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RESUMO

A recuperacio de recursos produzidos em estacdes de tratamento de aguas residuarias (ETAR)
¢ uma alternativa economicamente sustentavel para o gerenciamento do excesso de lodo. Em
sistemas de lodo granular aerébio (LGA), o teor de substancias poliméricas extracelulares
(SPE) pode alcancar até 40% da biomassa, conferindo ao LGA um grande potencial para
recuperar exopolimeros de grande interesse industrial. Sabe-se que exopolimeros semelhantes
ao alginato (ALE) e triptofano (Trp) estdo presentes na matriz extracelular de granulos
aerdbios. Entretanto, poucos estudos foram realizados na tentativa de compreender os
impactos de parametros operacionais sobre a biossintese desses biopolimeros no lodo. Nesse
contexto, este estudo avaliou a influéncia de diferentes fontes de carbono na producdo de ALE
e Trp em sistemas LGA, a partir da operacdo de cinco reatores em batelada sequencial (RBS)
com acetato, propionato, glicerol, glicose e sacarose como fontes de substratos. Na presenca
de acetato encontrou-se uma abundancia de bactérias produtoras de SPE e também os maiores
teores de biopolimeros (418,7 mgALE-gSSV™! e 4,1 mgTrp-gSSV™!). Contudo, foi observada
uma desintegracdo parcial de seus granulos ao longo da operacdo. Por outro lado, durante a
granulagdo, resultados animadores na producio de ALE (> 250 mgALE-gSSV'!) foram
obtidos na presenca de propionato (R2), significativamente maior que os reatores operados
com glicerol, glicose e sacarose. Porém, ao final da operacdo, os granulos maduros
alimentados com propionato ja ndo produziam a mesma quantidade de ALE, obtendo-se
valores da ordem de 70-90 mgALE-gSSV-!, proximos aos resultados encontrados nos reatores
alimentados com glicerol e sacarose. Em relacdo a produgio de triptofano, além do acetato,
propionato e glicerol se mostraram como bons substratos, com teor de 1,6 mgTrp-gSSV-L. Os
granulos obtidos com glicose apresentaram os piores resultados em comparagdo com oS
demais substratos, 38,5 mgALE-SSV'! e 0,6 mgTrp-gSSV~!, possivelmente devido a
abundancia de microrganismos filamentosos encontrados neste reator. Portanto, a fonte de

carbono tem um alto impacto na produgido de ALE e Trp.

Palavras-chave: Recuperacio de recursos. Lodo granular aerdbio (LGA). Substancias
poliméricas extracelulares (SPE). Exopolimeros semelhantes ao alginato (ALE). Triptofano

(Trp). Fonte de carbono.
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ABSTRACT

The recovery of resources produced in wastewater treatment plants (WWTP) is an
economically sustainable alternative for managing excess sludge. In aerobic granular sludge
(AGS) systems, extracellular polymeric substances (EPS) content can reach up to 40% of the
biomass, giving AGS a great potential to recover exopolymers of great industrial interest. It is
known that alginate-like exopolymers (ALE) and tryptophan (Trp) are present in the
extracellular matrix of aerobic granules. However, few studies have been carried out to
understand the impacts of operational parameters on the biosynthesis of these biopolymers in
the sludge. In this context, this study evaluated the influence of different carbon sources on
ALE and Trp productions in LGA systems by operating five sequential batch reactors (SBR)
with acetate, propionate, glycerol, glucose, and sucrose as substrate sources. In the presence
of acetate, an abundance of EPS-producing bacteria was found, as well as the highest
biopolymers levels (418.7 mgALE-gVSS™ and 4.1 mgTrp-gVSS™!). However, a partial
disintegration of its granules was observed during the operation. On the other hand, during
granulation, encouraging results on ALE production (> 250 mgALE-gVSS™) were obtained
with propionate (R2), significantly higher than those found with glycerol, glucose, and
sucrose. However, at the experiment completion, the mature granules fed with propionate no
longer produced the same amount of ALE, obtaining values of about 70-90 mgALE-gVSS™,
close to the results found with glycerol and sucrose. Regarding tryptophan production, in
addition to acetate, both propionate and glycerol were shown to be good substrates, with a
content of 1.6 mgTrp-gSSV-!. The granules obtained with glucose showed the worst results
compared to the other substrates, 38.5 mgALE-VSS™! and 0.6 mgTrp-gVSS™, possibly due to
the abundance of filamentous microorganisms found in this reactor. Therefore, the carbon

source has a high impact on ALE and Trp production.

Keywords: Resource recovery. Aerobic granular sludge (AGS). Extracellular polymeric

substances (EPS). Alginate-like exopolymers (ALE). Tryptophan (Trp). Carbon source.
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1 INTRODUCAO GERAL

Nos ultimos anos, um dos principais objetivos da comunidade cientifica tem
sido o reaproveitamento e recuperacio de recursos, particularmente no que diz respeito
ao tratamento de aguas residuarias (KARAKAS et al., 2020; ZHANG et al. 2016;
GUEST et al., 2009). Essa nova percepcdo promoveu uma mudanca de paradigma, de
modo que as estacdes de tratamento de esgoto (ETE) deixaram de ser vistas unicamente
como uma unidade que trata um fluxo de residuos, e passaram a ser consideradas como
potenciais fabricas de recuperacdo de recursos (FRR) que alimentam a economia
circular (KEHREIN et al., 2020). Estima-se que em um futuro proximo, muitas ETEs
convencionais serdo convertidas nessas FRR (DE CARVALHO et al., 2021).
Autoridades da Holanda, por exemplo, atualmente se concentram na recuperagdo de
pelo menos cinco recursos das aguas residuarias municipais: celulose, bioplasticos,
fosfato, exopolimeros semelhantes ao alginato (ALE) e biomassa (VAN LEEUWEN et
al., 2018).

Umas das principais vertentes que tem sido apontado como uma possivel
fonte de recurso sdo as substincias poliméricas extracelulares (SPE), composto
complexo formado principalmente de polissacarideos, proteinas, acidos nucléicos,
acidos humicos e lipideos, sendo a composicdo dependente das caracteristicas dos
esgotos, lodo de inoculo, assim como das pressdes de selecdo impostas (LIU et al.,
2004). Sua producdo esta associada grandemente ao tratamento bioldgico de esgoto,
especialmente em lodo granular aerobio (LGA), tecnologia que tem se destacado cada
vez mais, devido sua excelente sedimentabilidade e alta eficiéncia de remogdo de
poluentes em relagdo ao sistema de lodo ativado (BARROS et al., 2020). No sistema
LGA, altas taxas de aeracdo, alternancia de condicdo de abundancia (feast) e fome
(famine) contribuem para aumentar a producdo de SPE, as quais possuem uma relacdo
direta com a agregacdo de microrganismos e formacgao dos granulos.

A literatura tem mostrado que uma grande fracdo de SPE do LGA consiste
de ALE (LIN et al., 2010). ALE sio compostos de aglcares, proteinas e substancias
humicas, extraidos da matriz extracelular de LGA, identificados pela sua capacidade de
formar gel em contato com cétions divalentes (Ca*>" e Mg") e residuos de acido urdnico
(GeM) (LIN et al., 2008; FELZ et al., 2019). Esse biomaterial possui potencial uso nas
industrias de papel, medicina e construcdo, bem como na agricultura e horticultura

(VAN LEEUWEN et al., 2018).
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Outro biomaterial relatado como um dos materiais organicos dominantes na
matriz de SPE de granulos aerobios € o triptofano (GUO et al., 2020). Esse composto
hidrofobico ¢ um dos nove aminoacidos essenciais para os humanos. A hidrofobicidade
¢ a principal forca motriz da adesdo celular, razdo pela qual esta geralmente presente em
LGA (LIU et al., 2004). Além de ter papel fundamental na granulacdo, o triptofano
também possui aplicacdes na industria quimica e farmacéutica (PORTER et al., 2005),
alimenticia (FAVERO NETO; GIAQUINTO, 2020) e agricultura (MUSTAFA et al.,
2018).

Os pontos estudados até entdo estdo relacionados a proporcdo de carbono
para nitrogénio, o tempo de retencdo celular (ROLLEMBERG, et al., 2020a;
ROLLEMBERG, et al., 2020b) e os niveis de salinidade (MENG et al., 2019) como
parametros que desempenham um papel importante para a producio ideal de ALE e
triptofano. A fonte de carbono presente no efluente a ser tratado possivelmente possui
um efeito significativo na producdo desses recursos, levando-se em consideragdo que ja
¢ de conhecimento que esse pardmetro influencia na formacgido e caracteristica da
biomassa do sistema, bem como na composi¢cdo das SPE (NANCHARAIAH; KUMAR,
2018; ROLLEMBERG et al., 2018; FELZ et al., 2016).

Rollemberg et al. (2020a) e Schambeck et al. (2020), avaliando a presenga
de ALE em reatores piloto que tratavam aguas residudrias municipais, encontraram
producdo de ALE de 236 mgALE-gSSV! e 219 mgALE-gSSV-!, respectivamente. Por
outro lado, Rollemberg et al. (2020b), encontraram em LGA alimentados com acetato,
nas melhores condi¢des operacionais (DQO:N = 20), valores da ordem de 290
mgALE-gSSV-!. Substratos como propionato (YANG et al., 2014) e uma combinagio de
acetato e glicose (MENG et al., 2019) também ja foram utilizados para producdo de
ALE em granulos aerdbios, apresentando producdes de 110 mgALE-gSSV™! e 240
mgALE-gSSV-!, respectivamente. No que se refere ao triptofano, hd poucos trabalhos
que avaliaram sua producdo em sistema LGA, com valores de 48 mgTrp-gSSV™!
(ROLLEMBERG et al., 2020a) e 54 mgTrp-gSSV! (ROLLEMBERG et al., 2020b).

Essa diferenca de valores encontrado na literatura pode estar fortemente
relacionada a fonte de carbono, ja que os trabalhos que utilizaram acetato, por exemplo,
apresentaram maior teor de recurso nos granulos do que os estudos que utilizaram
esgoto doméstico. Além disso, acetato e propionato sdo relatados como substratos
preferiveis por organismos acumuladores de fosforo (PAOs, do inglés phosphate

accumulating organisms) e de glicogénio (GAOs, do inglés glycogen accumulating
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organisms) (OEHMEN et al., 2004; SHEN; ZHOU, 2016) e por sua vez ha indicios de
que a producdo de ALE esteja associada ao enriquecimento de PAOs na biomassa
(GUIMARAES, 2017).

Devido a extrema novidade dessas descobertas, poucos estudos foram
realizados envolvendo a manipulagdo de parametros operacionais tendo em vista a
producdo desses recursos de elevado valor agregado. Nesse contexto, um entendimento
de como se comporta a producdo de ALE e triptofano sistemas LGA operados com
diferentes fontes de carbono, ¢, portanto, necessario para se compreender melhor a
dindmica da producdo ao longo das diferentes fases de producdo e maturacdo dos

granulos.
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2 PERGUNTA DE PESQUISA E HIPOTESES

2.1 Perguntas de Pesquisa

A fonte de carbono adotada em um sistema LGA tem influéncia sobre a
produgdo de ALE e triptofano?
Dentre os substratos de estudo (acetato, propionato, glicerol, glicose e

sacarose), qual exercera melhor desempenho na producio de ALE e triptofano?

2.2 Hipdteses

Assim como a fonte de carbono influencia diretamente sobre a formagio e
estrutura de granulos aerdbios, ela também interfere na composicdo da matriz
extracelular e, consequentemente, na producdo de ALE e triptofano.

A producdo sera variada, mas possivelmente acetato, propionato e glicerol

estardo associados a producdes de ALE e triptofano mais altas que glicose e sacarose.
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3 OBJETIVO GERAL E OBJETIVOS ESPECIFICOS DA DISSERTACAO

3.1 Objetivo geral

e Investigar o impacto da fonte de carbono na producdo de exopolimeros
semelhantes ao alginato (ALE) e triptofano (Trp) em sistemas de lodo granular

aerobio (LGA).

3.2 Objetivos especificos
e Avaliar o impacto da fonte de carbono na formacdo, estabilidade, atividade e
caracteristicas fisicas de granulos aerébios;
e Verificar a produ¢@o da matriz de substancias poliméricas extracelulares (SPE);
e Analisar o potencial de recuperacdo de ALE e triptofano a partir da biomassa
granular aerodbia;
e Verificar a dinamica populacional microbiana nos sistemas LGA operados com

diferentes fontes de carbono.
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Revisio expandida do artigo:

DE CARVALHO, C. A.; DOS SANTOS, A. F.; FERREIRA, T. J. T.; LIRA, V.N. S. A_;
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O lodo granular aerébio (LGA) é uma tecnologia promissora de tratamento de
aguas residuarias, que tem sido amplamente usada para tratar uma variedade de aguas
residudrias. O lodo granular pode superar os flocos de lodo em relagdo a alta retencio de
biomassa e a rapida sedimentagdo, o que permite maior tolerancia a choques organicos ou
toxinas, além de reduzir significativamente a area do sistema de tratamento (GAO et al., 2011;
LIM; KIM, 2014). Além disso, o LGA remove simultaneamente DQO, nitrogénio e fosforo,
reduzindo a necessidade de adi¢do complementar de produtos quimicos para a remogdo de
fosfato (DE KREUK; HEIINEN; VAN LOOSDRECHT, 2005). No entanto, como as
tecnologias de lodo granular vém sendo amplamente utilizadas no tratamento de aguas
residudrias, cada vez mais vem-se gerando maiores quantidades de LGA.

Em comparacio com o lodo floculado, uma propriedade notavel do lodo granular
¢ um numero significativo de substancias extracelulares (SPE), que formam uma matriz rica
em polimeros para os microrganismos a serem incorporados (LIN et al., 2015; MCSWAIN et
al., 2005). O conteudo maximo de SPE pode alcancar até 40% da biomassa do lodo granular
(TANG et al., 2011). Proteinas e polissacarideos sdo composi¢des dominantes de substancias
extracelulares. Notavelmente, esses componentes de biomateriais extracelulares podem ser
aplicados como substitutos para produtos industriais sintéticos, como alginato e triptofano
(XUE et al., 2019). Portanto, ¢ atraente recuperar biomateriais de alto valor agregado a partir
do lodo granular para suprir a demanda de mercado. Desse modo, o lodo granular oferece
grandes oportunidades para a recuperacdo de biomateriais de alto valor agregado como
recursos renovaveis, o que pode aumentar fortemente a sustentabilidade e a economia do

tratamento de aguas residuais.

