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O lodo granular aerébio € uma tecnologia promissora para o tratamento de aguas
residuarias. No entanto, a efetividade do processo depende da formacdo de biomassa
granular estavel, associada aos aspectos microbiolégicos do lodo e as condigcbes de
operacdo do reator. O objetivo desse trabalho foi investigar o desenvolvimento de
granulos aerdbios em altas temperaturas (28 + 4°C), em reator em batelada sequencial
(RBS). Os experimentos foram divididos em Fase | e Fase Il. Na primeira, a selecdo de
granulos pelo arraste de flocos ocorreu logo ap6s a inoculagdo do reator, os granulos
formados mostraram-se instaveis. Em pouco tempo, ocorreu a desgranulacdo. Baixa
eficiéncia de nitrificacdo e remocéo biologica de fosforo desprezivel foram observadas
na Fase I. A implementacdo de uma nova estratégia operacional incorporando uma
adaptacdo do inéculo antes do estdgio de selecdo de granulos na Fase Il permitiu o
desenvolvimento de bactérias de crescimento lento, tais como organismos acumuladores
de polifosfato (PAO) e nitrificantes, e suprimindo a presenca de filamentos. Granulos se
mantiveram estaveis a longo prazo enquanto que alta remoc¢do de aménio (>95%) e
nitrogénio (>90%) foram obtidas. Contudo, a remocdo de fosforo foi instavel,
possivelmente devido a competicdo entre PAO e organismos acumuladores de
glicogénio (GAO), conforme evidenciado por pirosequenciamento.
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Aerobic granular sludge (AGS) is a promising technology for wastewater
treatment. However, the success of the process depends on the formation of stable
granular biomass, which is associated with the microbiological aspects of the sludge and
reactor operating conditions. The aim of this work was to investigate the development
of aerobic granules at high temperatures (28 + 4°C) in a sequenting batch reactor (SBR).
The experiments were divided in Phase | and Phase Il. In the first, the formed granules
were unstable. In a short time, degranulation occurred. Low nitrification efficiency and
negligible biological phosphorus removal were observed in Phase 1. The
implementation of a new operational strategy incorporating an adaptation of the
inoculum prior to the granule selection stage in Phase Il allowed most favoring the
development of slow-growing bacteria, such as polyphosphate accumulating organisms
(PAO) and nitrifiers, and suppressing the presence of filaments. Granules regular form
remained stable in the long term while high ammonium (>95%) and nitrogen (>90%)
removal were obtained. However, phosphorus removal was unstable, possibly due to the
competition between PAO and glycogen accumulating organisms (GAO), as evidenced
by pyrosequencing.
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1- INTRODUCAO

A 4gua esta diretamente ligada aos aspectos da civilizacdo humana, desde o
desenvolvimento agricola e industrial aos valores culturais e religiosos fixados na
sociedade. Devido as limitac6es das reservas de agua doce no planeta e com o aumento
de sua demanda, faz-se necessaria a adocdo de estratégias que visem racionalizar a
utilizacdo dos recursos hidricos e mitigar os impactos negativos gerados pelas aguas
residuarias poluidoras (SILVA, 2011).

O controle ambiental de efluentes liquidos tem se tornado uma grande
preocupacdo dos centros de pesquisa que estudam e desenvolvem tecnologias adequadas
para minimizar os processos de degradacdo dos ambientes naturais. Esses estudos
levaram ao desenvolvimento de sistemas de tratamento que almejam sempre obter o
mais alto rendimento (eficiéncia de remocdo de poluentes) e baixos custos de
construcdo e operacdo. Atualmente, 0s novos processos visam a aplicacdo de cargas
organicas mais elevadas, reducdo das areas necessarias para implantacdo da unidade de
tratamento e menor producéo de lodo excedente.

Os processos de tratamento que utilizam micro-organismos para a decomposicao
de matéria organica e nutrientes em geral, possuem inimeras vantagens de carater
econbmico o que leva ao desenvolvimento de inovagdes no intuito de aperfeicoar o
tratamento como um todo.

A selecédo do tipo e do grau de tratamento de um efluente a ser langado em um
curso d’agua considera 0 padrdo de qualidade do corpo receptor e a sua capacidade de
autodepuracdo. Esses parametros estdo relacionados as exigéncias da Legislacdo
Ambiental (Resolugéo n° 433 de junho de 2011) (BRASIL, 2011).

Sistemas convencionais de tratamento de &guas residuarias sdo projetados
visando, principalmente, a remocao de matéria organica, dificultando o atendimento as
exigéncias da legislacdo ambiental, uma vez que os efluentes desses sistemas
apresentam concentragdes de nitrogénio e fosforo proximas as do esgoto bruto (MOTA
e VON SPERLING, 2009). De forma a minimizar os impactos ambientais relacionados
ao langcamento indevido de esgotos domésticos e atender as legislacGes vigentes, a busca
de alternativas eficientes para o tratamento de efluentes é de suma importancia. A
remoc¢do de poluentes organicos em efluentes pode ser obtida utilizando tecnologias

avangadas de tratamento, tais como 0S processos oxidativos, processos que empregam
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membranas de micro, ultra e nanofiltragdo, osmose inversa e eletrodialise, processos de
adsorcdo em carvdo ativado e 0s processos biotecnologicos. Esses Ultimos séo
considerados como 0 meio mais sustentavel para a remogéo de poluentes, uma vez que
usam micro-organismos presentes no meio ambiente. A biodegradacdo ocorre em
reatores nos quais a atividade microbiana é intensificada por meio do controle de
parametros importantes, como oxigénio dissolvido e concentracdo de biomassa ativa.
Essa ultima, por sinal, é bastante superior aquela encontrada em sistemas naturais,
permitindo a obtencdo de maiores taxas de remocao de poluentes.

O processo de lodo ativados € a tecnologia mais empregada para o tratamento
bioldgico. Nele, o afluente e o lodo ativado s&o intensamente misturados, agitados e
aerados em unidades chamadas tanques de aeracao para, em seguida, o lodo ativado ser
separado do efluente tratado por sedimentacdo em decantadores. Geralmente, parte do
lodo ativado decantado retorna ao processo e parte € retirado para um tratamento
adequado e feita a sua disposicdo final (JORDAO e PESSOA, 1995). Os micro-
organismos no tanque de aeracdo tendem a se organizar na forma de flocos bioldgicos.
A floculacdo é resultado do metabolismo microbiano e ela tende a ocorrer quando a
disponibilidade de alimento é limitada ou a comunidade microbiana é submetida a
algum outro tipo de estresse (VON SPERLING, 2002).

Estudos mostram que, em determinas condic¢des, essa comunidade microbiana
pode se organizar na forma de granulos. A morfologia dos biogranulos aerébios é
completamente diferente dos flocos bioldgicos presentes no lodo ativado. De formato
esférico ou arredondado, esse aglomerados microbianos possuem um importante papel
na adsorcdo de substancias toxicas devido a sua elevada area superficial e porosidade
(ADAV et al. 2009). Em comparacdo com o sistema convencional de lodos ativados, o
lodo granular propicia elevada retencdo de biomassa, apresenta boa capacidade de
sedimentacdo, caracteriza-se por uma ampla diversidade de espécies microbianas e
permite remocdo simultdnea de matéria organica e nutrientes em um Unico reator.
Portanto, a tecnologia de granulacdo aerdbia é considerada uma alternativa eficiente e
inovadora para 0 processo de tratamento de aguas residuarias. Apesar das vantagens
inerentes ao processo de lodo granular, os granulos podem perder a estabilidade devido
ao crescimento de micro-organismos filamentosos, ocorréncia de hidrolise responsavel
pela quebra do granulo, e perda da capacidade de produzir substancias poliméricas
extracelulares (EPS) quando mantidos por periodos prolongados (ZHANG et al., 2015).
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A formacdo de granulos aerobios é fundamental para a sua aplicacdo em
sistemas de tratamento de &guas residuérias, e o processo de granulacdo pode demorar
semanas para ter inicio partindo de um inéculo de um sistema de lodos ativados
convencional. Diversos fatores podem interferir na formacdo dos granulos, tais como:
tipo de substrato, carga organica, forcas de cisalhamento, velocidade de sedimentacao e,
sobretudo, as culturas microbianas envolvidas (IVANOV et al., 2006; RICKARD et al.,
2004).

Do mesmo modo que em outros sistemas de tratamento, a formacéo de granulos
pode ser obtida pela selecdo de culturas microbianas. Quando micro-organismos
diversos sdo incorporados ao lodo, eles podem permanecer no agregado microbiano por
um longo periodo, contribuindo para a sua formacdo e mantendo a sua capacidade de
degradacdo (IVANOV et al., 2006). A adicdo de linhagens selecionadas ou o
enriquecimento de culturas com uma funcéo especifica pode ser vantajoso a um sistema
de tratamento. Ivanov et al. (2006) citam diversos trabalhos que mostraram uma
diminuicdo significativa do tempo de formacdo dos granulos e a formagéo de granulos
densos com baixos valores de indice volumétrico do lodo (IVL) devido a adicdo de
algumas linhagens. No entanto, bactérias especificas nem sempre estdo disponiveis, o
que torna essa metodologia menos empregada na realidade. Desse modo, a selecdo de
micro-organismos desejados a partir de um determinado in6culo geralmente é realizada
por meio da mudanca das condicdes de operacgdo do reator.

