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RESUMO

A remogdo de nitrogénio dos efluentes tem sido uma exigéncia cada vez maior nos sistemas de tratamento
tendo em vista o elevado impacto ambiental (eutrofizacdo) desse nutriente ao ser langado em corpos hidricos
superficiais. Nesse sentido, diversas configuracGes de tratamento foram desenvolvidas de forma a se obter a
nitrificacdo (oxidacdo da aménia) e a desnitrificacdo (redugdo do nitrito ou nitrato para nitrogénio gasoso),
alcancando-se assim a conversdo do nitrogénio dissolvido em biomassa ou nitrogénio gasoso, o qual se
desprende grandemente do liquido e vai para a atmosfera. Embora tais configuragcdes tenham obtido bons
resultados na remocdo do nitrogénio, observa-se que a complexidade operacional desses sistemas, aliada a
elevada demanda de area e energia, tem por vezes inviabilizado a aplicagdo desses sistemas. Nesse contexto, 0
lodo granular aerébio (LGA) tem sido uma alternativa bastante atrativa quando se objetiva a remog¢do conjunta
de matéria organica e nutrientes. A estrutura do granulo possibilita a existéncia de diferentes camadas (aerdbias,
anaerdbias e anoxicas) que por sua vez possibilita na mesma biomassa 0 mecanismo de nitrificacdo e
desnitrificacdo simultaneas (denominado na literatura de Simultaneous nitrification and denitrification — SND),
eliminando assim a necessidade de dois ou mais reatores, vazdes de recirculacéo, controle individual da idade
de lodo, entre outros, simplificando desta forma o sistema de tratamento de esgotos. Na aplicacdo da
tecnologia de LGA com o uso de Reatores em Bateladas Sequenciais (RBS), diversos fatores podem influenciar
0 processo de SND, tais como: espessura do granulo, oxigénio dissolvido, relacdo C/N, tipo de substrato,
configuracdo do ciclo, entre outros. Observa-se que h& poucos estudos avaliando o efeito do uso de diferentes
substratos, quer presentes diretamente no afluente ou gerados nos diferentes ciclos do RBS (especialmente na
fase anaerdbia), no cultivo de LGA, visando a remoc¢do de nitrogénio via SND. Nesse sentido, esse trabalho
comparou a performance de 3 (trés) sistemas granulares aerdbios cultivados com acetato, etanol e glicose,
visando entender os mecanismos de remocao e os efeitos que o tipo substrato causa da composi¢do microbiana
de bactérias nitrificantes e desnitrificantes. Para isso, trés reatores em bateladas sequenciais (RBS) (acetato-R1,
etanol-R2 e glicose-R3) com ciclos de 6h (alimentacdo: 15 min, anaerébio/andxico: 54 min, aerdbio: 266 min,
sedimentacdo: 20 min, repouso: 5 min), foram operados para cultivo de LGA. Verificou-se que o reator
alimentado com acetato (R1) apresentou melhor desempenho na remocéo de nitrogénio total. Por outro lado, a
glicose (R3) apresentou os piores resultados na remocao de nitrogénio total, com apenas 40,6% de remog¢do. A
fonte de carbono impactou no tamanho médio dos granulos e por consequéncia, nos mecanismos de SND. Foi
observado que o acetato, por ser um AGV, favoreceu o mecanismo de SND por estar prontamente disponivel
para armazenamento (camada interior do granulo) como polimero na fase anaerdbia, sendo utilizado como
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doador de elétrons para a desnitrificacdo do nitrito ou nitrato oxidados na fase aerdbia. Além disso, observou-
se através da andlise de metagenoma a maior abundancia de bactérias nitrificantes no R1, mostrando que o
cultivo dessas bactérias foi desfavorecido nos reatores alimentados com etanol (R2) e, principalmente, no reator
alimentado com glicose (R3). Assim, verifica-se que de fato o tipo de substrato nas formas de acetato, etanol e
glicose, quer presente diretamente no afluente ou gerados nos diferentes ciclos do RBS (especialmente na fase
anaerébia), influenciam grandemente o tipo de LGA formado, as remogdes de nitrogénio, assim como se as
mesmas se dao de maneira sequencial ou simultanea.

