom formador de granulos, tendo em vista que, na via catabolica



(desnitrificagdo, por exemplo), funciona como um bom doador de elétrons para a
reagdo, sem que se tenha o favorecimento da multiplicagdo de microrganismos
indesejados. Além disso, ele pode favorecer diferentes grupos microbianos que podem
afetar o logo granular positivamente (como AOB e NOB), o que pode ser semelhante ao
etanol, devido a proximidade na sua cadeia, o que ratifica a necessidade de estudo desse

substrato em sistemas de LGA.

3.4 Microbiologia associada ao Lodo Granular Aerdbio

Um pardmetro muito importante no uso da tecnologia de LGA para
tratamento de efluentes ¢ a atividade microbiologica dos granulos, tendo em vista a taxa
de transformacdes bioquimicas que dependem diretamente do metabolismo dos
microrganismos. No sentido pratico, o reator de lodo granular ¢ beneficiado pela

manuten¢ao da alta reatividade dos granulos (TAY; LIU; LIU, 2002b).

Em se tratando de Lodo Granular Aerobio, a diversidade microbiologica
tem sido bastante estudada por técnicas biotecnoldgicas moleculares (JANG et al.,
2003; MEYER et al., 2003; YI et al.,, 2003). Bactérias heterotroficas, nitrificantes,
desnitrificantes, acumuladores de fosfato e acumuladores de glicogénio ja foram
identificadas no desenvolvimento de LGA sob diferentes condi¢des (LIN; LIU; TAY,
2003; TSUNEDA et al., 2003; YANG; TAY; LIU, 2003). A diversidade microbioldgica
dos granulos aerdbios estd totalmente relacionada com a composicdo de meios de

cultura em que s@o desenvolvidos, bem como com a sua estrutura (LIU; TAY, 2004).

Abdullah et al. (2013) demonstraram seus resultados de analises
microbioldgicas em seu estudo, em que Bacteriodetes e Propionibacteriaceae foram
dominantes no seu in6culo de lodo ativado e migraram para seu lodo granular aerdbio
maduro. Bacteriodetes representaram a populacao predominante comumente encontrada
em granulos aerdbios, como ja reportado por Dahalan (2011). Além disso,
Methylobacillus, Bacterium e Flavobacterium também foram encontradas durante a fase
de aclimatacdo e em algumas fases da granulag¢do, porém ndo no momento da maturagdo
dos granulos. Essa troca microbioldgica que houve entre essas fases foi entendida pelos
autores como uma consequéncia dos processos de fixagao e desafixacdo microbiano que

ocorreram durante as fases de granulagdo no reator.



Zhang et al. (2011) demonstraram que Bacteriodetes sofreram o processo de
washout em curtos tempos de sedimentagdo e ndo contribuiram para o processo de
granulacdo. Em contrapartida, Pseudomonas sp. e Flavobacterium sp. ja tiveram sua

contribuicao positiva na granulagao comprovada (ADAV; LEE; LAI, 2009).

Bacteriodetes também foram reportados por Adav; Lee; Lai (2010), porém
em menor quantidade. A predomindncia microbiologica, nesse caso, foi de

Gammaproteobacteria e de Proteobacteria.

A comunidade microbiana dos granulos aerébios pode variar de um nimero
limitado de espécies até uma diversidade enorme, sendo isso extremamente influenciado
pelo substrato utilizado, composicdo do efluente a ser tratado, inoculo e fatores

ambientais e de operagdao (GAO et al., 2011).

Como exemplo, LGA desenvolvido com componentes organicos de carbono
e nitrato apresentam cepas de bactérias pertencentes aos géneros Poterioochromonas,
Epistylis, Geotrichum, e Geotrichum klebahnii (WILLIAMS; DE LOS REYES, 2006).
J& quando operado com lodo rico em amonia, hd predominancia de AOBs e NOBs
(TSUNEDA et al., 2003; YANG; TAY; LIU, 2004). Em sistemas de LGA para
tratamento de efluentes de laticinios a predominancia microbiologica foi de Thiothrix e

Sphaerotilus natans (WEBER et al., 2007).

Wang et al. (2006) usaram bactérias fixadoras de nitrogénio (Azotobacter
sp.) e fungos brancos (Pchrysosporium flora) como uma cultura mista para o
desenvolvimento de LGA para o tratamento de efluentes de industria de papel. Adav et
al. (2008) desenvolveram uma unica cultura de granulos aerdbios com Acinetobacter

calcoaceticus para degradar fenol.

A Tabela 3 mostra um resumo dos principais grupos de bactérias
encontrados em granulos aerdbios, assim como suas reagdes, abreviagdes, seus doadores

e aceptores de elétrons e seus produtos.



Tabela 3 — Grupos microbianos e reagdes envolvendo LGA.

Aceptor
Grupo Reacio Abreviacio em inglés Doador de elétrons de Produtos
elétrons
Heterotroficas Remogao de DQO OHO Matéria organica 0, CO,, H,O
ordinarias
Nitrificantes Nitritagao AOB NH,4" 0, NOy
Nitratagcao NOB NOy 0, NO5”
Completa nitrificacao COMAnammox NH," 0, NO5”
Acumuladoras de Remogao de fosforo PAO Matéria organica 0O, CO,, H,O
polifosfato
Acumuladoras de Remog¢dao de DQO GAO Matéria organica 0O, CO,, H,O
glicogénio
Heterotroficas Desnitrificacao DOHO Matéria organica NO,, NO3~ Ny, N,O, NO, NO,
desnitrificantes Desnitrificacdao e remocgao de DPAO Matéria organica NO,, NO3~ Ny, N,O, NO, NOy’
fosforo PO.*
Desnitrificacao e acimulo de DGAO Matéria organica NO,, NO5” N,, N,O, NO
nitrogénio
Autotroficos Oxidag¢ao anaerobia de Anammox NH," NOy N,, N,O, NO
anaerobios amonia

Fonte: Adaptado de Rollemberg et al. (2018).



