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RESUMO

Com a necessidade de obter sistemas de tratamento com bom desempenho na remocao de
nutrientes e matéria organica carbonacea, a aplicacdo do consorcio de granulos aerébios e
microalgas vem sendo extensivamente estudada. Por ser uma tecnologia recém desenvolvida, este
estudo teve como objetivo aplicar diferentes condi¢Ges operacionais no desenvolvimento de
fotogranulos aerobios, visando a remocao simultancea de nutrientes e matéria organica carbonacea.
Dois fotobioreatores de escala de bancada (Vu=3,5L) foram operados em bateladas sequenciais
(FRBS) com ciclos operacionais de 4hrs, durante 180 dias. Os FRBS foram submetidos a trés fases
distintas (FI, FIl e FIII). FI (70 dias): influéncia do modo de alimentacdo na formacgdo granular
(R1: 40 min de alimentacdo anaerdbia/anoxica; R2: 60 min de alimentacdo anaerdbia/andxica e
C:N=4:1); FIl (70 dias): avaliacdo do efeito da relacdo C:N (ambos reatores C:N=8:1) na
performance dos FRBS; FIII (42 dias): investigar o efeito da carga organica aplicada (R1: 1,7
kgDQO/m?®.d) e da taxa de aeracdo (R2: Var: 0,3 cm/s) na eficiéncia de desnitrificacdo. Ambos
FRBS trataram esgoto sintético (DQO= 400mg/L) sob temperatura de clima tropical (29+2°C). Os
resultados revelaram que a fotogranulacéo foi observada na FI em ambos reatores, porém mais
rapidamente em R2 (40 dias), ao passo que em R1 foi observada somente 55 dias de operacao,
indicando que o modo de alimentacdo influencia na formagdo fotogranular. Durante a FI, ambos
reatores apresentaram baixas eficiéncias de remocdo de nutrientes e matéria organica, na ordem de
59+15%, 18+6% e 73+10% para R1 e 58+17%, 19+10% e 73+10% para R2, para N-NH4*, PT e
DQO, respectivamente. Na FIl, o aumento da relacdo C:N de 4:1 para 8:1 favoreceu a remocgao
simultanea de nitrogénio (>93%) e matéria organica (>95%) além disto, apresentou eficiéncia de
desnitrificacdo de 42% para R1 e 51% para R2, indicando que a duracdo da fase anaerdbia de 60
min favoreceu a etapa de desnitrificacdo, porém as remocdes de fosforo permaneceram baixas.
Durante a Flll, R1 obteve maior eficiéncia de desnitrificacdo (67%), quando comparado com R2.
Além disso, foi observado desintegracdo granular no R2, devido ao surgimento de microrganismos
filamentosos, porém as remocdes de nitrogénio e matéria organica permanceram altas (95+5% e
94+5% para N-NH4" e DQO, respectivamente. Assim, neste estudo a interagdo alga-bactéria no
granulo aerobio foi uma associa¢dao harménica, apresentando resultados promissores no tratamento

de esgoto domestico de baixa carga orgéanica.



Palavras-chave: Tratamento de efluente de baixa carga organica. Simbidse alga-bactéria.

Fotobioreatores em bateladas sequenciais. Fotogranulo aerébio.



ABSTRACT

To obtain a treatment system with an excellent performance of nutrients and organic matter
removal, the application of the aerobic granules and microalgae consortium has been extensively
studied. As a newly developed technology, this study aimed to apply different operational
conditions in the development of aerobic photogranules, aiming the simultaneous removal of
nutrients and organic matter. Two bench scale sequencing batch photobioreactors (SBPR) (Vu =
3.5 L) and operational cycles of 4hrs for 180 days. The SBPR were submitted to three distinct
phases (FI, FIl and FIIl). FI (70 days): influence of the feeding mode on the photogranular
formation (R1: 40 min of anaerobic/anoxic feeding; R2: 60 min of anaerobic/anoxic feeding and
C: N = 4:1); FIl (70 days): evaluation of the effect of the C: N ratio (C: N = 8:1 for both reactors)
on SBPR’s performance; FIlI (42 days): to investigate the effect of applied organic load (R1: 1.7
kgDQO / m3.d) and aeration rate (R2: Vair: 0.3 cm/s) on denitrification efficiency. Both SBPR
treated synthetic sewage (COD = 400mg/L) under a tropical climate temperature (29 = 2°C). The
results revealed that the photogranulation process was observed in both reactors during Fl, however
faster in R2 (40 days), and R1 was observed only after 55 operational days, indicating that the
duration of 60 minutes of anaerobic phase favored the formation of the photogranule. During FlI,
both reactors showed low efficiency of nutrients and organic matter, in order of 59 + 15%, 18 *
6% and 73 + 10% for R1 and 58 + 17%, 19 + 10% and 74 + 10% for R2, for N-NH4 ", TP and
COD, respectively. The increase of the C:N ratio from 4:1 to 8:1, favored the simultaneous
nitrogen (>93%) and organic matter (>95%) removal, besides improved the desnitrification
efficiency to 42% for R1 and 51% for R2, indicating that the duration of the anaerobic phase of 60
min affected the nitrogen forms, possibly producing a greater fraction of N.. On the other hand, the
removal of phosphorus remained low. During Flll, R1 achieved better denitrification efficiency
(67%), when compared to R2. Besides, was observed granular disintegration was observed in R2
due to appearance of filamentous microrganisms, however nitrogen and organic matter removals
remained high (95 * 5% and 94 + 5% for N-NH, * and COD, respectively). Thus, this study, was
understood that the alga-bacteria interaction in the aerobic granule was a harmonic association,

presenting promising results on wastewater treatment of a low organic load sewage.



Keywords: Wastewater treatment of low organic load. Symbiosis algal-bacterial. Sequential batch

photobioreactors. Aerobic photogranule.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas decadas, a intensificacdo industrial e urbana tem gerado efluentes liquidos cada
vez mais dificil de gerenciar, causando a polui¢do. O lancamento desses efluentes sem tratamento
caracteriza um tipo muito frequente de poluicdo hidrica, a eutrofizacdo. Este processo ocasionado
pelo enriquecimento das aguas com nutrientes, principalmente nitrogénio e fésforo. Dentre suas
consequéncias, pode-se destacar a floracdo de algas, propagacdo de plantas aquaticas, perda de
espécies, e deplecdo do oxigénio dissolvido no meio, resultando numa completa degradacgéo hidrica
(Branco, 1978). Visto isso, evidencia-se a necessidade do tratamento de esgoto antes de sua
destinacao final.

Dentre os diferentes tipos de tratamento utilizados, a aplicacdo da microalga visa, além da
absorcéo de nutrientes, a producéo de bioenergia a partir da biomassa algal (Gongalves et al., 2017).
Porém, devido ao seu tamanho pequeno e baixa sedimentabilidade, é estimado que cerca de 20-
30% do custo total do tratamento com microalga esteja relacionado a métodos de separacdo destas
do efluente tratado, como centrifugacdo, coagulacéo, floculacdo, flotacdo, dentre outros (Cai et al.,
2019).

Visto isso, recentemente, estdo sendo desenvolvidas pesquisas voltadas para a imobilizagdo
das microalgas no préprio efluente. O lodo granular aerébio (LGA) esta sendo bastante utilizado,
pois serve como adesdo celular, em que ha a formacéo de biofilme na superficie sélida, devido a
sua excelente sedimentabilidade, alta concentragédo de biomassa, e formacgéo de uma estrutura densa
de microrganismos (Tang et al., 2016). Esses granulos tém agregados grandes, limitando a difuséo
das moléculas de oxigénio, promovendo a formacao de ambientes andxicos e anaerébios, além dos
ambientes aerobios, que promove 0 processo de remogdo simultanea de nutrientes (Wang et al.,
2019).

A presenca de microrganismos fotossintetizantes na superficie granular diminue a necessidade
de insercdo de oxigénio artificial na etapa de aeracdo, uma vez que as microalgas produzem
oxigénio fotossintético que € utilizado pelas bactérias aerdbias heterotréficas no processo de
degradacdo de poluentes organicos. Essas, por sua vez, liberarem CO; durante o processo de
respiragdo, necessario para a atividade fotossintética das algas (Hoh, Watson, e Kan 2016). A
aeracdo fotossintética reduz a taxa de aeracéo artificial, apresentando uma vantagem no tratamento

de compostos biodegradados aerobiamente e que, possivelmente, seriam volatilizados durante o
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mecanismo de aeracao, além de reduzir os custos operacionais (Ji et al., 2018). Altas concentracdes
de oxigénio dissolvido podem gerar dano foto-oxidativo nas células das microalgas, diminuindo a
eficiéncia de tratamento. Felizmente, no consorcio alga-bactérias, a saturagdo do oxigénio
dissolvido ndo apresenta um problema no tratamento, devido ao consumo continuo deste pelas
bactérias heterotroficas (Mufioz e Guieysse 2006). Além disso, pode melhorar a perfomance do
sistema na remocdao de nutrientes, uma vez que as microalgas sdo capazes de absorver os nutrientes
do meio para seu crescimento.

A partir desta vertente, Li et al. (2015) evidenciaram que, mesmo sem a inoculo de
microalgas, foi observado o aparecimento destas na superficie granular em fotobioreatores em
bateladas sequenciais, comprovando o sucesso da formacdo do consorcio granular aerébio algal-
bacteriano. Mais a frente, Liu et al. (2018) obtiveram excelentes resultados, principalmente na
remocdo de nitrogénio e fésforo com 50,2% e 34,7%, respectivamente, quando cultivaram
microalgas Chorella sp. e Scenedesmus sp. para atuar no consércio com LGA. Garcia et al. (2018)
inocularam Chlorella sp., Acutodesmus obliquus e Oscillatoria sp. no tratamento do efluente de
suinocultura em fotobiorreatores, e constataram remocao de nitrogénio e fésforo superior a 82% e
90%, respectivamente. Li et al. (2018) cultivaram Coelastrella sp. para intensificar na remocéo de
nutrientes do efluente de um disgestor anaerdbio de suinocultura, e a média da eficiéncia de
remocéo de fdsforo total e nitrogénio amoniacal, foi de 79% e 80%, respectivamente.

O grupo de Saneamento Ambiental da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) tem
avancado significativamente nos estudos sobre LGA, desenvolvendo pesquisas desde 2013 com
reatores em bateladas sequenciais de escala piloto tratando esgoto doméstico real de baixa carga
organica. Ao longo dos 7 anos de estudo, diferentes condigOes operacionais foram testadas para
avaliar a formacdo granular (troca volumétrica, velocidades ascensionais do ar, duracdo da fase
anoxica/anaerébia) (Aratjo, 2016; Alves, 2017; Silva, 2017; Sales, 2018; Dantas, 2018).
Entretanto, este estudo é o pioneiro do grupo de Saneamento Ambiental a desenvolver o consércio
granular algal-bacteriano, denominado fotogranulo aerdbio.

A proposta deste estudo é desenvolver uma tecnologia de tratamento de esgoto para as
condicdes reais do Brasil, que sustente uma condicdo de mitigacdo de gases de efeito estufa e a
diminuicdo dos custos de aeracdo artificial, além da produzir uma biomassa biologica capaz de
produzir bioenergia. Nesse contexto, teve como objetivo avaliar as caracteristicas e a perfomance

do consércio granular alga-bactéria, inoculando a mistura de lodos ativados com a microalga alvo
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(Chlorella vulgaris). Para tanto, o experimento foi planejados em trés etapas, sendo elas: (i) cultivo
da microalga Chorella Vulgaris isoladamente em meio de cultura Provasoli, (ii) aclimatacdo do
lodo coletado na Estacdo de Tratamento de Esgoto Janga — PE, com o efluente sintético utilizado
no presente estudo, (iii) cultivo do fotogranulo aerébio em fotobiorreatores em bateladas
sequenciais com ciclos de 4hrs, aplicando trés condi¢des operacionais para viabilizar a remocéo de

nutrientes e matéria organica.

1.1 OBJETIVOS GERAL E ESPECIFICOS

O objetivo geral deste estudo foi estabelecer condi¢des operacionais para o desenvolvimento
de fotogranulos aerdbios em fotobioreatores em bateladas sequenciais em escala de bancada,
visando a remocdo de nutrientes e matéria organica tratando esgoto sintético de baixa carga
organica.

Como objetivos especificos, relacionam-se:

» Acompanhar 0 aparecimento das espécies de microalgas, e associd-las & formacdo dos
fotogranulos aerdbios;

* Avaliar a influéncia do tempo de alimentagdo anaerébia/andxica na formagdo do consorcio
granular aerdbio;

« Investigar o efeito da relacdo C:N na remocdo de nitrogénio e matéria organica;

* Analisar o impacto da varia¢do da carga organica e da concentracdo de oxigénio dissolvido

na remoc&o de nitrogénio.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

Atualmente, existe uma grande variedade de tecnologia que pode ser aplicada no tratamento
de aguas residudrias, com intuito de obter eficientes remocdes de nutrientes e matéria organica.
Estas podem ser divididas em sistemas anaerdbios e aerobios. O tratamento anaerébio € muito
comum no Brasil, e consiste na conversdo do carbono organico em compostos energéticos, como
biogas, permitindo a recuperacao de energia elétrica. Apesar disto, ndo ha remocéo eficientemente
de nutrientes, necessitando de outros processos de pds tratamento.

A remocdo de nutrientes pode ser feita tanto por processos bioldgicos, associando ambientes
aerobios com ambientes anaerdbios/andxicos, para auxiliar no processo de nitrificacdo e
desnitrificacdo; como por processos quimicos, principalmente por precipitacdo com sais de
aluminio ou férrico. Uma desvantagem do processo quimico é a producdo de lodo carreado com
altas concentracdes de produtos quimicos (Gongalves et al., 2017).

O tratamento biologico por via aerdbia, por sua vez, possibilita a obtencéo de altas remogdes
de matéria organica e nutrientes. Um dos tratamentos mais bem conhecidos € o sistema de lodos
ativados, que é composto por um tanque de sedimentacdo primario, um reator aerobio e um tanque
de sedimentacgdo secundario. A eficiéncia de remocao de nitrogénio nesse sistema € alta, devido a
oscilacdo dos ambientes aerdbios, anaerébios e anoxicos, porém requer muita area para sua
instalacdo e grande disponibilidade de energia, resultando num maior custo operacional. Além
disso, este sistema ndo apresenta boa performane na remocao de fésforo. Para tanto, ha necessidade
de investimento na busca de otimizacdo dos processos, como reducdo da area para construcdo e do
consumo energético, além de exibir excelente performance na remocao de nutrientes e matéria

organica.

2.1 LODO GRANULAR AEROBIO (LGA)

Visto a necessidade de implantagdo de estruturas mais compactas, surgiu a tecnologia do
LGA, que promove o tratamento de esgoto e separacdo da biomassa do efluente tratado em um
anico compartimento, reduzindo em 70% da area requerida para implantacdo, quando comparada
com o sistema de lodos ativados (Franca et al., 2018). Ha algumas décadas, os granulos aerobios

foram primeiro vistos num biorreator aerébio de manta de lodo ascendente (Mishima e Nakamura,
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1991), conhecidos como auto-agregado sob condigdes aerdbias, formados por microrganismos,
sem a necessidade de adicdo de um material suporte (Franca et al., 2018), com presenca de
microzonas aerdbias, andxicas e anaerdbias, além de permitir o desenvolvimento de organismos
acumuladores de fosforo (PAO) e acumuladores de glicogénio (GAO), como mostra a Figura 1.
Desta forma, € possivel a remocao simultanea de nitrogénio, fosforo e matéria organica (de Kreuk
etal., 2006). Geralmente, os granulos aerobios sdo cultivados em reatores em bateladas sequenciais
(RBS), que acomodam todos as etapas do sistema de lodos ativados em um Unico compartimento
(Gaoetal., 2011).

Figura 1 - Representacéo gréafica da distribuicdo dos microrganismos no interior do lodo granular aerébio

® Nitrificantes
® Desnitrificantes
® PAOS

Fonte: Nancharaiah e Kiran Kumar Reddy, (2018)

A formacéo do granulo aeroébio é influenciada por varios condi¢6es operacionais e hidraulicas,
como composi¢do do substrato, carga organica aplicada, forca de tensdo de cisalhamento, tempo
de sedimentagdo. Além disso, foi observado que o cisalhamento hidroniménico influencia na
producéo de substancias poliméricas extracelulares (EPS), que auxiliam na intera¢cdo microbiana,
induzindo o inicio do processo de granulacdo. Essas substancias formam uma pelicula composta
por polissacarideos e proteinas.

