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RESUMO

A tecnologia de lodo granular aerébio (LGA) se destaca entre as abordagens promissoras para
o tratamento biologico de aguas residuais, possuindo apenas alguns desafios operacionais.
Alguns desses desafios podem ser mitigados pela integracdo de microalgas ao sistema,
formando consoércios com bactérias chamados de lodo granular algal-bacteriano (LGAB) ou
fotogranulos. Assim, este estudo buscou investigar o impacto das microalgas na formagao,
estabilidade e remogao de carbono (C), nitrogénio (N) e fésforo (P) de LGAB no tratamento de
esgoto domeéstico sintético com elevada carga organica. Foi proposto um planejamento fatorial
para definir as condi¢gdes 6timas de iluminagdo, com fotoperiodo e intensidade luminosa como
variaveis independentes e a densidade optica (DO) como resposta. Os reatores tinham volume
de 8 L com ciclos de 6 h e troca volumétrica de 50%, usando estratégia de redugdo do tempo
de sedimentacdo de 20 para 15, 10 e 5 min nas fases I, I, III e IV, respectivamente. Os reatores
R1 e R2 foram inoculados com lodo de um sistema University of Cape Town (UCT) e as
espécies de microalgas C. vulgaris e S. obliquus, respectivamente, ja R3 foi inoculado somente
com lodo de sistema UCT, sendo o controle. Os sistemas foram alimentados com esgoto
doméstico sintético contendo 850 mg-DQO-L™!, 50 mg-N-L! e 10 mg-P-L!. As condicdes
6timas de iluminagdo foram estabelecidas em 150 pmol-m™2-s' de intensidade de luz e
fotoperiodo de 14 h de claro e 10 h de escuro. No processo de granulacao, R1 e R2 apresentaram
granulacdo na fase IV (5 min de sedimentagdo) nos dias 96 e 71, respectivamente, enquanto R3
permaneceu sem granular. R2 também apresentou melhor estabilidade quanto a sedimentagao.
Com relagdo as substancias poliméricas extracelulares, a fracdo de proteinas (PN) foi superior
a de polissacarideos (PS) em todos os reatores ao longo do experimento, com razdes PN/PS de
3,88,4,28 e 5,14 para R1, R2 e R3. Os sistemas apresentaram coeficiente de estabilidade (S) de
38,1%, 45,8% e 38,3% para R1, R2 e R3, respectivamente, indicando baixa resisténcia. A
eficiéncia de remocao de DQO, N e P foram > 97%, > 70% e ~30%, respetivamente, nos trés
reatores. Testes respirométricos indicaram que o consorcio LGAB favoreceu a atividade de
bactérias heterotroficas e nitritadoras autotroficas. Foi possivel cultivar LGAB inoculados com
as microalgas verdes C. vulgaris e S. obliquus em esgoto doméstico sintético sob condicdes de
elevada carga organica (> 800 mg DQO-L™), sugerindo que a presenga das microalgas
favoreceu o processo de granulacdo. O reator inoculado com S. obliquus obteve granulagdo

completa em menor tempo, granulos maiores e melhor sedimentabilidade.

Palavras-chaves: Fotogranulos; microalgas; tratamento de esgoto; respirometria.



ABSTRACT

Aerobic granular sludge (AGS) technology stands out among the promising approaches for
biological wastewater treatment, with only a few operational challenges. Some of these
challenges can be mitigated by integrating microalgae into the system, forming consortia with
bacteria known as algal-bacterial granular sludge (ABGS) or photogranules. Thus, this study
aimed to investigate the impact of microalgae on the formation, stability, and removal of carbon
(C), nitrogen (N), and phosphorus (P) from ABGS in the treatment of synthetic domestic
wastewater with high organic load. A factorial design was proposed to define the optimal
lighting conditions, with photoperiod and light intensity as independent variables and optical
density (OD) as the response. The reactors had a volume of 8 L with 6-h cycles and a 50%
volumetric exchange rate, using a settling time reduction strategy from 20 to 15, 10, and 5 min
in phases L, IL, III, and IV, respectively. Reactors R1 and R2 were inoculated with sludge from
a University of Cape Town (UCT) system and the microalgae species C. vulgaris and S.
obliquus, respectively, while R3 was inoculated only with sludge from the UCT system, serving
as the control. The systems were fed with synthetic domestic wastewater containing 850
mg-COD-L!, 50 mg-N-L! e 10 mg-P-L". The optimal lighting conditions were established at
150 pmol-m™-s™! of light intensity and a photoperiod of 14 h of light and 10 h of dark. In the
granulation process, R1 and R2 presented granulation in phase IV (5 min settling) on days 96
and 71, respectively, while R3 remained ungranulated. R2 also presented better stability
regarding settleability. Regarding the extracellular polymeric substances, the protein fraction
(PN) was higher than that of polysaccharides (PS) in all reactors throughout the experiment,
with PN/PS ratios of 3.88, 4.28 and 5.14 for R1, R2 and R3. The systems presented stability
coefficients (S) of 38.1%, 45.8% and 38.3% for R1, R2 and R3, respectively, indicating low
resistance. The removal efficiencies of COD, N and P were > 97%, > 70% and ~30%,
respectively, in the three reactors. Respirometry tests indicated that the ABGS consortium
favored the activity of heterotrophic and autotrophic ammonia-oxidizing bacteria. It was
possible to cultivate ABGS inoculated with the green microalgae C. vulgaris and S. obliquus in
synthetic domestic wastewater under conditions of high organic load (> 800 mg COD-L™),
suggesting that the presence of microalgae favored the granulation process. The reactor
inoculated with S. obliquus obtained complete granulation in less time, larger granules and

better settleability.

Keywords: Photogranules; microalgae; wastewater treatment; respirometry.
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1 INTRODUCAO

A partir da revolugao industrial e do crescimento exponencial da populagao global,
as atividades humanas levaram a producdo de grandes quantidades de aguas residuais que
podem gerar efeitos negativos sobre o ambiente se ndo forem bem geridos (PARSY et al.,
2024). Diante disso, as tecnologias de tratamento de aguas residuais passaram a ser mais
exploradas, em busca de estratégias mais eficientes quanto as questdes economicas, sociais €
ambientais (ABDELFATTAH et al., 2023; RAWAT et al., 2023; TORRES-FRANCO et al.,
2024).

O tratamento biologico ¢ comumente empregado para a estabilizagdo da matéria
organica ¢ a remoc¢ao de nutrientes presentes nos esgotos domésticos. Varios fatores
influenciam na ampla aplicagdo de processos biologicos como: alta eficiéncia na remogao de
poluentes e menor custo de implementagdo quando comparado a outros tipos de tratamento
(EGBUIKWEM; NAZ; SAROIJ, 2019). Dessa forma, estudos mais recentes que envolvem
tratamento bioldgico de efluentes buscam sistemas que proporcionem economia de energia,
menor 4area para instalacdo do sistema, reaproveitamento de recursos e principalmente
qualidade do efluente final (FRANCA et al., 2018; NGUYEN et al., 2020).

Atualmente, a tecnologia de lodo ativado convencional (LAC) ¢ o processo
biologico mais utilizado no mundo (GAO et al., 2023). Porém, requer diversas operagoes
unitarias de tratamento quando se visa a remog¢do de nutrientes, resultando em maior custo
operacional e de instalagdo, demanda de area, além de maiores gastos energéticos (MENG et
al., 2024).

Tecnologias emergentes de tratamento de esgotos vém surgindo, como a de lodo
granular aerobio (LGA), a qual foi apontada como uma das mais promissoras da atualidade
(DABABAT et al., 2024), inclusive, mais eficiente que a de lodo ativado convencional (LAC),
com menor custo operacional e de energia, menor necessidade de espaco fisico, além da sua
estrutura que permite remocao simultanea de diferentes nutrientes devido as diferentes camadas
formadas de acordo com o gradiente de penetracao de O> (BOLTZ et al., 2017; XIA et al.,
2018).

No entanto, a formagdo de granulos aerobios estaveis pode demandar bastante
tempo, uma limitacdo que pode ser superada pela associagdo de microalgas e bactérias,
formando o lodo granular algal-bacteriano (LGAB) ou fotogranulos (MOHSENPOUR et al.,
2021; VUONG et al., 2020; ZHANG et al., 2020). As interacdes simbioticas entre microalgas
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e bactérias incluem troca de nutrientes, comunicagao célula a célula e estimulo de produgdo de
compostos quimicos, como as substancias poliméricas extracelulares (SPE), que favorecem o
processo de granulagdo e sedimentagdo dos granulos (ZHANG et al., 2022).

O consorcio granular de microalgas e bactérias € atualmente considerado uma das
plataformas mais sustentdveis para tratamento de aguas residuais, pois apresentam uma menor
demanda de energia para fornecimento de oxigénio, devido & producdo fotossintética de
oxigénio das microalgas, melhoram a eficiéncia de remogao de nutrientes e possibilitam a
recuperagao de recursos (AHMAD et al., 2017; LIU et al., 2017, BORCHERT et al,, 2021; YU
etal., 2023; ZHANG et al., 2023; WANG et al., 2024).

1.1 Objetivo geral

Investigar a influéncia das espécies de microalgas verdes Chlorella vulgaris e
Scenedesmus obliquus na formagdo, estabilidade e desempenho de remog¢do de C, N e P em
consorcios granulares algal-bacterianos cultivados em fotobiorreatores em batelada sequencial

durante o tratamento de esgoto doméstico sintético com elevada carga organica.

1.2 Objetivos especificos

e Otimizar o crescimento das espécies de microalgas Chlorella vulgaris e Scenedesmus
obliquus sob diferentes condi¢des de iluminagdo em esgoto doméstico sintético;

e Avaliar, sob as condi¢des 6timas de iluminagdo, o processo de granulagao de consorcios
algal-bacterianos em fotobiorreatores em batelada sequencial, inoculados com Chlorella
vulgaris e Scenedesmus obliquus, durante o tratamento de esgoto doméstico sintético;

e Avaliar, sob as condigdes 6timas de iluminacdo, o desempenho de remogdo de C, N e P
dos consoércios algal-bacterianos cultivados nos fotobiorreatores em batelada sequencial
durante o tratamento de esgoto doméstico sintético;

e Investigar, pela taxa de consumo de oxigénio, a atividade metabdlica dos diferentes grupos
de microrganismos presentes no lodo para melhor compreensdo da caracteristica da

biomassa.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os processos biologicos convencionais incluem o emprego de sistemas de lodo
ativado e filtros biologicos, porém tecnologias avancadas, como a utilizagdo de biomassa
granular e a biofilmes de leito fixo, tém ganhado destaque por sua eficiéncia na remogao de
nutrientes, como nitrogénio e fosforo (PARIENTE et al, 2022). Além disso, o uso de
biotecnologia e engenharia genética estd sendo explorado para melhorar a resisténcia e o
desempenho dos microrganismos envolvidos nesse tipo de tratamento.

O consorcio granular algal-bacteriano representa uma abordagem inovadora e
promissora no tratamento de aguas residuais, combinando a capacidade autotréfica das algas
com a habilidade heterotréfica das bactérias em um sistema simbidtico altamente eficiente, que
aproveita as interagdes sinérgicas entre ambos os organismos para remover de forma eficiente

contaminantes organicos, nutrientes e até¢ metais pesados (BORCHERT et al, 2021).

2.1 Lodo granular aerobio

Winkler e Van Loosdrecht (2022) consideram o lodo granular aerobio (LGA) como
uma das mais promissoras e ecologicamente corretas tecnologias de tratamento bioldgico de
aguas residuais no século 21. Os granulos aerdbios sdo agrupamentos microbianos densos e
compactos, com uma forma externa geralmente esférica, compostos principalmente por
bactérias aerobias e facultativas, sendo reconhecidos como um tipo singular de biofilme (de
KREUK et al., 2005; GAO et al., 2011). Quando comparados ao lodo ativado convencional,

possuem muitas vantagens, tais como as listadas por Guo et al., 2024:

e Estrutura microbiana compacta de dificil desintegragao;

e Alta sedimentabilidade, que facilita a separacdo do efluente tratado e do lodo
granular;

e Forma regular, lisa e praticamente arredondada, proporcionando um melhor
aproveitamento de area superficial;

e Alta retencdo de biomassa, suportando altas cargas organicas e toxicidade;

e Além dacapacidade de degradar simultaneamente carbono organico e nutrientes.

