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RESUMO

O lodo granular aerobio (LGA) ¢ uma tecnologia emergente de tratamento biologico de
efluentes domésticos e industriais que tem se destacado por sua eficiéncia na remocio de
poluentes e por seu grande potencial de recuperagdo de recursos. Os granulos densos, com
alta atividade biologica e excelente sedimentabilidade sdo responsaveis pela eficiéncia do
tratamento com LGA. Contudo, o longo tempo para que ocorra a granulacdo da biomassa
floculenta ¢ considerado um obstaculo para a aplicagdo dessa tecnologia. Nessa perspectiva, o
presente estudo aplicou a estratégia de adicdo de NaCl de forma continua e em pulsos salinos,
com a finalidade de investigar a influéncia da adi¢do de sal na granulagdo, no desempenho, na
produgdo de biopolimeros ¢ na microbiologia em sistemas LGA, assim como avaliar a
estabilidade operacional de reatores LGA para efluentes salinos. O experimento consistiu na
operacdo de trés reatores em bateladas sequenciais (RBS), com o sistema R1 como controle
sem adigdo de sal, o sistema R2 recebendo a dosagem em pulsos alternados de 2,5 g NaCl/L e
0 R3 com dosagem continua de 2,5 g NaCl/L, com o ciclo de operagdo com duragdo total de
360 minutos. Os resultados obtidos indicam que a adi¢do de sal aos reatores promoveu uma
maior concentracdo de solidos suspensos volateis e uma melhoria na sedimentabilidade, em
comparagdo ao reator R1. Isso ressalta que a pressdo osmotica estimulou o crescimento da
biomassa, acelerou a granulagdo e melhorou as caracteristicas fisicas e de sedimentabilidade
da biomassa. O processo de granulagdo ocorreu mais rapidamente no R2 (entre 21 e 25 dias),
evidenciando os efeitos positivos da adi¢do intermitente de sal por meio de pulsos alternados.
Além disso, a adi¢do de sal ndo interferiu no desempenho de remogdo simultanea de carbono,
nitrogénio e fosforo em sistemas LGA, demonstrando a possibilidade de emprego da referida
tecnologia para efluentes de salinidade de até¢ 2,5 g NaCl/L. Contudo, as eficiéncias de
remocdo de fosforo foram consideradas baixas (8-23%) nos trés reatores ao longo da operacio.
A caracterizagdo microbioldgica mostrou a predominancia das familias Rhodobacteraceae e
Rhodocyclaceae, as quais estdo relacionadas a produgdo de substancias poliméricas
extracelulares (SPE) e a remog¢do de carbono e nutrientes. Por ltimo, observou-se que a
adigdo de sal ndo influenciou em uma maior producdo de SPE ¢ de exopolimeros semelhante
ao alginato (ALE, alginate-like exopolymers), tanto no reator com dosagem continua, quanto
no reator com pulsos alternados. Esse resultado possivelmente decorre da baixa concentracao
de sal empregada, influenciada pela maior relagdo alimento/microrganismo e menor tempo de
retengdo de s6lidos (TRS) em R1. Sendo assim, este estudo apresenta resultados significativos

que contribuem para um melhor entendimento do efeito do sal em dosagem continua ou em



pulsos como estratégia de pressdo de selecdo para acelerar a granulagdo, assim como analisar

o comportamento do sistema LGA para efluentes salinos.

Palavras-chave: Lodo granular aerébio (LGA); Adicao de sal; Granulagdo; Recuperacdo de

recursos; Exopolimeros semelhante ao alginato (ALE).



ABSTRACT

Aerobic granular sludge (AGS) is an emerging technology for the biological treatment of
domestic and industrial effluents that has stood out for its efficiency in removing pollutants
and its great potential for resource recovery. The dense granules, with high biological activity
and excellent sedimentability, are responsible for the AGS treatment efficiency. However, the
long time for flocculent biomass granulation to occur is considered an obstacle to the
application of this technology. From this perspective, the present study applied the strategy of
adding NaCl continuously and in saline pulses, with the purpose of investigating the influence
of salt addition on granulation, performance, biopolymer production and microbiology in
AGS systems, as well how to evaluate the operational stability of AGS reactors for saline
effluents. The experiment consisted of the operation of three sequential batch reactors (SBR),
with the R1 system as a control without adding salt, the R2 system receiving dosing in
alternating pulses of 2.5 g NaCl/L and the R3 with continuous dosing of 2.5 g NaCl/L,
with the operation cycle lasting a total of 360 minutes. The results obtained indicate that the
addition of salt to the reactors promoted a higher concentration of volatile suspended solids
and an improvement in sedimentability, compared to the R1 reactor. This highlights that
osmotic pressure stimulated biomass growth, accelerated granulation and improved the
physical and sedimentability characteristics of the biomass. The granulation process occurred
more quickly in R2 (between 21 and 25 days), highlighting the positive effects of intermittent
salt addition through alternating pulses. Furthermore, the addition of salt did not interfere with
the performance of simultancous removal of carbon, nitrogen and phosphorus in AGS systems,
demonstrating the possibility of using this technology for effluents with salinity of up to 2.5
g/L of NaCl. However, phosphorus removal efficiencies were found to be low (8-23%) in the
three reactors throughout the operation. The microbiological characterization showed the
predominance of the Rhodobacteraceae and Rhodocyclaceae families, which are related to
the production of extracellular polymeric substances (EPS) and the removal of carbon and
nutrients. Finally, it was observed that the addition of salt did not influence a greater EPS
production and alginate-like exopolymers (ALE), both in the reactor with continuous NaCl
dosing and in the reactor with alternating saline pulses. This result possibly arises from the
low concentration of salt used, influenced by the higher food-to-microorganism ratio and
lower solid retention time (SRT) in R1. Therefore, this study presents significant results that
contribute to a better understanding of the effect of salt in continuous or pulsed dosages as a

selection pressure strategy to accelerate granulation, as well as to analyze the behavior of the



LGA system for saline effluents.

Keywords: Acrobic granular sludge (AGS); Salt addition; Granulation; Resource recovery;

Alginate-like exopolymers (ALE).
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1 INTRODUCAO

O tratamento de aguas residudrias desempenha um papel de extrema importancia
no cuidado com a saude publica e se estabelece como um pilar fundamental na melhoria da
qualidade de vida da popula¢do. De acordo com informagdes do Sistema de Informagdes
sobre Saneamento (SNIS), em 2021, no Brasil, a parcela de esgotos tratados foi de somente
51,2%. Com a implementa¢do do Marco Legal do Saneamento Basico, esta previsto que até
2033, cerca de 90% da populagdo brasileira tenha acesso a coleta e tratamento de esgoto
(Brasil, 2020). Esse cenario, juntamente com o aumento na producdo de efluentes devido ao
rapido crescimento populacional, resulta em um aumento na geragdo de lodo, um subproduto
inevitavel derivado do tratamento de esgoto.

O excesso de lodo produzido nas Estacdes de Tratamento de Esgoto (ETEs) se
apresenta como uma questdo de grande magnitude, devido as implicacdes ambientais e aos
fatores econdmicos vinculados ao tratamento ¢ a destinacdo adequada desse subproduto. O
gerenciamento do lodo € bastante complexo e implica em um custo que pode representar mais
de 50% do valor total gasto na opera¢do de uma ETE (Cerqueira; Aisse, 2021). Neste contexto,
nos ultimos anos, tem havido um notavel enfoque no campo da pesquisa cientifica sobre a
reutilizagdo ¢ a recuperagdo de recursos no tratamento de esgoto (Ferreira ef al., 2021; Hamza
et al.,2022; Karakas et al., 2020; Semaha et al., 2023).

O sistema de lodo ativado convencional (LAC) tem sido a tecnologia de
tratamento biologico de dguas residudrias mais utilizada por mais de um século (Hamza et al.,
2022); no entanto, os sistemas de lodo granular aerébio (LGA) demonstram vantagens em
relacio ao LAC, uma vez que apresentam uma melhor capacidade de sedimentagdo da
biomassa, uma redugdo no tamanho do reator, no consumo energético ¢ no impacto ambiental
(Bou-Sarkis et al., 2022). Além disso, outros beneficios do processo LGA incluem uma menor
producdo de lodo e uma maior recuperacdo de recursos (Nancharaiah; Sarvajith, 2019). Dessa
forma, o sistema LGA tem sido considerado uma biotecnologia ambiental eficaz ¢ promissora.

Diversos recursos sdo passiveis de recuperagdo a partir de aguas residuarias,
podendo ser transformados em variados produtos de valor agregado, tais como fosfato,
biopolimeros, biogas, entre outros (Van Leeuwen et al., 2018). Uma das principais
abordagens que tem sido destacada como uma possivel fonte de recursos sdo as substancias
poliméricas extracelulares (SPE), as quais estdo envolvidas na formagdo dos granulos
aerobios e apresentam uma estrutura complexa, formadas principalmente por proteinas (PN),

polissacarideos (PS), acidos nucléicos e acidos humicos (Felz et al., 2019). Estudos t€ém
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revelado que uma grande fracdo das SPEs ¢ composta por exopolimeros semelhantes ao
alginato (ALE, alginate-like exopolymers), um biomaterial com potencial de utilizagdo em
diferentes setores industriais (Ferreira ef al., 2021; Rollemberg et al., 2021).

O ALE pode ser extraido de residuos do LGA e ¢ considerado um valioso produto
de base biologica, que pode ser empregado como matéria prima para aplicagdes em industrias
de papel e construgdo, bem como ¢é capaz de ser usado na agricultura, horticultura e medicina
(Van Leeuwen et al., 2018). Em uma pesquisa conduzida por Sarvajitha e Nancharaiah (2023),
o ALE destacou-se como o principal biopolimero presente na matriz de SPE, representando
cerca de 44% do contetido no LGA. Dessa forma, a possibilidade de recuperar o ALE como
um biomaterial de valor agregado elevado, aproveitando-o como recurso renovavel no
processo de LGA, surge como uma tendéncia promissora no contexto da economia circular.

Além de ser um recurso com possibilidade de recuperagdo, as SPE possuem um
papel fundamental na granulacdo, estabilidade e desempenho do LGA (Ou et al., 2018). O
processo de iniciagdo da granulagdo ¢ influenciado por diversos fatores, como a forg¢a de
cisalhamento hidrodindmica, o curto tempo de sedimentagdo e os regimes de abundancia
(feast) e escassez (famine) de substrato (Nancharaiah; Reddy, 2018). Contudo, o processo de
granulagdo ¢ prolongado; em geral, ultrapassa os 30 dias (Zhang ef al., 2019). Assim sendo,
varias pesquisas tém investigado diferentes estratégias com o intuito de acelerar a granulagio
no sistema LGA e melhorar a estabilidade dos granulos, através da adigdo de compostos ou
estabelecimento de condigdes operacionais que facilitam a agregacdo celular e impdem uma
pressdo de selecdo para estimular a produgdo de SPE (Han; Jin; Yu, 2022).

Pesquisas também tém avaliado o efeito do cultivo de LGA com o sal como uma
estratégia de pressdo de sele¢do, visto que o Na' estd envolvido em varios processos de
transporte e € capaz de ser um promotor da atividade enzimatica se for mantido em
concentra¢des adequadas (Cui ef al., 2015). Campo et al. (2018) constataram que a salinidade
exerceu um impacto positivo na formacdo de granulos aerdbios, facilitando a agregacdo de
bactérias e resultando na formagdo de granulos estaveis com o aumento gradual da salinidade
(0,30 a38 g NaCl/L). Ou et al. (2018) afirmam que o LGA pode resistir a niveis de até 6,0%
de salinidade, mantendo a estabilidade granular.

O NaCl provou estimular a produgdo de SPE em microrganismos, porém esses
beneficios dependem de concentragdes adequadas, uma vez que o composto pode substituir as
ligagdes entre cations bivalentes na matriz de SPE, levando a quebra da estrutura polimérica
(Cui, Huang; Alam, 2021). Frutuoso et al. (2023) avaliaram os efeitos da adi¢do de sal para

maximizar a recuperagdo de recursos e relataram uma melhora na producdo de ALE com a
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adicdo apos a fase de granulagdo de até 7,5 g NaCl/L e notaram uma reducdo na producado
desse biopolimero com a adicdo de 10 g NaCl/L, fator que foi relacionado com a
fragmentac@o e colapso dos granulos.

Nesse contexto, uma possivel estratégia para acelerar o processo de granulagdo e
estimular a produ¢do de recursos, sem prejudicar a integridade dos granulos aerobios e a
estabilidade do sistema, é a adi¢do do sal em pulsos alternados, uma vez que o acréscimo
disperso de NaCl pode resultar em um estresse difuso ao longo da operacdo. Isso porque a
introducdo dispersa de NaCl pode gerar estresse difuso ao longo da operacdo, configurando-se
também como uma pressao de selecdo pouco reportada na literatura cientifica para LGA.

Considerando as questdes mencionadas, torna-se evidente a necessidade de
conduzir mais pesquisas para avaliar os efeitos da adicdo de concentragdes de NaCl, tanto de
forma continua quanto em pulsos, desde o momento da inoculag@o nos sistemas LGA. Este
estudo apresenta resultados importantes que contribuem para uma melhor compreensdo do
efeito do sal em dosagem continua ou em pulsos como estratégia de pressdao de selecdo para
acelerar a granulagdo, bem como para entender o comportamento do sistema LGA para

efluentes salinos.
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2 PERGUNTAS DE PESQUISA E HIPOTESES

2.1 Perguntas de Pesquisa

A adigdo de 2,5 g NaCl/L em sistemas LGA acelera o processo de granulagio?

A adigdo de 2,5 g NaCl/L em sistemas LGA tem influéncia na produgdo de ALE e
no desempenho do reator?

A adigdo de sal em pulsos alternados apresenta vantagens em comparagdo com a

adicdo continua de sal em sistema LGA?

2.2 Hipoteses

A dosagem de 2,5 g NaCl/L em sistemas LGA se apresenta como uma pressao de
selecdo que acelera a granulacdo, melhora a sedimentabilidade da biomassa, ndo afeta a
remocdo de nutrientes e estimula a produgdo de biopolimeros, devido ao estresse no sistema
causado pela adi¢do de sal. A adi¢@o de sal em pulsos alternados provoca estresse difuso ao

longo da operacgdo, resultando em uma maior pressao de selecdo ao longo do tempo.
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3 OBJETIVO GERAL E OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.1 Objetivo geral

Investigar a influéncia da adi¢do continua de sal ¢ em pulsos salinos na
granulagdo, no desempenho, na producdo de biopolimeros e na microbiologia em sistemas

LGA, assim como avaliar a estabilidade operacional de reatores LGA para efluentes salinos.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar o efeito da adicdo de sal na formacgdo, estabilidade e caracteristicas
fisicas de granulos aerdbios;

e Avaliar o efeito da adi¢do de sal na remocgao de nutrientes;

e Verificar a produc¢do da matriz de SPE;

e Analisar o potencial de recuperacdo de ALE a partir da biomassa granular
aerdbia com a adigdo de sal;

e Verificar a dinamica populacional microbiana nos sistemas LGA operados com

presenca de salinidade.
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 Aplicaciio da tecnologia de lodo granular aerébio

O lodo granular aerobio (LGA) ¢ apresentado como uma variagdo do lodo ativado
desenvolvido principalmente em reatores em bateladas sequenciais (RBS) (Morgenroth et al.,
1997). E importante salientar que o lodo granular foi originalmente descrito em sistemas de
reatores anaerobios em 1980 (Lettinga et al., 1980). Apenas no final da década de 1990, a
primeira observacdo em sistemas aerobios ocorreu em escala de laboratorio utilizando um
RBS (Morgenroth ef al., 1997). Por mais de uma década, a empresa Royal Haskoning DHV
trabalhou em colaboragdo com a Universidade de Tecnologia de Delft para expandir os
resultados obtidos em escala laboratorial para instalacdes em escala piloto e real, resultando
na tecnologia nomeada comercialmente como Nereda® (Giesen et al., 2013).