Na maioria dos estudos com lodo granular desenvolvidos na Europa, a biomassa
utilizada para dar a partida em sistemas granulares € proveniente de sistemas de
tratamento que contemplam a remocdo combinada de material orgénico, nitrogénio e
fésforo (DE KREUK et al., 2005c, ZENG et al., 2003, YILMAZ et al., 2008, KISHIDA
et al., 2009). Diante disso, tais sistemas sdo dotados dos principais grupos microbianos
atuantes nesses processos. Conforme reportado na literatura em alguns estudos (DE
KREUK e VAN LOOSDRECHT, 2004), a formacdo de lodo granular estavel esta
condicionada a presenca de alguns organismos especificos, notadamente os que
apresentam taxas de crescimento reduzidas. Como exemplo desses micro-organismos,
pode-se mencionar as bactérias nitrificantes e 0s organismos acumuladores de
polifosfato (doravante designados por PAO, do inglés polyphosphate-accumulating
organisms). Aléem disso, as temperaturas de operagdo dos reatores granulares na maioria
dos estudos da literatura situam-se na faixa entre 15 e 20°C (BEUR et al., 2002, BEUR
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et al., 2002a, BEUR et al., 2002b, DE KREUR et al., 2004, DE KREUR et al., 2005a,
DE KREUR et al., 2005b, DE KREUR et al., 2005c, BASSIN, 2011b; BASSIN et al.,
2012), enquanto no Brasil essa se encontra majoritariamente entre 20 e 30°C
(COLLINS et al., 2009).

Ainda ha varias lacunas a serem preenchidas no que diz respeito a formacao do
lodo granular e a remogdo combinada de matéria organica e nutrientes, sobretudo em
condicBes climaticas de paises tropicais. De fato, sdo poucos os trabalhos que
investigam a importancia do inéculo e de sua comunidade microbiana associada no
processo de formacéo dos granulos (WINKLER et al., 2011a; EBRAHIMI et al., 2010).

No caso desse trabalho, em particular, uma das metas é avaliar a formacdo e
estabilizacdo dos granulos aerébios em condicbes de clima tropical utilizando como
indculo lodo proveniente de uma planta de tratamento de esgoto municipal, projetada
apenas para remoc¢do de matéria organica. Compreender o processo de formacdo de lodo
granular nessas condicOes possui grande relevancia. O modo como a biomassa granular
é formada afeta diretamente a estabilidade do granulo (TAY et al., 2002; DE KREUK e
VAN LOOSDRECHT, 2004; WANG et al., 2005; ZHENG et al. 2006; LEMAIRE et
al., 2008; WANG et al., 2008; LI et al., 2011; ZHANG et al., 2011; ZHANG e
ZHANG, 2013; TOH et al., 2013; LOCHMATTER et al., 2013 e ZHANG et al., 2015),
bem como a distribuicdo das diversas zonas aerdbias/andxicas/anaerdbias ao longo da
estrutura granular, o que por sua vez influencia o desempenho do processo de remogéo
combinada dos diversos poluentes. Além disso, para que a tecnologia se espalhe por
todos os continentes e seja estabelecida com sucesso, € fundamental adequar as
condicGes de operacdo a cada caso especifico.

Durante toda a pesquisa, os esforcos foram concentrados no intuito de
estabelecer as condicdes de operacdo que favorecem a remogdo combinada de matéria
organica e nutrientes em sistemas de lodo granular operados em alta temperatura e
inoculados com lodo oriundo de sistema de lodos ativados convencional sem remocao

de nutrientes.



2- OBJETIVOS

O objetivo geral desse trabalho foi investigar alguns aspectos acerca do

desenvolvimento de granulos aerébios em altas temperaturas, caracteristicas de clima

tropical. O trabalho foi dividido em duas fases (I e I1), sendo que na Fase | os granulos

foram formados sem prévia aclimatacdo do lodo de in6culo, enquanto que na Fase Il a

formacéo dos granulos foi obtida ap6s a aclimatagdo do mesmo.

Os objetivos especificos sdo apresentados a seguir:

Aprofundar os conhecimentos relativos a formagdo do lodo granular a
partir do in6culo obtido em um sistema de tratamento de uma regido
tropical sem remocao de nutrientes;

Investigar o processo de granulacéo aerobia e caracteristicas dos granulos
formados;

Entender o efeito das condi¢cdes operacionais na estabilidade da biomassa
granular;

Avaliar a remocao de matéria organica e de nutrientes;

Entender a dindmica de remocédo de DQO, nitrogénio e fésforo, por meio
de testes cinéticos aos longo das diferentes fases de operacao;

Avaliar a comunidade microbiana e relaciona-la com o processo de

granulacdo e conversdes bioldgicas ao longo das Fases | e 1l.



3- REVISAO DA LITERATURA

Este capitulo tem o propdsito de ilustrar os aspectos tedricos mais importantes
para a compreensdo do processo de lodo granular aerébio. Inicialmente sera feita uma
introducgdo acerca do tratamento de aguas residuarias, focando na remocéo bioldgica de

matéria organica, nitrogénio e fdsforo.
3.1 Tratamento de aguas residuarias

O processo de tratamento de efluentes é divido em niveis, de acordo com o grau
de remocéo de poluentes que se deseja atingir. Essas etapas podem ser classificadas
como: tratamento preliminar, tratamento primario, tratamento secundario e tratamento
terciario ou avancado.

De acordo com VON SPERLING (1996), as etapas do tratamento podem ser
subdividas em:

v' Tratamento preliminar: No tratamento preliminar utiliza-se processos fisico-
quimicos. Nesse estagio do tratamento é realizada a remocao dos materiais em
suspensdo do efluente, por intermédio de grades que removem o0s materiais com
maiores dimensdes. Ja a separacdo da agua residudria da areia é realizada por
meio de canais de desarenacéo.

v' Tratamento primario: Consiste na separacdo de particulas sélidas de menor
dimensdo por meio de processos de floculacdo e/ou sedimentacdo, e
sedimentacdo priméria. Parte da matéria organica é removida nessa etapa.

v Tratamento secundario: No tratamento secundario ocorre a remocdo da matéria
organica e inorganica por meio de reacGes bioquimicas. Essa etapa do
tratamento também é conhecida como fase bioldgica, na qual a matéria orgénica
ou inorgénica é degradada por micro-organismos.

v' Tratamento terciario: A etapa do tratamento terciario (também chamado de
avancado) consiste em uma série de processos destinados a melhorar a qualidade
do efluente proveniente do tratamento primario e secundario. Geralmente, o
tratamento terciario pode ser utilizado para efetuar a desinfeccdo da agua
residuaria para a reducdo de micropoluentes, carga organica residual, cor, sais
minerais e metais toxicos, de maneira a permitir a sua reutilizacdo
(GONCALVES et al, 2003). Caso ndo haja tratamento terciario, o efluente do
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decantador secundario pode vir a ser lancado diretamente nos corpos hidricos.
Como nesse trabalho o foco estd voltado ao tratamento bioldgico, maiores
detalhes acerca desse processo estdo descritos na se¢do 3.2.

3.2 Tratamento biologico de dguas residuarias: aspectos fundamentais

O tratamento bioldgico de esgotos ocorre primordialmente por meio de
mecanismos bioldgicos. Desta forma, a compreensdo da microbiologia dos sistemas de
tratamento é de fundamental importancia para a sua operacéo e controle.

Uma grande variedade de micro-organismos é encontrada no esgoto, sendo que
0s principais sdo bactérias, protozoarios, fungos e vermes. As bactérias constituem o
grupo de micro-organismos mais numeroso e, sem duvida, o mais importante na
estabilizacdo da matéria organica. Além da degradacdo da matéria carbonéacea, o
tratamento de esgotos, dependendo das condi¢cdes ambientais do meio, pode incorporar
ainda processos de remocao de outros substratos, que por sua vez também dependem da
atividade bacteriana. Entre estes, pode-se citar o0s processos de nitrificagdo e
desnitrificacdo, para a remocao de nitrogénio, e o processo de remocao bioldgica de
fosforo, os quais serdo discutidos no decorrer desse capitulo.

Aproximadamente 80% da célula bacteriana é composta de agua e 20% de
matéria seca. Desta matéria seca, em torno de 90% é orgénica e 10% € inorgénica. A
fracdo organica das células bacterianas pode ser representada pelas seguintes formulas
empiricas (VON SPERLING, 1996):

v" CsH;0;N, quando o fésforo nédo é incluido na composicéo;
v CeoHg7023N12P, considerando-se o fésforo na composicéo.

Além desses nutrientes (ou macronutrientes), a biomassa também necessita de
uma série de elementos traco (ou micronutrientes) em quantidades bem menores para
realizar seus processos metabdlicos. Alguns micronutrientes sdo: manganés, cobre,
zinco, molibdénio, selénio, magnésio, cobalto, calcio, sodio, potéassio e ferro
(ECKENFELDER e MUSTERMAN, 1995). Cabe ressaltar que esses macros e
micronutrientes devem ser obtidos do meio, ou seja, 0 esgoto afluente ao sistema de
tratamento deve suprir essas necessidades, sendo que a eventual falta de algum deles

pode limitar o crescimento bacteriano. Em algumas situacgdes, especialmente no ambito
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industrial, ¢ comum a adicéo de elementos traco ou até mesmo de macronutrientes para

0 bom desempenho do sistema.
3.3 Remocado de matéria organica

Segundo von Sperling (1996) os sistemas bioldgicos de tratamento promovem a
remocao de constituintes organicos e inorganicos das aguas residuarias por meio de da
acdo de micro-organismos, 0S quais permitem certa reproducdo dos processos que
ocorrem naturalmente no meio ambiente. Esses organismos consomem 0s substratos
presentes nos efluentes, formando produtos inertes e com baixo potencial poluidor
(VON SPERLING, 1996).

Face a enorme variedade de substancias organicas presentes na maioria das
aguas residuédrias, € totalmente impraticavel determina-las individualmente. Para
quantificar a massa de material organico presente no esgoto, utiliza-se a propriedade das
substancias organicas de serem oxidadas. Existem dois testes diferentes baseados nesse
principio que sdo utilizados para quantificar a matéria organica total: o teste de
Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) e o teste de Demanda Bioguimica de Oxigénio
(DBO).