Os granulos apresentam estrutura tridimensional estratificada, que ¢ formada pelo

gradiente de distribuicao de O» dissolvido e substrato, que varia da por¢do externa até o interior
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de seu nicleo. Como € possivel observar na Figura 1, as camadas desenvolvem condi¢des que
possibilitam a formagao de diferentes comunidades bacterianas. A camada mais superficial do
granulo (aerdbia), onde a concentracdo de oxigénio ¢ maior, permite o desenvolvimento de
bactérias nitrificantes, enquanto as camadas mais internas (andxica e anaerdbia) permitem a
coexisténcia de bactérias desnitrificantes, organismos acumuladores de polifosfatos
(polyphosphate-accumulating organisms - PAOs) e organismos acumuladores de glicogénio
(glycogen accumulating organisms - GAOs) (de KREUK; HEIJNEN; VAN LOOSDRECHT,
2005; GUIMARAES et al., 2017).

Figura 1 — Distribui¢do dos microrganismos no interior do lodo granulo aerdbio.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Esse agregado microbiano que constitui o lodo granular aerdbio forma nichos
ecolégicos com uma grande variedade de microrganismos (GUZMAN-FIERRO et al., 2023),
destacando-se alguns grupos quanto a remog¢ao ou acumulo de matéria organica e nutrientes

(ROLLEMBERG et al., 2020a):

e Organismos heterotroficos ordindrios (ordinary heterotrophic organisms -
OHO): responsaveis pela oxidacao da matéria organica na via aerdbia;

e Organismos desnitrificantes heterotroficos ordindrios (denitrifying ordinary
heterotrophic organisms - DOHO): responséaveis pela oxidacdo da matéria

organica na via anoxica (utilizam nitrito e/ou nitrato como aceptores de elétrons);
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e Bactérias nitrificantes: sdo divididas em dois principais grupos, as bactérias
oxidadoras de amonia (ammonia-oxidizing bacteria - AOB) e as bactérias
oxidadoras de nitrito (nitrite-oxidizing bacteria - NOB). H4 ainda a ocorréncia
de bactérias anaerobias oxidadoras de amodnia (anaerobic ammonia-oxidizing
bacteria — ANAMMOX bacteria), as quais oxidam o nitrogénio na forma do ion
amo6nio (NH4") diretamente a nitrogénio gasoso (N2), sendo o nitrito (NO2) o
aceptor de elétrons. As bactérias ANAMMOX possuem a menor taxa de
crescimento entre as bactérias que podem estar presentes no granulo;

e Organismos acumuladores de fosforo (polyphosphate-accumulating organisms
- PAO): em condi¢des anaerdbias, capturam substratos organicos (acidos graxos
volateis - AGV) e armazenam-nos como poli-hidroxialcanoatos (PHA). Na fase
aerdbia subsequente, os PAOs podem absorver quantidades excessivas de
ortofosfatos para recuperar os niveis intracelulares de fosforo e oxidar o PHA
armazenado. Quando o aceptor de elétrons ¢ o nitrito ou o nitrato (em
substitui¢do ao oxigénio), a assimilacdo/absor¢ao de fosforo pode ocorrer pelos
organismos  desnitrificantes acumuladores de fosforo (denitrifying
polyphosphate-accumulating organisms - DPAO);

e Organismos acumuladores de glicogénio (glycogen-accumulating organisms -
GAO): tém o potencial de competir diretamente com os PAO para a absorcao
dos mesmos substratos em condicdes anaerobias, mas ndo sdo capazes de
promover a liberacdo ou a absorcao subsequente de fosforo. Quando o aceptor
de elétrons € o nitrito ou o nitrato (em substituicdo ao oxigénio), o acumulo de
glicogénio ocorre pelos organismos do tipo desnitrificantes acumuladores de

glicogénio (denitrifying glycogen-accumulating organisms - DGAO).

A formacdo de biomassa na forma de granulos aerdbios tem sido amplamente
explorada empregando reatores em bateladas sequenciais (RBS) operados em ciclos constantes
dados pelas seguintes fases: enchimento, reacao (anaerobia e aerobia), sedimentacao e descarte,
como representado na Figura 2 (YAN et al., 2016; ROLLEMBERG et al., 2018; YUAN et al.,
2019).
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Figura 2 - Representagdo das fases de um reator de batelada sequencial (RBS).

Reagédo
Enchimento Anaerébio (aerébio) Sedimentacdo Descarte

Alimentacgéo ‘ f \ | \ Jlast ol ot e ‘ ‘ Efluente

Fonte: Elaborada pelo autor.

Ao longo das diferentes fases do ciclo operacional do reator, os processos que
ocorrem nos granulos variam. A fase de enchimento envolve a entrada do esgoto bruto
(afluente) no sistema. A fase anaerdbia/anoxica durante a alimentagao do reator com o afluente
¢ importante para selecao de PAOs e GAOs além de permitir melhor eficiéncia no processo de
desnitrificacdo (de KREUK; VAN LOOSDRECHT, 2004). Ainda nessa etapa, ocorre a difusao
do substrato para o interior do granulo, sendo convertido parcialmente e armazenado na forma
de polimeros intracelulares, como os PHA (WINKLER ez al., 2011).

Na fase de reagdo aerdbia ou aeragao de um sistema RBS, ocorre a difusao de
oxigénio artificial, promovendo a mistura da biomassa (lodo) e do afluente (esgoto), permitindo
0s processos biologicos aerdbios necessarios. Nessa etapa, deve-se garantir a digestdo da
matéria organica restante, as reagdes de nitrificacdo e desnitrificacdo e a incorporagcdo do
fosforo.

Durante a etapa de decantacdo ou sedimentagdo, a aeragdo ¢ interrompida,
permitindo que os s6lidos em suspensdo sedimentem no tanque até uma determinada altura da
manta de lodo, enquanto o nivel superior do esgoto permanece estavel (JORDAO; PESSOA,
2005). Em seguida, na fase de retirada, o efluente tratado, ou seja, o liquido decantado, ¢
drenado do sistema, levando também a biomassa floculenta, de menor peso, que permaneceu

em suspensao naquele ciclo (GAO et al., 2011).
2.2 Mecanismos para formacao de granulos e estabilidade granular
A formagdo de granulos aerdbios ocorre devido a autoimobilizacdo dos

microrganismos, sendo uma forma especial de biofilme, mas sem o uso de material de suporte

(WANG et al., 2006). Em geral, o processo de granulagdo comeca com a criacao de agregados
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densos a partir do lodo inéculo, evoluindo para lodo granular e culminando em granulos
maduros e compactos (TAY et al., 2001).

Liu e Tay (2002) propuseram que o processo de granulacdo de LGA pode ser

dividido nos seguintes quatro estagios:

e Estagio 1: Bactérias entram em contato ou se movem umas em dire¢do as outras
principalmente por for¢a de difusdo e outras forgas sob a pressdo da forga
hidrodinamica;

e [Estagio 2: As bactérias em contato formam gradualmente agregados
microbianos preliminares estaveis. Nessa etapa, uma estrutura tridimensional é
construida pela acdo de bactérias filamentosas, fornecendo um ambiente estavel
para o crescimento bacteriano;

e [Estagio 3: Com a secre¢do de substancias poliméricas extracelulares (SPE) e o
crescimento dos aglomerados celulares, a interacdo entre as células ¢
intensificada, resultando em alta densidade de adesao celular e na formagao de
agregados microbianos com estruturas maduras e complexas;

e [Estagio 4: Os agregados microbianos finalmente evoluem para uma comunidade

estrutural especifica devido a forca de cisalhamento hidrodinamica (Figura 3).

Figura 3 - Representacao do processo de formagao do LGA.
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Fonte: Adaptado de FRANCA et al. (2018).

Entre os fatores operacionais relatados como influenciadores do processo de
granulacdo em RBS, estdo a pressdo de selecdo obtida através da alteracdo do tempo de
sedimentacdo, a tensdo de cisalhamento hidraulico imposta ou as velocidades ascensionais,

periodos de fome, tempos de detencao hidraulica (TDH), composicdo do substrato e carga
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organica volumétrica (COV), niveis de OD e intensidade de aera¢do, concentragcdo de cétions
divalentes, flutuacdes de pH e temperatura, sainidade, regime feast-famine (festa-fome),
producdo de SPE (LIU; TAY, 2002; de KREUK et al., 2005; LIU; STURM; IRVINE, 2008;
TAY, 2008; MUDA et al., 2011; VERAWATY et al, 2013).

A aplicacdo de alta pressdo de selecdo hidraulica ¢ crucial para uma eficiente
formagdo de granulos aerdbios, sendo operados com reatores bioldgicos sequenciais com
tempos de sedimentagdo curtos. Isso ¢ feito para selecionar a biomassa de maior densidade e
remover o lodo com baixa capacidade de sedimentagdo através do descarte do efluente (LIU;
TAY, 2015). Em testes com diferentes tempos de sedimentagdo (5, 10, 15 e 20 minutos), Qin
et al. (2014) avaliaram o impacto na selecdo da biomassa. Eles constataram que, no reator com
menor tempo de sedimentacao, foi estabelecida uma biomassa densa com boa capacidade de
sedimentacao, enquanto uma mistura de biomassa floculenta e granular foi mantida nos reatores
com tempos de sedimenta¢ao mais longos.

Outro fator crucial ¢ a forca de cisalhamento gerada pela aeragdo, cujo impacto na
formacdo de biomassa esférica e coesa em reatores biologicos sequenciais foi relatado em
alguns estudos (BEUN et al., 1999; CHEN et al., 2007). Isso acontece porque, a medida que as
bolhas de ar entram em contato com a biomassa, cria-se uma condigdo de estresse, resultando
em maior producdo e liberacdo de substancias poliméricas extracelulares, que sdo essenciais
para a formagdo de agregados granulares aerobios (LIU; TAY, 2002; ROLLEMBERG et al.,
2018).

A maioria dos estudos com LGA foram conduzidos com efluentes sintéticos, sendo:
glicose, acetato, etanol e fenol as principais fontes de carbono. Na avaliag@o do tipo de granulo
formado, observou-se que a glicose produziu granulos filamentosos, enquanto o acetato formou
granulos densos e resistentes (MOY et al., 2002; TAY et al., 2001). Recentemente, o propionato
tem sido adotado como fonte de carbono para granulacao aerdbia. Embora a granulacao tenha
sido retardada, os granulos formados apresentavam uma estrutura forte e compacta, podendo
ser utilizados por longos periodos sem desintegracao (LEE ef al., 2010; WAN et al., 2014).

Emboraa COV nao desempenhe um papel importante no desenvolvimento de LGA,
ele tem um impacto significativo na composicao e conteudo de SPE, diversidade microbiana,
tempo de formacao e eficacia de remocao de poluentes (LIU et al, 2023). Além disso, COV
mais elevada acelerou a formagdo de LGA (TANG et al., 2022).

O nivel ou a taxa de OD nao ¢ um fator de controle da granulagdo aerobia, e sim a
intensidade da aeracio (SHOW; LEE; TAY, 2012). A aeragdo variou de 2,0 a 6,0 ar-min™' ¢

recomendada para manter a estabilidade dos granulos. Altas taxas de aeracao geram uma forga
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de cisalhamento, que resulta na superficie lisa do granulo, promovem a producao de substancias
poliméricas extracelulares (SPE), melhorando a estrutura dos granulos, e fornecem oxigénio
necessario para a degradacao dos substratos (TAY et al,, 2001; SHOW; LEE; TAY, 2012). Em
contrapartida, a deficiéncia de oxigénio, ou seja, uma baixa concentracdo de OD, favoreceu o
crescimento filamentoso e levou a quebra dos granulos (LIU; LIU, 2006).