4.1 Caracterizacio da tecnologia de lodo granular aerébio

Ha cerca de 25 anos atras, uma nova forma de lodo ativado foi cultivada em

reatores aerados, nomeado de lodo granular aerébio (BEUN et al., 1999; MORGENROTH et

al., 1997). Enquanto os microrganismos formam pequenos agregados irregulares ou flocos
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com tamanhos em torno de 50-300 um em sistemas de lodo ativado convencional (LEMAIRE
et al., 2008), sob condicdes operacionais especificas, agregados maiores, quase esféricos com
uma estrutura compacta e densa podem ser formados, constituindo os chamados granulos
aerobios. Em 2004, durante o First Aerobic Granule Workshop (Munique — Alemanha),
granulos aerobios foram definidos como agregados de origem microbiana, que ndo coagulam
sob cisalhamento hidrodindmico reduzido, e que posteriormente sedimentam
significativamente mais rapido do que flocos de lodo ativado (DE KREUK; KISHIDA; VAN
LOOSDRECHT, 2007).

Na verdade, o grande tamanho e a estrutura compacta e densa do granulo aerobio,
resulta em uma excelente capacidade de sedimentacdo, conforme indicado pela determinacgio
do indice volumétrico de lodo (IVL). Especificamente, uma vez que ¢ um indicador da
extensdo do espessamento apos a sedimentagcdo, a diferenca entre os valores de IVL
registrados apds 5 e 30 min de sedimentacdo foi usada para diferenciar o lodo granular
aerdbio do floco de lodo ativado. Além disso, um tamanho minimo do granulo aer6bio de 0,2
mm foi estabelecido como referéncia. As principais diferencas entre o LGA e o floco de lodo
ativado estdo apresentadas na Tabela 1.

Como os granulos aerdbios sdo autoimobilizados, agregados densos compostos
principalmente de bactérias embebidas em substancias poliméricas extracelulares (SPE), eles
podem ser considerados como um caso especial de crescimento de biofilme sem material
suporte (BEUN et al., 1999). A estrutura tridimensional do granulo aerdbio cria gradientes de
concentracdo de oxigé€nio dissolvido (OD) e substrato ao longo da direcdo radial, levando a
estratificacdo em camadas de diferentes tipos de microrganismos e metabolismos (LIU et al.,
2010). Consequentemente, os granulos aerobios sdo geralmente considerados como uma
estrutura microbiana em camadas, composta por uma camada externa aerébia, contendo uma
mistura de organismos heterotroficos e autotroficos e um nuicleo anéxico ou anaerobio, onde
organismos desnitrificantes e anaerobios estdo presentes (WINKLER et al., 2013). Esses
microambientes permitem, assim, a presenca de diferentes populacdes bacterianas,
desempenhando papéis especificos na biodegradagdo de poluentes da agua, como organismos
acumuladores de fosfato (do inglés, phosphate accumulating organisms — PAOs) e
organismos acumuladores de glicogénio (do inglés, glycogen accumulating organisms —
GAOs), bem como bactérias nitrificantes e desnitrificantes (DE KREUK; HEIJNEN; VAN
LOOSDRECHT, 2005).
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Tabela 1 — Comparac@o entre as principais caracteristicas de lodo ativado e de lodo granular

aerobio.
Parimetros Lodo ativado Lodo granular aerobio
Formato Irregular Regular e esférico
Tamanho <0,2 mm 0,2 — 5,0 mm

Nao ha zonas redox distintas ~ Camadas distintas: zonas aerobias,
Estrutura (camadas)

(apenas aerdbio) anaerobias e anoxicas
Densidade relativa 0,997 — 1,010 (floculento) 1,010 — 1,017 (denso)
indice volumétrico de lodo IVL3p> 100 mL/g IVL3 <80 mL/g
(IVL) com IVLs * IVL30 com IVLS = IVL30
Velocidade de sedimentacio 10 —90 m/h 2—-10m/h
SPE Baixa concentracao Alta concentragao
Capacidade de remocio sob ) Remocao se mantém em nivel
Remocao ruim
cargas organicas flutuantes estavel
Tolerincia a compostos ) ) )
Baixa tolerancia Alta tolerancia

toxicos

Fonte: Bengtsson et al. (2018); Nancharaiah e Reddy (2018).

A biomassa granular aerdbia oferece muitas vantagens sobre os sistemas de lodo
ativado (ADAV et al., 2008). A boa sedimentacdo do LGA permite maiores concentragdes de
biomassa no biorreator e melhor separagdo solido-liquido, favorecendo um projeto de reator
compacto, que pode ser operado em bateladas sequenciais. Além disso, a alta capacidade de
retencdo de biomassa aumenta a capacidade de conversdo volumétrica, permitindo ao sistema
lidar com altas taxas de carga organica volumétrica (MASZENAN; LIU; NG, 2011).

No nivel microscopico, a estrutura fisica robusta, compacta e em camadas
caracteristica do granulo aerobio ¢ importante para fornecer tolerdncia a altos niveis de
toxicidade, bem como a capacidade de suportar grandes variagdes de carga e aguas residuarias
de alta recalcitrancia, geralmente associadas ao tratamento de efluentes industriais (BEUN;
VAN LOOSDRECHT; HEIJNEN, 2000; LIU; TAY, 2004).

Devido a estratificagdo da populacdo microbiana e a existéncia simultanea de
condi¢cdes anaerobias, aerobias e anoxicas dentro do granulo aerobio, a remocdo de matéria
organica, nitrogénio e fésforo pode ser alcancada em uma tnica unidade, com altas eficiéncias
(BASSIN et al., 2012; DE KREUK; HEIJNEN; VAN LOOSDRECHT, 2005). Por conta disso,
esse sistema ndo necessita de varios tanques, tubos e bombas de recirculacdo, reduzindo

significativamente a area e os custos de investimento (CAPEX, do inglés capital expenditure)
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e operacionais (OPEX, do inglés operational expenditure) da estacdo de tratamento (DE

BRUIN et al., 2004).

4.1.1 Processo de granulaciio aerdbia

A formacdo de granulos aerobios (granulacdo aerobia) ¢ um processo fisico-
quimico e biolégico complexo. A autoimobilizagdo microbiana ¢ induzida por condi¢des de
estresse ambiental, envolvendo cisalhamento fisico, interacdes fisico-quimicas ou
bioquimicas, e mecanismos de atracdo microbiana (LIU; TAY, 2002). A granulacdo usando
floco de lodo ativado como inéculo ¢ sugerida para se permitir inicialmente a agregacdo de
colénias menores com o intuito de se formar aglomerados densos. Em um segundo momento
havera um crescimento externo e agregacdo adicional, com colisdes entre granulos,
produzindo granulos densos estaveis e de tamanhos maiores.

Considerando que uma variedade de espécies microbianas ¢ capaz de formar
granulos, a granulacdo provavelmente depende muito mais das condi¢des de operagdo do
reator, e ndo da presenca de grupos microbianos especificos (BEUN et al., 1999). Tay et al.
(2001) sugeriram que o aumento da hidrofobicidade celular e, consequentemente, o aumento
da interacdo célula a célula, contribuem para manter as bactérias agregadas firmemente unidas,
embora mais pesquisas ainda sejam necessarias para apoiar essa teoria.

Numerosos estudos t€ém se concentrado na compreensdo dos fatores moleculares
por tras da formacgdo de granulos aerdbios, bem como na otimizacdo das condicdes de
operacdo do reator, promovendo a granulacdo aerdbia. Até agora, a formagdo de LGA foi
alcangada principalmente em reatores em batelada sequencial (RBS) (SHOW; LEE; TAY,
2012). A operacdo do RBS consiste basicamente em cinco estagios sucessivos: alimentagao,
reacdo, sedimentagdo, descarte e repouso. As caracteristicas da operacdo do RBS, como o
regime de alimentacdo, a regulacdo controlavel do descarte de lodo e as forcas de
cisalhamento hidraulico uniformes, criam um ambiente ideal para a granulacdo aerobia. Por
outro lado, a formagdo de LGA em reatores de fluxo continuo tem se mostrado dificil de se
alcancar (JUANG etal., 2010).

Entre os fatores operacionais relatados para influenciar o processo de granulacio
em RBS estdo a pressdo de selecdo obtida através da alteracdo do tempo de sedimentacio
(BEUN; VAN LOOSDRECHT; HEIINEN, 2000), a tensdo de cisalhamento hidraulica
imposta ou velocidades superficiais do ar (LIU; TAY, 2002), alternancia de periodos de feast-

famine (LIU; TAY, 2008), tempo de detencdo hidraulica (MUDA et al., 2011), composicdo do
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substrato e carga orgénica volumétrica (GAO et al., 2011), niveis de OD (STURM; IRVINE,
2008), concentrac¢do de ions divalentes (ADAV; LEE; TAY, 2008; SHOW; LEE; TAY, 2012),
flutuacdes de pH e temperatura (DE KREUK; PRONK; VAN LOOSDRECHT, 2005) e tipo
de inoculo (VERAWATY et al., 2013).

O controle do tempo de sedimentago tem sido destacado entre esses fatores como
uma estratégia de pressido de selecdo forte e eficaz para acionar a granulacdo inicial (LIU;
TAY, 2004). Com base na taxa de sedimentacdo mais alta do LGA em comparagdo com lodo
ativado, a imposicdo de uma velocidade de sedimentagdo minima ao se encurtar gradualmente
o tempo de sedimentacdo no RBS (por exemplo, de 30 min para 3 min) tem sido usada como
uma estratégia para selecionar agregados de sedimentacdo rapida sobre lenta, uma vez que
estes sdo eliminados do sistema (BEUN; VAN LOOSDRECHT; HEIJNEN, 2000). Além
disso, a inani¢do aerdbia periodica também foi descrita como um gatilho eficaz para a
granulagdo aerdbia (TAY et al., 2001), possivelmente por induzir a secrecdo de SPE, com um
efeito positivo sugerido na hidrofobicidade da superficie celular (LIU; TAY, 2008; WANG et
al., 2006).

Em relacdo ao papel da tensdo de cisalhamento hidraulica, Beun et al. (1999)
descobriram que um nivel suficientemente alto de forca de cisalhamento hidrodinamica
durante a aeragfo, juntamente com o estresse de oxigénio (ou seja, uma alta concentragdo de
OD), eram favoraveis para a granulacdo aerdbia ao usar alimentacio aerobia de aguas
residudrias contendo DQO facilmente biodegradavel. Além de seu papel na formacdo de
granulos aerobios através da promocado de colisdes inter-particulas, um regime de alta forca de
cisalhamento foi proposto para induzir a producio de SPE, que € essencial para a formacgao de
granulos aerobios (LIU; TAY, 2002; TAY; LIU; LIU, 2001). Os resultados de um estudo com
o objetivo de diferenciar os papéis da forca de cisalhamento e OD na formacido de LGA
alimentado aerobiamente, indicou que o OD desempenhava um papel mais significativo do
que a forca de cisalhamento, uma vez que o granulo aerébio nio poderia ser formado em
niveis de OD abaixo de 5 mg/L., mesmo sob alta forca de cisalhamento (STURM; IRVINE,
2008).

Da mesma forma, Mosquera-Corral et al. (2005) ndo conseguiram atingir uma
granulagdo estavel quando a saturacdo de oxigénio foi reduzida para 40%. Por outro lado, de
Kreuk e van Loosdrecht (2004) relataram que a formacdo de granulos aerdbios densos
também foi possivel em baixas concentragdes de OD, quando condi¢des de selecdo de
microrganismos de crescimento lento foram aplicadas. Na verdade, um estudo recente

(PRONK et al., 2015) mostrou que a captacdo anaerobia de substratos facilmente
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biodegradaveis, antes da fase de reacdo aerobia, e/ou conversdo de substrato por bactérias de
crescimento relativamente lento durante o periodo aerdbio, sdo condicdes essenciais para
alcancgar a granulacdo estavel ao se usar DQO facilmente biodegradavel. Neste caso, a selecio
de bactérias de crescimento relativamente lento desempenha um papel tdo ou mais importante
para obter uma granulacio eficiente, quando comparadas com a estratégia de selecdo baseada
no tempo de sedimentacdo (DE KREUK; HEIJNEN; VAN LOOSDRECHT, 2005). A Figura 1

resume o processo de granulagio aerobia.

Figura 1 — Esquema do processo de granulacao aerobia.
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4.2 A matriz de SPE

As SPE sao secretadas pelo consorcio bacteriano durante o metabolismo e seu
acumulo ajuda a formar uma ponte entre as células bacterianas e outras particulas em
agregados. Desse modo, s3o dominadas pelos compostos macromoleculares, constituidos
principalmente por polissacarideos (PS), proteinas (PN), glicoconjugados, acido humico,
acidos nucleicos etc. (FELZ et al., 2020; FLEMMING; WINGENDER, 2010; GAGLIANO et
al., 2018). Na maioria dos estudos, PN total (até 60%) e PS total (40-95%) sdo demonstrados
como os principais constituintes em biopolimeros extracelulares extraiveis (DUBE; GUIOT,
2019; MORE et al., 2014). PN ¢ relatada como mais dominante do que PS, com PN/PS de 3-8
(FENG et al., 2019; LOTTI et al., 2019a; MCSWAIN et al., 2005).

Até o momento, muitas contribui¢cdes foram dedicadas a identificacdo de novos
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conteidos de SPE, particularmente em relagdo a PN, PS e heteropolimeros com fungdes
especificas (BOLEIJ et al., 2019; DE GRAAFF et al., 2019; LOTTI et al., 2019b; WONG et
al., 2019; WONG et al., 2020). Por exemplo, substancias aromaticas semelhantes a PN e
triptofano semelhantes a PN foram identificados como mais abundantes na matriz de LGA,
contribuindo para o processo de granulagdo e estabilidade dos granulos (ZHU et al., 2015).

Quanto aos polissacarideos, exopolimeros semelhante ao alginato (ALE) foram
identificados como formadores de gel funcionais constituintes estruturais da matriz
extracelular em sistemas LGA (LIN et al., 2010; SCHAMBECK et al.,, 2020). Muito
recentemente, os glicosaminoglicanos e polissacarideos sulfatados foram descobertos em
produtos de SPE no LGA (FELZ et al., 2020).

A alta diversidade de biopolimeros extracelulares resulta nas complexidades e
dificuldades para se avaliar os componentes das SPE. Em particular, o fenomeno de
glicosilacdo, que comumente acontece na matriz do biofilme, dificulta ainda mais o processo
analitico. Alguns componentes das SPE nio puderam ser efetivamente derivados de acordo
com o protocolo de extraco tradicional. Mais esforcos integrando analises multidisciplinares
devem ser dedicados a compreensdo de componentes especiais das SPE (fungdes,
propriedades fisico-quimicas etc., ndo apenas medindo o teor geral de PN e carboidratos),
para melhorar a estabilidade do desempenho da tecnologia de LGA (FELZ et al., 2020;
SEVIOUR et al., 2018).