O primeiro prototipo Nereda® foi implementado em 2005 em escala industrial e
posteriormente foi ampliado para tratamento de efluente sanitario (Pronk ef al., 2015a). Em
2011, na cidade de Epe, na Holanda, foi inaugurada a primeira ETE de LGA em escala real
para o tratamento de esgotos sanitarios (Giesen et al., 2013). A partir de entdo, varias estagdes
de tratamento de esgoto sanitario e industrial foram construidas, e outras estdo em etapa de
construcdo em diferentes paises. Segundo Hamza et al. (2022), até o ano de 2021, mais de 75
ETEs de LGA estavam operando em todo o mundo. Dessa forma, tendo em vista o aumento
significativo das instalagdes de grande porte das ETEs de LGA nas tultimas duas décadas,
prevé-se que, em um futuro proximo, havera uma maior adogdo global dessa biotecnologia em
aplicagdes em grande escala.

No Brasil, a empresa Foz do Brasil (atual BRK Ambiental) realizou em 2013 um
Acordo de Cooperagdo técnica com a Royal HaskoningDHYV, com o objetivo de desenvolver
projetos para unidades de tratamento de esgotos sanitarios de LGA no pais (Roberti, 2018).
Como resultado, a primeira estacdo construida foi a ETE de Deodoro no Rio de Janeiro,
operacionalizada desde 2016. Atualmente existem doze ETEs utilizando essa tecnologia no
Brasil, em etapa de projeto, implanta¢do ou operagdo (Royal Haskoningdhv, 2023).

Conforme estudo realizado na ETE Garmerwolde, na Holanda, que trata aguas
residudrias domésticas, o gasto de energia apresentado foi de 58-63% inferior a média das
estacOes de tratamento de lodo ativado existentes na Holanda (Pronk er al., 2015a). Apesar
disso, como a tecnologia LGA requer sistemas mais sofisticados e operadores especializados,

o custo de implantacdo ¢ na maioria das vezes superior as tecnologias de baixo custo do
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tratamento de aguas residudrias. Os projetos de ETEs no Brasil com a tecnologia LGA (Tatu e
Jardim Novo) foram avaliados por Rollemberg (2020), ¢ foram obtidos custos per capita de
implantagdo em torno de R$ 210,00/hab (US$ 42,00/hab). Todavia, é relevante destacar que
esses dados sdo preliminares e, portanto, se faz necessario realizar analises econdmico-

financeiras mais detalhadas.

4.2 Caracterizagido do lodo granular aerébio

Durante o primeiro workshop sobre lodo granular aerdbio organizado na
Alemanha em 2004, o conceito de granulos aerobios foi definido como agregados
microbianos que ndo coagulam em condi¢des de cisalhamento hidrodindmico reduzido e
sedimentam notavelmente mais rapido do que os flocos de lodo ativado (De Kreuk; Kishida;
Van Loosdrecht, 2007). A estrutura compacta ¢ densa do granulo aerébio proporciona uma
excelente capacidade de sedimentagdo, conforme mostrado pela determinagdo do indice
volumétrico de lodo (IVL), implicando em resultados muito proximos para o IVL apos 5, 10 e
30 minutos. A diferenga entre os valores de IVL registrados apds 5 ¢ 30 min (IVLs e IVL3) de
sedimentacdo tem sido utilizada para distinguir o floco de lodo ativado do lodo granular
aerobio (Franca er al., 2018). Além disso, outras caracteristicas diferenciam essas duas

tecnologias, como apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 — Comparagao entre as principais caracteristicas de lodo ativado e de lodo granular.

Parametros Lodo granular aerébio Lodo ativado
Tamanho 0,2 5,0 mm <0,2 mm
Formato Regular e esférico Irregular e
filamentoso
Estrutura Zonas aerobias, Zona aerobia
anaerobias e anoxicas
Grau de compacidade e densidade Alto Baixo
Indice volumétrico de lodo (IVL) ~ IVL3y <80 mg/L,com  IVLso> 100 mg/L,
IVLs = IVL30 com IVLs # IVL30
Velocidade de sedimentagdo 10— 90 m/h <10 m/h
Tolerancia a compostos toxicos Alta Baixa

Fonte: Nancharaiah; Reddy (2018).

As caracteristicas da biomassa granular aerdbia oferecem vantagens em relagdo ao

lodo ativado, uma vez que proporcionam uma redugdo no tamanho do reator, no consumo
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energético ¢ no impacto ambiental (Bou-Sarkis er al., 2022). Devido a sua excelente
capacidade de sedimentagdo, o sistema de LGA permite a produgdo de uma biomassa mais
concentrada, o que favorece a separagdo solido-liquido e permite um projeto de reator mais
compacto, que pode ser operado em bateladas sequenciais sem a necessidade de um
decantador secundario (Franca et al., 2018). Os granulos exibem forma regular, lisa e esférica
(Nancharaiah; Reddy, 2018). Além do mais, o sistema LGA apresenta uma comunidade
microbiana mais diversificada, incluindo microrganismos de crescimento lento, o que reduz a
produc@o de lodo excedente (Liu; Tay, 2007).

Os granulos aerdbios apresentam uma estrutura tridimensional que forma
gradientes de oxigénio dissolvido ¢ de substratos em sua diregdo radial, resultando em uma
estratificagdo em camadas no mesmo granulo (Liu et al., 2010). Assim, os granulos aerdbios
sdo considerados como uma estrutura microbiana em camadas (Figura 1), constituida por uma
camada externa aerdbia que contém organismos heterotroficos e autotréficos nitrificantes,
juntamente com um nucleo andxico ou anaerobio que contém organismos desnitrificantes e
anaerobios (Winkler ef al., 2013). Esses microambientes criam condi¢des para a existéncia de
diversas populagdes bacterianas, as quais desempenham fungdes especificas no processo de

biodegradagao de poluentes (De Kreuk; Pronk; Van Loosdrecht, 2005).

Figura 1 — Estrutura do floco de lodo ativado (A) e do granulo aerdbio (B).

Organismos: o
OAFs Aerobia

Nitrificantes Anaerdbia

Fonte: Adaptado de Winkler et al. (2013).

A estrutura fisica forte, compacta ¢ em camadas, caracteristica do LGA,
desempenha um papel fundamental na capacidade de tolerancia a altos niveis de toxicidade e

de choque, além de permitir a resisténcia a efluentes de alta concentragdo (Liu; Tay, 2004).
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Sendo assim, o sistema LGA oferece a possibilidade de remogdo de carbono orgéanico,
nitrogénio, fosforo, micropoluentes, compostos xenobidticos, recalcitrantes ou toxicos e ions

metalicos (Nancharaiah; Reddy, 2018).

4.3 Processo de granulacio aerdbia

A formacdo de granulos aerdbios ¢ considerada um processo complexo, com
interacgdes fisico-quimicas e bioldgicas. De acordo com Liu et al. (2005), a granulagdo aerdbia
pode ser compreendida como uma jungdo de células por meio de um processo de imobilizagéo,
formando uma associagdo multicelular estavel e continua. A auto imobilizagdo microbiana é
induzida por condi¢cdes de estresse ambiental, envolvendo cisalhamento fisico, interacdes
fisico-quimicas ou bioquimicas e ainda por mecanismos de atragdo microbiana (Liu; Tay,
2002). O floco de lodo ativado convencional é o mais utilizado como indculo, com a intengdo
de promover a partida do processo de formagdo de granulos aerobios (Lee et al., 2010).
Segundo Zita e Hermansson (1997), os microrganismos presentes no lodo ativado sdo
importantes para a granulagdo aerdbia, especialmente pela sua caracteristica de
hidrofobicidade.

Diversas pesquisas tém se dedicado a compreensdo dos aspectos moleculares
envolvidos na formacdo de granulos aerébios, assim como a otimiza¢do das condi¢cdes de
operacdo do reator para promover o desenvolvimento dos granulos aerdbios (Han; Jin; Yu,
2022; Nancharaiah; Reddy, 2018; Zhang et al., 2019). O RBS tem sido considerado uma
configuragdo de reator adequada para granulagdo aerébia. A operacdo do sistema SBR ¢
normalmente realizada em cinco fases sucessivas: enchimento, reacdo, sedimentacdo, descarte
do efluente tratado e repouso (Singh; Srivastava, 2011). As caracteristicas do RBS, como
flexibilidade operacional, a capacidade de regular o descarte de lodo ¢ a presenca de forcas de
cisalhamento hidraulico uniformes proporcionam um ambiente favoravel para o processo de
granulagdo aerdbia (Franca et al., 2018).

Com base em analises de granulos em diferentes estagios de crescimento,
mecanismos de granulacdo foram postulados por Liu e Tay (2002), que propuseram um
modelo de granulagdo em quatro etapas:

1. Contato bactéria-a-bactéria para formar agregados por forcas hidrodinamicas,
difusionais, gravitacionais, termodinamicas e/ou mobilidade celular.

2. Atragdo inicial para manutengdo de contatos multicelulares estaveis por meio de

forcas fisicas (for¢a de Van der Waals, neutralizacdo de cargas opostas e for¢a termodinamica),
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quimicas (unido idnica, ligagdo de hidrogénio) ou bioquimicas (fusdo de membrana celular,
desidratagdo da superficie celular).

3. Melhora da adesdo microbiana pela producdo de substincias poliméricas
extracelulares (SPE), pelo crescimento de aglomerados celulares, alteragdo metabdlica e
competéncia genética induzida pelo ambiente.

4. Atuagdo da forg¢a de cisalhamento hidrodindmico para estabilizar a estrutura
tridimensional do granulo e continua sintese de SPE em resposta a parametros hidrodinamicos

externos relativos a configuragdo do reator ¢ condi¢des operacionais.

A Figura 2 resume os mecanismos envolvidos no processo de granulagdo aerobia.

Figura 2 — Mecanismos de formagdo de granulos aerdbios.

Mecanismos: Mecanismos: | Mecanismos:
a) Translocagdode a) Quorem a) Efeito das forgas
pratons sensing hidrodinamicas [p.
b) Meutralizacio da b) Sinais ex. vazdode are
carga da superficie ambientais agua)
¢) Hidrofobicidade da [ex.: b} Sintese de EPS
% superficie da célula limitagdo c] Formacdo de pontes

d) ForgadeVan der de N ibnicas

Q} 0 Walls d) Crescimentoda

dJ !:riom:alssa Zasmébia
o \ imobilizada Zona
andxicafanaerdbia
[] d? Zona nuclear com
0 % células mortas
0
Vol 0
: 0
N4 &5
Células Adesio Micro- Sintese de Maturagio Granulo maduro
microbianas células agregados | EPS

Fonte: Adaptado de Sarma; Tay; Chu (2017).

O processo de granulagdo pode ser categorizado em trés fases: aclimatagdo,
granulagdo e maturagdo. O desenvolvimento de granulos aerdbios geralmente leva mais de 30
dias quando se trata de aguas residudrias sintéticas, enquanto em aguas residudrias reais esse
periodo de formagdo do LGA ¢ ainda mais longo (Zhang et al., 2019). De acordo com estudos
(Adav et al., 2008; De Kreuk et al., 2005; Schwarzenbeck ef al., 2004) a granulagdo completa
no sistema LGA pode ser determinada quando a relagdo entre o IVL30 ¢ o IVLs se aproxima
de um e quando mais de 80% da biomassa apresenta granulos com tamanho de didmetro

superior a 0,2 mm.
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4.3.1 Fatores influentes na granulacio e estabilidade de lodo granular aerébio

O processo de granulagdo ¢ influenciado por diversos fatores que promovem a
agregacdo celular, portanto, devem-se criam condigdes operacionais ¢ ambientais especificas
no sistema RBS para fornecer uma combinagdo de condi¢des favoraveis para a formagdo de
granulos aerobios (Sheng et al., 2010). A tecnologia LGA enfrenta como principais desafios a
longa duragdo do processo de granulacdo e a baixa estabilidade granular (Hamza ef al., 2022).
Sendo assim, nas ultimas décadas, varias pesquisas tém estudado o impacto de diferentes
parametros operacionais na granulacdo e estabilidade dos granulos aerdbios, bem como
estratégias para acelerar a formacgdo de LGA.

Entre os fatores operacionais relatados para influenciar o processo de granulagdo e
estabilidade do LGA, estdo a pressdo de selecdo obtida através da alteracdo do tempo de
sedimentacdo (Liu; Tay 2015), a for¢a de cisalhamento hidrodindmica (Chen et al., 2007),
niveis de oxigénio dissolvido (Sturm; Irvine, 2008), carga organica volumétrica (Peyong et al.,
2012), relacdo alimento microrganismo (Li; Li; Yu, 2011), composicdo do substrato
(Rollemberg et al., 2019), alterndncia de periodos de feast-famine (Li et al., 2021), pH e
temperatura (Halim et al., 2016; Yang; Li; Lu, 2008).

O controle do tempo de sedimentacdo tem sido destacado entre esses fatores como
uma estratégia de pressdo de selecdo forte e eficiente para acionar o processo inicial de
granulagdo. Os sistemas de LGA sdo tipicamente operados com tempos curto de
sedimentacdo, de 2 a 10 minutos, permitindo selecionar agregados microbianos de rapida
sedimentagdo, enquanto o lodo com caracteristicas de baixa sedimentabilidade ¢ eliminado do
sistema (Nancharaiah; Reddy, 2018). Duas estratégias sdo usualmente usadas: uma consiste
em fixar um tempo de sedimentagdo bastante curto ¢ a outra envolve a redugdo gradual do
tempo de sedimentagdo (Zhang ef al., 2019).

Segundo o estudo de Qin, Lui ¢ Tay (2004), foi observada uma formagdo de
granulos sem a presenga de lodo floculento em um reator operado com um tempo de
sedimentac¢do de 5 minutos. Liu e Tay (2015) descobriram que o LGA granulou mais rapido
quando submetido a um tempo de sedimentag@o constante de 2 min em comparagdo com a
reducdo gradual do tempo de sedimentagdo de 10 para 2 min. Por outro lado, Gao (2007)
afirmou que, ao reduzir o tempo de sedimentacdo de 20 min diretamente para 2 min, a rapida
descarga de lodo resultou na formacdo de biofilme, o qual impactou negativamente na
formacg@o e desempenho do LGA. Portanto, o tempo de sedimentagcdo adequado desempenha

um papel significativo na formacdo de LGA.
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Outro fator fundamental é a for¢a de cisalhamento hidrodinamica, causada pela
aecracdo das bolhas, o qual resulta na producdo de SPE, na hidrofobicidade da superficie
celular e estimula as interagdes célula-célula, contribuindo para o inicio do processo de
formacdo de granulos (Nancharaiah; Reddy, 2018). Conforme mencionado por Liu e Tay
(2002), a formagao, estrutura e metabolismo da imobiliza¢do da comunidade microbiana estao
relacionados a forga de cisalhamento hidrodindmica nos reatores. Varios fatores podem afetar
o cisalhamento hidrodindmico, incluindo rela¢do altura/didmetro e intensidade de aerag@o
(Liu; Tay, 2015). Dessa forma, a forga de cisalhamento ¢ geralmente quantificada dividindo a
taxa de aeragdo sobre a area da se¢do transversal do reator, sendo expressa como a velocidade
do ar superficial de fluxo ascendente (Nancharaiah; Reddy, 2018).

