UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE TECNOLOGIA E GEOCIENCIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA CIVIL

MARCOS ADRIANO MARQUES PESSOA SALES

APLICACAO DE LODO GRANULAR AEROBIO E CONSORCIO ALGAL-
BACTERIANO NO TRATAMENTO DE ESGOTO DOMESTICO: FORMACAO,
MECANISMO DE REMOCAO DE NUTRIENTES E BALANCO DE OXIGENIO.

RECIFE
2023



MARCOS ADRIANO MARQUES PESSOA SALES

APLICACAO DE LODO GRANULAR AEROBIO E CONSORCIO ALGAL-
BACTERIANO NO TRATAMENTO DE ESGOTO DOMESTICO: FORMACAO,
MECANISMO DE REMOCAO DE NUTRIENTES E BALANCO DE OXIGENIO.

Tese de doutorado submetida ao curso de poés-
graduacdo em Engenharia Civil da Universidade
Federal de Pernambuco, como parte dos requisitos a
obtenc¢éo do grau de Doutor em Engenharia Civil.

Area de concentracio: Tecnologia Ambiental e

Recursos Hidricos.

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Maria de Lourdes Floréncio dos Santos
Co-orientadora: Prof.2 Dr.2 Bruna Scandolara Magnus

Orientador no exterior: Prof. Dr. Germéan Buitron

RECIFE
2023



Catalogacéo na fonte
Bibliotecaria Margareth Malta, CRB-4 / 1198

S163a

Sales, Marcos Adriano Marques Pessoa.
Aplicacéo de lodo granular aer6bio e consorcio algal-bacteriano no tratamento de esgoto
domeéstico: formacdo, mecanismo de remogao de nutrientes e balanco de oxigénio / Marcos
Adriano Marques Pessba Sales — 2023.

121 f.1il., figs., tabs., abrev. e siglas.

Orientadora: Profa. Dra. Maria de Lourdes Floréncio dos Santos.

Coorientadora: Profa. Dra. Bruna Scandolara Magnus.

Orientador externo: Prof. Dr. German Buitron Mendez.

Tese (Doutorado) — Universidade Federal de Pernambuco. CTG. Programa de
PdsGraduagdo em Engenharia Civil, 2023.

Inclui Referéncias.

1. Engenharia Civil. 2. Fotogranulos. 3. Rela¢do C/N. 4. Fotorespirometria. 5.
Balanco de nitrogénio. |. Santos, Maria de Lourdes Floréncio dos (Orientadora). Il. Magnus,
Bruna Scandolara (Coorientadora). I11. Buitron Mendez, German (Orientador externo). IV.
Titulo.

UFPE

624 CDD (22. ed.) BCTG/2024-56




MARCOS ADRIANO MARQUES PESSOA SALES

APLICACAO DE LODO GRANULAR AEROBIO E CQNSORCIO ALGAL-
BACTERIANO NO TRATAMENTO DE ESGOTO DOMESTICO: FORMACAGO,
MECANISMO DE REMOCAO DE NUTRIENTES E BALANCO DE OXIGENIO

Tese em Engenharia Civil da Universidade
Federal de Pernambuco, Centro de
Tecnologia e Geociéncias, como requisito
para obtencdo do titulo de Doutor
Engenharia Civil, Area de Tecnologia
Ambiental e Recursos Hidricos.

Aprovada em 16/11/2023

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Maria de Lourdes Floréncio dos Santos
Co-orientadora: Prof.2 Dr.2 Bruna Scandolara Magnus
Orientador no exterior: Prof. Dr. Germéan Buitrén

BANCA EXAMINADORA

participacdo por videoconferéncia
Prof.2 Dr.2 Sdvia Gavazza dos Santos (examinadora interna)
Universidade Federal de Pernambuco

participacao por videoconferéncia
Prof. Dr. Tiago Rogério Vitor Akaboci (examinador externo)
Centre de Recherche et D’expertise Pour L’eau

participacao por videoconferéncia
Prof. Dr. André Bezerra dos Santos (examinador externo)
Universidade Federal do Ceara

participacao por videoconferéncia
Dr.2 Shyrlane Torres Soares Veras (examinadora externa)
Aegea Saneamento

participacao por videoconferéncia
Prof.2 Dr.2 Simone Machado Santos (examinadora externa)
Universidade Federal de Pernambuco



A minha avo que tanto se orgulha do “Dout6”,

Severina Francisca



AGRADECIMENTOS

A Deus pela sua misericordia e graca derramada na minha vida, por ter me dado
capacidade intelectual e emocional para executar este trabalho.

A minha familia, meus pais Jodo Sales e Simone Marques, por serem minha base e por
todo amor, em especial a minha mae, por ser uma mulher forte que me ensinou através do
exemplo os principios da honestidade, verdade, amor ao proximo e a fazer tudo aquilo que eu
me propusesse a fazer, da melhor maneira possivel.

Aos meus irmaos Jodo e Thiago, pelo apoio e por todos bons momentos que vivemos
nesses Ultimos anos.

A minha querida orientadora Lourdinha Florencio que sempre acreditou no meu
trabalho e potencial, quem tem minha admiracao e sempre foi inspiragdo. Por todas as reunides
bem humoradas que ndo so resolviam problemas, mas também traziam ensinamentos valiosos
de como pensar como engenheiro.

A minha coorientadora Bruna Magnus, por toda atencao e contribui¢cfes para a execucao
dessa pesquisa, que por muitas vezes foi no laboratorio e “vestiu a bata” pra encontramos
solugdes aos desafios que surgiram com o reator (que ndo foram poucos), que sempre esteve
atenta a literatura para que o nosso trabalho estivesse atualizado e apresentasse contribuicdes
relevantes.

A meu orientador da UNAM, Dr° German Buitron, que abriu as portas do laboratorio e
de seu grupo de pesquisa para mim, que me recebeu no México e me deu total atencdo na minha
estadia, que por diversas vezes me acompanhou no laborat6rio para tornar a pesquisa possivel,
por todas as reunides individuais e em grupo, que foram momentos de muito aprendizado.

Ao professor Wanderli que sempre demonstrou interesse genuino em colaborar com a
pesquisa, que ao passar pelos reatores no LSA me fazia perguntas que me faziam voltar aos
fundamentos e uma vez entendendo a natureza dos processos, melhorar sua interpretacdo
analitica. Esses momentos de “confronto” me estimularam ao estudo e também por isso sou
grato.

Aos demais professores do LSA, Mario Kato, Savia Gavazza, Fabricio Motteran e Bruna
Fernandes por suas contribuigdes diretas nesta pesquisa, e insights das reunifes do grupo.

Aos queridos amigos, Natalia, Danilo, Manu, Patricia, Kamilla, Felipe, Pedro, Mirela,
Raissa, Ary, Fabio, Jonathas e Alexson. Que me acompanharam e apoiaram durante essa

trajetdria e torcem pelo meu sucesso profissional.



Aos bons amigos que fiz no LSA, Devson, Henrique C., Marcus Vinicius, Luiz Pereira
e Elissandra. Pessoas com as quais dividi momentos de alegria dentro e fora da UFPE, e que
tornaram a caminhada mais leve, divertida. Pelos momentos de alegria, tristeza, e alegria na
tristeza (o famoso rir pra ndo chorar).

Aos demais queridos amigos e colegas que fiz LSA, Barbara Dantas, Carlos Murilo,
Ana Alice, Oucilane, Agnes, Talita, Ricardo B., Marilia, Wagner, Nathalia Bonfim, Idayana,
Mariana Barbosa, Manu, Matheus, Wallaces e todos os demais.

A mis amigos de México, Eduardo (Lalito), Karina, Carolina Villa, Dani Bobadilla,
Alfonso, que me hicieran sentirme como en casa, a pesar de que no hablaba nada de espafiol
cuando llegué en México. A mis amigos Agustin, Roberto, Valéria (las “J”), Marcela, Victor
Tlapa, Daniella Céspedes, Virginia, Enrique, Karen y Carolina Espinosa, que los quiero y
extrafio mucho.

A UFPE, pela estrutura e apoio financeiro através dos LSA, e programas como PIBIC,
bem como as secretarias do PPGEC, em especial a Andrea Negromonte, a quem eu muitas
vezes busquei para resolver problemas com matricula, documentos e até com a FACEPE, e ela
me deu 0 suporte que eu precisava.

A COMPESA e BRK Ambiental que tem apoiado os trabalhos do LSA, & Fundagéo de
Amparo a Ciéncia e Tecnologia de Pernambuco (FACEPE) pelo financiamento da bolsa de
doutorado, a Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior -Brasil (CAPES)
pelos recursos recebidos e pelo financiamento do periodo sanduiche através do programa Print
(Cddigo de Financiamento 001). Aos demais financiadores desta pesquisa, CNPQ, FINEP e
INCT-ETESs Sustentaveis pelo apoio as pesquisas do LSA que se estendem a todos envolvidos
nesse projeto e seus precursores.



“A ciéncia nunca resolve um problema sem
criar pelo menos outros dez”’

George Bernard Shaw



RESUMO

O lodo granular aerobio (LGA) e lodo granular algal-bacteriano (LGAB) sao
tecnologias de tratamento de efluentes baseadas no auto-agregacéo destes microrganismos, sem
material suporte, com capacidade de remocédo simultdnea de matéria orgénica e nutrientes em
um unico reator. As condi¢fes de granulacdo, composicdo da biomassa e estabilidade granular
diferem de uma regido para outra devido as diferencgas encontradas no indculo, composi¢do do
esgoto sanitario e condicdes climaticas. No LGAB, ocorre simbiose, onde bactérias produzem
CO, assimilével pelas algas, que disponibilizam O para as bactérias. No entanto, informacdes
sobre o efeito das algas na granulacdo e estabilidade granular ainda séo limitadas, assim como
as interacGes microalgas-bactérias em reatores granulares. Nesse contexto, o presente trabalho
estudou: (1) o efeito de diferentes condi¢des operacionais no desenvolvimento de LGA e LGAB,
e 0 papel das microalgas na formacdo do LGAB; (11) balancgo de nitrogénio para diferenciar o
consumo deste nutriente por microalgas e bactérias; (111) balanco de oxigénio em LGAB para
avaliar a contribuicdo de cada grupo microbiano no balanco de O, durante o tratamento de
efluentes. No estudo (1) foram aplicadas diferentes relagdes carbono/nitrogénio (C/N, 4/1 e 8/1)
afluentes, e modos de alimentacdo (alimentacdo ndo aerada de 40 min e 60 min) em 4 reatores
em bateladas sequenciais com ciclos de 4 horas. O LGA foi formado 15 dias antes do LGAB,
e possuia menor didmetro. Sob relacdo C/N=4, LGA apresentou maior abundancia de
microrganismos produtores de substancias poliméricas extracelulares (EPS) como
Xanthomonadacea e Rhodocyclaceae. Sob C/N=8, remog¢des de N-NH4* superiores a 90%
foram observadas e o ciclo com alimentacdo néo aerada de 60 min resultou em maior remocao
de nitrogénio total. No segundo estudo (I1), sob C/N=10 foi observado que em sistemas com
consorcio microalgal-bacteriano, as microalgas realizam maior captagdo de nitrogénio (205 mg
N-NH.*/d) em relacdo as bactérias nitrificantes (24,14 mgN-NH.*/d), sendo os principais
responsaveis pela remocao de nitrogénio no consércio. No terceiro estudo (111), LGAB operado
em ciclos de 6 horas foi avaliado, e observou-se que a quantidade de O, produzida por
microalgas (37 mgO./gSSV/h) foi superior ao requerido por bactérias (23,87 mgO2/gSSV/h),
demonstrando que o sistema é sustentavel se aplicado a efluentes com relacdo C/N= 10/1,

caracteristica semelhante a esgotos em regido de clima tropical como os encontrados no Brasil.

Palavras chave: Fotogranulos, Relacdo C/N, fotorespirometria, balanco de nitrogénio.



ABSTRACT

Aerobic granular sludge (AGS) and microalgal-bacteria granular consortia (MBGC) are
wastewater treatment technologies, based on self-aggregation, capable to treat organic matter
and nutrients simultaneously in a single reactor. The granulation conditions, biomass
composition and granular stability differ from one region to another due to differences found in
the composition of sanitary sewage and climatic conditions. In the MBGC, symbiosis occurs,
where bacteria produce CO; assimilated by the algae, which makes O, available to the bacteria.
However, information about the effect of algae on granulation and granular stability is still
limited, as well as microalgae-bacteria interactions in granular reactors. In this context, the
present work studied: (I) the effect of different operational conditions on the development of
AGS and MBGC, and the role of microalgae in the formation of MBGC; (I1) nitrogen balance
to differ the consumption of this nutrient by microalgae and bacteria; (I11) oxygen balance in
LGAB to evaluate the contribution of each microbial group in the O balance during effluent
treatment. In the first study (1) different influent carbon/nitrogen ratios (C/N, 4/1 and 8/1), and
feeding modes (40 min and 60 min non-aerated feeding) were applied in 4 reactors in sequential
batches with 4-hour cycles. The LGA was formed 15 days before the LGAB. However, the
consortium biomass generally showed better stability and diameter. Under C/N=4 ratio, LGA
showed a higher abundance of microorganisms producing extracellular polymeric substances
(EPS), such as Xanthomonadacea and Rhodocyclaceae. The formed biomasses were unable to
completely remove the high concentration of NH4*-N (100mg/L). Under C/N=8, NH4"-N
removals greater than 90% it was observed, and the 60 min non-aerated feed cycle resulted in
higher total nitrogen removal. In the second study (Il), it was observed that in systems with
microalgal-bacterial consortium, microalgae perform greater nitrogen uptake (205 mg N-
NH4*/d) compared to nitrifying bacteria (24.14 mgNH4"-N /d), being the main responsible for
the removal of nitrogen in the consortium. In the third study (l11), it was observed that the
amount of O2 produced by microalgae (37 mgO2/gVSS/h) was higher than that required by
bacteria (23.87 mgO./gVSS/h), demonstrating that the system is sustainable if applied to
effluents with a C/N ratio = 10/1, similar to sewage in a tropical climate region such as those

found in Brazil.

Keywords: Photogranules, C/N ratio, Photo-respirometry, nitrogen mass balance.
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1 INTRODUCAO

A 4gua é um recurso natural finito e essencial a todas as espécies. Entretanto, a
disponibilidade e qualidade hidrica tém sido reduzidas ano ap6s ano como resultado da
poluicdo e degradacdo ambiental da agua. O problema da escassez de dgua também esta
diretamente relacionado a uma estrutura precaria de saneamento. Em 2015, apenas 42,7%
do esgoto sanitario coletado no Brasil era tratado, em 2017 este percentual passou a 46,0%
enquanto que em 2021, 51,2% do esgoto coletado era tratado (SNIS 2015; 2017; 2022). No
entanto, esses dados ndo consideram o percentual de esgoto néo tratado e lan¢ado nos corpos
hidricos. Lancar esgoto ndo tratado em corpos hidricos os enriquece com nitrogénio e
fosforo, compostos naturalmente presentes na agua em baixos niveis. O aporte destes
nutrientes em excesso acelera o processo de eutrofizagdo, que resulta em reducdo do
oxigénio dissolvido na &gua, crescimento exacerbado de algas produtoras de toxinas,
cianobactérias, e morte de peixes (Azevedo Neto, 1988).

O tratamento biologico é amplamente utilizado para estabilizacdo da matéria
organica e remocdo de nutrientes presentes nos esgotos domésticos. Para tal, tecnologias
aerdbias e anaerdbias podem ser empregadas a depender das caracteristicas do efluente, e
viabilidade técnica e econémica. Dentre as tecnologias aerobias, o sistema de lodos ativados
¢ 0 mais comumente utilizado no mundo para o tratamento de esgoto domeéstico
(Nancharaiah; Reddy, 2018). Entretanto, para remocao biolégica de matéria organica e
nutrientes mais completa ser alcancada sdo necessarios diversos tanques, tornando o
processo bastante oneroso. Neste contexto, alternativas de tratamento compactas como
reatores em bateladas sequenciais (RBS) para o cultivo de lodo granular aerdébio (LGA)
tornam-se bastante, e, por isso, 0 LGA tem sido objeto de estudo de diversos pesquisadores
(Franca et al., 2018).

Granulos aer6bios podem ser entendidos como auto agregados bacterianos
compactos, formados a partir de biomassa floculenta sob condic¢des controladas (De Kreuk;
Heijnen; Van Loosdrecht, 2005). Os granulos possuem estrutura estratificada, o que permite
o0 desenvolvimento de microambientes aerdbio, andxico e anaerdbio, ndo sendo, portanto,
necessaria a aplicacdo de diversos tanques para a remoc¢ao de nutrientes. Em comparagdo ao
sistema de lodos ativados, ETEs dotadas de com LGA podem ocupar 80% menos espaco, e

podem atingir uma economia energética de até 63% (De Bruin et al., 2004; Pronk et al.,
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2015). Isto porque em RBS, as reacdes biologicas e decantagdo da biomassa ocorrem em
uma Unica unidade operacional dispensando o uso de decantador secundario, enquanto que
a reducdo energética é devida a falta de misturadores, bombas de recirculacéo de efluente e
lodo (Pronk et al., 2015).

O LGA foi desenvolvido na Holanda, um pais de clima temperado, por isto muitos
estudos sdo realizados sob baixas temperaturas (T < 21°C), com afluentes que apresentam
elevada concentracdo de matéria organica, solidos e nutrientes. (De Kreuk; Heijnen; Van
Loosdrecht, 2005; Corsino et al., 2017; Cetin et al., 2018). No Brasil, pais com climas
tropical e subtropical, a composicao de esgoto sanitario pode ser classificada como esgoto
fraco, segundo a classificacdo de Metcalf e Eddy (2016) por apresentar menores
concentracOes de matéria organica, sélidos e nutrientes. Além disto, o esgoto domestico pode
apresentar carga organica variavel, devido a frequentes e intensas chuvas (Guimardes et al.,
2018) De acordo com Vasilaki et al., (2018), a temperatura ¢ um elemento altamente
correlacionado com a atividade microbiana. Desta forma, estudos sobre LGA com efluentes
caracteristicos de paises como o Brasil sdo imprescindiveis para a transferéncia e aplicacéo
desta tecnologia. Além disso, o lodo utilizado na partida (start-up) de RBS para obtencéo de
LGA é obtido em ETESs no local do estudo, principalmente por questdes logisticas, portanto,
as informag0es sobre granulacdo em regides de clima tropical e subtropical continuam
escassas (BASSIN et al., 2019). Adicionalmente, do ponto de vista operacional sabe-se que
o0 lodo granular aerobio depende de condicdes aplicadas como forga de cisalhamento, tempo
de ciclo, temperatura, caracteristicas do afluente e tipo de in6culo (bassin et al., 2019; he et
al., 2018a; kang et al., 2018; lee et al., 2010; yuan et al., 2019a; zhang et al., 2018b).

Ainda no que se refere ao desenvolvimento e a operacdo de LGA, pesquisadores tém
buscado promover o consorcio algal-bacteriano em fotorreatores em bateladas sequenciais
(FRBS). Do ponto de vista microbioldgico, na simbiose ocorre transferéncia de gases entre
algas e bactérias, em que oxigénio fotossintético produzido pelas algas é utilizado pelas
bactérias aerdbias para oxidacdo da matéria organica, enquanto que o CO> produzido pelas
bactérias pode ser assimilado pelas microalgas (Hoh, Watson e Kan, 2016). Sob a 6tica da
engenharia, 0 consorcio apresenta como principal vantagem a possibilidade de reduzir o
suprimento artificial de oxigénio (JI et al., 2018), além de ser uma alternativa para
imobilizacdo das algas. Existe ainda a possibilidade de recuperacdo de produtos de valor
agregados a partir do descarte de lodo, aplicando assim o conceito de economia circular em
ETEs.
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Em alguns estudos, foi reportado o sucesso na obtencdo do consorcio granular algal-
bacteriano (LGAB) ou fotogranulo, sendo possivel até a obtencdo de boa remocao de matéria
organica e nitrogénio em FRBS sem necessidade de fornecimento de oxigénio (Abouhend
et al., 2018). Embora as pesquisas apresentem o LGAB como vantajoso pela menor
necessidade de energia para aeracdo, os trabalhos geralmente focam na eficiéncia de
remocdo de matéria organica e nutrientes (Liu et al., 2018; Zhao et al., 2018)., sendo
necessarios mais estudos relacionados a eficiéncia de producao de O para os metabolismos
aerdbios em reatores com LGAB.

Diante do desafio de expandir a aplica¢do de LGA, e torna-la viavel em paises como
o0 Brasil, o LGA tem sido objeto de estudo do Laboratdrio de Saneamento Ambiental (LSA)
da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Em estudos anteriores, foi possivel
desenvolver LGA com capacidade de remoc¢édo de matéria organica de nitrogénio amoniacal
de 72% e 48%, respectivamente (Araljo, 2016). Em seguida, através da andlise dos
resultados obtidos e aprimoramentos no sistema experimental foi possivel alcangar remocdes
de DQO e nitrogénio amoniacal, respectivamente, de 81% e 62% (Alves, 2017), 83%, 77%
(Sales, 2018), 83% e 94% (Dantas, 2018), para um afluente com concentracdo media de
DQO de 281 mg.L™! e 32 mgNH4*.L™2. No entanto, um dos maiores desafios da aplicacéo
desta tecnologia € manter granulos estaveis por longos periodos. Recentemente, Alves et al.,
(2022), desenvolveram LGA em escala piloto, sem adicdo de indculo, e alcancaram
granulacdo estavel e satisfatoria remocao de materia organica e nutrientes em 160 dias. As
estratégias ja testadas, favorecem a identificacdo das condicBGes 6timas de granulacdo e
operacdo de biomassa aerdbia granular aplicada a esgotos de baixa concentragdo. Também
foi cultivado consorcio granular algal-bacteriano, e Marinho (2020) observou fotogranulos
com remocao de matéria organica e nitrogénio superiores a 90%.

Neste contexto, o trabalho toma como ponto de partida o estudo da formacao e
operacdo de LGA e LGAB estavel, com base em condi¢Ges operacionais com impacto
positivo na formacdo dos agregados reportadas na literatura. Foram avaliadas diferentes
estratégias operacionais baseadas nos tempos de ciclo, e composicao do afluente. Uma vez
que se tornou possivel cultivar de forma otimizada este tipo de biomassa, este estudo focou
em entender a contribuicdo de cada microrganismo, microalgas e bactérias, na remocéo de
nutrientes através de balanco de massa de carbono e nitrogénio. Adicionalmente, consumo

e producdo de oxigénio sob condi¢bes autotrofas e heterétrofas foram avaliados por
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respirometria. Sendo possivel, assim, investigar a autonomia energética do sistema e

necessidade de suprimento artificial de oxigénio.
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HIPOTESES

Hipdtese 1: Diferentes regimes de alimentacdo ndo aerada afetam a formacdo de
LGA e LGAB em RBS.