4.2.1 Pardmetros operacionais que afetam a producdo das SPE

Comunidades microbianas e seu ambiente seletivo sdo elementos cruciais para
regular o comportamento de secrecdo de SPE, em termos de constituicdo, estrutura e
propriedades fisico-quimicas dos produtos extraiveis de SPE. A microbiota em diferentes
sistemas LGA tem diversas atividades de metabolismo, desencadeando a sintese obviamente
distinta e o comportamento de producdo de SPE. Sua complexidade torna as informacdes
limitadas sobre os papéis funcionais das comunidades microbianas e microrganismos
especificos para conduzir a agregacdo de células e manter o LGA estavel. Contudo, sabe-se
que biopolimeros relacionados a PS e PN s3o componentes predominantes da matriz
extracelular, estando as razdes PN/PS em um nivel alto (> 1,0) na maioria dos estudos. Este
achado indica que os conteudos relativamente altos de PN s3o essenciais para a formagio e

manutencdo de granulos (MCSWAIN et al., 2005).
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4.2.1.1 Substratos

Diferentes substratos influenciam a mudanca da comunidade microbiana devido a
diversos metabolismos microbianos. Por conseguinte, diferentes tipos de substratos (por
exemplo, tamanho molecular e categoria) alimentados aos reatores influenciam o
comportamento de secrecdo de SPE.

A concentragdo de substratos € outro fator essencial que afeta a producdo de SPE
ou formas morfologicas de diferentes granulos. Por exemplo, Long et al. (2015) destacaram
que carga organica volumétrica (COV) abaixo de 15 kgDQO-m™>-d"! estimulou positivamente
a manutencdo da estrutura de LGA; enquanto a desintegracdo do granulo ocorreu com COV
acima de 18 kgDQO-m>-d!. O aumento da COV promoveu o crescimento do nucleo
anaerobio na regido interna devido a dimensdo granular aumentada e transferéncia de
oxigénio restrita, e ainda resultou na instabilidade do granulo.

De modo geral, a secrecdo adequada de biopolimeros extracelulares beneficia a
estabilidade do granulo e o desempenho do sistema; aumentaria a sedimentacdo dos granulos
e a retencdo de biomassa nas unidades de reator. Enquanto as SPE excessivas desencadeiam
influéncias negativas no processo de granulacdo (ZHANG et al., 2016), ou mesmo causam o
colapso dos granulos (LONG et al., 2015). Nao obstante, o comportamento da produgdo de
SPE ndo deve apenas levar em consideracdo a quantidade de SPE, mas requer a ligacdo das

propriedades fisico-quimicas (hidrofobicidade) com a formagao e manuten¢do de granulos.

4.2.1.2 For¢a de cisalhamento

A forca de cisalhamento hidrodinamica ¢ um fator essencial que afeta a formacao
de granulos (LIU; TAY, 2002) e esta intimamente associada a regulacdo da secre¢do de SPE
bacterianas do lodo granular (FERNANDEZ et al., 2014; TAY; LIU; LIU., 2001; WU et al.,
2009). Os pesquisadores concluiram que o incremento da forg¢a de cisalhamento promove a
formagdo de granulos (TSUNEDA et al., 2003) e estimula mais a producdo de SPE. Porém, a
mudanca dos componentes das SPE em diferentes granulos apresenta tendéncias diferentes.
Por exemplo, o incremento da taxa de aeragdo levou a um aumento do conteudo de PS,

resultando na desintegracdo dos granulos (TAY; LIU; LIU., 2001).
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4.2.1.3 Periodo feast-famine

Os efeitos do periodo famine (fome ou inani¢do) no LGA foram amplamente
explorados. Conforme acordado, um longo periodo de inanigdo leva a uma baixa eficiéncia do
tratamento. No entanto, gera um efeito positivo na granulacdo microbiana, pois promove a
formacgdo e estabilidade dos granulos. O periodo de fome estd intimamente relacionado a
pressdo de selecdo, as concentracdes e aos tipos de substratos fornecidos. Portanto, ¢ dificil
avaliar sua contribuicio. Por outro lado, o tempo de inani¢do mais longo parece aumentar o
enriquecimento de PN na matriz extracelular (RUSANOWSKA et al., 2019).

Da mesma forma, conforme descoberto por Kang e Yuan (2017), o LGA
alimentado com levedura gerou um maior rendimento de SPE com menor COV, embora a
desintegracdo do granulo tenha sido testemunhada com a carga organica mais baixa. Este
fendmeno pode ser atribuido ao rapido consumo de substratos dentro de um curto periodo em
uma COV mais baixa, causando um periodo de fome mais longo para os microrganismos.
Nesse caso, provavelmente mais exopolimeros sdo produzidos por microrganismos, servindo
como fonte de carbono e energia para suportar a respiracdo endogena para sobreviver nas
condicdes de substrato restrito (CORSINO et al., 2017).

No entanto, Campo et al. (2018) defenderam uma visdo diferente de que foi
principalmente no estagio de feast (abundancia) que as SPE podem ser absorvidas pelas
bactérias como um substrato extra. Isso pode ser devido, por exemplo, a um ambiente
extremamente hipersalino, que significa maior demanda de energia para os microrganismos se

adaptarem as condigdes de salinidade.

4.3 Recuperacio de biopolimeros extracelulares

O excesso de lodo formado durante o tratamento de aguas residudrias deve ser
gerenciado com seguranca para a implementacgio de praticas sustentaveis. Existem diferentes
opgdes disponiveis para o manuseio do lodo excedente, incluindo a produgio e recuperacio
de produtos de base biologica, como ALE. Dado que a producio de grandes quantidades de
lodo granular excedente ¢ inevitavel no tratamento de aguas residudrias, entdo a quantidade de
polimeros extracelulares aumentara substancialmente caso se alcance uma maior aplicacdo de
tecnologias LGA. Por exemplo, o rendimento de lodo observado em sistemas LGA pode
chegar a 0,12-0,14 kgSST-kg™! DQO removida (DI IACONI et al. 2010).

Embora o rendimento do LGA diminua em comparagdo com o lodo ativado
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convencional (0,27-0,35 kgSST-kg! DQO removida), devido ao metabolismo enddgeno e aos
elevados requisitos de manutencao, a quantidade de LGA residual ainda é grande nas estacdes
de tratamento (FOLADORI; ANDREOTTOLA; ZIGLIO, 2010). Projetos de sistemas de
LGA para o tratamento de aguas residuarias de 308 mil habitantes em termos de equivalente
populacional (com base em uma ETAR em Utrecht, Holanda) simularam uma produc¢édo de
aproximadamente 3,4 toneladas de polimeros extracelulares diariamente (KEHREIN et al.,
2020). Portanto, um grande nimero de recursos com a forma de polimeros extracelulares
existe no lodo granular excedente e sua obtencdo seria de grande valor para a recuperacio de
biomateriais. Nesse sentido, mais estudos s3o necessarios para avaliar a producdo e as
aplicagdes dos biopolimeros extracelulares do LGA e para determinar a economia da extracdo

e a viabilidade comercial de produtos de base biologica do LGA.

4.3.1 Exopolimeros semelhantes ao alginato (ALE)

Os alginatos s3o polissacarideos formados por varias proporgdes de dois
mondmeros: acidos B-D-manurénico (M) e o-L-gulurénico (G) (LIN et al.,, 2010).
Principalmente devido a sua capacidade de formar géis em contato com cations divalentes
(como Ca*" e Mg?"), pode ser usado como um espessante nas industrias de alimentos e téxteis,
como um agente gelificante para encapsulamento de medicamentos e producdo de curativos e
como um filme-agente formador para preservagdo de alimentos e fabricagdo de papel (CAO et
al., 2020; MORADALI et al., 2018). Nas ultimas décadas, o uso do alginato em aplicagdes
farmacéuticas e biomédicas avancadas foi investigado devido a sua biocompatibilidade, ndo
toxicidade e atividade biologica versatil (SZEKALSKA et al., 2016).

Sua produgdo comercial ¢ exclusivamente a partir de géneros de algas marrons,
como Ascophyllum, Laminaria e Macrocystis, que sdo encontradas estritamente em regides
costeiras da América do Norte, Europa, Asia e Austrélia (GAO etal., 2018; MCHUGH, 2003).
A producdo anual € estimada em cerca de 30 mil toneladas, com valores de mercado variando
entre US$ 80 e 140 por quilo (MURUJEW et al., 2019).

Embora nio seja comercialmente competitivo, a producdo de alginato pelas
bactérias do género Azotobacter e Pseudomonas em condicdes controladas também € viavel,
gerando  polimeros com  caracteristicas uniformes e composi¢cdes especificas
(REMMINGHORST; REHM, 2006).

A matriz extracelular do LGA contém ALE, que também forma gel na presenca de

calcio (Ca*") e residuos de 4acido urdnico (G e M) (LIN et al., 2008). No entanto, sua
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composi¢ao especifica ainda néo foi elucidada. Com base no espectro FT-IR (espectroscopia
no infravermelho com transformada de Fourier), alguns estudos sugerem que a ALE ¢
basicamente composta por polissacarideos (LIN et al., 2010). Outras pesquisas propdem que
na verdade consiste em um complexo polimérico, com polissacarideos e proteinas, além do
proprio alginato (KARAKAS et al., 2020; MENG et al., 2019; VAN LEEUWEN et al., 2018).
Portanto, andlises espectroscopicas complementares, como espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (NMR), espectroscopia Raman e espectroscopia de fotoelétrons de raios-X
(XPS), sdo necessarias para elucidar em mais detalhes a estrutura da ALE produzida nos
sistemas LGA.

No entanto, uma vez que cerca de 15-25% do peso seco dos granulos aerobios ¢é
feito de ALE, sua recuperagdo do excesso de LGA ¢ uma alternativa promissora para a
producdo deste recurso de alto valor agregado (FELZ et al.,, 2016). Alguns estudos ja
demonstraram o potencial da ALE como um material de revestimento para aumentar a
resisténcia do papel a agua (LIN et al., 2015) e como um biossorvente para a adsor¢do de
corante e fosforo (LADNORG et al., 2019). A ALE também pode ser aplicada na agricultura
devido a sua capacidade de reter agua, reduzindo a lixiviacdo de fertilizantes e melhorando
sua absorg¢ao pelas lavouras. Para a construcio civil, a ALE pode ser usada como revestimento
para pisos de concreto (VAN LEEUWEN et al., 2018; KAUMERA, 2020).

Ja existem iniciativas que permitem a recuperagido sustentavel de ALE a partir de
sistemas LGA em escala plena. A iniciativa publico-privada National Alginate Research
Program (NAOP) foi criada na Holanda para investigar e desenvolver uma maneira
economicamente viavel de extrair ALE de lodo de ETARs que adotam a tecnologia Nereda®
(VAN DER ROEST et al., 2015). Em 2019, a primeira planta de extracdo de ALE para o LGA
excedente de um sistema Nereda® comecgou a operar em Zutphen, Holanda (DUTCHWATER
SEC, 2020). Testes de campo revelaram que 18 kg de ALE puderam ser produzidos a partir de
80 kg de LGA (22,5% de recuperagdo), demonstrando o alto potencial de recuperagdo de
alginato mesmo em reatores em escala plena (VAN LEEUWEN et al., 2018). Conforme
mencionado anteriormente, uma segunda fabrica foi construida em Epe, Holanda, em 2019, e
iniciou a operagdo em dezembro de 2020. A fabrica da EPE foi projetada para produzir 50
toneladas de Kaumera por ano, na qual a producio sera aumentada de acordo com a demanda
do mercado até um limite de 100 toneladas de Kaumera por ano (DUTCHWATER SEC,
2020). A fabrica de Zutphen tem uma capacidade muito maior e foi projetada para produzir

até 400 toneladas de Kaumera por ano.
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4.3.1.1 Parametros operacionais relacionados a produgdo ALE em sistemas LGA

Embora até o presente existam poucos estudos publicados sobre os impactos das
condi¢cdes de operacdo dos sistemas LGA na biossintese de ALE, os principais pardmetros

operacionais sio discutidos a seguir e listados na Tabela 2.

a) Taxa de carregamento organico (TCO): foi relatado que a variacio rapida da taxa de
carregamento organico (TCO), entre 4,4, 5.2, 8,7 e 17,4 kg DQO-m>-d"! (1250, 1500, 2500 ¢
5000 mg DQO-L! no reator, respectivamente), influenciou a producdo de ALE por LGA
(YANG et al., 2014). Os experimentos foram conduzidos em dois RBSs com diferentes
estratégias de alimentacdo: RC (TCO foi variado somente apos 30 dias de operagdo) e RS
(TCO foi variado durante os primeiros 50 dias de operacdo). Em ambos os sistemas, 0s picos
de ALE e di-guanosina monofosfato ciclico (c-di-GMP) coincidiram com os choques de
carregamento organico. Os autores sugerem que o rapido aumento da DQO afluente estimulou
a liberacdo de c-di-GMP pela comunidade microbiana, o que desencadearia a biossintese de

ALE.

b) Relacio de carbono para nitrogénio (C:N): trés RBSs foram operados sob diferentes
composicdes de razio: R9 (DQO:N = 10; 500 mg DQO-L); R10 (DQO:N = 20; 1000 mg
DQO-L"') e R11 (DQO:N = 30; 1500 mg DQO-L') (ROLLEMBERG et al., 2020b). R9
(243,6 mgALE-gSSV!) e R10 (289,7 mgALE-gSSV™!') mostraram diferencas estatisticamente
significativas no conteido de ALE (p = 0,04), indicando que as razdes C:N afluentes
impactam diretamente a sintese de ALE. No entanto, em R11, o contetdo de ALE foi reduzido
(236,6 mg ALE-gSSV-'). Sistemas LGA sujeitos a altas razdes DQO:N (ou alto TCO)
geralmente possuem uma abundancia de organismos filamentosos de sedimentacdo lenta, que
causam instabilidade operacional, conforme apontado pelos autores.

¢) Salinidade: ha um relato sobre a producdo de ALE em sistemas LGA alimentados com
diferentes concentragdes de NaCl (R1: 0 gNaCl-L!; R2: 10 gNaCI-L'; R3: 30 gNaCI-L!)
(MENG et al., 2019). R2 teve os maiores rendimentos de ALE (R1: 26,8 mgALE-gSSV~!; R2:
49,8 mgALE-gSSV!; R3: 28,9 mgALE-gSSV™'). Os autores sugeriram que uma salinidade
moderada (em torno de 1% NaCl, cerca de 10.000 mg/L) desencadeava a expressdo do gene
AlgC em Pseudomonas, ativando a enzima fosfomanomutase, que faz parte do mecanismo de
biossintese do alginato (MORADALI et al., 2018). Sob estresse osmotico excessivo,

entretanto, a ativagdo dessa enzima era inibida.
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d) Tamanho do granulo: o maior conteido de ALE foi correlacionado com granulos de
elevado tamanho dominando o sistema (diametro entre 400 e 600 mm) ap6s a granulacdo ser
alcancada (SCHAMBECK et al., 2020). Resultados semelhantes foram relatados em um
estudo realizado com 5 RBSs com diferentes configuragdes de ciclo. Um contetido de ALE
geralmente maior e mais estavel foi observado em granulos maduros (R1: 225,6 + 19,5
mgALE-gSSV!; R2: 234,1 + 13,4 mgALE-gSSV'!; R3: 251,7 = 16,8 mgALE-gSSV!; R4:
250,8 + 24,2 mgALE-gSSV'!; R5: 241,3 + 22,6 mgALE-gSSV™!) quando comparado com
granulos ainda em formagio (R1: 213,7 + 46,6 mgALE-gSSV'!; R2: 232,0 + 51,7
mgALE-gSSV!; R3 : 238,1 + 49,4 mgALE-gSSV'!; R4: 227.4 + 51,7 mgALE-gSSV!; R5:
190,3 + 43,8 mgALE-gSSV!) (ROLLEMBERG et al., 2020b).

e) Tempo de retencio celular (TRC): um TRC de 20 dias reduziu o contetido de ALE (203,9
+ 27,8 mgALE-gSSV™!) quando comparado aos sistemas LGA operados com TRC de 10
(237,5 £ 11,8 mgALE-gSSV™!) e 15 dias (244,1 = 15,2 mgALE-gSSV™!) ou sem controle de
TRC (ROLLEMBERG et al., 2020b). Possiveis explicagdes para tais achados sdo a maior
taxa de respiracdo endogena para TRCs longos, o que induziria o consumo de SPE como
fonte de carbono, ou o fato de que uma reducdo do TRC poderia beneficiar o crescimento de

PAOs, permitindo uma maior producido de ALE (ROLLEMBERG et al., 2020b).