Pesquisas iniciais indicaram que a presenca de uma elevada forca de cisalhamento
devido a ac¢do hidrodindmica da velocidade ascensional do ar, da ordem de 1,2 cm/s, favorece
a formacdo de granulos aerébios mais compactos, densos ¢ estaveis (Liu; Tay, 2002). Um
estudo subsequente mostrou que ¢ possivel formar LGA a 0,8 cm/s, mas os granulos
apresentaram formato irregular com estrutura fraca e resultaram em baixo desempenho e
instabilidade operacional (Chen ef al., 2007). Devlin et al. (2017) mostraram que a formacgao
de LGA ¢ realmente possivel em baixa velocidade ascensional do ar (valor de 0,41 cm/s) ao
tratar aguas residudrias de baixa resisténcia (340 mg DQO/L). Portanto, a for¢ca de
cisalhamento hidrodindmica possui um papel fundamental na formagdo dos granulos aerébios
e esta relacionada com outros parametros, como a demanda quimica de oxigénio solavel.

Estudos ja comprovaram a capacidade de formagdo de LGA em diferentes
concentra¢des de oxigénio dissolvido, desde niveis baixos, como 0,8 mg/L (Dangcong et al.,
2001), até 8 mg/L (Sturm; Irvine, 2008). Mosquera-Corral ef al. (2005) realizaram um estudo
para avaliar os efeitos de longo prazo de duas concentragdes de saturagdo de oxigénio (100%
e 40%) e constatou-se que a remogdo de nitrogénio aumentou de 8% para 45%, quando a
saturacdo de oxigénio foi diminuida para 40%. Contudo, os granulos comegaram a se
desintegrar e houve uma perda significativa de biomassa. Portanto, ¢ fundamental manter um
equilibrio adequado de oxigénio dissolvido para garantir a formacdo e manutengdo dos
granulos aerdbios, além de visar a economia de energia ¢ altas remogdes de nitrogénio.

Em relago a carga organica volumétrica (COV), Liu e Tay (2015) indicaram que
alta COV (8-12 kg DQO/ m*-d) promoveu uma rdpida formagio de granulos aerdbios (120-
180 h), contudo, apos cerca de duas semanas de operagdo, os granulos se tornaram fofos.
Peyong et al. (2012) observaram que valores baixos de COV (0,54 kg DQO/m?-d) causaram a

desintegracdo da biomassa granular aerobica. Em concentragdes baixas de COV, a presenca
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de bactérias filamentosas ¢ mais frequente, resultando na desintegracdo (Rollemberg et al.,
2018). Sendo assim, devido as variagdes nos resultados em relagdo a estabilidade dos granulos
com diferentes COV, pode-se concluir que ndo ha um valor fixo ideal para esse parametro, o
qual pode variar dependendo de outras condigdes operacionais do reator.

E fundamental que se associe a COV e a relagdo alimento/microrganismo (A/M),
que ¢ calculada dividindo a COV pela concentracdo de solidos suspensos volateis no reator
(De Gusmao, 2020). Isso se deve ao fato de que uma maior concentragdo de biomassa no
reator permite uma carga organica mais elevada para o tratamento. Li, Li e Yu (2011)
analisaram como a relagdo A/M influencia a formagfo, tamanho ¢ estabilidade do LGA.
Como resultado, uma alta razdo A/M (1,1 gDQO/gSSV-d) promoveu uma granulagdo mais
rapida e com maiores granulos, enquanto uma menor relagio A/M (0,3 gDQO/gSSV-d)
resultou em uma formacdo mais lenta e granulos menores. Embora razdes A/M mais altas
aceleram o inicio do processo de granulagdo, os autores sugeriram que essa relagdo deve ser
posteriormente reduzida para garantir a estabilidade dos granulos a longo prazo.

Estudos identificaram que diferentes composi¢des do substrato fornecido ao
sistema LGA, podem resultar em granulos com diferentes caracteristicas morfologicas e com
uma variedade de comunidade microbiana. Pronk et al. (2015b) avaliaram o impacto do
acetato, metanol, butanol, propanol, propionaldeido e valeraldeido na formagdo do LGA e
concluiram que quando substratos facilmente biodegradaveis ndo sdo convertidos em
polimeros de armazenamento por meio de processos anaerobios, isso pode ocasionar na
formacg@o de granulos instaveis. A pesquisa realizada por Layer et al. (2019), inferiu que o
reator com a composi¢cdo do substrato de 50% acetato e 50% propionato, obteve a formacdo
de LGA mais rapidamente. Ao operarem trés reatores com acetato, etanol e glicose como
fonte de carbono, Rollemberg et al. (2019) verificaram, com os resultados gerais, que o
acetato pode ser um substrato ideal para o cultivo de LGA.

O regime de alimentagdo feast/famine aplicado durante o ciclo operacional do
RBS consiste na alternancia de periodos de abundancia e escassez de substrato, e ¢
amplamente reconhecido como um fator importante para promover uma granulacdo aerobia
estavel. Em geral, as condigdes de fome (famine) prolongada favorecem bactérias capazes de
armazenar compostos de energia durante periodos de abundancia (feast), resultando em
granulos estaveis (Corsino et al., 2017). Li et al. (2021) operaram um sistema de LGA com
estratégia de fome periddica e um sistema com estratégia de abundancia (feast) continua, e
concluiram que o regime de alimentacdo feast/famine acelerou a formacdo de agregados

microbianos.
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A pesquisa conduzida por Lui e Tay (2008) concluiu que os granulos aerdbios
tiveram um desenvolvimento mais rdpido com periodos de escassez mais curtos em
comparagdo com periodos mais longos. No entanto, um tempo de escassez muito curto
prejudica a estabilidade dos granulos aerdobios a longo prazo. lorhemen et al. (2020)
constataram que a proporg¢do de 1:3 no periodo de feast/famine controlou o contetido de SPE
em um nivel adequado para garantir a estabilidade dos granulos aerdbios, com o sistema
funcionando por mais de 240 dias sem desintegracdo dos granulos.

O pH do meio interfere diretamente na atividade metabolica das bactérias
envolvidas na granulacdo aerébia. Um pH alcalino (pH 8) causa uma formagao mais lenta de
granulos dominantes por bactérias, enquanto o pH mantido numa faixa préoxima da neutra
favorece a granulagdo e o pH écido (pH 3) provoca uma rapida formagdo de granulos
dominados por fungos, apresentando uma estrutura mais fraca e, portanto, mais faceis de
sofrer desintegracdo (Hailei, et al., 2006; Yang; Li; Lu, 2008). Assim sendo, ¢ importante
monitorar e controlar o pH no reator para garantir condigdes ideais de granulagdo aerdbia.

Por fim, o fator temperatura também influencia na formacdo e estabilidade dos
granulos aerébios. Um estudo realizado por Halim et al. (2016) concluiu que a granulagdo em
um reator a 30 °C foi significativamente mais rapida em comparagdo com uma temperatura de
20 °C. Segundo o estudo de Kreuk et al. (2005), foi observado que a partida de um RBS em
escala de laboratorio a uma baixa temperatura (8 °C), resultou no crescimento de organismos
filamentosos e formagdo de estruturas irregulares, ocasionando a eliminacdo da biomassa. Por
outro lado, ao iniciar a operagdo do reator a uma temperatura de 20 °C e, posteriormente,

diminuir para 15 °C e 8 °C, ndo afetou a estabilidade dos granulos a longo prazo.

4.3.2 Estratégias para acelerar a formacio de lodo granular aerobio

Com o intuito de reduzir o processo de granulagdo, varias estratégias estdo sendo
estudadas nas ultimas décadas para acelerar a formacdo de LGA, como a adi¢do de cations
metalicos (Da Costa et al., 2020), adicdo de transportadores/substancias (Zhang et al., 2022),
adi¢do de coagulante/floculante (Chen et al., 2022) e a inoculagdo de bactérias floculantes ¢
pellets fungicos (Dong et al., 2022; Ghosh; Chakraborty, 2021). Apesar de implicar em um
aumento nos custos operacionais, a implementacdo dessas estratégias eficazes para promover
a granulagdo mais rapida de LGA tem mostrado um enorme potencial de aplicagdo (Han et
al., 2022).

A literatura tem relatado que cations metalicos, como Mg**, Ca?*, Fe*" ¢ AI**
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aceleram o processo de granulacdo de LGA (Cui; Hang; Alam, 2021; Da Costa et al., 2020;
Ren et al., 2018). Os cations desempenham um papel fundamental como nucleos inorganicos
na adesdo microbiana durante a fase inicial da granulagdo, ligando-se a SPE e acelerando a
formacdo de granulos aerdbios (Cui; Hang; Alam, 2021). Ren et al. (2018) relataram uma
granulagdo mais rapida de LGA ap6s a adi¢do de 0,5 mg/L de Fe?" (16 dias), em comparagio
com o reator controle (22 dias). Wang et al. (2012) observaram que o periodo de formagdo de
LGA em baixa temperatura (10+1°C) foi reduzido significativamente de 73 para 30 dias
adicionando, 21 mg/L de AI** e 19 mg/L de Mg?".

A adigdo de transportadores/substancias também pode acelerar a formagdo de
LGA, atuando como nucleos para adesdo celular inicial e promovendo a adesdo mais rapida
de microrganismos e a granulacdo do lodo floculento (Han et al., 2022). Conforme indicado
por Liang et al. (2019a), a adi¢do de 3,5 g/L de carvdo ativado granular (0,240,025 mm)
acelerou a formagdo de granulos aerdbios em 12 dias. Zhang et al. (2022) descobriram que o
reator com adigdo de 2 g de biochar de lodo, formou granulos aerébios duas semanas antes do
reator controle. Liu et al. (2019a) observaram que a adicdo de microp6 de lodo reduziu os
microrganismos filamentosos, melhorando a sedimentabilidade, além de estimular a producio
de SPE, resultando em granulos maiores e mais estaveis.

Adicionalmente, o uso de coagulante/floculante inerte também tem sido foco de
pesquisa para promover a granulagdo mais rapida de LGA. Isso se deve as propriedades do
coagulante/floculante, que reduzem a carga, diminuem a energia potencial e favorecem a
floculag@o/granulagdo do lodo ativado (Han et al., 2022). Os resultados de Liu et al. (2019b)
sugeriram que tanto o cloreto de polialuminio (PAC) quanto o sulfato de aluminio (SA)
facilitaram a granulacdo ao melhorar as propriedades fisico-quimicas do lodo. Chen et al.
(2022) concluiram que a adigdo de PAC nas concentragdes de 50 mg/L (R1), 100 mg/L (R2) e
400 mg/L (R3) ajudou na formagdo de granulos aerdbios. O tempo mais curto para a formagdo
dos primeiros granulos foi de 4 dias em R3, seguido por R2 no sétimo dia e R1 no décimo dia.

Outra estratégia que estd sendo amplamente estudada ¢ a inoculagdo de
microrganismos especiais, como bactérias floculantes e fungos filamentosos. A inoculagdo de
bactérias floculantes promove a autoagregacdo ou atua como uma ponte entre consorcios
coagregantes, resultando na formagdo rdpida de agregados microbianos e acelerando a
granulagdo de LGA (Han et al., 2022). Ao analisarem inoculagdo de Brevibacterium
paucivoransestirne SG001 e Staphylococcus hominisestirpe SG003, os autores observaram
granulos com o tamanho de 0,2-0,3 mm em 10 dias e ap6s 21 dias os granulos amadureceram

¢ apresentaram tamanho de didmetro de 1,43+0,01 e 1,56+0,05 mm, respectivamente
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(Ghosh; Chakraborty, 2021).

Os fungos inoculados como pellets podem desempenhar o papel de nucleo e
estrutura central para adsorver outros microrganismos, resultando na aceleracdo da formagao
de granulos aerébios (Han er al., 2022). O estudo realizado por Dong er al. (2022),
demonstrou que a inoculacdo de pellets fungicos de Phanerochaete chrysosporium encurtou
efetivamente o tempo de granulacdo aerdbia de 32 para 20 dias. Chen ef al. (2020) estudaram
uma estratégia combinada utilizando pellets fangicos (Aspergillus tubingensis) ¢
nanoparticulas de Fe3Os4 revestidas com SiO», na concentracdo de 0,5 g/, com o objetivo de
acelerar a formag@o de LGA. Os resultados indicaram que os granulos fingicos modificados
com as nanoparticulas de Fe3O4 tiveram um efeito superior na agregacdo do lodo floculento

em comparacao aos pellets sem modificagdes.

4.4 Mecanismos de remocio envolvidos na granulacio

O LGA demonstra a capacidade de realizar simultancamente alguns processos
biologicos, tais como degradagdo de matéria organica, nitrificagdo, desnitrificagdo e remogéo
de fosforo, principalmente devido a coexisténcia de populagdes variadas de microrganismos
heterotroficos, nitrificantes e desnitrificantes (Liu; Tay, 2004). A remog¢do convencional de
nitrogénio requer as condi¢des alternadas aerdbias, andxicas e anaerdbias. Logo, é essencial
alternar entre periodos de baixa e alta concentracdo de oxigénio dissolvido para alcangar a
remogdo total de nitrogé€nio (Nancharaiah; Reddy, 2018).

Durante o processo de tratamento, o nitrogénio pode se apresentar em diversas
formas e em distintos estados de oxidacdo, que incluem a amonia ndo ionizada (amoénia livre)
(NH3), a amonia ionizada (ion amdnio) (NH4"), o nitrogénio gasoso (N2), o fon nitrito (NO2")
e o fon nitrato (NO3). Nos efluentes de esgotos domésticos brutos, as formas predominantes
sdo a amdnia e o nitrogénio organico (uréia, aminoacidos e outras substancias organicas com
o grupo amino). Ocasionalmente, ocorrem tracos de formas oxidadas do nitrogé€nio, como o
NO; e, principalmente, NO3™ (Von Sperling, 2014).

O processo de remocdo de nitrogénio em aguas residuarias consiste basicamente
em duas etapas distintas. A primeira é a nitrificagdo, onde o NH4" é oxidado a NO>” num
processo denominado nitritagdo, e posteriormente oxidado a NOs", num processo chamado
nitratagdo, pelas bactérias oxidadoras de amonia (BOA) e pelas bactérias oxidadoras de nitrito
(BON), respectivamente (Von Sperling, 2014). As bactérias envolvidas no processo de

nitrificacdo sdo autotroficas, pois utilizam o didxido de carbono como sua fonte de carbono e
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dependem do oxigénio dissolvido para realizar a oxidagdo de compostos inorganicos e obter
energia necessaria para suas atividades celulares (Metcalf; Eddy, 2016).

A segunda fase ¢ identificada como desnitrificagdo, que € um processo andxico
realizado por bactérias heterotroficas desnitrificantes, usando o NO»™ e/ou NO3™ como aceptor
de elétrons. Neste processo, o0 NO3™ é reduzido a NO» e, posteriormente, a 6xido nitrico (NO),
6xido nitroso (NOz) e, por fim, N> (Von Sperling, 2014). A maioria dessas bactérias
desnitrificantes sdo organismos facultativos aerdbios que possuem a habilidade de utilizar
oxigénio, NOs3™ ou NO;". Além disso, alguns deles sdo capazes de realizar fermentagdo quando
NOs™ ou oxigénio ndo estdo disponiveis (Metcalf; Eddy, 2016).

Os processos de nitrificacdo e desnitrificagdo simultdneas podem ocorrer em
granulos aerdbios devido a presenca das zonas aerdbias nas camadas externas e zonas
andxicas abundantes em substrato nas regides mais internas desses granulos. A nitrificagdo
acontece nas camadas aerdbias exteriores do granulo, enquanto a amonia ¢ convertida a NOs",
o qual posteriormente ¢ difundido até o interior deste, onde ¢ usado como aceptor de elétrons
para a manutengdo e crescimento celular em substrato de carbono, por meio da desnitrificacdo
(Franca et al., 2018). O oxigénio dissolvido no licor misto, o tamanho dos granulos, a
disponibilidade de doadores de elétrons e a atividade microbiana, por exemplo, podem
influenciar a nitrificagdo e desnitrificagdo simultaneas (Coma et al., 2012).