Hipdtese 2: A presenca de microalgas na partida de RBS afeta o processo de
granulacdo e estabilidade granular.

Hipotese 3: E possivel obter biomassa nitrificante e desnitrificante com a aplicagéo
de afluente com relagdo C/N= 4 seguida da relagdo C/N=8.

Hipotese 4: Microalgas podem suprir a demanda de oxigénio do consércio e realizam

o0 principal mecanismo de remogéo de nitrogénio.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos das configuracdes operacionais aplicadas (ciclo, composic¢ao do
substrato, efeitos da presenca de consorcio algal-bacteriano, metabolismos e papel das
microalgas) em granulos produzidos em RBS, no tratamento de esgoto sanitario sintético de

baixa concentracéo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o papel das microalgas no processo de granulagéo;

e Analisar o efeito da alimenta¢do no modo de operacdo e manutencéo dos granulos;

e Estudar o efeito das diferentes relagdes C:N na estabilidade e manutencdo dos
granulos;

e Elucidar os mecanismos predominantes de remocao de nitrogénio amoniacal no
consorcio microalgas-bactérias;

e Estimar a dindmica de consumo e producdo de oxigénio que ocorre no consorcio

microalgas e bactéria;
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sera apresentada a base conceitual que norteia este trabalho. A se¢édo
2.1 traz informagdes sobre a aplicagdo do tratamento biolégico com foco no tratamento

aerébio.

TRATAMENTO BIOLOGICO DE ESGOTO

O tratamento biologico é uma das alternativas mais econdmicas e eficientes para a
degradacdo da matéria organica presente em efluentes e pode ser realizado em ambiente
aerobio ou anaerdbios. A principal diferenca entre estes tipos de tratamento € a
presenca/auséncia do oxigénio. Em sistemas anaerobios, sem oxigénio, 0s microrganismos,
transformam a matéria organica em gases, principalmente metano (CHs) e gas carb6nico
(CO2). Em sistemas aerobios, trés processos basicos ocorrem na degradacdo da matéria
orgénica: oxidacdo, sintese e endogenia. Na oxidacdo a matéria organica é convertida a
compostos estabilizados, onde 0s microrganismos obtém energia para manutengdo de suas
funcBes biologicas. Na sintese ocorre a formacdo de novas células, e na endogenia, 0s
microrganismos decompdem o préprio material celular (Metcalf e Eddy, 2016; Nancharaiah
e Reddy et al., 2017; Liu et al., 2017).

Em sistemas aerdbios a biomassa encontrada nos reatores é geralmente composta por
bactérias, protozoarios, micrometazoarios, fungos, rotiferos, nematoides, tardigrades e
anelideos (Bento et al., 2005). O sistema de tratamento aerobio mais difundido e utilizado
no mundo é denominado lodos ativados (Hreiz et al., 2015). A estrutura basica de um sistema
de lodo ativados consiste em: (1) um tanque de aeracdo operado continuamente, onde
microrganismos em suspensao consomem a matéria organica coloidal e dissolvida. Parte da
matéria organica afluente consumida pelas bactérias satisfaz sua necessidade energética,
outra parte é usada para sintese junto com uma pequena proporcao de aménia e fosforo. (2)
O tanque de sedimentacédo (decantador secundario) é onde a biomassa floculenta é separada
do efluente tratado por gravidade. O efluente é despejado no corpo hidrico, mas em algumas

ETEs pode ser necessario um tratamento adicional antes do descarte, a exemplo, filtracéo e
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desinfeccgéo. (3) Linha de recirculagéo, por onde a maior parte do lodo sedimentado retorna
para 0 tanque de aeracdo para manter uma alta concentracdo de bactérias no reator e

intensificar a remogéo de nutrientes (Figura 1).

Figura 1 - Estrutura basica de um sistema de lodos ativados convencional

Afluente

+ Tanque de reagio Decantador

TTTTTT

Linha de recirculagio

I

Fonte: O autor (2023).

Muitas pesquisas contribuiram para a melhora da performance do processo de lodos
ativados, como resultado, processos sofisticados foram propostos como alternativas ao
modelo basico. Modos de operacdo modernos combinam fases aeradas e ndo aeradas e linhas
de recirculacdo entre tanques de aeracdo. No entanto, além de melhorar operacéo e projeto,
diante do contexto econdmico e ambiental o qual estamos inseridos, é importante reduzir
custos operacionais (Hreiz et al., 2015). Portanto, outras tecnologias aer6bias tém sido
desenvolvidas, como o lodo granular aer6bio, que é capaz de remover matéria organica e
nutrientes em uma Unica unidade operacional, dispensando a necessidade de decantador
secundario e de linhas de recirculacdo de lodo (Pronk et al., 2015). Esta biomassa €
normalmente desenvolvida em reatores em bateladas sequenciais, tipo de reator também
utilizado em algumas ETEs com lodos ativados, cujo modo de operacéo € baseado no regime
de ciclos.

Em reatores em bateladas sequenciais (RBS) ocorrem aeracdo e decantacdo no
mesmo tanque, sem necessidade de unidades operacionais distintas para estas etapas. Por
isto, € uma tecnologia promissora para locais com limitac&o de espaco. Operados em regime

de ciclos, funcionam da seguinte forma (Figura 2):



26

1. Enchimento ou alimentagéo: enchimento consiste da adi¢cdo do efluente contendo o
substrato para a atividade microbiana;

2. Reacdo aerdbia: é ligado o sistema de aeracdo para oxidacdo bioldgica da matéria
organica;

3. Sedimentagéo: interrompe-se a aeracgao para repouso do efluente sem interferéncia
de entrada e saida de liquidos;

4. Descarte/Retirada: o efluente clarificado é retirado durante a fase de esvaziamento.

5. Repouso: a biomassa permanece em repouso até que um novo ciclo se reinicie;

Figura 2 - Representacdo esquematica do funcionamento de um RBS. (1) Alimentacdo; (2) Reacdo;

(3) Sedimentacéo. (4) Descarte e Repouso

Enchimento Reagido Sedimentagao Descarte
<= <
Feast- |at% Cisalli
: . isalha-
Afluente famine Washout Efluente

Air

Fonte: FRANCA et al., (2018).

REMOCAO DE MATERIA ORGANICA E NUTRIENTES

O esgoto doméstico é constituido por matéria orgénica e inorganica. A parcela
organica é composta por proteinas (40 a 60%), carboidratos (25 a 50%), 6leos e gorduras (8
a 12%) (Metcalf e Eddy, 2016). Na primeira etapa do tratamento, compostos organicos se
adsorvem na superficie dos flocos ou granulos biologicos e sdo hidrolisados por enzimas
extracelulares, formando moléculas menores que podem atravessar a membrana
citoplasmatica bacteriana. Compostos organicos complexos que ndo sdo hidrolisados
aderem-se a fracdo lipidica da membrana citoplasmatica, sendo entdo absorvidos para dentro

da célula bacteriana e metabolizados (IWPC, 1987).
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A oxidagdo bioldgica é a conversdo de componentes organicos a formas inorganicas.
Na oxidacdo aerobia, as bactérias utilizam o oxigénio molecular como aceptor final de
elétrons. Em suma, o carbono de uma dada molécula pode ser constituinte de uma substancia
produzida pela célula para a sua manutencdo e reproducdo, ou pode ser oxidado a CO-
gerando energia para atividades de sintese e outras atividades celulares (Schmidell et al.,
2007). Em ambiente andxico o agente oxidante € o nitrito ou nitrato, podendo haver
formacédo de nitrogénio gasoso, sulfeto, dioxido de carbono e agua. A compreensdo da
atividade bioquimica dos microrganismos é fundamental na escolha do projeto e processo
bioldgico a ser aplicado, como o0s requerimentos nutricionais gerais e natureza do

metabolismo microbiano com base na necessidade de oxigénio molecular (Tabela 1).

Tabela 1- Classifica¢do de microrganismos por doador de elétron, receptor de elétron, fontes de
carbono celular e produtos finais. Tais reagdes mostradas suportam novo crescimento de biomassa

Doador de
Tipo de Nome comum  Fontede elétron Receptor Produtos
bactéria da reacao carbono  (Substrato  de elétron
oxidado)
Aeroblo, _ OX|,dqgao Corpp_osto Corpp_osto , CO,, H,0
heterotréfico  aerobia organico  organico
Aerobio e o N ] ) )
autotrofico Nitrificacdo CO: NH™, NO2 O NO2, NO3
Oxidagdo de CO; Fe (111) 02 fon férrico
ferro
Oxidacdo de H.S, S°, 2
enxofre CO $,05% Oz S04
Facultativo Desnitrificagdo  Composto Compostos  NO-,
y e N S A AT i N2, CO», H.0
heterotrofico reagdo anoxica organico  organicos NO3
Acidos
graxos
- « volateis
Anaerobio Fermentacao Composto Compostos ~ Composto (AGV) como
heterotréfico  &cida organico  organicos organico
acetato,
propianato,
butirato.
Reducéo de Composto  Compostos Fe (11), COy,
Al Al Fe (111)
ferro organico  orgéanicos H20
Redugcdo de Composto  Compostos H2S, CO,
Al Al S04
sulfato organico  organicos H20
Acidos
Metanogénese Corpp_osto graxos CO; Metano
organico  volateis

(AGV)
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Anaerdbio

+ - -
autotrofico Anammox CO NHq NO: N2, NO3

Fonte: Metcalf e Eddy, (2016).

2.1.1 Remogao bioldgica de nitrogénio em sistemas aerobios

A necessidade de oxidar nitrogénio amoniacal e nitrito em ETES est4 relacionada ao
efeito dessas substancias em corpos receptores, limites estabelecidos por 6rgaos ambientais
e o controle da eutrofizacdo. A remogéo de nitrogénio em sistemas bioldgicos se sustenta em
dois processos principais: nitrificacdo e desnitrificacao.

Na nitrificacdo, em condicdes aerdbia, a amoénia € oxidada em duas etapas: na
primeira, é levada até N-NO2 pelas bactérias oxidadoras de aménia (AOB, do inglés,
ammoniun-oxidizing-bacteria) também chamada de nitritagdo (equacdo 1), na segunda, 0
nitrito € consumido pelas bactérias oxidadoras de nitrito (NOB, do inglés, nitrite-oxidizing
bacteria), produzindo nitrato, reacdo chamada de nitratacao (equacéo 2). Ja a desnitrificacao
tem quatro etapas principais: reducdo do nitrato a nitrito (equacédo 3), nitrito a 6xido nitrico
(NO) (equacgdo 4), NO a oxido nitroso (N20) (equacédo 5), N2O™ a N2 (equacdo 6). As etapas
sequenciais da oxidacdo e reducdo do nitrogénio sdo catalisadas por diferentes

microrganismos.

2NHs" + 302 — 2NOyz + 4 H" + 2H,0 Eq. 1
2NO7 + O2 — 2NO3 Eq. 2
NOsz + 2H* + 26 — NO; + H,0 Eq.3
NO; + 2H" + 2 — NO + H,0 Eq. 4
2NO + 2H" + 2" — N20 + H,0 Eq.5
N2O + 2H" + 2" — N2 + H.0 Eq. 6

Esta visdo “classica” do ciclo do nitrogénio (Figura 3) foi recentemente alterada com
a descoberta de organismos capazes de oxidar NHs para NOs™ (Daims et al., 2015). Ha
também a remocao de nitrogénio pela via curta, inclui nitrificacdo do NH3 para NO2™ seguido

por desnitrificacéo a partir do NO2", ndo realizando a produgéo e consumo de NO3z™. O NH3
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pode também ser oxidado anaerobiamente pelas bactérias Anammox (Anaerobic ammonium
oxidizing) que produzem N2 a partir de NH3z e NO2™ em baixas concentra¢des de oxigénio.
Entretanto, esses ultimos microrganismos séo inibidos em concentracfes de OD superiores
a 0,2 mg.L? (Strous et al., 1999). Ha também o processo chamado reducéo dissimilatoria do
nitrato (DRNA), onde o NO2 é convertido a NHzsem producdo de NO e N2O (Kraft e Strous,
2011).

Em estacdes de tratamento de esgoto, as bactérias oxidadoras de amdnia dominantes
pertencem aos géneros Nitrosomonas e Nitrospira. Existem também as arqueias oxidadoras
de ambnia (AOA), também capazes de oxidar amdnia. No grupo de bactérias que oxidam
nitrito ha intensa participacdo de Nitrobacter, Nitrococcus e Nitrospira (metcalf e eddy,
2016). Em sistemas com nitrificacao e desnitrificacdo simultanea (NDS) os microrganismos
predominantes sdo variados, como Candidatus Competibacter (He et al., 2017) e

Pseudomonas (Kong et al., 2016).

Figura 3- Etapas do ciclo do nitrogénio N, com os genes (em italico) que codificam as enzimas que
participam em cada processo de transformacéo do nitrogénio e a atividade de cada etapa.

nitrous oxide reductase
nosZ

w— N2 Fixacadode N

nitric oxide

reductase mtrogenase

NO NH3

nitrite ammonia
reductase monooxygenase
nirS, nirk amoA

NO, N\ -

PP Nitrificacao
Desnitrificacao
T NO.- ‘itrite

nitrate
reductase oxidoreductase

napA, narG, euk-NR nxrA

Fonte: Wang et al., (2018)

Além disso, os possiveis mecanismos de remogdo de nitrogénio catalisados por
microrganismos que pertencem ao mesmo género podem ser diferentes. Pseudomonas
migulae e Pseudomonas tolaasii Y11 sdo capazes de realizar nitrificacdo heterotrofica e
desnitrificacdo aerobia (He et al., 2018; Qu et al., 2015) enquanto que Pseudomonas stutrezi
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C3 é capaz de realiza desnitrificacdo mas ndo realiza nitrificacdo heterotréfica (Ji et al.,
2015). Portanto, as bactérias envolvidas nas vias de remocdo de nitrogénio nao
convencionais ndo foram completamente consideradas. A NDS é frequentemente reportada
em reatores em bateladas sequenciais que operam com LGA (Ji et al., 2015; Lu et al., 2016;
He et al., 2016).

2.1.2 Remogao biolodgica de fosforo em sistemas aerobios

O fésforo esta presente no esgoto domestico principalmente na forma de fosfatos e
pode ser removido em sistemas bioldgicos, sob condi¢cbes especificas. Em sistemas como
lodos ativados, ocorre a mineralizacdo do fosforo pela biomassa e, ndo havendo perda
excessiva de solidos, o fosfato predomina no efluente. Desta forma, em sistemas de lodos
ativados convencionais a remocao de fosforo ocorre através da descarga junto com o lodo
de excesso (Bastos e VVon Sperling, 2009). Para que haja efetiva remocéo de fdsforo, se faz
necessaria a alterndncia de condi¢cBes anaerdbias e aerdbias, um processo chamado
Enhanced Biological Phosphorus Removal (EBPR). Neste processo, organismos
acumuladores de fosfato (PAO) armazenam acidos graxos volateis (AGV) como poly-b-
hydroxyalkanoates (PHA) e liberam fosfato sob condi¢des anaerobias, enquanto que em
condicdo aerdbia ha acimulo do excesso de fosfato na forma de polifosfato (poly-P) (Figura
4).

O glicogénio também é consumido em condic¢Bes anaerdbias, e liberado na fase
aerobia do ciclo. O fosforo é removido do sistema juntamente ao lodo excedente do processo
(Comeau et al. 1986).
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Figura 4- Diagrama esquematico do metabolismo anaerébio e aerébio de PAO em processo EBPR.
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Fonte: Adaptado de Yuan et al., 2012.

O processo EBPR pode falhar devido ao crescimento excessivo de populacdes microbianas
competidoras. Por isso um conhecimento aprofundado do processo e dos organismos
envolvidos torna-se necessario. Organismos acumuladores de glicogénio (GAO) sao
conhecidos como competidores diretos dos PAO, e estudos prévios reportaram que eles sdo
a cultura dominante em temperatura entre 20 e 30°C, enquanto que PAO se desenvolvem
preferencialmente em temperaturas menores (10°C) (Wang et al., 2007; De Kreuk et al.,
2005). Além disto, um outro fator que pode inibir o processo EBPR é a presenca de nitrito
no sistema de tratamento (Saito; Brdjanovic; VAN Loosdrecht, 2004), o que torna necessaria
a associacdo de processos de NDS e remogéo de fosforo.

Mecanismos de remocao simultanea de nitrogénio e fésforo em uma Unica unidade
operacional foram reportadas na literatura, com o uso da tecnologia de LGA (He et al., 2016;
Lu et al.,2016)

LODO GRANULAR AEROBIO

O lodo granular aerdbio é uma tecnologia que vem sido intensivamente estudada nas
Gltimas décadas. Foi primeiramente reportado por Mishima e Nakamura (1991) em um

biorreator aerobio de manta de lodo ascendente. Ainda na década de 90, Morgenroth et al.,
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(1997) conseguiram formar granulos aerdbios usando reatores em bateladas sequenciais,
sendo a primeira patente registrada por Heijnen e van Loosdrecht em 1998.

O LGA foi definido como agregados de origem microbiana que ndo coagulam sobre
reduzida forca hidrodindmica e que sedimentam significativamente mais rapido que o floco
de lodos ativados (De Kreuk, Heijnen; Vans Loosdrecht, 2006). Os granulos sao agregados
microbianos compactos e densos, o que resulta numa boa capacidade de sedimentacédo que
pode ser indicada através da medicdo do indice volumétrico do lodo (I'VL). Este indice tem
sido utilizado para diferenciar lodo floculento do granular, onde a capacidade de
sedimentacdo da biomassa (LGA) em 30 e 5 minutos é préxima (Pronk et al, 2015; Zhang
et al., 2018; Bassin et al.,2019). Adicionalmente, o tamanho minimo do agregado granular
foi estabelecido como 0,2 mm (Nancharia e Reddy, 2018).

Desenvolvidos majoritariamente em RBS, os granulos aerébios sdo formados sem a
necessidade de material suporte, compostos por bactérias e substancias poliméricas
extracelulares, do inglés, extracellular polymeric substances (EPS). Apesar do processo de
granulacdo nao ter sido completamente elucidado, alguns mecanismos foram propostos para

explicar o processo de granulacdo e serdo explorados no préximo topico.

2.1.3 Formacdo de granulos e estabilidade granular

O processo de formagéo de LGA a partir de uma biomassa inicial, geralmente flocos
de lodos ativados esta diretamente relacionado a sintese de EPS, conhecida como uma “cola
biologica” que confere a adesdo aos agregados e torna possivel a estrutura granular (Figura
5). Modelos mais detalhados foram propostos para descrever o processo de granulacéo,
sendo um dos mais aceitos o proposto por Liu e Tay (2002) e adaptado por Zhang et al.,
(2016). Assim, primeiro ocorre o contato célula-célula, para formar agregados por difusao
hidrodindmica, gravidade e/ou for¢as termodindmicas. A atracdo inicial forma agregados por
forcas fisicas (forca de Van der Waals, neutralizacdo de cargas opostas e forca
termodindmica), quimicas (unido ibnica, intercalacdo de particulas) ou bioquimicas (fusdo
de membrana celular, atracdo de receptores celulares e desidratacdo da superficie celular).
Os microagregados sdo ligados com cola biologica pela extensa biossintese de EPS,

estimulados por quorum sensing e estresses ambientais como limitacéo de nutrientes. A forca
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de cisalhamento hidrodindmico estabiliza a estrutura tridimensional do granulo e continua
sintese de EPS em resposta a parametros hidrodinamicos externos relativos a configuracéo

do reator e condi¢Ges operacionais.

Figura 5- Representacdo simplificada do processo de formacéo do LGA
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Fonte: FRANCA et al., 2018

Um dos elementos chave para a formacdo de LGA é a aplicacdo de alta pressao de
selecdo hidraulica, em que se opera RBS com curto tempo de sedimentacao, para selecionar
biomassa de maior densidade e retirar o lodo com baixa capacidade de sedimentacao a partir
do descarte do efluente (Liu e Tay, 2015). Qin et al. (2014) testaram diferentes tempos de
sedimentacéo (5, 10, 15 e 20) para avaliar seu efeito na selecdo da biomassa. Eles observaram
que no reator com tempo de sedimentacdo de 5 min, uma biomassa densa com boa
sedimentagéo era estabelecida enquanto que uma mistura de biomassa floculenta e granular
foi mantida no reator com maiores tempos de sedimentacao.

Outro elemento importante é a forca de cisalhamento produzida pela aeracao, sendo
reportado em diversos estudos seu impacto na formacéo de biomassa esférica e coesa em
RBS (Chen et al., 2007). Isto ocorre porgque a medida que as bolhas de ar entram em contato
com a biomassa, € criada uma condicao de stress, e portanto, maior € a producao e liberacao

de EPS, elemento essencial para a formacao de LGA (Liu e Tay, 2002).

2.1.4 Remocao de matéria organica e nutrientes em lodo granular aerobio
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A estrutura do LGA consiste em zonas (ou camadas) definidas pela concentragéo de
oxigénio dissolvido. Assim, na medida que o oxigénio penetra no interior do granulo ele é
consumido pelos organismos na camada mais externa. Desta forma, € criado um gradiente
de difusdo de oxigénio (decrescente) atraves das camadas do granulo, o que permite a
formacdo de diferentes ambientes nos granulos. Sdo possiveis zonas aerébia/anoxica ou
aerdbia/andxica/anaerébia em um Unico granulo (Figura 6), resultando em uma variedade de
populacdes de microrganismos no LGA (Liu e Tay, 2004).

Devido ao gradiente de oxigénio no interior do granulo, é possivel a ocorréncia
simultanea de microrganismos do tipo BOA, BON, desnitrificantes, PAO, DPAO e DGAO,
e consequente remocdo de matéria organica, nitrogénio e fosforo (De Kreuk et al., 2005;
Rollemberg et al., 2018). Considera-se lodo granular a biomassa esférica com excelente
sedimentabilidade, e que apresente didmetro maior que 0,2 mm. No entanto, para que haja
completa remocdo de matéria orgénica e nutrientes, € necessario que o0s granulos possuam o
gradiente de difusdo de oxigénio através de zonas bem definidas.

De acordo com He et al. (2016a), granulos aerébios maduros (< 1,2 mm) apresentam
0 nucleo anaerobio, uma zona intermediaria anoxica e uma camada superficial aerobia (He
et al., 2016a), enquanto que granulos de pequenos diametros (< 0,3 mm) podem n&o
apresentar NDS como consequéncia da auséncia de zonas anoxica e anaerébia (Guimaraes
etal., 2017).

Figura 6- Representacao esquematica da estrutura de um granulo aerébio com os principais processos

bioldgicos de remocdo de carbono, nitrogénio e fosforo realizados simultaneamente
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Fonte: Ekama, (2015).