Em Chen et al. (2019), filos que eram encontrados inicialmente no indculo
ndo eram mais encontrados ou decresceram nos granulos. Isso ocorreu devido a inibi¢ao
pelo efluente de petréleo que foi utilizado no tratamento. Os filos mais abundantes
foram Proteobacteria, Bacteroidetes, ¢ Actinobacteria. Proteobacteria ¢ importante
para a granulacao devida a produgdo de EPS e por facilitar a adesdo de lodo floculento
(LIU et al., 2017). As Bacteroidetes, por sua vez, apresentam metabolismo capaz de
degradar carbono organico recalcitrante (ZHANG; HU; LEE, 2016). Saccharibacteria,
também presentes, € Bacteroidetes ja foram observados em outros estudos (CHEN et

al., 2018a, 2018b)
Na Tabela 4, ¢ possivel encontrar alguns exemplos de grupos microbianos ja
relatados na literatura, além dos ja salientados, assim como suas fungdes principais

dentro de um granulo.

Tabela 4 — Exemplos de grupos microbianos e suas fungoes.

Grupos Funcao Referéncia
Nitrospira defluvii NOB Winkler; Kleerebezem;
Nitrobacter NOB van Loosdrecht (2012)
Competibacter PAO
Accumulibacter GAO
Nitrosomonas europaea AOB
Azotobacter Produgao de alginato Lin; Sharma; van
Pseudomonas DOHO Loosdrecht (2013)
Tetrasphaera PAO Weissbrodt et al. (2013)
Acidorovax DOHO
Rhizobiales DOHO
Beggiatoa spp. OHO Figueroa et al. (2015)
Chryseobacterium spp. OHO
Chloroflexi OHO
Tgiothrixnivea OHO
Defluviicoccus GAO Franca et al. (2015)
Zoogloea sp. DOHO Wan et al. (2015)
Flavobacterium sp. OHO
Acinetobacter sp. DOHO
Rhodocyclaceae Produgdo de EPS Szabo et al. (2017)
Xanthomonadaceae Produgao de EPS
Methylobacteriaceae DOHO
Nitrospiraceae NOB
Bradyrhizobiaceae NOB
Brocadiaceae Anammox



Comamonas DOHO He et al. (2017)

Dechloromonas DPAO
Azospira DOHO
Aquincola tertiaricarbonis DGAO Nancharaiah; Kiran
Paracoccus aminovorans AOB Kumar Reddy (2018)
Rhodoplanes elegans PAO
Trichococcus OHO Liu et al. (2018)
Thauera sp. PAO
Bdellovibrio Producao de EPS

Fonte: Adaptado de Rollemberg et al. (2018).

Com tudo isso, comprova-se a diversidade de espécies que pode ser
encontrada nos granulos aerobios e todas as suas importantes fun¢des para um bom

desempenho da tecnologia de tratamentos de efluentes de Lodo Granular Aerobio.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Configuracio dos sistemas

A pesquisa foi desenvolvida em sistemas experimentais montados no
Laboratorio de Saneamento Ambiental (LABOSAN), localizado no Departamento de
Engenharia Hidraulica e Ambiental (DEHA) da Universidade Federal do Ceara (UFC).

Para o cultivo do lodo granular aerobio (LGA) foram utilizados dois
reatores batelada sequencial (RBS), confeccionados em acrilico, com 100 mm de
diametro, 1 m de altura, relagdo altura diametro (H/D) 10 e 7,2 L de volume util (Figura
6). O tempo de detencdo hidraulica (TDH) foi de 12 h com uma taxa de troca de
volumétrica de 50% e velocidade ascensional de ar aplicada de 2,0 cm.s”. Na fase
aerébia, um compressor de ar (modelo de bomba de ar Yuting ACO-003) foi usado com

uma taxa de aeracio de 10,0 L.min™ e uma velocidade superficial de gas de 1,0 cm.s™.

Os afluentes foram armazenados em bombonas plasticas de 50 L
refrigeradas a + 4°C, para evitar eventual degradacdo microbiana. Os reatores foram
alimentados utilizando bomba de pulso (BL7-2 — Bomba Dosadora Black Stone),
proporcionando uma vazido de 0,17 L.s™ e velocidade ascensional do liquido de 1 m.h™".

Todo o experimento ocorreu a temperatura ambiente de 28 + 2 °C.

Salienta-se que as Figuras 6a e 6b sdo representativas de apenas um reator,

porém o segundo seguia o0 mesmo sistema de funcionamento e operagao.



Figura 6 — Sistema RBS-LGA experimental. (a) Esquema do sistema operado; (b)
Reator LGA com biomassa.
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4.2 Caracteristicas do indculo

Os reatores foram inoculados com lodo ativado coletado de um sistema de
lodo ativado do tipo carrossel para tratamento de esgoto doméstico localizado em
Fortaleza, Ceard, Brasil. Aproximadamente 3,6 L foram introduzidos no reator, com
uma concentragdo inicial de so6lidos suspensos volateis (SSV) de, aproximadamente,

3.200 mg.L™" e VL3, durante o start-up de 198,1 mL.g™".
4.3 Afluentes sintéticos

As solugdes de alimentacdo foram preparadas utilizando dgua potéavel, fonte
de carbono, meio basal e tampao. As fontes de carbono utilizadas no experimento foram
acetato (GLACIAL, 99%) no reator nomeado de R1 e etanol no R2 (NEON, 96%),

sendo adicionadas na solucao basal composta por macro (Tabela 5) e micronutrientes



(Tabela 6). Os efluentes sintéticos usados eram compostos por ~500 mg.L"' DQO de
fonte de carbono, ~100 mg.L"' de NH,+ (fornecido pelo cloreto de aménio, NH,CI)
como fonte de nitrogénio, ~20 mg.L-1 de PO,> (fornecido pelo fosfato de potassio
monobasico, KH,POy). As concentragdes de C, N e P no afluente foram utilizadas para
simular os valores encontrados nos efluentes domésticos. A fim de manter o pH neutro,
a solu¢do de alimentagdo foi tamponada com bicarbonato de so6dio (NaHCO;3) na
proporcao de 2,5 g de NaHCOs para cada litro de afluente sintético. Os reagentes foram

utilizados sem purificacdo adicional.

Tabela 5 — Solugao de macronutriente (7,5 ml de solu¢ao/L de alimentagao).

Nutriente Concentracio (g/L)
NH4Cl 30
KH,PO, 6,18
MgS0O4.7H,O 10
CaC12.2H20 1

Fonte: Dos Santos (2005).