O cultivo dos granulos aerobios pode ser realizado com sucesso sob aplicacdo de diferentes
substratos, como glicose, acetato, etanol, fenol (Rollemberg et al., 2019). Esses autores afirmam

que os granulos aerdbicos alimentados com glicose exibem uma estrutura filamentosa, enquanto
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os granulos aerdbicos alimentados com acetato apresentam uma estrutura bacteriana néo
filamentosa e compacta na qual uma espécie semelhante a uma haste predomina. Além disso, sabe-
se que os granulos aerobicos podem ser cultivados sob diferentes taxas de carga organica (2,5-15
kg DQO/ mi.d) (Liu e Tay 2004). Porém, as pesquisas desenvolvidas sobre LGA, pelo grupo de
Saneamento Ambiental, cultivaram granulos aerébios operando RBSs tratando esgoto doméstico
real de carga organica variando entre 0,8-1,8 kg DQO/m3.dia, sob clima tropical (29+2°C) (Araujo,
2016; Alves, 2017; Silva, 2017; Sales, 2018).

Uma das vatagens do LGA ¢é a excelente capacidade de sedimentacdo. Devido a formacéo
granular bacteriana, a biomassa apresenta excelente capacidade de separacdo do liquido,
produzindo um efluente livre de sélidos. Outra vantagem € a economia energética, quando
comparado com o sistema de lodos ativados. Na busca de maior eficiéncia energética, muitos
cientistas estdo aplicando aeracdo intermitente na etapa de reacdo do RBS, em que é diminuido o
consumo energético sem prejudicar a eficiéncia do sistema (Mosquera-corral et al., 2005). Além
disso, a interacdo de microrganismos autotroficos com bactérias heterotréficas vem emergindo de

forma a diminuir a necessidade de aeracdo artificial (Tang et al. 2016).

2.2 TRATAMENTO BIOLOGICO DE EFLUENTES POR MICROALGAS

A utilizacdo de microalgas no tratamento de esgoto é uma abordagem promissora para a
implementacdo de uma tecnologia sustentavel, no ponto de vista econdmico, ecoldgico e social
(Wilson et al., 2014). Uma das primeiras aplicacdes destas como tratamento terciario ocorreu na
década de 70 por McGriff & McKinney (1972), porém devido a excelente performance no
tratamento do esgoto, podem ser eficientemente utilizadas no tratamento secundario.

Além da excelente performance na assimilacdo de nutrientes, a biomassa algal possue alto
teor lipidico intracelular, possibilitando a geracao de produtos de valor agregado (Du et al., 2019).
Porém, devido ao pequeno tamanho e baixa sedimentabilidade das microalgas, é muito dificil
promover a separacdo destas do efluente tratado sem a introdugdo de métodos de colheita, adsorgao,
centrifugacdo, filtracdo com membranas, flotacdo, aprisionamento celular dentro de uma matriz
polimérica (normalmente alginato), dentre outros (Tao et al., 2017). O uso destes ja demonstrou
aumento das produtividades de biomassa e pigmento e lipidios contetido (Christenson e Sims

2011). No entanto, 0s custos onerosos associados a etapa de colheita podem ser um fator limitante
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quando o objetivo é a utilizacdo da biomassa algal na produgéo de produtos de valor agregado. Por
este motivo, altualmente esta sendo extensivamente aplicada a biofloculacdo das microalgas, e
consite na aderéncia das algas a superficie de lodo floculento (Li et al., 2011) ou granular (Chandra
et al.,, 2019; Ummalyma et al., 2017), formando agregados, sem a necessidade da adicdo de
produtos quimicos (Abinandan e Shanthakumar 2015).

Dentre as espécies de microalgas utilizadas no tratamento de esgoto doméstico, vém
mostrando melhor desempenho as microalgas verdes (Chlorella sp. e Scenedesmus sp.), devido a
maior capacidade simultdnea de absorcdo de nitrogénio, fosforo e matéria orgéanica carbonacea,
além de atingirem maiores taxas de crescimento (Hoh, Watson e Kan, 2016).

Porém, além do florescimento de microalgas verdes, as cianobactérias tendem a se
desenvolverem excessivamente em ambientes com excesso de nutrientes sob iluminagdo. Este
aparecimento é causado por uma interacdo complexa de altas concentrac@es de nutrientes, luz solar,
temperatura quente, turbidez, pH, condutividade, salinidade, disponibilidade de carbono e agua de
fluxo lento ou estagnada. cianobactérias em agua doce ou salobra resultam em odor e sabor
desagradaveis e perda de valor recriador e de pesca. As cianobactérias sdo bactérias Gram-
negativas capazes de produzir uma ampla gama de toxinas, denominadas cianotoxinas (Arias et al.,
2019), podendo ser ou ndo tdxicas em mamiferos, incluindo humanos. Essas cianotoxinas incluem
peptideos ciclicos e alcoois. Devido a inlmeras espécies de cianobactérias existentes, sabe-se que
possuem microorganismos produtores ou ndo de cianotoxinas (Santos, 2014). E os principais
microorganismos responsaveis pela producdo de cianotoxinas sdo Ana-baena, Aphanizomenon,
Cylindrospermopsis, Lyngbya, Microcystis, Nostoc e Oscillatoria (Planktothrix) (Carmichael e
Carmichael 2012). Geralmente, as toxinas sdo liberadas para 0 meio ambiente através da lise
celular, assim, as cianobactérias, em situacdes de lise celular, liberam quantidades excessivas de
toxinas que podem ser dificeis de remover por tratamento de 4gua potavel (Apeldoorn et al., 2007).

Independetemente da espécie de alga desenvolvida no sistema, alguns requisitos sao
essenciais em suas taxas de crescimento, como: (i) iluminagdo, em que esta fonte de energia é usada
para converter carbono inorganico em carbono organico, (ii) nutrientes (principalmente nitrogénio
e fosforo), e (iii) disponibilidade de CO..
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2.3 INFLUENCIA DE PARAMETROS AMBIENTAIS NO CRESCIMENTO DAS
MICROALGAS

Um ambiente eutrofizado é repleto de microalgas, pois devido a insercdo repetina de elevadas
concentracBes de N e P, os microrganismos fotoautotroficos assimilam esses nutrientes para seu
crescimento. Os elementos essenciais para o crescimento de microalgas sdo carbono, nitrogénio e
fosforo, além de alguns oligoelementos, incluindo enxofre, potassio, célcio, magnésio, sédio,
aluminio, silica, ferro, cobre e zinco, que também sdo essenciais, mas raramente afetam na taxa de
crescimento destas (Liu et al. 2018).

A guantidade de nitrogénio e fosforo (baseado no peso seco) numa célula algal em um sistema
de biofilme variaem 2,9% - 7,5% de N, e 0,3% - 2% de P (Kesaano e Sims, 2014). As microalgas
verdes preferem a forma de amonio, seguida de nitrato. Por sua vez, as algas verdes-azuladas, as
cianobactérias, preferem assimilar nitrato, seguido de amonio (Arias et al., 2019). O fdsforo € outro
nutriente importante para as algas, como uma forma inorganica de fosfato (H.PO™ e HPO42). A
absorcdo € iniciada por hidrolise com a acao das enzimas fosfoesterase ou fosfatase. A quantidade
de fésforo inorgénico requerida pelas algas varia entre as espécies. Por isto, sob a presenca de luz,
as microalgas sdo capazes de se desenvolverem nas aguas residuérias absorvendo nutrientes e
outros compostos organicos, no qual tornam-se constituintes celular, como lipidio e carboidrato
(Wang et al., 2019).

A taxa de crescimento de microalgas € influenciada por fatores fisicos, como luz e
temperatura; quimicos, como nutrientes, diéxido de carbono, pH; biolégicos, como competicédo
entre espécies, pastoreio de animais, infeccBes por virus; e operacionais, como o design do
biorreator, mistura e taxa de diluicao.

As espécies de microalgas sao fotoautotroficas, ou seja, a energia das células € obtida através
da luz, e convertida em energia quimica na fotossintese. Porém, algumas microalgas podem utilizar
carbono organico no crescimento celular, denominadas fotoheterotréficas ou mixotroficas (Lee et
al., 2016). O crescimento mixotréfico é uma variante do regime de crescimento heterotrofico, em
que CO; e carbono orgénico séo assimilados e 0 metabolismo respiratorio e fotossintético operam
simultaneamente (Cuellar-Bermudez et al., 2017). A relacdo entre intensidade da luz e crescimento

celular fotoautotrofico é bastante complexa.
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Ainda ndo se sabe a intensidade luminosa ideal para a taxa de crescimento da biomassa
microalgal. Mufioz e Guieysse (2006) relataram que a atividade algal aumenta com a intensidade
da luz de até 200400 uE/m2.s. Além disso, a auséncia de luz ou baixa intensidade luminosa
também pode diminuir a eficiéncia da fotossintese e levar a condi¢do de anaerobiose no sistema
(Mufioz e Guieysse, 2006). Meng et al. (2019) reportaram que a maxima producdo de biomassa
algal foi sob intensidade luminosa de 250 umol s*. Atta et al. (2013) atribiram a maior produgio
de biomassa algal e teor lipidico ao reator sob intensidade luminosa de 200 umol 2 s%, e o contrario
aconteceu nos reatores sob iluminagdo de 100 e 300 pmol 2 s, indicando que um excesso de luz
pode levar a fotoinibicéo.

A temperatura é diretamente relacionada com a intensidade luminosa. Mufioz e Guieysse
(2006) relataram que a temperatura excessiva pode ocorrer em altas intensidades de luz e altas
concentracOes de biomassa, pelo fato das microalgas converterem uma grande fracéo da luz solar
em calor. Porém, por ser um tratamento ainda complexo, ainda nédo sabe se existe uma temperatura
ideal que favoreca a taxa de crescimento das microalgas. Mesmo assim, foi observado que o
aumento da temperatura é diretamente proporcional a taxa de crescimento dos microganismos
autotréficos (Mata, Martins, e Caetano 2010).

Outro parametro fundamental no controle das atividades microalgais é o pH, ja que pode afetar
na taxa de crescimento de microalgas e na composicao das espécies. A assimilacédo fotossintética
(captacdo de CO: pelas algas) podem aumentar o pH a 10-11 (Jia e Yuan, 2017). Para tanto, 0s
efeitos da alteragcdo do pH influencia na atividade microbiana, como modificacbes no CO2/HCOs’
/CO32 e NHa/NH4". Além disso, o pH também influencia a remog&o de nitrogénio e fosforo, via
volatilizacdo do amonio ou precipitacdo do fésforo em altos valores de pH (9-11) (Mufioz e
Guieysse 2006).

O processo de fotossintese é o principal mecanismo de producdo de oxigénio dissolvido nos
sistemas de tratamento com microalgas. A concentracdo de OD depende da concentracdo das
microalgas, intensidade da luz e da temperatura. Em sistemas com iluminacdo natural, como é o
caso das lagoas de alta taxa, a concentracdo de OD atinge um valor maximo durante o meio dia e
depois diminui & medida que a luz e a temperatura diminuem (Arcila Buitron, 2017). J& para os
sistemas com iluminagdo artificial, a concentracdo de OD varia com o periodo claro e periodo

escuro adotado no sistema, geralmente 12 h claro: 12h escuro (Lee et al., 2015).
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2.4 INTERACAO ALGA-BACTERIA

O consorcio alga-bactéria esta sendo cada vez mais discutido, uma vez que o agregado algal-
microbiano apresenta peso suficiente para a sedimentacdo simultanea de ambos microrganismos
(Christenson e Sims, 2011). As intera¢cdes de microrganismos fotoautotroficos e bacterianos, no
processo de tratamento de aguas residudrias, podem ser uma relacdo simbidtica. As microalgas
fornecem o O necessario para as bactérias heterotropicas degradarem poluentes organicos,
enquanto as bactérias, pela acdo da enzima Carbonic anhydras (CA), liberam CO; proveniente do
processo de respiragdo, em que sdo assimilados na forma de HCO3™ pelas microalgas (Kampschreur
et al., 2009). Assim, a interacdo alga-bactéria sustenta uma condi¢do de mitigacdo de gases de
efeito estufa e a eliminacdo dos custos de aeracdo, além da producao da biomassa algal que pode
ser utilizada na producéo de bioenergia e produtos de alto valor agregado (Kwon et al., 2014). O
consorcio de bactérias e microalgas pode ser desenvolvido em diferentes tipos de sistemas, como
lagoas de algas de alta taxa (Arcila e Buitron 2017), sistemas de fluxo continuo (Ji et al., 2018) e
fotobiorreatores fechados (Liu, L et al., 2017).

Lagoas de alta taxa (LAT)

William J. Oswald desenvolveu em 1991 um sistema de Lagoas de Alta Taxa, afim de
maximizar a produtividade da biomassa algal. Este sistema assemelha-se ao tratamento por lagoas
de estabilizacéo (Picot et al., 1991), e consiste em um sistema aberto com introducgéo de iluminacéo
natural, operadas com rotores para dar movimento a massa liquida (Figura 2(a)). Além disto, as
LAT podem ser consideradas fotobiorreatores abertos que combinam o tratamento de esgoto e

produtividade de microalgas (Garcia et al. 2006).
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Figura 2 - Sistema de () lagoas de alta taxa para producéo de biomassa algal e (b) biogranulos a partir do
consorcio alga-bacteriano

Fonte: Sutherland et al., 2020; Arcila e Buitron, 2017

Além da producdo de biomassa algal, o crescimento de bactérias heterotréficas também ocorre
nas LAT, promovendo interacdo entre biomassa floculenta com microalgas. Além disso, Arcila e
Biutrén (2017) inocularam lodos ativados na LAT, e desenvolveram biogranulos, com ¢>5,0 mm
(Figura 2 (b)).

Reatores de Fluxo Continuo (RFC)

Os reatores de fluxo continuo possuem menor custo de instalagdo, quando comparados com 0s
fotobioreatores em bateladas sequenciais, e operagdo, além de apresentarem uma operagdo mais
simples (Ahmad et al., 2017). Contudo, a etapa de colheita da microalga é realizada no tanque de
sedimentacéo introduzido como poés-tratamento de um RFC (Tiron et al. 2018). Visto isso, tem-se
que um fator fundamental no funcionameno de RFC é o tempo de detencéo hidraulica (TDH). Altos
TDHs resultam em maiores custos, o que pode ser resultado de baixa concentragdo de biomassa
em suspensao no sistema. Ahmad et al. (2017) introduziram uma tela para reter a biomassa que
seria lavada pelo RFC, favorecendo o desenvolvimento de fotogranulos aerdbios, provenientes de
indculo de lodo granular com microalga.

Neste sistema, é necessario maior controle, afim de garantir a integridade estrutural da
biomassa em sua forma estratificada (Corsino et al., 2016). Outro aspecto importante nos RFC é a
concentracdo de OD injetado no sistema, por permitir o desenvolvimento de bactérias

heterotroficas, propiciando a ocorréncia de processos bioldgicos aerdbios.
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Fotobioreatores em bateladas sequenciais (FRBS)

Para tanto, estudos tém focado no desenvolvimento de agregados de lodo granular aerobio e
microalga cultivados em fotobioreatores em bateladas sequenciais (FRBS) (Gao et al., 2011),
denominados fotogrénulos aerébios. Os FRBS utilizam ciclos de enchimento, reacéo,
sedimentacdo e esvaziamento de efluente, ainda podendo ser adicionadas fases anaerdbias e
anoxica (Ji et al., 2018), igualmente aos reatores em bateladas sequenciais (RBS), porém
necessitam estar expostos a iluminagao.

A fase de enchimento, consiste na entrada do esgoto bruto no sistema por bombeamento ou
gravidade. Esta etapa pode ser realizada de forma ascendente ou descendente. A inclusdo da fase
anaerdbia/andxica durante a alimentacdo do reator com o afluente apresentou resultados
satisfatérios na desnitrificacdo e remocdo de fésforo (Pronk et al., 2015). Nesta etapa ocorre 0
processo de desnitrificacdo, devido a remanescéncia do nitrito/nitrato do ciclo anterior.

A fase de aeracdo no cultivo de LGA ocorre unicamente por meio da insercdo de oxigénio
artificial, para que ocorram 0s processos biologicos aerdbios. Porém, muitos sistemas com
consorcio algal-bacteriano utilizam o oxigénio produzido pelas microalgas durante a fotossintese
para a realizacdo dos processos aerdbios (Butler et al., 2016). Devido a concentracdo significativa
de microrganismos fotossintéticos, o consércio alga-bactéria pode produzir fotossinteticamente O;
necessario para a oxidacdo da matéria organica e a nitrificacdo. A ocorréncia desses processos em
sistemas compostos unicamente por lodo granular é tida exclusivamente pelo fornecimento de
aeracgdo, resultando num maior uso de energia (Milferstedt et al., 2017). Enquanto, estudos com
aeracdo fotossintética apresentaram excelentes resultados de remocg@es de nitrogénio amoniacal e
fosforo acima de 90% (Abouhend et al., 2018).

A fase de sedimentacdo consiste na separacao da biomassa do efluente previamente tratado,
enquando a biomassa mais leve e de pior sedimentabilidade permanece em suspensdo.
Semelhantemente ao sistema com lodo granular, a biomassa do consorcio granular apresenta
excelente capacidade de sedimentacdo, produzindo um efluente livre de solidos suspensos (Ahmad
et al., 2017; Liu et al. 2018). Na etapa de descarte, o efluente tratado é descartado, carreando a
biomassa de menor peso que permaneceu em suspensao naquele ciclo (Gao et al., 2011). A Figura
3 resume a formacao do fotogranulo em um FRBS, a partir do inoculo de lodo granular com

microalgas.