35

Tabela 2- Resumo de condicdes experimentais (efluente, dimensdes de reator e operacao), eficiéncias de tratamento, caracteristicas da biomassa, e

observag0es relatadas por diversos autores em estudos com LGA recentes.

Efluente e concentracéo . ~ ~ Tratamento Caracteristicas da ~
1 Dimensdes do reator e operagéo ~ . Observagoes .
(mg.L™) (Remogdo) biomassa Referéncia
E)Sggf ggz.lestlco real Escala piloto Ciclo= 4 h: DQO> 80%; SSTLM>6g.L* NDS néo observada
N—NH_"— 1%3_ Volumg— 190 L- OD—E 5 m L N-NHs*= 96%; Diametro= 0,2-0,6 mm atribuida a dimenséo dos
Lo - ’ =40 Mg PT=84% IVLgo= 65 mL.g™* granulos; Derlon et al.,
P-PO;*=5 (2016)
Esgoti) smt'etlco (Acetato); Escala df banca.da Ciclo= 6 h: DQO= 95%: B . SNDPR alcancada com
DQO= 200; Volume=3,5L; _ . +_ . SSVLM=4g.L . 2 1
ot OD= 5mg.L* N-NHs*= 94% ciclo Anaerdbio - Aerébio -
N-NH4*= 20; Troca volumétrica= PP a0 ’ IVLs= 22 mL.g* g
P-PO, %= 3 50% T=19°C PT=97% Andxico
He et al., (2016)
Esgoto doméstico real; BOA identificada na
DQO= 150-450; Escala piloto Ciclo=4 h; DQO> 80%; Didmetro= 0,29 mm camada externa dos
N-NH4*= 36-68; Volume= 98 L; OD=8,4mg.Lt  N-NH;*=90%; IVL3o= 67 mL.g* granulos, NOB na interna;
P-PO,3=3-8 Baixas emissdes de N,O Guimardes et al..
(2017)

Com baixa relagdo C/N
Esgoto sintético (Acetato); Escala de bancada Ciclo=4h; DQO= 99%: Idade do lodo= 6- 15d Zzlﬁeﬂzeéiggasng;?: Thaurea
DQO= 1000- 700; N- Volume=4L; X OD= 1,5-8,5 N-NH_4*= 81’%_ IVLs=30 mL.g* . sp agresentaram maior
NHs*= 65-140 Vasc. ar=1,5cm.s mg.L" ’ SSVLM=6-7g.L"

producdo de EPS e
Triptofano

Zhang et al.,
(2018)

Fonte: O autor (2023).
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Tabela 2 - Resumo de condi¢des experimentais (efluente, dimensbes de reator e operagdo), eficiéncias de tratamento, caracteristicas da biomassa, e

observac0es relatadas por diversos autores em estudos com LGA recentes (Continuagao).

Efluente e . ~ ~ Tratamento Caracteristicas da ~

N .1, Dimensdes do reator e operagédo ~ } Observagdes ]
concentracgdo (mg.L™) (Remocao) biomassa Referéncia

S Ciclo=3 h;
L] 0 .
(Eps\%g;tgtg;r?tte)t(l?c 8_ 400° Escala de bancada OD= 4-6 l[\)l?\l?: ?_09/;0/ SSTLM=20g.L* Formac&o de LGA sob condigdes
N-NH. "= 50: 7YY Volume=1,5L;Troca  mg.L?! NT>9€)°/; o Diametro= 0,2-0,4 mm de clima tropical
4_13__ ’ V0|UmétrICa: 63% T=28 °C, _ IVL30: 60 ng_l (T = 280C) Bassin et al
P-POs~=15 _ h TP=28% g
TDH=4,8 (2019)
Esgoto sintético Ciclo=6 h; DQO= 91%; 0 :
(Acetato) DQO= 550; \E/S‘:Ia'a de ?agf_?da Troca OD= 5Ma.L N-NH'= 92%; SSVLM=3,5g.L" VL= D2dos S“gerenftf'.”e 55% dociclo o iemperg et
N-NH.*= 50; olume=76L; roca NT= 71% 80 mL.g" precisa ser aerdbio para ggrant,lr. al., (2019)
P-PO,3= 5- ’ volumétrica= 50% T=28°C PT= 68% remocdo de nutrientes satisfatoria '
(E:ggttgtg;r.ltgtgg_ Escala de bancada Ciclo=6 h; DQO= 93%; SSLM=6¢g.L? Modelagem matematica aplicada Leal et al
1000: N-NH < EOO' Volume=5 L; OD=5mg.L? N-NH;"=94%; PT= IVLs=38 mL.g* com sucesso para estimar IVL, (2020) B
P-Pd4'3: 804 s TDH=12h T=23-28°C  baixaou negativa  Didmetro 0,2- 0,5 mm SSV, SST
Esgoto sintético
(glicose) DQO= 470; S . x
NNACan Bl GdoON | poo-opreer  ssviesgut  ITECOISEOsEmsed wywa,
P-PO,3= 50 " 9" 500 IVLs/IVLso= 0,9 A (2020)
Troca volumétrica: 60% T=23-28 °C ’ de 40 g.L

NaCL= 0-20-40-60
g.L?

Fonte: O autor (2023)
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Tabela 2 - Resumo de condi¢des experimentais (efluente, dimensbes de reator e operagdo), eficiéncias de tratamento, caracteristicas da biomassa, e

observac0es relatadas por diversos autores em estudos com LGA recentes (Continuacéo).

Efluente e . e ~ . Tratamento Caracteristicas da ~

concentragdo (mg.L~ Dimensdes do reator e operagédo ~ } Observacoes

1) (Remocéo) biomassa Referéncia

Esggso_zdzo?estlco Escala piloto V_: 1ms;  Ciclo= 6h; sem B%?_Z]Z(ﬁo% . S$VLM: 35¢9.L% Ni_trif_icagéo realizada Xavier et al
e Troca volumétrica = controle de OD; . ' Diametro= 0,2-0,4mm; principalmente por N

NT= 49, 50% SRT=23d NT>27%; IVLs= 130 mL.g* Nitrospira ss (2021)

POs3=4 ° PT= 14%; 5 9 pira ssp.

Esgoto doméstico;

DQO= 206; Escala piloto;

NTK= 28,1, V=11551L; Ciclo=4h; DQO= 80%; SSVLM=1,2¢g.L}% Granulacdo completa ap6s

N-NH." = 21,8; Troca volumétrica= OD=8mg. LY N-NH.* 83%; Didmetro 0,2 - 0,6mm; 168 dias; NDS observada; Alves et al.,

TP=3,1. 71%j; T=29°C PT=55%; IVLs=42 mL.g* EBPR observado (2022)

Esgoto sintético Escala de bancada; Heterétrofos acumuladores

DQO= 500 (acetato); /=426 L: Ciclo=4h; OD=  DQO= 89%; SSTLM=10g.L%; de PHA dominaram o LGA;

N-NH,"= 42; Troca volumétrica= 50  4- 6,7 mg. L'%; N-NH,"=99%;  Diametro 0,4 - 3,3mm; remogdo completa de DQO  Rosas-Echeverria

P-PO,=10,9 % pH=7-8,1; PT= 85%; IVLs= 38 mL.g* durante a fase anaerébia etal., (2023)

Esgoto sintético

DQO= 200/400/150; Ciclo=6 h; OD=

N-NH4*= 20; Escala de bancada; 0,2-0,5-2,0T= DQO e N-NH;"> Resisténcia a choques de Chen et al.,

P-PO,3%=3 V=2,41L;AD=3 22°C; 90%; SSVLM=21-6,8g.L"; carga pelavariacdo de C/N;  (2023)

Fonte: O autor (2023).
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Grénulos com 1,3 mm de didmetro podem apresentar remo¢do completa de
nitrogénio, sendo possivel inferir que ha uma zona andxica bem definida (De Kreuk et al.,
2005). No entanto, o gradiente de difusdo de oxigénio € influenciado pela concentracéo de
oxigénio externa ao granulo. Uma alta concentragéo de oxigénio pode resultar em um maior
gradiente de penetracdo e consequentemente em menor zona anoxica dentro dos granulos
(De Kreuk et al., 2005). No entanto, sob baixas concentragdes de OD (2-3 mg.L ™) a remogéo
de DQO pode ser prejudicada. Isto porque a remocdo de matéria organica em RBS se da
principalmente por bactérias heterotrofas (Yan et al., 2019).

Adicionalmente, as bactérias envolvidas no processo de desnitrificagdo requerem
uma fonte de carbono como aceptor de elétrons, e a falta de carbono pode restringir
significativamente este processo. Além disto, o gradiente do OD tem influéncia sobre
comunidade bacteriana. Yan et al, (2019) observaram que a abundancia relativa de
Comamonadaceae-related, bactéria capaz de realizar simultaneamente nitrificacdo
heterotréfica e desnitrificacdo, reduziu de 22,3% para 3,4% quando a concentracdo de OD
aumentou de 2-3 mg.L™* para 4-5 mg.L . E possivel ainda que apesar da formag#o das zonas
bem definidas, ndo haja sucesso na promog¢do da remocdo de fosforo. Foram reportadas
baixas remocoes e até liberacdo de P-POs> no efluente (Zhang et al., 2018; Bassin et al.,
2019; Leal et al., 2020; Chen et al., 2023)

2.1.5 Fatores que afetam a formacao dos granulos aerobios

A partir de um indculo, geralmente um lodo ativado, o LGA é formado em RBS
através do controle de alguns pardmetros operacionais como: forca de cisalhamento,
concentracédo de oxigénio dissolvido, tipo de afluente, temperatura e composi¢do do afluente
(Franca et al., 2018). Na maior parte dos estudos aplicados ao desenvolvimento de LGA, sdo
utilizados ciclos entre 4 e 12 horas, compostos por alimentacdo, reacdo anaerdbia/anoxica,
reacao aerobia, sedimentacéo e descarte.

Os ciclos aplicados podem ser estritamente aer6bios ou com alternancia entre
condicBes anaerdbias e aerdbias (De Kreuk et al, 2004; He et al., 2016; Yan et al., 2016;
Rollemberg et al., 2018; Yuan et al., 2019). A alternancia de condic¢Bes anaerdbia e aerobia

favorece o crescimento de microrganismos de crescimento lento, tais como nitrificantes e
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organismos acumuladores de fosfato, considerados benéficos ao processo de granulagédo por
ter positiva influéncia na densidade e estabilidade granular (De Kreuk e Van Loosdrecht,
2004). Além disto, o tempo aplicado na alimentacdo anaerdbia tem efeito sobre as
caracteristicas da biomassa, Wagner et al, (2015) compararam duas condi¢cGes de
alimentacdo anaerdbia, 0 e 30 minutos, e a fase anaerdbia extensa levou a formacdo de
granulos mais compactos e com melhor capacidade de sedimentacao.

O conceito de estabilidade granular considera diversas variaveis, como tamanho,
distribuicdo dos granulos, ocorréncia de quebra dos granulos e washout do reator na
operacao em longos periodos. A desintegracdo é observada quando ha alta concentracdo de
solidos suspensos no efluente, queda nas performances de remocao, e eventualmente a perda
total do sistema (Lee et al., 2010; Wan et al., 2013; Franca et al., 2018). No entanto, o
mecanismo de desintegracdo ou inicio da perda de estabilidade do LGA ainda ndo foi
completamente explicado.

Um elemento fortemente relacionado a estabilidade granular é o contetdo de
substancias poliméricas extracelulares, considerado por diversos pesquisadores com um
elemento chave na granulacdo e manutencdo da estabilidade dos granulos (Gao et al., 2011;
Yang et al., 2016; Corsino et al., 2017; Yin et al., 2019).

O LGA possui em sua regido mais externa uma matriz de polimeros composta
principalmente por proteinas (PN) e polissacarideos (PS), as chamadas substancias
poliméricas extracelulares (EPS, do inglés, extracellular polymeric substances). Essas
substancias sdo responsaveis por fornecer a coesao que mantém a ligacdo entre as bactérias
(Beun et al., 1999). As EPS sdo consideradas elementos chave para o entendimento da
estabilidade do LGA, pois varia¢Ges nas concentracdes de PN e PS alteram as caracteristicas
fisico-quimicas da superficie celular, como carga, hidrofobicidade e outras propriedades
(Gaoetal., 2011). As PN séo influenciadas por diversos fatores como pH, OD, concentragdo
do afluente, relacdo C/N e amonia livre (Corsino et al., 2017; Kang et al., 2017). De acordo
com Wang et al. (2017), a razdo entre o conteido de PS e o substrato tem efeito sobre o
balango competitivo entre microrganismos heterotrofos e nitrificantes, alterando a atividade
nitrificante de lodos ativados. No entanto, o conteudo de EPS em LGA é superior ao
encontrado em lodo floculento (Kang et al., 2017).

Em um estudo desenvolvido por Yin et al. (2019), diferentes razbes
carbono/nitrogénio (C/N) foram aplicadas de forma decrescente, 100/5, 100/2.5 e 100/2 com

0 objetivo de estudar o efeito da deficiéncia de nitrogénio na estabilidade granular. Foi
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observado que a deficiéncia em nitrogénio ndo era um fator decisivo na perda de estabilidade
do gréanulo. Por outro lado, foi reportado por Wang et al., (2019b) que altas concentragdes
de nitrito (0,2 g/gSSV) causam a desintegracao de proteinas fracamente ligadas em lodos
ativados, o que resulta em prejuizos a sua estrutura. Além disto, o nitrito também exerceu
efeito inibitério nos microrganismos do lodo, sendo responsavel pela diminuicdo de
diversidade microbiana.

De acordo com Zhang et al. (2015), altas concentracdes de nitrito podem quebrar
macromoléculas de EPS. Porém a medida que os granulos aumentam de tamanho, as
camadas estratificadas dos granulos limitam a transferéncia de substrato e oxigénio através
do granulo, formando ambientes estratificados, favorecendo o processo NDS e reduzindo o
acimulo de nitrato no sistema (Coma et al., 2012). Desta forma estudos que avaliem

diferentes concentragfes de nitrogénio aplicadas ao LGA sd0 necessarios.

CONSORCIO GRANULAR ALGAS-BACTERIAS

Algas sdo organismos autétrofos fotossintetizantes existentes em ambientes
marinhos e de aguas doces. Microalgas sdo consideradas ha muito tempo como uma opcéo
de tratamento de esgoto doméstico, principalmente pela capacidade de assimilar nitrogénio
e fosforo (Boole et al., 2011). A concepcao do consércio algas-bactérias foi inicialmente
proposta em 1981, com o objetivo de remover nitrogénio em um sistema composto por flocos
de algas e bactérias (Nambiar e Bokil, 1981). Esta simbiose ja ocorre no meio ambiente
naturalmente, onde existe uma grande quantidade de relacBes entre algas e bactérias, e é a
base ecoldgica para 0s processos de purificacdo da agua.

As algas assimilam esses nutrientes, usando a luz do sol como fonte de energia para
sintetizar material celular fotossinteticamente. Neste processo, 0 oxigénio produzido é
disponibilizado para as bactérias realizarem continuamente a oxidacdo de matéria organica.
Da mesma forma, a interacdo pode ocorrer em sistemas de tratamento de efluentes, e tem
sido bastante estudada por seus potenciais beneficios. Em sistemas de tratamento de
efluentes, o oxigénio produzido pelas algas pode reduzir a necessidade de suprimento de

oxigénio. O sucesso da aplicacdo de microalgas no consorcio e tratamento de efluentes
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requer o conhecimento dos varios fatores que afetam o crescimento de ambos
microrganismos.

A variacgéo drastica de um ou mais fatores pode prejudicar o processo de producgédo
de biomassa e/ou afetar tratamento de efluentes. Em termos de remocao de matéria organica
e nutrientes, foi reportado em diversos estudos o alcance de remogdes superiores a 95% de
DQO e 94% de N-NH." (Ahmad et al., 2017; Zhang et al., 2018; Li et al., 2015; Huang et
al., 2015)

2.1.6 Fatores que afetam o crescimento das microalgas

O crescimento das microalgas é afetado por fatores fisicos como luz e temperatura,
fatores quimicos como nutrientes, didéxido de carbono, pH, salinidade e presenca de
substancias inibidoras. Além disto, existem também parametros operacionais como garantir
0 contato alimento/microrganismo, diluicdo e adicdo de bicarbonato.

Os principais fatores serdo destacados nas proximas se¢des com base em trabalhos

que envolvem o crescimento de biofilme algal e aplicagéo no tratamento de efluentes.

2.1.7 Intensidade luminosa e CO2

A intensidade luminosa é um importante parametro que afeta significativamente a
cinética de crescimento das algas. Além da intensidade, frequéncia e fotoperiodos também
influenciam a produtividade das microalgas e a eficiéncia da remocao de nutrientes (Ji et al.,
2014; Liu et al., 2013). Até certo ponto, algas plancténicas e em sistemas de biofilme podem
ser aclimatadas em alta ou baixa intensidade da luz, produzindo proporcionalmente biomassa
(Schnurr e Allen, 2016). No entanto, altas intensidades luminosas podem promover foto-
inibicdo ou foto-oxidacdo (Atta et al., 2013). Ocorre que, existe um ponto de satura¢do no
qual a atividade fotossintética atinge seu valor méximo, quando atingido ou abaixo deste

valor 6timo o crescimento das algas € limitado.
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De acordo com Atta et al. (2013) o ponto de foto-inibi¢do esta em 200pmol-m 2572,
Em seu estudo, a C. vulgaris exibiu maior taxa de crescimento, peso seco e contetdo lipidico
sob intensidade luminosa de 200 pmol-m2-s™%, em comparagdo com intensidades luminosas
de 100 pmol-m2-s~! e 300 umol-m2-s™L. Por outro lado, Camejo et al., (2019) compararam
diferentes intensidades luminosas (150, 200 e 300umol-m2-s™t) em fotobioreatores com
biomassa mista obtida do decantador secundario de uma ETE na Espanha. A biomassa era
composta por microalgas verdes (Scenedesmus e Chlorella); diatoméaceas, cianobactérias,
bactérias autétrofas e heterdtrofas. Sob a maior intensidade luminosa testada, foram
alcangados os melhores resultados em termos de produtividade de biomassa e remogéo de
nutrientes.

As microalgas utilizam CO2 como fonte inorgéanica de carbono. Por isto, assim como
intensidade da luz, a concentracéo de CO; afeta significativamente a cinética de crescimento
das microalgas. Ja foi reportado que a maioria das espécies de algas planctonicas pode ter
um aumento de producdo de biomassa com 0 aumento do contelldo de CO2em 5%(v/v), até
que a concentracdo fique muito alta e prejudique o crescimento (Yun et al., 1996).

De acordo com Blanken et al. (2014) a producdo de CO; esta relacionada com a
intensidade luminosa. No entanto, ndo observou diferengas na producdo de CO; entre as
intensidades de luz de 110-120 e 227 pmol'm2-st utilizando a espécie chlorella
sorokiniana. Em contrapartida, uma intensidade luminosa de 422 pmol-m 2-s* promove
aumento da producédo de CO,, e maior produtividade de biomassa.

As pesquisas relacionadas sobre o efeito de intensidade luminosa e producdo de CO>
sdo um tanto inconclusivas. Tendo em vista que de um lado, considera-se que intensidades
luminosas de 300pumol-m2-s* pode foto-inibir o crescimento de microalgas (Atta et al.,
2013), enquanto que foi reportado que sob intensidade luminosa de 300 e 422 pmol-m 2-s*
pode-se obter maior produtividade de biomassa (Camejo et al., 2019).

A intensidade luminosa tem efeitos diferentes sob biomassa algal e bacteriana.
Nitrificantes podem ser mais sensiveis a luz. Intensidade luminosa de 75 umol-m2-s™* pode
inibir parcialmente o crescimento de BOA, enquanto que intensidade luminosa de 300
pmol-m2-s—1 pode inibir completamente o processo de nitrificagdo (Yoshioka e Saijo,
1984; Vergara et al., 2016). Zhao et al., (2018) avaliaram o consorcio algal-bacteriano em
condi¢Bes Otimas para nitrificagdo (T, pH e C/N) sob intensidade luminosa de 94
pumol-m~2-s7* e ndo observaram fotoinibicdo. Ja Vergara et al. (2016) nio observaram foto

inibi¢do da nitrificagio em consorcio sob intensidade luminosa de 250pmol-m 252,
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2.1.8 Temperaturae pH

Temperatura é outro elemento crucial para crescimento de biomassa algal.
Microalgas podem tolerar uma ampla faixa de temperatura. A maioria cresce bem em faixa
de temperatura entre 25 e 30°C (Roleda et al., 2013). Foi reportado que 0 aumento na
temperatura ambiente resulta no aumento da composi¢éao de acidos graxos volateis saturados
enquanto o decréscimo da temperatura, a de &cidos graxos insaturados dentro da composicao
de lipideos (Converti et al., 2009). E importante destacar que lipidios tem funcéo estrutural
e sdo uma fonte de armazenamento de energia (Williams e Laurens, 2010).

No ambito de tratamento de efluentes, é possivel promover remocao de nitrogénio e
fosforo por biofilme algal em baixas temperaturas. Ferro et al. (2018), em um experimento
conduzido em fotobiorreator para cultivo de biomassa, avaliaram o potencial de remocéo de
nutrientes de microalgas em 15°C e eles alcancaram remocéo de nutrientes superior a 97%
de nitrogénio total, e 99% de fosforo, ao passo que sob temperaturas mais elevadas (~25°C)
a remocao de nitrogénio total esteve em torno de 85%. Existem muitas interacdes entre algas

e bactérias (Figura 7).

Figura 7- Interacdes entre algas e bactérias, linhas sélidas indicam relagdes positivas, linhas

tracejadas, relacGes positivas.

ALGAS BACTERIAS
0, , substancias extracelulares, @
prevencgdo de foto inibi¢do (sombra) ‘ @

> - .

O Produgao de CO,, eliminagdo de NH, )

(Toxico as algas)

O Aumento do pH e OD para niveis
Q mnibitorios.

Competi¢do por nutrientes, sombra,
producio de metabolitos algicidas

Fonte: O autor (2023).

O pH neutro maximiza as concentra¢des de CO2 em equilibrio sem tornar o Ambiente

acido, sendo um ambiente propicio para um bom desenvolvimento da biomassa (SCHNUR
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e Allen 2015). A utilizacdo de CO2, minerais alcalinos e tampdes de fosfato pelas microalgas
afeta significativamente o pH do meio. O consumo de CO2 pela assimilacao fotossintética
aumenta o valor do pH (YYazov, 1982). Além disto, a absor¢édo de nitrogénio também pode
elevar o pH do meio, pois cada ion de nitrato reduzido a aménia, produz um ion OH (Xu et
al., 2006).