PALAVRAS-CHAVE: Tratamento de esgotos, Lodo Granular Aerdbio (LGA), Nitrificagdo e desnitrificacdo
simultaneas (NDS), Simultaneous nitrification and denitrification (SND), Microbiologia molecular.

INTRODUCAO

Nos sistemas de tratamento biolégico de esgoto doméstico, o nitrogénio é removido por meio da transferéncia
das formas nitrogenadas da fase liquida para as fases solida e gasosa (EKAMA & WENTZEL, 2008). Cerca de
20% do nitrogénio afluente é assimilado e incorporado na massa do lodo, e em torno 75% é removido pelos
processos de nitrificacdo e desnitrificacdo. Na etapa de nitrificagdo, o nitrogénio permanece na fase liquida,
enquanto que na etapa de desnitrificacdo, o nitrogénio é transferido do liquido para a fase gasosa, sendo entéo
liberado para a atmosfera (EKAMA & WENTZEL, 2008). Desta forma, somente com a etapa de
desnitrificacdo é possivel alcancar um elevado nivel de remocédo de nitrogénio e uma baixa concentragdo de
nitrogénio inorganico no efluente.

Diversas tecnologias de tratamento bidlogico tém sido utilizadas na remocdo de nitrogénio, entre as quais 0s
sistemas Bardenpho, Phoredox e UCT (DOS SANTOS, 2019). No entanto, tem sido observado que essas
alternativas apresentam desvantagens em aplicacGes reais, como: (i) a necessidade de diferentes reatores para as
etapas individuais de nitrificacdo e desnitrificacdo; (ii) recirculacdo do efluente ou by-pass do afluente para
reator de desnitrificacdo, ja que este necessita de matéria orgénica; (iii) complexa operacdo; (iv) controle
individual da idade de lodo e, (v) elevado custo associado a implantacdo e operacdo dos sistemas (Van Handel,
2015).

Diante desse contexto, a tecnologia do lodo granular aerébio (LGA) tem sido aplicada como alternativa as
tecnologias convencionais de tratamento de esgotos sanitarios e industriais para a remogéo de matéria organica
e nutrientes, sendo grandemente estudado e j& aplicados em escala plena (Rollemberg et al., 2018). Os reatores
granulares surgiram no final dos anos 90, como uma alternativa aos sistemas de lodo ativado, mas com a
possibilidade de remocdo simultanea de carbono, nitrogénio e fésforo (DE KREUK et al, 2004). Estudos
recentes mostram que quando comparado aos sistemas de lodo ativado convencional, a tecnologia de lodo
granular aerébio apresenta menores custos de operagdo (20-25%) e gastos com energia elétrica (23-40%), além
de requerer menor demanda de area (50-75%) (ADAV et al., 2008; Bengtsson et al., 2018; Nereda, 2017).

A estrutura do granulo possibilita a remocdo de nutrientes em um Unico tanque por conta da distribuicdo
microbiana nas camadas aerébias, anaerdbias e andxicas existentes. Nesse sentido, é possivel que no mesmo
granulo haja 0 mecanismo denominado de nitrificacdo e desnitrificacdo simultaneas (NDS, ou SND em inglés,
Simultaneous nitrification and denitrification), o qual ocorre no periodo aer6bio do ciclo do Reator em
Batelada Sequenciais (RBS), usualmente utilizada em sistemas de granulacéo aerébia (Naranchaia et al., 2018).
Na presenca de matéria organica (feast period) o mecanismo de SND ocorre quando os produtos gerados na
oxidacdo da ambdnia (nitrito ou nitrato) sdo difundidos para o interior dos granulos, juntamente com o
substrato. Ja na auséncia da matéria organica, esse mecanismo ocorre quando o nitrito ou nitrato é difundido
para o interior dos granulos e sdo reduzidos a partir dos elétrons doados por polimeros armazenados no interior
da célula, geralmente na forma de polihidroxibutiratos (PHB) (THRID, BURNETT e CORD-RUWISCH,
2003).