29

Figura 3 - Esquematizacdo da formacg&do do consorcio algal-bacteriano
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Fonte: A autora, 2020

2.5 FORMACAO DE FOTOGRANULOS AEROBIOS

A formacdo de fotogrénulos aerdbios foi observada por Park e Dolan (2015) em frascos
selados e ndo agitados expostos a luz natural. Os frascos foram inoculados com lodos ativados, que
apos varias semanas foram transformados em fotogranulos. A diferenca entre o granulo aerébio e
o fotogranulo aerdbio é a presenca de microalgas na camada externa e interna desses agregados.
Porém, também foi observado o aparecimento de microalgas na camada superior dos granulos
aerdbios cultivados em FRBS (Li et al., 2015).

A caracteristica principal do LGA é a capacidade de remover simultaneamente nutrientes e
matéria organica, porém o sucesso operacional deve-se as condi¢Bes operacionais aplicadas, como
o tipo de alimentacdo, duragdo do ciclo operacional, carga orgénica aplicada, tensdo de
cisalhamento, dentre outros (Liu, J. et al., 2017; Ye et al., 2018). O processo de fotogranulagéo,
além destes fatores, depende das espécies de microalgas que sdo desenvolvidas e aderidas a
biomassa. O desenvolvimento do consorcio pode ocorrer a partir da mistura de espécies puras de

microalgas com a biomassa de lodos ativados (Zhang et al., 2018a); promovendo o crescimento
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natural das microalgas no sistema (Syafri et al., 2019); avaliando o desenvolvimento em lagoas de
alta taxa (Arcila e Buitron 2017), dentre outros. Li et al. (2015) associam o desenvolvimento de
autoagregado algal-bacteriano a um processo dinamico dividido em quatro estagios:

Estagio I: As algas sdo aderidas a superficie do lodo floculento pela producédo de EPS ou pela
aderéncia de bactérias filamentosas. He et al. (2018) indicam que a presenca de bactérias
filamentosas agem como pontes e fornecem espaco suficiente para a formacdo e aderéncia das
microalgas nos granulos aerdbios.

Estagio I1: Novas bactérias sdo aderidas as algas, ao passo que novas espécies de microalgas
vao surgindo (Figura 4). Abouhend et al. (2018) reportam que 0 crescimento excessivo da
microalga filametosa, Stigeoclonium sp., promove desintegracdo mais rapida dos fotogranulos, ao
passo que, a ocorréncia de cianobactérias consiste em granulos mais estaveis e menos passiveis a
desintegracdo. Meng et al. (2019) relacionam o efeito da luminosidade com a presenca de
microalgas filamentosas na superficie com granular, auxiliando na perda da estabilidade, formando
granulos menos estaveis e mais propensos a desintegracao. Para tanto, foi evidenciado por Cai et
al. (2019) que a presenca das microalgas filamentosas desempenham papel fundamental no
processo de granulagéo.

Figura 4 - Demonstracdo da interagdo de microalgas com bactérias na formacédo do biofilme granular.
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Fonte: Tiron et al. (2018).

Estagio I11: O agregado algal-bacteriano continua a tomar forma e ficar maior e mais robusto,

além da maior producdo de EPS. Assim como no LGA, na formacdo do fotogranulo aerdbio é
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observada a formacdo de uma matriz de polimeros na regido mais externa do granulo, denominda
substancias poliméricas extracelulares (EPS) (Beun et al., 1999). O EPS é considerado elemento
chave para o entendimento da estabilidade do fotogranulo aerdbio, pois as variagfes nas
concentracOes de proteina (PN) e polissacarideos (PS) alteram as caracteristicas fisico-quimicas da
superficie celular, como carga, hidrofobicidade e outras propriedades (Ji et al., 2018). Syaffri et al.
(2019) associam a maior producdo de biomassa com a assimilacdo do CO; na forma de HCOg3,
depositando-o como uma reserva na forma de EPS. Por este motivo, hd uma maior producéo deste
(Wang et al., 2019), mais especificamente na parcela de proteina (PN), quando comparados a
sistemas de granulos aerdbios, podendo ser o fator responsavel pela diminui¢do da carga negativa
da superficie da célula algal (Zhao et al., 2018).

Estagio 1V: Alcanca-se a estabilidade granular. Com fotogranulos maduros, Meng et al.,
(2019) observaram em seu estudo, que a relacdo simbidtica entre alga e bactéria ndo acontece
somente na superficie granular, mas também nas camadas internas dos granulos. Dada a imensa
diversidade de microalgas e bactérias, as interacfes entre esses microorganismos ainda sao um

campo aberto para futuras pesquisas.

2.6 REMOCAO BIOLOGICA DE MATERIA ORGANICA E NUTRIENTES

Além da melhora na capacidade de sedimentacdo dos microrganismos fotossintetizantes, o
consorcio granular algal-bacteriano pode influenciar na qualidade final do efluente, devido a juncéo
da ocorréncia dos processos de remocao simultdnea de nutrientes e matéria organica nos granulos
aerobios e da absorcao de nutrientes para o crescimento celular das microalgas. Visto isso, a Tabela
1 sintetiza varios estudos que cultivaram fotogranulos aerdbios, realssando os resultados obtidos
sobre a remocéo de nutrientes no tratamento de aguas residuarias. Li et al. (2015) e Huang et al.
(2015) perceberam o desenvolvimento de microalgas na superficie granular operando FRBS
expostos a iluminagdo natural. Esses agregados foram capazes de remover mais de 45% e 95% do
nitrogénio total e matéria organica carbonacea do sistema. Zhao et al. (2018) alcancaram 100% de
nitrificacdo total com consoércio granular com formacdo natural de microalgas. Deste modo, tem-
se que o consorcio entre microalgas e bactérias favorece a remoc¢do de nutrientes e matéria
organica, além das microalgas apresentarem um papel fundamental na formacdo do fotogranulo

aerobio.



Tabela 1 - Resumo de estudos com consércio granular alga-bactéria tratando esgoto sintético.

Nitrogénio Fosforo DQO
Espécie de i - Sistema e Tempo de operagéo
microalgano ~ ~\9uaresiduaria modo Ci (mg/L) %R Ci(mg/L) %R  Ci(mglL) %R  Ref.
: / substrato . dias
sistema operacional (dias)
Formagao Reator em
natural: Esgoto doméstico batelada Zhang
Trebouxiophyceae, sintético / acetato . 120 200 NA: 99,0 16 89,9 1200 96,7 etal.
A g fotosequencial.
Bacillariophyceae de sddio _ 2018a
V=14L
e Chlorophyceae
Reator em
Formacio Esgoto doméstico batelada Li
natural (QN ) sintético / glicose  fotosequencial. 100 100 NT: 46,0 23 45,7 600 96,0 etal.
w e acetato de sodio  Com adigéao de 2015
TiO2.V=14L
Inibigdo
dos PAOs
pela
- Reator em
Formagéo E_sggtp dome_stlco batelada presenca Huang
sintético / glicose . 100 100 NT: 40,7 - 45,4 10 de 4cido 600 95,2 etal.
natural (N.I.) P fotosequencial. .
e acetato de sddio - nitroso 2015
V=14L -
livre. Cf
de PT >
5,6 mg/L
Formagéo
n.atu ral: Esgoto doméstico Reator em He
Diatomea, R batelada
sintético / acetato . 7 20 - 5 - 200 - etal.
Chlorophycea, de sodio fotosequencial. 2018
Chrysophycea, V=36L
Trebouxiophycea
Formagéo Esgoto doméstico Reator de Ahmad
natural: sintético / acetato  fluxo continuo. 120 100 NT> 76,0 10 50% 300 96,0 etal
Phormidium sp. de soédio V=10L 2017
Formacio Esgoto doméstico Rt:e;te(i;g;n Nitritagdo e Zhao
natural E;N ) sintético / acetato fotosequencial 55 50 Nitratacao: 10 - 400 96 etal.
. de sodio vesgL " 100,0 2018

Fonte: A autora, 2020. NI= No indentificado; Ci= Concentraco inicial; R= Eficiéncia de remogéo; Ref.=Referéncias bibliograficas. Cf=concentragio final
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Carbono
As microalgas assimilam carbono inorgéanico na fotossintese. A energia solar € convertida em
energia quimica tendo oxigénio (Oz2) como subproduto e, numa segunda etapa, 0 energia quimica
é usada para assimilar dioxido de carbono (COz) e converta-o em agUcares (Equagéo 1).
6 H,0 + 6 COz + luz = CeH1206 + 6 O3 1)

Além disso, o pH influencia as formas de carbono fixadas pelas microalgas em valores baixos
de pH (5,0-7,0), a fixagao ocorre por difusdo, enquanto para valores mais elevados de pH, o HCOs’
(bicarbonato) promove o transporte ativo para as células microalgais. Este processo é 0 mais
comum em sistemas de tratamento de esgoto. Uma vez dentro do células, o HCOz3 é convertido a
CO2 que pode ser fixado através do rubisco (Ribulose Bifosfato Carboxilase Oxigenase),
produzindo duas moléculas de um composto de 3 carbonos (3-fosfoglicerato) (Cameron et al. 2013;
Kerfeld et al., 2018). A Figura 5 demonstra o processo de fixacdo do carbono pelas células
microalgais.

Figura 5 - Fixacdo do carbono pelas células microalgais.
Carboxysomes
HCO

=

Fonte: Kerfeld et al. (2018).

Embora as microalgas sejam principalmente autotroficas, algumas sao heterotréficas, usando
apenas carbono orgéanico (acetato, glicose, glicerol ou etanol) como fonte de carbono, enquanto
outras sdo mixotréficas, podendo usar carbono organico, além de CO2, assim tanto 0 mecanismo

respiratorio quanto o fotossintético podem ocorrer (Razzak et al, 2013).
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Nitrogénio

A associagdo das microalgas com o nitrogénio é a assimilacao deste utilizado no crescimento
algal, seja nitrogénio organico ou inorganico. Para assimilar o nitrogénio inorgénico, os ions
NO2e NO devem ser reduzidos a amonio pela Nitrato Redutase (NR) e Nitrito Redutase (NiR),
respectivamente. Na primeira etapa (Equacdo 2), NR catalisa a reducdo de N-NO3  em N-NO2
usando Nicotinamida Fosfato De Dinucleotideo De Adenina (NADPH) como agente redutor. Uma

reducéo adicional no N-NHj4 é catalisada pelo NiR (Equagéo 3):

Nitrato redutase (2

NOs + 2H" +2¢e - NOz" + H20
Nitrito redutase (3)

NO, + 8H" +6¢ — NH4" + 2H,0

O N-NH4", resultante da reducdo de N-NOs e N-NOy’, é incorporado nas células microalgais
e convertido em amino&cidos, a partir de glutamato e Trifosfato de Adenosina (ATP) (Equacao 4).
Contudo, a assimilacdo do amonio ndo requer a reacdo redox, ele consome menos energia que a
assimilacdo de nitrito e nitrato (Jia e Yuan, 2017), portanto, o0 amonio € uma das formas mais
preferida de nitrogénio inorgénico para assimilagéo das algas (Zhou, 2014).

Nos sistemas com Lodo Ganular Aerébio, a remocdo do nitrogénio requer dois grupos de
microrganismos: as bactérias nitrificantes e as desnitrificantes. As bactérias nitrificantes néo
precisam de uma fonte de carbono orgénico, porém ha a necessidade de alta concentracdo de
oxigénio. O processo de nitrificagcdo ocorre em duas etapas: nitritagdo, que é a oxidacdo de amonia
em nitrito por Bactérias Oxidadadoras de Aménia (BOA) (Equacdo 4) e a nitratacdo, que é a
oxidacao de nitrito as nitrato por Bactérias Oxidadoras de Nitrito (BON) (Equacao 5) (Metcalf e
Eddy, 2016).

NHs* + 1,502 > NOz + Hz0 +2H* (4)

NO2 + 0,502 - NO3 )
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As BOA encontradas em sistemas de tratamento de esgoto pertencem aos géneros
Nitrosomonas e Nitrosospira, e as principais BON fazem parte do género Nitrobacter e Nitrospira
(Metcalf e Eddy, 2016). A Figura 6 esquematiza os processos de nitrificacdo e desnitrificagdo
simultanea (NDS) realizados no interior da biomassa granular aerébia. Todos os processos de
remog&o de nitrogénio ocorrem dentro da estrutura granular, devido a formagdo de microzonas
aerdbias, anaerdbias e andxicas (Gao et al., 2011). Porém, devido as condi¢bes operacionais
aplicadas, a nitrificacdo pode ndo ocorrer completamente, denominada nitrificagdo parcial, em que
ocorre somente a etapa de oxidacdo da amonia a nitrito. Quando favorecido este processo, é
possivel reduzir em até 40% o consumo de oxigénio dissolvido no meio (Eldyasti e Soliman, 2016).
Além disso, a taxa de crescimento celular das bactérias nitrificantes é baixa, sendo necessaria

elevado tempo de retencédo celular (TRC>4 dias) (Bassin, 2012).
Figura 6 - Mecanismos de nitrificacdo e desnitrificagdo simultanea no interior da biomassa granular.

N
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Fonte: Nancharaiah e Reddy (2018).

No processo de desnitrificagdo, o nitrato € reduzido a N2, por bactérias desnitrificantes, porém
pode ser que a reducdo alcance somente intermediarios gasosos como o 6xido nitrico (NO) ou
oxido nitroso (N20) (Equacéo 6). A fonte de carbono é utilizada como doadora de elétron a etapa
de desnitrificagdo (LU et al., 2014). Além disso, a desnitrificacdo ocorre em ambientes anoxicos,
com baixa concentracdo de OD (1 mg/L ou ainda inferiores). Ressalta-se que a desnitrificacéo
também pode ocorrer parcialmente, com a reduc¢do de nitrito a N2 (Equacédo 7) (Eldyasti e Soliman,
2016).
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NOs - NOz - NO - N2O - Nz (6)

NO; = NO > N20 > N3 (7)

Fosforo

O fésforo é outro macro-nutriente essencial para a crescimento, que é absorvido pelas algas
como ortofosfato inorganico (PO4?). A transferéncia de energia e a sintese de &cidos nucleicos é
causada por este nutriente, que entra nas células microalgais através do transporte ativo nas formas
de H2PO4 e HPO4, a0 passo que a assimilacdo destes compostos organicos € realizado através
dos seguintes processos: (i) fosforilacdo ao nivel do substrato; (ii) oxidativo fosforilacdo; e (iii)
fotofosforilacdo. Nestes processos 0 ATP é produzido a partir de Adenosina Difosfato (ADP) e
uma energia entrada (Equacdo 8) (Gongalves et al., 2017).

(8)

Energia

ADP + Pi ATP

A remocdo de fdsforo é realizada através do processo Enhanced Biological Phosphorus
Removal (EBPR), que consiste na utilizacdo de PAO (organismos acumuladores de polifosfato, do
inglés, polyphosphate accumulating organisms). Esses organismos capturam fosfato do meio sob
a alternancia de condicgdes anaerobias e aerobias.

Sob condicdo de anaerobiose, os PAO sdo capazes de absorver acidos graxos volateis (AGV)
e armazené-los intracelularmente na forma de polihidroxialcanoatos (PHA). O potencial de reducao
requerido para a formacdo de PHA provém da glicolise do glicogénio armazenado. A insercédo de
periodos de anaerobiose durante o inicio dos ciclos operacionais nos RBS estimula o crescimento
dos PAO, melhorando a remocao de fésforo.

Como etapa subsequente, durante a reacdo aerdbia, os PAO utilizam o PHA anteriormente
armazenado como fonte de energia para seu crescimento celular (OEHMEN et al., 2007). Desse

modo, o fosforo é removido das aguas residudrias através de sua incorporacédo a biomassa.
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3 METODOLOGIA

O sistema experimental foi conduzido no Laboratorio de Saneamento Ambiental (LSA),
localizado no Centro de Tecnologia e Geociéncias (CTG) da Universidade Federal de Pernambuco
— UFPE durante 180 dias (Maio a Novembro de 2019). A Figura 7 mostra o delinhamento
operacional do experimento dividido no pré-experimento e nas trés fases. O pré-experimento durou
90 dias (Fevereiro - Maio de 2019) que promoveu o cultivo da microalga (Chlorella vulgaris). A
Fase I durou 70 dias (Maio — Agosto de 2019) que consistiu no desenvolvimento dos fotogranulos
aerobios, com relacdo C:N de 4:1, sob diferentes modos de alimentacdo; a Fase Il durou 70 dias
(Agosto - Outubro de 2019) e avaliou a performance do fotogranulo aerébio na remocdo de
nutrientes e matéria organica com relacdo C:N de 8:1, e a Fase Ill durou 42 dias (Outubro —
Novembro de 2019), investigou o efeito da carga organica (1,7 kg/m3.dia) e da taxa de aeracao
(Vas: 0,3 cm/s) na eficiéncia de desnitrificagao.