2.1.9 Caracteristicas dos fotogranulos aerébios

Agregados de algas e bactérias tem sido estudado por vantagens operacionais como
reducdo da necessidade de oxigénio no sistema, aumento da remocdo de nutrientes em
comparacdo a LGA bacteriano e potencial de recuperagéo de recursos (Tang et al., 2016;
Foladori et al., 2018; Zhang et al., 2018; Wang et al., 2018; Meng et al., 2019%; Zahra et al.,
2023). Recentemente, agregados em formato granular foram desenvolvidos em RBS
expostos a luz natural, e apresentaram boa sedimentabilidade, o que pode superar a
dificuldade em realizar separacdo das algas e efluente tratado (Huang et al., 2015). Foi
reportado que bactérias filamentosas servem como ponte para a formacéo de fotogranulos
sob iluminacdo natural (HE et al., 2018%). E em alguns casos podem realizar melhor remogéo
de nitrogénio (NT) e fosforo (PO4*-P) (Liu et al., 2017, Zhang et al., 2018; Meng et al.,
2019; Xiong et al., 2023). Formados a partir da associacdo de lodo floculento ou ja granular,
os fotogranulos podem apresentar cianobactérias (Figura 8).

Figura 8- llustracdo de um fotogranulo com processo de formacdo e microrganismos presentes.

C¢lulas suspensas livres

Agregados floculentos Fotogranulo
o VR
* & £ e 0 \ P 4
i — 00— 0%
17V & .
Cianobactéria Microalgas
Nitrificantes ~a
T~ o

Desnitrificantes Formagio de

biofilme
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Fonte: Trebuch et al., (2020).

Zhang et al., (2019) promoveram o consorcio a partir de um lodo granular maduro.
Apos 18 dias de interagdo entre 0 LGA e as microalgas, foram observados fotogranulos com
estrutura densa, compacta e regular (Figura 9B,C). Os fotogranulos apresentaram algumas
bactérias filamentosas ao redor da sua camada mais externa. As algas por sua vez, se
estabelecem majoritariamente na camada mais externa dos granulos aerébios (Figura 9 D,E),
mas também estiveram presentes no nucleo granular. Altas concentracfes de oxigénio
dissolvido podem gerar dano foto-oxidativo nas células das microalgas, diminuindo a
eficiéncia de tratamento. No entanto, no consorcio algas-bactérias, a saturacdo do oxigénio
dissolvido nédo apresenta um problema no tratamento, devido ao consumo continuo deste

pelas bactérias heterotréficas (Mufioz e Guieysse, 2006).

Figura 9- Fotogranulos formados sob diferentes intensidades luminosas (A) .

A [luminag¢do (umol m2s)

Granulos SBR

Fonte: Adaptado de Meng et al, (2019b); Zhang et al., 2019 (B), (C), (D) e (E)

A composicao de EPS também tem sido investigada no consorcio fotogranular, e foi
sendo observada a presenca de exopolimeros com valor agregado produzidos por este tipo
de biomassa, tal como exopolimero semelhantes ao alginato (ALE). Zhara et al., (2023)
recuperaram 70 mg de ALE/gQSSV a partir de fotogranulos, valor superior a estudos
realizados com biomassa estritamente bacteriana. Além disso, as amostras de ALE extraidas
possuiam cerca de 4,4-5,4% de lipideos na composic¢do, tornando o ALE menos soltvel e
mais resistente, o que pode contribuir na manutencéo da estabilidade da biomassa.
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Tabela 3- Resumo de condicGes experimentais (efluente, dimensGes de reator e opera¢do), eficiéncias de tratamento, caracteristicas da biomassa, e

observac0es relatadas por diversos autores em estudos com LGAB recentes.

Efluente e concentracéo . ~ ~ Tratamento Caracteristicas da ~ A
1 Dimensdes do reator e operagéo ~ . Observagdes Referéncia
(mg.L™) (Remocéo) biomassa
fluxo de ar=2 ]
Esgoto sintético (50% acetato  Volume=1,4 L; 1 DQO=952%  SSVLM=77g.L e . .
. cm.s Insatisfatoria remogéo de fosforo

+ 50% glicose) ) Huang et al

Iluminacdo natural OD=7-9mg.L? N-NH;*=98%  IVLz=38 mL.g? 2015 N

-— . - +: . _ - -
DQ%: 600; N-NH,"=100 ; P Ciclo=4 h TDH=8 h Dismetro= 0,78mm A!gas a_fetam a diversidade
PO4~=10 microbiana.
o Volume=3,6 L TDH=12h SSVLM=3,9¢.L*
Esgoto sintético (50% acetato ] ) _
+50% glicose) lluminagéio natural Fluxo de ar=300 _ IVLso= 52 mL.g-L O consorcio reduziu a velocidade .
mL.min? de sedimentagéo dos granulos, 2018

DQO=200 ; N-NH,*=20; TP= .. . _ Granulos observados em 7 M2s estimulou a bioatividade

Ciclo=6h .
5 dias
Eggioot)o sintético (acetato de Volume=1,4L; I(;%: (12h on/ 12h DQO=96,7% SSVLM=8,6g.L* Excelente remocéo de nutrientes
DQO= 1200; N-NH4*=200; Intensidade da luz: IVL3=78 mL.g%; Zhang etal.,

= » N-NFg = ) . — . +— 0Q0 30— 9% . , 2018
P-PO,3= 16 121+ 7,3 pmolm2.s1 1OH=12h N-NHS=99% - jiametro= 3,25 mm Maior conteddo de EPS na
biomassa LGAB

Ciclo=6h P-PO43=88,9% Chla-a= 2,72mg.L
Esgoto sintético (50% acetato Volume=1,4L; TDH=8h DQO= 96% SSVLM=5,4-55 g.L_:L
+50% glicose) lluminago natural N-NH;*= 99%  IVLso= 30-40 mL.g TiO2-NPs ndo influenciou a _

remocdo de DQO; melhorou a Lietal., 2018

DQO= 600; N-NH,*=100 ; P-
PO4’3: 23

Adicao TiO2-NPs

NT= 46%

nitratacao

Fonte: O autor
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Tabela 3- Resumo de condicdes experimentais (efluente, dimensGes de reator e operacdo), eficiéncias de tratamento, caracteristicas da biomassa, e

observac0es relatadas por diversos autores em estudos com LGAB recentes (Continuagéo)

Efluente e concentracéo . ~ ~ Tratamento Caracteristicas da ~ A
1 Dimensdes do reator e operagéo ~ . Observagdes Referéncia
(mg.L™) (Remocéo) biomassa
Esgoto sintético (Acetato); :::t)(l;rj\rsri]gz:dzl?ji EZ_ Ciclo=4h; C/N=8, melhor ~ SSVLM=3,21¢g.L%; Maior biodisponibilidade do
DQO= 50 N-NH4*=50 7200 Ix - TDH=7,5h remocédo de N Didmetro= 2,5 mm fésforo para efluente com C/N=1
. — (A
DQO= 400; N-NH4"=50; P- Lu_z. 12h on/'12h off fluxo de ar= 0,55 DQO 96/) n Sistema com potencial em reduzir
3 acima do topo do 4 nitrificagdo: Grénulos cor verde escuro o - Zhao et al.
PO4~=10 cm.s emissdo de gases de efeito estufa ’
reator 100% 2018
Esgoto sintético (glicose) Volume=2 L Luz: 12 on /12 DQO=98,4% SSLM=2,8 mg.L*!
off LGAB apresentou melhor
=300: N-NH4*= 35: P- inacdo: + remocdo de nutrientes em
DQ(_) 300; N-NH4*=35; P lluminagéo: 6000+200 Ciclo= 6 h N-NH4*= 98% IVLs= 24 mL.g? G 1 _
PO, 3= 10 Ix comparacdo a LGA bacteriano Liu et al.
P-PO43= 50,9% 2018
o Volume=2 L Ciclo=4h DQO= 94% SST/SSV=0,69 Granulagdo em 60 dias
Esgoto sintético (50% acetato lluminacéo: N-NH.*= 99% PN (mg.gSSV) = 220:
+50% glicose ' “NF47= 9970, ' T o > i
b glicose) 20000200 Ix NT= 43% PS (mg.gSSV-Y)= 15; PN>PS benéfico
DQO= 300; N-NH4*=50 ; P- ] 3_ rao LGA= 33,4 mgP.gSST?; LGAB tem maior Caietal.,
PO,3=8 Luz: 12h on/ 12h off P-PO,™= 68% LGA= 20,4 mg.gSST™* biodisponibilidade de fosforo 2019
Lo V=1,7L NDS alcancada
Efluente sintético (Acetato de | dade da |
s6dio ntensidade da luz= —q. —920, - 1
) 121 + 7,3 pmol.m?-st TDH=8-24h NT=23% SSVIM=3gl Menor TDH favoreceu a formagio
DQO= 200; N-NH4*= 200; P- _ o ~ . de granulos mais rapido Trebuch et
PO.3=10 Luz: 12h on/ 12h off ~ Ciclo=6- 12 h IVLs=58 mL.g al., 2020

Fonte: O autor
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Tabela 3- Resumo de condicGes experimentais (efluente, dimensGes de reator e operacdo), eficiéncias de tratamento, caracteristicas da biomassa, e

observac0es relatadas por diversos autores em estudos com LGAB recentes (Continuagao)

Efluente e concentracéo . ~ x Tratamento Caracteristicas da ~ A
1 Dimensdes do reator e operagéo ~ . Observagdes Referéncia
(mg.L™) (Remogdo) biomassa
e A, Ciclo claro _ 1
Esgoto sintético (50% glicose Escala de bancada V= Ciclo= 6 *¥M " 5oo= 95%: S$YLM— 1BeLn Chlorophyta foi o filo dominante
) 3,2 L; Troca controle de idade ) Didmetro predominante=
e 50% acetato); volumétrica = 50% do lodo NT= 80%; 0,2-1 mm de algas
Bt ' P-PO,%=50,9%
Ciclo escuro As algas aumentaram
DQO= 256 N-NH,"=37 Luz natural: 981,01 fluxo de ar=0,25 DQO= 95%; VLo 47 mLgt Si nif%cativamente o contetido de
PO43= 10 KWh/mz2/ano. L.min': NT= 72%: W= m-g T Zhou et al.,
P-PO43=97% ' 2022
Esgoto sintético Volume= 1,5 L Luz:12on/12 560 gg9 SSLM=7,2 g.L* _
off LGAB compacto, ocorréncia de
= * N-NH.*= 50: P- =46-— Lt ) -NHg4*= 979 NDS, e remogdo de fosforo
DQ% 1000; N-NH4*=50; P- OD .4,6~ 8,0 mg.L Ciclo= 6 h N-NHs"= 97% IVLso= 43 mL.g™ . o 0
PO,3= 10 lluminag&o: 2500 Ix NT= 66% associadas ao género Thauera. Xiong et al.
P-PO,3= 88% 2023
Producéo de ALE superior a
Volume=15L Ciclo=6h DQO=86% SSVLM=2,0-4,0 mg.L?  estudos com esgoto sintético
Esgoto doméstico real disponiveis na literatura.
lluminagdo: 113 fluxo de ar=2,5
. ' 70 ALE.g-SSV!
pumol.m?s? L.min? mg g
DQO= 96-214 Luz: 12h on/ 12h off IVLao= 26 mL.g* iggga etal.,

Fonte: O autor
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INTERACOES METABOLICAS DEPENDENTES DE O, ENTRE MICROALGAS E
BACTERIAS

Monitorar a atividade biologica e composicdo da biomassa é fundamental para o
garantir a operacdo das ETEs de forma satisfatoria. Em estacfes com biomassa aerdbia
floculenta 0 monitoramento da atividade metabdlica pode ser feito através de testes
respirométricos, que podem ser entendidos como a medicdo e interpretacdo da taxa de
consumo biologico de um aceptor de elétrons inorganicos sob condicBes experimentais bem
definidas (Spanjers et al., 1996).

Uma quantidade limitada de protocolos respirométricos esta disponivel na literatura,
geralmente relacionados ao consumo de matéria organica biodegradavel ou efeito toxico
/inibitério de substancias como metais pesados e produtos farmacéuticos na biomassa
(Aguilar, et al., Faria, J.K. 2021). No entanto, em sistemas com metabolismos algal e
bacteriano, ndo ha apenas degradacdo de matéria organica, existem dois fluxos de oxigénio
que precisam ser considerados, relativos a producdo e consumo de Oz, que podem ser
determinados por testes respirométricos (Flores-Salgado et al., 2021b; Rossi et al., 2020). A
analise destes dois fluxos deve ser realizada em testes com condigdes claras e escuras, e com
adicdo de substratos e substancias inibidoras, para identificar diferentes atividades
metabdlicas no consorcio.

No consorcio microalgas-bactérias maior parte do metabolismo heterétrofo €
realizado por microalgas na auséncia de luz. (Flores-Salgado et al., 2021b). Também foi
observado que a captacdo de O, durante a fase escura podia ser ligeiramente maior que a
producéo de Oz na fase clara. Tais resultados indicaram que, sob iluminacgéo, o O produzido
n&o supriria a atividade heterétrofa de microalgas. E importante destacar que no tratamento
de efluentes domésticos, além da degradacdo de compostos organicos, o consorcio
microalgas-bactérias também deve realizar remoc¢éo de nutrientes como nitrogénio. Desta
forma, para que o consorcio seja considerado “sustentavel” do ponto de vista energético, o
O produzido deve ainda suprir a necessidade dos microganismos nitrificantes. Apesar disto,
estudos que focam nas interagfes metabdlicas dependentes de O» sdo limitadas, e como

mencionado anteriormente, tem focado na degradacdo de compostos organicos.
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Recentemente, um novo método respirométrico foi proposto por (Sanchez-Zurano et al.,
2020), com base na flutuacdo da concentracdo de oxigénio em um sistema com ciclos
claro/escuro alternados (4 min), onde pode-se calcular a taxa liquida de oxigénio produzido
e consumido por microalgas e bactérias nitrificantes no consumo de N-NH4*. Nas condic0es
estudadas, microalgas apresentaram uma taxa especifica de consumo de oxigénio (SOUR)
de 0,9 mgO2.g biomassa™-h ! enquanto que as bactérias nitrificantes apresentaram sOUR=
1,2 mgO,.g biomassa™-h 1. No entanto, 0 método inclui o suprimento artificial de oxigénio
entre as fases clara e escura, para atingir 100% da saturagéo antes da mudanga entre producéo
de OD e consumo. Logo, o oxigénio disponivel ndo era proveniente exclusivamente da
producdo fotossintética.

Adicionalmente o excesso de oxigénio dissolvido pode reduzir o crescimento de
biomassa microalgal uma vez que estimularia a fotorrespiracdo das microalgas. No cenéario
com excesso de Oz, as microalgas utilizam a enzima Ribulose-1,5-bisphosphate
carboxylase/oxygenase, para captar oxigénio e desta forma reduz a taxa de desenvolvimento
de microalgas (Giordano et al., 2005; Fard et al., 2023).

Diante da atual e crescente aplicacdo do consorcio no tratamento de esgoto
domeéstico, a existéncia de um protocolo que diferencie a atividade heterétrofa e autétrofa se
faz necessario. Além de um importante parametro de monitoramento, pode ser aplicado para
estimar a necessidade de oxigénio da biomassa heterotrofa e autétrofa nitrificante, e o
potencial das microalgas em suprir parte ou total a demanda de oxigénio.

Neste contexto o presente estudo propde ainda otimizar o monitoramento da
atividade metabdlica do consorcio microalga bacteriano, através da avaliacdo das taxas de
consumo e producédo de oxigénio, considerando o consumo de matéria organica e atividade
nitrificante sem suprimento artificial de oxigénio. Tais informacGes sdo fundamentais no
monitoramento de ETES e podem ser utilizadas para tomada de deciséo na operacionaliza¢ao

de estagbes com o consorcio.



MATERIAIS E METODOS

o1

Neste capitulo, é exposta a metodologia utilizada nos experimentos para atingir os objetivos

desta Tese. Esta pesquisa foi conduzida em 3 etapas, com os dois primeiros experimentos

realizados na Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e o terceiro em cooperacao

internacional na Universidade Nacional Autdbnoma do México (UNAM), de acordo com o

esquema apresentado na figura abaixo.

Figura 10 - Esquema com divisdo dos topicos estudados por experimento, local de realizacédo, e

resumo de condi¢Bes experimentais, relagdo carbono nitrogénio (C/N), troca volumétrica (Tv),

aplicadas aos reatores R1 (Reator 1), R2 (reator 2), RC1 (reator controle 1), RC2 (reator controle 2),

FRBS (foto biorreator sequencial em bateladas).

Inicio

Estudo 1

R1, R2, RC1 e RC2

Objetivos: Formar LGA e
LGAB, e comparar efeito das
diferentes condigdes
aplicadas na formagdo de
biomassa e remogdo de
nitrogénio.

Fase |
C/N= 4; Tv: 44%; Afluente: A

Fase Il
C/N= 8;Tv: 44%; Afluente: B

Estudo 2

R1, R2, RC1 e RC2
Objetivos: Investigar
mecanismos de remogdo de
nitrogénio amoniacal e avaliar
o desempenho da biomassa na
remogdo de nitrogénio.

C/N= 10 ;Afluente: C

Tv: 44% (R2,RC1,RC2); 70% (R1)

Estudo 3

FRBS
Obijetivos: Investigar o
balango de oxigénio entre
microalgas e bactérias.

C/N= 10; Afluente:C

Tv: 50% (R3);

———-———————————————*

Fonte: O autor (2023).
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SISTEMA EXPERIMENTAL (FRBS E RBS)

Os estudos 1 e 2 foram desenvolvidos no Laboratério de Saneamento Ambiental
(LSA) da UFPE. O sistema experimental era composto por 4 reatores em escala de bancada,
onde 2 foram operados com LGA (RC1 e RC2) e os outros dois foram operados com
consorcio granular de algas e bactérias (R1 e R2). Os reatores foram confeccionados em
acrilico, com 74 mm de didmetro interno e 1000 mm de altura, volume Util de 3,5 L e troca
volumeétrica de 44%. Os FRBS foram montados dentro de um ambiente fechado para
controle da iluminacdo (Figura 11). R1 e R2 foram expostos a iluminacédo artificial com
intensidade luminosa de 140 + 20 pumol.m™? s com ciclos de 12 horas claro e 12 horas
escuro. Ciclos de 4 horas foram aplicados a R1, RC1, R2 e RC2, compostos por alimentagédo
ascensional ndo aerada, fase de aeracdo, sedimentacdo e descarte. O tempo de duracdo dos
ciclos sera melhor detalhado no item 3.3, onde dispGe das estratégias aplicadas com base em

ciclos operacionais.

Figura 11- FRBS (A) e RBS (B).

Fonte: O autor (2023).
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Figura 12- llustracdo do aparato experimental

FRBS RBS

Temporizador

O Aerador

{ Bomba (descarte)
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lj_;l Bomba (alimentagdo)

Troca volumétrica

iI;  Registro — L]
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s0L

——— e ——— — —

Fonte: O autor (2023).

O experimento foi mantido em temperatura ambiente (252 °C). Compdem o aparato
experimental: bomba de alimentacio (HANNA®, modelo BL Black Stone), reator,
eletrobomba de descarte (Consul), bomba de aeragdo (BOYU SC- 7500) e timer digital
(Exatron TMDS@BC) conforme esquema ilustrativo do aparato experimental utilizado
(Figura 12).

No terceiro estudo, um FRBS (R3) escala de bancada, em acrilico transparente foi
utilizado, com volume util de 1,5 L e troca volumétrica de 40%. O reator foi submetido a
iluminacéo artificial de 180 + 20 pmol.m™2.s* em ciclos claro/escuro de 12 horas.

O R3 foi operado em bateladas com ciclos de 6 horas que consistiram em alimentacéo
ndo aerada (30 min), fase ndo aerada ao final da alimentacdo (60 min), aeracdo (245 min),
sedimentacdo (5 min) e descarte (20 min). Durante os primeiros 90 minutos, a mistura era
realizada por alimentacdo ascensional (primeiros 30 min) seguida de uso de agitador
magnético (do 31° ao 90° minuto, na fase ndo aerada). Apds esta etapa o suprimento de
oxigénio foi realizado com uma bomba de aeracdo durante a fase aerébia. A distribui¢do de
ar na base do reator foi realizada com quatro pedras difusoras (d= 1,5 cm) e oxigénio na
saturacao.

O R3 foi operado sem controle da idade do lodo. Compds o aparato experimental:
bomba de alimentacdo e descarte (Masterflex®, Cole Parmer 07557-04), reator, bomba de
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aeracdo (bomba de aquario) e controlador digital (Chrontrol XT-R4N8-) conforme Figura
13).

Figura 13- Sistema experimental R3

Fonte: O autor (2023).

EFLUENTE SINTETICO

Utilizou-se esgoto sintético nos trés experimentos, sendo glicose e acetato as fontes
de carbono utilizadas. Nitrogénio amoniacal foi adicionado com uma solugdo de NH4Cl e
fésforo com uma solugdo de KH2PO4. Além disto, foram utilizadas solugBes macronutrientes
e micronutrientes de acordo com Huang et al., 2015. As concentragdes de efluente foram
modificadas ao longo das fases experimentais aplicada (Tabelas 4 e 5). No estudo 1 os

afluentes A e B foram utilizados, nos estudos 2 e 3, a composi¢édo afluente C foi utilizada.

Tabela 4- Composicgao dos afluentes sintéticos

Concentracéo

Composto Forma molecular Afluente A Afluente Afluente C* )
B Unidade

Fonte de carbono



Glicose CsH1206
Acetato CH3COO
Macronutrientes
Cloreto de amonio NH,4CI
Fofato monopotéssico KH2PO4
Cloreto de célcio CaCl;

Sulfato de magnésio

heptahidratado MgS0..7H,0
Sulfato de Ferro (I1) oso
heptahidratado FeS0O..7H,0

Solucéo de
micronutrientes

400

100
10

400

50

10
10

10

1

150
150

30
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mgDQO.L™*
mgDQO.L™*

mgN-NH,*.L?

mgP-PO,.L*
mgCa?*.Lt

mgMg?*.L?
mg de Fe?*.L?!

mL.L?

*Valores adaptados a condicéo de efluente de baixa concentragdo

Fonte: adaptado de Huang et al. (2015)

Tabela 5- Composicao da solugdo de micronutrientes

Composto Forma molecular Nutriente Concentragéo (mg.L™)
Acido bérico H3BO3 Bo 50
Cloreto de zinco ZnCl; Zn 50
Cloreto de cobre CuCl; Cu 30
Sulfato de manganés monohidratado MnS0O..H,0 Mn 50
Molibidato de ambnio tetrahidratado (NH4)6M07024.4H,0 Mo 50
Cloreto de aluminio AICL3 Al 50
Cloreto de cobalto hexahidratado CoCL2.6H20 Co 50
Cloreto de niquel NiCl; Ni 50

Fonte: Huang et al., (2015); Adav et al., (2008).