A limitacdo da transferéncia do OD em granulos aerébios (devido a estrutura grande e compacta dos mesmos)
¢ indispensavel para a criagdo de diferentes zonas, que por sua vez, representam a chave para o
desenvolvimento do processo de SND (Figura 1). Nesse sentido, tem sido observado que as bactérias
oxidadoras de ambnio (BOA) e nitrito (BON), ficam localizadas na camada mais externa do granulo, onde a
concentracdo de oxigénio é alta (WINKLER et al., 2012). J& os organismos desnitrificantes estdo distribuidos
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mais internamente no granulo, na zona andxica, incorporados pelas substancias poliméricas extracelulares
(ADAV, LEE e LAI, 2010).
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Figura 1: Mecanismo de nitrificacao e desnitrificacdo simultaneas (SND)
Fonte: Guimardes (2017)

Na aplicacdo da tecnologia de LGA com o uso de RBS, diversos fatores podem influenciar o processo de SND,
tais como: espessura do granulo, oxigénio dissolvido, relacdo C/N, tipo de substrato, configuracdo do ciclo,
entre outros (Rollemberg et al., 2018). Corral (2005) avaliou a otimizagdo da remog¢do de nitrogénio em um
sistema LGA, e observou que a remogdo de nitrogénio foi favorecida pela diminuicdo das concentracdes de
oxigénio, atingindo um valor maximo em concentracdo de OD entre 1 a 3 mg/L. Por outro lado, Wang et al
(2018) avaliaram o impacto das diferentes razfes C/N na remogdo de nitrogénio total e observaram que
relagdes de C/N acima de 10 favoreciam a remocéo de nitrogénio, alcancando-se valores acima de 90%.

Diante dos estudos apresentados, observa-se que ha poucos estudos avaliando o efeito do uso de diferentes
substratos, quer presentes diretamente no afluente ou gerados nos diferentes ciclos do RBS (especialmente na
fase anaerdbia), no cultivo de LGA, visando a remocgdo de nitrogénio via SND. Nesse sentido, esse trabalho
comparou a performance de 3 (trés) sistemas granulares aer6bios cultivados com acetato, etanol e glicose,
visando entender 0os mecanismos de remocao e os efeitos que o tipo substrato causa da composi¢do microbiana
de bactérias nitrificantes e desnitrificantes.

MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio de Saneamento Ambiental (LABOSAN), localizado no
Departamento de Engenharia Hidraulica e Ambiental (DEHA) da Universidade Federal do Ceara (UFC), por
meio da operacdo de reatores confeccionados em acrilico e operados em bateladas sequenciais (RBS) com
ciclos de 6h, operado na modalidade convencional, relacdo altura/diametro de 10:1, sistema de aeracdo, bomba
de descarte e tanque de alimentacdo com substrato.

O RBS cilindrico possuia 100 mm de diametro, 1 m de altura e 7,2 L de volume (til. Na sua base, foi
posicionado um aerador, o qual proporcionou velocidade ascensional de ar de 1,52 cm-s™ e concentragdo de
50% da saturagdo de oxigénio no inicio da aeracdo. Foi utilizado in6culo proveniente de um sistema de lodo
ativado do tipo carrossel, projetado na modalidade de aeracéo prolongada, o qual se destinava ao tratamento de

ABES - Associacao Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental 3



.