A remocdo da matéria organica presente no esgoto ocorre por intermédio de
processos fisicos ou bioquimicos, dependendo fundamentalmente do tamanho da
particula. O material particulado pode ser removido em decantadores, por meio de
simples processos fisicos de sedimentacdo. A remocdo e estabilizacdo da matéria
organica coloidal e solGvel, presente no esgoto, depende de processos, conjuntos ou
ndo, de adsorcdo, absorcao, sintese e respiracdo, cuja ocorréncia esta relacionada com a
facilidade de degradacdo da particula orgénica. Nos primeiros estagios do tratamento, as
impurezas organicas sdo adsorvidas na superficie dos flocos ou granulos biolédgicos, nos
quais sdo sequencialmente hidrolisadas por enzimas extracelulares, gerando moléculas
menores que podem atravessar a parede celular bacteriana. Compostos organicos
complexos que ndo sdo hidrolisados aderem-se a fragdo lipidica da membrana
citoplasmatica, sendo entdo absorvidos para dentro da célula bacteriana (IWPC, 1987).

Os substratos imediatamente disponiveis (rapidamente biodegradaveis) presentes
no esgoto ou ainda os produtos dos processos de adsorcdo e absorcdo sdo utilizados
pelos micro-organismos para a geracao de energia e sintese celular, por meio de um

processo conjunto denominado de metabolismo. A transformacgdo quimica do substrato
8



em produtos estaveis e energia € chamada de catabolismo ou dissimilacdo. J& no
processo denominado anabolismo, ocorrem reacBes que conduzem a formacdo de
material celular com a energia produzida no catabolismo. Por este motivo, diz-se que
esses dois processos (catabolismo e anabolismo) sdo interdependentes e sempre
ocorrem simultaneamente (VAN HAANDEL e MARAIS, 1999).

Segundo Von Sperling (1996), o catabolismo oxidativo é uma reacdo na qual a
matéria organica € oxidada por um agente oxidante presente no meio liquido (oxigénio,
nitrato ou nitrito), enquanto que o fermentativo é aquele que ocorre na auséncia de
oxidante. Nesse ultimo caso, ndo ocorre a decomposicdo completa dos compostos
organicos, apenas uma converséo entre eles.

O tratamento bioldgico de esgotos aproveita, portanto, um conjunto de micro-
organismos com caracteristicas diferentes para a degradacdo da matéria organica,
podendo ser distinguidos quatro grupos de tratamento: aerdbios, anoxicos, anaerobios e
combinados. Os aceptores de elétrons mais importantes na oxidacdo da matéria orgénica
em tratamento bioldgico de esgoto em ordem decrescente de liberacdo de energia estdo
representados na Tabela 3.1 (VAN HAANDEL e LETTINGA, 1994).

Tabela 3.1: Aceptores de elétrons tipicos das reaces de oxidacdo no tratamento de
esgoto.

CONDIQ@ES ACEPTOR DE FORMA DO ACEPTOR
ELETRONS APOS A REACAO
Aerdbias Oxigénio (Oy) Agua (H,0)
Andxicas Nitrato (NO3’) Nitrogénio gasoso (N2)
Anaerdbias Sulfato (SOy4) Sulfeto (H,S)
Diodxido de carbono (CO,) Metano (CHy)

3.3.1 Remocao de matéria organica em condi¢cOes aerobias

Pela acdo bacteriana, a oxidacdo biolégica é a conversdo de componentes
orgénicos a formas inorgéanicas, sendo que na oxidagdo aerdbia, as bactérias utilizam o
oxigénio molecular como aceptor final de elétrons (METCALF e EDDY, 1991).

A matéria organica do esgoto é oxidada por meio da respiracdo aerobia dos

organismos que formam os flocos. Segundo Sant’Anna (2010), os flocos sdo
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constituidos por um grupo de bactérias denominadas “formadoras de flocos” e outro
grupo de bactérias que formam filamentos, sendo o equilibrio entre estes grupos muito
importante para assegurar a formagéo de flocos relativamente densos e fortes.

O oxigénio necessario para essa respiracdo deve estar no préprio esgoto
(constituindo o oxigénio dissolvido), podendo ser enriquecido pela atividade de micro-
organismos fotossintetizantes, por contato direto com o ar ambiente ou por introdugéo
mecanica de difusores de ar (HIGA, 2005).

As etapas do processo de biodegradacdo, consistem na adsorcdo dos poluentes
presentes na fase aquosa nas superficies dos filmes, flocos e granulos microbianos. Essa
adsorcdo é rapida para material organico particulado e para moléculas organicas de
elevada massa molar. Até mesmo moléculas organicas menores sdo rapidamente
adsorvidas nos aglomerados microbianos (SCHMIDELL et al., 2007). A seguir, as
moléculas menores sdo transportadas no interior da matriz exopolimérica até atingir as
superficies das células microbianas. A Ultima etapa do processo consiste da assimilacao
das substancias (poluentes) pelos micro-organismos. Uma vez transportadas para o
interior das células, essas substancias seguirdo rotas metabdlicas especificas,
caracteristicas dos processos aerobios de degradacdo. No interior das células, as
moléculas absorvidas podem se inserir nas rotas de catabolismo, que geram energia para
sintese de novas moléculas e para as demais atividades celulares, ou nas rotas de
anabolismo, responsaveis pela biossintese das moléculas essenciais ao funcionamento
da célula. De modo simplificado, pode-se pensar que um atomo de carbono de uma dada
molécula assimilada pela célula tem dois destinos preponderantes: pode ser constituinte
de substancias produzidas pelas células para a sua manutencdo e, principalmente,
reproducdo, ou pode ser oxidado a CO,, gerando energia para a atividade de sintese e
outras atividades celulares (SCHMIDELL et al., 2007).

A glicose é, quantitativamente, o principal substrato oxidavel para a maioria dos
organismos, sendo por isso frequentemente utilizada para ilustrar a sequéncia de vias
metabdlicas utilizadas na degradacdo da matéria organica por via aerobia. A glicélise e
o Ciclo de Krebs, juntamente com a cadeia respiratoria, podem realizar a oxidagdo
completa da glicose, levando-a a didxido de carbono e agua (PICKBRENNER, 2002).

Cabe ressaltar ainda que, em condicdes de auséncia de matéria organica no meio

liquido, a propria massa celular, que contém material biodegradavel, pode ser oxidada,
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ainda que parcialmente, a compostos inorganicos. Essa auto-oxidacdo do material
celular chamada de respiragdo endégena (TCHOBANOGLOUS e BURTON, 1991).

3.3.2 Remocao de matéria organica em condigdes anoxicas

O catabolismo andxico é uma reacdo redox na qual a matéria organica € oxidada
por um agente oxidante presente no meio liquido. Quando varios aceptores de elétrons
encontram-se no meio, o sistema utiliza aquele que produz a maior quantidade de
energia. Isto explica por que o oxigénio é utilizado primeiramente e, apds sua exaust&o,
o0 sistema deixa de ser aerobio (HORAN, 1990). Desta forma, a respiracéo € dita aerdbia
se 0 oxidante for o oxigénio molecular e anoxica se o oxidante for o nitrato ou nitrito,
havendo formacdo de nitrogénio gasoso, sulfeto, diéxido de carbono e agua
(METCALF e EDDY, 1991).

Nos processos de desnitrificacdo e reducdo de sulfatos, os nitratos e sulfatos,
respectivamente, da mesma maneira que o oxigénio, na respiracdo aerobia, agem como
aceptores finais de elétrons na cadeia transportadora de elétrons. Estes compostos
servem como substitutos do oxigénio, levando a pequenas modificacbes do sistema
metabolico das bactérias. Utilizando nitrato no lugar de oxigénio na cadeia
transportadora de elétrons, ocorre a formagcdo de uma menor quantidade de energia
(ATP). Similarmente, mais energia é gerada quando se utiliza nitrato como aceptor,
comparando-se com o sulfato (EPA, 1993).

3.3.3 Remocao de matéria organica em condi¢6es anaerobias

A digestdo anaerdbia € um processo biolégico em que, na auséncia de oxigénio,
bactérias facultativas ou estritamente anaerébias degradam compostos organicos
complexos, convertendo-os em gases como metano (60 a 70%), diéxido de carbono (40
a 30%) e outros subprodutos mineralizados (SOUZA, 2001).

A degradacdo da matéria orgdnica pela via anaerébia apresenta maior
complexidade comparando com 0 que ocorre no processo aerobio, pois demanda a
participacdo de diferentes grupos microbianos com fungdes diferenciadas
(SANT’ANNA, 2010).

Aquino e Chernicharo (2005) também afirmam que o tratamento anaerébio
envolve processos metabolicos complexos, que ocorrem em etapas sequenciais e que

dependem da atividade de no minimo trés grupos de micro-organismos distintos:
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v Bactérias fermentativas ou acidogénicas, que fermentam aclcares, aminoacidos
e &cidos graxos resultantes da hidrolise da matéria organica complexa, e
produzem &cidos organicos, alcoois, cetonas, dioxido de carbono e hidrogénio.
Como o0s micro-organismos fermentativos nao dispem, em condigdes
anaerdbias, de um aceptor final de elétrons (como 0 oxigénio nos processos
aerdbios), o substrato organico ¢ ao mesmo tempo utilizado como aceptor e
doador de elétrons, ou seja, uma parte do composto organico poluente é oxidada
enquanto outra parte é reduzida;

v Bactérias acetogénicas, que convertem compostos organicos intermediarios
como propionato e butirato, em acetato, hidrogénio e didxido de carbono;

v Arqueas metanogénicas, que sdo as mais importantes, pois a remocdo completa
da matéria organica da fase liquida depende da conversdo de acetato em gas

metano.
3.4 Remocdao bioldgica de nitrogénio

O esgoto sanitario contém nitrogénio na forma de amonia e na forma organica,
sendo que no esgoto fresco cerca de 60% do nitrogénio apresenta-se na forma organica
(ureia, aminodcidos e outras substancias organicas com o grupo amina) e 40% na forma
de nitrogénio amoniacal (na forma de aménia livre (NHs), ou na forma idnica (NH,")).
Ocasionalmente, podem ocorrer tragos de formas oxidadas do nitrogénio, tal como
nitrito (NO2") ou nitrato (NO3). Para quantificar a quantidade de material nitrogenado
presente no esgoto, determinam-se as concentracdes de nitrogénio em suas diferentes
formas. Para tanto, é comum a determinacdo do teor de nitrogénio total Kjeldahl (que
fornece a soma das formas de nitrogénio amoniacal e nitrogénio orgénico). Nitrogénio
amoniacal, nitrito e nitrato sdo geralmente determinados por meio de testes
espectrofotométricos e cromatografias idnicas (VAN HAANDEL e MARAIS, 1999).