ESTRATEGIAS COM BASE NOS CICLOS OPERACIONAIS

Para atender aos objetivos da pesquisa, diferentes estratégias operacionais foram

aplicadas aos reatores (OP1, OP2 e OP3). Ciclos de 4 e 6 horas foram utilizados, em trés

modos de operacdo distintos (Tabela 6). Para a estratégia de formacao de biomassa, OP1 e

OP2 foram utilizados. OP1 consistiu em 60 min para alimentagdo ndo aerada, 176 min para

aeracdo, 3 min para sedimentacdo e 1 min para descarte. OP2 consistiu em 40 min de

alimentacdo ndo aerada, 196 min de aeracdo, 3 minutos para sedimentacdo e 1 minuto para

descarte.
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O oxigénio dissolvido dos reatores R1, R2, RC1 e RC2 foi mantido entre 6 € 7 mg.L
! durante o periodo de formacdo da biomassa granular, e apds a obtencdo de granulos
aerdbios nos reatores o OD reduzido para 4- 6 mg.L™. A etapa de alimentagio ndo aerada,
ndo foi considerada estritamente anaerdbia, uma vez observado nitrito e/ou nitrato
acumulado na fase liquida de ciclos anteriores. Desta forma, dentro do tempo de alimentacao
houve um periodo andxico seguido de anaerobio. E, portanto, a terminologia alimentacédo

nédo aerada foi empregada.

Tabela 6- Ciclos operacionais aplicados

. ~ Reacéo
Ciclo Allmentagao nédo Reacdo Sedimentacdo  Descarte
. ndo aerada . . . Total (horas)
operacional (min) aerada aerada (min) (min) (min)
(min)

OP1 60 176 3 1

OP2 40 196

OP3 30 60 245 5 20 6

Fonte: O autor (2023).

Uma visdo geral das condigdes experimentais aplicadas entre reatores, tais como
trocas volumétricas, ciclos aplicados (OP1, OP2 e OP3), relacdo carbono/nitrogénio e o

objetivo da condicao aplicada esta disposta na Tabela 7

Tabela 7 - Resumo das diferentes condigdes experimentais e objetivos

) 3 Variavel - .
Experimento duracdo Reator - Objetivo/avaliar
TV (%) CIN Ciclo

R1 40 41 OP1

Fase | Efeito da duracgéo da fase anaerobia na
R2 40 41 OP2  formacdo granular; Formagéo de granulos
RC1 40 41 OP1 nitrificantes

0- 70 dias RC2 40 4:1 OP2

1
R1 40 8:1 OP1
Fase Il R2 40 81 OP2 Promover NDS sob C/N= 8 e avaliar o
RC1 40 81 OP1 efeito do aumento da relagdo C/N na
20 - 140 biomassa
) RC2 40 8:1 OP2
dias
R1 70 10:1 OP1
2 0- 104 dias Desempenho do sistema alimentado com

R2 40 10:1  OP2 o
composicdo semelhante ao efluente local
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Avaliar a captagdo e nitrogénio através de

RC1 40 10:1 OP1
balanco de massa

RC2 40 10:1 OP2 Manter LGA e LGAB estaveis
Formar fotogranulos
3 0-50dias  R3 40 101 OP3 Realizar balanco de oxigénio em

fotogrénulos

Fonte: O autor (2023).

INOCULO MICROBIANO E DE MICROALGAS

No estudo 1, os RBS e FRBS foram inoculados com 1,5 L de lodo aerdbio
proveniente da estacdo ETE-Janga, que trata esgoto doméstico de uma parcela da populacao
dos municipios de Paulista e Olinda. A biomassa era floculenta e possuia concentracdo de
SSVLM=4.600 mg.L ! e de IVL3o= 349 mL.g%. Nenhum pré-tratamento foi aplicado ao lodo
antes da inoculacdo. Nos FRBS houve ainda a adi¢éo Chlorella vulgaris (densidade celular
de 10°cell.mL™ e 1,0 g.L* de clorofila-a). A espécie foi cultivada no LSA, cepas isoladas
foram replicadas para volumes maiores em tubos de ensaio, Falcon e Erlenmeyers com
pequena capacidade volumétrica até que essas células se multiplicassem e atingissem a
densidade minima desejada, foram cultivadas/ nutridas com meio de cultivo Provazzoler
adaptado e vitaminas do complexo B, ImL.L™" e 0,5 ml.L. O cultivo foi realizado em
fotobiorreatores proprios para cultivo, e constantemente aerados sob iluminacdo artificial.

No experimento 3, o indculo utilizado no R3 era composto de mistura de lodo flocular
e microalgas obtidos a partir de uma lagoa de algas de alta taxa escala piloto, alimentada
com digestato. A biomassa era cultivada em uma area experimental do Laboratério de
Investigacdo em processos avancados de tratamento de aguas (LIPATA), pertencente ao

instituto de engenharia da UNAM, unidade académica de Juriquilla.

METODOS ANALITICOS APLICADOS

3.1.1 Andlises fisico-quimicas
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Sélidos suspensos volateis do licor misto (SSVLM), demanda quimica de oxigénio
(DQO), nitrogénio amoniacal (N-NH."), nitrito (N-NO>") e nitrato (N-NO3’), foram medidos
de acordo com o Standard Methods (APHA, 2012). O oxigénio dissolvido (OD) no licor
misto dos reatores foi medido com o uso de sonda (YSI- 6600; HACH SC200). As analises
fisico-quimicas foram realizadas numa frequéncia de 2 a 3 vezes por semana (Tabela 8).

Tabela 8 - Métodos analiticos rotineiros empregados.

Pardmetro Meétodo Referéncia Amostras*
pH Potenciométrico Multiparametro Hach HQ40d AF, P1, EF, LM
Temperatura Potenciométrico Multipardmetro Hach HQ40d AF, P1, EF, LM
Oxigénio dissolvido Potenciométrico YSI 5000 m; Hach SC200 LM
DQO Colorimétrico APHA, 2012 AF, P1, EF
Nitrito (N-NOy) Colorimétrico EPA, 2003 AF, P1, EF
Nitrato (N-NO3) Colorimétrico/ Cromatogréfico EPA, 2003 AF, P1, EF
Nitrogénio Amoniacal Destilacao/ Titulométrico APHA, 2012 AF, P1, EF
Série de sélidos Gravimétrico APHA, 2012 EF, LM

*Amostras: AF (afluente), P1 (Apos alimentacdo ndo aerada); EF (Efluente); LM (Licor misto).

3.1.2 IVL e microscopia

O indice volumétrico de lodo serd realizado de acordo com Schwarzenbeck et al.
(2004), que ¢ baseado no método padréo de 1VLso mas propde que a analise determine o
indice para diferentes tempos, sendo eles 5, 10 e 30 minutos. Para a determinagédo de IVL
serdo coletados 1000 mL do licor misto, e determinados os indices para 5, 10 e 30 minutos

de sedimentagéo da biomassa conforme a equagéo:

IVL, = === Eq. 7

Onde VLS ¢ o Volume de Lodo Sedimentado (mL L), SST é a concentragdo de
solidos suspensos totais do licor misto e t € o tempo de sedimentacdo (min).

Analises microscopicas no experimento 1 foram conduzidas em amostrar de licor

misto com microscopio 6tico (marca Leica®, modelo MDE), com ampliacdes de 10, 40 e

100x. Andlises microscépicas no experimento com R3 foram conduzidas em amostras de
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licor misto com microscopio 6tico LEICA DM500 e com sistema de aquisi¢cdo de imagens
(LEICA ICC50 HD) e lente estereoscépica (Zeiss Stemi DV4).

3.1.3 Analise granulométrica

A analise de granulometria foi realizada por peneiramento com base na adaptacéo da
metodologia proposta por Bin et al., (2011). Para tal, amostras de 100mL de licor misto
foram tomadas dos reatores. Um conjunto de peneiras em ago inoxidavel com abertura da
malha de 212, 400, 600 e 1200 um é empilhado na ordem crescente do MESH das peneiras,
e a amostra é entdo passada por elas. Um recipiente abaixo da ultima peneira coleta a
biomassa com diametro menor que 212 um. Os granulos retidos em cada peneira foram
recuperados por retrolavagem com agua deionizada e reservados em becker. Em seguida, as
amostras correspondentes a cada classe granulométrica (d < 212 pm, 212 pm < d <400 pm,
400 pum < d <600 pm, d > 600 pum) foram filtradas para determinacéo dos sélidos suspensos
totais seguindo metodologia do Standard Methods. Para determinar a distribuicéo
granulométrica, é calculado o percentual do peso que cada fracdo corresponde em relacao

ao valor de SST.

3.1.4 Andlise de Clorofila-a

A analise de Clorofila-a foi realizada de acordo com a metodologia de Tang et al.,
(2016). A anélise consiste em tomar uma amostra de 20 mL de licor misto e acondicionar
em tubo Falcon (50 mL). Realiza-se centrifugacdo da amostra a 4000 rpm por 10 min. O
sobrenadante € descartado e é adicionado 20 mL de acetona a 90% e 0,05 g de CaCO3.
Agita-se em vortex e armazena a 4° C por 24 horas no escuro. Apds estas etapas, é realizada
a leitura da absorbancia da amostra em quatro comprimentos de onda: 750 nm, 663 nm, 645
nm e 630 nm utilizando o espectofotdmetro. Solucdo de acetona a 90% ¢é utilizada como

branco.
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a= [(11,64x (ODg33—0D703)—2.6 X (0Dg45—0D750)+0.1 x (ODg390—0D750)]V1
V.o

Chl — Eq. 8
Onde, Chl-a (mg.L™) é a concentragdo de clorofila-a; V= volume em litros da amostra
coletada; V1= volume em mL de acetona 90% usada para extracdo; ODe3o = leitura da
densidade Optica no comprimento de onda 630nm; ODes3 = leitura da densidade dptica no
comprimento de onda 663nm; ODse4s = leitura da densidade dptica no comprimento de onda

645nm; OD750 = leitura da densidade Optica no comprimento de onda 750nm; o= é o

caminho 6ptico da cubeta (cm).

3.1.5 Extracdo e analise de EPS

A analise de EPS foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Arellano-
Badillo et al. (2014), a determinacdo de proteinas pelo método de Lowry et al. (1951) e

polissacarideos por Dubois

3.1.6 Extragéo de DNA e sequenciamento

Foram realizadas extracdes de DNA para bactérias pelo Kit comercial Power Soil
TM DNA Isolation Kit MO BIO laboratérios. Inc. Para adequar a amostra ao método de
extracdo, foi necesséria filtragdo de 100 mL de amostra por uma membrana de 0,22 um
(filtro de membrana de mistura de ésteres), com a finalidade de reter os microrganismos. Em
seguida a membrana foi recortada em diminutos tamanhos e com auxilio de uma pinca e
colocados nos tubos PowerBead para o inicio da extracdo do DNA que seguiu o protocolo
do fabricante. A quantificacdo de DNA foi realizada usando o NanoDrop2000
espectrofotémetro (Thermo Scientific, USA). O DNA foi armazenado a 20°C e submetido a
sequenciamento de alto rendimento. A amplificacdo do 16S rRNA foi feita usando os
primers 341F (CCTACGGGRSGCAGCAG) (WANG; QIAN,2009) e 806R
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(GGACTACHVGGGTWTCTAAT) (CAPORASO et al., 2012) pela Neoprospecta
(Florianopolis- SC, Brasil). Para o sequenciamento foi utilizada a plataforma MiSeq
(Mumina Inc., USA) com o kit V2 de 300 ciclos, single-end. As leituras brutas foram
analisadas pelo MG-RAST considerando o filtro de qualidade de leitura maior que 99%.
Para a classificagdo taxondmica, as sequéncias com similaridade maior que 97% foram

agrupadas em uma unidade taxondémica operacional (OTU).

3.1.7 Taxa especifica de consumo/producéo de oxigénio

Considerando os processos que envolvem o oxigénio e sua transferéncia entre
biomassa, fase liquida e atmosfera, um perfil de OD pode ser calculado de acordo com o
seguinte balanco de massa (Equacéo 7).

nOPR = OTR + OPR — OUR Equagéo 7

O balango de massa de oxigénio (nOPR, do inglés, net oxygen production rate)
considera a producdo inclui a difusdo de O entre a fase liquida e gasosa (OTR, do inglés,
oxygen transfer rate), a taxa de producao de O, fotossintético a partir das microalgas (OPR,
do inglés, oxygen production rate). O balango de massa inclui a difusdo de O, entre a fase
liquida e gasosa (OTR, do inglés, oxygen transfer rate), a taxa de O: produzida
fotossinteticamente por microalgas (OPR, do inglés, oxygen production rate) e a taxa de
respiracdo, expressa como OUR (OUR, do inglés, oxygen uptake rate). O teste
respirométrico foi realizado com mistura completa, sem headspace, entdo a OTR foi
descartada. O consumo e producdo de oxigénio especifico (SOUR, do inglés, specific oxygen
uptake rate; sOPR, do inglés, specific oxygen production rate) foram obtidos pela divisao
do OUR e OPR pela concentracdo da biomassa, expressa em SSV.

Sob iluminacdo, a OUR realizada por bactérias e OPR ocorre simultaneamente, entéo,
a equacéo 7 pode ser reescrita como equagdo 8. Sob condicGes escuras, 0 OUR pode ser
realizado também por microalgas (OURm), entdo 0 OUR é a soma de OURpacterias €
OURmicroaigal (Equagéo 9).

nOPR = OPR — OURb Equacdo 8
OUR = OURbacteria + OURmM Equacdo 9
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A OUR pode ser determinada em grupos especificos de microrganismos baseado no
tipo de substrato a ser consumido. E possivel diferenciar o consumo de oxigénio de
organismos heterotrofos ordindrios (OURono) isto €, que consomem apenas matéria
organica de bactérias oxidadoras de amonia (OURaog) € bactérias oxidadoras de nitrito
(OURNog) utilizando diferentes substratos.

OURpacteria= OURoHo +OURAos + OURNoB (Equagéo 10)

Com base nas equacOes apresentadas, e dos testes respirométricos realizados foi
possivel determinar metabolismos que ocorrem simultaneamente ou de forma isolada
(Tabela 9). Adicionalmente, a endogenia foi considerada (OURend). A equacdo 11 pode ser
derivada das demais equacGes apresentadas e representar o completo balan¢o de massa de
0.

NOPR= OPRm — OURm — OURoHo — OURA0B — OURNoB - OURend Equacéo 11

A captura e producdo de oxigénio foi monitorada por respirometria e as taxas de
consumo determinadas pela linha de inclinagéo da reta. Foi utilizado um protocolo com base
no teste realizado por (Flores-Salgado et al., 2021a), o oxigénio foi medido com oximetro
modelo YSI 5300, sob 25 °C. Foram utilizados 55 mL de licor misto, em triplicata. Para
eliminar a DQO residual e nutrientes da amostra, a biomassa era sedimentada 5 vezes e
ressuspendida em uma solucdo de micronutrientes. Cada teste foi realizado em triplicada,

sob as condigdes de carbono e nitrogénio presentes na Tabela 9
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Irradiagao pmol

2 -1
Teste Substrato Inibidor m-s Metabolismo favorecido Metabolismo evitado Resultado
Heterdétrofo (Microalga + SOUR het! +
1 Acetato (200mg/L) - 0 Bacteria) atividade fotossintética (microalgas) SOUR (m)?
Heterotrofo (bacteria) e
atividade fotossintética SOUR (OHO)® +
2 Acetato (200mg/L) - 180 (microalgas) sOPR (m)*
Autotrofo fotossintetizante
(HCOs removido por
3 HCOs3 (100 mg/L) - 180 microalga) Atividade heterotréfica microalgal sOPR
NH4CL (30 mg Autétrofo fotossintetizante (remogéo de
NH4*-N/L) + HCOs® NaClOs (20 Remocdao autétrofa de HCOzs por microalgas) + Remocao
4 (210 mg/L) mM) 0 nitrogénio (NH4") autotrofica de NO2™ por bactérias sOUR (AOB)®
NaNO:2 (30 mg NOz
-N/L) + HCO3 ( 210 Remocao autotrofa de Remocdao de nitrogénio por microalgas
5 mg/L) 0 nitrogénio (NO2") (NH4 e NO2) sOUR (NOB)®

! Specific Oxygen Uptake Rate heterotrophic

2 Specific Oxygen Uptake Rate from microalgal metabolism
3 Specific Oxygen Uptake Rate from ordinary heterotroph organisms
4 Specific Oxygen Production Rate from microalgae
5 Specific Oxigen Uptake Rate from Ammonium oxidizing bacteria

6 Specific Oxigen Uptake Rate from nitrite oxidizing bacteria

Fonte: O autor (2023).
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3.1.8 Produtividade, caracterizacao da biomassa e balanco de nitrogénio

O balanco de nitrogénio foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Rada-ariza
et al., (2019), com a determinacdo da produtividade da biomassa, consumo de bactérias
nitrificantes, bactérias heterétrofas ordinaria (OHO) e microalgas. A producdo de biomassa
considerou a biomassa que sai dos reatores (solidos no efluente), como seria a biomassa
reaproveitada ou para posterior producdo de bioprodutos. Foi calculado usando os s6lidos

descartados do reator e idade do lodo.
Produtividade da biomassa (g SST d )= Xr Qw + Xs Qs

Onde,

Xr= Concentragdo de SST no reator (g. L™?)
Qw= Vazdo de lodo (L.d?)

Xs= Concentracéo de efluente (g. L)

Qs= Vazdo efluente (L.d?)

O balanco de massa de nitrogénio foi calculado para avaliar os potenciais mecanismos de
remocdo de nitrogénio de acordo com os métodos descritos em (Rada-ariza, 2019). Foram
utilizados dados dos ciclos coletados. O pH era controlado proximo a 7 e desta forma a
volatilizagdo da amonia foi descartada como um mecanismo de remocao significativo. Desta
forma foram considerados nitrificacdo/desnitrificacdo, absor¢do por microalgas e
crescimento de organismos heterotrofos ordinarios (OHO). Nitrificacdo parcial e total foram
calculados com base em Liu e Wang (2012), absorc¢ao por OHO por Ekama e Wentzel (2008)
e absorcao microalgal conforme descrito em Mara (2004). A descri¢cao completa dos calculos

esta descrita a seguir:

O total de nitrogénio amoniacal removido foi calculado com base na medicdo das

concentrages afluente e efluente.

SNH4 T = ( SNH4_AF— SNH4_EF). Q
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Onde:

Snna_T = concentracéo total de N-NH4* removida (mg N-NH4" d)
Snna_aF= concentragdo total de N-NH4" afluente (mg N-NH4*" L?)
Snra_er= concentracéo total de N-NH4* eluente (mg N-NH4* L)
Q: vazéo diaria do reator (L. d%)

A quantidade de N-NHs* oxidada por nitrificantes (Snn4 aos, nos) foi determinada
considerando o nitrito e nitrato medido no fim de casa ciclo. A quantidade total de amonia
removida pelos nitrificantes inclui também o nitrogénio necessario para crescimento da
biomassa.
SnHa aoBNoB = SN-No3_ef * Q * Ynitrato

Onde:

SnHa_aoB, NoB: total de aménia removida por nitrificantes, que compreende

principalmente amdnia oxidada (N-NH,4*. d%)

Sn-No3_ef: concentracio de nitrato no efluente (mg N-NOs™. L™Y).

Yhitrato: Fazao entre nitrato produzido e amonia oxidada (1,0298 mg N-NHs*/ mg

NOz—N)

O nitrogénio requerido por bactérias heterotrofas foi calculado com base na remogéo de
DQO. A concentracdo de DQO foi medida no afluente e efluente. A DQO total removida é

igual a diferenca entre as concentrag6es medidas no afluente e efluente.

Ns = SDQO + (1 + fH bHSRT)]

¢ [1 + bHSRT

Onde,

Ns= Concentragdo de N incorporado na massa do lodo (mg N-NH4*.d%)

Spgo= Concentragdo de DQO removida (mg DQO. L), oxidada e utilizada na
desnitrificagao.

fn= conteddo de nitrogénio no lodo (0,1 mgN. mgSSV™).

Yrv= coeficiente de rendimento especifico de OHO (0,45 mg SSV. mgDQO™?)

bn= taxa de respiragdo endégena (0,24 d*)

fu= fracdo endogena (0,2)
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O crescimento de microalgas foi calculado pela diferenca entre o total de N-NH4* removido

no sistema, removido por nitrificantes e crescimento de OHO:

SNH4algal = SNH4_T - SNH4,BOA,BON — Ns
Onde,

SNH4_algal= Nitrogénio amoniacal removido por microalgas (mg. d )

A biomassa nitrificante foi calculada com base no total de N-NH4* removido por nitrificantes
e necessidade para crescimento, a producdo de biomassa nitrificante foi realizada usando a
equacao a seguir:
MXssv_poason = SnH4a BoANOB * Yssv,BoaNOB
MXssv_soagon= producio de biomassa nitrificante por dia ( mg SSV. d?)
Yssv,eoaNos= coeficiente de rendimento de organismos nitrificantes 0,24 mgSSV.
mgN-NH4"1, de acordo com o proposto por Liu e Wang (2012).

A biomassa heterotréfica calculada inclui bactérias heterotréficas aerdbicas e
desnitrificantes (bactérias heterotroficas anoxicas). A equacdo foi retirada de Ekama e
Wentzel (2008) e 0 e o célculo é baseado na carga organica biodegradavel e na idade do lodo

do sistema.

Y, SRT ) A Yy SRT

— Spoo ———————fybySRT
1+ by SRT DO (1 + b,SRT) Jubu )

MXSSV_OHO = ((QSDQO

Onde,

MXssv_oHo= Producdo diaria de biomassa de bactérias do tipo OHO (mg SSV. d?)

Sbgo= Total de matéria organica biodegradavel, o valor considera o total de matéria
organica removido no reator por oxidagdo e desnitrificagdo (mg DQO. L?).

A biomassa algal produzida por cada ciclo foi calculada usando o requerimento de nitrogénio
para crescimento. A captacdo de amodnia para crescimento de microalgas foi calculada

usando a equacao proposta por Mara (2004).

MXssvalgal= SnH4 * Yssv_algal
Onde,

M Xssvalgal= producédo de microalgas no reator (mgSSV. d?)
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Yssv_algal= COeficiente de rendimento de algas por aménio consumido, 10,83 mgSSV.

mg N-NH4* com base na equagéo de crescimento proposta por Mara, (2004).
A biomassa total foi obtida pela soma das diferentes biomassas produzidas por dia
MXssv= MXssv_aos,NoB + MXssv_oHo + MXssv _algal

Onde,

MXssv= total de biomassa produzida no reator ( mgSSV.d?)