A remocdo biologica de fosforo baseia-se na capacidade de algumas bactérias
heterotroficas realizarem o processo de bioacumulac@o, o qual consiste no acimulo de fosfato
em suas células, na forma de polifosfatos, em condi¢des 6timas para seu crescimento e
metabolismo (Wang et al., 2008). Esse processo de remogdo também ocorre em condigdes
alternadas; em condigdes anaerdbias, a matéria organica é absorvida pelos organismos
acumuladores de fosforo (OAFs) usando a glicolise do glicogénio intracelular e a clivagem do
polifosfato para conservar energia e estocar polihidroxialcanoatos (PHA). Nas condicdes
aerobias ou anoxicas, os OAFs usam a energia proveniente do metabolismo dos PHA para
acumulagdo de polifosfato no interior da célula, efetivamente removendo fosfato das aguas
residuéarias (Figura 3) (Coma et al., 2012).

O fosforo também pode ser capturado em ambiente anodxico, pela atividade dos
organismos desnitrificantes acumuladores de fosfato (ODAFs) que possuem atividade
metabolica semelhante aos OAFs. Entretanto, além de estarem envolvidos nos processos de
remocgdo de fosforo, também auxiliam nos processos de remocgdo de nitrogénio, diferenciando-
se dos OAFs por utilizarem nitrato ou nitrito disponivel no meio como aceptor de elétrons

(Figura 4) (Von Sperling, 2014). Dessa forma, a agdo destes microrganismos promove a
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remogdo simultanea de nitrogénio e fosforo, processo comum em RBS com LGA.

Figura 3 — Esquema representativo dos processos envolvidos no metabolismo dos OAFs.
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Fonte: Adaptado de Bech (2011).

Figura 4 — Esquema representativo dos processos envolvidos no metabolismo dos ODAFs.
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Fonte: Adaptado de Bech (2011).

Por Ultimo, os mecanismos responsaveis pela remoc¢do de matéria organica, na
forma de carbono soluvel e quantificada pelo parametro demanda quimica de oxigénio (DQO)
envolvem principalmente os organismos heterotroficos (OH) e os organismos acumuladores
de glicogénio (OAGs) (Rollemberg et al., 2018). Os diferentes processos ocorrentes no
interior do granulo apresentam variagdes ao longo do ciclo operacional, devido a alimentac@o

sequencial do reator ¢ a alternancia entre periodos de abundancia e escassez de substrato.
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Ap0s a etapa de alimentagdo do sistema, ocorre um aumento na concentragdo do
substrato orgénico, o qual se difunde completamente pelo interior dos granulos. Entdo, ocorre
uma conversdo parcial desse substrato, que ¢ armazenado na forma de polimeros, como os
polihidroxibutiratos (PHBs) (Wagner, 2015).

Nas regides mais internas, esses PHBs ficam disponiveis para servir como fonte
de carbono no processo de desnitrificagdo, auxiliando na remog¢ao de nitrogénio. Durante a
fase anaerobia do ciclo, a maior propor¢do da DQO ¢ absorvida pelos microrganismos,
especialmente pelos OAGs, que armazenam o carbono sob a forma de polimeros
intracelulares. Ja durante a fase aerdbia, esses microrganismos oxidam os polimeros
previamente acumulados (Wagner, 2015). A Figura 5 ilustra de forma evidente as diferentes
zonas existentes nos granulos, os microrganismos predominantes em cada uma dessas zonas e

os processos envolvidos na remog¢ao de nutrientes.

Figura 5 — Esquema de transformag@o dos nutrientes no granulo.
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Fonte: Adaptado de Winkler et al. (2015).

4.5 A matriz de SPE

As SPE sdo uma combinacdo complexa de polimeros de alto peso molecular
excretados por microrganismos apds a lise celular, juntamente com matéria organica ¢
inorganica adsorvida de aguas residudrias (Huang et al., 2022). A matriz SPE ¢ componente

chave para formagdo de granulos, cuja estrutura é complexa, formada principalmente por
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proteinas (PN), polissacarideos (PS), acidos nucléicos e acidos humicos (Felz et al., 2019).
Em grande parte das pesquisas, PN total e PS total sdo identificados como os principais
constituintes da matriz SPE, sendo PN relatada como mais dominante em relagdo a PS (Liu et
al., 2021; Oliveira et al., 2020; Wang et al., 2021). Tanto PN quanto PS sdo indispensaveis
para manter a estrutura de reticulacdo de SPE (Li et al., 2020).

Seviour et al. (2019) afirmam que as SPE s3o provenientes de diversos membros
da comunidade microbiana, ¢ um organismo especifico pode produzir diferentes polimeros,
dependendo do tempo ou das condigdes operacionais do reator. Além disso, ¢ mencionado que
as SPE produzidas por uma determinada populagdo microbiana podem permanecer por um
longo periodo mesmo apds o desaparecimento dessa populagdo. A maior parte das SPE séo
produzidas durante a presenga de alimento, enquanto na auséncia de substrato, as bactérias
tendem a consumir essas substancias poliméricas como fonte de carbono e energia para a
respiragdo endogena (Corsino et al., 2015).

As SPE s3o responsaveis por garantir a estabilidade mecanica e suporte que
permitem que as células de biofilme estabelegam consorcios sinérgicos, melhorem a absorgdo
de nutrientes e a retengdo de agua, e ainda atuem como ambiente de reciclagem de nutrientes
(Adav et al., 2008). Além do mais, a matriz SPE age como uma barreira defensiva,
protegendo contra pressdes ambientais, como por exemplo, estresse osmotico, temperatura,
pH, variacdo da concentragdo de substratos e presenca de componentes toxicos (Freitas;
Torres; Reis, 2017). Portanto, devido a esses fatores, as SPE sdo fundamentais na formacgao de
granulos e na manutencdo da estabilidade desses agregados.

Diversos estudos tém como foco a determinagdo e caracterizacdo da matriz de
SPE, assim como as contribui¢cdes das proteinas, polissacarideos e outros componentes da
SPE na estabilidade estrutural no LGA. Wang et al. (2021) propuseram que conjugados PS e
PN na matriz SPE dominam a estabilidade granular, afetando as interagdes de hidrofobicidade
e o sistema de ligagdes de hidrogénio. Ding ef al. (2019) verificaram que ndo houve altera¢des
significativas no crescimento do biofilme quando este foi submetido a hidroélise por a-amilase
¢ B-amilase, sugerindo que PN desempenham um papel dominante na formagdo do biofilme
em vez de PS. J& na pesquisa conduzida por Yang ef al. (2019), constatou-se que a
viscosidade e o teor de PS resultam em alta fixacdo microbiana.

A quantidade e a composicdo do SPE extraido do LGA podem variar
significativamente de acordo com a metodologia empregada, do tipo de lodo e das condigdes
de operagdo do reator (Felz ef al., 2016; Li et al., 2020). No estudo de Li et al. (2020), os

resultados mostraram que o método que combina ultrassom e resina de troca catidnica, foi
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mais eficaz na extragdo de SPE em nivel de microesferas, enquanto o método ultrassom-
NaOH-aquecimento foi mais eficaz na extragdo de SPE em nivel granular. Felz et al. (2016)
concluiram que a quantidade de SPE recuperada por Na;CO; foi a maior do que os demais
métodos estudados e mais de 20 vezes a obtida por centrifugacdo. Além disso, o rendimento
total de SPE da extracdo de Na>CO; ¢ aprimorado ainda mais por extragcdes multiplas.

A medida que os estudos progridem, novos tipos de SPE sio reveladas e
recuperadas por meio de métodos de extracdo distintos dos convencionalmente utilizados.
Pronk et al. (2017) extrairam uma substancia polimérica extracelular solivel em écido a partir
de LGA predominantemente composto por bactérias Defluviicoccus sp., em um reator
alimentado com acetato e operado a uma temperatura de 35°C. Diferentemente das
tradicionais condigdes de extracdo alcalina, foi necessario empregar acido acético para
dissolver os granulos e solubilizar a estrutura polimérica. Sendo assim, a pesquisa demonstrou
que ndo existe um método unico de extragdo para todas as SPE estruturais possiveis, sendo
necessario desenvolver abordagens especificas conforme o tipo de granulo ¢ SPE de interesse.

Teoricamente, algumas fung¢des, propriedades e constituintes da matriz de SPE do
biofilme sdo conhecidas, mas sua composi¢do exata e a contribui¢do na cinética de conversao
de materiais e transformagdes bioquimicas ainda sdo pouco claras (Boltz et al., 2017). A
auséncia de informagdes sobre as caracteristicas fisicas e quimicas de SPE restringe a
capacidade de otimizagdo dos processos de biofilme e dificulta o avango no setor de
tratamento de esgoto rumo a uma economia circular e a recuperacdo de recursos (Seviour et
al., 2019). Diante disso, e tendo em vista a ampla diversidade de polimeros que podem ser
recuperados por meio de métodos consolidados ou inovadores, a condugdo de pesquisas
acerca de SPE ¢ de grande relevancia. Portanto, compreender a matriz de SPE resultara em
estratégias mais eficientes para recuperar bioprodutos e gerenciar biofilmes em sistemas

biolégicos de tratamento.

4.6 Recuperacio de biopolimeros extracelulares

As atuais ETEs confrontam o desafio de aprimorar a eficiéncia do tratamento,
enquanto se comprometem com a sustentabilidade dos processos e a busca pela recuperagéo
econdmica dos recursos provenientes do excesso de lodo gerado. A medida que os custos de
produgdo e fabricagdo continuam a aumentar ¢ os recursos se tornam escassos, alguns dos
quais sdo finitos, a aten¢do tem se voltado para a transformagdo das ETEs em biorrefinarias

(Hamza et al., 2022). Diversas possibilidades estdo disponiveis para o gerenciamento do lodo
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excedente, e uma delas ¢ a producdo e recuperacao de biopolimeros extracelulares, como por
exemplo, o ALE (De Carvalho et al., 2021).

Como os sistemas de LGA sdo normalmente operados em tempos de retencdo de
solidos mais prolongados, a quantidade de lodo produzido deste processo ¢ menor a do lodo
ativado, contudo, a quantidade de LGA residual ainda ¢ grande nas estacdes de tratamento
(Guo; Van Lier; De Kreuk, 2020). De acordo com o estudo de Kehrein ef al. (2020), uma
simulagdo realizada em uma ETE na Holanda, que utiliza seis reatores LGA em paralelo,
indicou que era possivel recuperar mais de 3 toneladas de SPE diariamente. Essa estimativa
foi baseada no tratamento das aguas residudrias de uma populacdo equivalente a 308 mil
habitantes, assumindo que ndo houvesse perdas durante o processamento do polimero.

Dessa forma, ¢ possivel identificar uma quantidade consideravel de recursos na
forma de polimeros extracelulares presente no excesso de lodo granular, cuja obtencdo seria
altamente benéfica para a recuperagdo de biomateriais de grande valor. Nessa perspectiva, é
fundamental realizar mais estudos a fim de avaliar a produgdo ¢ as possiveis aplicagdes dos
biopolimeros do LGA, bem como definir a viabilidade econémica da extragdo e

comercializagdo de produtos biologicos derivados do LGA.

4.6.1 Exopolimeros semelhantes ao alginato (ALE)

O alginato ¢ um polissacarideo formado por varias propor¢des dos mondmeros
acidos B-D-manurdnico e a-L-gulurdnico, sendo que a proporgao, distribuicdo e comprimento
de blocos dos residuos de acidos manurdnicos (M) e gulurdnicos (G) determinam as
propriedades quimicas e fisicas das moléculas de alginato (Lin et al., 2010). Principalmente
derivado de algas marrons e bactérias, o alginato ¢ caracterizado como um polimero linear
anidnico e hidrofilico de origem natural (Zazzali ef al., 2019). O alginato com predominancia
de unidades G possui uma estrutura molecular rigida, ao passo que o alginato com uma maior
quantidade de unidades M apresenta uma estrutura flexivel (Vold; Kristiansen; Christensen,
2006).

Devido principalmente a sua capacidade de formar hidrogéis em presenca de
citions divalentes, como Ca** e Mg**, o alginato pode ser empregado como espessante nas
industrias alimenticia e té€xtil, como agente gelificante para encapsulagdo de medicamentos e
fabricagdo de curativos, bem como um agente formador de filmes para preservacdo de
alimentos e producdo de papel (Cao et al., 2020). A principal fonte de alginato em escala

comercial sdo as espécies Laminaria hyperborea, Macrocystis pyrifera, Ascophyllum



39

nodosum ¢ Lessonia (Gao et al., 2018). Embora ndo seja competitiva comercialmente, a
producdo de alginato pelas bactérias do género Azotobacter ¢ Pseudomonas em condi¢des
controladas esta sendo investigada e demonstra viabilidade (Hay ef al., 2013).

Em LGA, foram observados que SPE apresentam capacidade de formar hidroggéis,
por meio da formacdo de uma rede polimérica reticulada que possibilita a gelificagdo (Lin et
al., 2010). Esses hidrogéis sdo considerados componentes essenciais para o processo de
granulagdo e contribuem significativamente para a resisténcia dos granulos aerdbios,
conforme destacado por Yang et al. (2014). Nesse cenario, o interesse em descobrir polimeros
presentes em SPE que permitam a formacdo de gel tem sido crescente, levando a pesquisas
para entender o processo de granulacdo assim como a recuperacao desses recursos.

A matriz extracelular do LGA contém exopolimeros semelhantes ao alginato
(ALE), que também formam hidrogel na presenca de cations divalentes, contribuindo
significativamente para a estrutura hidrofobica, compacta e resistente do LGA, apresentando
caracteristicas semelhantes as do alginato comercial (Lin et al., 2010). No processo de
recuperagdo de ALE, o método de extracdo alcalina com carbonato de sédio (Na2COs3) em
altas temperaturas, forma uma matriz gelatinosa e tem sido amplamente utilizado em
pesquisas cientificas (Dos Santos et al., 2022; Felz et al., 2016; Frutuoso et al., 2023; Meng et
al., 2019; Rollemberg et al., 2021). Esse processo ¢ similar a extracdo de alginato de algas
marrons ¢ se fundamenta nas propriedades de solubilidade desse composto.

Diferentes condigdes de operacdo dos sistemas LGA podem influenciar na
producdo de ALE. De acordo com a pesquisa conduzida por Rollemberg et al. (2021), foi
relatado que uma fase andxica curta e um tempo de retengdo de lodo em torno de 10 dias
resultaram em um aumento do conteido de ALE. Além disso, um aumento da rela¢do de
carbono para nitrogénio (DQO:N) também apresentou um efeito positivo na produgdo desse
biopolimero; contudo, quando a razdo atingiu o valor de 30, ocorreu uma queda na produgao.
Dos Santos et al. (2022) investigaram o impacto da fonte de carbono durante a granulagio e
obtiveram resultados significativamente maiores na producdo de ALE utilizando propionato
em comparagdo com glicerol, glicose e sacarose. A Tabela 2 apresenta os pardmetros
operacionais e a producdo de ALE obtida em diferentes sistemas de LGA.