30° CONGRESSO ABES ABES

Congresso Brasileiro de Engenharia Sanitdria @ Ambiental

esgoto doméstico de uma industria. A concentracéo inicial de solidos suspensos volateis no licor misto foi de
aproximadamente 3.200 mg L™ e o indice Volumétrico de Lodo (IVLso) foi de 198,1 mL g*. Os tempos
destinados a cada fase do reator RBS sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas gerais dos sistemas RBS estudados
Ciclo de cada batelada

Alimentagdo  Anaerobio/Andxico  Aerébio  Sedimentacdo  Repouso
15 min 54 min 266 min 20 min 5 min

O afluente sintético utilizado foi mantido armazenado em um refrigerador a temperatura de 4° C, com o
objetivo de impedir sua degradacdo. A referida solu¢do continha carbono sollvel na forma de acetato (R1),
etanol (R2) ou glicose (R3) na concentragdo de 800 mg DQO L), aménio como fonte de nitrogénio (100 mg
N-NH4* L), provido por cloreto de aménio (NH4CI), fosfato como fonte de fésforo (10 mg P-PO,* L),
provido por fosfato de potassio monobasico (KH;POy,), bicarbonato de sddio, NaHCO3 (700 mg CaCOs; L1),
como fonte de alcalinidade e uma solucdo de micronutrientes (DOS SANTOS, 2005), adicionada com uma
relacio de 1 mL L de solugdo de meio basal, a qual continha (em mg L?): H3BO;3; (50), ZnCl, (50), CuCl,
(30), MnSQO4-H20 (50), (NH4)sM07024-4H,0 (50), AICI; (50), CoClz-6H20 (50) e NiCl, (50).

As andlises fisico-quimicas do afluente, do lodo e do efluente de cada sistema foram realizadas conforme as
metodologias recomendadas pelo Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA,
2012). Foram realizadas as seguintes analises DQO, nitrogénio (NH4*-N), nitrato (NO3™-N), nitrito (NO2-N)),
IVL em 10 e 30 min (IVLip e IVLsg). Para avaliacdo das eficiéncias de remogdo de matéria organica e
nutrientes, foram determinados os seguintes parametros: Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), nitrogénio na
forma de aménia (N-NHz*), nitrito (N-NO,) e nitrato (N-NOs?); e o fosforo na forma de fosfato (P-PO.%).
Como parametros de operacéo foram monitorados o pH, OD, temperatura e alcalinidade.

Também foi utilizado Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV), modelo Inspect S50 — FEI, com resolugdo
nominal de 3 nm para a realizagdo de andlise em alto e baixo vacuo, associado a andlise quimica
semiquantitativa (EDS) e litografia de elétrons. Para preparar as amostras, elas foram primeiramente lavadas
com éagua destilada. Em seguida, os granulos obtidos foram embebidos em solucdo de Glutaraldeido a 2,5% por
12 horas. Posteriormente, a amostra foi progressivamente desidratada por etanol e secas em laminulas. Ao final
do procedimento, as amostras foram transferidas para stubs e cobertas com ouro por pulverizacdo catddica
(MOTTERAN; PEREIRA; CAMPOS, 2013).

O sequenciamento de DNA do gene 16S rRNA foi realizado a partir da extracdo de 0,5 g (peso Umido total)
das amostras de lodo coletadas ao final do periodo de operagdo, usando o Kit PowerSoil® MOBIO. A
extracdo de DNA foi realizada em triplicata para cada amostra de cada sistema. A qualidade e concentracdo do
DNA extraido foi estimada usando um Nanodrop 1000 (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA). Para o perfil
taxondmico das comunidades bacterianas, a biblioteca amplicon da regido V4 do gene 16S rRNA foi preparada
como descrito anteriormente (ILLUMINA, 2013), usando os iniciadores especificos da regido (515F / 806R)
(CAPORASO et al., 2011). Os dados obtidos pelo sequenciamento foram analisados com ferramentas de
bioinformética. As analises de biologia molecular foram realizadas na Central de Genémica e Bioinformatica
(CeGenBio) do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) da UFC.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os sistemas apresentaram diferentes comportamentos quanto a formacdo e caracteristicas dos granulos
formados. O reator cultivado com acetato (R1) apresentou répida formacdo dos granulos (14 dias), diametro
médio de 1,5 mm e 6tima sedimentabilidade (1VL30=33,7 mL g™). JA o reator cultivado com etanol (R2)
apresentou completa formacdo dos granulos apds 30 dias, diametro médio de 1,0mm e 1VL3=42,7 mL g*.
Dentre os granulos cultivados, observou-se que a biomassa formada no R3 apresentou os piores resultados em
termos de sedimentabilidade e tempo de formacdo, em cerca de 40 dias para plena formacdo dos granulos, os
quais possuiam didmetro médio de 0,7mm e 1VL3=41,6 mL g. A Figura 1 mostra as fotos de microscopia
eletrénica de varredura (MEV) dos 3 (trés) sistemas e a Tabela 2 apresenta as principais caracteristicas dos
granulos formados.
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Figura 2: Imagens da microscopia eletronica de varredura (MEV) dos granulos cultivados com (a)