O nitrogénio que entra num sistema bioldgico de tratamento pode ser removido
ou transformado em outras formas, de acordo com as condi¢bes ambientais do meio. As
transformacg6es dos compostos de nitrogénio podem ocorrer por intermédio de diversos
mecanismos, sendo que os principais, sdo: amonificacdo, sintese (ou assimilagdo),
nitrificacdo e desnitrificacdo (Figura 3.1).

Por meio da atividade enddgena, o nitrogénio organico é transformado em

nitrogénio amoniacal (NH;" + NHs3), envolvendo reacdes bioquimicas catalisadas por
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enzimas. Esse processo é denominado amonificacdo (Equacdo 3.1) devido a formacéo
de aménia como produto da reacdo. Observa-se pela reagdo que, além da formacdo de
amonia, a amonificacdo também produz hidroxila (OH), o que pode ajudar no processo
de nitrificacdo, visto que a esta ultima etapa tende a consumir alcalinidade e reduzir o
pH (METCALF e EDDY, 2003).

Amonificacdo

R—NHy+ H,O + H* R—OH + NH," Equacéo 3.1

) Assimilacéo

Metcalf e Eddy (2003) afirmam que quando se trata de esgotos sanitarios, a
amonificacdo é sempre uma das etapas limitantes do processo de nitrificacdo. Nesse tipo
de agua residuaria, a ureia é a principal fonte de nitrogénio organico, e sua
transformacdo para nitrogénio amoniacal pode ser facilmente efetuada pela enzima
urease, quando a mesma se encontra presente. Porém, na sua auséncia, 0 processo de
amonificacdo fica comprometido e muitas vezes ndo é executado, 0 que compromete

significativamente a taxa da nitrificacéo.

Nitrogénio orginico
(proteina, uréia)

Amoniﬁcaciol
Assimilagdo
Aménia Nitrogénio orginico
| < (Células bacterianas)
Amonificacao
& | 02 "l I Assimilacdo
&
é Nitrito (NOy") Desnitrificacao
E Células bacterianas 4
Z,
Carbono|Organico
(0]) i
Assimilagdo
S Nitrato (NOs") !
Células bacterianas Nitrogénio organico
Desnitrificacao (Ny)

Figura 3.1: Transformacdes do nitrogénio em processos bioldgicos de tratamento
(Fonte: Adaptado de Sedlak, 1991).
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A amonificacdo pode ocorrer na propria rede coletora de esgoto, em sistemas de
tratamento primario, ou em reatores anaerobios, nos quais a grande maioria dos
compostos organicos nitrogenados presentes no esgoto é convertida a nitrogénio
amoniacal.

A eliminacdo de nitrogénio de uma agua residuaria é tradicionalmente realizada
por um processo que envolve duas etapas distintas. Na primeira etapa, designada por
nitrificacdo, o aménio passa a nitrato em condigdes aerdbias, tendo o oxigénio como
aceptor de elétrons na cadeia respiratdria, permitindo a reoxidacdo das coenzimas e a
geracdo de ATP. Na segunda etapa, designada por desnitrificacdo, o nitrato é convertido
a nitrogénio gasoso (N), tendo como possiveis intermediarios gasosos o 6xido nitrico
(NO) e 6xido nitroso (N,O), igualmente langados na atmosfera. A desnitrificagdo €
realizada em condi¢bes anoxicas, tendo o nitrato como aceptor de elétrons (MADIGAN
et al., 1997, UEMOTO e SAIKI, 2000). As etapas de nitrificacdo e desnitrificacao estdo

detalhadas a seguir, nos itens 3.4.1 e 3.4.2, respectivamente.
3.4.1 Nitrificacéo
e Descrigéo do processo

O processo de nitrificacdo é realizado pela acdo de um conjunto de diversos
micro-organismos, principalmente bactérias, sendo grande parte delas pertencentes a
determinados géneros mais frequentes, o género Nitrosomonas, responsavel pela
conversdo da aménia a nitrito (ou seja, bactérias oxidadores de aménio - AOB), e 0s
géneros Nitrobacter e Nitrospira, responsavel pela conversdo de nitrito a nitrato (ou
seja, as bactérias oxidadoras de nitrito - NOB).

A reacdo de nitritacdo (efetuada pelas BOA) € realizada em duas etapas. A
primeira ocorre no interior da membrana citoplasmatica na qual a aménia € oxidada a
hidroxilamina (NH,OH), por meio da a¢éo da enzima amonia mono-oxigenase, contanto
que os requisitos de oxigénio molecular e energia para promover a reacao estejam

disponiveis (Equacdo 3.2).

NHz+ O, + 2H" + 2¢ > NH,OH + H,0 Equacdo 3.2
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Na segunda etapa, a hidroxilamina é transportada para o periplasma e convertida
a nitrito, por meio da acdo da enzima hidroxilamina oxidoredutase, liberando dois pares

de elétrons (Equacéo 3.3).

NH,OH + H,0 NO, + 5H" + 4e” Equacéo 3.3

v

Um par € utilizado na primeira etapa de oxida¢do da amodnia enquanto o segundo
par € utilizado para a producdo de energia e reducdo do oxigénio molecular em agua
(Equacéo 3.4) (HAGOPIAN e RILLEY, 1998; COLLIVER e STEPHENSON, 2000).

1/20; + 2H" + 2¢ > H,0 Equacéo 3.4

A Equacdo 3.5 representa a reacao global de nitritacdo.

NH; + 3/20; » NO; +H"+H,0 Equagdo 3.5

A reacdo de nitratacdo (efetuada pelas BON) é realizada pela enzima nitrito

oxidoredutase com o oxigénio molecular podendo ser suprido pela dgua (Equacéo 3.6).

NO, + H* + H,0 > NO; +3H" +2¢ Equacéo 3.6

A reacdo libera um par de elétrons que também ¢é utilizado na producdo de
energia e reducdo do oxigénio molecular em agua (Equacdo 3.7) (HAGOPIAN e
RILLEY, 1998; COLLIVER e STEPHENSON, 2000).

1/20,+ 2H" + 2¢ » H,0 Equacdo 3.7

A Equacdo 3.8 representa a reacao global de nitritacao.

NO; + 1/20, » NOj3 Equacédo 3.8

Sistemas biologicos de tratamento de esgoto com nitrificacdo tendem a

demandar grandes quantidades de oxigénio, pois o oxigénio dissolvido disponivel é
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utilizado concomitantemente pelos organismos heterotrofos responsaveis pela remocao
da matéria carbondcea em ambientes aerobios, e pelos organismos autotroficos
nitrificantes. Ao se considerar a quantidade de bactérias nitrificantes presentes no
sistema em relacdo as bactérias heterotroficas, na maioria dos casos as bactérias
heterotroficas predominam, competindo assim pelo oxigénio disponivel (NOGUEIRA
etal., 1998).

Quando se utiliza processos combinados anaerdbio/aerébio, grande parte da
matéria organica € removida no estagio anaerobio. Nessas circunstancias, a nitrificacdo
é favorecida devido a pouca quantidade de matéria organica presente no reator aerobio,
0 que reduz a quantidade de bactérias heterotroficas no reator aerébio. Com isso, 0
consumo de oxigénio para a remocdo de matéria orgénica é diminuido. Porém, ao se
considerar a remocdo de nitrogénio e ndo somente o processo de nitrificacdo, essa
situacdo ndo é favoravel, uma vez que ha pouca disponibilidade de matéria organica
para a desnitrificacdo, além da possibilidade formacdo de compostos, que dependendo
da sua concentracdo no meio, sdo capazes de inibir totalmente a nitrificacdo
(GUIMARAES, 2002; DERKS, 2007; PORTO, 2007).

O crescimento muito lento € uma caracteristica das bactérias nitrificantes. Outra
observagdo importante é que na nitrificagio ha a geracdo de fons H*, ou seja,
alcalinidade é consumida. De acordo com a reacdo estequiomeétrica, esse consumo se da
na proporcdo de 7,14 mgCaCO3z/mgN-NH,, de forma que pode ocorrer uma diminuicao
do pH para valores que limitam a nitrificacdo (pH < 5,5). A alcalinidade pode ser
fornecida por fontes externas, ou ser obtida por meio da combinagéo da nitrificagdo com
outros processos bioldgicos, como a amonificacdo e a desnitrificacdo, os quais fornecem
alcalinidade ao meio (VAN HAANDEL e MARAIS, 1999).

e Fatores ambientais que influenciam a nitrificacéo

Os seguintes fatores ambientais influenciam na taxa de crescimento dos
organismos nitrificantes e, consequentemente, na taxa de oxidacdo da amonia:
temperatura, pH, oxigénio dissolvido (OD) e presenca de substancias toxicas inibidoras.

v' Temperatura: A temperatura apresenta um efeito pronunciando nas taxas de
crescimento das bactérias nitrificantes. Temperaturas mais altas aparecem como

sendo favoraveis ao desenvolvimento desse tipo de bactérias, sendo 28°- 36° a

faixa considerada 6tima para a nitrificagdo (MARCHETTO, 2001). Segundo von
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Sperling (1997) para cada acréscimo de 7° C a taxa de crescimento das bactérias
nitrificantes dobra.). Ao contrério de outros parametros, como pH e OD, a
temperatura, do ponto de vista operacional, é um parédmetro dificil de ser
controlado. Consequentemente, em regides de clima frio, ha a necessidade de
aplicacdo de maiores tempos de retencdo celular para que ocorra a completa
nitrificacdo.

pH: A maioria dos pesquisadores refere-se a um valor praticamente constante
das taxas de crescimento das nitrificantes na faixa de pH situada entre 7 a 8,5.
Uma rapida diminuicdo das taxas de nitrificacdo é observada em valores de pH
fora desta faixa (VAN HAANDEL e MARAIS, 1999). Geralmente, as &guas
residuarias de origem sanitaria apresentam um pH entre 7 e 8. No entanto, em
sistema de lodos ativados, o pH tende a diminuir devido ao consumo de
alcalinidade, causado pela nitrificacdo e pela oxidacdo do material organico.
Desta forma, dificilmente o pH destes sistemas tera valores superiores a 8,5. O
limite inferior de pH, que ird depender da alcalinidade do esgoto afluente,
portanto, é o fator que acarreta em maiores cuidados. Por fim, o pH pode afetar o
equilibrio quimico entre formas ionizadas e ndo ionizadas de amonia e nitrito,
gue em determinadas concentragdes, podem inibir o processo de nitrificacao.
Oxigénio dissolvido (OD): O OD é um pré-requisito indispensavel para a
ocorréncia da nitrificacdo. No entanto, da mesma forma que o pH, existe na
literatura uma grande variacdo das concentracGes de OD consideradas Otimas
para a nitrificacdo. Tomando-se por base que o valor da concentracdo minima de
OD no seio do liquido para manter um ambiente aer6bio dentro do floco
microbiano depende de varios fatores, como o tamanho do floco, intensidade da
agitacdo, temperatura e taxa de consumo de OD, é facil compreender a grande
variabilidade dessas concentra¢es (FERREIRA, 2000; DERKS, 2007).