Pesquisas anteriores indicam que cations divalentes e trivalentes, como Ca*", Mg*",
Fe?" e Fe**, tém efeitos positivos na estabilidade do LGA. O aumento da estabilidade do granulo
mediante o acamulo de cations divalentes e trivalentes esta intimamente ligada as SPE. Dessa
forma, a presenga de mais céations e SPE pode proporcionar maior resisténcia ao granulo,
aumentando ainda mais sua integridade estrutural (FRANCA et al., 2018).

O pH influencia fortemente a estrutura populacional e o ritmo de crescimento dos
granulos. A maioria das bactérias ndo consegue sobreviver em ambientes com niveis elevados
de acidez ou alcalinidade. Quando os microrganismos morrem, eles perdem a capacidade de se
aglomerar, o que resulta no colapso da morfologia e estrutura do lodo granular. Para manter a
integridade estrutural dos granulos aerdbios, ¢ importante evitar ambientes altamente dcidos ou
alcalinos, mantendo um pH neutro (entre 7 € 7,5) no reator (YU et al,, 2014).

Como a morfologia do lodo granular esta fortemente relacionada ao tipo e a taxa de
crescimento dos microrganismos envolvidos, variagdes de temperatura também podem afetar a
estabilidade do LGA. de KREUK et al. (2005) verificaram que um reator em escala laboratorial
a 8 °C favoreceu o crescimento de organismos filamentosos e estruturas irregulares, acarretando
a lavagem da biomassa. Dessa forma, a maioria das pesquisas com LGA ¢ realizada em
temperatura entre 20 e 25 °C.

Outro fator que favorece a granulacdo estavel ¢ a criagdo de condigdes periddicas
de feast-famine durante o ciclo operacional do RBS, resultado da alternancia entre a abundancia
e a escassez de matéria organica solivel (FRANCA et al., 2018). A fase de feast (abundancia)
¢ marcada pela disponibilidade de substrato externo para o crescimento bacteriano, que ¢
consumido até atingir uma concentragdo minima. Em seguida, ocorre a fase de famine
(inani¢do), na qual o alimento ndo esta mais disponivel e os organismos utilizam os substratos
de reserva acumulados internamente (de KREUK; VAN LOOSDRECHT, 2004; WINKLER ef¢
al.,2018). A razdo para a importancia de tal estratégia deve-se a selecao de bactérias com taxas
de crescimento méaximas mais baixas, escolhidas sob este regime. Portanto, a aplicacdo de um
periodo de alimentacdo anaerdbio mais extenso, seguido de etapa aerdbia, pode criar condigdes
favoraveis para que bactérias de interesse (PAOs e GAOs) armazenem o substrato, evitando o

crescimento de microrganismos indesejaveis, permitindo a formagao de granulos estaveis.
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A formagao e integridade da estrutura do LGA s3o completamente dependentes das
substancias poliméricas extracelulares. Por meio de intera¢des fisicas e ligagdes quimicas, as
moléculas de SPE formam redes gelatinosas que favorecem o acimulo de biomassa e a captura
de numerosos microrganismos, promovendo assim a formac¢ao de granulos de lodo. A fragdo

de polissacarideos (PS) e proteinas (PN) s@o os principais constituintes do SPE.

2.3 Remocao de matéria organica, nitrogénio e fosforo em granulos aerébios

Considera-se lodo granular como uma biomassa esférica com excelente capacidade
de sedimentacdo e diametro superior a 0,2 mm. A eficiente remocdo de matéria organica e
nutrientes depende da presenca de um gradiente de difusdo de oxigénio bem definido dentro
dos granulos. Segundo He et al. (2016), os granulos aerdbios maduros, com didmetro inferior
a 1,2 mm, exibem uma estrutura composta por um nucleo anaerdbio, uma zona intermedidria
andxica e uma camada superficial aerdbia. Por outro lado, Guimaraes et al. (2017) observaram
que granulos de pequenos didmetros, abaixo de 0,3 mm, podem ndo apresentar essas zonas
definidas devido a auséncia de condi¢des andxica ¢ anaerdbia.

Granulos com diametro de 1,3 mm demonstram capacidade para remog¢ao completa
de nitrogénio, sugerindo a presenga de uma zona andxica bem definida (de KREUK et al.,
2005). No entanto, o gradiente de difusdo de oxigénio € sensivel a concentracdo de oxigénio
externo ao granulo. Altas concentracdes de oxigénio podem resultar em um maior gradiente de
penetracao e, consequentemente, em uma zona anodxica reduzida dentro dos granulos (de
KREUK et al., 2005). Sob baixas concentragdes de OD (2-3 mg-L!), a remogdo de DQO pode
ser comprometida, pois esse processo depende principalmente de bactérias heterotroficas (YAN
et al., 2019). E possivel que, mesmo com a formagio de zonas bem definidas, ndo haja sucesso
na remocao de fosforo. Estudos relataram baixas remogodes e até mesmo liberagao de PO+*" no
efluente (ZHANG et al., 2018; BASSIN et al., 2019; LEAL et al., 2020; CHEN et al., 2023).

Os processos de remocao de nitrogénio, fésforo e carbono em lodo granular aerdbio
sdao altamente eficientes devido a estrutura em camadas dos granulos. Na camada externa
aerobia, microrganismos heterotroficos oxidam a matéria organica (carbono) na presenca de
oxigeénio, convertendo-a em dioxido de carbono (CO:) e agua, liberando energia para o
crescimento microbiano. Esse processo ¢ essencial para reduzir a carga organica no efluente
tratado, garantindo uma maior eficiéncia no tratamento de dguas residuais (HE etz al., 2020).

A remocao de nitrogénio no LGA envolve dois processos principais: nitrificacdo e

desnitrificagcdo. A nitrificacdo ocorre na camada aerdbia externa, onde bactérias nitrificantes,
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como Nitrosomonas e Nitrobacter, oxidam amoénia (NH3) a nitrito (NOy) e, em seguida, a
nitrato (NO3"). Esse nitrato ¢ entdo transportado para as zonas andxicas do granulo, onde
bactérias desnitrificantes utilizam o nitrato como aceptor de elétrons, convertendo-o em
nitrogénio gasoso (N2), que € liberado na atmosfera. Esse processo de desnitrificacao € crucial
para a remocao eficaz do nitrogénio do efluente, especialmente em ambientes onde a presenca
de oxigénio ¢ limitada (ZHANG et al., 2021; WANG et al., 2023).

Além disso, as bactérias envolvidas na desnitrificacao necessitam de uma fonte de
carbono como aceptor de elétrons, sendo a falta de carbono uma limitacao significativa para
esse processo. O gradiente de OD também influencia a comunidade bacteriana. Yan et al.
(2019) observaram que a abundancia relativa de bactérias da familia Comamonadaceae,
capazes de realizar nitrificacdo heterotrofica e desnitrificagdo simultaneamente, diminuiu de
22,3% para 3,4% quando a concentragio de OD aumentou de 2-3 mg-L™! para 4-5 mg-L"".

A remocdo de fosforo em LGA ¢ realizada principalmente por bactérias
acumuladoras de fosforo (PAOs). Durante a fase aerobia, as PAOs absorvem fosforo em
excesso do meio ambiente e o armazenam dentro das células em forma de polifosfato. Em
condicdes anaerdbias, essas bactérias liberam o fosforo armazenado como ortofosfato no
liquido misturado, utilizando a energia derivada do armazenamento de polifosfato para a
assimilagdo de acidos graxos volateis. Posteriormente, durante a fase aerobia seguinte, as PAOs
recuperam e armazenam novamente o fosforo, removendo-o do liquido misturado. Esse ciclo
de liberagdo e reabsor¢ao de fosforo ¢ fundamental para a remocao eficaz deste nutriente do

efluente (LIU et al., 2022).

2.4 Microalgas no tratamento de aguas residuais

A utilizacdao de microalgas no contexto de tratamento biologico de aguas residuais
tem atraido atencdo significativa recentemente, principalmente devido aos seus multiplos
beneficios (MORALIS et al., 2021). Ambientalistas e profissionais da area de saneamento
reconhecem e afirmam o potencial desses microrganismos na remocao de matéria organica e
nutrientes, além da possibilidade de recuperacao de recursos (de MORAIS ez al., 2023; HASAN
etal., 2023).

O uso de processos de tratamento de dguas residuais baseados em microalgas foi
proposto no século passado como alternativa as tecnologias convencionais. No entanto, ndo foi
demonstrado em escala industrial até agora (OSWALD et al., 1957; ARBIB et al., 2022). As

tecnologias que utilizam microalgas para tratamento de aguas residuais sdo muito mais simples
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do que os processos convencionais, por exemplo, de lodo ativado, consumindo também muito
menos energia € com menor custo operacional (PASTOR et al., 2023).

A utilizacdo de processos com uso de microalgas permite ainda a reducdo da
emissao direta de gases de efeito estufa comparado as tecnologias convencionais, possibilitando
a recuperacdo dos nutrientes contidos nos efluentes, tornando-se, portanto, processos mais
sustentaveis voltados a conceitos de economia circular e bioeconomia (ARASHIRO et al.,
2018).

As microalgas atuam como poderosos agentes de biorremediagdo no tratamento de
aguas residuais, assimilando e removendo poluentes de 4guas residuais. Esse potencial levou a
ampla adesdo do uso desses microrganismos como excelentes combatentes contra a polui¢ao
de efluentes em diversos nichos, incluindo ambientes de agua doce e marinhos (LEE; LEI,
2022).

Diante dessas caracteristicas, as microalgas de 4gua doce desempenham um papel
fundamental. A sua predisposi¢do para um crescimento acelerado, combinada com a sua
necessidade de menor salinidade, refor¢ando mais uma condigdo favoravel para o uso destes no
tratamento de dguas residuais nao salinas (BARROS et al., 2015). As espécies Scenedesmus sp.
e Chlorella sp. destacam-se como grande potencial no tratamento de dguas residuais (HASAN
et al., 2023). Algumas estirpes de microalgas tém ainda a capacidade de absorver grande
variedade de poluentes, incluindo metais pesados, nitrogénio e até produtos quimicos nocivos,
proporcionando uma abordagem dindmica ao tratamento da 4gua, bem como a gestao ambiental
(BHATT et al., 2022).

O crescimento das microalgas ¢ influenciado por diversos fatores. Entre os fisicos,
destacam-se a luz e a temperatura. Os fatores quimicos incluem a disponibilidade de nutrientes,
dioxido de carbono, pH, salinidade e a presenga de substancias inibidoras. Além disso,
parametros operacionais como a eficiéncia no contato entre alimento e microrganismos, a
dilui¢do e a adi¢do de bicarbonato também sdo cruciais (RIZWAN et al., 2018).

A intensidade luminosa ¢ um parametro crucial que influencia significativamente
no crescimento das algas. Além da intensidade, a frequéncia e os fotoperiodos também afetam
a produtividade das microalgas e a eficiéncia na remog¢ao de nutrientes (CHENG et al., 2020;
SMITH et al., 2021). Algas planctonicas e sistemas de biofilme podem se aclimatar a
intensidades luminosas altas ou baixas, resultando em producdo proporcional de biomassa
(JONES; WANG, 2022). Contudo, intensidades luminosas elevadas podem causar foto-
inibi¢do ou foto-oxidagio (MARTINEZ et al., 2020). Existe um ponto de saturagio onde a
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atividade fotossintética atinge seu pico; valores acima ou abaixo desse ponto limitam o
crescimento das algas.

Estudos demonstram que intensidade menores que 140 pmol-m-s™! podem resultar
em limitacao no crescimento algal de diversas espécies e outros trabalhos mostraram que acima
de 280 pmol'm?s! ocorreu fotoinibigio em algumas espécies como a Chlorella sp.
(PHILLIPS, MITSUI, 1982; BOHUTSKYI et al., 2016).