A distribuicdo de biomassa (expressa como fracdo da biomassa total SSV) nos
reatores foi calculada da seguinte forma:

%nitrificantes = MXssv_aos Nos/MXssv

%OHO= MXssv_oHo/MXssv

%algal= MXssv_aigal/MXssv
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

No item 4 sdo apresentados os resultados obtidos nesta pesquisa, divididos em 4.1,

4.2 e 4.3, correspondentes aos experimentos I, 11, e 11 respectivamente.

ESTRATEGIA DE PARTIDA PARA DESENVOLVER LGA E FOTOGRANULOS EM
REATORES EM BATELADAS SEQUENCIAIS’

Nesta secdo apresentam-se as estratégias utilizadas para desenvolver lodo granular aerébio
e fotogranulos. O experimento foi conduzido em quatro reatores em bateladas sequenciais.
Todos os reatores foram operados em duas fases, na primeira sob relagdo C:N = 4:1 e na
segunda fase sob relacdo C:N= 8:1. Também foram avaliados os efeitos da aplicacdo de

ciclos de 4 horas com alimentacdo ndo aerada de 40 e 60 minutos.

41.1 LGA e LGAB, crescimento da biomassa e sedimentabilidade.

Os reatores foram inoculados com biomassa floculenta com diametro inferior a 0,2
mm. Apds 15 dias de operacdo, granulos com didmetro superior a 0,2 mm foram alcancados
no RC2 (80%) e apds 30 dias no R1 (79%) enquanto fotogranulacéo foi apenas alcangada
depois de 45 dias no R1 (96%) e 60 dias no R2 (85%). No entanto, no dia 30, fotogranulagéo
parcial foi observada em R2 e R1 com 47% e 45% de granulos com diametro superior a 0,2
mm. Nas condi¢des do estudo, a granulagdo ocorreu primeiro nos reatores RC1 e RC2,
apenas com biomassa bacteriana. No entanto, R1 e RC2 possuiam maior percentual de

granulos com diametro superior a 0,6 mm em comparagdo com R2 e RC1. Adicionalmente,

7 Parte dos resultados deste capitulo foram publicados em revista. Science of the Total Environment
828 (2022) 154402, sob titulo: “Start-up strategies to develop aerobic granular sludge and photogranules in
sequential batch reactors”, por Marcos Sales, Talita Marinho, Idayana C. Marinho, Savia Gavazza, Mario T.
Kato, Bruna S. Magnus, Lourdinha Florencio.
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R1 apresentou maiores granulos que R2 apos a granulacdo completa. Devido ao aumento da
relacdo C:N de 4:1 (Fase I) para 8:1 (Fase 11), houve desintegracao parcial da biomassa com
d>0,2mmem R1, uma reducgéo de 19% do 60° ao 75° dia de operacdo. No RC2 essa reducéo
foi mais discreta, representando aproximadamente 4% da biomassa

O LGAB desenvolvido em R2 manteve-se estavel até o fim da operagdo. No 120° dia
de operacdo uma leve desintegracdo de granulos maiores que 1 mm foi observada em R1
(Figura 14), mas no 135° dia o sistema apresentou uma recuperacdo da biomassa. Nos
primeiros 20 dias da Fase I, a biomassa com baixa capacidade de sedimentacéo foi lavada
do sistema (Figura 15), causando significativa reducdo da concentragdo de solidos de 2,6
gSSV.L? (inéculo) para 1,7, 1,7, 1.4 e 1,3 gSSV.L' em R1, R2, RC1 e RC2,

respectivamente.

Figura 14- Distribuicao granulométrica dos agregados LGA e LGAB nas duas fases operacionais.
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Durante a Fase 1, sob C:N=4:1, uma baixa concentracdo de biomassa foi observada
nos quatro reatores quando comparadas com a Fase Il, atingindo valores médios de 2,5 +
0,8, 24 40,3, 23 £ 0,9 e 25 + 0,6 g SSV.L? para os reatores R1, R2, RC1 e RC2,
respectivamente. O aumento na concentracdo de biomassa na Fase Il pode estar associado

ao acimulo de biomassa e consequente incremento na capacidade de sedimentagdo,
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resultando em menores perdas de biomassa no efluente descartado. Portanto, 0 aumento da
relacdo C:N de 4:1 para 8:1 resultou em crescimento de biomassa na Fase Il em todos 0s
reatores. No entanto, maiores concentracdes de SSV foram encontrados nos fotobiorreatores
quando comparados aos RBS, atingindo valores maximos de 6,3+0,1, 6,1+0,1, 4,4+0,7 e
3,8+0,5 g SSV.L'em R1, R2, RC1 e RC2, respectivamente.

Figura 15- Sélidos Suspensos Volateis do Licor Misto e indice Volumétrico de Lodo nos RBS e

FRBS durante a fases experimentais I e II.
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A capacidade de sedimentacdo da biomassa verificada através da analise de 1VLzo
(Figura 15) revelou que apds 10 dias de operacéo os valores decresceram consideravelmente
de 140 mL.g* para 120, 100, 90 e 100mL.g™* em R1, R2, RC1 e RC2, respectivamente. Do
5° ao 52° dia, menores valores de VL foram observados em RC1 comparado ao R1 com
valores médios de 95,4+31,8 mL.g! em R1 e 74,5 + 23,4 mL.g? em RC1. Os valores de
IVLs/30 foram 0,94 em RC1 e RC2 no 22 e 27 dias de operagéo, respectivamente, enquanto
que em R1 e R2, o IVLss3o foi de 0,94 nos dias 65 e 41 respectivamente. Tais resultados
indicam que a maior capacidade de sedimentacdo foi alcancada primeiro nos reatores

estritamente bacterianos. Do 50° dia e até o final da Fase I, todos os reatores apresentaram
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boa capacidade de sedimentacdo, com valores médios de 24,0 £ 5,3, 37,3 £ 3,6, 43,7 £ 1,0,
53,0 £9,5 mL.gt em R1, R2, RC1 e RC2, respectivamente.

Durante a Fase Il, a biomassa em R1 e R2 apresentaram melhor capacidade de
sedimentacdo, com baixos valores de VL3 comparados aos reatores controle, com médias
de 24,0 +8,0, 24,0+4,5, 39,8+13,4 e 53,0 +10,3 mL.g?l, em R1, R2, RC1 e RC2,

respectivamente.
4.1.2 Formagéo e morfologia de LGA e LGAB

O lodo utilizado como in6culo era composto por biomassa dispersa. No entanto, devido
ao modo de operagdo dos reatores, LGA e LGAB foram formados com d> 0,2mm durante a
Fase I. No final desta fase, p6de ser observada biomassa com estrutura regular e bem definida
(Figura 16). Organismos filamentosos foram observados principalmente em R2 e RC2 durante
a Fase I. No final da Fase 11, Aeolosomas Hemprich foi observada em RC1 (dia 155), reduzindo
0 percentual de granulos superior a 1mm, indicando desintegracdo parcial da biomassa,
enquanto R1 e R2 mantiveram granulos robustos e estaveis durante a Fase 1.

Figura 16- Biomassa durante a opera¢do em R1, R2, RC1 e RC2 (barra= 0,1 mm).
o ¥ b | : "
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4.1.3 Evolugdo da comunidade microbiana

Apesar do in6culo com Chlorella v, diferentes espécies de microalgas surgiram no
agregado fotogranular nos primeiros 20 dias (Fig 17). Durante a Fase | foram observadas
microalgas verdes esféricas (Chlorophyceous), Chlorella sp, e diatomacias, Navicula sp.
Com a mudanca da relacdo C:N de 4:1 para 8:1, microalgas filamentosas tais como
Stigeoclinium sp., e cyanobacterias, Oscilatoria sp foram favorecidas. A partir do 120° dia,

cianobactérias se tornaram predominantes no sistema.

Figura 17- Microalgas observadas ampliadas a 400x (a) Navicula sp. Apés 20 dias de operacao. (b)
Stigeoclinium sp. Ap6s 80 dias de operacdo. (c) Oscillations sp. ap6s 120 dias de operagao (barra=0,2
pum). (d) imagens dos fotogranulos ampliadas 100x, (e) e (f) envolvimento de cianobactérias na
superficie dos fotogranulos (barra= 0,1 mm). (g) e (h) Navicula sp. Em uma amostra diluida. (i)
Stigeoclinium sp.
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4.1.4 Dinamica de EPS e clorofila

Para melhor entender o crescimento da biomassa em diferenciar o crescimento de
biomassa microalgal, foram realizadas analises de proteinas e polissacarideos juntamente com
a analise de clorofila no LGAB. Houve significativa variagdo da concentracdo de EPS entre 0s
reatores (Fig. 18). A biomassa nos FRBS produziram valores maximos de EPS no 50° dia, com
180 e 218 mg.g™* SSV nos reatores R1 e R2, respectivamente. O maior contetido de EPS ao
longo da operacédo esta relacionado com o aumento de biomassa no sistema. Foi observado maior
acumulo de PN em relacdo a PS. A partir do dia 80 até o fim da operagdo, a concentracdo média
de EPS em R2 foi de 80,0 +4,1 mg PN.g? SSV e 18,0 +2,6 mg PS.g* SSV; em R1, 61,0+13,0
mg PN. g SSV e 24,0+4,7 mg PS. g SSV.

O conteldo de proteinas foi maior que o de polissacarideos durante todo o experimento
em todos os reatores. R2 possuia mais PN comparado ao R1 ap6s 100 dias de operacdo,
resultando em uma média da razdo PN/PS de 4,3 e 3,1+0,4 para R1 e R2 respectivamente. Os
reatores controles, RC1 e RC2, também apresentaram maiores valores de EPS a partir do 50°
dia de experimento (Fase I). Contudo, os valores obtidos nos RBS foram inferiores aos FRBS,
179,0 +4,0 e 178,0+2,8 mg EPS. g* SSV em RC1 e RC2, respectivamente. Por outro lado,
durante a Fase I1, as concentragcOes de EPS foram superiores os valores observados em R1 e R2.
No RC1, concentragdes no 110° dia foram 93,0 + 2,0 mg PN. g SSV e 34,0 + 3,1 mg PS. g*
SSV. No RC2, as concentragdes (dia 110) foram 140,0+2,0 mg PN. gt SSV e 45,0+4,0 mg PS.
g SSV, enquanto que em R2, 68,0 + 3,0 mg PN. g SSV e 23,0 + 4,0 mg PS. g1 SSV.

A razdo PN/PS demonstra comportamento similar entre reatores exclusivamente
bacterianos e reatores com agregados microalgas-bactérias; no entanto, no R2, biomassa algal-
bacteriana apresentou perda de PN e PS apds a mudanca de fase a. Além disso, ndo houve
recuperacdo do contetdo de PN. Apesar disso, a biomassa apresentou uma estrutura granular
estavel durante toda a operacdo, o que pode estar associado a presenca de microalgas no sistema.

As concentragdes medidas de clorofila-a (Fig. 18b) mostraram que houve um aumento
significativo na biomassa de microalgas ao longo do processo de granulagdo. No 20° dia, houve

diferenca entre o contetido de clorofila dentre os FRBS, R1 apresentou 0,3 mg Chla-a. g** SSV



74

e R2 0,6 mg Chla-a. g SSV. A partir do dia 100 até o fim do experimento, o contetido de
clorofila se tornou estavel em 2,31+0,1 e 2,38+0,4 mg Chla-a. g* SSV em R1 e R2,
respectivamente. Assim, os resultados indicam que foi possivel desenvolver o consorcio

microalgas-bactéris granular em FRBS.

Figura 18- Variacdo do contetdo (a) PN e PS do LGA e LGAB durante as duas fases operacionais e

razdes PN/PS; (b) clorofila-a em LGAB durante as duas fases operacionais.
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4.1.5 Remocéao de DQO e nitrogénio
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No inicio da Fase | a eficiéncia de remo¢do de DQO era baixa e instavel, o efluente era
descartado com concentracio de DQO médias de 100+39, 103440, 90,2+43 e 87,7+44 mg.L*
em R1, R2, RC1 e RC2, respectivamente (Fig. 19). R1 e RC2 apresentaram similar remocéo de
DQO durante a Fase I, embora remoc¢do de DQO tenha sido levemente superior no reator
controle. RC1 apresentou 78 +10% de remocédo de DQO enquanto que R1, 74+9%.

A eficiéncia de remocdo de DQO em RC2 também foi superior que em R2, com uma
remocdo media de 77+ 10% e 75+9%, respectivamente. Devido ao aumento na relacdo C:N de
4:1 para 8:1, a eficiéncia de remocdo de DQO aumentou significativamente na Fase Il para
93+3,8%, 94+3,5%, 93+3% e 95+5% em R1, R2, RC1 e RC2. Como consequéncia, a
concentracdo de DQO efluente reduziu para 23,7+11,4, 21,2+12,2, 24,9+15,9 ¢ 17,2+7,9 mg.L"
! em R1, R2, RC1 e RC2. Estes resultados sugerem que LGA e LGAB possuem potencial de

remocao de matéria organica.

Figura 19- Remocédo de DQO durante as Fases | e Il em R1 e RC1 (a) e R2 e RC2 (b).
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Durante a Fase | a remocdo de N-NH." foi de 69+9%, 67+13%, 69+11%, 67+11% em
R1, R2, RC1 e RC2, respectivamente. A concentracdo de amonia no efluente era instavel com
valores médios 33 + 10, 34 + 13,32 + 11 e 36 + 11 mg.L"* em R1, R2, RC1 e RC2 (Fig. 20). No
entanto, houve diferenca na nitratagdo dos quatro reatores (Fig 20).

Entre os dias 4 e 40, parte do N-NH," dos reatores R1 e R2 foi convertido em N-NO
(25+10mg. L*emR1e 24 +9mg.L em R2) e N-NOs (22 mg.L em R1 e 9+8 mg.L* em
R2), portanto, sem atingir nitrificacdo completa, que foi alcancada apenas na Fase Il. Nos

reatores controle, nitrificagdo completa foi observada apenas apds 40 dias em RC2 (0,4+1,0 mg



N-NOz". Lt e 28+11 mg N-NOs". L) e apds 60 dias no RC1 (3,4+0,3 mg N-NOz.L ! e 2,542 5

mg N-NOs.L?).

Figura 20- Comportamento dos reatores na remocao de nitrogénio e concentragdo de nitrito e nitrato

durante as duas condigBes operacionais.
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Na Fase Il a concentragdo do efluente foi reduzida a 50 mg. L™, as eficiéncias de remogao
de N-NH," foi superior a 90% em todos os reatores (Figura 20) com concentracdes efluentes
inferiores a 5 mg.L™ . No entanto, apenas parte do nitrogénio amoniacal foi liberado do sistema
por desnitrificacdo, pois houve acimulo de nitrito e nitrato principalmente em R1, R2 e RC2.
Os menores valores de nitrogénio oxidado efluentes foram observados em RC1 (1,7+ 2,5 mg N-
NO2"L*e13,9 +19,2 mg NOs-N.LY).

4.1.6 Mudancas na biodiversidade microbiana



77

Analisando a comunidade microbiana dos reatores R1 e RC1, foi possivel observar
mudancas significativas de microrganismos em cada fase experimental (Fig. 21). O in6culo
teve uma biomassa com maior porcentagem de Firmicutes (89,5%) e menor de
Proteobacteria (6,9%). Nas condicdes aplicadas em R1 e RC1, no final da Fase | houve
maior predominancia do filo Proteobacteria, 90,6% e 88,7% em R1 e RC1 respectivamente.
A maior diferenca observada ao nivel de filo foi a presenca de Bacterioidetes em R1,
representando 3,0% da biomassa, comportamento ndo observado em RCL1.

Na Fase Il (C:N= 8:1), houve uma mudanga drastica nas abundéancias relativas dos
filosem R1 e RC1. Firmicutes tornou-se o filo mais abundante em R1 (69,9%) enquanto que
Proteobacteria se manteve como o filo predominante em RC1 (52%) embora seu percentual
tenha reduzido em mais de 30% em relacéo a Fase I.

No nivel de familia, Clostridiaceae (88,8%) foi predominante no indculo. Apos
granulacdo, Rhodobacteraceae foi enriquecido em R1 (29,2%) e RC1 (40,5%). Alguns
grupos de microrganismos chave, como os produtores de EPS, foram observados com
diferentes abundancias relativas, como a familia Xanthomonadacea, representando 3,9% do
total em R1, enquanto que em RC1 apenas 1,45%. Por outro lado, Rhodocyclaceae foi
observado apenas em R1 (3,5%). Na Fase I, Carnobacteriaceae foi a familia predominante
em ambos os reatores, 53,1% e 35,1% em R1 e RC1, respectivamente.

Em termos gerais, RC1 apresentou maior diversidade de microrganismos comparado
com R1, como a presenca de Moraxellaceae (10,6%), Microbacteriaceae (1,6%) e
Pseudomonadaceae (1%). Ao nivel de género, Paracoccus foi o mais abundante em R1
(28,3%) e RC1 (34,7%) durante a fase I. Outro grupo abundante em R2 foi o0 Mesorhizobium
(18,3%) em relacdo a RC1 (2,03%). Rhodopseudomonas (6,5%), Sinorhizobium (3,9%),
Afipia (2,7%), Piscicoccus (1,7%), Dokdonella (1,7%) e Nitrobcter (1%) foram observados
como resultado da baixa relagdo C:N e consércio com microalgas (R1). No reator bacteriano,
a abundancia de outros géneros foi observada, como Lysobacter (3,6%), Tetracoccus (3,5%),
Klebsiella (3,53%), Thauera (2,5%), Enterobacter (2,2%), Altererythrobacter (2,1%),
Flavobacterium (1,71%), Gemmobacter (1,5%) Hydrogenophaga (1,4%), Acidovorax
(1,39%).

Na Fase Il, todos os organismos com abundancia relativa superior a 1% em R1
também foram observados em RC1. Apenas dois géneros em RC1 ndo foram observados em

R2: Psychrobacter (10,1%) e Mycobacterium (2,1%). Além disso, 0s géneros mais



78

abundantes em R1 foram Trichococcus (35,63%), Carnobacterium (17,5%) e Clostridium

(15,2%).

Figura 21- Classificacdo taxonémica das comunidades bacterianas do indculo, R1 e RC1 nas fases |

e Il ao nivel do filo (a), familia (b) e género (c).
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4.1.7 O papel das microalgas na partida (start-up) dos reatores
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Fotogranulos foram desenvolvidos com sucesso no FRBS tratando esgoto doméstico
com baixa carga organica. No entanto, biomassa granular foi desenvolvida primeiramente em
RBS. De acordo com os resultados de clorofila-a (Figura 18 b), o desenvolvimento significativo
de microalgas foi observado 20 dias depois do inicio da operac¢éo, revelando que este tempo de
adaptacdao reflete no processo de granulagdo, uma vez que granulos aerébios apareceram em
RBS a partir de 15 dias. Este atraso pode ser atribuido ao lodo inoculado que apresentava uma
alta relacdo SSV/microalga (5:1), com provavel predominancia de bactérias heterotroficas, que
dificultaram a penetracdo da luz para as reagdes (Sun et al., 2018).

No entanto, 0 LGA em RC2 apresentou estrutura granular e sinais de desintegracdo apos
75 dias de operacdo (Figura 14), enquanto granulos desenvolvidos no consércio em R2
apresentaram melhor capacidade de sedimentacdo e estabilidade durante os 140 dias de
operagéo.

Fotogranulos apresentaram melhor capacidade de sedimentacdo quando comparados ao
LGA convencional (Fig 15). Através da analise microbiana, observou-se que os fotogranulos
em R2 apresentaram maior abundancia relativa de bactérias produtoras de EPS como as
Xanthomonadacea (3,9%), enquanto que RC2 apresentou apenas 1,5 %. Adicionalmente,
Rhodocyclaceae (3,5%) associado a producao de EPS foi observado apenas em R1, que pode
ter favorecido a maior producdo de EPS e consequentemente refletido na sedimentagdo (Zou et
al., 2019).

Habitats estressantes tém um papel fundamental para a composicao de espécies e estrutura
do consércio (Liu et al., 2017); portanto, sob alta concentracdo de nitrogénio, mais EPS deve
ser produzido, o que pode explicar a maior concentracdo de EPS na biomassa.

Neste trabalho, a fotogranulacdo pode ser explicada considerando as seguintes etapas (Fig.
22): (i) no inicio, a biomassa foi dispersa, e a presenca de iluminacdo, matéria organica e
nutrientes resultou em aumento do crescimento de LGAB e biomassa bacteriana; (ii) o agregado
bacteriano foi circundado por uma camada de microrganismos fotoautotroficos, e houve
aumento na concentracao de clorofila (expressando o acimulo de biomassa algal no agregado),
melhor capacidade de sedimentacdo, consumo de nitrogénio amoniacal e producdo de EPS; (iii)
a granulacéo foi favorecida pela presenca de microalgas filamentosas e pela concentracdo de
clorofila-a, com aumento do didmetro dos granulos; e (iv) fotogranulos estaveis foram
estabelecidos, o teor de clorofila-a foi mantido, houve remocéo eficiente de nitrogénio, presenca

de cianobactérias e o teor de EPS permaneceu estavel. O aumento do diametro dos agregados
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algal-bacterianos (Fig. 14) pode estar relacionado a fixacdo de carbono no interior dos
fotogranulos (Milferstedt et al., 2018).

Figura 22- Diagrama esquematico dos estagios de formacéao dos fotogranulos
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Também foi relatado que a fotogranulacéo ocorre através da neutralizacao de cargas por ions
de célcio carregados positivamente, que se ligam a residuos de acido teicdico carregados
negativamente, especialmente com bactérias gram-positivas (Lee et al., 2013); ou por ponte
eletrostatica entre EPS de algas e bactérias (Pugazhendhi et al., 2019), levando a formacéao de
biomassa com melhor capacidade de sedimentacdo, corroborando os dados de IVLs e 1VLzo
(Fig. 15). Durante a etapa (I11), foi observada a predominéncia de diatoméaceas no sistema, como
Navicula sp., que contém uma parede celular formada por silica, tornando-as mais pesadas que
outras microalgas, o que pode ter aumentado a capacidade de sedimentacdo do agregado (Arcila;
Buitron, 2016; Meng et al., 2019b)

Da mesma forma, estudos anteriores concluiram que o LGAB tinha excelente capacidade de
sedimentacdo e poderia promover um aumento no didmetro do agregado devido a aderéncia da
microalga a estrutura bacteriana (Zhang et al., 2018; Liu et al., 2017). Além disso, a adesdo das
microalgas as superficies e regides internas dos fotogranulos poderia sustentar sua estabilidade
por um longo tempo, uma vez que a desintegracdo granular completa nao foi observada em R1
e R2. Por outro lado, foram observados sinais de instabilidade granular em RC2 durante a Fase
I1, permanecendo a coexisténcia de biomassa floculenta dentro de pequenos granulos (0,2 mm
<d<0,4 mm).