Figura 7 - Resumo esquematico das principais etapas metodoldgicas do trabalho de pesquisa.

Cultivo da microalga — Chlorella vulgaris Pre-experimento
ga g —1
l a0 dias
Avaliagao do tempo de alimentagdo FASEI
anaerobia na formagao granular — :
70 dias
D = I = FASE I
Avaliagao da relagao C:N na remogao de
matéria organica e nitrogénio = 70 dias
Avaliagio da irrllui-nfia da carga cfrginica FASE Il
da taxa de aeragao na eficiéncia de
desnitrificagao — 42 dias

Fonte: A autora, 2020.
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3.1 CULTIVO DA MICROALGA — CHLORELLA VULGARIS

O cultivo da microalga Chlorella vulgaris foi feito no préprio Laboratério de Saneamento
Ambiental (LSA-UFPE), sob temperatura de 20+2°C e iluminacdo artificial (fita LED) com

intensidade luminosa de 20+4 pmol/m2.s™ (Figura 8).

Figura 8 — Procedimento do cultivo da microalga Chlorella vulgaris em sala fria.

Fonte: A autora, 2020.

A espécie cultivada para o presente estudo foi a Chorella vulgaris, do grupo Chlorophyta, de
habitat dulciaquicola, cuja cepa utilizada foi do banco de cepas do Laboratorio de Producéo de
Alimento Vivo (LAPAVI), localizado no Departamento de Engenharia de Pesca e Aquicultura
(DEPAC) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). A cepa foi mantida em
incubadora (Caltech mod. EI-08F1-AF), sob temperatura de 20£1°C e iluminacdo constante. As

cepas eram replicadas com agua autoclavada mensalmente para sua preservacao (Figura 9).

Figura 9 - Esquema de repicagem das cepas de microalgas

Tubo de m:lsaio (10mL) Erlenmeyer de 125mL Erlenmeyer de 250 mL
LmL de |:m|::roalga. Lz ’ 10 mL de microalga N 100mL do cultivo anterior
i__" ami. de agua de diluicéo 90 mL de dgua de diluicio 100 mL de égua de diluigio
0,01mL de meio provasoli . .
Cepa 0 P 0,125 mL de meio provasoli 0,250 mL de meio provasoli
Frasco de 2L Frasco de 1L <
1L do cultive anterior 500 mL do cultive anterior Erlenmeyer de. 500 rnL.
1L de dgua de diluigio 500 mL de dgua de diluigio 200mL do cultivo anterior
2mL de meio provasoli 1 mL de meio provasoli SI)Odeeag.uadedllulgfao
0,5mL de meio provasoli

Fonte: A autora, 2020.
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Para o experimento foi requerido 2L do meio cultivado da espécie pura da microalga. O
cultivo durou 3 meses (Janeiro — Marco de 2019). A agua de diluicdo utilizada era a agua destilada
previamente autoclavada. O meio de cultura utilizado foi o Provasoli (Tabela 2), sendo necessario
adicionar 1 mL do meio para cada 1L de cultivo (1:1000). Todas as vidrarias foram autoclavadas
antes de entrar em contato com as microalgas, juntamente com a dgua de dilui¢do. A sala de cultivo
era regularmente higienizada com alcool 70% e hipoclorito de sodio.

Tabela 2 - Composi¢do do meio comercial Provasoli® com vitaminas do complexo B

Composicao Concentracdo
HsBOs 1,93 g/L
FeCls 0,053 g/L

MnS0O..H,0O 0,273 g/L

ZnS04.7H0 0,0367 g/L

C0S04.7H,0 0,008 g/L

Solucéo de EDTA 0,5 M 11,4 mL

Solucéo de vitaminas do complexo B
Biotina (B7) 0,01 mL/L
Cianocobalamina (B12) 0,01 mL/L

Fonte: Adaptado de Provasoli (1958).

O monitoramento da taxa de crescimento das microalgas serve para indicar o quao adaptado
as condigOes do sistema elas estdo. A contagem das células foi feita um dia antes do inicio do
experimento, para quantificar o inoculo. Foi utilizando a camera de Bruker, pois é uma medida
eficiente para entender a taxa de crescimento algal. Utilizou-se a lente 400x para visualizar as
microalgas, e a contagem foi feita conforme a Figura 10.
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Figura 10 - Procedimento de contagem celular algal utilizando a cAmera de Bruker. Exemplo de contagem
da microalga utilizada neste estudo.
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Fonte: Svaldenis (2014).

3.2 SISTEMA EXPERIMENTAL

Foram utilizados dois fotobioreatores em bateladas sequenciais de escala de bancada, R1 e
R2, confeccionados em acrilico transparente. As dimensdes de cada reator foram: 74 mm de
diametro interno, 3 mm de espessura da parede e 1000mm de altura total com um volume de 5,0
L, e volume til de 3,5 L. Para a realizacdo da troca volumétrica do sistema foram feitas duas
saidas, a primeira esta situada a 20 cm da base do reator e a segunda a 40 cm, para maior e menor
troca volumétrica, respectivamente.

Os fotobioreatores foram mantidos sob iluminacdo artificial (lampada fluorescente) com
intensidade luminosa de 140 + 20 umol/m?2.s, dentro de um armario coberto de lona para evitar a
influéncia da iluminacao externa, sob condicédo de fotoperiodo de 12h luz ligada / 12h luz desligada.
As lampadas fluorescentes foram fixadas no armario a 10 cm da parede do reator e a intensidade
luminosa foi medida dentro do armario por um luximetro (Akrom Kr852).A condicdo adotada da
iluminacdo foi baseada nos resultados encontrados por Lee et al. (2015), que ao investigarem 0s
de trés condicdes de fotoperiodos diferentes (12h:12h, 36h:12h, e 60h:12h ciclo escuro:claro) na
remocdo de nutrientes e matéria orgéanica, ficou evidente que as eficiéncias de remocgOes de
nutrientes foram maiores quando o experimento ficou mais tempo exposto a iluminagao (12h:12h—

claro:escuro). A Figura 11 mostra os fotobioreatores em operacéo na condi¢do de fotoperiodo claro.
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Figura 11 - Fotobioreatores em operagao
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Os reatores foram operados sob temperatura de clima tropical (29+2°C). O sistema
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Fonte: A autora, 2020.

operacional era composto por recipiente de armazenamento de afluente e efluente, reator em escala
de bancada, temporizadores, bombas de alimentacdo, bombas de descarte e bombas de aeracao.
Para dar inicio ao ciclo operacional, o efluente doméstico sintético (DQO=400mg/L) era bombeado
por meio de bomba dosadora (HANNA®, modelo BL Black Stone) com alimentagéo lenta,
caracterizando a fase anaerobia/anoxica do sistema. A alimentacdo foi do tipo ascendente, assim,
o afluente entrava em contato com a biomassa ao entrar no sistema. Apds esta etapa, bombas de
aeracdo (Boyu SC-7500) forneceram oxigénio ao sistema, caracterizando a fase aer6bia, para a
ocorréncia dos processos bioldgicos aerdbios. A distribuicdo de ar foi feita por duas pedras porosas
redondas (g=3cm), evitando o acumulo da biomassa na base do reator. Apos a fase de aeracéo, 0s
aeradores eram desligados para favorecer a separacao do efluente tratado da biomassa e o descarte
do efluente era feito por meio de uma eletrobomba de drenagem (CONSUL). O esgoto sintético
era mantido na geladeira a 8 + 2°C e, constantemente, misturado por bomba submersa (Boyu SP-
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500), mantendo-o0 homogenizado. O sistema foi automatizado por temporizadores, e 0 esquema

operacional dos FRBS é mostrado na Figura 12.

Figura 12 — Layout do esquema operacional dos fotobioreatores
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O consorcio do indculo foi obtido pela mistura de lodo aerébio proveniente da Estacdo de

Tratamento de Esgoto Janga, localizada em Pernambuco, de lodos ativados por aeracao prolongada
(biomassa floculenta, SSVLM=4600mg/L, com IVLs= 224 mL/g) e Chlorella vulgaris. A relacéo

da concentragdo de SST de alga:lodo do in6culo foi de 1:5. A escolha da microalga foi baseada no

experimento de Alvarez-diaz et al. (2017), que obtiveram melhores resultados no tratamento de

esgoto de producdo de biomassa algal nos sistemas com inoculo de Chlorella vulgaris.

Diferentemente de alguns autores que inocularam maiores concentragdes de densidade celular e
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Clorofila-a (Li et al. 2015; Tang et al. 2018), este estudo teve como propésito avaliar a capacidade
de desenvolvimento das microalgas no sistema inoculadas sob baixas concentra¢@es no indculo.

A DQO permaneceu igual para todas as fases (400mg/L). Para a FI, foi utilizada uma
concentracdo de 100mg/L de NH4Cl no afluente (relacdo C:N de 4:1), e na Fll e FlII, foi utilizado
50mg/L de NH4CI (relagdo C:N de 8:1). Foi adicionado diariamente carbonato de sédio para
controle do pH, em que se manteve entre 7,2 — 7,6. Os reagentes utilizados na composicdo do
esgoto sintético estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3 - Solucéo de macro e micronutrientes utilizados no esgoto sintético.

Solucéo Reagente Concentracéo (mg\L)
NH.CI 100 - fasefla\:e?IOI —faselle
KH2PO4 10
Macronutrientes MgS0s.7H:0 10
CaCl, 10
Glicose (CsH1208) 400
FeCl,.4H,0 2
ZnCl, 0,050
MnCl;.4H,0 0,500
NiCl,.6H,0 0,142
NaSeO3.5H,0 0,164
Micronutrientes HsBOs 0,050
(1ml de micronutrientes CuClz.2H0 0,038
— 1L de solucéo) CoCl,.6H,0 2
AICl3.6H,0 0,090
(NHa)6.M07024.4H,0 0,050
EDTA 1
Resazurina 0,200
HCI 1

Fonte: Huang et al. (2015).
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3.3 CONDICOES OPERACIONAIS DOS REATORES

Como mencionado anteriormente, os fotobioreatores foram operados em regime de bateladas
sequenciais, com fase de alimentacéo anaerdbia/anoxica, reacdo aerdbia, sedimentacao e descarte.
O experimento durou 180 dias e foi dividido em trés condigdes operacionais (FI, Fll e FIll), como

detalhada a sequir.

Condicao Operacional 1 (FI):

A FI foi iniciada no dia 29 de Maio de 2019 e foi finalizada no dia 08 de Agosto de 2019,
totalizando em 70 dias de operacdo. O objetivo desta condicdo operacional foi investigar o efeito
da duracdo da fase de alimentacdo anaerdbia/andxica na formacgdo granular utilizando esgoto
sintético, bem como avaliar a predominancia das microalgas na superficie da biomassa.

Durante todo o experimento os reatores foram operados em sucessivos ciclos de 4 horas. Nesta
condicéo operacional, os ciclos operacionais do R1 foram divididos em: 40 min. de alimentagdo
anaerobia/andxica, 196 min. de reacdo aerdbia, 3 min. de sedimentacdo e 1 min. de descarte. Ja
para R2 os ciclos foram divididos em: 60 min. de alimentagdo anaerobia/andxica, 176 min. de
reacao aerdbia, 3 min. de sedimentacdo e 1 min. de descarte (Figura 13). A troca volumétrica inicial
foi fixada em 40%.

A relagdo C:N, carga organica e velocidade ascencional foram mantidos iguais para ambos
reatores. O resumo desta condi¢do operacional estd apresentado na Tabela 4. A velocidade
ascensional do ar (Var) adotada foi de 0,5cm/s, resultando numa concentracao de OD na ordem de
6,0-7,0 mg/L. A escolha de adotar essa Var, foi seguida por Zhao et al. (2019) que obtiveram
excelentes resultandos ao utilizar a VVar= 0,55cm/s.

Tabela 4 - Resumo das condicGes operacionais dos reatores durante a FI.

Parametros R1 R2
Alimentacdo anaerdbia (min) 40 60
Relacdo C:N (Fonte de carbono) 4:1 (Glicose) 4:1 (Glicose)
Carga organica volumétrica (kgDQO/m3.d) 1,0 1,0
Velocidade superficial ascensional do ar (cm/s) 0,5 0,5

Fonte: A autora, 2020.
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A utilizacdo de uma alimentagdo lenta anaerdbia de 60 minutos foi reportada por Yuan et al.
(2019), afim de promover a formacdo de microzonas anoxicas no interior do granulo. Além disso,
foi reportado que a alternéncia de condigdes anaerobia e aerdbia favorecem o crescimento de
microrganismos de crescimento lento, tais como nitrificantes e organismos acumuladores de
fosfato, considerados benéficos ao processo de granulagdo por ter positiva influéncia na densidade
e estabilidade granular (De Kreuk e VVan Loosdrecht, 2004).

Condicao Operacional 11 (F11):

A FII foi iniciada no dia 08 Agosto de 2019 e foi finalizada no dia 18 de Outubro de 2019,
totalizando em 70 dias de operacdo. O objetivo desta condicdo operacional foi avaliar o efeito da
relacdo C:N na remocdo de nitrogénio e matéria organica, bem como acompanhar o efeito do
desenvolvimento das microalgas na estabilidade granular.

Durante a FIl, ambos reatores operaram sob 0 mesmo ciclo operacional da Fl. A mudanca foi
realizada na composi¢do do esgoto sintético, alterando a relacdo C:N de 4:1 para 8:1. A escolha
da avaliacdo do efeito da relacdo C:N foi baseada no estudo feito por Zhao et al., (2018a). Esses
autores averiguaram o efeito de diferentes relagdes C:N (8:1,4:1,2:1 e 1:1), e obtiveram excelentes
resultados quando submeteram os fotobioreatores a relacdo C:N de 8:1 e 4:1, porém foi constatado

que € possivel manter a estabilidade fotogranular mesmo com baixa relacdo C:N.

Condicéo Operacional 111 (FI11):

A FIII foi iniciada no dia 18 de Agosto de 2019 e foi finalizada no dia 29 de Novembro de
2019, totalizando em 42 dias de operacéo. O objetivo desta condi¢ao operacional foi avaliar o efeito
do aumento da carga orgéanica volumétrica aplicada e a diminuigdo da concentragdo de oxigénio
dissolvido no sistema e na eficiéncia de desnitrificacdo. Ressalta-se que os ciclos foram igualados,
e consistiam em: 60 min. de alimentacdo anaerobia/andxica, 176 min. de reacdo aerobia, 3 min. de
sedimentacdo e 1 min. de descarte (Figura 13).

A composicéo do afluente continuou igual da FIl, com DQO de 400mg/L e NH4Cl de 50mg/L.
No R1 foi aumentada a troca volumétrica de 40 para 70%, resultando numa carga organica

volumétrica de 1,7 kgDQO/m?3.d. A escolha da troca volumétrica seguiu Liu et al. (2017), sendo
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inicialmente fixada em 40% (FI e FIl) e aumentada para 70% na FlIl. A troca de 40% foi adotada
inicialmente devido a baixa capacidade de sedimentacdo das microalgas. Por outro lado, a troca
volumétrica foi aumentada para 70% pois 0 sistema era constituido por biomassa com excelente
capaciade de sedimentacao.

Iém disso, foi diminuida a velocidade superficial do ar do R2 para 0,3 cm/s, resultando em
4,0-5,0 mg/L a concentracdo de OD no sistema. Esta alteracao objetivou avaliar o desempenho do
reator operando com baixa concentracdo de oxigénio dissolvido. O resumo das condigdes

operacionais adotadas esta na Tabela 5.

Tabela 5 - Resumo das condicGes operacionais do reator durante a Fase IlI.

Parametros R1 R2
Alimentacao anaerobia (min) 60 60
Relacdo C:N (Fonte de carbono) 4:1 (Glicose) 4.1 (Glicose)
Carga organica volumétrica (kgDQO/m?3.d) 1,7 1,0
Velocidade superficial ascencional do ar (cm/s) 0,5 0,3

Fonte: A autora, 2020.

Visto isso, foi discutido que foram abordadas trés condicdes operacionais (FI, FIl e FIII), afim de
compreender melhor a formacdo do fotogranulo aerdbio e seu desempenho no tratamento de
esgoto. A Tabela 6 sintetiza as condi¢Ges adotadas com o0s objetivos adotados. A Figura 13 resume

os ciclos operacionais de cada reator em cada condicdo operacional.

Tabela 6 — Sintese das condicdes estretégicas e objetivos adotados

FI FI1 FI1

Efeito da taxa de aeracéo e da
carga organica aplicada na
eficiéncia de desnitrificacdo

Efeito do modo de
Objetivo operacdo no processo de
fotogranulacéo

Efeito da relacdo C:N no
processo de remocdo de N

Start-up: fotogranulagdo  Caracteristicas fisicas da Caracteristicas fisicas da
Outcome aertdbia e qualidade do biomassa e qualidade do biomassa e qualidade do
efluente efluente efluente

Variaveis C:N, Taxa de aeracdo, Taxa de aeracdo, carga x

A . . ) C/N, modo de operagéo
controlada carga organica aplicada organica aplicada
o Modo de operagéo C:N, Modo de operacéo x
Variaveis : x : < Taxa de aeracgéo e carga
independentes (Tempo de alllr_nentagao (Tempo de qllmenta(;ao organica aplicada
anaerobia) anaerobia)

Fonte: A autora, 2020.
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Figura 13 - Detalhamento dos ciclos operacionais dos fotobioreatores em cada condic¢do operacional.
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Fonte: A autora, 2020.