Relacdo entre material orgénico e nitrogénio (razdo C/N): Existem varios
estudos apresentados em literatura relatando que a presenca de matéria organica
biodegradavel inibe indiretamente a acdo das bactérias nitrificantes. Segundo
EPA (1993), esta inibicdo pode ser atribuida a condicéo autotréfica das bactérias
nitrificantes, que, por apresentarem menores taxas de crescimento que as
bactérias heterotréficas, acabam sendo arrastadas de sistemas operados com
baixas idades de lodo. J& Grady e Lim (1980) sugerem que a nitrificagdo pode
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ocorrer em altas taxas, mesmo na presenca de matéria organica, desde que
fatores ambientais como pH e OD mantenham-se nas faixas 6timas.

Substancias tdxicas inibidoras: Muitas substancias apresentam concentracdes
criticas que podem inibir organismos heterotroficos e/ou organismos
nitrificantes em processos bioldgicos. A inibicdo pode ocorrer como
consequéncia da diminuicdo da atividade enzimatica, que causa uma reducéo das
taxas de consumo de oxigénio e do crescimento celular bacteriano. Os inibidores
podem ser agrupados em duas grandes categorias, irreversiveis e reversiveis,
segundo a estabilidade de sua ligacdo com as enzimas (MARZOCCO e
TORRES, 1999). Os inibidores irreversiveis reagem quimicamente com as
enzimas, levando a uma inativacdo praticamente definitiva. Este tipo de inibidor
€ muito toxico para os organismos, devido ndo sé a irreversibilidade de sua
ligacdo as enzimas, mas também em virtude de sua inespecificidade, sendo, em
principio capazes de inativar qualquer enzima. Como exemplos de inibidores
irreversiveis pode-se mencionar o cianeto, a azida, o sulfeto, o cloro e o oz6nio.
Os inibidores reversiveis sdo divididos principalmente em dois grupos: 0s
competitivos e 0s ndo competitivos. O critério usado para esta divisdo é o
estabelecimento (ou ndo) de competicdo entre o inibidor e o substrato pelo
centro ativo da enzima. Certas moléculas, por apresentarem a configuracdo
espacial semelhante a do substrato, sdo capazes de ligarem-se ao centro ativo da
enzima, produzindo um complexo enzima-inibidor, semelhante ao complexo
enzima-substrato. Portanto, o inibidor compete com o substrato por um lugar na
enzima. S&0 os chamados inibidores competitivos. Neste caso, o complexo
enzima-inibidor jamais gera produtos, de maneira que a atividade enzimatica
estara diminuida de acordo com a fracdo de enzima que estiver ligada ao
inibidor. E importante ressaltar que neste tipo de inibicéo o efeito inibitorio pode
ser superado por intermédio de um acréscimo das concentracdes de substrato no
meio. Ja os inibidores pertencentes a classe dos ndo-competitivos, ndo
apresentam qualquer semelhancga estrutural com o substrato da reagdo que
inibem. Seu efeito é provocado por ligagdes a radicais que ndo pertencem ao
centro ativo enzimatico. Estas ligacGes, no entanto, alteram a estrutura
enzimatica a tal ponto que inviabiliza a catélise. S&o exemplos de inibidores
ndo-competitivos 0s metais pesados, como o mercdrio, 0 chumbo e a prata.
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(GRADY e LYM, 1980; GAUDY e GAUDY, 1988 e MARZOCCO e TORRES,
1999).

3.4.2 Desnitrificagéo
e Descrigéo do processo

Quando o oxigénio torna-se limitante para a respiracdo aerobia e ha presenca de
NO;z (nitrato) no meio, diz-se que o ambiente tornou-se andxico. E entio neste
ambiente andxico que é promovida a desnitrificacdo, quando o nitrato passa a ser
utilizado como aceptor de elétrons ap6s a auséncia do O, (VAZOLLER et al., 2001).

A desnitrificacdo segue a sequéncia de reagcdes mostrada na Equacéo 3.9, sendo

gue em cada etapa atua uma enzima redutase especifica que media as transformacoes.

NO; > NO, > NO sy > N2O (gas) * No(gas) Equacdo 3.9

Como intermediario, o N,O pode acumular, sob certas condicBes, e ser
subsequentemente liberado para a atmosfera (PAN et al., 2012). Quatro enzimas
diferentes, a saber, nitrato redutase, nitrito redutase, 0xido nitrico redutase e oOxido
nitroso redutase, estdo envolvidos no processo de desnitrificagdo. As equacdes de
3.10 a 3.13 exemplificam as reacOes catalisadas por essas quatro enzimas,

respectivamente.

NOs + 2¢ + 2H" > NO, + H,0 Equacéo 3.10
NO, + e + 2H" > NO + H,0 Equacéo 3.11
2NO + 2e’+ 2H" > N.O + H,0 Equacéo 3.12
N,O + 2e + 2H" > No+ H,0 Equacdo 3.13

A remocdo de nitrogénio pelo processo de desnitrificacdo € consequéncia de
uma reacdo redox para obtencdo de energia de compostos organicos. Nessa reacéo,
nitrito e nitrato tém a mesma funcdo que o oxigénio, ou seja, sdo aceptores de elétrons.
Esses compostos de nitrogénio oxidado prontamente substituem o oxigénio porque na
desnitrificacdo o caminho metabdlico € bastante similar ao da respiracdo aerdbia,

diferenciando-se somente nas enzimas catalisadoras da transferéncia final de elétrons
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(WRC, 1984). Em comparagdo com a respiracdo aerobia, a cadeia transportadora de
elétrons, na desnitrificagdo, apresenta-se mais curta, acarretando consequentemente uma
menor quantidade de energia gerada. Portanto, o crescimento por meio da respiracao
anoxica, em que nitrato e nitrito séo os aceptores finais de elétrons, apresenta-se menos
eficiente que o crescimento por intermédio da respiracdo aer6bia (GRADY e LIM,
1980).

Uma grande variedade de bactérias pode realizar o processo de desnitrificacao.
Devido a habilidade destes micro-organismos em utilizar como aceptores finais de
elétrons na oxidacao da matéria organica tanto as formas oxidadas de nitrogénio (nitrato
e nitrito) como o oxigénio, eles sdo chamados de heterotréficos facultativos (GRADY e
LIM, 1980). Em ambiente aerdbio, utilizam preferencialmente o oxigénio como aceptor
final de elétrons e, em ambiente andxico, utilizam o nitrato, sempre consumindo a
matéria organica e convertendo-a em CO; e H,O. Assim, a desnitrificacdo pode
diminuir o consumo de O, requerido para a remog¢do de matéria organica além de
devolver parte da alcalinidade do sistema que venha a ser consumida pelo processo de
nitrificacdo (VAN HAANDEL e VAN DER LUBBE, 2007).

Para que a desnitrificacdo ocorra, além dos aceptores de elétrons, torna-se
necessaria a presenca de doadores de elétrons, representados por compostos de origem
organica. De acordo com a natureza do material organico, as seguintes fontes de
carbono podem ser utilizadas no processo de desnitrificacio (ABUFAYED e
SCHROEDER, 1986, JONES et al., 1990a):

v Fonte externa de carbono: corresponde a compostos que ndo estdo presentes
naturalmente na &gua residudria afluente, normalmente suplementados
externamente. Os principais compostos utilizados sdo metanol, metano, etanol,
acetona e acido acético.

v Fonte interna de carbono: corresponde a matéria organica presente na agua
residuéria afluente. No entanto, uma vez que a matéria organica seja totalmente
removida da solucdo, é possivel que uma série de reagdes intermediarias
ocorram no sistema, liberando substratos que podem ser utilizados como fonte
de carbono na desnitrificagdo. Substancias orgénicas intracelulares s&o um
exemplo deste tipo de substrato. Os principais representantes deste grupo séo
produtos de reserva, como glicogénio e os polihidroxialcanoatos (PHA). Quando
estas reservas celulares séo exauridas ou simplesmente ndo foram desenvolvidas
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na celula bacteriana, a desnitrificacdo pode dar-se por produtos do decaimento

bacteriano (endogenia). Além disso, produtos presentes na propria planta de

tratamento de esgoto, como o lodo de tratamento primario, também séo

considerados como fonte interna de carbono para a desnitrificacdo. Neste caso, a

capacidade de utilizacdo deste lodo, que se apresenta principalmente na forma

particulada, serd governada pela hidrdlise deste material.