Um estudo realizado por Sarvajitha e Nancharaiah (2023), avaliou que o ALE foi
o biopolimero dominante na matriz SPE, apresentando um teor de 44% no LGA, 32% no lodo
ativado convencional ¢ 39% no RBS de lodo ativado. Nota-se, portanto, que a produgdo de
ALE em sistemas de LGA ¢ maior quando comparada com os sistemas de lodo ativado. Essa

constatagdo ressalta a oportunidade de recuperar o ALE como um biomaterial de alto valor
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agregado, aproveitando-o como um recurso renovavel no processo de LGA. Sendo assim, essa
abordagem estd se destacando como uma tendéncia com grande potencial, apresentando
oportunidades para beneficios tanto no aspecto ambiental quanto no econdomico.

O ALE ¢é um valioso produto de base bioldgica que possui potencial uso nas
industrias (Ferreira et al., 2021; Rollemberg et al., 2021). Esse biopolimero pode ser usado no
setor téxtil, como um biossorvente sustentavel para remog¢do de corantes de solugdes aquosas.
No estudo conduzido por Ladnorg et al. (2019), a remogdo de azul de metileno em aguas
residudrias sintéticas atingiu 69% ao utilizar esferas de ALE ¢ 79% ao empregar esferas de
alginato. Outra aplicabilidade do ALE ¢ como material de revestimento retardador de chama,
pois possui boas propriedades de resisténcia ao fogo (Kim et al., 2020). Além disso, o ALE
também pode ser usado como um condicionador de solo para melhorar a retengdo de

nutrientes e a capacidade de retencdo de 4gua em ambientes semiaridos (Wang et al., 2018).



(1200) v 12

18w ¢-1 :a0

unu | :031e0sd(q
U G-()7 :0BSBIUdWIPAS
U QT -09Xouy

(1/8w 00S)
OIPOS dp 0JBJE

%0S “BOLIQWIN[OA BOOI],
T 9°L PWN[OA

S1oquiayioy otc ot ot el U ¢z¢-01¢ -01qoIey
:[EUOTSUSOSE [ A :00TQ)UTS OJUSN[JH [eLI0JRIOqR] B[EOSH
U 09 -o1qo1eeuy
Ui ()9 :ogdejuswIy
U 9 :9)1e0S9(J
UT ()¢ 0BIRJUSWIPIS 2559 BOLIQUWIN[OA BOOI],
(0202) ‘1w 42 . . (/3w €8T F €15) ° .
LTF9¢T - 11 9[0nuod WS -dO Ul 0 ¢ -00Xouy TOIT -ownoA
NooquIeyoS 00T)SQUIOP JJUONFH
Un ¢ 1019010V ojorid ereosyg
Ui ()9 :ogdejuswIy
urw ¢ :osnoday T/IDBN
U 7 :9)1e0S9(] 8 (1 woo opeuordIpE 2%0S
(6102) ) UIW § :0B3LIUSWIPS (1/8w 009) "BOLIQUWIN]OA BOOI],
‘v 12 SUOIN ovl 0c ? M 6°L A0 ur g1 :01qoI0Vy 01pos 7 Z :ownjoA
U ()¢ :01qOIoRUY op 033008 + 950013 [e1I0JRIOqR] B[EOSH
ur g :0edejuomy :00TQ)UTS OJUSN[JH
urur :ogdeuowIpa
(L102) zc ze i 3]01u0d .Smwof .oa_eo.,w s (1/8w 00¢) 1 :ownjop
‘v 12 UR1], wos (70 e S 00TJOUTS JUAN[FH [e1I0JRIOqR] B[EOSH
) uru 9 :9uedsa(g : %6°LS
(4102) oot _ EOEM\AHQQWM ‘do U G-()7 :0BSBIUdWIPAS s HNWWWMOW%NC ‘BOLIIQWIN[OA BOOIT
172 Bueg :[EUOTSTUQOSE [ A U €280 01993V 1001)Q)UIS AJUONFYH T8L7y -OWmOA
: ur 9 :0edeIuoWI Y T [e1I0JRIOqR] B[EOSH
(se1p) opoj
JUQIIYD (;-ASS3-3u1) 3P 0BIUIND o) oBeId onerado o 0ou0(.Ied P NUO 1oyead
BIOUQ.I BIUIJAI : el BUOIB.I I uoq.ue u
PUYIIY ATV 9P 0BINPog %ﬁ c:QEM,H N:0Od ¢ \4 Jeuor P q p Jyuoq op ogSeansyuo)

VDT wd g1V ap oednpoid o sreuoroerddo sonadwered — g B[OqeL

I



(€200) v 12
[ereIeyoueN
‘qifeareg

a[01u0d WS :JO

- S/ 0
:[BUOISUQDSE [ A

UTW G ¢ :0BSBIUDWIPAS
urr o 0199y
um ()9 :ogdejuswIy

(1/3w 0%S © 00S)
0013SQWOop Juanfyg

%0/ “eOLIQWIN]OA BOOI],
TOT :eWwnoA
[eL10JeI0qE] B[BOSH

(ce02)
'[D 12 BYSMOY

RIMY-NIZPAD)

0SI<

- a[01u0d W3S :JO

umu | :031e0sd(q
UIW 9§ :0BSBIUDWIPAS

urr ¢ -01q9y
U {4 :0edejuswIy

(Bw 59 F 56€1)
0013SQWOop Juanfyg

%S "BOINQWIN]OA BOOI],
[ea1 e[eosyg

(ceoo) v 12
sojues so((

0Sc<

LE-8C

18w -7 :do
0T S/ 7
[RUOISUISE "IA

um | :031e0sd(q
UIW G-()§ :0BSBIUDWIPAS
Ul 0T -09Xouy
Uumr ¢7Z-00¢ 01901y
ur 09 -01qo1eeuy
Ui ()9 :ogdejuswIy

(18w 05L)
ojeuordoxd

:001Q3UIS QJuanyyg

SOSEBJ STRUWop
SBU 9%0G 9 9S8} o[ BU %ST
“BOLIJQUIN[OA BOOI],
T 8°L oWN[OA
[e1I0JRIOqR] B[EOSH

(czo0) 10
12 Jousy [red

€81

6F61

a[01u0d WS :qO
) /WD 660
:[BUOISUDDSE [ A

UTW ()€ :0BSBIUDWIPAS
urr o 0199y
Ui ()g :oedejusmIy

001)SUIOP SJUSN[FF

%0S ‘BOLIQWIN[OA BOOI],

T 086 -oWN[OA
ojoqid ereosyg



43

A extracdo comercial de ALE em larga escala ja ¢ uma realidade e as condi¢des de
mercado estdo notavelmente favoraveis. Na Holanda, estima-se a recuperagdo de
aproximadamente 85.000 toneladas de ALE, provenientes de dez ETEs individuais, com a
projecdo de gerar 170 milhdes de euros por ano a partir de 2030 (Van Leeuwen et al., 2018).
Além disso, o ALE tem o potencial de contribuir com mais de 50% da recuperagdo de
materiais valiosos provenientes da ETE, em contraste com as alternativas como biogas,
celulose, bioplasticos ¢ fosfato (Van Leeuwen et al., 2018). Portanto, a recuperagdo de ALE
tem se apresentado como a principal alternativa, uma vez que a possibilidade de recuperar
esse biopolimero em sistemas LGA pode representar uma solu¢do para reduzir os gastos de

tratamento, tornando a tecnologia mais viavel.

4.7 Efeito da adicao de sal em LGA

O Na" é um sal amplamente empregado em ambitos domésticos e industriais em
todo o mundo, sendo comumente utilizado na forma de compostos salinos como cloreto de
sodio (NaCl) (Cui et al., 2015). O nivel de salinidade em efluentes domésticos pode variar
dependendo de varios fatores, mas em geral, é relativamente baixo. Entretanto, elevadas
concentracdes de salinidade podem ser encontradas em varias adguas residuarias industriais,
assim como ha um aumento das concentragdes de sal nos sistemas de agua em circuito
fechado. A alta salinidade pode prejudicar as fungdes metabolicas dos microrganismos;
contudo, evidéncias mostram que o LGA pode resistir a0 aumento da salinidade de 0 a 6% e
manter a estabilidade da estrutura granular (Ou et al., 2018).

O Na' desempenha um papel fundamental em diversos mecanismos de transporte
e ¢ capaz de ser um promotor da atividade enzimatica quando mantido em concentragdes
adequadas (Cui ef al., 2015). Por outro lado, a presenga de Na" nas dguas residuarias pode
substituir as ligacdes entre cations bivalentes na matriz SPE resultando na desintegragdo da
composi¢do polimérica (Cui; Huang; Alam, 2021). Sendo assim, pesquisas tém se
concentrado em investigar o efeito de diferentes concentracdes de sal no desempenho,
estabilidade, produgdo de biopolimeros ¢ comunidade microbiana em LGA (Campo et al.,
2018; Corsino et al., 2019; Frutuoso et al., 2023; Meng et al., 2019; Ou et al., 2018).

A avaliacdo dos impactos da adigdo de sal em sistemas LGA tem revelado
contradigdes entre os resultados dos estudos. Essas discrepancias podem ser atribuidas a uma
série de fatores que influenciam a dinamica do processo, como a variagdo nas configuragdes

dos reatores, no modo como o sal ¢ adicionado aos sistemas (de forma continua ou aumento
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gradual), se o sal ¢ adicionado antes ou apds o processo de granulagdo, a concentragdo de
salinidade adicionada, bem como a microbiota presente no sistema.

Na pesquisa de Campo et al. (2018), foi avaliado o impacto da salinidade
(variando de 0,30 a 38 g NaCI/L) na formagdo de granulos aerdbios. Os resultados indicaram
a formagdo de granulos estaveis a medida que a salinidade aumentava progressivamente.
Além disso, a salinidade demonstrou ter um efeito adicional positivo da pressdo de selecdo
hidraulica sobre os granulos aerdbios. Ja no estudo realizado por Quartaroli e al. (2019), foi
analisada a adi¢do de forma gradual de 5 a 40 g NaCl/L, apds a ctapa de granulagdo. Como
resultado, foi obtido uma eficiéncia de remog¢do de amonia alta em todas as salinidades
aplicadas, ndo havendo acimulo de nitrito e nitrato no sistema. No entanto, na salinidade
acima de 20 g NaCl/L, a quantidade de biomassa foi reduzida, afetando a concentracdo de
solidos no reator e resultando em perda de granulagdo e arraste de lodo no efluente tratado.

Corsino et al. (2019) avaliaram o desempenho e a cinética de remocdo de
nutrientes por bactérias marinhas autoctones em LGA, submetidas a aumentos graduais de
salinidade (+2 g NaCl/L), de 30 g NaCl/L até 50 g NaCl/L. Espécies microbianas marinhas
pertencentes as familias Cryomorphaceac e Rhodobacteraceac foram dominantes na
salinidade maxima testada. Os resultados obtidos indicaram que as bactérias autoctones
halofilas oferecem uma solugdo valiosa para o tratamento de efluentes salinos de elevado teor
de carbono e nitrogénio em altos niveis de salinidade. As bactérias capazes de tolerar elevadas
concentracdes de sal se adaptam ao ambiente estressante, desenvolvendo vias metabdlicas
especificas para enfrentar o excesso de sal e manter sua atividade celular e o desempenho de
remocao (Ou et al., 2018).

Em relagdo a producdo de SPE no ambiente salino, pesquisas demonstram que na
presenga de salinidade, as células bacterianas tendem a produzir SPE como mecanismo
biologico de equilibrio da pressao osmotica com o meio exterior (Campo ef al., 2018; Corsino
et al., 2015). Ao analisarem trés sistemas de LGA na presenca continua de diferentes
concentracdes de sal (0 g NaCl/L, 10 g NaCl/L e 30 g NaCl/L), Meng et al. (2019)
constataram um aumento na producao total de SPE e de PN com o aumento da salinidade.
Também foi constatado por Ou et al. (2018) ao testarem varios niveis de salinidade (0 g
NaCl/L a 60 g NaCI/L), que o aumento na salinidade incentivou as bactérias a liberarem SPE,
com a producdo mais elevada atingindo 725,5 mg/gSSV em uma concentracdo de 50 g
NaCl/L.

Ha relatos que o sal também contribui para a maior produgdo de biopolimeros,

como o ALE (Frutuoso et al., 2023; Meng et al., 2019). Frutuoso et al. (2023) avaliaram a
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influéncia da adicdo de sal para estimular a produ¢do de ALE em LGA, utilizando quatro
sistemas diferenciados por fonte de carbono (acetato ou propionato) e¢ adi¢do crescente de
NaCl (2,5,5,7,5 e 10 g/L) apdsa granulacdo. Os resultados indicaram que a producdo de ALE
foi favorecida com a salinidade de até 7,5 g NaCl/L. Observou-se também produgdes
significativamente mais baixas desse biopolimero em ambos os reatores com a adi¢cdo de 10 g
NaCl/L, possivelmente devido a fragmentagdo e ao colapso dos granulos. Em outra pesquisa,
Meng et al. (2019) verificaram que o ALE foi mais enriquecido em salinidade continua de 10

g NaCl/L, quando comparado com as concentragdes de 0 g NaCl/L e 30 g NaCl/L.
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A versdo completa deste artigo estd em revisdo.

5 INFLUENCIA DA ADICAO DE SAL NA GRANULACAO E NA PRODUCAO
DE BIOPOLIMEROS EM SISTEMAS DE LODO GRANULAR AEROBIO

5.1 Introducao

O excesso de lodo produzido nas Estagdes de Tratamento de Esgoto (ETEs)
se apresenta como um grande problema, tendo em vista os impactos ambientais e 0s
aspectos econdmicos relacionados ao tratamento e disposicdo final deste subproduto.
Nesse contexto, o reaproveitamento e recuperagdo de recursos relacionados ao
tratamento de esgoto, t€ém se destacado no ambito cientifico nos tltimos anos (Ferreira
et al.,2021; Hamza et al., 2022; Semaha et al., 2023). Diante dessa nova percepcao, as
ETEs deixaram de ser vistas apenas como um fluxo de residuos, e¢ estdo sendo
consideradas como potenciais fabricas de recuperacdo de recursos que alimentam a
economia circular (Kehrein et al., 2020).

Numerosos recursos podem ser recuperados de 4guas residuarias e
transformados em diferentes produtos de valor agregado como fosforo, nitrogénio,
biopolimeros, metano, hidrogénio, entre outros (Batstone et al., 2015). Dentre as
tecnologias emergentes de tratamento de esgoto que permitem a remocdo de
contaminantes ¢ recuperacdo de recursos, a biomassa granular aerobia pode ser
considerada uma biotecnologia ambiental eficaz e promissora (Nancharaiah; Sarvajith,
2019). Os sistemas de lodo granular aerdbio (LGA) demonstram vantagens em
comparagdo ao lodo ativado convencional, visto que apresentam uma maior
concentracdo e melhor capacidade de sedimentagdo da biomassa, uma redugdo no
tamanho do reator, no consumo de energia ¢ no impacto ambiental (Bou-Sarkis ef al.,
2022).

No sistema LGA, diferentes condigdes redox (anaerébias, andxicas e
aerdbias) ocorrem dentro da estrutura do granulo em camadas, favorecendo os processos
simultdneos de nitrificagdo, desnitrificagdo e remocgdo de fosforo (He et al., 2020). A
formagdo dos granulos envolve a producdo microbiana de substancias poliméricas
extracelulares (SPE), as quais apresentam uma estrutura complexa e sdo formadas

principalmente por proteinas (PN), polissacarideos (PS), acidos nucléicos e acidos
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humicos (Felz et al., 2019). Pesquisas tém exposto que uma grande fracdo de SPE do
LGA consiste de exopolimeros semelhante ao alginato (ALE), um biomaterial que
possui potencial uso em diversos setores industriais (Ferreira ef al., 2021; Rollemberg et
al.,2021).