Zhang et al. (2018) cultivaram fotogranulos por 120 dias, ndo havendo sinais de

desintegracdo, enquanto o LGA convencional desintegrou apés 100 dias de partida. Assim,
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embora o desenvolvimento do LGAB tenha ocorrido duas semanas depois do LGA, foi possivel
desenvolver uma biomassa estavel por um longo tempo operacional, o que pode ser uma
vantagem sobre o LGA convencional (Ahmad et al., 2019).

O teor de EPS, especialmente proteina, estd envolvido tanto com a agregacgdo de
biomassa quanto com a estabilidade granular, melhorando a capacidade de sedimentagdo
(Zou et al., 2019), o que, em nosso estudo, foi compativel com os valores do IVLs. Embora
os fotobiorreatores tenham apresentado menor teor de EPS, uma melhor estabilidade foi
alcancada, garantindo fotogranulos estaveis por um tempo operacional maior. Este fato pode
ser explicado, provavelmente, devido as diferentes espécies aderidas a superficie dos
granulos, afetando as propriedades superficiais do lodo. Nosso estudo demonstrou que o
aparecimento de diferentes espécies de microalgas ocorreu em estagios durante o processo
de formacdo fotogranular: (i) as diatoméaceas e as clorofitas foram primeiramente os
fotoautotréficos predominantes, (ii) posteriormente, houve o surgimento de microalgas
filamentosas e, (iii) depois, cianobactérias filamentosas atuaram na agregacdo de biomassa
(Figura 17), que provavelmente foi uma das chaves mais importantes para a manutencao da
estabilidade por um longo tempo, quando comparada com LGA convencional. Durante a
Fase Il, os LGAB desenvolvidos apresentaram predominancia de cianobactérias
filamentosas, reconhecidas por proporcionar estabilidade em fotogranulos aerdbios
(Milferstedt et al., 2018). Esses microrganismos filamentosos poderiam desempenhar um
papel de "ponte™ entre os flocos, o0 que pode ter influenciado no tamanho dos agregados e
evitado a desintegracdo da biomassa (Abouhend et al., 2018)

4.1.8 O efeito da alimentacdo no modo de operagao e manutencao dos granulos

Os dois FRBSR foram submetidos a diferentes periodos de alimentacdo durante a
fase anaerdbia, 40 min e 60 min para R1 e R2, resultando em uma vazdo de 0,45 m/h e 0,3
m/h respectivamente. Tal estratégia foi bem-sucedida no desenvolvimento de LGAB com
fracdo de biomassa granular (d > 0,2 mm) superior a 90% e boa capacidade de sedimentacédo
com baixos valores de 1VVL3o No entanto, observou-se uma formacéo aerdbia mais rapida de
fotogranulos no reator R1 com menor duracdo do periodo de alimentacdo, possivelmente

devido a maior duracdo da fase aerobia (196 min), comparada com a do R2 (176 min). A
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biomassa foi submetida a forca de cisalhamento por bolhas de oxigénio por mais tempo, o
gue moldou mais rapidamente a biomassa a uma forma granular esférica. Por outro lado,
sabe-se que as microalgas aderem a superficie da biomassa porque precisam receber luz para
realizar a fotossintese. Assim, isso pode explicar porque a fase aerdbica mais curta em R2
pode ter favorecido o crescimento e a aderéncia da microalga a superficie, bem como seu
crescimento no interior dos fotogranulos. A superficie do granulo foi submetida a menor
forca de cisalhamento em cada ciclo quando comparada ao R1. Isso refletiu no maior teor
de clorofila-a (Fig. 18), indicando maior acimulo de microalgas durante a fotogranulacgéo.
Como discutido anteriormente, a adesdo de microalgas resultou em melhor capacidade de
sedimentacdo de biomassa e diametros maiores

De acordo com Zhang et al.,(2018) as microalgas também tém a capacidade de
assimilar CO; e reserva-lo como EPS durante o ciclo escuro. A maior forca de cisalhamento
(40 min de alimentacdo ndo aerada em comparagdo com 60 min) associada a producgéo de
EPS poderia explicar o maior acimulo de biomassa em R2 durante a Fase I1.

Em R2, a fase de alimentacdo mais longa favoreceu o crescimento de cianobacteérias,
refletindo o maior teor de PS durante a Fase I1. Otero e Vincenzini (2004) observaram que a
fracdo PS é produzida por cianobactérias para motilidade e protecdo, e isso contribui para o
desenvolvimento de agregados estaveis. Este fato pode explicar o maior percentual de
granulos com didametro maior que 0,4 mm ao final da Fase Il na maior parte do periodo de

monitoramento de R2 (Fig. 14).

4.1.9 Efeito das diferentes relacdes C:N na estabilidade e manutencdo dos granulos

Foi possivel obter LGA e LGAB tanto sob baixa relagdo C:N= 4:1, alcancando a
estabilidade e maturacdo do LGAB, quanto para a relacdo C:N= 8:1. A relagdo C:N impactou
as comunidades microbianas e refletiu nas caracteristicas fisicas da biomassa, uma vez que
microrganismos com potencial de biofloculacdo foram favorecidos, como o género Shinella,
(Li et al., 2016).

A concentracdo de SSV em R1 e R2 foi maior que em RC1 e RC2 durante a fase Il
(Figura 2). O aumento da biomassa pode explicar as melhores eficiéncias de remocao de matéria

organica carbonacea e nitrogénio amoniacal (Fig. 19 e Fig. 20). A operacdo de RBS ou FRBS
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no tratamento de efluentes com baixa relacdo C:N pode limitar o crescimento de bactérias. Zhao
et al. (2018) alcangaram a concentra¢io maxima de SSV de 7,63 g.L* operando FRBS com
relacdo C:N=8:1. No entanto, a concentracdo de SSV reduziu rapidamente quando a razdo C:N
de 1:1 para 3,2 gSSV.L. Uma mudanca nas caracteristicas da biomassa também foi relatada
por Wang et al., (2018) quando reduzida a relacdo C:N de 20:1 para 4:1, com diminui¢ao
simultanea de microrganismos de nitrificacdo e desnitrificacdo de 56,6% para 22,9%.

As microalgas também podem assimilar o nitrogénio amoniacal, mas altas concentracdes
tém um efeito toxico. Portanto, é importante desenvolver a comunidade nitrificante para reduzir
as concentracOes de N-NH4" no efluente e evitar esse efeito toxico. Além disso, o consumo de
nitrogénio pelas microalgas pode ocorrer na forma de nitrato, portanto, a presenca de biomassa
de microalgas pode melhorar a remocéo de nitrogénio (Zhang et al., 2018). Neste estudo, como
a DQO néo foi completamente removida na Fase I, havia carbono restante para desnitrificagéo,
mesmo que 0 amonio ndo fosse completamente oxidado.

A concentracdo de N-NOgz™ efluente foi menor em R2, em relagdo a RC2 (Figura 20).
Assim, pode-se inferir que 0 aumento no consumo de N-NOs" estava associado ao consumo por
microalgas. O consumo de nitrato por microalgas pode ser estimado pela diferenca na
concentracdo de nitrato dos efluentes de R2 e RC2, aproximadamente 1.7 mg.g? SSV.
Adicionalmente, o conteudo de clorofila-a foi maior em R2 em comparacdo a R1, o que reflete
numa maior concentracdo de microalgas.

Um aspecto importante é que os granulos aerobicos desenvolvidos a partir do consorcio
algas-bactérias apresentam excelente estabilidade e integridade granular, mesmo quando
aplicados no tratamento de efluentes com baixa relacdo carbono/nitrogénio (C:N= 1:1). Apesar
do pouco carbono disponivel ter efeito negativo na estabilidade dos granulos bacterianos, a
presenca de algas permite que a biomassa permanega compacta e densa, pois ha um aumento na
proporcdo de proteinas e polissacarideos na biomassa (Zhao et al., 2018). Este comportamento
ndo foi observado no LGA desenvolvido por Kocaturk e Erguder (2016), que relataram perda
de estabilidade granular em decorréncia do baixo teor de carbono disponivel, o que pode ser
uma limitacao na aplicacdo pratica dessa tecnologia em alguns casos.

Apesar do crescimento significativo de biomassa em R1 e R2, os valores obtidos neste
estudo séo inferiores aos relatados na literatura, que normalmente apresentam valores de SSV
acima 7,0 g.L! (Huang et al., 2015; Meng et al., 2019b). Este fato pode estar relacionado com
a aplicacdo de baixa carga organica neste estudo (1,0 kg DQO.m=3.d}). Em estudos anteriores,

verificou-se que o crescimento da biomassa no sistema estava relacionado com a disponibilidade
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de compostos organicos no afluente. Yuan et al. (2019) alcancou 22,4 g SSV.L! em FRBS
tratando esgoto doméstico com alta carga organica (3.6 kg DQO.m3.d?%). No entanto, os
resultados encontrados neste estudo sdo significativamente superiores aos sistemas de
tratamento operando apenas com microalgas, que é aproximadamente 1,1 a 1,5 g.L™ (GAO et
al., 2015). A estabilidade do LGAB foi mantida durante a Fase Il (Fig. 1), apresentando
agregados com estrutura compacta e densa (Fig. 17). Com o aumento da relacdo C:N na Fase II,
pode-se observar que o FRBS atingiu a nitrificacdo completa com acimulo de nitrato, indicando
a presenca de bactérias nitrificantes, que desempenham importante papel na estabilidade do
agregado (Liu; Lan; Zeng, 2015). Além disso, estudos anteriores relataram que o acimulo de
nitrato no efluente pode refletir a proliferacao de cianobactérias (Arcila; Buitrén, 2016; Otero;
Vincenzini, 2004). Celekli et al., (2016) relataram que as algas filamentosas absorvem grandes
quantidades de nutrientes, principalmente nitrato e fosforo, para produzir biomassa algal,
refletindo o maior teor de clorofila durante a Fase Il (Fig. 3). Esse fato confirma o que foi
relatado anteriormente, de que a presenca de cianobactérias filamentosas favoreceu a maturacéo
dos LGAB, tornando-0s mais estaveis e menos propensos a desintegracdo por um periodo mais

longo em comparacao aos LGA.

4.1.10 Qualidade do efluente tratado

Neste estudo, observou-se que a eficiéncia de remoc¢éo de DQO néo dependeu do modo
de alimentacgéo dos reatores, mas foi diretamente afetada pela diminui¢do da concentragao
de nitrogénio amoniacal. Durante a Fase | (dias 0-70), as eficiéncias de remoc¢do de DQO
dos quatro reatores foram baixas. As remogdes de DQO aumentaram acima de 93% (Fig.
19) apenas na Fase Il com a diminuicdo da concentracdo de N-NH4" afluente de 100 para 50
mg.L ™. E possivel que, nas condicdes aplicadas, a competicdo por oxigénio entre bactérias
oxidadoras de amonio (BOA) e heterétrofos comuns tenha afetado a remoc¢do de matéria
organica do afluente. Além disso, estudos indicam que sob relacdo C:N entre 7 e 8, 0 LGA
pode apresentar eficiéncias de remocdo de DQO superiores a 90%, sendo que parte do
carbono disponivel no ambiente ¢ utilizado na desnitrificacdo (Tang et al., 2016; Zhao et al.,
2018).
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Na Fase |, apesar da alta concentragdo de OD (6-7 mg.L™), as eficiéncias de remocao de
nitrogénio amoniacal foram baixas (Fig.20). Uma explicacdo foi que uma baixa quantidade
de nitrificantes poderia se desenvolver nos reatores porque o periodo de reacdo aerdbia era
curto (196 min para R1 e RC1 e 176 min para R2 e RC2) e, portanto, as condi¢es ndo eram
suficientemente adequadas para oxidar completamente o alto teor de nitrogénio amoniacal
no afluente (100 mg.L™). Além disso, o potencial de remocéo de N-NH4* pelos nitrificantes
foi em torno de 70 mg.L?, com base na concentracdo de carbonato adicionado para
representar a alcalinidade disponivel em efluentes reais. Como as eficiéncias de remogéo de
amonia foram muito semelhantes em RBS e FRBS, é possivel que as microalgas ndo tenham
contribuido significativamente em sua remocao na Fase I.

Cydzik-kwiatkowska e wojnowska-baryla (2011) operaram RBS contendo concentracao
de nitrogénio amoniacal superior a 280 mg.L* afluente e obtiveram eficiéncias de remocao
superiores a 99% com relagdo C:N=1:1, com ciclos operacionais de 12 horas e 705 min de
reacéo aerdbia. Huang et al. (2020) trataram esgoto sintético com 100 mg.L™ de N-NH4" e
obtiveram remocdo de 99%, mas os ciclos operacionais foram estritamente aerobios (232
min de reacdo aerdbia). Do ponto de vista microbiologico, Rhodocyclaceae é capaz de
remover matéria organica e N-NH4*, sendo a familia mais abundante em R2 (29,2%) e RC2
(40,5%). Esses organismos sdo frequentemente predominantes em estagdes de tratamento de
esgoto com maior abundancia de BOA em reatores granulares (Huang et al., 2015). A menor
abundéncia observada em R2 pode estar associada ao efeito inibitorio da microalga por
BOA, uma vez que ha competicdo por N-NH4" (Vergara et al., 2016).

No estudo conduzido por Meng et al. (2020), observou-se uma tendéncia na abundancia
relativa de Comamonadaceae, que aumentou com o aumento da intensidade luminosa,
permitindo a remocao de N-NH4" apesar da competicdo. Commamonadaceae foi observada
apenas em R2 (2,1%), e também tem a capacidade de remover matéria organica e N-NH4"
(Stante et al., 1997). Esses resultados podem explicar a remocao semelhante de N-NH4* em
R2 e RC2 (Fig. 4). O acimulo de nitrito nos reatores R2 e RC2 durante os dias 0-70 pode
ter ocorrido devido a alta concentracdo de N-NH." afluente e ao curto ciclo operacional
aplicado de 4 h (Liu, 2008).

No entanto, a maior duracdo da fase anaerdbica pode ter favorecido a formacdo de
microzonas anaerdbicas/andxicas nos granulos e contribuido para o processo de
desnitrificagdo via nitrito, em menores concentracdes de nitrogénio no efluente (Fig. 20).

Ap0s 60 dias de operacdo, RC1 atingiu a nitrificacdo completa com acumulo de nitrato no
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sistema, enquanto R1 acumulou nitrito e nitrato durante os dias 24-70, indicando que o
crescimento de microalgas pode ter inibido bactérias oxidadoras de nitrito (NOB). (Huang
et al., 2015; Meng, Liu, et al., 2019).

Produtores de EPS, como Flavobacterium, foram observados apenas em RC2 (1,7%), e
sdo conhecidos por terem a capacidade de realizar desnitrificagdo e armazenar fosforo
(Hamza et al., 2019). Isso pode explicar o menor acimulo de nitrato em RC2 na Fase 1 (Fig.
20). No entanto, a ma desnitrificacao esteve mais relacionada com a baixa relacdo C:N do
afluente resultando, em matéria orgénica disponivel insuficiente para a desnitrificacdo no
final da fase aerada (Figura 19). Os resultados deste trabalho sugerem que as condicdes
aplicadas favoreceram o crescimento de nitrificantes e ndo inibiram bactérias
desnitrificantes, apesar da baixa desnitrificacao.

Durante a Fase I, devido a diminuicdo da concentracdo de N-NH4* afluente de 100 para
50 mg.L™, as eficiéncias de remocdo melhoraram significativamente nos quatro reatores.
Assim, as fases aerdbias de 176 ou 196 min foram suficientes para a oxidacdo da amonia. A
nitrificacdo completa foi o processo predominante nesta etapa e menor acumulo de nitrato
foi encontrado em RC2. Apesar disso, as taxas de desnitrificacdo foram baixas e instaveis, e
as médias de remocao de nitrogénio total foram em (%) 62,6 + 22,0, 51,6 + 26, 52,9 + 26,0
e 47,7 £ 25,2 para R1, R2, RC1 e RC2. Os filos predominantes em R2 foram Firmicutes
(69,6%), Proteobacteria (25,5%) e Actinobacteria (4,3%), enquanto em RC2,
Proteobacteria (52%), Firmicutes (41,4%) e Actinobacterium (5,9%). Sob relagdo C:N=8:1,
houve uma mudanca significativa na abundancia relativa desses filos em relagéo a Fase I.
Houve uma reducdo na abundancia relativa de BOA, como é o caso de Rhodobacteraceae,
gque mudou para 1% em R2 e 2,2% em RC2. Por outro lado, um aumento significativo de
Carnobacteriaceae foi observado em R2 (53,1%) e RC2 (31,2%), responsaveis pelo
consumo de DQO e remogéo de nitrito (Chen et al., 2016). Adicionalmente, em R2 e RC2
houve enriquecimento de Trichococcus (35,6%) e (13,33%), respectivamente, este género €
responsavel pelo consumo de DQO (Liu et al., 2017).

Devido ao aumento da relacdo C:N, houve maior abundancia de organismos
removedores de DQO. E possivel que sob baixa concentracdo de N-NH4*, a competicéo por
oxigénio entre heterdtrofos e autétrofos como BOA seja reduzida. Além disso, ndo houve

efeito negativo na remoc¢éo de matéria organica devido a presenga de microalgas.
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COMPARACAO DO MECANISMO DE REMOCAO DE AMONIA ENTRE LODO
GRANULAR AEROBIO E FOTOGRANULOS OPERADOS SOBRE CONDICOES DE
CLIMA TROPICAL

Neste capitulo foram investigados os mecanismos de remocdo de carbono e nitrogénio
amoniacal em reatores granulares com biomassa estritamente bacteriana (LGA) e com no
consorcio granular algal-bacteriano (fotogranulos). Quatro reatores em bateladas
sequenciais foram operados sob relacdo C:N= 10: 1, em ciclos de 4 horas e alimentac¢do nao
aerada de 40 e 60 minutos. Através do monitoramento fisico-quimico foi realizado o balango
de massa envolvendo os metabolismos de captura de carbono e aménia por bactérias e

microalgas.

4.1.11 Caracteristicas da biomassa

Quatro reatores com biomassa granular, previamente cultivados sob relagdo C:N=
8:1 foram alimentados com esgoto sintético sob relacdo C:N= 10:1, e pdde-se observar o
efeito da composicdo do afluente nas biomassas. Nos primeiros 20 dias, as concentracdes de
clorofila reduziram gradativamente, passando de 4,6 mg.gSSV para um valor médio de 1,6
+ 0,5 mg.gSSV! em R2, permanecendo estavel entre os dias 40 e 100 (Figura 23). R1
apresentou comportamento similar, com reducéo de 3,8 mg.gSSV para 1,5 + 0,2 mg.gSSV-
1 no mesmo periodo. Tais resultados sdo inferiores aos observados por Meng et al., (2019b)
que desenvolveram fotogranulos com valores superiores a 8 mg-chla.gSS™, no entanto com
efluente de maior concentragéo, 600 mgDQO.L™ e 50 mgN-NH*.L™ e sob iluminacéo de
180pmol.m2.s. Por outro lado, (Huang et al., 2020) também observaram fotogranulos com
concentracdo média de 8 mg-chla.gSS™ desenvolvidos no tratamento de efluente com 304
mg-DQO.L™ e 100 mg N-NH,".L* e iluminagéo natural.

Também foi observada uma variacdo da quantidade de biomassa nos reatores, entre
os dias 40 e 104 o valor médio de concentracdo de lodo foi de 3,0 + 0,3 gSSV.L?, 2,4+0,4
gSSV.L?, 2,74+ 0,59SSV.L?, 3,43+ 0,3gSSV.LTem R1, R2, RC1 e RC2 respectivamente.

Por outro lado, apesar da diminuicdo de biomassa, boa retencdo de lodo foi mantida, e



88

valores médios de SSVer foram inferiores a 0,5 gSSV.L™. Reatores com biomassa granular
geralmente apresentam baixa concentragdo de SSVef no periodo de granulagdo completa. A
reducdo das concentracdes de clorofila e solidos foi associada a reducgéo da relacdo C:N, uma
vez que a biomassa utilizada no reator era cultivada com efluente sob relagdo C:N= 8:1.
Estudos apontam que sob condi¢des favoraveis, a quantidade de biomassa produzida é
proporcional a fonte de carbono adicionada (Yuan et al., 2019b).

Valores médios de 1VL3o observados entre os dias 40 e 104 foram 67,1 + 24,4, 39,2 + 6,8,
38,5+4,4 e 49,2 +17,6 g.L! em R1, R2, RC1 e RC2 respectivamente. Tais valores
corroboram com o VL3 observado em diversos estudos (Derlon et al., 2016; Guimaraes et
al., 2018; He et al., 2018b; Huang et al., 2015; Zhang et al., 2019). Uma relacdo VL35 >
0,8 pode ser considerada como uma confiavel indicacdo de granulacdo (ERSAN, Y.C.;
ERGUDER, 2014; PISHGAR et al., 2019), e portanto a granulacéo foi considerada estavel
durante maior parte do periodo experimental com exce¢do em R1 e RC2. Apenas em R1 e
RC2 os fotogranulos apresentaram uma queda na qualidade da relagdo VL3055 0 que significa
parcial desintegracdo da biomassa. Contudo, o sistema recuperou a boa sedimentabilidade e
a biomassa se manteve estavel até o 100 dia de operacéo.

A perda de estabilidade ja foi frequentemente observada em estudos com LGA, e em estudos
com consoércio microalgas bactérias, sendo necesséaria a adigdo de mais biomassa floculenta

para recuperar a quantidade de biomassa nos sistemas (Rada-Ariza et al., 2017).



Figura 23- Clorofila-a, sélidos suspensos volateis do licor misto e VL3,
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As biomassas obtidas em RC1 e RC2, estritamente bacterianos, possuiam tons
marrom claro e escuro, em RC1 e RC2, respectivamente. Em R1 e R2, a biomassa era
esverdeada em tons mais escuros (Fig. 24). Apesar da perda de biomassa reportada
anteriormente a biomassa retida nos reatores apresentava formato esférico regular bem
definido.