O dultimo passo para a remocdo do nitrogénio por via bioldgica é a
desnitrificacdo e, portanto, em sistemas combinados de remocdo de matéria organica e
nutrientes, esse processo pode ser prejudicado pela auséncia de fonte de carbono para as
bactérias desnitrificantes, pois a quase totalidade da matéria organica afluente ao

sistema pode ter sido removida nas etapas anteriores a desnitrificacao.

e Vantagens da desnitrificacio

Em sistemas de tratamento de &guas residuérias no qual ocorre a nitrificacdo, é
sempre interessante que a desnitrificacdo ocorra. Aléem obviamente da reducéo do nivel
de nitrato no efluente, minimizando as consequéncias do seu aporte nos corpos d’agua
(como a eutrofizacdo), outras vantagens advindas com a introdugédo deste processo sao
relatadas a seguir.

v' Economia de alcalinidade: A alcalinidade aumenta com a desnitrificacéo,
revertendo parcialmente o efeito de consumo de alcalinidade produzido pela
nitrificacdo. Conforme observado na reacdo da desnitrificacdo, cada 1 mol de
nitrato reduzido consome 1 mol de H* e durante a nitrificagdo, cada 1 mol de
nitrato produzido implica na formacdo de 2 moles de H*. Desta forma, o
processo de desnitrificacdo resulta em uma reducdo tedrica de 50% no consumo
de alcalinidade (VON SPERLING, 1997).

v Economia de oxigénio: O oxigénio liberado durante a reducdo de nitratos pode
ser imediatamente utilizado para a oxidacdo biolégica da matéria organica. Para
cada 1 gNOs reduzido sdo liberados 2,86 gO, para o sistema, e a oxidacdo de 1
g de nitrogénio na forma de aménia implica no consumo de 4,57g de O,. Desta
forma, um sistema que consegue atingir 100 % de eficiéncia no processo de
desnitrificacdo pode ter uma economia de 62,5 % (2,86/4,57) no consumo de

oxigénio usado na nitrificacdo (WRC, 1984).
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v Melhoria das caracteristicas de sedimentabilidade: Sob determinadas condicdes,
como altas temperaturas e um tempo de retencdo elevado na etapa de
sedimentacdo, passa a ser criada uma situacdo favoravel para a ocorréncia de
desnitrificacdo nos decantadores. Nitratos formados na nitrificacdo séo
reduzidos a N,, que se aderem ao lodo, impedindo-o de sedimentar. A
introdugdo de uma estratégia operacional que garanta a eficiéncia da
desnitrificacdo, anteriormente a etapa de sedimentacdo, elimina o risco da
ocorréncia deste tipo de flotacdo do lodo, que pode deteriorar o sistema de
tratamento de esgotos (VON SPERLING, 1997).

e [Fatores ambientais que influenciam a desnitrificacéo

A desnitrificacdo, quando comparada com a nitrificacdo, apresenta-se como um
processo bastante robusto, sendo menos afetado pelas variagdes ambientais. Isto ocorre
porque as bactérias responsdveis pela desnitrificacdo sdo micro-organismos
heterotroficos, mais resistentes que as bactérias autotroficas nitrificantes. Os seguintes
fatores ambientais influenciam a taxa de desnitrificacdo: temperatura, pH, oxigénio
dissolvido e substancias tdxicas inibidoras (GERARDI, 2006).

v' Temperatura: Muitas das bactérias responsaveis pela desnitrificacdo possuem
uma boa capacidade de adaptacdo as variacGes de temperatura. EPA (1993),
numa sintese de varios trabalhos encontrados em literatura, verificaram que estas
bactérias sdo mais sensiveis a temperaturas abaixo de 20°C. Acima dessa
temperatura, as taxas de desnitrificacdo sdo relativamente constantes
(HALLING-SORENSEN E JORGENSEN, 1993).

v" pH: Como ja mencionado, o processo de desnitrificacdo acarreta 0 aumento dos
valores de pH no meio liquido. A magnitude deste aumento depende do efeito de
tamponamento de cada sistema, da quantidade de nitrato/nitrito desnitrificados e
dos processos conjuntos de oxidacdo da matéria carbonacea e de nitrificacéo,
gue também como ja relatado anteriormente, consomem alcalinidade do meio.
Grady e Lym (1980) estudaram a variacdo da taxa de desnitrificacdo com o pH.
As maximas taxas apresentaram-se na faixa de pH de 6,5 a 7,5, ocorrendo uma
brusca queda nessas taxas para valores de pH acima de 8,0 e abaixo de 6,0.
Essas faixas de pH conferem com os diversos estudos apresentados em

literatura.
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v" Oxigénio dissolvido (OD): A auséncia de OD é obviamente um pré-requisito
fundamental para a ocorréncia da desnitrificagio. A maioria dos estudos
mostram que as taxas de desnitrificacdo tendem a valores préximo de zero em
concentracdes de OD acima de 0,2 mg/L (RANDALL et al., 1992). A taxa de
desnitrificacdo em condicdes aerdbias depende da fracdo andxica do floco
bioldgico e da concentracdo de matéria organica disponivel no meio, sendo o
processo totalmente inibido em concentragdes de OD acima de 1 mg/L
(SEDLAK, 1991).

v" Relacdo DQO/N: A minima razdo DQO/N requerida para permitir a completa
desnitrificacdo encontra-se na faixa de 2,9 a 5, variando de acordo com a fonte
de carbono utilizada (HALLING-SORENSEN e JORGENSEN, 1993). Na
pratica, a quantidade de matéria organica necessaria para satisfazer
eficientemente o processo depende de quanto material organico esta disponivel
exclusivamente para a desnitrificacdo, da fracdo biodegradavel da DQO total
afluente e da taxa de crescimento dos micro-organismos.

v’ Substancias toxicas: As bactérias nitrificantes sdo muito mais sensiveis a
substancias toxicas ou inibidoras em relacdo as bactérias heterotréficas
responsaveis pela desnitrificacdo. No caso do processo conjunto de nitrificagdo e
desnitrificacdo, caso haja a presenca de substancias toxicas ou inibidoras, € bem
provavel que a desnitrificacdo seja afetada de forma adversa pela simples razdo

da nitrificacéo ter sido inibida.
3.5 Remocao bioldgica de fésforo
e Descricdo do processo

O fosforo € um elemento importante para 0s micro-organismos nos processos de
transferéncia de energia e como componente celular. A constituicdo tipica de fosforo
nas bactérias é de 1,5 a 3% de seu peso seco. Em esgoto doméstico, o fésforo esta
presente principalmente na forma de ortofosfato, polifosfato e ou simplesmente fosfato.
Esse nutriente pode também estar sob a forma de fosfato organico, que compdem as
moléculas organicas (VON SPERLING, 2005). Jorddo e Pessoa (2005) apresentam
valores tipicos de fésforo total em torno de 20, 10 e 5 mg/L, para esgotos classificados

como forte, médio e fraco, respectivamente.
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A remocdo de fosfato por meio bioldgico pode ser realizada por dois
mecanismos independentes: (1) Absorcéao direta do fésforo por meio do crescimento de
plantas ou células em suspensdo, e (2) estimulo da capacidade de estocagem de fosforo,
na forma de polifosfato, da biomassa microbiana no lodo. O primeiro mecanismo nao
contribui significativamente para a remocéo de fosforo do sistema, uma vez que, como
mencionado, o teor de fosforo das células bactérias é pequeno. Devido as baixas
eficiéncias de remocdo de fosforo por meio do crescimento bacteriano, foram
desenvolvidos sistemas biologicos de remocdo de fosforo baseado no crescimento
seletivo de bactérias acumuladoras de polifosfato inorganico, mais conhecidos como
organismos acumuladores de polifosfato (PAO) (DE-BASHAN e BASHAN, 2004).

A remogdo biologica de fosforo envolve modificagBes operacionais nos sistemas
convencionais de tratamento que resultam no crescimento de uma populacao bioldgica
que tem a capacidade de acumular uma maior quantidade de fosforo do que a requerida
para 0s processos anabolicos, isto é, para o crescimento celular.

Em certos processos de tratamento de efluentes, micro-organismos séo sujeitos a
um regime de “falta ¢ fartura” de alimentos. Certos micro-organismos respondem a esse
regime acumulando polimeros de reserva quando o substrato esta presente. Os
polimeros de reserva sdo usados para crescimento quando o substrato externo se torna
escasso. Varios tipos de polimeros organicos de reserva foram descritos em literatura,
podendo-se citar entre estes polihidroalcanoatos (PHA), glicogénio e lipideos (VAN
LOOSDRECHT et al.1998). O produto de reserva organico mais comumente associado
ao processo de remocdo de foésforo sdo os PHA, sendo o mais comum o
polihidroxibutirato (PHB).

A remocdo biologica de fosforo tem sido alcangada por meio da alternancia de
ambientes aerobios e anaerobios na linha de tratamento, condicionando assim o
desenvolvimento do processo de remoc¢do bioldgica intensificada de fésforo, também
conhecido como processo ou fendmeno EBPR (do inglés, enhanced biological
phosphorus removal), como serd chamado ao longo do texto. No processo EBPR, o
crescimento dos organismos acumuladores de fosforo é favorecido justamente a partir
da alternancia entre ambientes anaerdbios e aerébios (OEHMEN et al., 2007).

Em linhas gerais, o principio basico de um sistema biologico para remogéo
intensificada de fosforo € a introdugdo de uma zona anaerdbia a montante de uma zona
aerobia, para a qual a dgua residuaria afluente é direcionada. Assim, o critério primario
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para atingir a capacidade de remocéo de fosforo é que a biomassa deve ser submetida a
ambientes anaerdbios e aerdbios sequencialmente. O proposito é selecionar a populagéo
bacteriana desejada para a remogdo e estocagem do substrato orgénico na zona
anaerdbia usando a energia das ligacdes polifosfato, que sofrem hidrolise e permitem as
reacOes bioquimicas no interior da célula.

Em seguida, na zona aerobia, os polimeros orgénicos estocados previamente séo
usados pelos organismos para absorver e estocar o fosforo na forma polifosfato,
recuperando suas reservas desse composto (FLOWERS et al., 2009).