Tabela 6 — Solugao de micronutriente — elementos tragos (1 mL de solugao/L de

alimentagao).
Nutriente Concentracio (mg.L'l)
H;BO; 50
FeCl,.4H,0 2000
ZnCl, 50
MHC12.4H20 500
CuCl,2H,0 38
(NH4)6M07024.4H20 50
AICl3.6H,O 90
CoCl,.6H,0 2000
NiClL,.6H,O 92
NaSe0;.5H,0 162
EDTA 1000

Fonte: Dos Santos (2005).

4.4 Ciclo de Operacao

O experimento foi dividido em 3 fases, em que o tempo de sedimentagdo foi
reduzido gradualmente de 20 min (Fase I — 58 dias) para 10 min (Fase II — 55 dias) e,
em seguida, para 5 min (Fase III — 18 dias). Consequentemente, a fim de manter um
ciclo de 6 h, o tempo subtraido foi adicionado ao periodo de reagdo aerdbia. O descarte
do afluente tratado ocorreu simultaneamente a alimentagao ou descarte seguido da

alimentagao.



4.5 Métodos analiticos

As andlises de demanda quimica de oxigénio (DQO), amonia, nitrito,
nitrato, ortofosfato e solidos eram realizadas trés vezes por semana conforme
metodologia do Standard Methods (APHA, 2012). As anélises de sélidos e IVL do licor
misto eram realizadas uma vez por semana; EPS quinzenalmente e granulometria no
final de cada etapa. Na Tabela 7 estdo especificagdes dos métodos analiticos adotados

para o monitoramento do sistema.

Tabela 7 — Métodos adotados para o monitoramento do sistema.

Parametro Método
DQO 5220-C*
pH 4500-H"-B*
AmoOnia 4500-NH;-C*
Nitrito 4110-B*
Nitrato 4110-B*
Ortofosfato 4110-B*
Foésforo total 4500-P-E*
IVLy 2710-D*
IVLsg 2710-D°
Solidos totais 2540-B*
Solidos suspensos 2540-D*
OD YSI 5000 m
Polissacarideo (PS) Fenol-sulfarico®
Proteina (PN) Lowry modificado
Granulometria Xavier (2017) modificado
Resisténcia Nor-Anuar et al. (2012) modificado

Fonte: Autor (2019). Nota: a: método descrito em (APHA, 2012); b: Long et al (2014).

A andlise de granulometria foi realizada utilizando trés peneiras com
abertura de 0,2 mm (ABNT #70), 0,6, mm (ABNT #30) ¢ 1,0 mm (ABNT #18). A
porcentagem de granulos maiores que a abertura da peneira foi calculada pela relagao

entre a massa de granulos que passou pela peneira e a massa total da amostra.



A andlise de resisténcia foi realizada utilizando metodologia modificada de
Nor-Anuar et al. (2012) em que 1,0 litro de lodo ¢ passado na peneira 0,2 mm (ABNT
#70) (diametro acima do qual ¢ considerado granulo). A parcela que ficou retida na
peneira ¢ preenchida com mais 1 litro de agua e, ap6s, uma aliquota de 50 mL ¢
coletada. A parcela remanescente ¢ submetida a uma agitacdo de 335 rpm por 10
minutos, passada novamente na peneira de 0,2 mm e coletado 50 mL da amostra que
passou pela peneira. Com base nos resultados obtidos, foi calculado o coeficiente de
estabilidade (S), de acordo com a Equagdo 1 (Nor-Anuar et al., 2012). O coeficiente foi
dividido em trés categorias: muito resistente (S < 5%), resistente (5% < S <20%) e ndo
- resistente (S > 20%).Quanto menor os valores de S (%), maior a estabilidade dos

granulos aerdbios.

s =2 x100 Equacio 1

Onde:

S = Coeficiente de estabilidade (%)
X = Sélidos suspensos totais da amostra de granulos (g SST.L™)

X' = Sélidos suspensos totais do material desprendido (depois do teste) (g SST.L™)

A quantidade de EPS foi considerada como a soma das concentracdes de PN
e PS, e sua extracdo foi por meio de um método de extracdo de calor modificado
proposto por Yang et al. (2014) e Guimarades. Na extracdo, 5,0 mL do licor misto era
coletado na fase aerdbia, adicionado 5 mL de NaOH IN, aquecido em banho-maria a
80°C por 30 minutos e colocado em ultrassom por 5 minutos no sonicador. Apds a
extracdo a amostra era filtrada e diluida em 4dgua Milli-Q. Em seguida, eram realizadas
as andlises de PS pelo método de fenol-sulfurico e de PN utilizando o kit de proteina

(BCA).

Utilizou-se microscopio eletronico de varredura (MEV), modelo Inspect
S50 — FEI, com resolu¢do nominal de 3 nm para a obtencdo de imagens detalhadas da
estrutura dos granulos. Tal andlise foi realizada na Central Analitica de Microscopia da

UFC.



Para o calculo das eficiéncias de remog¢ao de DQO ¢ fosforo, foi utilizada a
Equacdo 2. Para o célculo dos valores relativos ao balango de nitrogénio (remocao de
nitrogénio, eficiéncia de nitrificagdo, eficiéncia de desnitrificacdo e fracdes de

nitrogénio), foi utilizada a metodologia conforme (WAGNER, 2015).

C -C a
E = afluente efluente x 100 Equag:ao 2

Cafluente

Onde:

E = Eficiéncia de Remocgao (%)
Cafluente = Concentragdo no afluente (mg.L™")

Cefluente = Concentracdo no efluente (mg.L'l)

4.6 Analise microbiologica

Amostras do licor misto ao final do periodo de aeracdo foram coletadas no
final de cada etapa e o DNA das amostras foram extraidos utilizando o kit de isolagdo
de DNA PowerSoil® (MoBio Laboratories Inc., USA) seguindo as orientagdes do
fabricante. Todos os procedimentos analiticos foram realizados conforme descrito em

Rollemberg et al. (2019).

O sequenciamento de amplicons foi baseado no gene 16S rRNA regido V4 foi
preparada conforme Illumina (2013), usando primers especificos (515F/806R). Apds a
indexacdo, os produtos da PCR (amplicons) foram purificados usando Agencourt
AMPure XP—PCR purification beads (Beckman Coulter, Brea, CA, USA), conforme
manual do produto, e quantificados usando kit de ensaio dsDNA BR (Invitrogen,

Carlsbad, CA, USA) em um fluorimetro Qubit 2.0 (Invitrogen, Carls- bad, CA, USA).