4.3.1.2 Associagdo de produgdo de ALE com remogdo de fosforo

Um estudo mostrou que os maiores rendimentos de ALE estido associados a
aumentos significativos na eficiéncia de remocdo de fosforo em sistemas LGA (MENG et al.,
2019). Outra pesquisa com LGA encontrou uma correlagio positiva entre o conteudo de ALE
na fase de maturacio (ou seja, pos-granulacdo) e a remocdo de matéria organica, amonia e
fosforo (SCHAMBECK et al., 2020). No mesmo estudo, a presenca de PAOs também foi
observada apods a granulagdo, quando a sintese de ALE era maior. Portanto, varios autores
recomendaram a realizagdo de mais estudos aprofundados para avaliar a relagdo entre a
remocdo de fosforo e a producdo de ALE (ROLLEMBERG et al., 2020a; SCHAMBECK et
al., 2020; WANG et al., 2017).

Também ha evidéncias de que a maior remocao de fosforo observada em granulos
ricos em ALE estd relacionada a precipitacdo de estruvita e ndo a remocdo bioldgica do

fosforo pelos PAOs. Um estudo mostrou que a ALE extraida de granulos aerdbios foi capaz de
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induzir a formacdo de estruvita e precipitados semelhantes a este ultimo composto, no qual o
ion aménio (NH4") ¢ substituido por ions como potassio (K*), magnésio (Mg?"), célcio (Ca>")
e ferro (Fe**) (LIN; BASSIN; VAN LOOSDRECHT, 2012). No experimento, enquanto o
fosforo acumulado na biomassa foi de 93 mgPT-gSST-!, o fosforo acumulado na forma de
precipitados do tipo estruvita atingiu 72 mgPT-gSST~!. Além disso, sob uma concentragio de
amonia de 10,4 mgN-L™, a ALE foi responsével por 60% da adsor¢io de aménia na forma de
estruvita. Assim, o cultivo de granulos com alto teor de ALE pode ser uma alternativa para

alcancar altas remocdes de N e P.
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4.3.1.3 Métodos de extragdo para recuperagdo de ALE

Os métodos de extracdo para recuperacdo de SPE e ALE s3o bem relatados na
literatura, embora sejam geralmente considerados de elevado custo. Felz et al. (2016) afirmam
que, devido a estrutura complexa das SPE, é praticamente impossivel extrair todos os seus
componentes por um unico método. Portanto, os métodos selecionados influenciardo tanto a
composi¢do quanto os rendimentos dos polimeros recuperados. Esses autores compararam
seis diferentes metodologias de extracdo de SPE, usando uma amostra de lodo coletada de um
reator Nereda® em escala piloto.

Apenas o método de extragdo alcalina com carbonato de sédio (Na,CO3) em altas
temperaturas formou uma matriz gelatinosa, mostrando-se a técnica mais adequada para
recuperacdo de ALE. Amplamente utilizado como metodologia em pesquisa cientifica
(KARAKAS et al., 2020; LIN et al., 2010; MENG et al., 2019; ROLLEMBERG et al., 2020b;
SCHAMBECK et al., 2020; YANG et al., 2014), esse processo ¢ semelhante a extracdo de
alginato de algas marrons e é baseado nas propriedades de solubilidade desse composto.

Primeiro, os sais de alginato insoliveis sd3o convertidos em alginato de sodio
soluvel pela adicdo de Na>COs. Entdo o 4cido alginico ¢ precipitado por ajustes de pH e
coletado. Finalmente, o acido ¢ novamente convertido em alginato de sodio pela adigcdo de
uma mistura de alcool e agua, na qual o sal de so6dio néo se dissolve (MCHUGH, 2003).

Um processo semelhante € utilizado em plantas Nereda® para extrair o Kaumera
do excesso de lodo (TOUR KAUMERA NEREDA GUM, 2020). Inicialmente, é realizada
uma etapa de adensamento do LGA, normalmente por gravidade, seguido de homogeneizagao
em um tanque tampdo; na sequéncia, o0 LGA passa por um espessante de correia, onde ocorre
a adicdo de um polimero. Por fim, o LGA mais concentrado é aquecido até 80°C, onde o pH ¢
aumentado com a adi¢do de hidroxido, separando a ALE do lodo. Em sequéncia, o licor misto
¢ resfriado e centrifugado, e o sobrenadante ¢ acidificado para que a ALE possa flocular como

um gel, sendo finalmente separada por uma nova centrifugacio.

4.3.2 Triptofano (Trp)

O L-triptofano (Trp) ¢ um dos nove aminoacidos essenciais aos humanos, sendo
também essencial para animais, plantas e algumas bactérias (MUSTAFA et al., 2018). Na
industria de alimentos, ¢ utilizado para preservacdo de alimentos devido as suas propriedades

antioxidantes (HUVAERE; SKIBSTED, 2009) e como suplemento na alimentacdo animal
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(FAVERO NETO; GIAQUINTO, 2020). Também pode ser aplicado como medicamento, pois
promove bons resultados no tratamento de doencas psicologicas como depressdo (PORTER et
al., 2005), ansiedade (VAN VEEN et al., 2009) e distirbios do sono (SANGSOPHA et al.,
2019). Além disso, sua aplicacdo exodgena, que pode ser por meio de pulverizacdo foliar,
preparacdo de sementes ou aplicacdo no solo, foi relatada como altamente significativa para o
crescimento e desenvolvimento normal da planta (MUSTAFA et al., 2018). Recentemente, seu
valor comercial foi relatado em cerca de US$ 80-120 por quilograma (ROLLEMBERG et al,
2020b).

Este composto pode ser produzido por trés métodos: 1) sintese quimica a partir do
indol; 2) sintese bioquimica, em que a enzima triptofanase ¢ produzida por bactérias, isolada e
posteriormente utilizada para a producdo de triptofano a partir de indol, piruvato e amoénia; e 3)
fermentacdo microbiana, em que bactérias capazes de sintetizar triptofanase produzem
triptofano diretamente, utilizando outros substratos, como glicose e xilose, além dos
mencionados anteriormente (LIU et al., 2019; 2009; SANO; KONOSUKE; MITSUGI, 1975;
SNYDER; SMITH, 1944; WATANABE; SNELL, 1972).

O método de fermentacdo microbiana emprega principalmente as espécies
Corynebacterium glutamicum e Escherichia coli, esta ultima com as vantagens de ser
facilmente manipulada geneticamente e crescer rapidamente em meios baratos (NIU et al.,
2019). Em E. coli, o transporte de glicose para o interior da célula ¢ realizado principalmente
por meio do sistema de glicose fosfotransferase (PTS). No entanto, o sistema de transporte de
galactose também pode ser realizado, em que a enzima galactose permease (Gal P) é usada.
Ambos os sistemas consomem fosfoenolpiruvato (PEP), que juntamente com a eritrose-4-
fosfato (E4P), é considerado um precursor critico da producao de triptofano (LIU et al., 2019).
Depois que o substrato entra na célula, a producdo de triptofano continua dentro dela, como
mostrado esquematicamente na Figura 2.

Recentemente, foi relatado que LGA pode produzir triptofano, que esta associado
a porcdo de proteina das SPE (LI et al., 2019; LI et al., 2020; ZHANG et al., 2018a). Um
estudo mostrou que, entre os compostos analisados, o triptofano foi um dos materiais
organicos dominantes na matriz de SPE de granulos aerébios (GUO et al., 2020). Hamza et al.
(2018) e He et al. (2020) também relatam a presenca de triptofano em granulos aerobios. Foi
obtida uma producdo de triptofano de 0,048 gTrp-gSSV'! em um LGA em escala piloto
(ROLLEMBERG et al., 2020a).
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Figura 2 — Via biosintética do L-triptofano na E. coli.
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GOP: glicose-6-fosfato, F6P: fructose-6-fosfato, F1-6P: frutose-1,6-bisfosfato, G3P: gliceraldeido-3-fosfato,
6PGL: 6-fosfogluconolactona, 6PG: 6-fosfogluconato, 2D3D6PG:  2-desidro-3-desoxi-d-gluconato-6-
fosfato, RU5SP: ribulose-5-fosfato, X5P xilulose-5-fosfato, R5P: ribose-5-fosfato, S7P: sedoeptulose-7-

fosfato, E4P: eritrose-4-fosfato, PEP: fosfoenolpiruvato, PYR: piruvato, ACoA: acetilcoezina A, OAA:
acido oxaloacético, DAHP: 3-desoxi-d-arabinoeptulosanato-7-fosfato, DHQ: 3-desidroquitano, DHS: 3-
desidroshikimato, SHIK: shikimato, S3P: shikimato-3-fosfato, SPEP: 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato,

CHA: corismato, PPA: pré-fenato, HPP: 4-hidroxifenilpiruvato, PPY: fenilpiruvato, ANTA: antranilato,

PRAA: N-(5-fosforribosil)-antranilato, CPADRP: 1-(o-carboxifenilamina)-1'-deoxiribulose 5'-fosfato, I3GP:

(1S,2R)-1-C-(indol-3-1a)-glicerol-3-fosfato), L-Phe: L-fenilalanina, L-Tyr: L-tirosina, L-Trp: L-triptofano.
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4.3.1.4 Pardmetros operacionais relacionados a producgdo de triptofano em sistemas LGA

Embora os estudos publicados ainda sejam escassos, ja existem algumas
evidéncias de como a operagdo do RBS com lodo granular aerdbio pode influenciar a
producdo de triptofano. Por exemplo, em reatores em que a operagdo favorece o
desenvolvimento de granulos com um grupo microbiano diverso e estrutura compacta, ¢
possivel observar uma maior concentragdo deste aminoacido (LUO et al., 2014; XIAO;
ZHOU, 2020). Quando os sistemas granulares sdo desestabilizados, levando a formagao de
uma biomassa flocular, a concentracdo de triptofano tende a diminuir (HAMZA et al., 2018).
A seguir, estdo os principais parametros operacionais associados a produgdo de triptofano em

sistemas LGA que foram identificados pelos pesquisadores até agora.

a) Relacdo carbono para nitrogénio: uma razio DQO:N de 30 foi relatada em diminuir os
rendimentos de triptofano (37,9 + 22,7 mgTrp-gSSV!) comparando-se reatores LGA operados
sob razdes DQO:N de 10 e 20 (51,8 = 5,3 e 54,1 £ 8,0 mgTrp-gSSV™!, respectivamente)
(ROLLEMBERG et al., 2020b). Uma maior producio de triptofano também foi observada em
um reator operado com uma razio C:N de 7,5 em comparacdo a razdes C:N de 15 ¢ 30 (YU et
al., 2020). Quando a razdo C:N foi gradualmente reduzida de 15 para 5, o contetdo de
triptofano no LGA aumentou, enquanto a producdo de triptofano no reator operado sob C:N
de 15 foi relativamente constante (ZHANG et al., 2018a). Quando a relacdo DQO:N é menor
que 5, maior ¢ a presenca de proteinas e menor ¢ o numero de polissacarideos na matriz de
SPE. Tal desequilibrio pode levar a quebra do granulo e retorno da biomassa ao estado de
floco, embora uma diminuic¢do na concentragéo de triptofano nio tenha sido encontrada (LUO
et al., 2014). Em resumo, uma relacdo C:N proxima a 5 parece ser ideal para a producio de
triptofano para garantir também a estabilidade dos sistemas LGA.

O actimulo de triptofano observado em relagdes C:N mais baixas foi associado a uma
selecdo positiva dos géneros Thauera e Paracoccus, que estdo positivamente relacionados a
sua producdo (ZHANG et al., 2018a). Esses organismos, principalmente os 7Thauera, estdo
relacionados a melhora da capacidade de desnitrificagdo por serem mais abundantes nos
nucleos dos granulos, juntamente com os géneros Nitrosomonas € Leadbetterella. Por outro
lado, também estdo associados a uma reducdo da capacidade de nitrificacio (ZHANG et al.,
2018a). Portanto, é possivel que estratégias operacionais que promovem a producdo de

triptofano afetem a remocao de nitrogénio em sistemas LGA.
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b) Tamanho do granulo: um contetido mais baixo de triptofano foi observado em granulos
maduros (R1: 48,1 = 2,1 mgTrp-gSSV!; R2: 46,6 + 2 mgTrp-gSSV!; R3: 50,4 + 2.8;
mgTrp-gSSV!; R4: 49,8 + 4,3 mg-g SSV!; R5: 34,5 + 5,7 mgTrp-gSSV!') em comparagao
com granulos ainda em formacdo (R1: 58,9 = 13,8 mgTrp-gSSV'; R2: 60,8 + 142
mgTrp-gSSV; R3: 63,5 + 13,5; mgTrp-gSSV!; R4: 62,9 + 16,7 mgTrp-gSSV™!; R5: 56,2 +
15,8 mgTrp-gSSV') (ROLLEMBERG et al, 2020b). Esses achados sdo reforcados por
estudos que relatam um aumento na abundéncia relativa de Thauera sp. durante os estagios
iniciais de formagdo de granulos aerdbios, seguido por uma diminui¢do apds a maturacio
(HAMZA et al., 2018), uma vez que esses microrganismos foram associados a producio de

triptofano (ZHANG et al., 2018a).

¢) Tempo de retencio celular (TRC): foi relatado que em um TRC de aproximadamente 6
dias, a formacao de triptofano era aumentada em LGA, enquanto em um SRT de 12 dias, uma
diminui¢do da producdo era observada (ZHANG et al., 2018b). Além disso, os sistemas LGA
operados com TRC de 10, 15 ou 20 dias ndo mostraram diferenca estatistica entre os
rendimentos de triptofano (58,3 £ 4,6 mgTrp-gSSV™, 52,9 + 5,7 mgTrp-gSSV! e 48,1 = 7,0
mgTrp-gSSV™, respectivamente) (ROLLEMBERG et al., 2020b). O aumento da producio de
triptofano parece estar relacionado a formacdo de granulos maiores de estrutura mais
compacta, que ocorre em menores TRC (ZHANG et al., 2018b) devido a maior secrecdo de

SPE e seu menor consumo durante o periodo de fome (famine).