acetato (R1), (b) etanol (R2) e (c) glicose (R3)

Tabela 2: Caracteristicas dos granulos formados nos reatores cultivados com acetato (R1), etanol (R2) e

glicose (R3)
Parémetro R1 (acetato) R2 (etanol) R3 (glicose)
IVLs (ML g?) 33,743,9 42,7412,3 41,6+10,7
IVLio (mL gt) 34,4442 44,2+12.9 46,6+16,8
IVL3o/IVL1o 0,98 0,96 0,89
Diametro médio (mm) 1,5 1,0 0,7

Apesar de ter influenciado as caracteristicas dos granulos, foi observado que os diferentes substratos utilizados
na pesquisa ndo tiveram impacto significativo na remocéo de DQO, com valores de 91+2%, 90+2% e 88+4%,
para os reatores R1, R2 e R3, respectivamente. Entretanto, as remoc¢des de nitrogénio, tanto na forma

amoniacal quanto total, foram bastante diferentes (Tabela 3).
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Tabela 3: Desempenho dos sistemas de granulacéo aerdbia testados com os substratos acetato (R1),
etanol (R2) e glicose (R3)

Afluente Efluente Remogdo  Remocéo
N-NH4* N-NHa* N-NOz° N-NOz  NTremovido deNHs  de NT (%)
(mgL?Y) | (mgL")  (mgL') (mgL?')  (mgL™) (%)
R1 161,649,1 | 21,9+2,0 2,2+0,6 10,4+2,2 127,0 87,5 78,6
R2 150,4+10,3 | 33,943,7 2,30,5 7,243,5 107,1 773 71,2
R3 147,5¢14,6 | 522+#3,1 10,8428 26,950 77,6 64,6 40,6

Verificou-se que o reator R1 (acetato) apresentou melhor desempenho na remogdo de nitrogénio em relagdo
aos demais sistemas, com valor médio de 87,5% de eficiéncia de remocdo de nitrogénio amoniacal e 78,6% de
nitrogénio total. Os granulos cultivados com etanol (R2) apresentaram eficiéncias de remocéo de nitrogénio
préximas ao R1, o que jé era de certa forma esperado, pois a literatura reporta que o etanol é um 6timo doador
de elétron para a desnitrificacdo via nitrito ou nitrato (SANTOS, 2003). J& 0 R3 apresentou os valores mais
baixos de remocéo de nitrogénio.

De KREUK et al. (2010), observaram que substratos facilmente biodegradaveis, como a glicose, ndo séo
convertidos em polimeros de armazenamento na fase anaertbia, favorecendo bactérias filamentosas que
crescem no periodo aerdbio, prejudicando assim tanto o processo de granulagdo quanto o crescimento e
retencdo de bactérias autotrdficas, as quais eram varridas do sistema, ja que nao eram cultivadas associadas a
granulos e sim a filamentos. Nessa mesma linha, Tay et al. (2002) observaram que a glicose ndo favorecia a
formacdo de granulos aerdbios, pois esse substrato, por ser de uso comum a VArios microrganismos, propicia
que diversos grupos microbianos o utilizem, diferente da degradacdo de substratos mais simples, como acetato
ou propionato, que selecionam apenas alguns microrganismos, principalmente os que possuem metabolismo de
acumulagdo de polimeros, ressaltando que estes grupos microbianos promovem a granulacdo que por sua vez
facilita a retencdo de bactérias nitrificantes no sistema. Assim, a baixa remog¢do de nitrogénio nos granulos
cultivados no R3 com glicose como substrato pode ser explicado pelos supracitados estudos.