Os amplicons foram sequenciados usando o kit de reagentes 300-cycle MiSeq
chemistry (Illumina, 2013) com o sequenciador de desktop MiSeq (Illumina). Os dados
obtidos pelo sequenciamento foram analisados com ferramentas de bioinformatica.
Todos os dados foram obtidos usando vsearch v2.8.1, com parametros -fastq maxee 0.8
-fastq trunclen 250. As leituras foram agrupadas em OTUs usando QIIME script
pick open_reference otus.py com 99% de identificag@o, usando Greengenes 16S rRNA

database (release 13 8). O arquivo BIOM foi usado em PICRUSt para inferir os grupos



funcionais associados com a composicao taxondmica usando rotas metabdlicas KEGG
(Kanehisa and Goto, 2000). O nimero normalizado do 16S para cada OTU foi
calculado usando PICRUSt script normalize by copy number.py e a contribui¢cdo dos
varios taxéns (faxa) com diferentes KOs foi computado com script
metagenome contributions.py. A abundance-based coverage estimator (ACE), Chaol,
Simpson, Shannon e coverage foram calculados usando o software Mothur.

As andlises de metagenoma foram realizadas na Central de GenOmica e

Bioinformatica (CeGenBio) da UFC.

4.7 Métodos estatisticos

O software computacional Statgraphics Centurion XV foi utilizado para a
analise estatistica dos dados. Aplicou-se a soma do Rank de Mann-Whitney (teste nao
paramétrico), o qual ndo requer uma distribuicao especifica de dados, para comparar o
desempenho do reator durante as diferentes etapas experimentais, ¢ a ANOVA de
Kruskal-Wallis nos testes de Ranks para comparar o desempenho do reator. Os
resultados dos testes foram avaliados de acordo com o valor-p. Se p < 0,05, a hipotese
nula era rejeitada, ou seja, os grupos de dados eram considerados estatisticamente

diferentes.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Partida e estabilidade do sistema
5.1.1 Reator 1

Na Fase 1, a concentragdo de SSV iniciou em 1440 mg.L", tendo uma
primeira queda para 860 mg.L"', o que pode ser considerado como uma lavagem do
inoculo do sistema (SZABO et al., 2016). Logo em sequéncia, houve uma elevagio de
SSV, chegando a atingir 3440 mg.L"'. Porém, com a nova reducio do tempo de
sedimentacdo (Fase 1II), observou-se nova lavagem dos so6lidos de menor
sedimentabilidade. Em termos de sedimentabilidade, o sistema R1 apresentou valores
de IVL;, menores que 100 mglL”, podendo ser classificado como boa
sedimentabilidade, tendo em vista que Metcalf e Eddy (2013) afirmaram que esse
parametro indica baixa taxa de sedimentacdo se for acima de 100 mg.L'l. Outro
parametro que comprova a boa sedimentabilidade desses granulos ¢ a relacao
IVL;3¢/IVLo. Conforme citado na literatura (LIU; TAY, 2007), valores de IVL3¢/IVLo
acima 0,8, indicam processo de granulacdo. Nessa pesquisa observou-se que logo apos 3

semanas de operacdo, ja se atingiam valores de IVL;¢/IVL; préoximos a 0,9.

No tocante as perdas de biomassa que o sistema R1 apresentou na primeira
fase e no inicio da segunda, estas podem ser entendidas devido ao periodo de
aclimatacdo dos microrganismos ao sistema, por ser o inicio da operagdo. Problema
semelhante ocorreu com Jungles; Campos; Costa (2014), em que os autores, utilizando
acetato como substrato, tiveram concentracao de SSV de 940 mg.L'l, no dia 8, atingindo
3920 mg.L"', no dia 90, porém caindo para 1500 mg.L" no dia 120, mantendo essa

média até o final do experimento.

Todavia, no 72° dia, foi observado um aumento do indice volumétrico de
lodo (IVL3p) e reducao da concentracdo de sélidos suspensos volateis, indicando a
desintegracao dos so6lidos. Esse processo se prolongou por alguns dias e foi observado
washout dos solidos. Nesse periodo houve redugdo de aproximadamente 50% dos
solidos volateis no reator e a porcentagem de granulos acima de 1 mm foi reduzida de

95% para 40%. Apds pouco mais de 1 més, o sistema voltou a reintegrar-se e, em



menos de 15 dias, voltou a apresentar baixos valores de IVL;y e valores proximos a
1500 mg.L" de SSV. Apos a reintegragio a porcentagem de granulos acima de 1,0 mm

foi de 90%.

Por fim, na Fase 3, observou-se reintegracao da biomassa e maturacao do
LGA. A concentragio média de SSV nessa fase foi de 1969 mg.L™" e baixos valores de
IVLs, foram observados (50 mL/g). A Figura 7 representa as concentragdes de SSV que
ocorreram no R1 durante as trés fases de operacao do sistema, assim como os valores de

IVL5, encontrados.

Figura 7 — Concentragdo de SSV e de IVL; do reator R1 em funcao dos dias de

operacao.
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Outros estudos que utilizaram o acetato como fonte de carbono observaram
desintegragao dos granulos em longos periodos de operacdo (LONG et al., 2015),
decorrentes do tamanho dos granulos. Diante disso, alguns autores estabeleceram que o

tamanho médio dos granulos se mantivessem abaixo de 2 mm (TOH et al., 2003;

WANG et al., 2007).

O possivel mecanismo de desintegracao observado no R1 foi: (i) os granulos
de maiores didmetros e densidade passaram a se depositar no fundo do reator, crescendo

continuamente; (ii) ao alcancar didmetros elevados (3mm), observou-se que esses



granulos ndo eram mais envolvidos no licor misto durante a fase aerébia e ficavam em
repouso no fundo do reator at¢ mesmo no periodo de aeracdo; (iii) como os granulos
nao estavam sob stress hidrodinamico, o crescimento de bactérias filamentosas foi
acentuada e os granulos cresceram em taxas elevadas, ja que as tensdes de cisalhamento
atuam no controle do tamanho do granulo e na inibi¢do do crescimento de bactérias
filamentosas; (iv) com o crescimento de filamentos na superficie do granulo, este
perdeu o formato granular, apresentando estrutura irregular; (v) a difusividade do
oxigénio e de carbono passou a ser dificultada nesses granulos devido a espessa camada
de biofilme formado; (vi) devido a baixa penetragao de oxigénio a camada anaerobia foi
crescendo e devido a baixa penetracdo de carbono, o principal metabolismo bacteriano
nas regides proximas ao nlcleo era a fermentagdo e a respiragdo endogena; (vii) a
formacdo de produtos anaerdbios (fermentacao) e a lise celular (endogenia) levaram ao
enfraquecimento das forcas de coesdao no nucleo, culminando na ruptura do granulo;
(viii) ap0s a ruptura, os detritos dos granulos foram lavados do reator.