4.3.1.5 Associacio da producio de triptofano com mecanismos de deteccio de quérum

Ha evidéncias de que os mecanismos guorum sensing (QS) podem ser explorados
para estimular a producdo de SPE e triptofano. Especula-se que as moléculas de N-acil
homoserina lactonas (AHL) formadas por cadeias de 8 carbonos, como 30H-C8-homoserina
lactona (30H-C8-HSL), podem promover a secrecdo de triptofano e substancias semelhantes

a proteinas a partir da biomassa granular (ZHANG et al., 2018b, 2020).
4.3.1.6 Métodos de extracio para recuperacio de triptofano
Em relac@o aos métodos de recuperacdo do triptofano de LGA, ainda ndo existem

processos amplamente utilizados, dada a escassez de estudos publicados. Dentre os métodos

de extracdo, destacam-se as técnicas térmicas, que consistem na solubilizagdo de proteinas
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pela exposicdo do lodo a elevadas temperaturas por tempo suficiente para promover as
reacdes quimicas necessarias (HARRIS; MCCABE, 2015; YANG et al., 2014).

Quanto a quantificacdo do triptofano, é possivel realiza-la visualmente por meio
de uma matriz tridimensional de excitacdo-emissdo (3D-EEM) (GUO et al., 2020; TU et al.,
2012). A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) também pode ser utilizada, servindo
também para purificar o triptofano extraido por ser um processo que separa as moléculas pela

sua polaridade e hidrofobicidade (OPITECK et al., 1998; ROLLEMBERG et al., 2020a).
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S METODOLOGIA

5.1 Configuracio do sistema experimental

O sistema experimental foi conduzido em cinco reatores em batelada sequencial
(RBS) de configuracido convencional e sob condi¢des operacionais similares, mudando apenas
a fonte de carbono do afluente. Os reatores foram confeccionados em acrilico com volume qtil
de 7,6 L e dimensdes de 100 cm de altura ¢ 10 cm de didmetro interno, com uma relagdo
altura/diametro (H/D) de 10. Toda a investigacdo foi realizada no Laboratorio de Saneamento
(Labosan) do Departamento de Engenharia Hidraulica e Ambiental (DEHA) da Universidade
Federal do Ceara (UFC).

O experimento consistiu em trés fases: fase I (30 dias), fase II (35 dias) e fase III
(150 dias). Em cada fase, ocorreram as alteracdes descritas na Tabela 3. Os RBSs foram
operados a temperatura ambiente de 28 + 2°C, com ciclo dividido em alimentacdo anaerobia,

reacdo (periodos anaerdbio e aerobio), sedimentacdo e descarte, com duracdo total de 6 horas.

Tabela 3 — Condigdes operacionais aplicadas em cada fase do experimento.

Ciclo operacional

Duracgao DQO Alim. Periodo N TDH  Troca vol.
Fase . 4 Aeracio Sed. Descarte o
(dias) (mg-L1) anaer. anaer. . . . (h) (%)
. . (min) (min) (min)
(min) (min)

I 10 750 20 100 390 30 <1 36 25%
20 750 20 100 220 20 <1 24 25%

II 35 750 40 80 230 10 <1 12 50%
I 150 1000 20 100 225 5 <1 12 50%

A mistura do lodo durante o periodo anaerobio foi realizada a partir de pulsos de
aeracdo de 1 min a cada hora. A aeracdo foi fornecida por meio de compressor de ar (ACO-
003, Sunsun, China) com taxa de aeracio de 10,0 L-min”’, resultando em uma velocidade
ascensional do ar de 1,2 cm's'. A duragio do periodo de sedimentacdo foi reduzida
gradativamente de 30 min para 20 min (fase I), em seguida, para 10 min (fase II) e 5 min (fase
IIT), sendo o tempo excedente adicionado ao periodo aerobio.

Inicialmente, o tempo de deten¢do hidraulica (TDH) foi de 24 horas com uma
relacdo de troca volumétrica de 25% na fase I (aclimatacdo), sendo alterados para 12 horas e
50%, respectivamente, nas fases seguintes. A carga orgénica volumétrica (COV) aplicada foi

aumentada gradualmente ao longo das fases, de 0,5 a 2,0 gDQO-L!-dia!. Essas modificagdes
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nos sistemas experimentais foram adotadas como estratégia para aclimatar o lodo e estimular
o processo de granulagio aerdbia (LIU et al., 2005). Neste estudo, o tempo de retengdo celular

(TRC) nio foi controlado.

5.2 Inoéculo de lodo e afluente sintético

O inodculo foi coletado de um sistema de lodo ativado do tipo carrossel para
tratamento de esgoto doméstico localizado em Fortaleza, Ceara, Brasil. Aproximadamente 3,8
L desse lodo foi introduzido em cada reator, com uma concentracdo inicial de solidos
suspensos volateis (SSV) de 1,27 g-L! e indice volumétrico de lodo em 30 min (IVL30) de
418 mL-g! durante a partida.

As fontes de carbono testadas no experimento foram: acetato (R1), propionato
(R2), glicerol (R3), glicose (R4) e sacarose (R5). Acetato e propionato favorecem as
populacoes de PAOs, as quais ja foram associadas a maiores producdes de ALE
(GUIMARAES, 2017). Além de ser relatado como capaz de sustentar populacdes ricas em
PAOs, o glicerol é citado como um dos melhores substratos para producdo de alginato em
culturas puras (BORGOS et al., 2013; GIMMESTAD et al., 2004; MALEKI et al., 2017).
Glicose e sacarose foram escolhidas para investigar se impactariam a producdo de ALE téo
negativamente quanto impactam a producdo de alginato bacteriano em culturas puras
(BORGOS et al., 2013). Além disso, € possivel que glicerol, glicose e sacarose sejam
substratos que estimulem a producio de triptofano, visto que esses substratos podem gerar o
PEP (fosfoenolpiruvato) como intermediario metabolico, o qual é consumido durante a
produgdo de triptofano por microrganismos (NIU et al., 2019).

A solugdo de alimentacio foi preparada utilizando agua potavel, fonte de carbono,
meio basal (solucdo de macro e micronutrientes) e tampao. A composicdo da agua residual
sintética na fase final foi: 1000 mgDQO-L! (fonte de carbono), 50 mgNH4"-N-L! (NH4CI),
10 mgPO4*-P-L! (KH2PO4), 2 mgCa®*"-L! (CaCl>-2H0), 5 mgMg>"L! (MgS047H20) e 1
mL-L"! de solucdo de micronutrientes detalhada na Tabela 4. Nas fases I e II, a concentracio
de DQO foi de 750 mg-L"!, também mantendo a relagio C:N de 20, considerada como
favoravel para producdo de ALE (ROLLEMBERG et al., 2020a). A fim de manter o pH
neutro, a solugdo de alimenta¢do foi tamponada com 2,5 g-L"! de bicarbonato de sodio

(NaHCO:3).



Tabela 4 — Solucdo de micronutrientes (elementos tracos).

Nutriente Concentra¢io (mg-L?)
H;BO:s 50
FeCl,-4H,O 2720
ZnCl, 50
MnCl,-4H,0 500
CuCl,'2H,0 38
(NH4)sM070,4-4H,0 50
AlCl3-6H,O 90
CoCl,-6H,O 2000
NiCl,-6H,O 92
NaSeOs-5H,0 162
EDTA 1000
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Fonte: dos Santos et al. (2005).

5.3 Analises fisico-quimicas

O desempenho dos sistemas foi avaliado em termos de remocdo de matéria
orgénica e nutrientes, de acordo com as seguintes analises em amostras de afluente e efluente:
DQO, nitrogénio na forma de amoénia (NH4-N), nitrito (NO>™-N) e nitrato (NO3-N), e fosforo
na forma de fosfato (PO4+*-P). O nitrogénio total (NT) foi considerado como a soma das
fragdes de NH4*-N, NO>™-N e NO5™-N. Todas analises foram realizadas duas vezes por semana
seguindo as metodologias descritas no Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (APHA, 2012). O monitoramento de oxigénio dissolvido (OD), mantido em torno
2 a4 mgL!, e pH em amostras de licor misto foi medido semanalmente pelo uso de sonda
(YSI 5000, YSI Inc., EUA).

A caracterizagdo fisico-quimica da biomassa foi realizada semanalmente a partir
das andlises de concentracdo de solidos suspensos totais (SST) e solidos suspensos volateis
(SSV) e do indice volumétrico do lodo em 5 e 30 min (IVLs e IVL3o, respectivamente) de
acordo com APHA (2012).

A seguir, serdo descritas as metodologias de extragdo e quantificacdo de
substancias poliméricas extracelulares (SPE), exopolimeros semelhantes ao alginato (ALE) e

triptofano (Trp). Todas essas analises foram realizadas duas vezes por semana.
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5.3.1 Extracdo, quantificagcdo e caracterizacdo de substincias poliméricas extracelulares

(SPE)

As SPE foram extraidas por um método de extragdo de calor modificado proposto
por Yang et al. (2014). Na extragdo, 5 mL do licor misto coletado na fase aerébia forma
alcalinizados com 5 mL de NaOH 1 M, aquecidos em banho-maria a 80°C por 30 minutos e
colocados em ultrassom a 55 Hz por 5 minutos (Cristofoli Biosseguranca, Brasil). Apos a
extracdo, a amostra foi filtrada com membrana de 0,45 pm (Millipore, USA) e diluida em
agua Milli-Q (Millipore, USA) na proporc¢ao de 1:2.

O conteudo de proteina (PN) foi determinado pelo método de Lowry modificado,
enquanto o conteudo de polissacarideos (PS) foi analisado usando um método de acido
sulfurico-fenol (LONG et al., 2014). 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
em Lin et al. (2021), com adaptacdes. Foi utilizado um espectrofotometro de fluorescéncia
(Shimadzu, RF-6000, Japao) localizado no Laboratério de Bioinorganica (LABIO) do
Departamento de Quimica da UFC. O espectro de fluorescéncia tridimensional da matriz de
excitagdo-emissdo (3D-EEM) foi obtido em faixas de comprimento de onda de excitagdo (Ex)
de 200-550 nm e de emissdo (Em) de 220-600 nm. Os incrementos de varredura de Ex ¢ Em
foram de 5 e 2 nm respectivamente, com fendas de 5 nm. Foram preparadas duas aliquotas da
solucdo de SPE extraida com dilui¢do de 1:10 em pH basico e em pH neutro das amostras de

inoculo e de lodo granular coletado no final da operacao para a leitura no equipamento.

5.3.2 Extracgdo e quantificacdo de exopolimeros semelhantes ao alginato (ALE)

O método descrito por Lin et al. (2010) foi modificado e usado para extrair o ALE
do lodo granular aerobio. 50 mL de uma aliquota de licor misto foi centrifugada a 3850 x g
por 20 min, na qual o sobrenadante foi descartado. Apds isso, a amostra foi liofilizada por
cerca de 24 h (Freeze Dryer L 101, Liotop, Brasil).

A biomassa seca, adicionaram-se 0,71 g de Na,COs3 e 100 mL de agua Mili-Q.
Esta suspensdo foi aquecida em banho-maria a 80 °C, sob agitagdo de 400 rpm, por 30 min
para a liberacdo de ALE no meio. Em seguida, a amostra foi centrifugada a 3850 x g por 20
min, na qual o sobrenadante foi coletado. O ALE foi precipitado pela adicio de HCI 4 M ao se

ajustar o pH entre 2,0 e 2,5. A solugdo foi centrifugada, obtendo-se o ALE na forma acida
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como precipitado, que foi entdo congelado, liofilizado e pesado. O valor da massa foi

expresso seguindo as recomendacdes de Felz et al. (2016).

5.3.3 Extracdo e quantificacdo de triptofano (Trp)

O pH das aliquotas de SPE foi ajustado para 6,5-7,5 com HCl 4 M,
contabilizando a quantidade adicionada de acido para calcular a diluicdo. Para dopagem da
amostra, adicionou-se 50 ppm da solu¢do de triptofano na propor¢io de 1:1, de modo que
contivesse uma concentragdo minima de 25 ppm de triptofano. O contetido de Trp foi entio
medido por cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC CTO-20A, Shimadzu
Corporation, Japao), considerando trabalhos anteriores (WANG et al., 2014; PELTRE et al.,
2017). O HPLC foi equipado com uma coluna Hypersil BDSC-18 (250 mm X 4,6 mm, 5 mm),
UV 280 nm e detector UV/VIS (volume de injecdo 20 pL, corrida de 6 min, eluigcdo
isocratica). A fase movel foi composta de metanol e agua a propor¢do molar de 3:10, com taxa
de fluxo de 1 mL-min™!. A concentracio de triptofano ¢ dada pela diferenca entre as areas dos

picos de leitura da amostra dopada e da agua Mili-Q dopada (branco).

5.4 Analises morfoldégicas e microbiolégicas do lodo

A formacao e o desenvolvimento dos granulos foram avaliados por granulometria
(peneiramento e gravimetria), combinada com microscopia Optica semanalmente. A analise de
granulometria foi realizada semanalmente utilizando trés peneiras com abertura de 0,2 mm,
0,6, mm e 1,0 mm. A porcentagem de granulos maiores que a abertura da peneira foi
calculada pela relacdo entre a massa de granulos que passou pela peneira e a massa total da
amostra. O reator atinge o estagio de granulacdo aerobia somente quando mais de 80% da
biomassa apresenta didmetro maior que 0,2 mm (DE KREUK; KISHIDA; VAN
LOOSDRECHT, 2007). A determinacdo do didametro médio do granulo foi feita a partir de
imagens de microscopio optico (Opton) tratadas no software Image-Pro Plus (Media
Cybernetics, USA).

As andlises de biologia molecular para identificacdo dos microrganismos
presentes no lodo ocorreram a partir das seguintes etapas: extracdo do DNA, sequenciamento
de amplicons no gene 16S rRNA e processamento de dados. 0,5 g (peso total umido) de
amostras do indculo e do licor misto coletado durante a aeragio no final da operacdo tiveram

o DNA extraido por meio do kit de isolagdo de DNA PowerSoil® (MoBio Laboratories Inc.,
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EUA) seguindo as orientacdes do fabricante.

O sequenciamento de amplicons, baseado no gene 16S rRNA regido V4, foi
preparada conforme Illumina (2013), usando primers especificos (515F/806R). Apods a
indexagdo, os produtos da PCR (amplicons) foram purificados usando Agencourt AMPure
XP-PCR purification beads (Beckman Coulter, Fisher Scientific, EUA), conforme manual do
produto, e quantificados usando kit de ensaio dsDNA BR (Invitrogen, ThermoFisher
Scientific, EUA) em um fluorimetro Qubit 2.0 (Invitrogen, ThermoFisher Scientific, EUA).
Os amplicons foram sequenciados usando o kit de reagentes 300-cycle MiSeq chemistry
(Illumina, EUA) com o sequenciador de desktop MiSeq (Illumina, EUA) localizado na
Central de Genomica ¢ Bioinformatica (CeGenBio) da UFC.