A configuracdo mais simples de sistema bioldgico estimulado para remogéo de
fosforo consiste de dois estdgios em série, sendo 0 primeiro anaerébio e o segundo
aerobio. O afluente é alimentado sob condigdes anaerdbias e a biomassa é recirculada
entre as fases anaerdbia e aerdbia. Este modo de operacdo promove o acumulo de
fosforo pelos PAO. Em contrapartida, essas condi¢bes, também favorecem o
desenvolvimento de outro grupo de micro-organismos, denominados de organismos
acumuladores de glicogénio (doravante designados por GAO, sigla do inglés glycogen-
accumulating organisms), os quais competem com os PAO pela matéria organica
disponivel em ambiente anaerdbio, mas nao contribuem para a remoc¢do de fosfato
(ZENG et al., 2002 e OEHMEN et al., 2006a).

Portanto, 0 mecanismo de remocao bioldgica de fosforo é baseado nos seguintes
principios (SEDLAK, 1991):

v’ Existéncia de bactérias capazes de armazenar quantidades em excesso de fosforo
na forma de polifosfatos;

v Essas bactérias sdo capazes de remover substratos simples (&cidos graxos
volateis), produzidos em condi¢cbes anaerébias ou presentes no afluente, e
assimila-los como produtos de reserva (principalmente na forma de PHA) dentro
de suas células;

v Na zona aerdbia (com oxigénio) ou andxica (com nitrato ou nitrito), energia é
produzida pela oxidagdo dos produtos de reserva (PHA), ocorrendo o

armazenamento de polifosfatos nas células e sintese celular.

A Figura 3.2 apresenta 0 mecanismo esquematico de remoc¢édo de fésforo, que
constitui das fases de fermentacédo e estocagem de acidos graxos volateis (AGV) na fase
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anaerdbia na forma de PHA, bem como absorcdo de fésforo para producdo de novas

células e manutencéo na fase aerdbia as custas do PHA armazenado.

- .. Liberagiode P (fosfato) 0:/NOyNO, O, + H,0 (*N;)
Acidos graxos volateis ! \

(AGV)

Consumo de P (fosfato)

Manutengio Energia (ATP)

2 NADH _.--=""

- Manutengio
Sintese celular
Condig&es anaerdbias/anéxicas - a1
Condigdes aerdbias

Figura 3.2: Metabolismo de organismos acumuladores de polifosfato em condicdes
anaerdbias ou aerdbias (andxicas) (adaptado de VAN LOOSDRECHT et al., 1997). Os
PHA estdo representados por PHB no esquema, e o metabolismo aerébio (andxico)
mostrado no esquema representa a situacao na qual o substrato externo ndo esta
disponivel.

Energia (ATP
NG -

A fermentacdo na zona anaerdbia é importante na producdo de substratos
apropriados para os PAO. Os produtos de fermentagdo produzidos por bactérias
facultativas (normalmente presentes nos esgotos e na zona anaerdbia) sdo derivados da
porcdo solivel da DBO afluente. Durante a fase anaerdbia, esses produtos de
fermentacgdo (acidos graxos de cadeia curta) sdo absorvidos utilizando energia derivada
da hidrolise de polifosfato intracelular, ocorrendo a liberacdo de ortofosfato para o0 meio
liquido. Parte da energia também provém do glicogénio, que fornece o potencial de
reducdo para transformar acidos graxos em PHA.

Os é&cidos graxos sao entdo polimerizados em um ou mais PHA e armazenados
dentro da célula. Durante a fase aerdbia, os PHA sdo oxidados e o fdésforo soltvel é
absorvido em excesso do meio liquido, sendo parte utilizado para o crescimento celular
e 0 restante usado para recuperar os niveis de polifosfato. Durante esse processo, 0s
PAO crescem e reabastecem suas reservas de glicogénio (EPA, 1987; WENTZEL et al.,
1990).

Portanto, o processo de remogéo de fosforo necessita de uma fonte de carbono,
compostos de baixo peso molecular, como o &cido acético e o &cido propidnico
(SEDLAK, 1991). Se ha substrato organico disponivel, a zona anaerobia atua como um
seletor bioldgico aumentando a populacdo de PAO e simultaneamente suprimindo o

crescimento de micro-organismos filamentosos (REDDY/, 1998).
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Diante desse mecanismo de liberagcdo anaerobia e consumo aerdbio de fosfato, a
remocdo bioldgica de fosforo envolve a sua incorporagdo na biomassa como material
celular. A remocdo liquida de fosforo do sistema se da por meio do descarte de lodo
excedente apos a fase aerobia, quando a biomassa contém um alto nivel de polifosfatos
(PIJUAN et. al., 2005).

e Fatores ambientais que influenciam a remocao de fosforo

Existem varios fatores que podem afetar a eficiéncia de remocdo de fosforo.
Esses fatores podem ser divididos em condi¢Ges ambientais (OD, temperatura e pH),
operacionais (idade do lodo, tempo de retencdo na zona aerdbia e anaerdbia) e substrato
disponivel. A seguir a influéncia de alguns fatores é relatada.

v' Temperatura: A temperatura parece ndo influenciar o processo de remocao
bioldgica de fésforo, de maneira que observa-se sucesso em aplicagdes dentro de
uma vasta faixa de temperaturas. No entanto, h& indicacGes que a taxa de
liberacdo de fosforo seja menor para baixas temperaturas, 0 que implica em
maiores tempos de retencdo na zona anaerObia para que se complete a
fermentacdo (BAETENS et. al., 1999). Baetens (2000) estudando o efeito de
diferentes temperaturas (5, 10, 15 e 20 °C) nos processos de remocdo bioldgica
de fésforo, verificaram que a estequiometria dos processos anaerdbio-aerébio
era insensivel as mudancas de temperatura. No entanto, observaram que 0
processo cinético aerdbio e anaerdébio-aerdbio era afetado pelas mudancas de
temperatura, com maiores taxas de captacdo de fésforo para temperaturas de 15
e 20 °C, enquanto que todas as outras taxas de conversdo anaerdbia e aerdbia
eram aumentadas com o aumento da temperatura. Para a temperatura de 5 °C, o
consumo de acetato durante a fase anaerdbia foi incompleto, o qual foi
direcionado para a fase aerdbia, o que promoveu perda de acimulo de fésforo.
Ao contrario de Baetens (2000), Erdal et. al. (2003), analisando o efeito da
temperatura no desempenho dos sistemas, observaram que, embora fosse
verificado que as taxas cinéticas (consumo de acetato, liberacdo e acumulo de
fosforo, oxidacdo de PHA, crescimento) diminuissem com a queda de
temperatura, a remocédo biologica de fosforo foi melhorada para a temperatura
mais baixa (5 °C). Segundo os autores, isso se deve ao processo de sele¢do

proporcionado pela temperatura, em que temperaturas mais altas (20 °C)
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permitiram uma maior diversidade de micro-organismos competindo pelo
substrato, reduzindo assim a eficiéncia do processo. Lopez-vazquez et al.,
(2009) revela que altas temperaturas favorecem o crescimento de GAO em
detrimento ao de PAOQ. Para a temperatura mais baixa (5 °C) a competicdo pelo
substrato era reduzida, resultando numa populacdo maior de PAO. Com um
unico grupo dominando o ambiente, foi sugerido que os organismos pudessem
usar outros caminhos metabdlicos, evidenciando assim, uma maior remogao
bioldgica de fosforo para mais baixas temperaturas.

pH: Resultados de estudos sobre o efeito do pH sugerem uma maior eficiéncia
do processo na faixa de pH de 7,5 a 8,0. A atividade dos micro-organismos
passa a decair em valores de pH abaixo de 6,5, tornando-se nula em pH de 5,2
(SEDLAK, 1991).

Oxigénio disponivel: N&o existem estudos especificos a respeito de
concentragfes de OD na zona aerdbia que limitem o processo de remocdo de
fésforo. O mecanismo de remocdo de fosforo sugere que a concentracdo de OD
pode afetar a taxa de remog¢do, mas ndo a magnitude de remocao possivel, desde
que haja suficiente tempo de retencdo em condicdes aerobias. Estudos mostram
que concentracdes acima de 2 mg/L sdo suficientes para garantir a eficiéncia do
processo (SEDLAK, 1991).

Tempo de retencdo na zona anaerdbia e aerdbia: Na maioria dos casos, 0 tempo
de retencdo na zona anaerobia é arbitrado entre 1 e 2 h, visto que, o fator
limitante na definicdo desse tempo é a eficiéncia da fermentacdo, jA que a
formagéo de PHA e liberacdo de ortofosfatos sdo processos que se desenvolvem
rapidamente na presenca de acidos graxos volateis em quantidades satisfatdrias.
A zona aero6bia é importante para dar condi¢Ges para a absorcdo de fosforo apos
a sua liberacdo na zona anaerébia. Como geralmente a etapa aertbia €
dimensionada para a remocdo carbonacea e/ou nitrificacdo, esse tempo €
suficiente para a absorcao do fosforo.

Substrato disponivel no esgoto afluente, producdo de acidos graxos volateis
(AGV) e presenca de nitrato: Todos os modelos desenvolvidos para remocao
bioldgica de fosforo mostram a importancia da disponibilidade de produtos de
fermentagdo para os organismos acumuladores de polifosfato. Quanto maior a
quantidade, principalmente de acetato e propionato na zona anaerdbia, maior
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serd a remocdo de fosforo. E importante que a matéria organica no afluente ao
sistema de tratamento esteja disponivel na forma soltuvel (DBO soluvel), de
forma a permitir a fermentag&do. A existéncia de nitrato na fase anaerdbia implica
no processo de desnitrificacdo por organismos heterotroficos. Essas bactérias
competem pelo mesmo substrato com 0s organismos responsaveis pela remocgéo
de fésforo. Em decorréncia, o nitrato tem o efeito de reduzir a relagdo DBO/P e,
consequentemente, a eficiéncia do processo de remocao bioldgica de fosforo.