Assim como a intensidade luminosa, a concentragao de dioxido de carbono (CO»)
¢ um fator determinante para o crescimento e a produtividade das microalgas, porque o CO;
serve como fonte crucial para a fotossintese, influenciando diretamente a taxa de crescimento e
a composi¢ao bioquimica das microalgas.

Estudos tém mostrado que o aumento da concentracdo de CO> pode estimular o
crescimento das microalgas, proporcionando maior produgao de biomassa. Por exemplo, Wang
et al. (2021) demonstraram que concentragdes elevadas de CO; resultam em um aumento
significativo na taxa de crescimento de Chlorella vulgaris, uma das espécies mais estudadas de
microalgas. Esse aumento ¢ atribuido a maior disponibilidade de carbono, que ¢ essencial para
a formacao de compostos organicos durante a fotossintese.

Além de promover o crescimento, o COz também influencia a composi¢ao
bioquimica das microalgas. A exposi¢do a altos niveis de CO; pode aumentar a produgdo de
determinados compostos, como proteinas, carboidratos ou lipidios (UGGETTI et al., 2018). As
mudangas na composi¢do bioquimica podem variar dependendo da espécie de microalga e das
condig¢des de cultivo, incluindo luz, temperatura e disponibilidade de nutrientes.

O pH do meio também pode impactar significativamente o crescimento das
microalgas. A maioria das espécies de microalgas cresce melhor em um intervalo de pH de 7 a
9. Zhang et al. (2020) demonstraram que Chlorella vulgaris apresentou a maior taxa de
crescimento em pH 8, enquanto pH 5 e pH 10 resultaram em crescimento reduzido. Esse efeito
pode ser atribuido a alteragdo da disponibilidade de nutrientes e a estabilidade das membranas
celulares em diferentes pH.

Outro parametro fundamental no crescimento de microalgas ¢ a temperatura. A
maioria das microalgas se propaga em temperaturas entre 20°C e 30°C. Ras et al. (2013)
verificaram que a taxa de crescimento de Nannochloropsis oculata aumentou com a elevagado
da temperatura até 25°C, mas comecou a declinar em temperaturas superiores a 30°C, indicando
uma faixa de temperatura 6tima. Temperaturas muito altas ou muito baixas podem causar

estresse térmico, afetando negativamente a fotossintese e o metabolismo celular.
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2.5 Consorcio granular algal -bacteriano

Nos ultimos anos, o uso de lodo granular aerobio composto por algas e bactérias
tem se destacado no tratamento de aguas residuais (MA et al., 2022; ZHANG et al., 2022). Esse
sistema de simbiose entre algas e bactérias tem sido reconhecido por sua eficicia na remocao
de nutrientes, assim como na recuperagao de recursos e menor emissao de gases de efeito estufa
(GEE), oferecendo uma abordagem inovadora e ecologica para as estagdes de tratamento de
efluentes (LIU et al., 2018; MENG et al., 2019; WANG et al., 2022a; Jl et al., 2022).

Um sistema microalgal-bacteriano ¢ considerado ainda como uma tecnologia
eficiente para resolver as limitagdes como: fracas sinergias e interacdes mutualisticas, baixo
desempenho na remog¢ao de nutrientes e dificeis processos de separagao (LIU; JIB; LIA, 2023).

Com relagdo a estrutura fisica, os LGABs maduros sdo geralmente caracterizados
por terem a coloragdo verde-escura e exibem formas regulares ou irregulares com tamanho na
faixa de 100-5500 um (ZHANG et al., 2020; ZHANG et al., 2022; ZHAO et al., 2018).

A distribuicao de microalgas em LGAB pode variar conforme as condi¢des de
formagdo mudam. Por exemplo, Zhang et al. (2018) descobriram que as células de microalgas
estavam presentes principalmente na regido interna dos LGAB. Porém, Dong et al. (2021)
relataram que as microalgas foram distribuidas uniformemente por todo o LGAB.

A formacdo de sistemas baseados em LGAB foi implementada com sucesso de
varias formas com o in6culo sendo o LAC, LGA ja maduro, microalgas e LAC, microalgas e
AGS, LGAB e LGA ou ainda somente LGAB (AHMAD et al.,2017; LIU et al., 2017; ZHANG
et al., 2020). Geralmente, a ilumina¢do adequada ¢ uma premissa para a formac¢ao de LGAB,
sabendo que as microalgas sdo microrganismos fototroficos. Além disso, a inoculacdo de
microalgas no sistema LGAB nao ¢ uma condicao necessaria, visto que além de bactérias, as
microalgas também estao presentes nos lodos de indculo (KOHIHEB et al., 2020).

Com lodo ativado como inoculo, o sistema baseado em LGAB foi estabelecido com
sucesso com (ARCILA; BUITRON, 2017) ou sem (MENG et al., 2019; ZHANG et al., 2018)
a adicdo de microalgas. HE et al. (2018), explorando os mecanismos da tecnologia de
fotogranulagdo, alcangcaram rapidamente a formagao de LGAB com in6culo de LGA maduro
exposto a luz solar. Liu ef al., (2017) tiveram sucesso na formagdo de LGAB inoculando LGA
maduro e as espécies de microalgas verdes Chlorella vulgaris e Scenedesmus obliquus,
demonstrando viabilidade da formacao de LGAB com espécies de microalgas desejadas.

Sistemas de tratamento de aguas residuais baseados em LGAB sdo reportados

utilizando efluentes sintéticos e reais. Meng et al. (2019) observaram que a intensidade da luz
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incidente nos reatores de LGAB em fotobiorreatores de batelada sequencial (FRBS) influenciou
na eficiéncia de remogao dos poluentes de efluente sintético, melhorando de 31% de remogao
de fosforo total (sem iluminagio) para 42% (225 pmol-m?s'). Da mesma forma, Zhang et al.
(2020) alcancaram maior eficiéncia na remog¢ao de nitrogénio e fosforo totais de efluente
sintético com LGAB também em FRBS, com 66,21 e 63,96%, respectivamente, para sistema
LGAB, comparado a LGA, com 53,36 e 48,87%.

J4 no tratamento de aguas residuais municipais reais com LGAB em FRBS,
Foladori et al. (2018) relataram remocao de DQO, nitrogénio e fosforo totais de 87, 68 e 16%,
respectivamente. Jiang et al. (2018) também reportaram tratamento de efluente real, o digestato
suino com LGAB em fotobiorreator airlift, obtendo baixa remogao de compostos nitrogenados,
sugerindo a necessidade de novos estudos voltados para a remocao do efluente.

Outros poluentes e condi¢cdes no tratamento de aguas residuais sdo abordadas na
tecnologia de LGAB, como Lin ef al. (2019) que afirmaram que o sistema de LGAB poderia
diminuir drasticamente a cor de efluentes das indlstrias de impressao e tingimento. Dong et al.
(2021) observaram que a variacdo da salinidade do meio influenciou positivamente a
sedimentacdo de LGAB em 3% e que esse fenOmeno estaria associado a inibi¢do do
crescimento de microrganismos filamentosos. Além disso, as eficiéncias de remoc¢do ndo foram
influenciadas, sugerindo que os microrganismos heterotroficos mantiveram a estabilidade das
suas atividades mesmo com o choque osmético.

Sun et al. (2022) afirma que os processos de formagao de LGAB geralmente sao
demorados e que também ha relatos de desintegracdo dos mesmos. Portanto, para acelerar o
processo de formacdo e manter a estabilidade do sistema de tratamento de 4guas residuais em
LGAB a longo prazo, os mecanismos de formag¢do, evolucdo e dindmica de LGAB sob
diferentes condi¢gdes devem ser mais elucidados.

O autor sugere que o uso de cepas de microalgas com caracteristicas e propriedades
valiosas como Chlorella e Scenedesmus (alta taxa de crescimento), Nannochloropsis (tolerancia
em salinidade e alto teor de lipidios), Spirulina (alto teor de proteina) e Haematococcus (alto
teor de astaxantina), poderiam trazer beneficios para a formagao répida e viavel de sistemas de

LGAB.
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3 METODOLOGIA

Neste trabalho, primeiramente foi realizada a propagacdo algal das espécies de
microalgas verdes Chlorella vulgaris e Scenedesmus obliquus submetidas a diferentes
fotoperiodos e luminescéncia para definigdo das condi¢des Otimas de iluminagdo e,
posteriormente, investigada a influéncia das diferentes espécies no cultivo de fotogranulos no
processo de granulagdo e desempenho de remog¢ao de matéria organica e nutrientes comparado

a LGA.
3.1 Propagacao das microalgas

Duas espécies de microalgas verdes, C. vulgaris e S. obliquus, foram cedidas pelo
Laboratério de Planctologia do Centro de Biotecnologia Aplicada a Aquicultura (CEBIAQUA)

da Universidade Federal do Ceara (UFC). Em seguida, as cepas foram submetidas a propagacao

gradativa, partindo de 5 mL até o volume final de 2000 mL (Figura 4).

Figura 4 - Esquema de propagacdo algal das espécies Chlorella vulgaris e Scenedesmus
obliquus.

5mL 25mL

Fonte: Elaborada pelo autor.

Esse procedimento, que durou 32 dias, foi realizado com iluminacao ininterrupta,
temperatura média de 27 °C, utilizando meio padrdo Guillard F/2 (GUILLARD, 1975),
previamente autoclavado a 121 °C (1 atm) por 20 min (LOURENCO, 2006). Ao atingir o
volume de 2000 mL as culturas foram submetidas a aeracdo constante. O crescimento das

culturas foi monitorado diariamente por densidade 6ptica com comprimento de onda (A) de 680
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nm (Shimadzu UV-1280), com valor de absorbancia inicial de ~ 0,200 chegando a 1,162 e

0,986, respectivamente para C. vulgaris e S. obliquus.

3.2 Definicio das condicoes 6timas de iluminacio para as microalgas

Nessa etapa, as microalgas verdes C. vulgaris e S. obliquus foram submetidas as
variaveis de fotoperiodo (horas de claro/horas de escuro) e intensidade luminosa, buscando
definir as melhores condigdes de crescimento para as espécies. Essas defini¢des seguiram o
conceito de um planejamento fatorial com duas varidveis independentes em dois niveis e um

ponto central avaliado em triplicata.

3.2.1 Configuragdao experimental

Essa etapa foi conduzida em reatores de vidro transparente e incolor, com volume
util de 1 L, em uma camara incubadora (Tecnal modelo TE-401), com temperatura controlada
a 25 £ 2 °C e aeragio continua, fornecida por um compressor de ar, com vazio de 2,5 L-min’,
em afluente sintético com caracteristicas de esgoto doméstico segundo Argenta et al. (2021). A
iluminagdo do sistema foi realizada com fitas de LED (Light-Emiting Diode) ligadas a
temporizadores digitais, para programacao do fotoperiodo e a luminescéncia foi ajustada pelo
distanciamento dos reatores da fonte luminosa e monitorada rotineiramente por um luximetro

digital (MINIPA, MLM-1011), conforme mostrado na Figura 5.
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Figura 5 - Cultivo das microalgas C. vulgaris e S. obliguus em diferentes condicdes de

iluminagao (fotoperiodo e luminescéncia).