O ALE pode ser matéria prima em industrias de papel e construc@o, além de
ter potencial para aplicagdes na agricultura, horticultura e medicina (Van Leeuwen et al.,
2018). Além disso, pode ser usado no setor téxtil, como um biossorvente sustentavel
para remog¢do de corantes de solugdes aquosas (Ladnorg ef al., 2019). Em um estudo
realizado por Sarvajitha e Nancharaiah (2023), o ALE foi o biopolimero dominante na
matriz de SPE, apresentando um teor de 44% no LGA. Sendo assim, a recuperagdo de
ALE como biomaterial de elevado valor agregado como recurso renovavel no processo
de LGA se apresenta como uma tendéncia promissora, com possibilidades de beneficios
ambientais e econdomicos.

De acordo com Ou et al. (2018), as SPE sdo consideradas como o aspecto
mais importante na granulacdo, estabilidade e desempenho do LGA. Alguns dos
principais fatores que ajudam no processo de iniciagdo da granulacdo sdo a forca de
cisalhamento hidrodindmica e os regimes de abundancia (feast) e escassez (famine) de
substrato, além do curto tempo de sedimentacdo (Nancharaiah; Reddy, 2018). Contudo,
o longo tempo de granulacdo e a baixa estabilidade granular, sdo considerados os
principais obstaculos da tecnologia LGA (Hamza et al., 2022). Em geral, o periodo de
formac@o de granulos aerébios ¢ maior que 30 dias (Zhang et al., 2019). Diante disso, a
literatura sobre LGA tem apresentado diversas estratégias adotadas a fim de acelerar a
granulagdo no sistema LGA e melhorar a estabilidade dos granulos, através da adigdo de
compostos quimicos ou estabelecimento de condigdes operacionais que facilitam a
agregagao celular e impdem uma pressdo de selecdo que estimulam a producido de SPE
(Han; Jin; Yu, 2022).

Campo et al. (2018) demonstraram que salinidade pode ter um efeito
positivo na granulacdo aerdbia, permitindo que as bactérias se aglomerem e formem
granulos estaveis com o aumento gradual da salinidade (0,30 a 38 g NaCl/L). Sendo
assim, pesquisas também tém avaliado o efeito do cultivo de LGA com o sal como uma
estratégia de pressdo de selegdo, visto que o Na™ esta envolvido em varios processos de
transporte e ¢ capaz de ser um promotor da atividade enzimatica se for mantido em
concentra¢des adequadas (Cui et al., 2015). Frutuoso et al. (2023) avaliaram os efeitos

da adi¢do de sal para maximizar a recuperacdo de recursos ¢ relataram uma melhora na
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producdo de ALE com a adi¢do apos a fase de granulagdo de até 7,5 g NaCl/L e notaram
uma redugdo na produgéo desse biopolimero com a adigdo de 10 g NaCl/L, fator que foi
relacionado com a fragmentagéo e colapso dos granulos.

Nesse contexto, uma possivel estratégia para acelerar o processo de
granulagdo e estimular a producdo de recursos, sem causar a quebra dos granulos
aerobios e consequente instabilidade do sistema, é a adi¢do do sal em pulsos alternados,
uma vez que a adi¢do disperss de NaCl ¢é capaz de provocar um estresse difuso ao longo
da operag@o, se configurando também como uma pressdo de selegdo e pouco reportado
na literatura cientifica para LGA. Tendo em vista as questdes acima mencionadas, sdo
necessarias mais pesquisas acerca da avaliacdo dos efeitos da adigdo de concentragdes
de NaCl em sistema convencional ¢ em pulsos, com o intuito de converter flocos
aerobios em granulos.

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo investigar a influéncia da
adicdo de 2,5 g NaCl/L de forma continua e em pulsos salinos, na granulagdo, no
desempenho, na producdo de biopolimeros e microbiologia em sistemas LGA. Sendo
assim, este estudo traz resultados importantes que contribuem para um melhor
entendimento do efeito de baixas concentragdes de sal, tanto na dosagem continua
quanto em pulsos, como uma estratégia de pressdo de selegcdo para acelerar a granulagao,

assim como do comportamento do sistema LGA para efluentes salinos.

5.2 Metodologia

5.2.1 Configuracio experimental do sistema, lodo de indculo e efluente sintético

O experimento consistiu em operar trés reatores em bateladas sequenciais,
durante 57 dias de operagdo, utilizando propionato como fonte de carbono, considerado
por Dos Santos et al. (2022), como o substrato que propicia maior estabilidade na
granulagdo ¢ maturacdo, além de ser mais eficiente na producdo de recursos. O meio
basal foi preparado utilizando agua potavel, solucdo de macro e micronutrientes e
bicarbonato de sddio como tampao, mantendo a relacdo C:N de 20. A composi¢io da
4dgua residual sintética foi: 1000 mgDQO/L (fonte de carbono), 50 mgNH4"-N-L!
(NH4C1), 10 mgPO,*-P-L"! (KH,PO4), 2 mgCa?"L! (CaClL-2H,0), 5 mgMg**-L!
(MgS047H,0) e 1 mL-L™! de solugdo de micronutrientes.
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Os reatores diferiram quanto a estratégia de sal na alimentagdo; o sistema
R1 foi alimentado sem adig@o de sal, enquanto o sistema R2 operou com adi¢do de sal
(2,5 g/) em pulsos, com um ciclo operando com sal ¢ um ciclo operando sem sal, ¢ o
R3 recebeu suplementacdo continua de 2,5 g NaCl/L.

Os trés reatores da pesquisa foram confeccionados de material acrilico, com
volume util de 7,8 L, 100 cm de altura e didmetro de 10cm. Os reatores foram
inoculados com lodo aerobio de um sistema de lodo ativado do tipo carrossel de uma
estagdo de tratamento de efluentes domésticos localizada em Fortaleza, Ceara, Brasil.
Esse lodo apresentou uma concentrag@o inicial de solidos suspensos volateis no licor
misto (SSVLM) de 5 g/L e indice volumétrico de lodo em 30 min (IVL30) de 152 mL/g.

O ciclo de operacdo teve duragdo total de 360 minutos, distribuidos em
alimentacdo anaerobia (20 min), periodo anaerdbio (100 min), periodo aerobio (215-225
min), periodo andxico (10 min) e sedimentagdo (15-5 min). Para estimular a granulagéo,
o tempo de sedimenta¢do foi reduzido de 15 min para 10 min (em 7 dias de operagao),
em seguida, para 5 min (em 15 dias de operago), com o tempo subtraido adicionado ao
periodo aerobio. Durante os periodos de aeragdo, o ar foi fornecido por meio de um
compressor de ar, com taxa de aeragdo de 10,0 L/min e uma velocidade superficial
ascendente do gas de 2,1 cm/s. A razdo de troca volumétrica adotada foi de 50%, o que
resultava em um tempo de detengdo hidraulica (TDH) de 12 h. A carga organica
volumétrica aplicada foi de 2,0 gDQO/L/dia. Neste estudo, o tempo de reteng@o de lodo

ndo foi controlado com descarga intencional de lodo.

5.2.2 Métodos analiticos

O desempenho dos reatores foi avaliado duas vezes por semana em termos

de remocdo de matéria organica e nutrientes, através das andlises em amostras de
afluente e efluente, de demanda quimica de oxigénio (DQO), aménia (NH4'-N)
concentragdo de fons nitrito (NO2™-N), nitrato (NO3™-N) e fosfato (PO4+-P) todos

seguindo as recomendagdes do Standard Methods (APHA, 2012). O oxigénio dissolvido
e o pH foram monitorados usando uma sonda (YSI 5000, YSI Inc., EUA).

A caracterizagdo fisico-quimica da biomassa foi realizada semanalmente por
meio das andlises de SSVLM e indice volumétrico de lodo em 30 min (IVL30) ¢ 5 min

(IVL5), de acordo com APHA (2012). A formagdo e o desenvolvimento dos granulos
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foram avaliados por granulometria e por microscopia Optica semanalmente. Na analise
da granulometria foram utilizadas trés peneiras com abertura de 0,2 mm; 0,6 mm e 1
mm, conforme Dos Santos et al. (2022). E a visualizagdo dos granulos foi feita a partir
de imagens de microscépio optico (Opton).

O procedimento de extragdo de SPE combina hidroxido de sodio e
aquecimento (Hong et al., 2017). As fragdes de PS ¢ PN no SPE foram analisadas
utilizando o método fenol-sulfirico (Dubois et al., 1956) e folin-fenol (Lowry et al.,
1951), respectivamente. O total de SPE foi considerado como a soma de PN e PS, sendo
os resultados obtidos em termos de mg de PS, PN ou SPE por g de SSV. A andlise das
propriedades fluorescentes de SPE foi realizada conforme descrito por Dos Santos et al.
(2022).

A determinagdo de ALE foi realizada a partir da extracdo alcalina com
carbonato de sodio em altas temperaturas em sua forma é4cida (Lin et al., 2010; Felz et
al., 2016). O valor da massa foi expresso em mg ALE/g SSV, seguindo as

recomendacgoes de Felz et al. (2016).

5.2.3 Analises microbiolégicas

As andlises de biologia molecular para a identificagdo de microrganismos
presentes no lodo foram segmentadas em trés etapas: extragdo de DNA, sequenciamento
do gene 16S rRNA ¢ processamento dos dados obtidos. Utilizando o kit de isolamento
de DNA PowerSoil® (MOBIOLABORATORIES INC., EUA), seguindo as instrugdes
do fabricante, foi realizada a extragdo de DNA a partir de amostras de licor misto dos
reatores, coletadas durante a aerag¢@o no final da operagdo, com um peso umido de 0,25
g. O sequenciamento de amplicons da regido V4 do gene 16S rRNA foi preparada
usando primers especificos da regido (515F/806R), de acordo com Ilumina (2013). O
sequenciamento e o processamento de dados foram realizados segundo descrito por Dos

Santos et al. (2022).

5.2.4 Analises estatisticas

Com o intuito de comparar o desempenho dos reatores, foi aplicado o teste

ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, assumindo um nivel de confianga de 95%. Assim,

para p < 0,05 os grupos de dados foram considerados estatisticamente diferentes.
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5.3 Resultados e discussao

5.3.1 Processo de granulacio e propriedades fisicas de granulos aerobios

Os dados de SSVLM, IVL30 e IVL30/IVL5 ao longo dos dias de operagdo
dos reatores sio apresentados na Figura 6. E possivel observar uma redugio da
concentracdo inicial de SSVLM em todos os reatores apds a inoculacdo, devido a
eliminacdo de biomassa filamentosa dos sistemas. Observagdes semelhantes foram
feitas em outros estudos (Da Silva et al., 2021; Dos Santos ef al., 2022; Frutuoso et al.,
2023; Rollemberg et al., 2020).

No RI1, o sistema operou sem adi¢do de sal, ndo apresentou crescimento
significativo nas concentragdes de SSVLM, estabilizando em aproximadamente 1,7 g/L
ao final da operagdo. Ao longo da maturagdo do sistema, as razdes IVL30/[VLs e os
valores de IVL30 permaneceram em torno de 85% (£6) ¢ 84 mL/g (£12),
respectivamente. Por outro lado, reatores suplementados com sal exibiram maiores
concentragcdes de SSVLM, com valores no periodo de maturagdo atingindo 3,5 g/L
(£0,9) em R2 ¢ 29 g/LL (£0,5) em R3. Além disso, eles demonstraram melhor
desempenho de sedimentagdo, exibindo valores de IVL30 de cerca de 60 mL/g (£13) em
R2 e 74 mL/g (£14) em R3. Embora a razdo IVL30/IVLs fosse semelhante a R1, atingiu
essa fase mais cedo nesses reatores (R2 e R3). Isso pode inferir que a pressdo osmotica
contribuiu para o crescimento da biomassa e melhorou as caracteristicas de
sedimentacdo, o que pode contribuir para promover uma melhoria na remocao de
matéria organica e nutrientes.

Uma redugdo progressiva em SSVLM pode ser observada em R2 entre os
dias 42 e 53. Além disso, houve uma queda na razdo IVL30/IVLs5 entre os dias 42 e 49,
devido a problemas operacionais causados por perturbacdes na aeragdo, o que resultou
em perda de biomassa e, consequentemente, afetou a sedimentabilidade do sistema. No
entanto, apds esse periodo, observou-se um aumento em SSVLM no reator, ¢ a razéo
IVL30/IVLs5 atingiu um valor préximo a 1,0, indicando a capacidade de recuperacdo do
sistema e a adaptabilidade da tecnologia LGA. Essa capacidade pode ser atribuida a
resiliéncia dos sistemas LGA, que se adaptam a mudangas e diferentes condi¢des
ambientais devido as suas comunidades microbianas complexas (Nancharaiah; Reddy,

2018).
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Figura 6 — SSVLM, IVL3p e relagdo IVL30/IVLs no reator R1 (controle), R2 (adigdo em
pulsos alternados de 2,5g NaCl/L) e o R3 (adigdo continua de 2,5 g NaCl/L) ao longo da
operagao.
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Fonte: Preparado pela autora.

Vale ressaltar, portanto, que a biomassa apresentou uma melhora na
capacidade de sedimentagdo na presenca de NaCl, resultado que também foi obtido no
estudo realizado por Campo et al. (2018), em diferentes concentragdes de salinidade
(0,30 a 38 g NaCl/L). Outros estudos também corroboram com a influéncia positiva de
NaCl na sedimentabilidade do lodo. Ao comparar trés reatores RBS com salinidade de 0
g NaCl/L, 10 g NaCl/L e 30 g NaCl/L, Meng ef al. (2019) concluiram que um melhor
desempenho de sedimentacdo foi alcangado com o aumento da salinidade. Ja em outra
pesquisa, Frutuoso et al. (2023) obtiveram granulos aerdbios estaveis em termos de
sedimentabilidade com a presenca de até¢ 5 g NaCI/L.

A morfologia dos granulos maduros pode ser visualizada por meio de
imagens obtidas por microscopia optica ao final da operagdo dos reatores, conforme

ilustrado na Figura 7. Observa-se que os trés reatores apresentaram granulos com
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formato irregular e uma superficie rugosa. Em R2 e R3, a biomassa apresentou tamanho
de granulo maior, em comparagdo com R1. Na pesquisa conduzida por Campo et al.
(2018), que estudou os efeitos do aumento gradual da salinidade na formacdo de
granulos em um sistema LGA, também foram observados, na fase de concentragdo
proxima a 2,5 g NaCl/L, granulos com uma forma irregular e diametro médio de
aproximadamente 1,1-1,2 mm.

Em termos de tempo de retencdo de solidos (TRS), RI manteve
consistentemente valores baixos em torno de 6 (+2) dias ao longo de todo o periodo
operacional. Por outro lado, R2 apresentou um aumento, atingindo 15 (£3) dias durante
a fase de maturagdo, enquanto R3 alcangou 11 (£2) dias.

Figura 7 — Fotografia em microscopia Optica dos reatores R1 (controle), R2 (adi¢do em
pulsos alternados de 2,5g NaCl/L) e o R3 (adigdo continua de 2,5 g NaCl/L).

— |

Fonte: Preparado pela autora.

Conforme relatado por outros autores (Adav et al., 2008; De Kreuk et al.
2005; Schwarzenbeck et al., 2004) a granulacdo completa no sistema LGA pode ser
identificada quando mais de 80% da biomassa estd na forma de granulos aerobios
(didmetro > 0,2mm), consequentemente levando a uma razdo entre o IVL30 ¢ o IVLs
proxima a um. Dessa forma, a granulagdo ocorreu em momentos distintos em cada
reator. Tendo como base esses critérios, nota-se que a granulacdo completa no reator R1
foi atingida entre os dias 32 e 36 de operacdo, entre os dias 21 e 25 em R2, e entre os
dias 25 ¢ 28 em R3, confirmando a formagdo de granulos aerdbios estaveis e maduros.