3.4 METODOS ANALITICOS

A fim de monitorar o desempenho dos reatores, foram realizadas coletas duas vezes por
semana do afluente bruto (inicio do ciclo) e efluente tratado (finalizagéo do ciclo), e uma vez por
semana eram coletadas amostras do afluente bruto, ap6s alimentacdo anaerobia, para verificar o
consumo do substrato, e do efluente tratado. As analises fisico-quimicas eram realizadas no mesmo
dia da coleta, no Laboratério de Saneamento Ambiental (LSA) e as analises de cromatografia eram
enviadas para o Laboratorio de Biologia Molecular e Tecnologia Ambiental (LABIOTA),
localizado no LITPEG, na UFPE. As andlises de nitrato e nitrato foram realizados em

Cromatografia de ions, no equipamento: ICS-2100 da Dionex; coluna analitica : lonPac AS23
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2x250mm. Com pré-coluna; e com fase movel: carbonato de s6dio 4,5mM e bicarbonato de sodio
0,8mM. A Tabela 7 identifica os parametros fisico-quimicos analisados, as amostras e a frequéncia
de analise ao longo do experimento.

O teste t foi 0 método estatistico utilizado neste estudo. O teste foi utilizado para verificar a
influéncia do modo de alimentagdo na remocgao de carbono organico, na remocao de N-NH4*, e na
eficiéncia de desnitrificacdo. Também foi aplicado para avaliar o efeito da carga organica e da taxa
de aeracdo na eficiéncia de desnitrificagdo. Todos os testes foram realizados sob um nivel de
significancia de 95% (p<0,05) e um numero minimo de amostras de n=8 para cada variavel
analisada. A analise estatistica foi realizada no software EXCEL, adicionando o suplemento

“Analise de Dados”.

Tabela 7 - Pardmetros fisico-quimicos monitorados no afluente (AF), apds alimentacdo anaerébia (AN),
efluente final (EF), Licor misto (LM).

Parametros Meétodos de anélise Amostras Frequéncia
ODepH Sonda Multi-pardmetro LM 1x/semana
Temperatura da sala Termodmetro Ambiente Didrio
Demanda Quimica de Colorimétrico AF, EF, AN 2x/semana
Oxigénio
Nitrito (N-NOy) Cromatografia de ions AF, EF, AN 2x/semana
Nitrato (N-NOs’) Cromatografia de ions AF, EF, AN 2x/semana
Nitrogénio Amoniacal Destilagdo/ AF, EF, AN 2x/semana
(N-NH.) Titulométrico
Fésforo Total Colorimétrico AF, EF, AN 2x/semana
Alcalinidade total e Titulométrico AF, EF 2x/semana
parcial
Série de Sélidos Gravimétrico LM 1x/semana

Fonte: APHA, 2002.

3.5 CARACTERIZACAO DA BIOMASSA

A seguir serdo apresentados os métodos utilizados para investigar as caracteristicas fisicas da

biomassa fotogranular formada nos FRBS.
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3.5.1 Indice volumétrico de lodo (VL)

O indice volumétrico de lodo (IVL) foi determinado de acordo com a metodologia proposta
por Schwarzenbeck et al. (2004). As leituras foram realizadas aos 3 e 30 minutos a partir de 1L do

licor misto. O IVL foi calculado de acordo com a Equacéo 9:

VLs 1000 9

IVLt =
vit SST

Onde:
IVLt é o indice volumétrico de lodo sedimentado no tempo t;
VLs é 0 Volume de Lodo Sedimentado (mL/L);
SST ¢ a concentracdo de solidos suspensos totais do licor misto;

t € o tempo de sedimentacao (min).
3.5.2 Granulometria por peneiramento

Para a realizacdo desta analise, foi coletada quinzenalmente 200 mL do licor misto de cada
reator. Foi utilizado um conjunto de peneiras confeccionadas em aco inoxidavel com abertura de
malhas de 0,2, 0,4, 0,6 e 1,0 mm. As peneiras foram empilhadas da menor para maior abertura das
malhas, além de posicionar um recipiente, também de aco, para recolher a biomassa floculenta
(2<0,2 mm). Ap0s isto, a amostra era disposta por esse conjunto de peneira e determinado o SST

de cada parcela de biomassa retida em cada peneira.
3.5.3 Substéncias Poliméricas Especificas (EPS)

O valor obtido no EPS é a soma das fracGes PN (Proteinas) e PS (polissacarideos). A extragdo
do EPS seguiu a metodologia descrita por Arellano-Badillo et al. (2014). E as fracGes de PN e PS
foram extraidas pelo método descrito por Lowry et al. (1951) e Dubois et al. (1956),

respectivamente.



50

3.5.4 Clorofila-a

Clorofila- a ¢ uma medida utilizada que determina se ha presenca de microalga no sistema,
havendo ou ndo sucesso na simbiose. Para determinacédo deste pardmetro, seguiu-se a metodologia
proposta por Tang et al. (2016), em que foi coletado 20 mL do licor misto, centrifugado a 4000rpm
por 10 min. Em seguida foi descartado o sobrenadante e adicionado 20 mL de acetona a 90% e
0,05 g de CaCO3. Agitou-se a amostra no vortex mixer durante 1 min. Apos isto, a suspensédo
formada foi armazenada em 4° C por 24 horas no escuro e a suspenséo centrifugada em 4000 rpm
por 10 min, e entdo o sobrenadante foi utilizado para a determinagédo da concentracgdo de Clorofila-
a no meio. A concentracdo de Cl-a foi medida em quatro comprimentos de onda: 750 nm, 663 nm,
645 nm e 630 nm utilizando o espectofotdmetro ultravioleta (Equacdo 10). Solucdo de acetona a

90% foi ser utilizada como branco.

_ [(11,64 = (OD663 — 0D750) — 2,16 * (0D645 — 0D750) + 0,10 * (0D630 — 0D750)] * V1 (10)
V@

Cla

Onde:

Cl-a (mg/L) é a concentracéo de clorofila-g;

V= volume em litros da amostra coletada;

V1= volume em mL de acetona 90% usada para extracéo;

0OD630 = leitura da densidade 6ptica no comprimento de onda 630nm;

0OD663 = leitura da densidade 6ptica no comprimento de onda 663nm;

0OD645 = leitura da densidade Optica no comprimento de onda 645nm;

OD750 = leitura da densidade 6ptica no comprimento de onda 750nm;
@ = ¢ 0 caminho Optico da cuvetta (cm).

3.5.5 Microscopia
Imagens com ampliacdo de 100x e 400x foram obtidas através da camera BEL view 7.1

photonics acoplada ao microscépio éptico (marca Leica®, modelo MDE) e através da camera do

celular XIAOMI S2 no mesmo microscopio.



3.6 CALCULOS REALIZADOS

Eficiéncia de Remocao

_ (Caf —Cef)

1
T 00

Ef

Onde:
Ef= Eficiéncia de remocao (%)
Ci= é a concentracdo do afluente (mg/L);
Cf:= é a concentrac¢do do efluente tratado (mg/L).

Eficiéncia de desnitrificacéo

NH4af — (NH4ef — NO2ef — NO3ef) .

Edes =
des NH4af

100

Onde:
Edes= Eficiéncia de desnitrificacdo (%)
NH.af= é a concentracéo de nitrogénio amoniacal do afluente (mg/L);
NH.ef= é a concentracdo de nitrogénio amoniacal do efluente (mg/L);
NO.af= é a concentragéo de nitrito do efluente(mg/L);
NOsaf= é a concentracdo de nitrato do efluente(mg/L).

Velocidade Superficial Ascecional do ar (Var)

Q‘Z 100

Var =

Onde:
Var= Velocidade superficial ascecional do ar (cm/s)
Qar= Vazdo do ar, obtida no rotdmetro (m3/s);
Ab= Area da base do reator (m2).

Carga Volumétrica Aplicada (CV)

_ CoxQd
"~ Vu*103
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(11)

(12)

(13)

(14)



Onde:

52

CV= Carga Volumétrica aplicada de DQO (kgDQO/m3-dia), Nitrogénio (kgN-NH4*/m3-dia) ou

Fésforo (kgP/m3-dia) por dia;
Co= Concentragdo de DQO, N-NH4*, P ao afluente (mg/L);
Qd= Vazdo diaria de afluente tratado (m3/d);

Vu=Volume atil do reator (m3).

Vazao Diéaria de Esgoto (Qd)
Qd = Nc Ve

Onde:
Qd= Vazao diaria de esgoto (m3/dia);
Nc= numero de ciclos realidos por dia;

Ve= Volume de enchimento a cada ciclo do reator (L).

Tempo de Retencdo Hidraulica

TRH = 22
=04
Onde:
TRH= Tempo de reten¢do hidraulica de esgoto (dias);
VVu= Volume util do reator (md);

Qd= Vazdo diaria de esgoto (m?/d).

Taxa de crescimento da biomassa

SxC L %
biomassa

¥ = DQ0af — DQOef) + 0

* 100%

Onde:
S= Coeficiente de inclinacdo da reta (g.SSV/L.dia);

(15)

(16)

(17)

Cdgo/biomassa= 1,429.DQO0/g.SSV ¢€ o coeficiente estequiométrico da DQO na biomassa (Chuang

e Ouyang, 2000);

V= Volume util do reator (L);

DQOaf= Concentra¢do de DQO no afluente (mg/L);
DQOef= Concentracdo de DQO no efluente (mg/L);

Q= Vazdo diaria de afluente no reator (L/dia).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

A seguir serdo aparesentados os resultados obtidos neste estudo e as pertinentes discussdes.
Neste estudo, duas estratégias foram utilizadas para cultivar AAGS. A primeira estratégia foi
operar FRBS com 40 min de alimentagdo anaerdbia e a segunda estratégia foi operar FRBS com
60 min de alimentacdo anaerébia (Fase 1). Ambas estratégias foram bem sucedidas no
desenvolvimento de AAGS com fracdo de biomassa granular > 90% e boa capacidade de
sedimentacdo com valores baixos de IVVL30. Entretanto, foi observada formagéo de fotogranulos
aerobios mais rapidamente o reator com fase de alimentacdo anaerdbia mais extensa (R2- 60min
de alimentacdo anaerobia), além de AAGS com estrutura mais compactas, maior tamanho, menor

IVL30 e maior concentracdo de biomassa.

4.1 CARACTERIZACAO DO AFLUENTE SINTETICO

As caracteristicas do afluente sintético utilizado neste estudo estdo descritas na Tabela 8. De
acordo com Metclaf e Eddy (2016), neste estudo, foi utilizado esgoto sintético com caracteristicas
de intermediaria e baixa concentracdo. Porém, devido ao funcionamento de batelada sequencial, o
esgoto tornava-se diluido, apresentando baixa carga organica (1,0 - 1,7 kgDQO/m3.dia). Durante
cada ciclo operacional, os FRBS foram alimentados com relagdo C:N= 4:1 (FI), e C:N=8:1 (Fll e
FII1), com cargas carbonacea, nitrogenada e fosforada de 1,0 — 1,7 kgDQO/m3.dia, 0,3 — 0,1 kgN-
NH,*/m?3.dia e 0,001 kgP-PO4®/ma.dia, respectivamente.

Tabela 8 - Caracteristicas do esgoto sintético

Parametros (unidade) Fase | Fase 11 Fase 11
DQO (mg/L) 40043 40045 40043
N-NHs* (mg/L) 100410 5045 50+4
P-PO42 (mg/L) 10+1 10+2 10+1
Alcalinidade parcial (mg/L) 24123 217+115 248+43
Alcalinidade total (mg/L) 6914 68+11 9143

Média + desvio padrdo

Fonte: A autora, 2020.
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4.2 SINTESE DOS RESULTADOS OBTIDOS NOS FRBS ABORDANDO AS DIFERENTES
CONDICOES OPERACIONAIS

No item 4.2 serdo sintetizados os resultados obtidos abordando as trés condi¢bes operacionais, ao
longo dos 180 dias de operacdo. Na Tabela 9 encontra-se o resumo das caracteristicas fisicas da
biomassa. Observa-se que foi possivel formar fotogranulos aerébios em ambos reatores na Fl,
porém apresentaram pequeno tamanho (0,45 - 0,6 mm), que pode estar associado a baixa carga
organica aplicada (Cai et al., 2019) e baixa concentracdao de clorofila-a durante a FI. Além do
aumento do tamanho do agregado, o consorcio algal-bacteriano desenvolvido demonstrou melhoria
na capacidade de sedimentacdo durante a Fl, devido aos baixos valores de 1VLs e VL3 obtidos.

Em relacdo a concentracdo de clorofila-a, pode-se observar que houve um aumento significativo
ao longo do experimento, indicando que foi desenvolvido com sucesso a simbidse entre as bactérias

heterotroficas e os microrganismos fotoautotréficos.

Tabela 9 - Sintese dos resultados obtidos a cerca da caracterizacdo da biomassa abordando as trés
condicbes operacionais.

Variaveis FI1 (70 dias) FI1 (70 dias) FI11 (40 dias)
R1 R2 R1 R2 R1 R2

SSV (mg/L) 2,2+0,2 3,00,7 4,9+1,0 6,4+0,9 3,940,1 4,610,8
IVL5(mL/g) 140460 114474 3419 2718 32+3 48+18
IVL30/IVL5 =0,6 =0,7 =0,9 =0,9 =0,9 =0,7
Cl-a (mg/L) 2,2+2,1 2,3+0,7 5,3+1,3 5,18+2,0 3,940,3 3,29+0,6

Tamanho =0,45 =0,6 0,6-1,0 0,6-1,0 0,6-1,0 0,2-0,4

granulos

(mm)

Média + desvio padréo

Fonte A autora, 2020.

As eficiéncias de remocgdo de DQO, N-NH.*, P-PO4 podem ser observadas na Tabela 10.
Pode-se verificar que as eficiéncias de DQO no inicio do experimento (FI) eram superiores a 70%
ccom concentracdo média de 106,0 mg/L de concentracdo no efluente. Com o aumento da relagédo
C:N para 8:1 (FII), a remocdo de matéria organica tornou-se superior a 90%, durante todo o

experimento (FII1). Sabe-se que ndo h4 um valor definitivo para a concentracéo final de fésforo no
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efluente tratado, porém observa-se que durante todo o experimento as eficiéncias de remogéo de
fésforo total foram baixas. Durante a FIl e FlII, as remocdo de N-NH4* atenderam o limite de
lancamento de esgoto presente na Legislacdo Federal — Resolucdo CONAMA N°430/2011, que
dispbe que a concentracdo de N-NH4" no efluente deve ser no maximo de 20 mg/L.

A alcalinidade total reflete a ocorréncia ou ndo dos processos de nitrificagéo e desnitrificagéo.
Durante a Fl, a alcalinidade do efluente dos reatores era relativamente baixa, quando comparada
com a alcalinidade do afluente, indicando a ocorréncia do processo de nitrificacdo, porém néo
havendo o processo de desnitrificagdo. Por outro lado, a alcalinidade das FlI e FllII é relativamente

maior, j& que houve a ocorréncia dos processos de nitrificacdo e desnitrificacdo simultanea.

Tabela 10 - Sintese do desempenho dos reatores no tratamento de esgoto abordando as trés condi¢des
operacionais.

Variaveis FI1 (70 dias) F11 (70 dias) FI11 (40 dias)
R1 R2 R1 R2 R1 R2
DQOef(mg/L) 106,0+40,0 106,0+40,0  29,4+18,2 29,4+18,0 26,0+15,0 27,0+£13,0
EfDQO (%) 7310 7310 93+5 93+4 93+4 93+3
N-NH4+ef 40,7+15,8 424177 3,313 4,019 3,0+0,8 3,0£0,9
(mg/L)
EF N-NH4+ 59+15 58+17 93,3+2,7 93+3,0 94,0£1,6 94+12,0
(%)
Nitrato (mg/L) 21,379 20+11.3 1,3+1,8 2,040 0,8+2,0 1,0£1,35
Nitrito (mg/L) 12,6+9,2 2,0£1,6 25,048,7 19,0+10,6 13,2+10,7 15,0£15,5
Faosforo 8,1+0,6 8,0£1,1 7,0£1,6 7,240,7 7,3£1,8 7,415
(mg/L)
EF fosforo (%) 18,1457 29,5+15,0  27,7+8,0 33,4+23,4 29,9+21,8
19,4+10,6
Alcalinidade 22,2+7,0 16,4+6,0 89,9529  160,7+#87,4 160,3+115,5
total (mg/L) 101,3451,9
Alcalinidade 9,346,4 6,2+2,6 74,4+457  66,0+4,1 130,0£72,8 131,1+94,6

parcial (mg/L)

Média + desvio padréo

Fonte: A autora, 2020.
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4.3 CARACTERIZACAO DA BIOMASSA

O item 4.3 traz resultados e discussdes das caracteristicas fisicas da biomassa fotogranular

desenvolvidas nos FRBS durante os 180 dias de operagéo.