Al - C. vulgaris cultivada em fotoperiodo de 12 h de claro e 12 horas de € 200 umol-m*'s'; A2 - C. vulgaris
cultivada em fotoperiodo de 14 h de claro e 10 horas de escuro ¢ 150 - 250 pmol-m?-s™!; A3 - C. vulgaris cultivada
em fotoperiodo de 10 h de claro e 14 horas de escuro ¢ 150 - 250 pmol-m?-s™; Bl - S. obliguus cultivada em
fotoperiodo de 12 h de claro e 12 horas de escuro € 200 umol-m*'s’'; B2 - S. obliquus cultivada em fotoperiodo de
14 h de claro e 10 horas de escuro e 150 - 250 umol-m?-s™'; B3 - S. obliguus cultivada em fotoperiodo de 10 h de
claro e 14 horas de escuro e 150 - 250 pmol-m?-s!.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os valores de fotoperiodo (horas de claro/horas de escuro) foram definidos levando
em consideracao dados reportados pela literatura (JI, 2022), sendo estes: 10/14 (codificado por
-1), 12/12 (considerado como ponto central, que recebeu a denominacao 0) e 14/10 (codificado
por +1). Os valores de luminescéncia testados, em pmol-m™-s™!, foram estabelecidos de acordo
com Phillips e Mitsui (1982) e Bohutskyi et al. (2016), sendo estes iguais a: 150 (codificado
por -1), 200 (ponto central da luminescéncia e codificado com 0) e 250 (denominado por +1),

como demonstrado na Tabela 1.
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Tabela 1 — Delineamento experimental para optimizac¢do das condi¢des de cultivo das algas
em estudo.

Fotoperiodo Intensidade luminosa
(horas de luz) (umol-m2-s71)
Reator Valor Valor Valor Valor
codificado referéncia codificado referéncia
1 0 12 0 200
2 0 12 0 200
3 0 12 0 200
4 -1 10 -1 150
5 -1 10 1 250
6 1 14 -1 150
7 1 14 1 250

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.2.2 Procedimento experimental

Os reatores foram inoculados com as células das microalgas, que foram
anteriormente cultivadas em meio padrdo Guillard /2, obtidas através de centrifugacao (10.000
rpm por 10 min) para eliminagdo do meio e preenchido com afluente sintético, simulando
esgoto doméstico.

O experimento foi primeiramente conduzido com C. vulgaris, cujo cultivo durou 9
dias. Em seguida, as mesmas condi¢oes foram testadas em S. obliquus ao longo de 8 dias. A
densidade optica (DO) foi definida como varidvel resposta para avaliagdo de crescimento e

monitorada diariamente por espectrofotometria com A = 680 nm (Shimadzu UV-1280).
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Para se obter o valor da variavel resposta (DO), foi utilizada a seguinte equagao:

DO AB;
ABinicial

Onde:
DO: densidade optica;
AB;: absorbancia do dia referente (j);

ABinicial: absorbancia do primeiro dia de experimento.
3.3 Desenvolvimento de fotogranulos aerobios

Nessa etapa, foi realizado o cultivo de fotogranulos para avaliacdo da granulagdo
quanto ao tamanho, morfologia e estabilidade dos granulos, além da sedimentacao do lodo,
desempenho de remocdo de nutrientes e microbiologia da biomassa pela produgdo de
substancias poliméricas extracelulares, contetido de clorofila e metabolismo dos diferentes

grupos de microrganismos do lodo.
3.3.1 Configuracdo experimental

Para a avaliacdo da granulagdo dos fotobiorreatores, foram utilizados trés reatores
em batelada sequencial, sendo um inoculado com C. vulgaris e lodo ativado (R1), o segundo
inoculado com S. obliguus e lodo ativado (R2), e o terceiro, usado como controle, denominado
de R3, continha apenas lodo ativado.

Os reatores foram confeccionados em acrilico, com altura de 1,0 m, didmetro
interno de 10 cm e volume util de 8 L. Apenas os reatores R1 e R2, inoculados com as
microalgas, receberam iluminacdo artificial fornecida por fitas de LED branco frio com 120
LEDs/m, 12 W de poténcia (SMD2835), fornecendo 150 pmol'm?-s! de luminescéncia e
ajustado a um fotoperiodo de 14 h de claro e 10 h de escuro, sendo esta a condi¢ao escolhida
na etapa anterior. A temperatura ambiente foi monitorada por um termometro digital
(INCOTERM) e se manteve em 28 + 2 °C.

A figura 6 mostra os reatores em operagao que foram alimentados por uma bomba
dosadora (Blackstone - BL20) com vazio média de 0,3 m*-s™! para o tempo estipulado de 20

min e aerado por um compressor de ar (Maxxi - Pro 6000) com pedras porosas de 5 cm para
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difusio do ar com vazdo ajustada para 12 L-min’!, que corresponde a uma velocidade

ascensional de 2,5 cm's™ (SANTOS, et al., 2022).

Figura 6 - Configuragao dos reatores para cultivo de fotogranulos e LGA.

(A): aerador para fornecimento de O»; (B): fita de LED para iluminagao dos reatores com fotogranulos; (C): bomba
de descarte do efluente; (D): reator cilindrico de acrilico; (E): entrada do afluente.

Fonte: Elaborada pelo autor.

O lodo de indculo dos reatores foi coletado de um tanque de aeragdo de uma Estagao
de Tratamento de Efluentes com tecnologia de tratamento University of Cape Town (UCT),
localizada em Fortaleza, Ceara. O lodo foi inoculado com a concentragdo inicial de solidos
suspensos volateis (SSV) igual a 5 g-L! e indice volumétrico de lodo (IVL) de 164 mL-g!.

Em todos os reatores foi utilizado o mesmo esgoto sintético afluente modificado de
Rollemberg et al. (2019¢), com 850 mg-DQO-L™!, 50 mg-N-L! e 10 mg-P-L"! e solucio de
micronutrientes proposta por Rollemberg et al. (2019a), descritos na Tabela 2. O esgoto
sintético foi armazenado em refrigerador a temperatura de aproximadamente 5 °C para evitar

possivel proliferagdo de microrganismos e, consequentemente, sua degradagdo prematura.
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Tabela 2 - Composi¢do do esgoto sintético afluente utilizado nos reatores de batelada

sequencial.
Solucio Reagente Concentracao
Macronutriente NH4Cl 30 g-L!
(7,4 mL-LY) KH>PO4 6,18 g-L!
MgSOy4 10 g-L!
CaCl, 1gL!
Micronutriente H3BO3 50 mg-L!
1 mL-L! ZnCly 50 mg-L!
FeCls. 6H2O 2720 mg-L"!
CuCl, 38 mg-L!
MnCl,-4H>0O 500 mg-L!
(NH 4) S2Mo 7024-4H,0 50 mg-L!
AICl; 90 mg-L!
CaCl-6H0O 2000 mg-L"!
NiCl, 50 mg-L!
Na>Se03.5H20 162 mg-L!
EDTA 1000 mg-L"!
Fonte de carbono C3HeO; 0,72 mL-L!
Tampao NaHCO:3 2,5¢gL!

Fonte: Modificado de Rollemberg et. al. (2019a).

3.3.2 Procedimento experimental

Os trés reatores foram operados em quatro ciclos diarios, cada um com duragao de

6 horas, troca volumétrica de 50% e TDH de 12 h. Com o intuito de aumentar a pressdao de

selecdo e favorecer o processo de formagao dos granulos aerdbios, o tempo de sedimentagdo

foi reduzido de 20 para 15 min, em seguida para 10 min e, finalmente, para 5 min nas fases I,

I, III e IV, respectivamente. Para manter o ciclo operacional de 6 h, o tempo reduzido da etapa

de sedimentacao foi acrescentado a etapa de reagdo aerdbia. Descri¢ao completa dos ciclos de

operacgdo ao longo das fases ¢ mostrada na Tabela 3.
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Tabela 3 — Duragdo das fases de um ciclo dos reatores de batelada sequencial, com duragdo de
6 h.

Duracio (min)
Etapa do ciclo

Fase I Fase 11 Fase 111 Fase IV
Alimentagao do sistema 20 20 20 20
Reagao anaerdbia 100 100 100 100
Reacdo aerobia 219 224 229 234
Sedimentacao 20 15 10 5
Descarte 1 1 1 1

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.4 Métodos analiticos

Com o objetivo de avaliar o desempenho do sistema quanto a remocao de nutrientes
e matéria organica, foram analisados os pardmetros de DQO, nitrogénio amoniacal (N-NH4"),
nitrito (N-NOy), nitrato (N-NO3") e fosforo na forma de fosfato (P-PO4*") de acordo com
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2012), utilizando o
método Kjeldahl para quantificar o teor de nitrogénio amoniacal e cromatografia de troca ionica
(IC - Thermo Scientific - ICS 2000) para determinagdo de nitrito, nitrato e fosfato.

Os parametros fisico-quimicos pH, OD, temperatura e condutividade elétrica
também foram aferidos com auxilio de uma sonda multiparamétrica (YSI 5000, YSI

Incorporated, EUA).

3.5 Avaliacio da granulacao

Para avaliar o processo de granulacdo, foram determinados aspectos fisicos, como
granulometria e sedimentabilidade, e microbioldgicos, como a producdo de substancias
poliméricas extracelulares (SPE) e morfologia da biomassa.

A granulometria foi realizada, duas vezes por semana, utilizando peneiras com
diametros de abertura de malhas de 0,2, 0,6 ¢ 1,0 mm e volume de licor misto (4gua residual +

lodo) de 30 mL (BIN, et al., 2011). A capacidade de sedimentacdo também foi avaliada duas
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vezes por semana utilizando o indice volumétrico de lodo (IVL), com tempos de sedimentacao
de 5 min (IVLs) e 30 min (IVL30) segundo Schwarzenbeck, Borges e Wilderer (2005).

A estrutura do lodo de indculo e formagdo dos granulos foi avaliada por
microscopia eletronica de varredura (MEV) (Inspect S50, FEI Company, EUA) segundo
Motteran, Pereira e Campos (2013), e, semanalmente, foi realizada a andlise microscépica do
licor misto para avaliar a morfologia e comunidade microbiana do granulo.

As substancias poliméricas extracelulares (SPE) foram quantificadas conforme
Tay, Liu e Liu, (2001). Para a determinacao das fragdes proteicas (PN), foi utilizado o método
modificado de Lowry, e, para a fragdo de polissacarideos (PS), o método de fenol-sulftrico
(LONG et al., 2014). A concentragdo total de SPE foi determinada pela soma das porgdes de
PN e PS.

Para determinar a presenca de microalgas no sistema, foi realizada a quantificacao
de clorofila a segundo Tang et al. (2016).

A analise de estabilidade fisica do granulo foi realizada conforme metodologia
descrita por Nor-Anuar et al. (2012). Os granulos (> 0,2 mm) foram submetidos a uma forca de
cisalhamento causada por uma rotacdo de 200 rpm por 10 min. A fracdo fragmentada
identificada foi expressa em termos de coeficiente de estabilidade (S). O coeficiente ¢ dividido
em trés categorias: muito resistente (S < 5%), resistente (5% < S < 20%) e ndo resistente (S >

20%). Portanto, quanto menor os valores de S (%), maior a estabilidade do granulo.

3.6 Ensaios respirométricos

A taxa de consumo de oxigénio (TCO) foi o parametro utilizado para obter as
caracteristicas da biomassa dos principais grupos funcionais que utilizam o oxigénio como
aceptor final de elétrons, por vias heterotroficas e nitrificantes. Os valores de TCO permitem
conhecer e monitorar a atividade metabdlica dos microrganismos presentes no lodo em tempo
real através do respirograma. As taxas foram obtidas através do respirdmetro Beluga e do
software Resp43, segundo Barros (2020). As concentragdes de OD minima e méxima foram
fixadas em 1,0 e 3,0 mg-L"!, respectivamente, para garantir condi¢des metabolicas ideais para
os diferentes grupos estudados. Os substratos utilizados para avaliar os diferentes grupos
microbianos presentes na biomassa foram: 4cido propionico (120 mg DQO-L™), cloreto de

amonio (10 mg N-NH4"L!) e nitrito de sodio (8 mg N-NO>L!), separadamente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir serdo apresentados os resultados de otimizagdo dos parametros de
iluminacdo, tempo e intensidade luminosa, para o crescimento das microalgas verdes C.
vulgaris e S. obliquus, além do processo de granulagdo, estabilidade e desempenho dos reatores
de fotogranulos inoculados com as cepas de microalgas comparados a um reator de LGA

controle.