Constata-se também, um efeito positivo da salinidade quanto aos pardmetros
fisicos dos granulos, uma vez que a adicdo de sal desde a partida desses reatores
acelerou o processo de granulagdo. Portanto, a adigdo de NaCl de 2,5 g/L neste estudo,
considerada baixa (Liang ef al., 2019b), contribuiu para a agregagdo de particulas e

microorganismos.
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Os flocos de lodo sdo carregados negativamente e apresentam repulsdo
eletrostatica entre si. A medida que a salinidade aumenta, a dupla camada elétrica
coloidal é comprimida por uma maior concentragdo de ions Na', neutralizando a carga
elétrica do granulo e diminuindo a repulsdo eletrostatica. Quando a forca de repulsdo
fica menor do que a atragdo de van der Waals, ocorre a agregagdo (Li et al. 2014). No
estudo de Li ef al. (2017), foi observada a absor¢do de ions Na' na superficie do lodo,
possivelmente responsavel pela neutralizagdo significativa do potencial zeta, facilitando
assim a agregagdo. Dessa forma, a presenca de salinidade influenciou o processo de
granulagdo, como representado na Figura 8. Além do mais, conforme afirma Cui et al.
(2015), os ions Na" exercem fungdes essenciais na atividade enzimatica, na sintese de
trifosfato de adenosina (ATP) e nas rea¢des de oxidagdo/redugdo que ocorrem nas

células.

Figura 8- Esquema da a¢do do NaCl na formagao de granulos.
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Fonte: Preparado pela autora.

Também se pode observar que entre os reatores suplementados com sal, o
R2 atingiu a granulagdo completa mais rapidamente. Assim, a adicdo de sal em pulsos
alternados causou estresse difuso ao longo da operagdo, gerando uma maior pressdo de
sele¢do ao longo do tempo, pois proporciona a microbiota condi¢des diferentes de
maneira alternada. Ou seja, em um primeiro momento de estresse salino, ocorre uma
pressdo de selecdo sobre os microorganismos; no ciclo subsequente, sem estresse de sal,
a estabilidade do sistema ¢é favorecida, e esse mecanismo se repete novamente. Isso
impactou positivamente a formacdo e maturagdo dos granulos aerdbicos. Da mesma

forma, estudos anteriores de Chen ef al. (2015) e Niu et al. (2017) demonstraram maior
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eficiéncia na granulacdo do sistema de reator anaerdbio de fluxo ascendente por meio da
aplicagdo de estimulos variados. Chen et al. (2015) focaram no cultivo de granulos
usando a suplementacio intermitente de Mg>*, enquanto Niu ef al. (2017) investigaram

os efeitos de razoes C/N flutuantes induzidas por condig¢des de semi-escassez.

5.3.2 Desempenho dos reatores

Durante o periodo de operagdo, o pH de todos os reatores se manteve proximo
a 7 e o oxigénio dissolvido (OD) no comego do periodo aerdbio apresentou a média de
2,8 mg/L em R1 e a média de 3,2 mg/L em R2 e R3. Durante o periodo de operagdo,
todos os sistemas alcangcaram uma 6tima eficiéncia de remogdo de DQO (Tabela 3).
Portanto, R2 e R3 mantiveram a eficiéncia na remog¢do de matéria orginica mesmo sob
pressdes osmoticas. Esses resultados estdo em conformidade com os reportados na
literatura, em que se observaram remogdes de DQO satisfatorias na presenca de baixas
concentra¢des de sal (Frutuoso ef al., 2023; Meng et al., 2019). No entanto, apesar do
desempenho satisfatorio em todos os sistemas, o R2 mostrou remocdes
significativamente maiores (p<0,05), possivelmente devido ao rapido desenvolvimento
de granulos, indicando que a pressdo osmoética pulsada melhorou o desempenho do
sistema em termos de remog¢ao de matéria organica.

A presencga de granulos aerdbicos grandes e estruturalmente estaveis durante
o periodo de maturagdo favoreceu a remogao de nutrientes, em que a remog¢ao média de
nitrogénio total (NT) foi superior a 60% (Tabela 3), e ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre os reatores (p = 0,98), indicando que a salinidade
ndo interferiu no desempenho da remog¢do. Em todos os sistemas, foi observada uma
pequena melhoria na eficiéncia de remocao de NT entre as fases de granulagdo e
maturagdo dos granulos, atingindo uma remog¢ao média de NT de 69% com a maturagio
dos granulos. Como resultado do desenvolvimento dos granulos, forma-se um ambiente
com zonas aerobias e anodxicas/anaerobias dentro do proprio granulo, o que permite a
coexisténcia de bactérias nitrificantes e desnitrificantes (He ef al., 2020).

Nao foram observadas remog¢Oes mais altas de nitrogénio total (NT) devido
ao acumulo de fragdes de nitrogénio (NOx). Foi observado o acumulo de nitrito (NO2)
em torno de 7 mg NO>-N/L (+0,9) e de nitrato (NO3’) em torno de 9 mg NO3;-N/L
(£1,6) em todos os sistemas. Segundo Da Silva et al. (2021), o aumento nos niveis de

nitrito e nitrato pode ser atribuido a algumas razdes, como: (1) rapido esgotamento da
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fonte de carbono, (2) matéria organica biodegradavel insuficiente essencial para uma
desnitrificagdo completa e (3) acumulagéo insuficiente de polihidroxialcanoatos (PHA).

A eficiéncia de nitrificagdo também ¢ melhorada com a granulagdo, embora
haja excelente remocdo de amoénia durante todo o periodo operacional (>90%), mesmo
em reatores suplementados com sal, indicando que as bactérias nitrificantes
permaneceram estaveis. Durante a maturagdo dos granulos, a concentragdo de efluente
de amoénia foi de cerca de 1,3, 2,4 ¢ 1,0 mg-N/L nos reatores R1, R2 e R3,
respectivamente, alcangando assim altas taxas de nitrificagdo (>97%). Além disso, a
remocgdo de amodnia foi considerada estatisticamente igual entre os reatores (p = 0,14).
Este resultado estd de acordo com um estudo de Quartaroli et al. (2019), no qual a
remog¢do de amoOnia permaneceu alta em todas as salinidades aplicadas (5 a 40 g de
NaCl/L). Estes dados de nitrificagdo e desnitrificagdo, especialmente durante o periodo
de maturagdo dos granulos, indicam que a nitrificagdo e desnitrificagdo simultidneas
ocorreram em niveis consideraveis, apesar do acuimulo de NOx.

A remocdo de fosforo (Tabela 3), apresentou na fase de maturagdo um valor
em torno de 9%, 20% e 23%, para os reatores R1, R2 e R3, respectivamente. A
eficiéncia melhorou ao longo da operagdo nos sistemas R2 e R3, contudo em RI
ocorreu uma pequena diminuicdo na remocao de fosforo entre a fase de granulacdo e
maturagdo. Nota-se também, que a remogdo desse nutriente foi considerada baixa nos
trés reatores, principalmente para sistemas operados com ciclos contendo fase
anaerobia, pois esse periodo melhora a remogao dessa substancia.

Uma possivel explicagdo para o baixo desempenho na remoc¢ao de fosforo ¢
a predominancia dos organismos acumuladores de glicogénio (OAGs) em relagdo aos
organismos acumuladores de fésforo (OAFs). OAGs competem com OAFs pela matéria
organica afluente, mas ndo contribuem para o processo bioldgico de remocdo de
fosforo, tornando-os indesejaveis nesse contexto (Lopez-Vazquez et al., 2009). Estudos
relataram que a concentracdo de OD, fontes de carbono, temperatura e niveis de pH sdo
importantes fatores operacionais que afetam a competicdo OAGs e OAFs (Carvalheira
et al., 2014; Lopez-Vazquez et al., 2009). Dessa forma, a predominancia de OAGs

sobre OAFs em todos os reatores foi confirmada por analise de biologia molecular.
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5.3.3 Producio de SPE e ALE

Durante todo o periodo experimental, a matriz de SPE foi analisada na forma de
PN total e PS total (Figura 9). Observa-se em todos os sistemas, logo apos o start-up, um
aumento nos teores de PN e PS, em comparagdo aos flocos de lodo ativado usado como
inoculo, indicando que foram criadas condigdes hidrofobicas favoraveis para agregacdo
microbiana e estabilidade da estrutura dos granulos (Nancharaiah; Reddy, 2018). E possivel
observar também, que os teores de PN se mostraram como o componente predominante na
matriz de SPE em relag@o aos teores de PS. Conforme Campo et al. (2018), as proteinas sdo
consideradas as principais substancias poliméricas responsaveis pela manutengdo da estrutura

dos granulos.

Figura 9 — Produgdo de SPE e ALE dos reatores R1 (controle), R2 (adi¢do em pulsos
alternados de 2,5g NaCl/L) e o R3 (adi¢do continua de 2,5 g NaCl/L) ao longo da operagao.
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Posteriormente ao aumento da concentragdo de PN em relacdo ao valor de
indculo, quando a biomassa estava se aclimatando as novas condi¢des, nota-se uma
diminui¢do da concentragdo de PN, nos trés reatores. Com 15 dias de operagdo, quando o
tempo de sedimenta¢do diminuiu de 10 min para 5 min, o aumento da pressdo de selegdo
hidraulica induziu um maior estresse fisico que causou uma maior produ¢do de PN. Em
seguida, a redu¢do dos valores de PN confirmou a adaptagdo dos granulos aos novos
parametros operacionais. Ja o contetido de PS oscilou durante toda a operagdo, apresentando
no final da operagdo, o valor de 51 mg/gSSV em R1, 58 mg/gSSV e 33 mg/gSSV, no reator
R2 e R3, respectivamente.

A relagdo PN/PS ¢ avaliada como um pardmetro importante para analisar a
granulagdo, pois expressa o efeito combinado de PN e PS na formacdo de granulos aerobios.
Durante a operagdo dos trés reatores a relagdo PN/PS variou bastante, apresentando os valores
na faixa de 1,8-11,6 em R1, 0,9-7,4 em R2 ¢ 2-8,2 em R3. Vale destacar que a maior relagdo
PN/PS (11,6), foi observada no reator R1 no dia 21 de operagdo. Nesse periodo constata-se
também, um pico de maior producdo de SPE total, provavelmente devido a instabilidade da
estrutura granular, tendo em vista que os microrganismos costumam secretar mais SPE para
manter sua forma em condi¢des adversas (Nancharaiah; Reddy, 2018).

De acordo com as andlises estatisticas, a produ¢do de SPE total foi
significativamente diferente entre os reatores (p=0,024). Além disso, constata-se que o reator
R1 teve uma maior producdo de SPE ao longo da operagdo, comparado com os outros
sistemas. Portanto, conclui-se que a adigdo de sal em alimentagdo continua ¢ em pulsos
alternados, na concentragdo de 2,5 g/L, ndo resultou em uma maior produgdo de SPE. No
entanto, ¢ crucial destacar que a producdo de SPE ¢ influenciada por varios fatores, como
tempo de retengdo de solidos (TRS), relagdo alimento/microrganismo (A/M), tipo de indculo
e protocolo de extracdo (Lu ef al., 2023; Rollemberg et al., 2020).

De acordo com Wang et al. (2023), a produgdo de SPE esta diretamente associada
a relacdo A/M, o que significa que uma relagdo A/M mais alta leva a uma maior producao de
SPE. Neste estudo, uma relagdo A/M de 1,3 (£0,3) foi observada em R1, significativamente
mais alta (p < 0,05) do que em R2 (0,7 £ 0,2) e R3 (0,8 + 0,1). Portanto, acredita-se que, sob
baixa suplementacdo salina (< 2,5g/L), a relacdo A/M pode exercer uma influéncia mais
pronunciada nos sistemas, assim como o TRS pode ter influenciado esse resultado. Com base
na literatura existente (Rollemberg et al., 2020), um TRS prolongado tende a promover o
consumo endogeno de biopolimeros, especialmente quando o TRS excede 20 dias. Embora

este estudo ndo tenha ultrapassado os valores de TRS de 20 dias, ¢ digno de nota que o TRS
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em R1 permaneceu consideravelmente mais baixo em compara¢do com R2 e R3.

Ao comparar a producdo de SPE entre R2 e R3, observa-se uma producdo
ligeiramente maior em R3, possivelmente devido a um estresse salino maior, ja que a
concentracdo salina em R2 foi diluida pela operacdo intermitente. Esta observacdo ¢
importante, considerando que as condigdes operacionais entre esses reatores eram
semelhantes (incluindo a relagdo A/M, TRS, tipo de indculo e protocolo de extracdo).

Meng et al. (2019) constataram um aumento na produg@o total de SPE na
presenga continua de 10 g NaCl/L e de 30 g NaCl/L. Ou et al. (2018) também verificaram que
o aumento da salinidade estimulou as bactérias a secretar SPE, com sua maior producdo de
725,5 mg/gSSV com 50 g NaCl/L. Ja no estudo realizado por Frutuoso et al. (2023), a fase
com a adigdo de 2,5 g NaCl/L, apresentou uma menor producdo média de SPE, em
comparagdo com as demais fases que utilizaram maiores concentragdes de sal (5, 7,5 ¢ 10
g/L). Portanto, com base nos resultados, sugere-se que um estresse salino muito baixo, como
observado neste estudo, exerce uma influéncia positiva na granulacdo devido a neutralizagio
de cargas. No entanto, esse estresse pode ndo ser suficiente para causar um impacto direto na
producdo de SPE.

No que se refere a producdo de biopolimeros, observa-se uma elevada
concentracdo de ALE logo apos a inoculagdo do lodo ativado, semelhante ao comportamento
de SPE (Figura 8), corroborando na verificagdo de que as SPE contém grandes proporgdes de
ALE. Os trés reatores mostraram uma produgdo expressiva de ALE, corroborando com outras
pesquisas que indicam que o sistema LGA apresenta condigdes favoraveis para a producio
desse recurso (Rollemberg ef al., 2021; Sarvajitha; Nancharaiah, 2023; Zahra et al., 2022).

Analisando os resultados, nota-se também, uma tendéncia de decaimento da
producdo de ALE em todos os sistemas, aproximadamente a partir do dia 28 de operagdo. Isso
difere de um estudo realizado por Schambeck et al. (2020), que obteve um aumento da
concentracdo de ALE com a maturagdo dos granulos, com um enriquecimento de cerca de
29% de ALE em granulos. No entanto, o resultado dessa pesquisa esta em consonancia com
os dados encontrados em outros estudos, que também apresentaram uma queda na produgdo
de ALE com a maturagdo dos granulos (Dos Santos et al., 2022; Frutuoso, et al., 2023). Além
disso, o conteido de SPE dessa pesquisa também mostrou a mesma tendéncia de declinio no
periodo de maturacdo.

Em geral, o ALE é uma fragdo do SPE, caracterizado pela sua capacidade de
formar hidrogéis (Schambeck et al., 2020). No entanto, em alguns dias de operacdo foi

observado que a fragdo do ALE foi maior que a produgdo de SPE. Uma explicagdo para esse
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fato ¢ que a quantificacdo do ALE ¢ equivalente ao SPE estrutural e sua composi¢do ¢é
composta ndo apenas por polissacarideos e proteinas, mas também por acidos humicos e
lipidios (Lin et al., 2010).