Os dados obtidos pelo sequenciamento foram analisados com ferramentas de
bioinformatica. As leituras de sequenciamento foram trimadas, montadas e tratadas para
remocdo de ruidos usando o pacote DADA2 v1.20.0 (CALLAHAN et al., 2016). Apos a
remocdo de ruidos, as sequéncias representativas sdo chamadas de variantes de
sequenciamento de amplicon, ou ASVs (do inglés, Amplicon Sequencing Variants). As ASVs
resultantes foram classificadas taxonomicamente usando o classificador IDTAXA (MURALLI
BHARGAVA; WRIGHT, 2016), do pacote DECIPHER v2.20.0 (WRIGHT, 2016), baseado na
versdo 138 do banco de dados de rRNA SILVA (QUASTET al., 2013).

Um filtro de prevaléncia foi aplicado em todo o conjunto de dados, excluindo os
filos encontrados em apenas uma das amostras. As abundancias absolutas das fungdes foram
preditas com PICRUSt2 (DOUGLAS et al., 2020). Os codigos KEGG Orthology para as
funcdes de interesse foram obtidos por busca de palavras-chave com a ferramenta KEEGEST
v1.32.0 (KEGGREST, 2021), resultando nos seguintes codigos: K10944, K10945, K10946,
K10535, K05601 e K15864 para bactérias oxidadoras de aménia (AOB) ; K00370 e K00371
para bactérias oxidadoras de nitrito (NOB); K20932, K20933, K20934 ¢ K20935 para
bactérias anaerobias oxidadoras de amoénia (ANAMMOX); K20812, K00975, K00688 ¢
K02438 para organismos acumuladores de glicogénio (GAO); K00937 e K22468 para
organismos acumuladores de fosforo (PAO); e K00372, K00360, K00367, K00370, KO0371,
K00373, K00374 e K10534 para bactérias desnitrificantes (DNB). Os pacotes DADA2,
DECIPHER e KEGGREST, do projeto Bioconductor (HUBER et al., 2015), foram rodados

em R, versdo 4.1.2.
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5.5 Analises estatisticas

Foram aplicados os testes de Kruskal-Wallis e de Mann-Whitney para comparar o
desempenho dos reatores. Os resultados dos testes foram avaliados de acordo com o valor de
p- Se p < 0,05, a hipodtese nula ¢ rejeitada, ou seja, os grupos de dados sio considerados

estatisticamente diferentes.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Formacio e estabilidade dos granulos aerdbios

A Figura 3 mostra os resultados de SSV, relacdo [VL30/IVLs e didmetro médio dos
granulos ao longo da operacdo. Como pode ser observado, os cinco sistemas experimentais
foram inoculados com lodo ativado com concentracio de SSV de 1,27 g-L! e relagio
IVL30/IVLs de 0,62. Ap6és uma semana da partida, uma reducdo da concentracdo inicial de
SSV foi observada em R1, R2 e R3, pois a biomassa floculenta foi lavada dos sistemas.
Diferentemente, R4 e R5 ja haviam recuperado a quantidade de biomassa perdida nesse
periodo, indicando uma melhor capacidade inicial de retencdo de biomassa. Com a aplicagio
das condi¢des operacionais (Tabela 3), todos os reatores apresentaram melhoria na
sedimentabilidade (relagdo IVL3¢/IVLs) durante a fase I (aclimatac3o).

A formacdo dos granulos ocorreu em momentos distintos. Em R1, R2 e R3, a
granulagdo aerobia ocorreu entre as fases I e I, em torno de 20-25 dias apos partida. Por outro
lado, em R4, a granulagio foi atingida apenas no final da fase II, com cerca de 60 dias de
operacdo. A granulacdo tardia em R4 pode ser explicada pelo fato de, ao ser hidrolisada, a
glicose tem seus produtos consumidos preferencialmente por bactérias filamentosas dispersas
no meio liquido, que comprometem a sedimentacio do lodo e dificultam a formacdo do
granulo (DE KREUK et al., 2010; DU et al., 2011). Para o reator R5 alimentado com sacarose,
foi observada a formacao de granulos por volta de 25 dias de operago. No final da fase II, foi
observada a presenca de mais de 90% de granulos aerébios acima de 0,2 mm em cada sistema.

Entre as mudancas de fase, houve uma perda de solidos em todos os sistemas
devido a reducdo do tempo de sedimentagdo de 20 min para 10 min (fase II) e de 10 min para
5 min (fase III), acompanhada de melhoria na sedimentabilidade do lodo, que é um
comportamento tipico do lodo granular. Durante a fase I, todos os reatores conseguiram reter
uma maior quantidade de biomassa, principalmente R4 e RS, ao mesmo tempo que
aumentaram a relacdo IVL3o/IVLs, especialmente em R1 e R3, cujo valor atingiu proximo de

1,0.



49

Figura 3 — Relacdo IVL30/IVLs, solidos suspensos volateis (SSV) e diametro médio dos

granulos (@) nos cinco reatores durante 215 dias de operacao.
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Nota: R1 (acetato), R2 (propionato), R3 (glicerol), R4 (glicose) e RS (sacarose).

Durante a fase III, R1 (acetato) manteve a concentracdo de SSV, chegando ao fim

da operagdo com valores médios da ordem de 1,43 g-L!, e relagio IVL30/IVLs instdvel, em
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média de 0,74. Por volta dos dias 100 e 155 de operagdo, esse reator apresentou momentos de
instabilidade com perda de biomassa, seguidos de redugdo do tamanho médio do granulo,
refletindo também no queda da relagdo IVL3o/IVLs. O comportamento de R1 pode ser
justificado possivelmente pela formagdo de granulos frageis, facilmente desintegrados ao
longo da operacido, devido aos seguintes mecanismos: (a) tamanho critico do granulo formado
com este tipo de substrato, com até 1,5 mm; (b) entupimento de poros do granulo pela
produgdo excessiva de SPE; (c) crescimento de microrganismos filamentosos (VERAWATY
et al., 2013; CORSINO et al., 2016; QIULAI et al., 2019).

Diferentemente, R2, R3, R4 ¢ RS alcancaram concentra¢des médias de SSV entre
3,02 7,0 gL' e IVL30/IVLs em torno de 0,80, indicando uma alta reten¢do de biomassa e boa
sedimentabilidade. Em R2 (propionato), a concentracdo de SSV foi crescente durante a
maturagdo, em média de 3,62 g-L!, bem como o didmetro médio de seus granulos, variando
entre 1,0 e 2,5 mm, além destes se mostrarem estaveis quanto a sedimentabilidade, com
relacdo IVL3o/IVLs proxima de 1,0. O reator alimentado com glicerol (R3) também
apresentou concentracdio de SSV crescente na fase final (3,0 gL!). Contudo, a
sedimentabilidade da biomassa foi afetada por volta do 150° dia pelo aumento da taxa de
aeracdo, que fragmentou os granulos, ocasionando também perda de biomassa (HE et al.,
2018).

Em resposta ao aumento da concentragdo de SSV em R2, R3, R4 e RS, um
elevado tempo de retengdo celular (TRC) foi alcangado na fase III (28-37 dias). Por outro
lado, R1 manteve um TRC entre 4 e 7 dias durante todo periodo experimental, possivelmente
devido as instabilidades do sistema e a perda de biomassa.

Assim como reporta a literatura, também foi encontrado que a glicose (R4) é um
substrato que favoreceu a elevada retengio de biomassa (7,30 g-L') com boa
sedimentabilidade (IVL3¢/IVLs ~ 0,80) se comparado com as outras fontes de carbono, como
o acetato (R1) (LIU et al., 2005; HE et al., 2018). A sacarose (RS5) também favoreceu a
formacao de granulos densos, capazes de se manterem no reator (SSV = 4,73 g-L!), mas com
sedimentabilidade razoavel. Neste estudo, foi identificada a presenca de microrganismos

filamentosos a partir do 130° dia de operagdo, prejudicando a sedimentagio do lodo.

6.2 Desempenho dos reatores

O desempenho dos reatores foi monitorado por um periodo de 215 dias (Tabela 5).

Foi alcangada uma elevada eficiéncia de remog¢do de DQO em todos os reatores (> 90%).
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Nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi observada entre os sistemas (p = 0,25),
indicando que o tipo de substrato ndo interferiu na remocao de matéria organica.

Em todos os sistemas, foi observada uma melhoria da eficiéncia de remocio de
nitrogénio total (NT) entre as fases experimentais. A medida que os granulos se desenvolvem
em tamanho, cria-se um ambiente favoravel, com condi¢des aerobias ¢ anoxicas/anaerobias,
dentro do proprio granulo que possibilite a coexisténcia de bactérias nitrificantes e
desnitrificantes (CHEN et al., 2011). Na fase final, a remo¢do de NT encontrada variou entre
72 a 78% nos reatores. Embora tenha sido observada uma queda da nitrificacdo entre fases
devido a sintese da biomassa que consome aménia em seu metabolismo, a eficiéncia de
nitrificacdo foi elevada durante todo o periodo de operagdo (> 80%), indicando que as
bactérias nitrificantes oxidadoras de amoénia (AOB) e oxidadoras de nitrito (NOB)
mantiveram-se estaveis nos reatores (LASHKARIZADEH et al., 2015). Pelas analises
estatisticas, a remocdo de NT foi significativamente diferente entre os sistemas (p < 0,05).

Em R1 (acetato), durante os periodos de desintegracdo dos granulos, houve uma
reducdo na eficiéncia de remocdo de amdnia, variando entre 15 a 30%, possivelmente devido
a perda de bactérias nitrificantes que estavam presentes nos granulos desintegrados
(WINKLER et al., 2011), embora, em poucos dias depois, o desempenho tenha sido
restaurado. O acetato ¢ relatado como um bom doador de elétrons, o que justifica sua boa
eficiéncia na conversdo de nitrogénio (~78%) (ADAV et al., 2010).

O desempenho de R2 (propionato) em relagdo a remocdo de NT se mostrou
ligeiramente inferior aos demais reatores, atingindo valores médios de 70% ao longo a
operacdo. Neste reator, foi observado um maior acimulo de nitrato (NOs7), em torno de 13
mgNO;-N-L"!, quando comparado aos demais sistemas, indicando uma deficiéncia na
desnitrificacio.

O reator R3 (glicerol) apresentou comportamento de remoc¢ao de NT similar a R2,
com acumulo de nitrato no sistema ao longo da operagdo. Sugere-se que, além do rapido
consumo de DQO no periodo anaerobio, a elevada concentracdo de OD na fase aerobia (2-4
mg-L!) pode ter favorecido a nitrificagdo em detrimento a desnitrificacdo durante o periodo
aerobio de fome (famine), resultando no acumulo de nitrato no reator (DI BELLA;
TORREGROSSA, 2013).

Os reatores R4 (glicose) e RS (sacarose) obtiveram uma eficiéncia de remocao de
NT em torno de 75% e, portanto, superior ao desempenho de R2 e R3. Provavelmente esses
sistemas se adaptaram melhor a elevada concentragdo de OD durante a fase aerobia (2-4

mg-L!) por conta da complexidade desses substratos, que demandam uma maior taxa de
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oxigénio para degrada-los, interferindo menos na atividade das bactérias desnitrificantes.

Em relagdo a remogdo de fosforo total (PT), a eficiéncia também melhorou ao
longo da operagdo em todos os reatores, alcangando médias de 49 a 72% na ultima fase. Os
testes estatisticos apontaram para diferencas significativas nas remocdes de PT entre os
sistemas (p < 0,05). Uma possivel explicacdo que justifica o baixo desempenho na remocao
de fosforo nos sistemas experimentais ¢ a alto tempo de retencio celular (TRC), entre 28 e 37
dias na fase final. Sem o descarte controlado do lodo, os organismos acumuladores de fosfato
(PAOs) saturados permanecem no sistema, interferindo na remocao de fosforo (BASSIN et al.,
2012). Por outro lado, embora o tempo de retencdo celular de R1 tenha sido baixo (entre 4 a 7
dias) devido a continua perda de lodo no sistema, a eficiéncia de remocdo de fosforo se
manteve em torno de 50%, provavelmente devido a competicdo entre PAOs e GAOs

(organismos acumuladores de glicogénio) (CARVALHEIRA et al., 2014).
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6.3 Conteudo de substancias poliméricas extracelulares (SPE)

6.3.1 Composicdio de SPE: andlise de espectros de fluorescéncia 3D-EEM

De acordo com estudos anteriores, os principais componentes das SPE sdo
proteinas, polissacarideos e acidos humicos (LI et al., 2020; SCHAMBECK et al., 2020).
Nesse sentido, a composicdo das SPE de cada reator na ultima fase, incluindo o in6culo de
lodo, foi analisada por espectroscopia de fluorescéncia EEM, sendo que os espectros
representativos estdo mostrados na Figura 4.

Embora os picos estejam visualmente indistinguiveis nos graficos, as regides I e
IV foram encontradas somente em amostras de LGA e sdo compativeis com a presenca do
aminodacido tirosina (Ex/Em = 250-300/300-320) e de substancias semelhantes ao acido
falvico (Ex/Em = 200-250/380—440), respectivamente, em abundancia (LUO et al., 2014). A
dificuldade de visualizacdo de determinadas substancias pode ser justificada por diferencas na
metodologia de extragdo das SPE, pois se sabe que a escolha do método de extracio
influencia n3o somente a quantidade total, mas também a composi¢cdo dos polimeros
recuperados (FELZ et al., 2016). Por exemplo, enquanto neste estudo foi aplicado a extragio
por calor modificado (com NaOH), o método de extracdo por formaldeido-NaOH foi aplicado
no estudo de Luo et al. (2014).

A regido II foi identificada entre os comprimentos de onda de excitagdo/emissdo
(Ex/Em) de 275-285/350-360 nm, referindo-se ao triptofano, e apresentou maior intensidade
de fluorescéncia em amostras de pH neutro, uma vez que se trata de um aminoacido neutro.
Enquanto a regido III revelou um sinal de pico caracteristico de polissacarideos dentro do
espectro Ex/Em de 300-360/330-390 nm, principalmente em amostras de pH basico. Estes
resultados foram similares aos espectros de fluorescéncia encontrados por Liu e Cinquepalmi
(2021).

Como pode ser observado na Figura 4, pela formagdo de picos e intensidade da
fluorescéncia, o triptofano ¢ um componente das SPE encontrado em maior concentragdo no
lodo granular que no lodo ativado. Vale ressaltar que em R1, devido a alta concentragdo de

polissacarideos na amostra em pH neutro, o pico da regido II se convergiu ao da regido III.