4.3.1 Distribuicéo granulométrica da biomassa

No tépico 4.3.1 serd discutido o desenvolvimento da biomassa com base na distribuicao
granulométrica do lodo, que esta disposta na Figura 14. Ambos reatores foram inoculados com a
mistura de lodos ativados e microalgas esféricas, Chlorella vulgaris. O in6culo apresentava
biomassa floculenta com particulas de diametro inferior a 0,2 mm (Dia 0).

Sabe-se que um reator com predominancia granular é aquele que apresenta 50% das particulas
com didmetro superior a 0,2 mm, ja o reator com granulacdo completa deve ser constituido por
80% das particulas da biomassa com diametro superior a 0,2 mm (de Kreuk et al., 2005). Portanto,
pode-se observar no R1 que apds 40 dias de operagdo, deu-se inicio o processo de granulacéo,
desenvolvendo granulos com granulometria entre 0,2 e 0,4 mm, porém a granulacdo completa foi
constatada somente a partir do dia 55, com granulos com granulometria entre 0,2 e 0,6 mm. Por
outro lado, no dia 30, 0 R2, que operava com 60 min de fase anaerdbia, constatou predominancia
granular, com granulos de didmetro variando entre 0,2 e 0,6 mm. A granulacdo completa foi tida
com 40 dias de operacdo, promovendo granulos com diametro variando entre 0,2 e 1,0 mm. Assim,
os resultados revelaram que a duracdo de 60 min de fase de alimentacdo anaerdbia/anoxica
promoveu a granulacdo mais rapida, com granulos maiores e mais compactos, corroborando com
Yuan et al. (2019), que desenvolveram granulos com estrutura mais compacta e menos propensos
a desintegracdo com diametro variando entre 1,0 e 1,5 mm.

Além disso, foi observado que o desenvolvimento granular no R2, deu-se num periodo de
tempo menor que reportado por Rollemberg et al. (2019). Os autores alcancaram a granulacéo apos
70 dias de operacdo em RBS tratando esgoto doméstico com glicose em sua composicdo. Para
tanto, sugere-se que a presenca das microalgas no gréanulo favoreceu o processo de formacao
granular. O mesmo foi reportado por Zhang et al. (2018)b, que atribuiram que a granulacédo foi

observada mais rapidamente em FRBS devido a aderéncia das microalgas na superficie granular.
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Figura 14 - Distribuicdo granulométrica da biomassa dos fotobioreatores durante as trés condi¢des
operacionais
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Durante a FII, ambos reatores eram constituidos por granulos de granulometria média de 0,6 -
>1,0 mm. Foi observado que ndo houve o desenvolvimento de fotogranulos com diametro superior
a 1,5 mm. Cai et al. (2019) operando FRBS tratando esgoto domestico de baixa carga organica,
desenvolveram fotogranulos de pequena dimensao, com diametro medio de 0,61 mm. Wang et al.
(2019), por sua vez, desenvolveram granulos aerébios com diametros variando de 2,0 a 3,0 mm,
submetidos no tratamento de esgoto de alta carga organica aplicada. Porém, devido a grande
dimensao granular e extensa presenca de microzonas anaerobias, o sistema apresentou indicios de
desintegracdo. Zhang et al. (2018)b ao operarem FRBS com carga organica de 2,4 kgDQO/m3.dia,
cultivaram fotogrénulos aerobios com didmetro superior a 2,4 mm. Ademais, na literatura é
reportado que a carga organica aplicada do sistema influencia na dimensédo do agregado.

Seguindo essa vertente, observa-se que durante a FIIl, R1 permaneceu com a biomassa
granular estavel, com fotogranulos com diametro variando entre 0,8 - >1,0 mm. Além disso, 0
aumento da troca volumétrica (40% para 70%) proporcionou a selecdo de particulas de maior
didmetro e somente 6% do agregado provia de 8<0,2 mm. Por outro lado, no 158 ° dia de operagéo,
foi observado, no R2, maior parcela de biomassa floculenta, com flocos de diametro <0,2 mm,
além disso, posteriormente sera discutido que foi constatado o aumento dos valores de IVLs e a

reducdo na concentragdo de sdlidos em suspensdo volateis (SSV), indicando sinais de
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desintegracdo granular. Apés 180 dias de operacgéo, cerca de 90% da biomassa no R2 era formada

por flocos microbianos com didmetro <0,2mm.

4.3.2 Indice volumétrico de lodo (IVL)

No tdpico 4.3.2 serd discutido a capacidade de sedimentacdo da biomassa dos reatores, em
termos de indice volumétrico do lodo (IVL).

O in6culo era composto por biomassa floculenta e apresentava baixa sedimentabilidade (1VL3o
= 224 mL/g). Ambos reatores foram submetidos a tempo de sedimentacdo curto (3 min), com
intuito de selecionar biomassa de melhor sedimentabilidade, descartando os flocos de menores
tamanhos e menos densos. Com isso, aos poucos 0s reatores formaram agregados microbianos de
peso suficiente para melhorar a capacidade de sedimentacéo, e o IVLsfoi diminuindo ao longo do
experimento. No 40° dia de operagdo, ou seja, no inicio do processo de granulacdo, o R1
apresentava IVLs= 100 mL/g. Ao passo que no 40° dia de operacdo, R2 apresentava 1VLs= 60
mL/g. Salienta-se que, coincidentemente, durante a FI, apds 30° e 55° dia de operacdo para R1 e
R2, respectivamente, houve predominancia de diatomaceas, Navicula sp, mais especificamente.
Este fato, além do processo de granulacdo, pode ter auxiliado nos menores valores de IVLs
observados nos reatores a partir deste periodo. Arcila e Buitron (2016) reportaram que a presenga
de diatoméaceas no sistema favorece a capacidade de sedimentacdo da biomassa, uma vez que a
parede celular destas é formada por silica, tornado-as mais pesada que outras microalgas. Ao final
da FI, ambos reatores possuiam biomassa com boa sedimentabilidade, apresentando IVLs de 50 e
23mL/g para R1 e R2, respectivamente (Figura 15).

Durante a FII, os reatores apresentaram comportamento bastante semelhante quanto a
capacidade de sedimentacéo do lodo, ja que neste periodo granular, os fotogranulos permaneciam
estaveis, maduros e compactos com IVLs de 26 e 22 mL/g para R1 e R2, respectivamente, ao 130°
dia de operacdo. Durante a FIIl, R1 permaneceu com a biomassa granular com excelente
sedimentabilidade, e a0 aumentar a troca volumétrica para 70%, ndo foi percebida alteracdo dos
valores de IVL do sistema. Ao 180° dia de opera¢édo, o R1 contava com IVLs= 20 mL/g, por outro
lado, foi constatado aumento nos valores de VL no R2, indicando sinal de desintegracdo. No dia
150, o IVLs do R2 aumentou de 22 mL/g para 45 mL/g. Wang, L. et al. (2016) obtiveram valores
de IVLs=76,8, 57,14 e 42,55 mL/g para o sistema composto por lodos ativados, Chlorella sp., e
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consorcio de lodos ativados com Chlorella sp., respectivamente. Liu et al. (2018) operaram FRBS

tratando esgoto sintético e obtiveram fotogranulos aerdbios provenientes do consorcio alga-
bactéria com 1VLs = 21,8-29,6 mL/g.

Figura 15 - Variacdo da concentragdo de 1VLs e 1V L3 dos fotobioreatores durante as trés condi¢des
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Para tanto, os resultados obtidos neste estudo, constataram que a bioaglutimacéo da microalga
com lodos ativados, auxilia na separacdo destas do efluente tratado através da sedimentacéo,
contornando a necessidade de aplicacdo de técnicas de colheita, como floculacéo, filtracdo ou

centrifugacéo.

4.3.3 Formacéao dos fotogranulos aerdobios

No topico 4.3.3 sera discutido o desenvolvimento dos fotogranulos aerdbios ao longo do
experimento, atraves de observacdes visuais e microscopicas. O in6culo de ambos reatores era

constituido por biomassa floculenta e microalga esférica, e pode ser visto na Figura 16.

Figura 16 - Indculo do sistema observado no micréscopio com amplicacdo de 100x do lodo aerébio (a
esquerda) e da microalga Chlorella vulgaris (a direita).

Fonte: A autora, 2020.

Nas Figuras 17 e Figura 18 contém imagens microcopicas com ampliacdo de 100x do
desenvolvimento da biomassa granular ao longo do experimento. Observando a Figura 17, tem-se
que no 30° dia de operagéo, a biomassa do R1 era predominatemente floculenta, e somente apds o
dia 45 foram observados granulos aerobios de pequeno tamanho, apesar do sistema ainda
apresentar flocos espalhados e amorfos. Por sua vez, ao 30° dia de operacdo, R2 continha granulos
pequenos, porém ainda com presenca de flocos microbianos (Figura 18). No 70° dia de operacdo,
ambos reatores apresentavam biomassa com formato esfeérico e compacto, de colora¢cdo marrom

escuro, através de observacgdes visuais e microscopicas (Figura 19 (a) e (c)). Assim, durante a FlI,
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foi possivel desenvolver os fotogranulos aerobios, alcancando a estabilidade granular com granulos
maduros, porém de pequeno tamanho.

Ao longo da FIl, pode-se observar na Figura 17 e Figura 18, a biomassa era
predominantemente granular, apresentando granulos bem formados. Ao 130° dia de operacéo, foi
observada predominéncia de microalgas filamentosas e cianobactérias aderidas a superficie dos

fotogranulos, que estavam servindo como “ponte” para favorecer a estabilidade fotogranular.
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Figura 17 - Acompanhamento do desenvolvimento da biomassa do R1 utilizando microscopia 6ptica com
ampliacéo de 100x (Barra 0,2 mm).

Fonte: A autora, 2020.
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Figura 18 - Acompanhamento do desenvolvimento da biomassa do R2 utilizando microscopia éptica com
ampliacéo de 100x (Barra 0,2 mm).
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Fonte: A autora, 2020.
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Durante a FlII, os fotogranulos do R1 permaneceram estaveis com predominancia de
cianobactérias. He et al. (2018) observaram que, ao contrario dos sistemas com granulos compostos
somente por bactérias, o consorcio alga-bactéria consegue manter a estabilidade em sistemas com
baixa carga orgéanica Neste estudo, aos 140 dias de operacdo ndo havia sinal de desintegragdo, e a
biomassa apresentava estrutura esférica e compacta, com coloragdo verde-escuro (Figura 19 (b) e
Figura 19 (d)). Zhang et al. (2018b) tratando esgoto domeéstico sintético, operaram FRBS com fase
anaerébia de 60 min, e desenvolveram com sucesso fotogranulos aerdbios com g=1,0mm,
mantendo-os sob operacdo por 120 dias, sem sinal de desintegracdo. Bassin et al. (2019), por sua
vez, reportaram que os granulos aerébios cultivados em RBS, sofreram desintegracdo apés 70 dias
de operacdo. Os resultados indicam que a presenca de microalgas na superificie e no interior dos
fotogranulos, promove granulos mais estaveis e menos propensos a desintegragéo.

Por outro lado, durante a Flll, as cianobactérias presente no R2, ndo suportaram a mudanca da
condigdo operacional, e maior parte destas desapareceu do sistema. A Figura 19 (e) mostra a
comparacao entre a biomassa do R1 e a biomassa do R2 ao 180° dia de opera¢do. O mecanismo de

desintegracao observado em R2 provalmente ocorreu devido a dois fatores:

e Durante a FIll, os granulos em R2 tinham uma forma irregula cercada por estruturas
filamentosas. Yuan et al. (2019) associam a glicose como fator de favorecimento de

crescimento de bacteérias filamentosas, levando a instabilidade granular.

e Ao operar 0os FRBS com Var = 0,55 cm/s, foi possivel obter com sucesso o consércio granular,
apresentando didmetro superior a 1,5mm e didmetro médio de 0,8mm. Portanto, com a adocao
da Var = 0,3 cm/s, houve reducéo da forca de cisalhamento hidrodinamica aplicada. Yuan et
al. (2019) também reportaram que a aplicacdo de baixa tensdo de cisalhamento favorece a

formacéo estrutural menos compactas e menos densas.



Figura 19 - Aspecto da biomassa ap6s (a) 50 dias de operagdo (b) 70 dias de operacéo, (c) 120 dias
operacdo. (d) Biomassa granular e flocos de microalgas filamentosas aos 110 dias de operacao. (e)
Biomassa granular do R1 no dia 180. (f) Biomassa desintegrada do R2 no dia 180.

c)

Fonte: A autora, 2020.

4.3.4 Surgimento das microalgas

No topico 4.3.4 serdo discutidos 0s surgimentos das espécies das microalgas abordando todas
as condicBes operacionais. As Figuras 20 e 21 contém imagens microscopicas com ampliacao de
400x evidenciando o surgimento de microalgas ao longo do experimento.

No inicio do experimento, foi possivel perceber que as Chlorella vulgaris ndo se adaptaram
ao sistema. Salienta-se que ndo houve aclimatizacdo destas com o afluente sintético nem com o
lodo aerdbio utilizado, que teve como resultado o desaparecimento quase total destas microalgas.
Além disto, o fato do sistema ter sido inoculado com alta relagéo de biomassa (SSV) de lodo:alga
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ter, indica que as bactérias heterotréficas dominaram o sistema, dificultando a penetracdo da
iluminacdo no reator. Para tanto, com deficiéncia de iluminacdo, as microalgas podem ter
apresentado dificuldade para se adaptar ao sistema, diminuindo consideralvemente a concentragdo
destes microrganismos no sistema.

Apesar disto, a partir do dia 45° e 30° até o fim da FI, para R1 e R2, respectivamente, observou
o florescimento de diatomaceas, Navicula sp, e cloroficeas, Chlorella sp. (Figura 20 e Figura 21).
Este fato pode estar atribuido a preferéncia destas microalgas pelo nitrogénio amoniaca, seguido
de nitrato (Zhang et al., 2018b; Geider e La Roche, 2002). Os resultados revelam que durante a Fl
foi possivel desenvolver os fotogranulos aerdbios. Além disso, as bactérias filamentosas
desenvolvidas na FI, desempenharam um papel fundamental na fotogranulacdo, agindo como
pontes, e fornecendo espaco suficiente para a formacéo e aderéncia das microalgas nos granulos
aerdbios (He et al., 2018).

Para ambos FRBS, a partir do 100° dia de operacdo, surgiram as microalgas filamentosas
(Stigeoclonium sp.), e cianobactérias (Oscillatoria sp.). Ao final da FII, o sistema estava com
predominancia de cianobactérias, que conferiram estabilidade granular, servindo como “ponte”
entre os flocos, o que pode ter influenciado no aumento do tamanho dos agregados e evitado a
desintegracdo da biomassa. Esta observagdo corrobora com Abouhend et al. (2018), que afirmam
que o desenvolvimento de cianobactérias no sistema, promove granulos mais estaveis e menos
passiveis a desintegracdo. Além disto, foi observado que a predominancia de cianobactérias na Fll

inibiu o crescimento das outras espécies de microalgas.



Figura 20 - Acompanhamento do aparecimento de microalgas no R1 utilizando microscopia
Optica com ampliacdo de 400x. (Barra de 0,4 pm)

Dia 45

Fonte: A autora, 2020.
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Figura 21 - Acompanhamento do aparecimento de microalgas no R2 utilizando microscopia
Optica com ampliacdo de 400x. (Barra de 0,4 pum)

Fonte: A autora, 2020.

O florescimento de cianobactérias pode estar relacionado ao acimulo de N-NOz™ (Arcila e
Buitrén, 2017). Ja que durante a FIl, ambos reatores apresentaram concentracdo média de nitrato
de 25+8mg/L e 23+8mg/L para R1 e R2, respectivamente. Ao longo da FIl houve o
desenvolvimento de flocos de cianobactérias no liquido (Figura 22). Ademais, Yang et al. (2018)
observaram que & medida que as cianobactérias (Oscilatoria sp.) dominavam o sistema, as
microalgas verdes desapareceram gradualmente. Indicando que a predominancia de cianobactérias,
inibe o crescimento de outras espécies de microrganismos autotréficos. Pouliot (1989), por sua vez,

obteve em seu sistema a coexisténcia de cianobactérias filamentosas (Phormidium sp.) e outras
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microalgas, atribuindo ao fato do género Phormidium sp. ser caracterizado por uma alta tolerancia
a diversidade de microalgas.

Figura 22 - Aparecimento de (a) floco de cianobactérias no 100 dia de operagdo em ambos reatores no dia
130 (b) Ampliac&o de 100x no microscopio.

o A

Fonte: A autora, 2020.