A andlise estatistica realizada constatou uma diferenga significativa (p < 0,05)
entre as producdes de ALE nos reatores. Em geral, os resultados mostram que a producdo de
ALE foi maior no reator R1. Portanto, infere-se que a adi¢ao de 2,5 g/L. de sal, ndo resultou
em uma maior produgdo do biopolimero ALE. No entanto, semelhante ao observado na
tendéncia de SPE, a maior relagdo A/M e menor TRS em R1 pode ter favorecido a maior
producdo de ALE. Esse resultado contrasta com a pesquisa conduzida por Frutuoso et al.
(2023), na qual observaram que a producdo de ALE foi favorecida com a adi¢do apds a etapa
de granulagdo de até 7,5 g NaCl/L. Em outro estudo, Meng et al. (2019) constataram que o
ALE foi muito enriquecido em salinidade moderada e continua (10 g NaCl/L).

Alguns componentes presentes na matriz SPE sdo aromaticos e possuem
propriedades distintas de fluorescéncia. Espectros de fluorescéncia 3D-EEM foram utilizados
para analisar a composi¢cdo de SPE de cada reator ao final da operagdo, em pH neutro ¢ pH
basico, como apresentado na Figura 10. Um total de oito picos de fluorescéncia foram
identificados nas diferentes amostras, como descrito por Wang ¢ Zhang (2010), em que o
espectro EEM pode ser dividido em regides e cada pico EEM pode distinguir a composi¢ao
quimica das amostras de SPE. As regides I e II foram atribuidas a substancias semelhantes aos
aminoacidos tirosina (I) e triptofano (II), sendo constatado que os picos na regido I foram
encontrados apenas nas amostras de pH neutro.

Proteinas contendo tirosina e triptofano foram identificadas nas regides III e IV,
respectivamente. Destaca-se que os picos na regido III possuem uma maior intensidade nas
amostras neutralizadas, pois o pH elevado pode favorecer o processo de desnaturagdo das
proteinas. Polissacarideos (regido V) foram bem identificados no extrato de SPE basico.
Assim, provavelmente a neutralizacdo da amostra pode alterar as propriedades quimicas dos
grupos funcionais dos polissacarideos. Ja as regides VI, VII e VIII foram identificadas como
contendo substancias que se assemelham ao acido fulvico e ao acido humico, encontradas em
maior abundéancia no extrato de SPE neutro. Dessa forma, no geral, os resultados apontam que

a estrutura quimica de SPE ndo foi modificada com presenga de salinidade.
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Figura 10 — Espectros de fluorescéncia da matriz de emissdo e excitagdo de SPE extraidas de
granulos aerdbios maduros em pH basico e pH neutro. Os eixos X e Y representam os
espectros de emissdo (Em) e de excitacdo (Ex), respectivamente.
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Fonte: Preparado pela autora.

5.3.4 Caracterizacio microbiolégica

Foram observadas diferengas na composi¢do e distribuicdo das comunidades
bacterianas através da caracterizagdo microbiologica em amostras de lodo de indculo (I) e de
biomassa dos reatores R1, R2 ¢ R3 no final da operagdo (Figura 11). No lodo ativado do
indculo, foram classificados 43 filos bacterianos, sendo os filos mais abundantes:
Planctomycetota (24,6%), Chloroflexi (15,6%), Actinobacteriota (13,1%) e Proteobacteria
(9,2%). Com o processo de granulagdo, observou-se em todos os reatores uma grande redugéo
dos filos Planctomycetota, Chloroflexi e Actinobacteriota, uma vez que esses filos
compreendem alguns grupos de microrganismos filamentosos que sdo desfavorecidos durante
€SSe Processo.

Por outro lado, ha um enriquecimento do filo Proteobacteria, que se tornou o filo
mais dominante, seguido do Bacteroidota. As Proteobacterias sdo reconhecidas por sua

capacidade de secretar SPE, um dos principais componentes na formagao dos granulos (Meng
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et al., 2019; Hay et al., 2014). Isso sugere que o filo Proteobacteria desempenhou um papel
fundamental no processo de granulagdo. Esse resultado esta de acordo com a literatura, a qual
indica que o filo Proteobacteria ¢ um dos mais comuns em sistemas de LGA (Dos Santos et
al., 2022; Quartaroli et al., 2019). Nota-se também que, nos reatores suplementados com sal,
o filo em questdo foi mais enriquecido em comparagdo com o R1, com abundancias de 73,3%
e 70,7%, em R2 e R3, respectivamente. Assim, fica evidente que as Proteobacterias
desenvolveram uma boa adaptag@o ao ambiente salino.

Os filos Myxococcota e Verrucomicrobiota mostraram maior abundancia em R1 em
comparagdo com o indculo e reatores suplementados com sal, indicando que a granulacio
proporcionou condi¢cdes adequadas para o seu desenvolvimento e a salinidade inibiu seu
crescimento. Assim, a presenca de sal afetou negativamente o crescimento e a atividade
metabolica desses grupos microbianos. Estudos de Frutuoso et al. (2023) e Quartaroli et al.
(2019) também relataram uma redugdo nesses filos com o aumento da salinidade, devido a sua
vulnerabilidade a pressdo osmotica. De acordo com Xu et al. (2023), bactérias pertencentes ao
filo Myxococcota sdo responsaveis por aumentar significativamente a produgao de SPE.

As familias Rhodobacteraceae e Rhodocyclaceae foram predominantes nas
amostras de LGA e estdo relacionadas com a produc¢do de SPE e com o desenvolvimento de
granulos, possivelmente estimulando a producdo de moléculas sinalizadoras como o
monofosfato de di-guanosina ciclico (c-di-GMP) (Han et al., 2022). Nos reatores com a
presenga de salinidade, a familia Rhodocyclaceae apresentou uma propor¢do mais elevada,
representando 36,4% (R2) e 39,4% (R3), em contraste com 11,7% em R1. Ja a familia
Rhodobacteraceae apresentou uma redugdo em sua abundancia nos reatores com presenga de
salinidade e foi mais abundante no reator R1 (21,1%). Tais observacdes indicam uma
adaptacdo diferenciada das familias bacterianas as condi¢des salinas, sugerindo que
Rhodocyclaceae foi favorecida pela salinidade, enquanto Rhodobacteraceae foi afetada

negativamente.
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Figura 11 — Distribuigdo relativa da diversidade microbiana de lodo de in6culo (I)
¢ LGA cultivado em R1, R2 ¢ 0 R3, distribuidos em nivel de filo (A), familia (B) e género (C),
com abundéancia relativa >1.
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Em nivel de género, Defluviicoccus foi identificado em abundincia em RI,
enquanto nos reatores R2 ¢ R3, Thauera foi o género predominante. O estudo de Meng et al.
(2019) relatou que a presenca do género Thauera aumentou a medida que a concentragdo de
salinidade aumentou. Relatos indicam que esses microrganismos sdo capazes de produzir e
secretar SPE (Pronk et al., 2017; Yu et al., 2020). Estudos também mostram que além dessa
capacidade, Thauera possui relacdo com a melhoria da eficiéncia de desnitrificacdo dos
sistemas (Liu et al., 2013). Vale ressaltar que adicionalmente ao género Thauera, a adigdo de
sal nos reatores R2 ¢ R3 promoveu o aumento da abundancia dos géneros Blastopirrellula,
Phaeodactylibacter e Rodhopirellula, os quais pertencem a géneros de bactérias marinhas.

De acordo com Hay et al. (2014), os géneros Pseudomonas e Azotobacter
vinelandii do filo Proteobacteria, sdo reconhecidos por produzir ALE. No entanto, nesse
estudo foi detectada apenas a presenca de Pseudomonas, sugerindo que outras bactérias
também estdo envolvidas na produgdo de ALE. Frutuoso et al. (2023) indicaram que géneros
como Pirellula, Thauera, Pseudofulvimonas ¢ Rodhopirellula, possivelmente contribuiram
para uma maior producdo de ALE nos reatores estudados. Sendo assim, a presenca desses
géneros nas amostras de R1, R2 e R3 da presente pesquisa, sugere uma provavel relacdo entre

essas espécies ¢ a produgdo de ALE nesses reatores.
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A Figura 12 apresenta os grupos funcionais envolvidos na remog¢ao de carbono e
nutrientes em nivel de familia, separados em bactérias oxidantes de amonia (BOA), bactérias
oxidantes de nitrito (BON), bactérias desnitrificantes (BDN), organismos acumuladores de
glicogénio (OAGs) e organismos acumuladores de fosforo (OAFs). Observa-se, em geral,
uma abundancia de BOA, BON, BDN, OAGs ¢ OAFs ap6s o processo de granulagdo, o que
sugere que a granulagdo criou condigdes favoraveis para o crescimento desses grupos de
microrganismos.

Em relagdo as bactérias nitrificantes e desnitrificantes, ¢ possivel constatar que no
reator R1 foi identificada uma maior diversidade de BON e BDN, sugerindo que o
crescimento de alguns microrganismos foi inibido pela salinidade. Nota-se também, uma
maior abundancia de BOA, BON e BDN nos reatores suplementados com sal. Apesar dessas
diferencas entre as populacdes microbianas, a eficiéncia na remog¢do de nitrogénio foi
semelhante entre os sistemas estudados (63-69%). Dessa forma, provavelmente algumas

bactérias estdo inativas, ndo colaborando com os processos de remogao.

Figura 12 — Grupos funcionais identificados ao nivel de familia no indculo e nos sistemas
experimentais, com abundancia absoluta das fungdes > 10.
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Alguns estudos estabeleceram uma ligacdo positiva entre a produ¢do de ALE ¢ os

OAFs (Meng et al., 2019; Schambeck et al., 2020); entretanto, sdo requeridas investigacdes

mais aprofundadas para avaliar essa relacdo. A abundancia de OAFs mostrou-se similar nos
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trés reatores; contudo, nota-se uma predominancia de OAGs sobre OAFs em todos os reatores.
A competi¢@o por substrato entre esses dois grupos desfavorece a remogdo de fosforo (Barros
et al.,2020). Portanto, a analise das comunidades bacterianas refor¢a que a baixa eficiéncia na
remocao de fosforo nos reatores, foi resultado da vantagem competitiva dos OAGs em relagdo
aos OAFs na obtencdo de substrato nos sistemas.

Dentre as familias de bactérias que desempenham papéis essenciais na remogao de
carbono e nutrientes, destacam-se as familias de proteobactérias Rhodocyclaceae e
Rhodobacteraceae, as quais foram detectadas em maior abundancia nos trés reatores,
corroborando com observagdes de estudos anteriores (Dos Santos et al., 2022; Frutuoso et al.,
2023). As familias Rhodobacteraceae e Rhodocyclaceae desempenham um papel
importante na degradacdo de matéria organica, sendo as Rhodobacteraceae 0s
microrganismos dominantes no processo anaerobio de uma etapa, com a capacidade de

acumular fosforo durante a desnitrificagdo (Zheng et al., 2016).

5.4 Conclusiao

O reator com adicdo de 2,5 g NaCl/L em pulsos alternados (R2) e o reator com
dosagem salina continua de 2,5 g NaClI/L (R3), apresentaram maiores concentragdes de
solidos suspensos volateis e uma melhor sedimentabilidade, quando comparados ao reator
controle sem dosagem salina (R1), indicando que a pressdo osmotica contribuiu para o
crescimento da biomassa e ndo afetou negativamente as caracteristicas fisicas ¢ a estabilidade
dos granulos. Além do mais, a adigdo de 2,5 g NaCl/L desde da partida dos reatores, acelerou
o processo de granulacdo, sendo que o R2 alcangou a granulagdo mais rapidamente (entre 21 ¢
25 dias), confirmando assim um efeito positivo da adigdo de sal através de pulsos alternados.

A adig¢do de NaCl ndo interferiu no desempenho dos reatores, mas as remogdes de
fosforo foram consideradas baixas ao longo de toda a operacdo em todos os sistemas. A
analise de comunidades bacterianas revelou a predominéncia das familias Rhodobacteraceae
e Rhodocyclaceae, relacionadas com a producdo de SPE e remogao de carbono e nutrientes.

Constatou-se que a adigdo de 2,5 g NaCl/L ndo favoreceu uma maior producdo de
SPE e do biopolimero ALE, tanto no reator com dosagem continua, como no reator com
pulsos alternados, possivelmente devido a baixa concentracdo de sal utilizada. Além disso, a
menor taxa A/M em R2 e R3 pode ter contribuido para esse resultado.

Sendo assim, este estudo traz resultados importantes que contribuem para um melhor

entendimento do efeito do sal em baixa concentragdo, com dosagem continua ou em pulsos
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como estratégia de pressdo de selecdo para acelerar a granulagdo, assim como do

comportamento do sistema LGA para efluentes salinos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nas perguntas, hipdteses ¢ objetivos que nortearam este trabalho,
destacam-se as seguintes principais conclusdes:

e O reator R2 com adi¢do de 2,5 g NaCl/L em pulsos alternados e o reator R3 com
dosagem salina continua de 2,5 g NaCl/L, demonstraram concentracdes mais
elevadas de solidos suspensos volateis e uma sedimentabilidade superior em
comparagdo ao reator controle R1, que ndo recebeu dosagem salina. Isso indica
que a pressdo osmotica contribuiu para o crescimento da biomassa sem impactar
negativamente as propriedades fisicas e a estabilidade dos granulos.

e A adicdo de 2,5 g de NaCl/L desde o inicio da operagdo dos reatores demostrou
um impacto positivo na granulagdo, acelerando esse processo.

e O reator R2 alcangou a granulagdo de forma mais rapida, o que confirma os
efeitos benéficos da adicdo intermitente de sal através de pulsos alternados.

o A presenga de NaCl ndo afetou o desempenho dos reatores, uma vez que foram
alcancadas otimas eficiéncias de remog¢o simultanea de carbono (>86%) ¢
elevada capacidade de nitrificacdo (>90%). Entretanto, as eficiéncias de remogdes
de nitrogénio total foram avaliadas como moderadas (64-69%) e as remogdes de
fosforo foram consideradas baixas (8-23%) ao longo da operacdo nos trés reatores.

o A adigdo de 2,5 g NaCl/L ndo favoreceu uma maior produgdo de SPE e do
biopolimero ALE, tanto no reator com dosagem continua, como no reator com
pulsos alternados. Provavelmente, esse resultado se deve a baixa concentragdo de
sal utilizada, que também foi influenciada pelaa maior relagdo A/M e menor TRS
em R1.

o As familias Rhodobacteraceae ¢ Rhodocyclaceae, pertencentes ao filo
Proteobacteria, foram abundantemente encontradas nos trés reatores ¢ possuem
correlagdo com a producdo de SPE e com a remog¢ao de carbono e nutrientes. Nos
reatores com a presenga de salinidade, a familia Rhodocyclaceae apresentou uma
propor¢do mais elevada, enquanto a familia Rhodobacteraceae mostrou maior

abundincia no reator controle.
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7 RECOMENDACOES FINAIS

Considerando os resultados obtidos com a presente pesquisa, sugere-se para
trabalhos futuros:

e Investigar o efeito da adicdo de diferentes concentragdes de NaCl em dosagem
continua ¢ em pulsos alternados, no processo de granulacdo e na producgdo de
biopolimero ALE.

e Explorar a influéncia da adigdo de outros tipos de sais ou compostos na
granulag@o de biomassa, comparando com os resultados obtidos com o NaCl.

e Avaliar a possibilidade de combinar a adi¢do de sal com outras estratégias de
pressdo de selegdo para melhorar o desempenho dos reatores, como por exemplo,
variagdes na temperatura, pH e tempo de sedimentagao.

e Investigar mais a fundo a relacdo entre as comunidades bacterianas identificadas
(Rhodobacteraceac ¢ Rhodocyclaceae) e a producdo de SPE e remogdo de

carbono e nutrientes, buscando compreender melhor os mecanismos envolvidos.

Analisar a influéncia de diferentes taxas A/M nos processos de producdo de SPE e

biopolimero ALE, buscando otimizar a eficiéncia desses processos nos reatores.
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