Figura 4 — Graficos de matriz de emissdo-excitacdo de fluorescéncia (FEEM) de SPE
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extraidas do in6culo e de granulos aerobios maduros em pH basico e pH neutro. Os eixos X e

Y representam os espectros de emissdo (Em) e de excitagdo (Ex) em nm, respectivamente, e
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6.3.2 Producdo de SPE

Em relagdo a produgdo de SPE, o conteudo de PS e PN aumentou durante o
processo de granulacdo, uma vez que a biomassa granular aerébia € relatada como tendo uma
quantidade maior de SPE quando comparada aos flocos de lodo ativado utilizados como
inéculo NANCHARAIAH; KUMAR, 2018). Contudo, na fase III, houve uma diminui¢do do
SPE, com exe¢do de R1, como pode ser observado na Tabela 6.

Todos os sistemas apresentaram uma relacdo PN/PS em torno de 2,0-3,0,
indicando que a superficie do granulo € mais hidrofébica, o que favorece a agregacdo do lodo
e a estabilidade da estrutura granular (CHEN et al., 2019). Semelhantemente, Wan et al.
(2015), em estudos com acetato e propionato, constataram relagdo entre PN/PS em torno de 2.
Entretanto, eles constataram melhor producdo de SPE e melhores caracteristicas de
hidrofobicidade nos reatores alimentados com propionato. Por outro lado, He et al. (2018)
observaram em reatores alimentados com uma mistura de acetato e glicose, altas relagdes de

PN/PS, com valores entre 9 e 13.

Tabela 6 — Contetdo de polissacarideos (PS) e de proteinas (PN), nas trés fases operacionais

(215 dias de operagao) dos cinco reatores.

Periodo Biomassa PS (mg-gSSV?') PN (mg-gSSV?)

Inicio Inoculo 23,0 42,5
R1 72 (15) 361 (250)
R2 83 (11) 279 (98)
Fase | R3 79 (12) 303 (253)
R4 61 (7) 224 (155)
RS 77 (12) 260 (181)
R1 69 (8) 194 (26)
R2 88 (19) 178 (50)
Fase II R3 88 (43) 223 (114)
R4 51(15) 97 (39)
RS 45 (21) 114 (49)
R1 93 (44) 225 (76)
R2 65 (21) 150 (58)
Fase III R3 77 (19) 163 (39)
R4 37 (16) 95 (35)

RS 48 (18) 97 (29)
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A producdo de PS e PN foi significativamente maior (p < 0,05) na fase I,
comparado a fase III, em R2, R4 e R5. He et al. (2017) descobriram que o SPE poderia servir
como fonte de carbono para processos biologicos em condigdes extremas. Desse modo, pode
ter acontecido os seguintes fenémenos: (a) menor producido de SPE, devido ao aumento do
diametro dos granulos, causado pela limitagdo da difusividade do oxigénio e de carbono
(VERAWATY et al., 2013); (b) maior taxa de respiracdo enddgena devido ao aumento do
TRC (ROLLEMBERG et al., 2020b); (c) e um periodo muito longo de fome (famine),
induzindo os microrganismos a utilizarem as SPE como doadoras de elétrons (WU et al.,
2012). Em contrapartida, R1 e R3 nao apresentaram diferenca significativa entre as fases,
possivelmente devido a perda de biomassa e mudanca na taxa de aeracdo, que levaram a
instabilidade na estrutura dos granulos, impulsionando a producdo de mais SPE, ja que, sob
condi¢des de estresse, 0os microrganismos tendem a secretar mais SPE para manter o seu
formato (NANCHARAIAH; REDDY, 2018).

Em contraste a isso a maior producio de SPE em R1 (318 mg-gSSV!) poderia
também ser motivo da desintegracdo dos granulos, dado relato em literatura (CORSINO et al.,
2016) que a produgdo excessiva de SPE pode causar a fragmentacdo de granulos por
entupimento de seus poros. Acredita-se, todavia, que por tratar-se de um sistema biologico,
em que diversas relagdes complexas sdo tracadas, tanto a producdo de SPE devido a
instabilidades por perda de biomassa e a fragmentagcdo do granulo por excesso de SPE, podem
ter ocorrido concomitantemente.

Estudos recentes tém demostrado que a estrutura de ligacdo de proteina e
carboidrato através da ligacdo de hidrogénio estar envolvida na formagdo de gel de SPE em
LGA (LI et al., 2020; WANG et al., 2019). Essa estrutura aparece como a for¢a de interacio
mais essencial para a estrutura secundaria da proteina, bem como sugere uma interagdo mais
forte entre os componentes. Por este motivo, em sistema LGA, instabilidades e desintegracio
de granulos sdo encontradas quando ha condic¢des adversas prejudiciais para a sustentagdo da
ligacdo de hidrogénio (LI et al., 2020). Nesse sentido, as instabilidades que surgiram em R1
possivelmente podem ter prejudicado essas ligagdes entre PS e PN, enfraquecendo a estrutura

do granulo, apesar da produco desses compostos se manter elevada.

6.3.3 Producgdo de ALE e Trp

As concentracdes de ALE e Trp durante a formacdo dos granulos aerobios foram

notoriamente maiores do que as encontradas em flocos de lodo ativado, corroborando aos
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achados de Lin, Sharma e van Loosdretch (2013). Na Figura 5 ¢ apresentado graficamente os

valores encontrados ao longo dos 215 dias de operagao.

Figura 5 — Produgado de ALE e triptofano ao longo dos 215 dias de operacio.
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Na maturacio dos granulos, o conteido de ALE aumentou apenas no R1, apesar
de ndo apresentar uma diferenca significativa na sua produgdo entre as fases (p > 0,05). No
entanto, nos demais reatores houve uma queda na produ¢do de ALE, com diferenca
significativa entre as fases, bem como entre o tempo de cultivo e maturacdo (p < 0,05), em
contraste aos achados de Schambeck et al. (2020), onde o conteido de ALE continuou
aumentando com a maturacdo do granulo. Todavia, o dado desse estudo esta em consonancia
com os dados encontrados para SPE, que também apresentou uma queda na producdo com a
maturacdo dos granulos, concordando com a literatura ao mostrar que uma grande fracio do
SPE do LGA consiste de ALE (DE CARVALHO et al., 2021; SCHAMBECK et al., 2020;
GUIMARAES, 2017; FELZ et al., 2016).

No que diz respeito ao triptofano em R1 ndo houve diferenca entre as fases
(p>0,05), possivelmente devido ao baixo TRC durante todo o periodo operacional. A literatura
tem indicado que idades de lodo menores (proximas a 6 dias) aumentam a formacgdo de
triptofano e substancias semelhantes a proteinas (HAMZA et al., 2018; DE CARVALHO et al.,

2021). Nos demais reatores houve uma diminui¢do da producdo na fase III, constatando-se
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diferenca significativa entre as fases, bem como entre o tempo de cultivo e de maturagao (p <
0,05). A maior producdo de Trp esta associada principalmente aos granulos recém-formados,
com diametros entre 0,5 ¢ 1,0 mm (ROLLEMBERG et al., 2020b).

A redugdo da producgio de ALE e Trp pode ser explicada também pelo aumento do
TRC e longo periodo de fome, demostrado na analise de ciclo que a maior parte da DQO era
consumida no periodo anaerobio. Esse comportamento esta em aderéncia com os resultados
de Rollemberg et al. (2020b), em que um TRC alto provocava uma diminui¢do no contetido
de ALE em LGA. Além disso, os autores indicam a melhor producdo de ALE com TRC entre
10 e 15 dias.

Estudos preliminares apontam PAOs como responsaveis pela producdo de ALE.
Como baixas remogdes de fosforo foram obtidas, possivelmente a baixa producdo de ALE na
fase III esta relacionada a baixa remocdo de fosforo (GUIMARAES, 2017). A reducdo do
TRC poderia beneficiar o crescimento de PAOs, permitindo ndo s6 uma melhor remocao de
fosforo como também uma maior producdo de ALE. O descarte de lodo excedente em reatores
LGA auxilia na remocdo de fosforo, estabilidade de granulos e reducdo de so6lidos em
suspensao no efluente tratado (BASSIN et al., 2012).

E importante ressaltar que em R1 foi observada uma tendéncia oposta na
producdo de ALE e triptofano, isto ¢, quando ha uma queda na producdo de ALE, ha um
aumento em Trp, por exemplo, entre os dias 40° e 55°, 70° e 100°, e novamente entre os dias
120° e 145°.

Comparando-se a producdo dos recursos entre os reatores, observa-se que ha
diferencas significativas na producdo de ALE e Trp nas trés fases (p < 0,05). O teste de Mann-
Whitney acusou, para producdo de ALE, que R1 e R2 eram estatisticamente maiores que R3,
R4 e RS nas fases I e II. Isso se deve possivelmente ao substrato aplicado, ja que em granulos,
ha indicios de que a producgido de ALE esteja associada ao enriquecimento de PAOs no lodo
(GUIMARAES, 2017). Acetato e propionato sio substratos preferiveis para o cultivo desse
tipo de lodo, especialmente o segundo (OEHMEN et al., 2004; SHEN; ZHOU, 2016). Na fase
IIT foi verificado que R1 possuia uma producdo de ALE significativamente maior (p < 0,05),
provavelmente devido a instabilidade que o reator esteve submetido, com perda de biomassa e
dando-lhe uma condi¢do diferente (menor TRC) comparado aos demais reatores. J4 R4
apresentou producdo significativamente menor (p < 0,05), o que ¢ justificado pela menor
producdo de SPE, também estatisticamente menor quando comparada aos demais reatores (p
<0,05).

Para o conteido de triptofano na fase I, R1 e R2 apresentaram as maiores
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produgdes comparadas aos demais sistemas (p < 0,05). Entretanto, na fase II, as produgdes de
Trp nos reatores foram todos estatisticamente iguais (p > 0,05), com excecdo de RS que
obteve valores menores, com diferenca significativa em relacdo a R3 (p = 0,01), indicando
que acetato, propionato e glicerol sdo melhores substratos para producdo desse recurso. O
glicerol ¢ apontado como favoravel para producdo de triptofano, pois pode gerar o PEP
(fosfoenolpiruvato) como intermediario metabodlico, o qual é consumido durante a producio
de triptofano (NIU et al., 2019). Contudo, glicose e sacarose também s3o apontadas como
substratos favoraveis para a producdo deste recurso. Na fase III foi observada a mesma
tendéncia da producdo de ALE, justificando-se a maior producdo de Trp em R1 pelo menor
TRC (HAMZA et al.,, 2018; DE CARVALHO et al., 2021) e menor tamanho dos granulos
(ROLLEMBERG et al., 2020b).

Comparando-se os dados dessa pesquisa a literatura, verifica-se que a producdo
média de ALE em R1 (418 mgALE-gSSV™!) foi superior a encontrada por Rollemberg et al.
(2020b), 290 mgALE-gSSV™!, também na presenca de acetato. Por outro lado, R2 apresentou
valores proximos (180 mgALE-gSSV™!) aos encontrados por Yang et al. (2014) (110
mgALE-gSSV!), ambos na presenca de propionato como substrato.

No que diz respeito ao triptofano, ha poucos estudos avaliando sua produgido em
sistemas LGA. Rollemberg et al. (2020a), trabalhando com LGA alimentados por esgoto
doméstico, encontraram produ¢io de 48 mgTrp-gSSV-!. Entretanto, quando acetato era usado
como fonte de carbono com efluente sintético, valores em torno de 54 mgTrp-gSSV~! foram
encontrados (ROLLEMBERG et al., 2020b), resultado superior ao que foi encontrado neste
estudo, com teores de triptofano variando entre 0,6 ¢ 4,1 mgTrp-gSSV-.

E importante notar que Pronk et al. (2017), em estudos realizados com granulos
de LGA alimentados por uma combinacdo de acetato (85%) e metanol (15%), chegaram a
conclusdo de que o ALE analisado na pesquisa ndo fazia parte das SPE envolvidas na
estrutura do granulo, porque a mesma permaneceu intacta apos o procedimento de extragdo de
ALE. Além disso, os autores obtiveram rendimento de ALE de apenas 1% da fragdo organica
dos granulos, enquanto que nessa pesquisa os rendimentos médios foram de 43% (R1), 7%
(R2), 9% (R3), 4% (R4) e 9% (R5). Contudo o TRC empregado nas pesquisas de Pronk et al.
(2015, 2017) foi de 51 a 24 dias, semelhantes ao dessa pesquisa nos reatores R2, R3, R4 e R5.
Possivelmente isso significa que o consumo endogeno da biomassa com o aumento do TRC ¢
predominantemente de ALE. Além disso, nos reatores R2, R3, R4 e RS, ndo foi observada
desintegracdo dos granulos ap6s a extracdo de ALE, corroborando os estudos de Pronk et al.

(2017). Vale salientar que a metodologia de extracdo de ALE dessas pesquisas foram as
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mesmas.

Tabela 6 — Contetido médio de ALE e triptofano nos reatores em cada fase.

Periodo Reator  ALE (mg-gSSV?) Trp (mg-gSSV?)

R1 373.8 (72,0) 6,1 (L,5)
R2 449 8 (95,9) 4,7(0,9)

Fase [ R3 135.4 (29,0) 3,6 (L,1)

R4 183,6 (33,7) 2,1(0,7)

RS 163,4 (43,7) 2,3 (L1)

Rl 1654 (72,7) 4,6 (2,5)

R2 282.0 (89,7) 2,5(L,6)

Fase II R3 105.,4 (40,6) 2,6 (1,0)
R4 78,4 (33.5) 1,9 (1,5)

RS 109,7 (20,0) 1,1(0,7)

Rl 418,7 (162,2) 413(23)

R2 71,1 21,4) 1,6 (1,0)

Fase III R3 89,0 (50.,4) 1,6 (1,1)
R4 38,5 (31,6) 0,6 (0.4)

RS 81,1 (54,5) 0,9 (0,6)

Nota: R1 (acetato), R2 (propionato), R3 (glicerol), R4 (glicose) e RS (sacarose).

6.4 Producio e consumo de ALE e Trp ao longo do ciclo

A producdo dos compostos (ALE e Trp) nos reatores variou ao longo do ciclo
(Figura 6). Enquanto que em R1 os granulos mostraram maior producio do conteudo de ALE
e Trp ao final do ciclo, apds 3 horas de aeracdo, os demais reatores ndo apresentaram uma
tendéncia muito clara, especialmente para ALE, possivelmente devido a uma taxa de
respiracdo endégena maior que levaria ao consumo de SPE.

Ao final do periodo anaerdbio, havia em torno de 35% da DQO afluente em R1,
enquanto que em R2 e R3 foi em torno de 20% e em R4 e RS, apenas 13%, evidenciando,
dessa forma, que o decaimento rapido da matéria organica, especialmente nos reatores de
maior TRC, poderia ter levado aos sistemas a um periodo de fome prologado, o que levou ao
maior consumo de exopolimeros como matéria organica. Esse consumo ¢ evidente nos dados

de SPE ao longo do ciclo, na qual, em R2, R3, R4 e RS pode ser observado uma queda no
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valor ap6s 3,5 h, fortalecendo a hipoétese de que a parte das SPE consumidas nessas condic¢des

esta relacionada predominantemente aos recursos.