Durante a FIll, o R1 permaneceu com predominancia de cianobactérias, mantendo a
estabilidade granular até o 180° dia de operacdo. Como mencionado no Tépico 5.3.3, com
aplicacdo da Var= 0,33 cm/s, foi observada desintegracdo granular no R2. Além do mencionado, a
desintegracdo pode estar relacionado a perturbacdo do metabolismo e funcdo bioldgica das
cianobactérias, levando a reducdo drastica destas na FII. Celekli et al. (2016) explicam que,
respostas bioquimicas de cianobactérias em diferentes condigdes de ecossistemas podem ser usadas
na avaliacdo ecoldgica delas. Além disto, é possivel observar que, no momento que houve o
desaparecimento das cianobatérias, houve o reaparecimento das diatomaceas (Naviculla sp.).

A partir dos resultados obtidos, conclui-se que o consorcio algal-bacteriano foi favorecido na
condicdo FI. Ademais, é possivel inferir que o surgimento das microalgas no processo de
fotogranulacdo aerdbia ocorre em etapas, primeiro diatoméceas e cloroficeas sdo os autdtrofos

predominantes, em seguida cianobactérias filamentosas atuam na agregacao da biomassa.
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Figura 23 - Fotografias tiradas no microscépio de microrganismos encontrados no dia 150. (a) Vorticella
com amplicagdo de 400x, (b) Vorticella com apliacdo de 100x, (c) Zooglea com apliagdo de 100x (d)
Bactérias filamentosas na amplia¢do de 100x (Barra de 0,1 mm).

Fonte: A autora, 2020.

Além disso, outros microrganismos foram encontrados aderidas a superficie fotogranular,
como vorticella, rotiferos e zoogloeas. Indicando a presenca de uma rica populacdo microbiana
nos granulos, além de explicitar bom funcionamento do sistema (Figura 23). Tang et al. (2016)
demonstraram que a chave para a estabilidade do consorcio algal-bacteriano era a possivel

aderéncia das algas a zoogloea, além de serem capturadas pelos flocos e sedimentarem juntas.
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4.3.5 Clorofila-a

No topico 4.3.5 serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos para clorofila-a em
ambos FRBS, ao longo do experimento (Figura 24). A concentracdo de Cl-a foi monitorada afim
de avaliar o desenvolvimento do consério granular alga-bactéria. A Figura 24 mostra que ao dia
30, R1 e R2 continham microalgas no sistema (Cla-a= 0,80 e 1,49 mg/L para R1 e R2,
respectivamente). A concentracdo de clorofila-a no sistema confirma com o topico anterior, em
que foi possivel desenvolver o consorcio alga-bactéria em FRBS sob clima tropical (29°C), porém
é observado a variacdo deste pardmetro ao longo experimento, devido a aderéncia na parede do

reator, onde a iluminacgdo era mais intensa.
Figura 24 - Variagdo das concentracGes de clorofila-a durante as trés condigdes operacionais
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Fonte: A autora, 2020.

Com a lavagem dos reatores, as microalgas aderidas retornavam para o sistema, intensificando
a coloracdo verde-escura e, consequentemente, aumentando a concentracdo de clorofila-a nos
FRBS. O aumento da concentragdo de clorofila-a indica o acimulo de microalgas durante a
fotogranulacéo (He et al. 2018). Durante a FllI, a concentracédo de clorofila-a despencou de 5,23
para 3,63 mg/L no R1, e 7,52 para 3,73 mg/L no R2. Assim, os resultados indicam que os

microrganismos autotréficos ndo conseguiram acompanhar o crescimento do SSV no reator. Sun
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et al. (2018) atribuem que a elevada concentragdo de lodo no sistema resulta na diminuigdo da
intensidade luminosa para a populacdo algal e, como consequéncia, limita o crescimento das
microalgas. A diminuicdo da concentracdo de clorofila-a no R1 deve-se a desintegracdo da

biomassa, descartando as microalgas junto com a biomassa floculenta do sistema.

4.3.6 EPS

No tépico 4.3.6 serdo apresentados e discutidos os resultados de EPS em ambos FRBS,
somente a partir do dia 30 (inicio do processo da fotogranulacao). Na Figura 25 est& apresentado a
concentracdo de EPS, dividido em fracdes de proteina (PN) e polissacarideos (PS).

Com relacdo ao EPS, sabe-se que sdo constituidas por polissacarideos, proteinas e outras
substancias, que atuam como um cola ”para formacao e estabilidade de granulos. Os fotogranulos
cultivados apresentaram mesma tendéncia, com relacdo a este parametro. Na fase de maturacéo,
ambos apresentaram maiores valores de PN (51,2+4,8 e 43,7+10 mg/gSSV para R1 e R2,
respectivamente). Rollemberg et al. (2019) constaram que os RBS cultivados com glicose
apresentaram fragdes de PN superiores aqueles cultivados com acetato. Indicando que o substrato
influencia na formacdo do EPS. Além disto, foi observado uma diminuicdo da concentracao de
EPS no R2 durante a FIll, indicando que ao ocorrer a desintegracdo e diminui¢do das
cianobactérias, a formacdo de EPS sofreu decréscimento. Para tanto, observa-se que a fracao de
proteinas (PN) manteve-se maior durante todo o experimento. Estes resultados corroboram com Li
et al. (2015) e Zhao et al. (2018), que observaram maior producdo de proteina (PN) durante o
periodo granular, com fotogranulos maduros e estaveis. Por outro lado, He et al. (2018) obtiveram
maior producao de polissacarideos (PS) durante a formacao granular, indicando que, possivelmente

a fracdo PS pode atuar como contribuinte na fotogranulacéo.



Figura 25 - Variacédo das concentracoes de PN, PS e relacdo PN/PS durante as trés estratégias
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Fonte: A autora, 2020.

Park e Dolan (2016) confirmam que no sistema granular algal-bacteriano, ha alta producéo de

EPS para a formacdo do agregado. Esses autores ainda atribuem que devido a capacidade de

locomocéo das cianobactérias filamentosas, fracGes significantes de EPS sdo produzidas por estas.

Polissacarideos extracelulares sdo produzidos por cianobactérias para motilidade e protecdo, e

contribuir para o desenvolvimento de bioagregados estaveis (Milferstedt et al., 2018). O EPS total,

fracdo de proteina e polissacarideos, e a relacdo PN/PS obtida por este estudo estdo apresentados

na Tabela 11.
Tabela 11 - Média das concentragdes de EPS total e fracdes de PS e PN para R1 e R2.
R1 R2
EPS (mg/gSSV) 74,7197 63,3154
Polissacarideos (mg/gSSV) 23,4+5,0 19,615,8
Proteinas (mg/gSSV) 51,2+4,8 43,7+10,0
PN/PS 2,2+0,4 2,3+0,4

Fonte: A autora, 2020.

4.3.7 Desenvolvimento de biofilme na parede do reator

No topico 4.3.7 serd discutido a aderéncia da biomassa algal na parede dos FRBS. O

desenvolvimento do biofilme na parede dos reatores tornou-se mais intenso apds o

desenvolvimento das cianobactérias, cerca do 120° dia de operacdo. Neste estudo, a ocorréncia de

biofilme foi considerada como fator negativo. Uma vez que reduziu a penetracdo da luz no reator
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e criou uma concentracdo desigual de biomassa dentro do reator. Através de observacdes
microscopicas, o biofilme era formado por uma mistura de microalgas, como Chlorella sp.,
Stigeoclenium sp. e Oscillatoria sp. (Figura 26c¢). A razdo pela qual as algas tendem a aderir a
parede do reator pode estar associado a melhor captacédo de luz.

Figura 26 - Biofilme formado por microalgas (a) aderidas na parede do R2 no dia 130 (b) Biofilme com
ampliacdo de 100x (Barra de 0,2 mm) (c) Biofilme com ampliacdo de 400x (Barra de 0,2 um).

Fonte: A autora, 2020.

Visto isso, ha algumas medidas possiveis que podem ser adotadas para reduzir a tendéncia de
aderéncia da biomassa algal na parede do reator, como:

e Aplicar maior velocidade ascencional do ar para intensificar a tensdo de cisalhamento;

e Utilizar outra configuracédo de fotobioreator, como um fotobioreator plano.
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4.3.8 Comportamento do crescimento da biomassa

No topico 4.3.8 sera discutido a variagdo da concentracdo de biomassa nos FRBS, ao longo do
experimento. Ambos FRBS foram inoculados com lodos ativados, com SSV inicial de 4,6 g/L.
Como mostra na Figura 27, durante as primeiras bateladas, foi observado um decaimento para 1,69
e 1,98 g/L para R1 e R2, respectivamente, devido ao curto tempo de sedimentacdo adotado (3 min).
Além disso, do inicio do experimento até o dia 20, foi observado gque o efluente tratado continha
concentracdo média de SSV= 0,30+0,05 g/L para R1 e 0,31+0,02 g/L para R2, porém ap6s 50 dias
de operacdo, ambos reatores apresentaram efluente com alta qualidade, com relagéo a concentragao
de solidos descartados, com concentra¢6es médias de SSV = 0,17+0,05 e 0,18+0,01 g/L paraR1 e
R2, respectivamente. Ademais, com o aumento da relacdo C:N de 4:1 para 8:1, o carbono
disponivel na FlI foi sendo rapidamente consumido, resultando na produgdo maior de biomassa em
ambos reatores. Assim, a concentragdo de SSV no R1 foi de 4,24+1,4 g/L, com SSVmaximo= 6,5 g/L
no dia 125, ao passo que em R2 foi de 4,2+1,5 g/L, com SSVmaximo= 6,28 g/L no 122° dia de
operacao.

Durante a FlII, as concentragGes de biomassa de ambos reatores sofreram diminuigdo. A
concentracdo de SSV no R1 e R2 ap6s 170 dias de operacdo era de 3,8 e 2,7 g/L, respectivamente.
Além disso, no dia 140°, o R1 apresentou alta descarga de sélidos (SSVer= 0,69 g/L), porém apos
uma semana de operacdo, o efluente retornou as condi¢bes anteriores, apresentando baixas
concentragOes de solidos (SSVer = 0,18 g/L), enquanto que R2 apresentou altas concentragdes de
solidos descartadas no efluente a partir do dia 163 até o final do experimento.

Um encaixe linear foi realizado para R2 e R1 entre os dias 1 e 140 de operacdo, e o declive
indicou a taxa de crescimento de biomassa de 0,183 gSSV/L.dia para R1 e 0,178 gSSV/L.dia para
R2, indicando que o modo de alimentacdo ndo influenciou na taxa de crescimento da biomassa ao
longo do experimento. Yuan et al. (2019) reportaram taxa de crescimento de biomassa bem maior
que obtido neste estudo (0,288 gSSV/L.dia), ao operarem um RBS com glicose e carga organica
de 3,6kg.DQO/m3.dia, confirmando que a carga organica aplicada influencia no crescimento da

biomassa dos sistemas.



Figura 27 - Comportamento das concentragdes de biomassa nos FRBS e no efluente durante as trés

estratégias operacionais.
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Os resultados revelaram que o crescimento da concentracdo de biomassa nos reatores seguiram
a mesma tendéncia durante a FI, em que R1 contava com SSV=2,40+0,3 g/L e R2 SSV=2,47+0,8

g/L. Isso é significativamente maior do que o sistema de tratamento operando somente com

microalgas, que é na ordem de 0,2-0,6 g/L (Christenson e Sims, 2011). Sugere-se assim, que a
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granulagdo de microalgas pode manter alta concentracdo de biomassa no reator. Ademais, 0s
resultados constataram que o crescimento da biomassa no sistema esta relacionado com a
disponibilidade dos compostos organicos no afluente.

Apesar do aumento significativo da concentragdo de biomassa dos FRBS na Fll, os valores
obtidos neste estudos sdo menores que 0s reportadas na literatura, que, normalmente, apresentam
valores de SSV maiores que 7,0 g/L (Huang et al., 2015; Meng et al., 2019). Este fato pode estar
relacionado com a aplicagdo de baixa carga organica neste estudo (1,0 kgDQO/m?2.d). Zhao et al.
(2018) atingiram 7,63 g/L de SSV no sistema com elevada relagdo C:N (8:1), ao passo que a
concentracdo de SSV do reator com relacdo C:N de 1:1, declinou para 3,21 g/L. Yuan et al. (2019)
alcancaram 22,4 g/L de SSV em FRBS tratando esgoto doméstico de elevada carga organica (3,6
kgDQO/m?3.d), afirmando que a carga organica afeta fortemente a concentragdo da biomassa do
sistema. Além disso, Zhang et al. (2018)a atribuem 0 aumento da concentragdo de biomassa devido
a reacdo da fase escura do ciclo de Calvin, em que as microalgas presentes, por meio do processo
de fotossintese, assimilam o CO, liberado na respiracéo pelas bactérias heterotréficas e deposita-o
como reserva sob a forma de EPS (Figura 25).

Apesar da estabilidade na concentracdo de SSV obtida na FllI, foi observado decaimento na
concentracdo de biomassa em ambos reatores durante a FIll. A diminui¢do de SSV no R1 deu-se
pelo aumento da troca volumétrica, porém ap6s 1 semana de operacdo, a biomassa foi capaz de se
adaptar a nova condicéo, resultando num SSVmedio= 3,88+0,16 g/L. A diminui¢do na concentragdo
de biomassa no R2 para 2,2 g/L pode ter sido influenciada pela desintegracdo fotogranular,
promovendo a quebra dos agregados em fragmentos menores (8<0,2 mm), que foram removidos
no descarte do efluente, resultando em uma concentracdo de sélidos no efluente de SSVmedio=
0,6+0,2 g/L.

Com o processo de granulacdo, a biomassa descartada era composta por poucos flocos de
menores tamanhos e menos densos, resultando em um efluente de melhor qualidade em termos de
solidos, respectivamente, confirmando que o consércio granular alga-bactéria apresenta excelente
performance na separacéo efluente-biomassa.

No dia 140, o R1 apresentou alta descarga de solidos (SSVer= 0,69 g/L), devido ao aumento
da troca volumétrica porém, ap6s uma semana de operacdo, o efluente retornou as condigdes
anteriores, apresentando baixas concentrac6es de solidos (SSVer = 0,18 g/L). Este fato pode estar

atrabuido devido a selecdo de biomassa de maior peso e de melhor sedimentabilidade. Por outro
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lado, com a diminuicdo da tensdo de cisalhamento e a desintegracdo devido a proliferacdo de
microrganismos filamentosas, o efluente tratado do R2 apresentava baixa qualidade em termos de
solidos, até o final do experimento, com SSVe = 0,38 g/L. Su, Mennerich e Urban, (2012)
avaliaram a concentracdo da biomassa do efluente tratado, e reportaram uma reducdo de 1,64 para
0,05 g/L no SST do sistema com consércio alga-bactéria, enquanto a biomassa apenas com

microalgas apresentava SST superior a 0,8 g/L.

4.4 PERFORMANCE DOS REATORES

Neste topico serdo discutidas a performance dos FRBS, em termos de remoc¢do de DQO,

nitrogénio e fésforo, ao longo do experimento, abordando as trés condi¢bes operacionais.

4.4.1 Remocdo da Matéria orgénica carbonacea

Os reatores operaram tratando esgoto sintético com DQO de 400mg/L durante todo o
experimento. As concentra¢des de DQO afluente, efluente e a remocdo da matéria organica estéo
representadas na Figura 28.

Foi observado que as eficiéncias de remo¢do de DQO para ambos FRBS foram baixas e
instaveis durante a FI, com eficiéncia média de 68+7%. na Fll as remog¢6es de DQO aumentaram
significativamente para 94+3%, tornando estaveis durante todo o experimento (Figura 28). A maior
disponilidade de carbono impactou, sobretudo, na eficiéncia de remogéo de nitrogénio (Figura 29),
aumentando a eficiéncia de desnitrificacdo do sistema. Assim, tem-se que 0 aumento da relacéo
C:N de 4:1 para 8:1 influenciou na remoc¢ao da matéria organica carbonacea, produzindo efluente
com DQOmedia= 25+15 mg/L. Durante a FllI, as eficiéncias de remogdes de DQO permaneceram
superiores a 90% em ambos reatores, constatando que o sistema é capaz de apresentar excelente
performance sob diferentes cargas organicas aplicadas. Além disto, a desintegracéo granular no R2

nédo afetou na remocédo de DQO no sistema.
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Figura 28 - VariacOes nas concentrac@es de DQO no efluente, afluente e eficiéncia de remogéo durante as

trés condicOes operacionais.
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Estudos indicam que a relacdo 6tima de C:N para sistemas com lodo granular é 7-8, em que

sdo viabilizadas eficiéncias de remocao de DQO acima de 90%, uma vez que o carbono disponivel

no meio é facilmente utilizado na etapa de desnitrificagdo (Tang et al., 2016; Zhao et al., 2018).

Estudos tratando esgoto doméstico em RBS somente com granulos aerébios também apresentaram

excelente performance na remog¢do da matéria organica carbonacea, com eficiéncia de remocao de
carbono entre 90 e 98% (Pronk et al., 2015; Wang, X. et al., 2019; Pishgar et al., 2019). Ji et al.