Entretanto, salienta-se que ha ainda a possibilidade de ter ocorrido
desintegragao por nao haver for¢a de cisalhamento suficiente para que houvesse redugao
do granulo ainda suspenso, tendo em vista que a camada de biofilme formada no fundo

pode ndo ter sido tdo significante para a teoria anterior.

5.1.2 Reator 2

O R2 apresentou-se de um modo mais estavel no pardmetro de concentracao
de SSV se comparado ao R1. O seu start-up se deu de maneira semelhante ao R1 com
relagcdo a varrigdo inicial do indculo, que pode ter ocorrido devido a pressao de selecao
do sistema, tendo uma variagdo de SSV de 1240 mg.L™"' para 880 mg.L™, ao terceiro dia.
Nos dias posteriores, houve elevagdo na taxa ficando com uma média de 1500 mg.L™
até o final da fase (dias 13 a 59). A explicagdo para a reducdo de sdlidos durante as
mudancas de fases no reator pode estar associada a velocidade minima de sedimentacao
imposta pelo sistema (ROLLEMBERG et al., 2018). Tendo em vista as dimensodes do
reator utilizado, observa-se que com um tempo de sedimentacdo de 20 min, a
velocidade minima da biomassa para permanecer no sistema era de 1,5 m/h. J& com o
tempo de 10 e 5 min a velocidade minima era de 3 m/h e 6 m/h, respectivamente. Dessa
forma, observa-se que, com a redu¢do do tempo de sedimentagao, parte da biomassa que

nao possuia velocidade de sedimentagao superior @ minima, foi lavada do sistema.



Embora a granulagdo no Reator 2 tenha sido mais demorada do que no
Reator 1, nesse sistema a maturagdo dos granulos foi alcangada de forma definitiva no
80° dia de operagdo e permaneceu ao longo do periodo de operagdo. A
sedimentabilidade dos granulos desse reator em questdao se demonstrou baixa, ficando
com média de 97 mg.L"' na primeira fase, ndo sendo considerada 6tima, como a

encontrada no R1 para a mesma fase de andlise.

Em contrapartida, o reator com etanol como fonte de carbono apresentou
melhor desempenho na Fase 2 no que tange a proximidade da relagdo IVL;3¢/IVL;y ao
valor de 1, a qual ¢ indicativa de 6tima formacao de granulos segundo de Kreuk; Pronk;
Van Loosdrecht (2005). Foi possivel atingir o valor da fragdo igual a 1 a partir do 77°
dia de operagdo, enquanto que no R1 s6 foi possivel, pela primeira vez, no 107°, j4 no
final da segunda fase. Além disso, ¢ possivel entender que a sedimentabilidade dos

granulos foi melhor no R2 para essa fase.

Ja na tultima fase de operagdo, o R2 manteve uma concentracdo de SSV
semelhante 4 média da fase 2 (1822 mg.L™"), com pequena varia¢io para menos (1694
mg.L'l). Sobre o IVLsp, também nio houve mudanga significativa, tendo média de 53
mgL"'. A partir disso, ¢ notério que os granulos ndo demonstraram reagdes
consideraveis quanto a esses aspectos no que tange a mudanga do tempo de
sedimentacao. Além disso, diferente do ocorrido em R1, ndo houve desintegracao dos

granulos nesse reator de etanol.

Os valores de SSV e de IVLs( encontrados para o R2 durante as fases de

operagao sao apresentados na Figura 8.



Figura 8 — Concentragdo de SSV e de IVL3, do reator R2 em fungao dos dias de

operagao.
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5.2 Caracteristicas gerais dos granulos formados

Além de influenciar na formacdo dos granulos (topico acima) observou-se
que a fonte de carbono também teve impacto na velocidade de sedimentacdo dos
granulos formados. Nos reatores dessa pesquisa, foram obtidas médias de 35,7 e 28,3
m.h™! para os reatores R1 e R2 respectivamente. Elas podem ser comparaveis a granulos
anaerobios cultivados em reatores UASB, bem como se apresentaram, pelo menos, trés
vezes mais rapidas que flocos de lodo ativado, os quais tem velocidade de sedimentacao

menor que 10 m/h (ETTERER; WILDERER, 2001).

Outro aspecto a ser discutido sobre a partida e operagdo do sistema ¢ a idade
de lodo ou tempo de retencdao de soélidos (SRT — Solids Retention Time). Zhu et al.
(2013) demonstraram que longos SRT favorecem a deterioracao dos granulos, além de
que afirmaram que uma descarga de lodo apropriada pode favorecer o processo de
formagao do granulo. No caso do R1 foram obtidas médias de 8,1, 7,2 e 6,4 dias nas
Fases 1, 2 e 3 respectivamente. O segundo reator de estudo teve médias de 5,5, 5,3 ¢ 6,7

dias nas trés fases nessa sequéncia. Essas variagdes irregulares na idade de lodo sao



comuns em LGA, como ocorrido com Carucci et al. (2009), que obtiveram valores de

SRT de 12,6, 10,5, 33,9 e 15,4 dias nas suas 4 fases de operacao.

Em aspectos gerais, a Tabela 8 demonstra algumas caracteristicas
apresentadas pelos sistemas operados, com relacdo ao didmetro, a producdo de EPS,

estabilidade dos granulos, velocidade de sedimentacdo e cor aparente.

Tabela 8 — Caracteristicas gerais dos granulos formados nos reatores de LGA
alimentados com acetato (R1) e etanol (R2).