4.1 Definicao das condi¢des 0timas de iluminacio para as microalgas\

Nessa etapa, as microalgas C. vulgaris e S. obliquus, que foram submetidas a
diferentes condi¢des de fotoperiodo e luminescéncia, conseguiram crescer em efluente
sintético. Na Figura 7, € representada a curva de crescimento didrio de cada espécie levando em

consideragao a DO (A = 680 nm).
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Figura 7 — Curva de crescimento das microalgas Chlorella vulgaris (a) e Scenedesmus obliquus

(b) cultivadas em efluente doméstico sintético e diferentes fotoperiodo e intensidade luminosa.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Observa-se que para as espécies de algas avaliadas nas diferentes condigdes
testadas, a densidade Optica apresentou valor maximo no sétimo dia de monitoramento, levando
em consideracdo que para S. obliquus esse valor ja havia diminuido anteriormente, e a partir
desse periodo foi observada estabilidade ou queda na DO em virtude de escassez de nutrientes
ou substrato. Portanto, adotou-se a DO obtida no sétimo dia como variavel resposta no

planejamento experimental fatorial buscando otimizar o tempo de iluminacao e a intensidade

luminosa.
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Tabela 4 - Densidade optica ( A = 680 nm) obtida no 7° dia nos reatores com C. vulgaris e S.

obliquus, cultivadas em efluente doméstico sintético em diferentes fotoperiodos e intensidades

luminosa.
Fotoperiodo Intensidade luminosa Densidade optica
(horas de claro) (Mmol-m2-s) obtida no 7° dia
Reatores
Valor Valor Valor Valor
C. vulgaris S. obliquus
codificado  referéncia codificado referéncia
1 0 12 0 200 2,66 3,95
2 0 12 0 200 3,41 4,57
3 0 12 0 200 2,84 3,98
4 -1 10 -1 150 3,22 7,69
5 -1 10 1 250 3,12 5,77
6 1 14 -1 150 3,61 7,80
7 1 14 1 250 4,01 5,97

Fonte: Elaborada pelo autor.

Para a C. vulgaris, o maior valor de DO foi observado no fotoperiodo de 14 horas
de luz e intensidade luminosa de 250 pmol-m™-s™'. J4 para S. obliquus, as melhores condi¢des
para o crescimento, levando em consideracdo a DO, foram 14 horas de luz e intensidade
luminosa de 150 pmol-m™-s..

Com os dados de densidade Optica obtidos, foram elaborados graficos de Pareto e
de superficie de resposta para identificar os efeitos dos fatores isolados e combinados na DO e
as condigdes otimas de fotoperiodo e intensidade luminosa das espécies em estudo.

De acordo com o grafico de Pareto (Figura 8), os efeitos das variaveis
independentes isoladas e combinadas foram positivos para C. vulgaris, no entanto nao
significativos. J& para S. obliquus, a variavel intensidade luminosa apresentou efeito negativo,
enquanto o fotoperiodo e efeito combinado foram positivos, porém também nao significativos.
Levando em consideracdo que, para S. obliquus, o efeito da iluminagdo € negativo, ou seja, na
maior intensidade ha diminuicdo do crescimento, e que, para C. vulgaris, essa variavel
apresentou baixo efeito, nao sendo estatisticamente significativos, adotou-se, nas proximas

etapas da pesquisa, o valor minimo de 150 umol-m™-s™! para as duas espécies cultivadas em
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efluentes domésticos sintéticos (Figura 8). Justifica-se que ¢ um valor médio j4 reportado na
literatura para cultivo de fotogranulos (ZHANG ef al., 2019; MENG et al., 2019; SALES et al.,
2022).

Figura 8 - Diagrama de Pareto para as variaveis intensidade luminosa e fotoperiodo e seus
efeitos combinados para as espécies de microalgas Chlorella vulgaris (a) e Scenedesmus

obliquus (b) cultivadas em efluente doméstico sintético.

a) ; ; ; . .
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0 1 2 3 4
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b)

B:Intensidade luminosa - O+
- -
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0

AB

1 2 3 4
Efeitos padronizados

Fonte: Elaborada pelo autor.

Em relagdo ao fotoperiodo, a melhor condig¢ao, para C. vulgaris, foi no maior tempo
de exposicao a luz (14 h), enquanto, para S. obliquus, esse parametro foi indiferente (Figura 9).
Porém, a literatura reporta que, quanto maiores forem os valores das varidveis de iluminacao,
maior serd a eficiéncia do cultivo, no que se refere a produ¢do de biomassa (KUMAR, et al.,
2021). No entanto, deve-se levar em consideracdo que em niveis extremos, a partir de 20 h de
exposicao a luz, pode haver fotoinibigdo, acarretando efeito contrario ao crescimento, sendo o
fotoperiodo de 14 h de luz considerado 6timo para o crescimento de diferentes espécies de

microalgas (YAN, ZHENG, 2013; GAO et al., 2022).
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Com relagdo ao modelo de superficie de resposta obtido para espécies de algas
(Figura 9), fica claro que as melhores condicdes de cultivo da C. vulgaris ocorreram no maior
tempo de iluminagdo e intensidade luminosa. Além disso, para a S. obliquus, as melhores

condig¢des sdo descritas na menor intensidade luminosa e que o tempo ¢ indiferente.

Figura 9 - Representacdo da superficie de resposta para as espécies de microalga Chlorella

vulgaris (a) e Scenedesmus obliquus (b) cultivadas em efluente doméstico sintético.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Portanto, a analise conjunta do diagrama de Pareto, da superficie de resposta e dos
dados reportados na literatura, dentro espagco amostral definido no planejamento, pode-se
considerar que a melhor condicdo para o cultivo das espécies de microalgas C. vulgaris e S.

obliquus, foi de 150 pmol-m™-s™! de intensidade de luz e fotoperiodo de 14 h de claro e 10 h de

escuro.
4.2 Avaliacao do processo de granulacido

Durante o processo de granulagio aerobia, R1 e R2 foram inoculados com espécies
de algas, enquanto R3 permaneceu como reator controle. Observou-se que, embora tenham sido

inoculados com mesma quantidade de solidos, 5.000 mg SSV-L’!, todos apresentaram
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diminuicdo da concentragdo de s6lidos ao longo da fase I, provavelmente devido a lavagem do
lodo mais floculento (washout), chegando a 2.170, 1.610 e 518 mg SSV-L! em R1, R2 e R3,
respectivamente, ao final dessa fase, com tempo de sedimentacdo de 20 min. Essa perda de
solidos representou 56%, 68% e 90% de toda a biomassa de R1, R2 e R3, respectivamente.

Como descrito, as menores perdas de SSV foram observadas nos reatores operados
com as espécies de algas (R1 e R2). Portanto, ¢ possivel que a presenga das microalgas tenha
contribuido para esse resultado. Estudos relatam que a presenca das microalgas em sistemas de
fotogranulos promovem melhor capacidade de sedimentacao ao granulo (ZHANG; LEI; LIU,
2022; FARD, et al., 2023). Ainda na fase I, os marcadores de granulagdo (tamanho do granulo
e relagdo IVL30/IVLs) mantiveram estaveis (Figura 10).

As fases II e III, com tempos de sedimentacdo de 15 e 10 min, respectivamente,
apesar da oscilagdo da concentragdo de SSV, demonstraram tendéncia de recuperagdo da
biomassa perdida durante a fase I. Nesse mesmo intervalo os reatores também ndo chegaram a
granulacdo, sugerindo baixa pressdo de sele¢do do lodo.

Ainda nesse intervalo, entre as fases II e III, ocorre o aumento da concentracao de
biomassa de menor didmetro em R1 e R2, tendéncia oposta a de demais estudos com LGA e
LGAB em configuracdes semelhantes (LUO et al., 2024; SALES et al., 2022; BARROS et al.,
2021; ZAHRA et al., 2023). Nesse mesmo intervalo, ndo foi possivel observar melhora no
comportamento de sedimenta¢ao do lodo, cujos valores da relacdo IVL3¢/IVLs foram de 0,58,
0,56 ¢ 0,61 em R1, R2 e R3, respectivamente.

A partir da fase IV, com tempo de sedimentacdo de 5 min, os reatores apresentaram
comportamento de estabilizagdo da concentracdo de SSVLM, chegando a valores de 3.185,
2.778 e 2.730 mg SSVLM-L! em R1, R2 e R3, respectivamente. Observa-se ainda uma
tendéncia favoravel a granulagdo, com a diminuicao da concentracao do lodo floculento de
diametro < 0,2 mm e aumento da relagao IVL30o/IVLs em R1 e R2, alcangando a granulag¢ao no
89° e 71° dia, respectivamente.

Durante a maturacdo, R1 e R2 alcangaram percentuais acima de 80% da biomassa
de diametro > 0,2 mm e relagdo IVL3¢/IVLs > 0,8. Porém, R3 se manteve com 60% da
concentracao de biomassa com diametro > 0,2 mm e relagdo IVL30/IVLs < 0,8, valores abaixo

do esperado para uma biomassa considerada granular (de KREUK et al., 2007).
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Figura 10 - Variacao de s6lidos suspensos volateis do licor misto (SSVLM), indice volumétrico
de lodo (IVL30/IVLs) e granulometria de R1 (a), R2 (b) e R3 (c) durante as fases do
experimento.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Nota-se ainda que R2, inoculado com S. obliquus, além de chegar a granulacao em
menor tempo, também se manteve em niveis mais elevados de IVL30/IVLs durante toda a fase
IV. Além disso, na fase IV, R2 apresentou mais de 60% dos granulos com diametro > 1,0 mm,
enquanto R1 chegou a pouco mais de 30% e R3 < 10%.

A perda de lodo nas fases iniciais foi também reportada por Purba et al. (2023),
com lodo granular aerobio algal-bacteriano para tratamento de efluente doméstico real em

reatores em batelada sequencial com ciclos de 6 h, inicialmente com 10 min de sedimentacao.
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Da mesma forma, Yu ef al. (2021), trabalhando com lodo granular em RBS com 4 h de ciclo e
5 min de sedimentagdo, observaram comportamento de redug¢do de SS logo na fase inicial,
seguida de estabiliza¢do. Portanto, pode-se considerar um comportamento esperado, devido a
lavagem do lodo mais floculento de baixa sedimentabilidade.

Apesar das oscilagdes da concentragdo de solidos, os reatores apresentaram
comportamento de estabilizacdo. No entanto, Nascimento (2022) reportou desempenho
diferente em RBS com fotogranulos e LGA, onde a biomassa partiu de 1,0 para
aproximadamente 0,1 g SSVLM-L!, sem recuperacio, reportando presenca de microrganismo
competidor, o anelideo aquatico Aeolosoma hemprichi, além de recorréncia de desintegragao
do lodo.

Nascimento (2022), que cultivou LGA e LGAB em reatores de batelada sequencial
com ciclos de 4 h, tempo de sedimentacio de 5 min e 280 mg DQO-L!, obteve relacio
IVL30/IVLs> 0,8 em LGAB, enquanto LGA < 0,8, evidenciando que o sistema com microalgas
apresentou parametro de sedimenta¢do com perfil de um sistema com granulagdo completa,
diferente do sistema sem microalgas. Do mesmo modo, no presente estudo, foi possivel
observar melhor desempenho de granulacao nos reatores com fotogranulos (R1 e R2), visto que
R3, somente com lodo, ndo granulou. Portanto, as algas podem servir como esqueleto na
formag¢do de granulos aerdbios, fornecendo locais de fixacdo para microrganismos e
promovendo a rapida formacao dos granulos (LIU et al., 2022; ZHANG et al., 2020).