Figura 24 - Biomassa dos reatores RC1 (A); RC2 (B); R2 (C) e R1 (D), no 100° dia de
operacéo.
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4.1.12 Remocao de matéria organica e nitrogénio

Satisfatoria remocdo de DQO foi observada em todos os reatores, em média, foram
removidos de R1 a RC2, 92,9 £6,4, 93,9+3,8, 92,7+4,8, 93,3%£4,5% (Figura 25). Uma vez
que a concentracéo de biomassa se manteve superior a 2 g.L ! em todos os reatores, remogao
de DQO satisfatoria era esperada. Resultados similares foram observados em estudos com
LGA e LGAB (Cai et al., 2019; Meng et al., 2019b; Wei et al., 2019; Zhang et al., 2018c).
Por outro lado, a remocao de matéria organica e nitrogénio é associada principalmente a
atividade bacteriana e o indculo afeta o desenvolvimento e performance do consoércio
microalgal-bacteriano no tratamento de esgoto Petrini et al., (2020a). Além disso, a
composicdo do esgoto também pode afetar a capacidade de remoc¢do de nutrientes. Um
exemplo disto pode ser observado no estudo conduzido por Campo et al., (2020) que
desenvolveu granulos estritamente bacterianos tratando 133 + 12 mgDQO.L* e alcancaram
remocdo de DQO média de 70%, enquanto que fotogranulos desenvolvidos por Abouhend
etal., (2018) e sob 156 + 53 mgDQO.L* alcangaram remocéo de 77 + 9 %.

Neste estudo, apesar dos reatores possuirem diferentes biomassas, sejam LGA ou LGAB,
remocdes de DQO superiores a 90% em todos os reatores demonstram seu potencial de
aplicacio para tratamento de esgotos com até 300 mgDQO.L™. Por outro lado, o
desempenho dos reatores fotogranulares na remocdo de N-NH4" foi inferior aos reatores
estritamente bacterianos. Durante os primeiros 40 dias houve uma queda acentuada na
remocédo de N-NH4" em R2, que apresentou uma remogao média de 57,4+25%. Neste mesmo
periodo, R1, RC1 e RC2 apresentaram remocdes de 87,3+9,1, 92,6+1,9, 91,2+2 4%
respectivamente.

A carga volumétrica de nitrogénio em R2, RC1 e RC2 era similar, 274,14 mg N-NH4*.L1.d"
! enquanto que R1 possuia maior carga volumetria de nitrogénio, 446,88 mg N-NH,*.L1.d"
1 como resultado da troca volumétrica de 70%, que tinha por objetivo tratar maior carga
volumétrica de nitrogénio. No entanto, as remocdes de N-NH4" foram semelhantes e desta
forma descartou-se a existéncia de um efeito negativo da maior carga volumétrica na
remocédo de nitrogénio. A menor remocao de N-NH4* em R2 durante os primeiros 40 dias
também ndo esta relacionada a alcalinidade do sistema, uma vez que sdo necessarios 7,14
mgCaCOs/mgN-NH4* para oxidacdo da amodnia e o afluente possuia 235,6 +39,4

mgCaCOs/L, e 30,46 + 1,72mg N-NH.*/L. Excluidas essas possibilidades, a menor remogéo
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de N-NH4* no periodo pode estar associada a perda de biomassa do sistema, em que
provavelmente uma parcela da biomassa nitrificante foi lavada do reator.

A partir do 41° dia, as remocdes de nitrogénio amoniacal em R1, R2, RC1 e RC2 foram, em
média, 86,7+8,4, 69,4+16,5, 88,6+ 5,3, 89,9 +5,3 respectivamente. Contudo, assim como
reportado em outros trabalhos, o ndo foi considerado impacto negativo das microalgas na
remocdo de matéria organica e nitrogénio amoniacal. No entanto, tais resultados nédo
permitem afirmar que as microalgas representaram um incremento na remogao de nitrogénio
amoniacal, uma vez que a biomassa formada nos reatores estritamente bacterianos alcangou

remocdes similares.

Figura 25- Remocdes de DQO e N-NHs*em R1, R2, RC1 e RC2.
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4.1.13 Mecanismo de remogao de nitrogénio amoniacal

A remocédo de nitrogénio amoniacal por microalgas e bactérias foi calculada em
termos de carga volumétrica com base no balanco de nitrogénio. A contribuicdo de cada
metabolismo na remoc¢do de N-NH." foi descrita, em R1, R2, RC1 e RC2 (Tabela 10).
Apesar dos mecanismos de remocdo de nitrogénio amoniacal em microalgas bactérias serem
conhecidos, hd pouco material na literatura que diferencia os metabolismos no consorcio

microalgal-bacteriano.
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Tabela 10 - Valores medios calculados de remogao volumétrica de nitrogénio por nitrificantes,

organismos heterdtrofos ordinarios e microalgas durante 60 dias de operacao.

N-NH N-NH,* N-NH,*
Remogdo de Remocdo NT removido (mg  removido por  Nrequerido  removido por
. . nitrificacdo (m or OHO (mg microalgas (m
N-NH.* (%) (%) N-NH," /d) N-NHE* / ((1) ’ pN-NH4+ /(d)g N-NH?C' /Ej) )
R1- 87,01+ 8,56 67,79+18,76 239,19+30,84 2414+ 1038 938+ 1.25 205.66+ 31.01
LGAB L - 1 L - 1 ki - Ll

Reator

R2- 73,49+ 1422 287,25£86,18 5163+222  5822+518 177,38+ 49,67
Loap 6339+21,52

RC1- 90,59+ 4,35 67,03+19,56 248,64+20,63 189095+8168 57.71+6.56

LGA L - L 1 - Ll -
248,65 +

RC2-  90,57+4,04 67,06+19,1 212,42 +91,34 33,73+ 3,68

LGA 21,32 -

Durante os dias 40 a 100, a remocédo de N-NH4* foi superior nos reatores controle,
altas cargas volumétricas foram removidas por organismos nitrificantes, em RC1, 189,95+
81,7 mg N-NH4" / d, enquanto que em RC2, 212,4 + 91,3 mg N-NH4*/d. Em todos 0s
reatores, menor parcela foi utilizada para crescimento bacteriano de heterdtrofos ordinarios.
Nos fotobiorreatores, maiores remogOes foram observadas por microalgas quando
comparadas com nitrificantes e heterétrofos ordinarios. De acordo com (Trebuch et al.,
2020), as microalgas se estabelecem na parte mais externa dos granulos para captacéo de
energia, e isso favorece o contato das microalgas com os nutrientes em comparagdo com as
bactérias no interior dos grénulos, o que permite maior captacdo de nitrogénio por
microalgas.

Adicionalmente, a aménia tem efeito nas microalgas sob trés aspectos, crescimento,
pigmentos e fotossintese desempenho e composicao bioquimica. Tais efeitos podem diferir
se a biomassa estd em condi¢des mixotréficas ou autotroficas. Nesse estudo, sob condicao
mixotrofica, € esperada tolerancia a concentracdes de aménia e sem impacto negativo a
producdo de clorofila (Li et al., 2018). Isso significa que as condi¢cdes de estudo foram
favoraveis ao desenvolvimento da biomassa algal e altas remogdes de amonia por microalgas
eram esperadas.

Tais resultados, permitem inferir que a presenga de microalgas nos fotogranulos néo
representam um incremento na remocdo de amonio, pois esta afirmativa pressupdes que
maior parte da amonia removida do sistema € resultado da nitrificacdo realizada por BOA.
As microalgas sdo, portanto, o principal microrganismos responsavel pela oxidacdo de

amonia no consorcio algal-bacteriano.
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4.1.14 Composicao da biomassa.

Nos fotobiorreatores a maior parte da biomassa era composta por microalgas e
bactérias heterdtrofas, enquanto que nos reatores estritamente bacterianos, o percentual de
heterétrofos foi superior ao de bactérias autétrofas nitrificantes (Tabela 11). Com base nos
mecanismos de remocao, a caracterizacao teorica da biomassa demonstrou que microalgas
podem representar 86,5% da biomassa. Os percentuais de nitrificantes foram os menores em
todos os reatores estudados, e na presenca de microalgas, 1,25 e 1,62% em R1 e R2

respectivamente.

Tabela 11- Composicdo do LGAB e LGA em termos de nitrificantes, organismos heterétrofos

ordinérios e microalgas

Composicao
Biomassa Reator %SSV nitrificantes %SSV OHO %SSV microalgas
R1 1,25 12,69 86,05
LGAB R2 1,62 24,56 73,82
RC1 16,49 83,51
LGA RC2 15,67 84,33

Tais resultados corroboram com outros estudos, que apontam microalgas como a
biomassa dominante quando se h&a o consércio microalgal-bacteriano. Rada-ariza 2019,
obteve 1,8% de nitrificantes, 27,7% heter6trofos e 70,5% biomassa microalgal utilizando
fotobiorretor em batelada sequencial alimentado com 23 mg N-NH4*/L. Solimeno et al.,
(2017), por sua vez, operando lagoas de alta taxa alimentado com esgoto domestico,
obtiveram biomassa composta por 78% microalgas e 22% bactérias, incluindo heterdtrofos
ordinarios e nitrificantes. Nos estudos reportados na literatura, as biomassas sempre foram

dominadas por microalgas no consércio algal-bacteriano.
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AVALIACAO DA DINAMICA DE OXIGENIO EM AGREGADO MICROALGAL
BACTERIANO POR RESPIROMETRIA

O consércio microalgal-bacteriano apresenta vantagens em comparagdo a sistemas
aerobios estritamente bacterianos uma vez que had producdo de oxigénio biologicamente.
Neste capitulo, fotogranulos foram desenvolvidos em reator em bateladas sequenciais sob
ciclo de 6 horas, e afluente sintético com relagdo C:N= 10:1. Avaliou-se 0 consumo e
producdo de oxigénio através de testes respirométricos. Para diferenciar os principais
mecanismos de producdo e consumo de O, foram aplicadas condi¢des que favorecem de

forma isolada metabolismo heterotrofo, autétrofo fotossintetizante e nitrificante.

4.1.15 Formacéo dos agregados

O reator foi inoculado com 2 litros lodo ativado floculento, contendo 402,1 mgSST/L
e 300,0 mgSSV/L. No inicio do experimento, maior parte da biomassa foi descartada do
sistema devido ao regime de bateladas. Ao longo dos primeiros 30 dias a concentragéo de
biomassa cresceu gradualmente, até alcancar constante concentracdo superior a 800,0
mgSSV/L e velocidade de sedimentacdo de 17,2 m/h. Durante o processo de acumulo de
biomassa no sistema, biomassa bacteriana e microalgal foi acumulada no reator. O aumento
da concentracdo de biomassa algal também foi observado através do incremento na
concentracdo de clorofila-a que chegou a 4,0 mgChl-a/gSSV (Figura 26).

A diversidade de microalgas reduziu drasticamente desde o inicio da operacdo, o
indculo possuia uma maior quantidade de Nitzschia palea, Closterium, Scenedesmus
dimorphus (Figura 27a). Apos a formacgdo dos agregados, o lodo possuia basicamente uma
parcela bacteriana e microalgas esféricas como Chlamydomonas reinhardtii, Chlorella sp,
Chlamydomonas sp e uma gquantidade pouco expressiva de Nitzschia palea (Figura 27 b).

Diatomacias como Nitzschia sp foram observadas por Arcila e Buitron,(2016) em
agregados formados em lagoas de alta taxa no tratamento de esgoto doméstico. Microalgas
como Chlorella e Scenedesmus também sdo frequentemente observadas no consorcio estavel
(L1U et al., 2018).
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Figura 26- Concentragdo de sélidos suspensos volateis no licor misto, no efluente e contetido de
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Desde o inoculo a concentragdo de solidos suspensos volateis no efluente foi baixa,
sendo observados valores médios de 21,6+ 5,9 mgSSV/L. E importante destacar que por ser
um reator alimentado com efluente sintético, sem a presenca de material particulado, a
parcela de sélidos que é descartada no efluente é apenas biomassa. Os baixos valores de
solidos descartados comprovam a boa retencdo de biomassa no reator, e é descrita por
diversos autores como um comportamento comumente observado em reatores de biomassa
granular aerdbia, podendo ser considerada um indicativo da estabilidade dos agregados
formados.

Figura 27- Comparativo da biomassa do indculo (a) e ap6s 40 dias de operagdo (b).
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4.1.16 Consumo de oxigénio autotrdfico e heterotroéfico

As atividades de consumo e producgdo de oxigénio foram medidas (Figura 3).
Inicialmente foi realizado o teste de endogenia, e a biomassa apresentou SOUR = 4,6
mgO2/gSSV/h. Estes resultados sdo semelhantes aos descritos por Sdnchez-Zurano et al.,
(2020) que observaram sOUReng= 3,8 mgO2/gSST/h e por Rossi et al.,(2018) 4,3 e 4,1
mgO2/gSST/h, ambos realizados com consércio algal-bacteriano.

No teste de atividade heterotréfica SOUR= 19,1 mgO2/gSSV/h foi obtida, este
consumo representa a quantidade de oxigénio requerida por OHO e microalgas (SOURm +
SOURoHo). Considerando o consumo endogeno de 4,6 mgO./gSSV/h, o real consumo de
oxigénio foi de 14,4 mgO./gSSV/h. De modo geral, no consorcio algas-bactérias, ndo ha
producéo de oxigénio pelas microalgas em condigfes escuras, logo a quantidade de oxigénio
requerida no sistema, deve ser somado ao requerido por BOA e BON (sOURaos= 8,7
mgO2/gSSV/h e sOURnos= 0,8 mgO2/gSSV/h), o que resulta em SOUR= 23,9
mgO2/gSSV/h. E importante destacar que a biomassa deste estudo foi desenvolvida em
condicBes favoraveis ao consorcio, logo as fracbes algal e bacterianas sdo consideradas na
anélise de solidos suspensos. Desta forma, os resultados ndo representam o consumo de
oxigeno por gSSV estritamente bacteriano.

Em sistemas basicamente bacterianos, como lodos ativados, ndo ha inferéncia de
microalgas na dinamica de oxigénio, a necessidade de O pode ser considerada pouco
variavel. No tratamento de esgoto sanitario domésticos, Navarro et al., (2019) constataram
SOUR variando entre 8,5 a 18,0 mgO2/gSSV/h para lodos ativados utilizados no tratamento
de esgoto doméstico em escala real. Além disso, deve-se considerar a estrutura da biomassa,
Rollemberg et al., (2019) compararam as OUR entre lodo floculento e granular e obtiveram
valores de 18,0 e 25,0 mgO,/L/h para flocos e granulos bacterianos, constatando diferenca
na demanda de oxigénio de acordo com a estrutura da biomassa.

Sob irradiagio de 180 pmol/m’/s, uma sOPR= 38,0 mgO2/gSSV/h foi observada
como resultado da atividade fotossintética. Considerando o consumo por endogenia, o valor
liquido de oxigénio produzido pela biomassa é de 33,4 mgO2/gSSV/h. Este valor é superior
ao reportado por Petrini et al., (2020) que realizaram o teste respirométrico em biomassa
proveniente de fotobiorreator sob ilumina¢io de 90 umol/m’/s tratando esgoto real e

alcangaram sOPR= 9,5 mgO2/gSST/h. Najm et al., (2017) por sua vez observaram sOPR=
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17,31 mgO2/gSS/h em uma cultura pura de C. vulgaris sob iluminacio de 135 umol/m/s. De

acordo com Meng et al., (2019) a intensidade luminosa é um fator crucial na atividade

fotossintética e tem efeito sobre a producdo de oxigénio e contetdo de clorofila, em que

quanto maior a intensidade luminosa, maior a producéo de oxigénio.

Figura 28 - Respirometrias obtidas sob condic6es heterdtrofas microalgal e bacteriana, e autdtrofas

(microalgal).
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O oxigénio consumido por para oxidacdo de nitrogénio amoniacal e nitrito, foram
SOURAoB € SOURNos de 13,3 mgO2/gSS/h e 5,4 mgO2/gSS/h respectivamente (Figura 28).
Estes processos ocorrem simultaneamente no funcionamento real de um reator biolégico e

fazem parte da OURbactsria (Equacdo 10).
A quantificacdo da OURoHo Nno entanto, depende da desassocia¢do do metabolismo

microalgal e bacteriano determinados no teste de heterotréfico (Figura 28). Considerando
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todos os mecanismos de captacdo de oxigénio, de acordo com a equagdo 11, a SOUR= 23,8
mgO2/gSS/h. A sOURm e SOURoHo podem ser determinadas, por sua vez, atraves da
combinacéo das equaces 4 e 5. No teste de atividade heterotrdfica e autotréfica simultaneas
(Tabela 9, teste 2), a SOURtest 2= 0,95 mgO2/gSS/h, este valor somado aos outros processos
SOUR= 23,87 mg02/gSS/h é subtraido pelo valor de SOPR, desta forma o SOUR obtido é
de 8,54 mgO,/gSS/h. E aplicando o valor na equagéo 10 juntamente com o consumo medido
no teste de atividade heterdtrofa (Tabela 9, teste 1), tem-se a SOURoHo= 5,9 mgO2/gSS/h.
Como mencionado anteriormente, sistemas com o consércio microalgas-bactérias
possuem como vantagem a producgédo de O pelas microalgas, que pode ser utilizado pelas
bactérias para a oxidacao de matéria organica e nitrogénio. A biomassa avaliada neste estudo
apresentou uma capacidade de producdo de oxigénio, expressa pelo OPR, superior ao
consumo de O e o sistema pode ser consideravel sustentavel no que diz respeito ao balango

de oxigénio.

Figura 29- Perfis de consumo de oxigénio obtidos nos testes de consumo de NH4* e NOy

bacteriano.
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4.1.17 Metabolismo em condicéo clara e escura: preferéncia para captura de carbono

e nitrogénio
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O mecanismo de captura de oxigénio no consorcio, sob iluminacg&o, é realizado por
bactérias. Neste estudo, o consumo por OHO representou 29% do consumo total de oxigénio,
sendo inferior a captacdo por BOA que foi de 43% (Figura 30). A atividade de BON foi a
menor, e representou apenas 4% do consumo de oxigénio. Sob condigdes escuras, a captacao
de oxigénio por microalgas também foi superior a de OHO, que representam percentuais de
29 e 21% respectivamente. E possivel concluir que o consumo de O, para remocio de
carbono organico representa a menor parcela em relacdo aos metabolismos de remogéo de
amonia ou microalgal. Este comportamento foi anteriormente observado por Flores-Salgado
et al., (2021b), que constataram SOURmicroaigae SUPErior ao 86% enquanto que SOURbacteriano,
representando 86 e 14% do consumo de oxigénio respectivamente. Rada-Ariza et al., (2019)
observaram que em um fotobiorreator em bateladas alimentado com 400 mg/L de acetato e
23 mg NH4"- N/L a fragdo de biomassa microalgal desenvolvida representou 74% dos SSV
enquanto que %OHO = 23,8 e %BOA = 2,2.

Figura 30- Avaliacdo de consumo de NHs* e NO2 por testes respirométricos, de microalgas,
organismos heter6trofos ordinarios (OHO), bactérias oxidadoras de amonia (BOA), bactérias
oxidadoras de nitrito (BON).

[ Microalgas
OHO
B s0A
Escuro I BON
Il Endogenia
Claro

40 30 20 -10 0 10 20 30 40

sOUR sOPR
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Apesar das diferentes condicdes testadas, microalgas dominaram a biomassa em

todos cenarios. Desta forma, pode-se inferir que a producdo de oxigénio estd mais
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relacionada a quantidade de biomassa presente no sistema. Por um lado, no consorcio a
maior parcela de biomassa pode ser composta por microalgas. Por outro lado a respiracao
das microalgas pode ser superior a bacteriana no consorcio microalgas-bactérias, assim
como foi observado por Flores-Salgado et al., (2021). Neste estudo, apesar da alta producao
de O, deve-se considerar limitacbes do consorcio. A atividade fotossintética depende da
irradiacdo, e reflete na producéo de oxigénio (Meng et al., 2019b). No consércio, reatores
que operam em ciclos claro/escuro ainda dependem do suprimento artificial de oxigénio para
0 metabolismo heterdtrofo de microalgas e bactéria e autotr6fico de BOA e BON no ciclo

escuro.
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CONCLUSOES

Em geral, comparando o desenvolvimento do LGA e LGAB, a presenga de
microalgas teve impacto positivo na granulagdo, embora a formagdo de granulos
tenha ocorrido 15 dias depois nos reatores com indculo estritamente bacteriano. A
presenca de filamentosos fotoautdtrofos nos FRBS favoreceu a estabilidade e
melhoria da capacidade de sedimentacéo, além da retencdo de granulos maiores.

A estratégia de alimentacdo ndo aerada mais longa (60 min) resultou em LGA e
LGAB mais compacto, com maiores didmetros, melhor capacidade de sedimentacéo
e maior acumulo de biomassa. Além disso, a biomassa apresentou maior contetdo
de EPS em LGA e maior concentracdo de clorofila-a nos fotogranulos, quando
comparados com a biomassa formada nos reatores com 40 minutos de alimentacédo
n&o aerada.

A estratégia com baixa relacdo C:N (4:1) combinada com o menor tempo de aera¢do
resultou em menor oxidagdo da amonia afluente (100 mg NH4*-N.L™1), ndo sendo
possivel alcancar completa nitrificagdo. No entanto, um maior percentual de
biomassa granular e estabilidade foi observada em R1 (60 min de alimentagdo nédo
aerada), favorecido pela presenca de organismos produtores de EPS, como
Xanthomonadacea e Rhodocyclaceae.

A estratégia de alimentacdo baseada no aumento da relacdo C:N=4:1 para C:N =8:1
resultou em maior acimulo de biomassa, melhor capacidade de sedimentacédo e
estabilidade granular associados a cianobactérias filamentosas nos FBR. Em todos
os reatores, RBS e FRBS, houve aumento na remocdo de DQO e N-NH4", com
eficiéncias superiores a 95% e 93%, respectivamente. As remocdes foram maiores
em comparacao as observadas sob relacdo C:N = 4:1, que foram de 70% e 60%,
respectivamente. Além disso, foi observada uma abundéncia relativa de BOA, no
reator com LGAB como Rhodobacteraceae, indicando que ndo houve inibigéo por
microalgas.

No consorcio, microalgas podem ser o principal microrganismo responsavel pela
captacdo e oxidacdo da amonia. Neste estudo, a maior parte do nitrogénio foi

metabolizado por microalgas (205,66 mg N-NH3/d) em comparacdo as bactérias
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nitrificantes (24,14 mg N-NH4+/d) e organismos heterétrofos ordinarios (9,38 mg
N- N-NHs*/d). Ndo foi observado efeito inibitério de microalgas sob bactérias
oxidadoras de amonia.

As contribuicOes especificas de microalgas, bactérias heterotrofas e autotrofas no
balanco de oxigénio foram descritas por métodos respirométricos. O metabolismo de
consumo de oxigénio resultou num valor maximo de sOUR= 23,9 mgO/gSS/h,
enguanto que as microalgas apresentaram sOPR= 33,4 mgO2/gSS/h. Os resultados
sugerem que as microalgas sdo capazes de produzir O suficiente para garantir a
degradacdo de matéria orgénica e realizacdo de nitrificacdo parcial durante ciclos

claros.
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