CARACTERISTICA R1 R2
Granulos > 1 mm 95% 96%
PN (mg/g SSV) 66,6 48,6
PS (mg/g SSV) 40,8 48,0
PN/PS 1,63 1,01
S 46,23% 44.97%
Cor Amarelo an?;?r?)rri;lo

Legenda: PN — proteina; PS — polissacarideo; S — coeficiente de estabilidade.

A partir da Tabela 8, pode-se perceber que ambos os sistemas apresentaram
alta taxa de granulos maiores que 0,2 mm, sendo maiores que 1 mm inclusive. Segundo
Pronk et al. (2015), o reator é considerado granular quando apresenta mais de 80% dos
SSV com didmetro superior a 0,2 mm, dessa forma os dois reatores aqui estudados se

confirmaram granulares.

Sobre a coloragao do granulo, Sarma; Tay; Chu (2017) apresentam varias
tonalidades, a serem citadas: branco, amarelo, amarelo-amarronzado, marrom-
acinzentado, preto, carmim e vermelho, porém os mais comuns sao amarelo e amarelo-
amarronzado, as quais foram as cores apresentadas por R1 e R2, respectivamente. Os
autores indicam que, apesar da necessidade de técnicas microbioldgicas, a cor ¢ um
indicativo das principais rotas metabolicas do granulo em analise. Como exemplo, citam
que granulos aerébios de cor amarelo-amarronzado costumam ter metabolismo
predominantemente aerobio, em oposi¢do ao marrom-acinzentado, em que ha

predominio de metabolismo anaerdbio.



Ademais, a producao de EPS pelo sistema deve ser levada em consideragao,
uma vez que representa fator de suma importancia na formagao do granulo. Sabe-se que
as principais substancias poliméricas extracelulares sdo polissacarideos (PS), proteinas
(PN), acidos humicos e lipideos. No presente trabalho, foram analisados PS e PN,
chegando aos valores presentes na Tabela 8, tendo uma relagdo PN/PS que se assemelha

a literatura (GUIMARAES et al., 2016).

As médias de S, indice que indica a porcentagem de estabilidade dos
granulos resistentes a tensdo de cisalhamento de um agitador mecanico, foram de
46,23% para R1 e 44,97% para o R2. Segundo Nor-Anuar et al. (2012), valores de S
maiores que 20% sdo indicativos de granulos ndo resistentes, entretanto esse indice ndo

pode ser utilizado para indicar a resisténcia de um granulo em si.

5.3 Analise do desempenho dos sistemas

5.3.1 Capacidade de remocgdo de matéria orgdnica

A remogdo de matéria organica dos sistemas foi analisada unicamente por
meio da DQO. No inicio da operagdo do sistema R1 houve a menor taxa de remocao,
tendo em vista ser o periodo de aclimatacdo dos microrganismos aos parametros de
operacdo impostos, conforme ja explicado. Nesse periodo, somente 83% de DQO estava
sendo removida. Porém, em sequéncia a isso, as remog¢des comecgaram a subir, ainda na
primeira fase, atingindo média de 90% em eficiéncia de remocao, como observado na

Figura 9.



Figura 9 — Concentragdes DQO afluente e efluente e eficiéncia de remog¢ao do reator R1
alimentado com acetato.
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Nota-se que o RI apresentou concentragdo sempre menor que 100 mg.L™
durante as duas ultimas fases de operagdo. Nelas, foram encontradas 6timas médias de
remogao, sendo 94% na segunda e 93% na ultima, valores semelhantes ao
experimentado por Gonzalez-Gil; Holliger (2011), os quais atingiram remocdes de 93%
em seu reator com o uso de acetato como substrato. Mesmo durante o periodo de
desintegracdo dos granulos, as taxas de remog¢do de DQO foram superiores a 90%,

tendo média total de 92,1 &+ 3,5%.

A Figura 10 apresenta as concentracdes de DQO para o R2, onde se
observam médias semelhantes as do reator com acetato, ficando com valores de 90%,
93% e 92% nas Fases 1, 2 e 3 respectivamente, sendo a média total de operacao de 91,3
+ 3,2. A remoc¢ao foi proxima a encontrada por Yang; Tay; Liu (2003), os quais

atingiram 95% de remog¢do de DQO em seu sistema com etanol como fonte de carbono.



Figura 10 — Concentracdes DQO afluente e efluente e eficiéncia de remogao do reator
R2 alimentado com etanol.
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Esses resultados demonstram que o argumento da analise do etanol como
uma fonte de carbono para sistemas de Lodo Granular Aerobio €, de fato, vidvel e que
suas remogdes de matéria organica podem se assemelhar as de sistemas operados com o

acetato, substrato mais recorrente na literatura.
5.3.2 Capacidade de remocdo de nitrogénio

Conforme ja explicado, o processo de remocao de nitrogénio se d4 por meio
da nitrificacdo, dividida em Nitritacdo (NH;" em NO»") e Nitratacio (NO,” em NO3); e

Desnitrificagao (formacao de Nj).

Em termos de nitrogénio amoniacal, o R1 foi bem estavel, tendo média de
remocdo de NH;'-N de 90,2 + 8,6%, porém com valores significativos apenas 2
semanas de operagdo, indicando que, durante esse tempo, as bactérias nitrificantes
(AOB e NOB) estavam em fase de crescimento. Isanta et al. (2012) conseguiram
apresentar remocdes variando entre 75% e 90% na forma de NH,'-N, dando

embasamento para os valores aqui relatados.



O unico momento de alteragdo significativa nesse aspecto foi durante o
start-up, o que pode ser considerado comum para esse periodo inicial, devido ao

processo de washout da biomassa ocorrido no reator (SZABO et al., 2016).

Ja sobre os dados de nitrito e nitrato, durante a primeira fase, verificou-se
auséncia das formas oxidaveis de nitrogénio, o que era esperado devido a baixa
abundancia inicial de bactérias nitrificantes. Todavia, apds as primeiras semanas
observou-se aumento significativo de saida de NO,™-N, chegando a atingir 56,6 mg.L"
no efluente nos primeiros dias da Fase 2, decorrente do crescimento das bactérias
oxidadoras de amdnia. A partir disso, encontra-se uma situagdo em que a remocgao de
nitrogénio amoniacal para o mesmo dia (77) estava em 100%, porém a remoc¢ao de

nitrogénio total foi de 49%, a menor durante toda a operacao.