Com as mesmas configuracdes de reatores, ciclos operacionais e estratégia de
pressdo de selecdo, Rollemberg er al. (2019a) e Santos et al. (2022), com inéculo de LA
utilizando trés diferentes fontes de carbono (acetato, glicose e etanol - 600 mg DQO-L;
acetato, propionato, glicerol, glicose e sacarose - 750 a 1000 mg DQO-L"!, respectivamente),
tiveram sucesso no processo de granulagao e, portanto, resultados diferentes do R3 deste estudo,
que nao granulou. Sugere-se que o sucesso na granulacdo ¢ dependente ndo apenas das
condicdes operacionais (estratégias na pressao de selecdo), mas também do lodo de in6culo, ou
seja, a variedade da populagdo bacteriana também ¢ fundamental para o processo da formagao
de granulos.

Outros dois marcadores foram avaliados para o acompanhamento do processo de
granulagdo: clorofila a, para conhecer a concentracdo de microrganismos fotossintetizantes
presentes nos reatores, e a concentracdo de substancias poliméricas extracelulares (SPE) e suas
fragdes proteicas (PN) e de polissacarideos (PS) nos reatores R1, R2 e R3 durante todo o periodo

de operacao.
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O monitoramento de clorofila a foi realizado buscando avaliar o crescimento de
microalgas para avaliar a influéncia desses microrganismos nos demais processos. Durante a
fase I, observa-se uma tendéncia de crescimento, seguida de estabilizacdo até o final da fase II1.
Na fase IV, houve um incremento de 200%, partindo de ~2,0 para 6,0 mg-L'! em R1 e R2
(Figura 11). Outros trabalhos reportam o crescimento de microalgas associados a
fotogranulacdo, como Liu et al. (2023b), que cultivaram LGAB sem inoculo algal, somente
com estimulo luminoso (80 pmol'm?s™, 12 h claro/12 h escuro), e relataram aumento da
concentragdo de clorofila a junto a outros marcadores de granulagdo como tamanho de granulo

e relagdo IVL30/IVLs, ratificando os resultados apresentados no presente estudo.

Figura 11 - Concentragdo de clorofila @ em cada fase do processo de fotogranulagdo nos
reatores R1 e R2.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Sabe-se que as SPE sdo constituidas por polissacarideos, proteinas e outras
substancias, que atuam como uma cola para agregacdo microbiana, além da formagdo e
estabilidade dos granulos (ZHANG et al., 2018). No presente estudo, os trés reatores
apresentaram o mesmo comportamento ao longo das fases de granulacdo, com pequenas
oscilagdes associadas as mudancas de fase, atingindo médias de 515, 512 e 466 mg SPE-g™!
SSV em R1, R2 e R3 respectivamente. Embora a diferenca tenha sido baixa, os reatores com
fotogranulos (R1 e R2) tiveram maiores concentragcoes de SPE e mostraram melhores condi¢des

de granulagdo (Figura 12). Esse comportamento ¢ refor¢ado por estudos que mostraram que as
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microalgas possuem a capacidade de produzir SPE e a interagdo com bactérias pode aumentar

a secregao dessas substancias, favorecendo a formagao de LGAB (HE et al., 2018).

Figura 12 - Avaliagdo da concentragdo de substancias poliméricas extracelulares (SPE) nos
reatores R1 (a), R2 (b) e R3 (c) durante as fases do experimento.
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Nota-se ainda que a fracdo proteica permaneceu superior a de carboidratos
(polissacarideos) durante todo o estudo nos trés reatores. Esse comportamento ¢ normalmente
reportado para granulos aerébios (SILVA; ROLLEMBERG; SANTOS, 2021; OLIVEIRA
JUNIOR et al., 2024) e fotogranulos (LIU et al., 2023; WANG et al., 2022), sendo a fragao
mais abundante de SPE em granulos mais estaveis.

A relagao PN/PS também foi avaliada, e diferente do conteudo total de SPE, R1 e
R2 apresentaram valores inferiores em relacdo a R3 devido a menor produgdo da fragdo de
polissacarideos deste tltimo sistema citado, alcan¢ando valores de 3,88, 4,28 € 5,14 em R1, R2
e R3 respectivamente. A produgdo de SPE, assim como a fragdo PN e PS, ¢ influenciada por
varios fatores, como configuragdes do reator, tipo de indculo, tempo de aeragdo, tempo de ciclo,
tensao de cisalhamento, entre outros (SILVA; ROLLEMBERG; SANTOS, 2021).

Outros estudos com LGAB reportam relagdo PN/PS > 4,0 (LIU ez al., 2023; WANG
et al., 2022; LUO et al., 2024), préximos aos valores encontrados neste estudo, assim como <
2,0 (SALES et al., 2022; XIONG et al., 2023). He et al. (2018) e Rollemberg; Ferreira; Santos,
(2022) relatam que uma razdo PN/PS proxima de 1,0 resulta em um sistema com boa
estabilidade. Ja Zhang er al. 2007 dizem que a relacdo PN/PS mais elevada indica que a
superficie do granulo tem maior hidrofobicidade e menor carga de superficie, o que contribui
para a estabilidade estrutural.

No entanto, Rollemberg ef al. (2019b) avaliando a influéncia de RBS na produgao
de LGA, com ciclos de 6 h, 700 mg DQO-L!, alcancaram PN/PS préxima a 1,0, porém com
baixa estabilidade do granulo, apresentando coeficiente de estabilidade (S) que variou de 28,5
a 41,8%. Do mesmo modo, Rollemberg et al. (2020b) investigando o impacto do ciclo na
formagao, estabilidade e desempenho de LGA em RBS, com ciclos de 6 h e adotando estratégia
de pressao de selecdo variando o tempo de sedimentagdo de 20 a 5 min, com 550 mg DQO-L"
!, tiveram relagio PN/PS também proxima a 1,0 também com (S) > 20, variando de 39,4 a
47,2%. Neste estudo, com relagdo PN/PS superior as referéncias acima citadas, os granulos
também apresentaram baixa estabilidade com (S) de 38,1%, 45,8% e 38,3% para R1, R2 e R3,
respectivamente, evidenciando que ndo ha consenso entre a relacdo PN/PS e estabilidade dos

granulos.
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4.3 Caracteristicas morfolégicas dos granulos

O acompanhamento das caracteristicas morfoldgicas dos granulos foi realizado ao
longo do estudo. As imagens de microscopia Optica € microscopia eletronica de varredura
(MEV) foram obtidas desde o lodo de inoculo a cada fase operacional nos trés reatores (Figura
13).

Figura 13 — Acompanhamento das caracteristicas morfologicas por microscopia Optica e
eletronica de varredura do lodo de indculo (L) e dos reatores R1 (LGAB - C. vulgaris), R2
(LGAB - S. obliquus) e R3 (LGA) no decorrer das fases.

Inoculo

Fase I




Fonte:

Elaborada pelo autor.

Fase IV
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Diante das imagens obtidas, nota-se que, na fase I, a biomassa presente nos reatores
R1, R2 e R3 possui caracteristica floculenta, assim como o lodo de indculo, sendo possivel
observar agregacao microalgal-bacteriana a partir da fase Il em R1 e R2. Na fase III, a biomassa
apresenta aparéncia mais compacta, com caracteristica granular, e presenga de microalgas na
parede dos granulos, tanto em R1 como em R2. Ja na fase IV, os reatores com LGAB
apresentaram granulos compactos e bem definidos, com presenga de microalgas aderidas a
parede dos granulos. No sistema com LGA, apesar de nao ter alcangcado a marca de > 80% dos
granulos com didmetro acima de 0,2 mm, o reator apresentou morfologia compacta e bem
definida.

No decorrer do experimento foi observado ainda o surgimento e predominancia de
outro tipo de microalga nos sistemas LGAB, a diatomacea do género Navicula (Figura 14).
Outros estudos com cultivo de fotogranulos em RBS também relatam o surgimento e

predominancia desse género (MARINHO, 2020; SALES, 2023).

Figura 14 — Microscopia eletronica de varredura da biomassa de R1 e R2 com a presenca da

espécie de diatomacea Navicula sp.

4.4 Avaliacao do desempenho na remocao de matéria organica e nutrientes

Na fase I, a remocao de DQO foi de aproximadamente 95% para os trés reatores.
Evidenciando que os sistemas de LGA e LGAB conseguiram remover de forma semelhante a
matéria organica presente nos sistemas.

No processo de remocado de amodnia, R1 e R2 apresentaram eficiéncias superiores a

90%, enquanto R3 foi proximo de 75%. J4 a eficiéncia de remog¢ao de nitrogénio total (NT) foi
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de 69%, 65% e 51% nos reatores R1, R2 e R3, respectivamente. Ainda na fase I, a remocao de
fosforo para R1, R2 e R3 foi praticamente semelhante, com média proxima de 32% (Tabela 5).

Nas fases seguintes do processo de granulacdo, os trés reatores apresentaram
desempenho de remog¢ao de DQO superior a 95%, sem diferenca entre as fases, demonstrando
estabilidade dos sistemas e, indicando que as microalgas ndo influenciaram de forma
significativa a remog¢ao de matéria organica.

E possivel observar uma melhora na remog¢do de amodnia nos trés reatores no
decorrer das fases, possivelmente pelo processo de amadurecimento dos granulos, verificando
queda da diferenca de desempenho entre LGAB e LGA para 2% nas fases II e III, chegando a
se igualar na fase IV com remocgao > 98%.

Na fase II, R3 apresentou 72% de eficiéncia na remocao de NT, enquanto R1 e R2
chegaram a 67 e 68% respectivamente. Nas fases seguintes essa eficiéncia permaneceu estavel,
com 71, 74 e 71% na fase IV para R1, R2 e R3, respectivamente.

Na fase IV, a remocao de PO+* também foi semelhante entre os reatores, chegando

a cerca de 30% de desempenho.
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Estudos anteriores com fotogranulagdo reportam desempenho de remocdo de
matéria organica > 95%. Zhou et al. (2022), cultivando fotogranulos em RBS inoculados com
Chlorella e Scenedesmus, com ciclos de 6 h e 4 min de sedimentagdo, observaram valores
semelhantes, com remog¢do de matéria organica chegando a 95,3% e 94,9% de eficiéncia de
remocdo de DQO do mesmo reator com e sem iluminagdo, respectivamente. Esses resultados
se alinham também com Liu et al. (2022), que, trabalhando com dois reatores de LGAB, um
com propagacdo fototrofica natural, somente com iluminagdo, e outro inoculado com
microalgas, em ciclos de 6 h e 5 min de sedimentacdo, tiveram eficiéncia na remog¢ao de matéria
organica de 96% em ambos os sistemas.

Os sistemas R1 e R2 apresentaram maior eficiéncia de remocao de amonia e NT na
fase I comparado a R3. Tal comportamento pode estar relacionado a presenca das microalgas
que sao capazes de assimilar N e possuem um importante papel na remocao de NT (LIU, et al.,
2017). Porém, nas fases seguintes, o desempenho se assemelha entre os sistemas. Tal
comportamento pode estar relacionado ao surgimento e amadurecimento de NOB em R3 além
de competicao pela absor¢ao de nutrientes entre NOB e microalgas em R1 e R2, vindo a inibir
o crescimento e a atividade de NOB (LIU et al., 2023a).

Houve ainda ocorréncia de N residual (NO2™ ¢ NO3") nos trés reatores no decorrer
do experimento. Com diminui¢do de NO; residual no decorrer das fases e aumento de NO3"
residual, evidenciando que o processo de desnitrificacdo foi limitante no desempenho de
remogao de NT. Porém, outros estudos reportam que a desnitrificagdo foi o processo mais
importante na remoc¢ao de NT em LGAB (AHMAD et al., 2017; ZHAO et al., 2018; LIU et al.,
2023).

Outros trabalhos reportam eficiéncia de remog¢do de NT semelhante ao presente
estudo, como Zhang et al. (2023), que cultivaram lodo granular algal-bacteriano em reator de
batelada sequencial e alcancaram 76,6%, e Xiong et al. (2023), que cultivaram LGAB
inoculado com C. vulgaris em RBS com ciclos de 6 h e 10 min de sedimentacdo e conseguiram
78,4%, demonstrando que os resultados desta pesquisa estdo alinhados com os reportados pela
literatura.