(2018) reportaram que o indculo de maior proporcdo de bactérias heterotroficas favoreceu a

remocdo do material carbonaceo. Por outro lado, Su, Mennerich e Urban, (2012) tratando esgoto

doméstico unicamente com microalgas, obtiveram eficiéncia de remo¢do média de DQO na ordem

de 66,0+6%, confirmando que as bactérias heterotroficas tém papel fundamental na degradacéo da

matéria organica.
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4.4.2 Remocéao do Material Nitrogenado

Os reatores operaram tratando esgoto sintético com N-NH4* de 100 mg/L na FI e 50 mg/L na
FIl e FIII. As concentragdes de N-NHy4" afluente, efluente, eficiéncia de remocdo da amonia e as
concentracOes de N-NO> e N-NOgz" estdo representadas na Figura 29.

Durante a Fl, as remogdes de N-NH." foram instaveis com 61+15%, 61+15, para R1 e R2
respectivamente. No R1, observa-se que a oxidacdo da amdnia aconteceu majoritariamente a nitrito
(21£8 mg/L) e a nitrato (12+9 mg/L). Diferentemente do que ocorreu no reator com alimentacao
anaerobia/anéxica de 40 min (R1), a oxidagdo da aménia no R2 (fase de alimentacdo
anaerdbia/andxica de 60 min), deu-se majoritariamente a nitrito (20.1+8 mg/L).

Por outro lado, com o0 aumento da relacdo C:N de 4:1 para 8:1, as eficiéncias de remocéo de
nitrogénio amoniacal em R1 e R2 aumentaram ligeiramente atingindo 93£2% no R1 e 93£3% no
R2. Indicando que ambos os tempos de aerobiose foram suficientes nos dois reatores para oxidar a
amonia. Em adicdo, a nitrificacdo foi constatada em ambos reatores, que acumularam nitrato no
sistema. Apesar disso, R2 apresentou menores concentragcdes de N-NO3™ ao longo da Fase II.

Durante a FIlI, a remocdo de N-NH4* permaneceu alta em R1 e menores concentracGes de
nitrato foram detectados (14,410 mg/L). Por outro lado, com a diminui¢cdo da concentracdo de
oxigénio no R2, o sistema apresentou baixas concentragdes de nitrito e nitrato, indicando sinais de
NSD, do dia 140 ao dia 158. Porém, devido aos sinais de desintegracao granular, o sistema retornou
a acumular nitrato (15,0+15,0 mg/L) até o final do experimento. Entretando, a eficiéncia de
remocdo de N-NH4" permaneceu superior 95%. Além disso, ambos reatores apresentaram baixas

concentragOes de nitrito (1,3+1,8 mg/L para R1 e 2,0+4,0 mg/L para R2) durante a FIII.
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Figura 29 ariagBes nas concentragdes de N-NO, e N-NOs™ no efluente e N-NH4* afluente e eficiéncia de
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Diante dos resultados, observa-se que o0 processo de remoc¢do de nitrogénio foi diretamente
afetado pelo modo de operacéo e pela relacdo C:N. Durante a Fl, a alimentacdo anaerébia de 60
min favoreceu a nitrificacdo parcial e, possivelmente, o processo de desnitrificacdo via nitrito.
Enquanto que foi percebido acumulo de nitrito e nitrato no R1, indicando que a presenca de
microalga inibiu o processo de nitratacdo, sob relagcdo C:N de 4:1.

Além disso, as analises estatisticas confirmaram a diferenca significativa entre os reatores
(t(3,01369) > tcritico(1,83311), e p<0,05). Cai et al. (2019) reportaram que menor disponibilidade
de OD reflete numa menor concentracdo de N-NOs™ no efluente, corroborando com os resultados
observados no R2 durante a FI. Assim, tem-se que 0 oxigénio dissolvido é um parametro que
influencia no processo de desnitrificacdo nos granulos bacterianos e nos fotogranulos.

Com o aumento da relacdo C:N de 4:1 para 8:1, as eficiéncias de remocdo de N-NH4+
aumentaram ligeiramente, devido a maior disponilidade de carbono no processo de remocao de
nitrogénio, mais especificamente, na etapa de desnitrificagdo, corroborando com Ahmad et al.
(2017), que relataram que ao utilizar relacdo C:N maior que 4:1, foi possivel remover mais de 95%
de N-NH4+. Em adi¢do, Huang et al. (2015) operaram FRBS com relacdo C:N de 6:1, alcancaram
eficiéncia de remocdo de N-NH4+ superior a 90%, porém também foi observado o acimulo de
nitrito e nitrato. Portanto, a estratégia de adotar diferentes relacdes de C:N, repercute na aplicacao
dessa tecnologia em diferentes regides, com diferentes caracteristicas no esgoto sanitario. Além
disso, de acordo com o teste estatistico, as médias de remoc¢ao de N-NH4+ néo diferiram entre o0s
FRBS durante a FIl (t(0,760469) < tcritico(2,26215), e p>0,05). Apesar disso, foram observadas
menores concentragfes de nitrato no R2, sugerindo que a duracdo de fase anaerébia de 60min
favoreceu, possivelmente, no processo de desnitrificacdo do sistema. A andlise estatistica confirma
a diferenca significativa entre os FRBS no acimulo de nitrato (t(2,0989) < tcritico(1,83311), e
p<0,05).

Apesar do aumento na eficiéncia de remocdo de N-NH4+, ndo foi alcancado 100% do
processo de NDS, como reportado na literatura (REF, REF, REF). Esse fato pode ser explicado
pela presenca de microalgas na superficie e no interior do fotogranulo (Meng et al., 2019b). A
producdo de oxigénio nas zonas mais internas do fotogranulo ndo permite a formacdo de
microzonas anoxicas/anaerobias, onde ocorrem 0s processos de desnitrificagdo no sistema

granular.
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A melhora no desempenho de ambos reatores na Fase Il pode ser explicado pela maior
disponilidade de carbono no processo de remocéo de nitrogénio, mais especificamente, na etapa de
desnitrificacdo, corroborando com Ahmad et al. (2017), que relataram que ao utilizar relacdo C:N
maior que 4:1, foi possivel remover mais de 95% de N-NH,4".

Durante a FllI, os resultados revelaram que 0 aumento da carga organica no sistema favorece
maior eficiéncia nas etapas da remocdo de nitrogénio, uma vez que, o aumento da carga organica
de 1,0 para 1,7 kgDQO/m3.dia no R1, apresentou menores concentracfes de nitrato, mantendo a
alta eficiéncia de remocdo de N-NHs". A analise estatistica confirma o que fora constatado
anteriormente (t(2,0892) > tcritico(1,83311), e p<0,05).

Para mais, tem-se que a diminuicdo da concentracdo de OD no R2, promoveu o0 processo de
NDS, porém devido aos sinais de desintegracdo granular, o reator retornou aos resultados
anteriores, ou seja, com acumulo de nitrato. O teste estatistico indicou que ndo foi observada
diferenca significativa na concentracdo de nitrato com a aplicacdo de menor taxa de aeracdo, a
partir do dia 158 até o final do experimento (t(0,47168) < teitico(2,26215), € p>0,05).

Além disso, o acumulo de nitrito e nitrato pode estar relacionada com alta relacdo da
concentracdo de biomassa de alga:lodo, na ordem de 1:5. Leong et al. (2018) observaram que a
relacdo de concentracdo de biomassa de alga:lodo tem influéncia direta no perfil de remocéao de
nitrogénio. Reatores inoculados com relacdo de SST alga:lodo de 1:1 e 1:2, apresentaram altas
eficiéncias de remocdo de amdnia, porém ndo foi observado acumulo de nitrito ou nitrato,
diferentemente dos reatores inoculados com relacdo de SST alga:logo de 1:5. O mesmo foi
reportado por Su, Mennerich e Urban, (2012) ao inocularem o sistema com uma relacdo de SST de
1:5 (alga:lodo). Indicando que o principal processo de remocdo de nitrogénio com indculo
composto majoritariamente por lodos ativados, € via nitrificacdo/desnitrificacdo, e a assimilacéo

das microalgas néo é significativa.

4.4.3 Remocdao de Fosforo Total

No tdpico 4.4.3 sera discutida a remocéo de fésforo total ao longo do experimento, abordando
as trés estratétgias operacionais. A concentracao afluente, efluente e eficiéncias de remocédo de
fosforo estdo exibidas na Figura 30. O afluente continha concentragdo de 10,0 mg/L de fésforo

total. Os resultados constataram que, ao longo do experimento foram constatadas baixas remocdes
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de fosforo, produzindo efluente com concentracéo de fosforo bem instavel. A remocdo média de
PT para R1 e R2 foi de 24,7+13,2% em 24,7+12,2%, respectivamente.

Figura 30 - Variagdes na concentracdo de PT no efluente, afluente e eficiéncia de remocéao

durante as trés estratégias operacionais.

R1
I 0l
g 100
10 4 :
. .
j 1 S ."._ : I
= ] r L |
S { H4a8n0 —
g: B+ - Y "."-.: ! "'._ el e L ] ==
= L b ' a3 | X —
l:] Ii‘ |I I| II I'l_ T D
E Y ' 1 [ T
N ' i I. ] ! =y
7] Y i | HED 2
O B- C e f | / ! E
Joh] 1 S, ! !
- : - v @
g ! y ¢ ! I|I 1 =
! I [ S H40 @
E‘ 41 [ fe E
T ! @
2 f '- ST -
5 2- Tt F LT DY Jap W
& B ; : b
o T ¥ L T ¥ T y T o
{ 30 &0 a0 120 130 180
Tempo operacional (dias)
R2 I : [l 1]
: 100
10 4 ;
- )
: -"IIII - . | 1
= ' . A 1% =
Esp & N - <
=] R [ ! 1
a - ':_ / : . L "-I - L -I II| "g“
= . | . LA - =
:E 5 - : / Vil =
1K) H W E
o E i a
I% i '”'|I|I II L=
! ' - ]
g 4 = : :.—"' I, .' II 4':' a
= . i H [ ' | o
= ! 1 ¥ e | ' @
I A
Yooow o
b i
® H
0 r T - T — T T T Y T T 0
0 30 B0 90 120 150 180
Tempo operacional (dias)
—— Afluente —e— Efluente —— Eficiéncia de remogao [%}|

Fonte: A autora, 2020.



85

A baixa performance dos FRBS na remocéo de Fosforo total pode estar relacionada & alguns fatores:

- A formacéo de fotogranulos de pequena dimenséo (tamanho médio de 0,6 — 1,0 mm), dificultando
o desenvolvimento de microambientes anaerdbios/andxicos nos fotogranulos. Liu e Tay (2004) sugerem
que granulos de menores dimensdes tornem-se mais eficientes nos processos biolégicos aerdbios, uma vez
gue a microzona anaerdbia ndo esta bem definida.

- O curto periodo de fase anaerobia (40 - 60 min). Estudos indicam que para a remocéo eficiente de
fésforo, os ciclos devem compreender fase anaerdbia de 2 a 3 hrs, ndo afetando o metabolismo de liberacéo
e sequestro do fdsforo na fase aerdbia (He et al., 2018). Dantas (2018) operou dois RBS com
predominancia de biomassa granular tratando esgoto doméstico real de baixa carga organica. A autora
verificou remocao de fdsforo total de 20,36%, para o reator com fase anaerobia de 60 min e 47,97% para
o reator com 90 min de fase anaerdbia/andxica. Os resultados indicam que o tempo anaerébio de 60 min
néo foi suficiente para os PAO armazenarem PHA, refletindo em menores taxas de absor¢éo de fosfato
pelos PAO durante a fase aerdbia.

- A utilizacdo de glicose como fonte de carbono. Rollemberg et al. (2019) reportaram que no RBS
alimentado com glicose houve baixa remoc¢édo de fésforo (=20%), possivelmente devido a auséncia de
conversdo anaerdbia do substrato e armazenamento de polimeros, como os PHA. Além disso, pode ter
desenvolvido GAO, que atuam na fase anaerdbia, porém ndo removem féosforo.

- A possivel remocao de nitrito e nitrato na fase anaerdbia/andxica promove a competicdo entre 0s
PAO e as desnitrificantes. Wang et al. 2019 reportaram que as bactérias desnitrificantes e os PAO

competem por matéria organica facilmente degradavel.
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5 CONCLUSOES

Fotogranulos aerobios foram desenvolvidos com sucesso em FRBS de escala de bancada
tratando esgoto doméstico sintético de baixa carga organica, a partir do in6culo de lodos ativados
com Chlorella vulgaris, sob condi¢édo de clima tropical (29+£2°C).

Ambos reatores desenvolveram diversas espécies de microalgas ao longo do experimento:
Chlorella sp., Navicula sp., Cianobactérias (Oscillatoria sp.) e Stigeoclinium sp. que
desempenharam papel fundamental na estabilidade granular dos fotogranulos aerobios.

A aplicacdo de diferentes condicGes operacionais auxiliou a compreender melhor a formacao
do fotogranulo e sua performance na remocao de nutrientes e matéria organica. A duracéo da fase
de alimentacdo anaerdbia/anoxica de 60 min favoreceu o processo de granulacdo, além de
propocionar melhor desempenho no processo de desnitrificacdo.

O aumento da relagdo C:N de 4:1 para 8:1, impactou no desempenho do sistema, aumentando
ligeiramente a remoc¢do de nitrogénio amoniacal (>93%) e DQO (>95%), embora a remocdo de
fosforo tenha permanecido baixa.

Foi verificado que a aplicacdo da maior carga organica confere maior eficiéncia de remogéo
de nitrogénio, favorecendo o processo de desnitrificacdo. Por outro lado, a operagdo de FRBS sob
baixas concentragcdes de OD n&o apresentou melhoria no processo de desnitrificagdo. Por outro
lado, a aplicacdo da menor velocidade ascencional provocou o surgimento de microrganismos
filamentosos, promovendo sinais de desintegracdo no sistema.

Em sintese, os FRBS apresentaram resultados promissores no tratamento de esgoto doméstico

de baixa carga organica, tornando possivel a remogéo simultanea de nutrientes e matéria organica.
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6 RECOMENDACOES

Ao analisar os resultados obtidos, algumas recomendacbes serdo feitas para o melhor

entendimento do processo da fotogranulacdo aerobia:

— Testar outras fontes de carbono como composicdo do afluente, afim de desenvolver granulos
maiores e mais robustos;

— Realizar andlise de toxicidade na biomassa do reator com predominancia de cianobactérias;

— Adicionar pulsos de ar durante a alimenta¢do anaerobia/andxica para promover maior contato
da biomassa com afluente;

— Realizar teste de assimilacédo de nitrogénio pelas algas adicionando ATU para inibir a acdo das
bactérias nitrificantes;

— Testar ciclos de 6hrs com introducéo de fase andxica ao final da fase anaerdbia para impulsionar
o desenvolvimento dos PAO e melhorar a eficiéncia do sistema;

— Realizar analises de PCR ou FISH para verificar a abundéancia relativa dos microrganismos no

consorcio algal-bacteriano.
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ANEXO A — ANALISE ESTATISTICA

N-NH4" R1 FIl x R2 FII

NHA FIR1 MNH4 FI R2
Mean 4478 43.92
Variance 2569217778 434.06002222
Observations 10 10
Pearson Correlation 0.732261705
Hypothesized Mean Difference 0
df 9
t Stat 0.191388339
P{T<=t} one-tail 0.426234737
t Critical one-tail 1.833112933
P{T<=t} two-tail 0.852469475

t Critical two-tail

_2o6a57163
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N-NOsz R1 FI x R2 FI; N-NO3™ R1 FIl x R2 FII; N-NOs” R1 FII x R1 FlII; N-NOs” R2 FIlI x R2

FII.
NO3 FIRI NO3 FIR2 NOIFIIRI | NO3FIIIR1

Mean 9.456 1.838 Mean 23.981 14.415
Variance £2.42071556 3.667728889 Variance 8110498778 111.1952056
Observations 10 10 Observations 10 10
Pearson Correlation 0.638167246 Pearson Correlation -0.091326708
Hypothesized Mean Difference 0 Hypothesized Mean Difference 0

df 9 df 9

t Stat 3.013699833 1 5tat 2.089233934

P(T==t) one-tall 0.007313939 P(T==t) one-tail 0.033132806

t Critical one-tail t Critical one-tail

P(T<=t) two-tail 0.014627877 P{T<=t) two-tail 0.066265613

t Critical two-tail 2.262157163 t Critical two-tail 2.262157163

NO3FIlR1 NO3 Fll R2 NOZIFIIR2 NOIFINIR2

Mean 23.981 18.445 Mean 18.445 15.315
Variance 81.10498778 130.8333339 Variance 130.8333389 242.6827833
Observations 10 10 Observations 10 10
Pearson Correlation 0.6910461 Pearson Correlation -0.187523902
Hypothesized Mean Difference ] Hypothesized Mean Difference o

df 9 df 9

t Stat 2.09890056 t Stat 0.471680275

P|T<=t) one-tail 0.032617283 P{T<=t) one-tail 0.324190206

t Critical cne-tail t Critical one-tail 1.833112933

P(T<=t) two-tail 0.065234565 P{T<=t) two-tail 0.648380412

t Critical two-tail

2.262157163

t Critical two-tail