Figura 6 — Variacio dos compostos (ALE e Trp), DQO e SPE ao longo do ciclo operacional
(6 horas).
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Nota: R1 (acetato), R2 (propionato), R3 (glicerol), R4 (glicose) e RS (sacarose).

E importante observar que os maiores teores de ALE e Trp podem variar devido a
varios fatores, como caracteristicas do afluente, concentracdo de biomassa e oxigénio

dissolvido, entre outros. Assim, um plano de monitoramento deve ser conduzido para
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combinar uma boa estabilidade operacional do LGA, sua eficiéncia para remover
simultaneamente C, N e P, e também atingir a maior produtividade dos recursos desejados a

serem recuperados (ROLLEMBERG et al., 2020b).

6.5 Caracterizacio microbiolégica: Possiveis grupos microbianos envolvidos na

producio de ALE e Trp

As analises microbiologicas foram realizadas em amostras dos lodos de in6culo (1)
e de todos os reatores no final da operagdo. Avaliou-se a diversidade microbiana por filo,
familia e género.

A Figura 7 apresenta a distribuicao relativa da diversidade de microrganismos por
filo nas amostras. O lodo ativado de inoculo apresentou abundincia microbiana de:
Bdellovibrionota (25,9%); Acidobacteriota (24,5%); Gammaproteobacteria (19,0%);
Alphaproteobacteria (12,7%), Bacteroidota, Chloroflexi e Planctomycetota (entre 4,3-4,8%
cada). Com o processo de granulacdo, a dominédncia dos filos Bdellovibrionota e
Acidobacteriota presentes no lodo de indculo foi drasticamente reduzida em todos os reatores
de lodo granular aerébio.

Cada reator apresentou uma diversidade microbiana diferente, de modo que a
fonte de carbono parece ter influenciado na dindmica populacional na formagdo do lodo
granular aerobio, assim impactando nas caracteristicas fisico-quimicas dos granulos, por
exemplo. Apesar disso, em todos os reatores se observou a dominancia do filo Proteobacteria,
incluindo as classes Alphaproteobacteria e Gammaproteobacteria, com as seguintes
abundancias: 70,2% em R1, 77,8% em R2, 58,4% em R3, 37,0% em R4 e 30,2% em RS5.
Proteobactérias s3o comumente predominantes no lodo granular aerébio com funcdo de
secretar SPE para formacdo de granulos aerdbios (LIU et al., 2017). Como se sabe, esses
exopolimeros s3o majoritariamente de polissacarideos e proteinas, portanto a fracdo de
Proteobacteria parece ter sido importante para a producdo de ALE e de triptofano nos sistemas

experimentais (MENG et al., 2019).

Figura 7 — Distribuico relativa da diversidade microbiana do lodo ativado de in6culo (I) e do
lodo granular aerdbio cultivado em R1 (acetato), R2 (propionato), R3 (glicerol), R4 (glicose)
e RS (sacarose). O grafico de barras representa apenas os filos com mais de 1% abundéancia

bacteriana total nas amostras.
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A Figura 8 apresenta grupos microbianos envolvidos especificamente na remocao
de carbono, nitrogénio e fosforo a nivel de familia. Familias de proteobactérias, tais como
Flavobacteriaceae, Rhodobacteraceae e Rhodocyclaceae, parecem facilitar a liberacio de SPE
e o desenvolvimento de granulos, incentivando a producdo de moléculas de sinalizacdo, como
c-di-GMP (WAN et al. 2013; HAN et al., 2022). A ocorréncia dessas familias nos retores
totalizou as seguintes abundancias relativas, com destaque para familia Rhodobacteraceae,
que foi identificada principalmente como PAOs e GAOs: 40,8% em R1, 8,2% em R2, 10,5%
em R3, 12,2% em R4 e 5,6% em RS5. Esses grupos microbianos, especialmente PAOs, estdo
possivelmente associados com a estabilidade do granulo e também com a producdo de ALE
(SCHAMBECK et al., 2020; GUIMARAES, 2017).

Em relagdo as bactérias nitrificantes, ocorreu maior abundancia de AOB,
principalmente em R1. Por outro lado, a abundancia de NOB foi observada em R2, R3, R4 ¢
RS, indicando melhores conversdes de nitrito para nitrato. Isso pode estar relacionado com o
tempo de retencdo celular (TRC), uma vez que os valores encontrados para os reatores foram
completamente diferentes, ou seja, 4 dias em R1 e acima de 30 dias em R2, R3, R4 e R5. De
acordo com a literatura, baixo TRC a alta temperatura pode inibir NOB, levando ao actimulo
de nitrito (LEMAIRE; MARCELINO; YUAN, 2008).

As bactérias desnitrificantes apareceram em abundancia em todos os reatores,

principalmente em R4 e R5. A menor abundancia de desnitrificantes em R2 e R3 pode
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justificar a alta concentracdo de nitrato no efluente (> 10 mgNO3-N-L!), o que ndo foi
observado em R1. Apesar dessas diferencas entre as populagdes microbianas de nitrificantes e
desnitrificantes, a eficiéncia de remocao de nitrogénio foi similar entres os sistemas estudados
(entre 72-78%). A abundancia de PAOs se mostrou similar em todos os reatores. Além disso,
ocorreu uma predominancia de GAOs sobre PAOs na competicio pelo substrato, justificando

uma baixa remocdo de fosforo (entre 45-65%) em comparagdo com outros trabalhos

(BASSIN et al., 2012).
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A Figura 9 representa a diversidade microbiana a nivel de género do indculo e dos

sistemas experimentais.

Figura 9 — Diversidade microbiana relativa a nivel de género do indculo (I) e dos reatores. O
mapa de calor apresenta os géneros com mais de 1% de abundéncia bacteriana total em pelo

menos uma das amostras.
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Em todas as amostras analisadas, observou-se a abundincia de organismos
heterotroficos. No indculo, os géneros de bactérias dominantes foram Bdellovibrio (23,9%) e
OLB17 (13,9%), pertencentes respectivamente aos filos dominantes. Espécies de Bdellovibrio
(filo Bdellovibrionota) sdo predadoras de alimentacdo indiscriminada, que podem alterar

significativamente a composicdo de espécies e, portanto, prejudicar o desempenho



operacional dos sistemas de tratamento de aguas residudrias (FENG et al., 2017). Enquanto
OLB17 (filo Acidobacteriota) na forma filamentosa, quando encontrada em abundancia, pode
prejudicar a estrutura granular (CHEN et al., 2021; QIULAU et al., 2019). Desse modo,
considera-se que as condicdes operacionais aplicadas no cultivo do lodo granular aerdbio,
como o ciclo operacional com alterndncia entre periodos anaerdbios e aerobios, sdo
desfavoraveis para a proliferacdo desses microrganismos.

Os principais géneros identificados em cada reator foram: Defluviicoccus (12,2%
em R1, 14,4% em R2, 11,9% em R3 e 9,5% em R4), Pseudofulvimonas (6,8% em R1 e 17,0%
em R2), Gordonia (10,5%) em R3, Nannocystis (11,9%) em R4, além de Lactococcus (9,9%)
e Kineosphaera (5,4%) ambas em R5. Todos esses microrganismos identificados como
abundantes nos reatores sdo capazes de produzir e secretar SPE (PRONK et al., 2017; YAN et
al., 2022; SOWANI; KULKARNI; ZINJARDE, 2018; LI et al., 2019; LI et al., 2020; XU et
al., 2021).

Defluviicoccus foi o principal género de organismos desnitrificantes acumuladores
de glicogénio (DGAOs) encontrado em R1, R2, R3 e R4 (LI et al., 2020). A dominancia de
Defluviicoccus e Pseudofulvimonas (ambas pertencentes ao filo Proteobacteria) em R1 e R2
indica a preferéncia destes microrganismos por substratos facilmente biodegradaveis, como
acetato e propionato. Gordonia (filo Actinobacteriota) sdo bactérias envolvidas na remocado de
amoénia via nitrificacdo heterotrofica/desnitrificagdo aerdbia, consumindo substratos
complexos, inclusive glicerol (SILVA et al., 2019; CARR; EALES; SEVIOUR, 2006). Ja
Nannocystis (filo Myxococcota) sdo bactérias desnitrifcantes (BDN) capazes de secretar
substancias floculantes, cuja atividade de floculagdo depende da coexisténcia de cations (QIU
et al., 2022). Entretanto, o excesso de biofloculante no meio, em vez de contribuir para a
estabilidade da estrutura granular, pode alterar a carga superficial de agregados microbianos e
dificultar a adesdo e coesdo entre eles, prejudicando o processo de granulacdo, o que
possivelmente ocorreu em R4 (LIANG et al., 2019). Além disso, nesse reator, foram
encontrados géneros de bactérias filamentosas, como Actinomyces e Runella. Lactococcus
(filo Firmicutes) conhecidas como anaerobias facultativas, ou seja, seu metabolismo pode
alternar entre respiragdo aerdbia, fermentacdo ou respiragdo anaerobia de acordo com o
ambiente, o que significa que sdo altamente competitivas na utilizagcdo de substrato (ZHANG
et al.,, 2019). Nesse caso, a abundancia de bactérias fermentativas sugere a necessidade de
degradar o substrato complexo (sacarose) em acidos graxos de cadeia curta para serem
posteriormente utilizados como fonte de carbono por outros microrganismos (DOCKX et al.,

2021).



Em relacdo a producdo de ALE, Yang et al. (2014), ao verificarem a granulacdo
aerdbia sob variagdes bruscas da carga organica volumétrica (COV), entre 4,4 e 17,4
kgDQO-m>-d"!, observaram os microrganismos foram estimulados a secretar o segundo
mensageiro di-guanosina monofosfato ciclico (c-di-GMP) e, consequentemente, a produzir
ALE em excesso, que formaram uma grande quantidade de material viscoso, servindo como
precursor de granulos aerdbios. Isto €, altos niveis de c-di-GMP intracelular, que sinalizam a
expressdo génica de Psl e Alg, por exemplo, promovem a producdo de exopolissacarideos,
inclusive de ALE, para fixacdo da matriz e ades@o da biomassa (WAN et al., 2015; WANG et
al., 2017). Partindo disso, possiveis bactérias, cuja producdo de SPE pode ser regulada por c-
di-GMP, foram identificadas em cada reator em abundancia: Pirellula (5,3% em R1 e 3,0%
em R2), Pseudofulvimonas (6,8% em R1 e 17,0% em R2), Gordonia (2,3% em R3) e
Lactococcus (3,7% em R1, 1,8% em R4 e 9,9% em RS) (CHOU, GALPERIN, 2016; CHEN
et al., 2022; HOU et al., 2019). Vale ressaltar também que, reconhecidamente, o alginato
bacteriano € produzido por pelas proteobactérias Pseudomonas spp. e Azotobacter vinelandii
(HAY et al., 2014). No entanto, o método de sequenciamento de amplicon ASV (do inglés,
Amplicon Sequencing Variants) revelou a presenca de Pseudomonas apenas em R1 (0,01%) e
em R2 (0,06%), indicando que outras bactérias estdo envolvidas na produgdo de ALE.

Até o momento, poucas bactérias associadas a producdo de triptofano em LGA
foram identificadas. Relata-se que, em baixas razdes de C:N (em torno de 5) do afluente, ha
acumulo de triptofano no sistema devido ao favorecimento de bactérias dos géneros Thauera
e Paracoccus, portanto relacionando-se positivamente a producdo desse aminoacido (YU et
al., 2020; ZHANG et al., 2018a). Esses organismos, em especial o género Thauera, estdo
relacionados a melhora da capacidade de desnitrificacdo dos sistemas, devido a estarem em
maior abundancia no ntcleo dos granulos, juntamente com Nitrosomonas, por exemplo (LUO
et al., 2014). Por outro lado, eles também sdo associados a reducdo na capacidade de
nitrificacdo dos sistemas (ZHANG et al., 2018a). Assim, ¢ possivel que estratégias
operacionais que promovam a producdo de triptofano afetem a remocdo de nitrogénio dos
sistemas LGA (DE CARVALHO et al., 2021). Neste estudo, apenas as bactérias Thauera
foram identificadas em R1 (0,3%), R2 (0,3%) e R4 (0,1%), indicando que esse género
provavelmente nao foi o tnico responsavel pela producdo de Trp. Entretanto, partindo das
conclusdes acima, algumas analises podem ser realizadas para além da presenca dessas
bactérias.

Wang et al. (2018) verificaram a existéncia de triptofano em lodo granular aerobio

dominado por bactérias aerobias oxidadoras de amonia (AerAOB). Desse modo, esse grupo



funcional pode estar possivelmente associado a producdo desse aminoacido. Ao encontro
desse estudo, R1 apresentou uma abundancia de AOB e, inclusive, um maior contetido de
triptofano (4,1 mgTrp-gSSV'!). Além disso, a producdo de triptofano aparentemente foi
favoravel em reatores com ambiente andxico (presenca de nitrato no microambiente), como
em R2 e R3 (1,6 mgTrp-gSSV™). Similarmente, Rollemberg et al. (2020a) constataram que
um curto periodo anéxico no ciclo operacional pode estimular a producdo de triptofano. De
modo geral, provavelmente a abundancia de microrganismos filamentosos em R4 foi
prejudicial para formagdo de uma matriz extracelular rica de recursos de alto valor agregado
(0,6 mgTrp-gSSV™'). Como visto, a sacarose como fonte de carbono (R5) viabilizou o
desenvolvimento de Dbactérias fermentadoras, como Acetobacterium, Lactococcus,
Propionivibrio e Streptococcus, no meio, que podem ter aumentado a quantidade de triptofano

nos granulos (0,9 mgTrp-gSSV-') em comparacdo com R4 (ROAGER; LICHT, 2018).



7 CONCLUSAO

O reator de LGA alimentado com acetato (R1) apresentou maior producdo de ALE
e triptofano comparado ao demais sistemas, possivelmente devido a sua maior producdo de
SPE, menor TRC e menor tamanho dos granulos, resultado de instabilidades e perda de
biomassa na maturagdo do granulo.

Propionato (R2) apresentou resultados animadores na producdo de ALE durante as
duas primeiras fases, significativamente maior que os reatores operados com glicerol (R3),
glicose (R4) e sacarose (R5). Ja na produgdo de triptofano, além do acetato (R1) e propionato
(R2), glicerol (R3) mostrou-se um bom substrato.

O aumento do TRC revelou-se prejudicial a produgio de recursos, indicando uma
maior taxa de respiracdo endogena pelo consumo de SPE. Além disso, um longo periodo de
fome (famine), evidenciado pela analise de ciclo, indicou um maior consumo de SPE com
menor producio de ALE e triptofano.

Recomenda-se, nesse sentido, a investigacdes da producdo de recursos sobre TRC
controlado em valores menores (10 a 15 dias), bem como diminui¢do do periodo de fome na

etapa aerobia.
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