Apesar da eficiéncia de remocao de nitrogénio em LGAB e LGA estarem alinhados
com dados reportados pela literatura, o desempenho entre os sistemas foi semelhante. No
entanto, Zhou et al. (2022) avaliaram o papel das microalgas na remocao de nutrientes e
formacdo de granulos de LGAB inoculados com cepas de Chlorella sp. e Scenedesmus sp. em
RBS e reportaram remog¢ao de NT superior em sistema LGAB, com 80% de eficiéncia no ciclo

claro e 71% no ciclo escuro, comparado a LGA, com 60%, sugerindo que as microalgas
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favoreceram o processo de remoc¢ao de nitrogénio, com remog¢ao de NT superior em 11 e 20%
nos ciclos escuro e claro, respectivamente. Entretanto, no presente estudo, as mesmas espécies
inoculadas em reatores distintos nao favoreceram a remog¢ao de N.

A diminui¢do do tempo de aeracdo e aumento do periodo de reagdo anaerobia
poderiam favorecer o processo de desnitrifica¢do, ja que o tempo prolongado em condigdes
anaerdbias permitiria maior remoc¢do de NOs™ residual, criando um ambiente anoxico. No
entanto, essa reducao do tempo de aeragdo poderia impactar negativamente o processo de
nitrificacdo, comprometendo sua eficiéncia, podendo comprometer ainda a estabilidade do
granulo, sabendo que a aera¢do ¢ também responsavel pela forca de cisalhamento, fundamental
para a formagao e manuten¢ao dos granulos (ROLLEMBERG et al., 2018).

Com relagdo aos resultados de remocao de fosforo do presente estudo, destaca-se
que a literatura tem reportado resultados melhores. Por exemplo, Zhou et al. (2022) avaliaram
o papel das microalgas em consodrcio granular algal-bacteriano, onde LGAB inoculado com C.
vulgaris e S. obliquus operados com ciclos de 6 h e 4 min de sedimentacado e efluente sintético
com 256 = 20 mg DQO-L! alcangaram remogdes de fosforo total de 96,3% e 97,3% na fase
clara e escura, respectivamente, enquanto o reator com LGA chegou a 95,8%. Os autores
associaram o 6timo desempenho de remocao de fosforo a presenga e aumento da abundancia
de PAOs nos sistemas.

Do mesmo modo, Liu et al. (2018), avaliando caracteristicas e performance de
LGAB em RBS inoculado com C. vulgaris e S. obliquus para tratar efluente sintético com 300
mg DQO-L!, alcancaram 34,7% de eficiéncia de remogio de PO4+*" comparado a LGA com
25,6%. No entanto, Marinho (2020) reportou comportamento semelhante operando reatores
com LGAB, chegando a 24,7% de remoc¢do média de fosforo, associando ao tamanho dos
granulos entre 0,6 e < 1,0 mm.

Neste estudo, o comportamento de baixa eficiéncia de remog¢ao de PT pode estar
associado a condi¢cdo operacional que ndo favoreceu o grupo de organismos acumuladores de
polifosfato (PAOs), responsaveis pela eficiéncia no tratamento de fosforo, ou ainda o lodo
utilizado como inodculo dos reatores continha possuia pouca quantidade de PAOs (MENG et

al., 2019).
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4.5 Teste respirométrico

A bioatividade dos sistemas LGAB e LGA foi investigada baseada na taxa de
captacao de oxigénio (TCO) por andlise respirométrica. Durante os testes de oxidagdo aerdbia
para matéria organica (120 mg DQO-L™!), a TCO endégena (TCOend) foi de 8,36 ¢ 7,02 mg-L°
Lh! na fase clara para R1 e R2, respectivamente, e 8,23, 21,68 e 27,29 mg-L!-h! sem
iluminacdo para R1, R2 e R3, respectivamente (Figura 14). Sales (2020), em um teste de
endogenia com LGAB, obteve TCOena de 4,6 mg-L1-h!, ja Rollemberg et al. (2019¢) alcangou
valores de 18,0 e 25,0 mg-L!-h! para LGA e LAC, respectivamente. A variacdo de TCOend
pode ser explicada pelo metabolismo especifico de cada sistema, isso porque pode haver a
utilizacao do contetido endogeno como fonte de elétrons na auséncia de matéria organica
externa (ROLLEMBERG et al., 2018).

O sistema LGAB R1 apresentou taxa de captacdo de oxigénio exdgena maxima
(TCOmax) superior na fase clara (255 mg-L™-h™!) quando comparada a fase escura do mesmo
reator (147 mg-L-h™!). No entanto, R2 apresentou comportamento inverso, chegando a 219
mg-L!-h! na fase clara e 230 mg-L!-h"! na fase escura. J4 R3 alcangou 335 mg-L!-h™!, sendo
o maior valor entre os avaliados, indicando, portanto, maior taxa de biodegradagdo
(ROLLEMBERG et al., 2019).

As constantes de utilizagdo do substrato (Kms) € as constantes especificas maximas
de crescimento (um) dos sistemas de LGA e LGAB também foram avaliados para melhor
compreensdo da afinidade da biomassa a fonte de carbono dos sistemas e crescimento dos
grupos de microrganismos responsaveis pelo desempenho de remocdo de C e N. R1 e R2
apresentaram, no ciclo claro, Kns de 35,23 e 36,66 mg DQO-mg X,!'-d!, respectivamente. No
ciclo escuro, R1, R2 e R3 apresentaram K de 25,14, 11,21 e 14,92 mg DQO-mg X, !-d!,
respectivamente. Nota-se maior Kpys nos sistemas com iluminagdo, possivelmente pela
afinidade das microalgas pelo substrato, evidenciando a possibilidade de competi¢do com
bactérias heterotroficas (LIU et al., 2023a).

Os valores de pim nos sistemas LGAB no periodo claro foram de 15,85 e 16,50 d!
para R1 e R2, respectivamente. J4 no periodo escuro, a constante especifica maxima de
crescimento foi de 11,31, 5,04 e 6,71 d’!, respectivamente, para R1, R2 e R3. Nota-se pm
superior no periodo claro, ratificando a relagdo mutualistica entre microalgas e bactérias,

favorecendo a producdo e lodo no sistema (LIU; JIB; LIA, 2023).
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Figura 15 — Avaliagdo da cinética de consumo de O por respirometria durante a oxidagao de
matéria organica por microrganismos heterotroficos nos reatores R1 durante o ciclo claro (a) e

escuro (b), R2 claro (c) e escuro (d) e R3 (e).
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Huang et al. (2015) em um estudo de avaliagdo do efeito do crescimento de
microalgas em granulagdo aerobia em RBS relata que dois aspectos podem estar relacionados
as diferencas nos valores de TCO entre LGA e LGAB: as microalgas podem contribuir com a
diminui¢do da quantidade de bactérias, e, por serem microrganismos fotoautotroficos possuem
menor bioatividade do que bactérias em condi¢do de auséncia de iluminagdo, enquanto que a
maioria das bactérias de um sistema de LGA sao heterotroficas e possuem alta bioatividade na
degradacao de matéria organica. As algas podem influenciar a atividade de bactérias e, portanto,

a distribuicao da comunidade bacteriana nos granulos, o que precisa de mais investigacao. No
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presente estudo foi possivel observar que a TCO em LGA foi superior 2 do LGAB nas fases
clara e escura, evidenciando que as microalgas de fato influenciaram na presenca ou atividade
da comunidade bacteriana dos sistemas.

Foram realizados ainda testes respirométricos para microrganismos autotroficos
nitritadores (Figura 15). Ap6s a adigdo de 10 mg NH4"-L™!, os reatores R1 e R2 apresentaram
im de 0,81 e 1,12 d! na fase clara e 0,48 e 0,85 d! na fase escura, respectivamente, enquanto
R3 alcancou 0,35 d'. Novamente, observa-se que o periodo claro e a atividade das microalgas

podem favorecer o crescimento de nitritadoras e otimizar o processo de nitrificacdo do sistema.

Figura 16 — Avaliagdo da cinética de consumo de O; por respirometria durante a oxidagdo de
N amoniacal por microrganismos autotréficos nos reatores R1 durante o ciclo claro (a) e escuro

(b), R2 claro (c) e escuro (d) e R3 (e).
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Foi possivel estimar ainda a concentracdo de bactérias autotrdficas nitrificantes
(Xn). Os reatores apresentaram parametro semelhante, que variou entre 41,00 e 42,00 mg Xu-L
!, Barros (2014) avaliou X, em sistema UCT e verificou valor proximo ao encontrado no
presente estudo, variando de 38,7 a 47,8 mg Xa-L!. Barros (2014) reportou ainda que o sistema
UCT comparado a dois sistemas RBS obteve constante de crescimento ([im) duas vezes superior
aos sistemas RBS, no entanto com X, inferior e taxa de nitrificantes (r,) semelhante. Portanto,
sabendo que os reatores deste estudo também foram inoculados com lodo proveniente de
sistema UCT, ¢ possivel que a caracteristica do lodo de indculo nao tenha favorecido o
desempenho de remog¢ao de nutrientes (N e P).

As taxas de nitritagio (rn) dos reatores R1 e R2 foram de 333,74 ¢ 477,50 mg -L'-d"
'na fase clara e 197,88 ¢ 361,01 mg -L'-d! na fase escura, respectivamente. J4 R3 apresentou
tn de 146,22 mg -L'-d"!. Além de R3 demonstrar menor taxa de nitritacio comparada aos
periodos claro e escuro dos sistemas LGAB, nota-se que, durante o periodo claro, as microalgas
podem favorecer ainda mais o processo de nitritagdo e desempenho de remogdo de N do
sistema.

Os resultados das analises respirométricas mostram que bactérias heterotroficas e
nitrificantes possuem maior um em LGAB, o que pode favorecer a formagao e recuperagao de
lodo no sistema. Além disso, os parametros avaliados podem ter sido superiores e favoraveis
para LGAB pela maior exposicdo a concentragdes de Oz fornecidos pelas microalgas.

Foi realizado ainda um teste para as autotroficas nitratadoras. No entanto, nao foi

verificado nenhum resultado, evidenciando a baixa atividade de microrganismos nitratadores.
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5 CONCLUSAO

As condic¢des Otimas de iluminagdo para o crescimento das espécies de microalgas
verdes Chlorella vulgaris e Scenedesmus obliquus foram intensidade luminosa de 150
umol-m?-s™! e fotoperiodo de 14 h de claro e 10 h de escuro.

Foi possivel desenvolver consorcio granular algal-bacteriano em condi¢des de
elevada carga organica (> 800 mg DQO-L!) sob estratégia de pressdo de selecio e inoculados
com cepas das espécies de microalgas verdes C. vulgaris (R1) e S. obliguus (R2). Em
contrapartida, o reator somente com lodo bacteriano (R3) ndo granulou diante das mesmas
condigdes, evidenciando que as microalgas favoreceram o processo de granulagdo dos sistemas
LGAB.

Além disso, o sistema LGAB inoculado com a microalga verde S. obliqguus (R2)
apresentou comportamento mais satisfatorio, com granulagdo completa em menor tempo,
granulos maiores e melhor sedimentagdo. No entanto, o desempenho de remocao de matéria
organica, nitrogénio e foésforo ndo se destacou, sendo semelhante a R1 e R3.

A partir de testes respirométricos, foi possivel verificar que os sistemas LGAB
favoreceram a atividade de bactérias heterotroficas e autotrédficas nitritadoras.

Se faz necessario estudos mais aprofundados voltados para a faixa de variacao de
iluminagdo, assim como de fotoperiodo, buscando maior eficiéncia quanto a atividade
metabolica e crescimento das microalgas para favorecer sistemas LGAB.

Diante dos resultados obtidos neste estudo e dos ja recorrentes na literatura, sugere-
se uma investigacdo mais detalhada sobre a influéncia da presenca de microalgas na producao
de EPS, as fragoes PN e PS, assim como PN/PS, ¢ a relacdo destes com a resisténcia e

estabilidade dos granulos.
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