Com relacdo a desnitrificacdo, conforme observado na Tabela 3, foi observado que ndo houve acumulo
significativo de nitrito e nitrato nos reatores R1 e R2, diferentemente do R3, que apresentou valores elevados
de nitrato no efluente. Assim, possivelmente durante o periodo aerdbio no reator R3, a oxidagdo da aménia a
nitrito ou nitrato e a remocdo destes via desnitrificacdo ndo ocorreram de maneira simultanea. Possivelmente o
tamanho do granulo formado nos diferentes sistemas contribuiu para os diferentes comportamentos verificados.
Naranchaia et al. (2018) verificaram que didmetros de granulos acima de 1,0mm favoreciam o mecanismo de
SND ja que dificultam a entrada de oxigénio no granulo, o que permite a desnitrificagdo na camada andxica.
Como os granulos do R3 possuiam diametros préximos a 0,7mm, possivelmente ndo houve a formagao de uma
camada andxica bem definida para a desnitrificacdo, mesmo havendo substrato e as espécies oxidadas de
nitrogénio nas formas de nitrito e nitrato.

A andlise de microbiologia molecular (Figura 3) permitiu a avaliagdo da abundancia relativa da comunidade
microbiana no nivel de familia. Conforme verificado, as familias Rhodocyclaceae e Rhodobacteraceae foram
mais abundantes no R1, seguido do R2 e R3. Tendo em vista que essas familias possuem grupos microbianos
associados a nitrificacdo (Rollemberg et al., 2019), conclui-se que os valores de remocao obtidos durante a
operacdo do sistema corroboram com os valores observados na andlise de metagenoma. Com relacdo a
presenca de bactérias desnitrificantes, destaca-se a familia Flavobacteriaceae, de elevada abundéncia no R1 e
R2, sendo a menor presenga verificada no R3, o que possivelmente justifica as menores taxas de desnitrificagdo
encontradas nesse sistema. He et al. (2018) também correlacionaram taxas de desnitrificagdo com a abundancia
relativa dos referidos microrganismos da familia Flavobacteriaceae.
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Figura 3: Abundancia relativa da comunidade microbiana em nivel de familia formada no lodo
granular aerébio alimentado com os substratos acetato (R1), etanol (R2) e glicose (R3)

CONCLUSOES/RECOMENDACOES

Os granulos aerobios cultivados a partir de acetato apresentaram maiores eficiéncias na remocéo de nitrogénio
amoniacal e total sequido dos grénulos cultivados com etanol. Foi observada uma baixa remogao de nitrogénio
nos LGA cultivado com glicose por 3 (trés) possiveis motivos: (i) o referido substrato favorece a presenga de
bactérias filamentosas, o0 que ocasiona o varrimento (washout) de bactérias, incluindo as nitrificantes; (ii) devido
ao menor diametro dos granulos cultivados com glicose, possivelmente ndo havia uma camada andxica bem
definida, e (iii) a fermentacdo de substratos em AGVs para posterior acumula¢do em polimeros que podem ser
utilizados como doador de elétrons na desnitrificacdo ndo foi favorecida pelo uso desse substrato,
diferentemente do uso do acetato. Assim, verifica-se que de fato o tipo de substrato nas formas de acetato,
etanol e glicose, quer presente diretamente no afluente ou gerados nos diferentes ciclos do RBS (especialmente
na fase anaerobia), influenciam grandemente o tipo de LGA formado, as remocdes de nitrogénio, assim como
se as mesmas se ddo de maneira sequencial ou simultanea.
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