Ainda na Fase 2, destaca-se o ocorrido no dia 90, em que houve pouca saida
de nitrogénio amoniacal do sistema, porém com aumento significativo da saida na
forma de nitrato, com concentragdo de 30 mg.L", tendo apenas 70% de remogdo de
nitrogénio total, o que chamou atencao, principalmente por ter se prolongado por 15
dias de operagdo, atingindo remocao de apenas 58% de nitrogénio total. Isso indica que
o sistema estava realizando nitrificacdo parcial, ja que ndo houve a complementagao do

processo, que seria a conversao de NO; em NOs'.

Entretanto, apds a mudanga de fase para 5 minutos de sedimentagdo, o
sistema estabeleceu um equilibrio e manteve médias de remogado de 91% para nitrogénio
amoniacal e 77% de nitrogénio total, na ultima fase de operagdo. No geral, a remocao de

nitrogénio total apresentou médias de 79,1 + 13,9%.

Com relacdo aos valores de concentragdo média de amodnia, de entrada e
saida, nitrito e nitrato dos sistemas, foi criada a Tabela 9 com o intuito de elucidar o

processo de remogao.



Tabela 9 — Concentragdes médias de nitrogénio e remogdes alcangadas nos reatores de
LGA alimentados com acetato (R1) e etanol (R2).

Fase 1 Fase 2 Fase 3
R1 R2 R1 R2 R1 R2
NH, af(mg/L) 1086 104+5 115+6 115+7 1106 108=+8
NH; ef (mg/L) 22+16 46+28 26+3 371 9+5 34+17
NO; ef (mg/L) 1+£1 9+6 3+2 7+4 12+7  10£8
NOj ef (mg/L) 0 0 1+1 1+1 6+2 4+3

Remog¢ao N
total

Parametro

78+15 48+16 72+3 56+5 75+14 55+18

Ja o sistema R2, como pode ser percebido pela Tabela 9, apresentou
remogdes sempre menores que o R1 tanto em termos de NH,4'-N, quanto na forma de
nitrogénio total, tendo em vista que o etanol pode ter favorecido o crescimento de
bactérias de crescimento rapido, uma vez que ¢ rapidamente consumido, em detrimento

as de crescimento lento, as quais se enquadram as nitrificantes.

Ha destaque para o fato de que o reator teve, durante toda a primeira fase,
concentragdes de nitrito no efluente, com média de 8,0 mg.L"' e 1,0 mg.L"de nitrato, o

que ¢ indicativo da nitrificagdo parcial ocorrida.

J& na segunda fase, houve aumento consideravel do processo de nitrificagao,
com consequente aumento da concentragdo de NO; no efluente, comprovando que nao

estava ocorrendo desnitrificagdao no reator.

Na tltima fase, o sistema teve a pior taxa de remoc¢do nas duas formas de

nitrogénio citadas, atingindo 59% de remogdo de NH4 -N e 47% de nitrogénio total.

5.3.3 Capacidade de remocdo de fosforo

Para a questdo da remog¢ao de fosforo, ambos os sistemas ndo apresentaram
valores satisfatorios. O R1 teve médias de 42%, 37% e 50% nas Fases 1, 2 e 3 nessa
sequéncia. J4 o R2 apresentou valores de 33%, 30% e 29% nas mesmas fases. O

comparativo das porcentagens de remog¢ao entre os reatores consta na Figura 11.



Figura 11 — Remogdes de fosforo para os reatores de LGA alimentados com acetato

(R1) e etanol (R2).
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Sobre reatores operando com acetato, a literatura demonstra remocdes
frequentes acima de 90% (DE KREUK; VAN LOOSDRECHT, 2004; LONG et al.,
2015). Porém, ha autores que corroboram os valores encontrados em R1 (ISANTA et

al., 2012).

No caso do reator operando com acetato, uma possivel causa para as baixas
taxas de remocao de fosforo ¢ a divisao de tempo de ciclo, em que o periodo anaerobio
pode ndo ser o suficiente para que os PAOs (organismos acumuladores de fosforo)
realizem seu metabolismo de liberacdo de fosforo na fase aerobia e subsequente
sequestro de fosforo do meio na fase anaerdbia. Além do que, esses microrganismos
podem ter ficado em menor niumero durante a operagdo do sistema, sendo entendido que
a estratégia de operacao utilizada ndo favoreceu o seu crescimento. He et al. (2018), por

exemplo, sugerem que sejam aplicadas de 2 a 3 horas de periodo anaerdbio.

Ja para a questao do etanol, pode-se pensar em outras complicagdes. Sabe-se
que o etanol ¢ um oOtimo doador de elétrons para a desnitrificacdo heterotréfica
(SANTOS, 2003), porém ele pode nao ter sido utilizado para a remocao de fosforo,

tendo em vista que ambos 0s processos ocorrem em meio anaerobio. Logo, os PAOs



podem ter sido superados em quantidade por DOHOs (Desnitrificantes Ordinarias),
DPAOs (Desnitrificantes acumuladores de fosforo) ou DGAOs (Desnitrificantes

acumuladores de glicogénio) na competicao pelo doador de elétrons.

Essas possibilidades de baixos resultados estdo em conformidade com as
observagdes de Pronk et al. (2015) e Puig et al. (2008), em que eles observaram que
substratos facilmente biodegradaveis ndo convertidos anaerobiamente em polimeros de
armazenamento, como os polihidroxialcanoatos (PHA), podem levar a forma¢ao de um
lodo granular instavel. Ademais, eles ainda conseguiram identificar que o uso do etanol

ndo favorecia, de fato, a formagao de PAOs.

5.3.4 Processo Simultineo de Nitrificacdo, Desnitrificacdo e Remocgdo de Fosforo

E vilido salientar ainda que o processo de Remocdo Simultdnea por
Nitrificagdo, Desnitrificacdo e Fosforo (SNDPR —  Simultaneous Nitrification

Denitrification and Phosporus Removal) foi observado nos dois reatores.

No sistema R1 foi verificado que o principal mecanismo de remogdo de
nitrogénio ocorreu através do SND (Simultanea Nitrificacdo e Desnitrificacdo) durante
o periodo aerdbio, ocorrendo pouco acimulo de nitrito e nitrato. E importante
mencionar que uma parcela de nitrato sofreu desnitrificagao ao fim do periodo aerobio
na auséncia de DQO (famine period), indicando a ocorréncia do processo de
desnitrificagdo endogena. A baixa reducdo da amoénia durante o periodo anaerdbio

indica a pequena quantidade ou auséncia de bactérias Anammox.

Também se destaca o processo de liberagdo de fésforo no periodo anaerdbio

seguido do sequestro no periodo aerdbio.

No reator R2 foi observada eclevada remog¢ao de amonia, todavia as taxas de

desnitrificacdo ¢ remogao de fosforo foram inferiores as verificadas no R1.

5.4 Aspectos microbiologicos



Os resultados relativos aos aspectos microbiologicos foram indicativos de
que o acetato foi um substrato melhor nesse aspecto. A Figura 12 apresenta os
principais filos encontrados nos dois reatores operados, sendo os mais predominantes o
Proteobacteria e Bacteroidetes. De modo nao tdo abundante quanto os demais, foram

ainda encontrados Chlorobi e Verrucomicrobia.

Figura 12 — Distribui¢do de Filos dos lodos aerébios coletados nos reatores R1 (acetato)

e R2 (etanol).
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Legenda: apenas OTU (Operational Taxonomic Unit), unidades taxondmica operacional, com abundancia
relativa superior a 5%.

Cydzik-Kwiatkowska (2015) afirmou, por meio de seu estudo, que a
presenga de Proteobacteria favorece a alta taxa de producdo de EPS pelos granulos

aerdbios.

Sobre Bacteroidetes pode-se salientar que s3ao microrganismos que
apresentam propriedades fermentativas e tém importante fun¢do na degradagdo de

polimeros complexos, assim como realizam hidrélise de alguns substratos, como



polissacarideos, proteinas e lipideos, em acetato, CO, e hidrogénio (JABARI et al.,
2016). Além disso, eles sdo comumente encontrados na literatura de LGA (DAHALAN,
2011).

Ja sobre a distribuicdo das classes, foi possivel montar a Figura 13, a qual
expressa a abundancia das classes mais recorrentes encontradas. Dentre todas, destaca-

se a Alphaproteobacteria e Flavobacteriia.

Figura 13 — Distribuicdo de Classes dos lodos aerdbios coletados nos reatores R1
(acetato) e R2 (etanol).
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Legenda: apenas OTU (Operational Taxonomic Unit), unidades taxondmica operacional, com abundéncia
relativa superior a 5%.

Ramos; Suarez-Ojeda; Carrera (2015) indicaram que Alphaproteobacteria
esta relacionada com a producao de EPS dos granulos. Enquanto isso, a literatura indica
que Flavobacteriia ndo tem associacdo com a formacdo da estrutura dos granulos
aerobios, conforme estudo de Adav; Lee; Lai (2009), sendo confirmado por Abdullah et

al. (2013), pois foram encontrados microrganismos dessa classe nas fases de



aclimatagdo e iniciais de granulacdo, porém nao houve presenca deles nos granulos

maduros.

abundancia

No nivel das familias, houve predominancia de Flavobacteriaceae no R1 e

de

Comamonadaceae,

Rhodobacteraeca,

Cytophagaceae no R2, conforme presente na Figura 14.

Figura 14 — Distribuicao das Familias dos lodos aerobios coletados nos reatores R1

(acetato) e R2 (etanol).
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Ginige; Keller; Blackall (2005) definiram que a familia Comamonadaceae

pode usar nitrito como aceptor de elétrons para realizar desnitrificacdo. Além disso, Sun

et al. (2017) demonstraram que essa familia tem grande importincia quando a

manuteng¢ao da estrutura dos granulos.



Figura 15 — Distribuicdo dos Géneros dos lodos aerdbios coletados nos reatores R1
(acetato) e R2 (etanol).
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Em geral, foi possivel entender, por meio dos resultados encontrados, que os
reatores apresentaram grande abundéncia de bactérias AOB e NOB. Destaca-se ainda
que o R1 teve mais abundancia de espécies nitrificantes, como ja observado na literatura
(DU et al., 2011; TAY; LIU; LIU, 2002b). Enquanto isso, apesar da semelhanga quanto
a abundancia em numero de desnitrificantes, R1 apresentou maior diversidade de

espécies.

Com isso, tem-se a predilegdo pelo acetato quanto a diversidade de
microrganismos, quando ha interesse em nitrificagdo, enquanto que o etanol apresenta
mais beneficios no que tange a presenga de bactérias heterotroficas desnitrificantes, mas
que também pode ser usado com bactérias produtoras de EPS, o que favorece a uma

melhor formacao da estrutura granular, o que € ratificado por Puig et al. (2008).



6. CONCLUSAO

Apbs os 133 dias de operagdo, por meio dos parametros operacionais
aplicados, foi possivel a obten¢do de granulagdo madura nos dois reatores. Foram
obtidos granulos com mais de 1 mm de didmetro em ambos os reatores, sendo de
coloragdo amarelo no R1 alimentado com acetato e amarelo-amarronzado no R2
alimentado com etanol.

No que tange a remocdao de DQO, os reatores R1 e R2 alcangaram
eficiéncias superiores a 90%. J& sobre a remoc¢ao de nitrogénio amoniacal, o reator R1
alimentado com acetato teve uma média de 90%, ao passo que o R2 alimentado com
etanol alcangou valores médios de 69%. Por fim, em relacdo a remog¢ao de fosforo,
ambos os reatores apresentaram desempenhos abaixo do esperado, com remogodes

médias abaixo de 45%.

Em aspectos gerais, tem-se a confirmagdo de que o acetato realmente
apresentou melhor desempenho enquanto substrato para a operagao e aplicagao do Lodo
Granular Aerobio, entretanto o ectanol ndo necessariamente deve ser descartado
enquanto opg¢do, tendo em vista que ele pode ndo ter sido extremamente eficiente
enquanto remogao de nitrogénio amoniacal e de fosforo, porém isso pode estar atrelado

as condigdes operacionais aqui impostas.

Por esse motivo, sugere-se que seja dada continuidade do estudo do etanol
como uma fonte de carbono propicia e viavel economicamente para o desenvolvimento
de LGA, tendo em vista seu bom desempenho enquanto a questdo da estabilidade dos
granulos formados. Para tal, pode ser interessante a alteracdo dos parametros
operacionais, tais como tempo de ciclo e taxa de aeragdo, os quais tém grande influéncia

na granulacao.
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