Para que o processo EBPR se desenvolva com sucesso, é importante que durante
a etapa anaerdbia seja disponibilizada aos micro-organismos uma fonte de substrato
organico. Sendo assim, a alimentacdo do reator deve ser direcionada ao tanque
anaerdbio, de tal forma que o carbono organico presente no esgoto possa ser utilizado
pelas PAO. A acdo dos PAO sobre a matéria organica do esgoto resulta na formacéo de
polihidroxialcanoatos intracelulares (PHA). Simultaneamente, o glicogénio e o
polifosfato intracelular sdo consumidos, levando a liberacdo do fosfato para o licor
misto. Em condi¢Oes aerdbias ou anoxicas, o fosfato € absorvido e rearmazenado sob a
forma de polifosfato intracelular, enquanto que as reservas de glicogénio intracelulares
sdo restauradas e o PHA ¢ oxidado (EPA, 2010).

E valido mencionar que existe outro grupo de bactérias capazes de proliferar em
condicdes anaerdbias-aerdbias alternadas. Trata-se dos organismos acumuladores de
glicogénio (GAQO). Os GAO também sao capazes de absorver AGV anaerobicamente e
converté-los a PHA. A bactéria Candidatus competibacter phosphatis € um GAO que
tem sido frequentemente encontrado em reatores de bancada alimentados com acetato
como Unica fonte de carbono (ZENG et al., 2003; OEHMEN et al., 2004; LIU et al.,
2002). Os GAO consomem AGV do efluente sem remover fosforo sendo assim
organismos indesejaveis nos EBPR, consequentemente a selecdo de PAO resultard em
um EBPR mais eficiente e seguro (OEHMEN et al., 2005).

3.6 Tecnologias empregadas para remogdo combinada de matéria organica,

nitrogénio e fosforo.

O sistema convencional de lodos ativados ndo contempla a remocgdo de
nutrientes, sendo responsavel apenas pelo abatimento da carga organica e, em algumas

situacOes, de nitrogénio amoniacal via nitrificacdo. Nesse contexto, varios sistemas
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baseados em modificacbes do tradicional processo de lodos ativados foram
desenvolvidos de modo a propiciar a remocdo combinada de matéria organica e

nutrientes. Alguns dos principais estdo descritos a seguir.
3.6.1 Sistema Bardenpho (4 e 5 estagios)

Uma combinacdo de um sistema de pré-desnitrificacdo e pos-desnitrificacéo
corresponde ao sistema Bardenpho, capaz de remover matéria organica e nitrogénio.
Esse sistema tem uma eficiéncia de remocdo de nitrogénio elevada, acima de 90%. O
nitrito/nitrato € removido no primeiro reator anoxico, e caso ndo seja removido, ainda
h& uma segunda chance de ser removido no segundo reator andxico. A desvantagem
deste sistema é a necessidade de reatores com volume final maior (VON SPERLING,
1996). Para atingir a remocao de fosforo, um reator anaerébio que recebe o afluente e o
lodo de retorno é incorporado ao sistema Bardenpho de 4 estagios (Figura 3.3), dando

origem ao processo de 5 estagios (Figura 3.4).

Feciclo do nitrato

] Decantador
Afluente
+* Andxico # Aerdhio #| Andmico [—| Aerdhio —» Efluente
Purga de lodo

Feciclo do lodo

Figura 3.3: Representacdo esquematica do Sistema Bardenpho de 4 estagios. Fonte
adaptada: Metcalf e Eddy (2003)

F.eciclo do nitrato

] Decantador
Afluente

— | Anaerdbic || Andmico

Aerdbio #| Andxmico —| Aerobio [— Efluente

T Purga de lodo

FReciclo do lodo

Figura 3.4: Representacdo esquematica do Sistema Bardenpho de 5 estagios. Fonte
adaptada: Metcalf e Eddy (2003)
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3.6.2 Sistema UCT (University of Cape Town)

O sistema UCT (Figura 3.5) foi proposto por um grupo de pesquisa da
Universidade da Cidade do Cabo, na Africa do Sul, na tentativa de evitar alguns

problemas inerentes ao processo Bardenpho.

Feciclo do nitrato

Decantador
Afluent l o o _ Efluente
uente y| Anasrobio l Anoxico Aerdhio >
I Purga de lodo

Feciclo do lodo
Figura 3.5: Representacdo esquematica do sistema UCT. Fonte adaptada: Metcalf e
Eddy (2003)

No processo UCT, o reciclo de lodo (que pode apresentar nitrato residual) é
recirculado para o tanque andxico e ndo para o reator anaerobio, tal como realizado no
sistema Bardenpho. Esse procedimento evita a introducao de nitrato na zona anaerobia,
que comprometeria a liberacdo de fosfato nesse reator. Esse sistema também foi
desenvolvido com o intuito de promover, simultaneamente, a remocao de nitrogénio e
de fosforo (BASSIN e DEZOTTI, 2008).

3.6.3 Sistema UCT modificado

No sistema UCT modificado (Figura 3.6), a zona anéxica é dividida em duas
partes, na qual a primeira parte recebe o lodo de retorno de decantador secundario no
intuito de prover a remoc&o de nitrato, proporcionando a recirculagdo dessa zona para a
zona anaer6bia com auséncia desse composto. J& a segunda parte recebe o lodo
nitrificado do reator aerébio. A vantagem desse sistema em relacdo ao sistema UCT é
que o reciclo do nitrato do reator aer6bio nédo é direcionado ao tanque do qual é oriundo
o reciclo que serd destinado ao tanque anaerdébio. Desse modo, caso o potencial de
desnitrificacdo do segundo tanque andxico seja inferior ao potencial de nitrificacdo do
reator aerdbio, nitrato residual sera obtido no efluente do primeiro, o que nédo afetaria o

tanque anaerobio. Esse Gltimo recebe apenas o reciclo do primeiro tanque andxico, que
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recebe uma carga de nitrato bem inferior ao segundo reator andxico e, portanto,

consegue minimizar o impacto que o nitrato teria no reator anaerobio.

Eecirculacdo 1 Becirculacio 2
] &‘ Decantador
Efluente
Afluente Anaerdbio Andxico o Andxico o Aercbio |
I Purga de lodo

Reciclo do lodo

Figura 3.6: Representacdo esquematica do Sistema UCT modificado. Fonte adaptada:
Metcalf e Eddy (2003).

3.6.4 Reatores em Bateladas Sequenciais (RBS)

O reator em bateladas sequenciais (RBS) é um sistema bioldgico de tratamento
de aguas residuarias no qual se realiza, sequencialmente, em uma mesma unidade, a
oxidacdo da matéria carbonacea, a remocdo de nutrientes e a separacdo solido/liquido
por meio da sedimentacdo (SOUSA e FORESTI, 2001).

Originado da terminologia inglesa SBR ou “Sequencing Batch Reactor”, o
processo incorpora um tanque de volume variavel. O volume total (V1) € composto de
duas fracbes independentes. A primeira, chamada de volume estacionario (Vy),
compreende o volume de lodo sedimentado (Vs) e o volume de efluente tratado néo
retirado, enquanto a segunda fragdo compreende o volume que € retirado ou enchido a
cada ciclo (Vg) (Figura 3.7).

Nivel Mamimo
ry
11__ VT
Mivel Mimime  __|
N Vo . /’/

Vs

Figura 3.7: Representacdo esquematica dos volumes caracteristicos de um reator em
batelada sequencial.
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Os sistemas de reatores em bateladas surgiram nos anos 70, na investigacao do
uso do processo bioldgico de bateladas no tratamento de esgotos sanitarios (IRVINE e
BUSCH, 1979). Na década de 80, essa tecnologia foi difundida e aplicada também ao
tratamento de efluentes industriais. O primeiro uso do RBS aconteceu em 1985 no
Sudoeste da Asia, quando NG et al. (1989) fizeram suas investigacdes e verificaram a
eficiente aplicagdo de RBS para tratamento de aguas residudrias e industriais (NG,
1993). No Brasil, o processo em batelada sequenciais foi aplicado pela primeira vez
pela SABESP para o tratamento de esgoto sanitario da cidade de Paranapud (1989),
obtendo-se excelentes resultados (KAMIYAMA e TSUTIYA, 1992). Em Santa
Catarina, tem-se registro de RBS em condominios residenciais (THANS, 2008).

Como o préprio nome da tecnologia RBS indica, a operacdo do reator é
sequencial, cumprindo um determinado ndmero de ciclos, em cada um dos quais 0
reator funciona inicialmente como tanque de aeracdo e, em seguida, como decantador

final. A sequéncia operacional de um reator em bateladas é ilustrada na Figura 3.8.

—
1- Alimentagio \“»._.___._.-ﬂ'/

—

~

o -
o
@ @ -
~

3- Sedimentacio
Figura 3.8: Sequéncia operacional de um reator em bateladas.

As fases distintas sdo descritas a seguir (SCHROEDER, 1982; EPA, 1993;

KETCHUM, 1996):
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v" Fase de enchimento: corresponde ao periodo de alimentacdo do esgoto a ser
tratado no reator. Véarios esquemas de enchimento tém sido reportados na
literatura (VON SPERLING, 2001). O enchimento pode ser estatico, com
mistura ou com aeracdo, dependendo do objetivo do tratamento de esgoto em
questdo. O enchimento estatico envolve a introdugdo do esgoto sem mistura ou
aeracdo, resultando em economia de energia e concentragdo de substrato. Isto
significa que, para a maior parte do enchimento, nem aeragcdo e nem mistura
mecanica devem ser fornecidas. A mistura pode ser iniciada quando o reator
estiver com 80% de seu volume, de forma a produzir uma alta taxa de reacéo
bioldgica que permite as bacterias floculantes superar as espécies filamentosas,
prevenindo o "intumescimento” (bulking) do lodo (DEORSOLA, 2006). O
enchimento com mistura pode resultar em desnitrificacdo, caso nitratos
remanescentes do ciclo operacional anterior estejam presentes no interior do
reator. Ja em condigdes estritamente anaerdbias, esse mesmo tipo de enchimento
pode propiciar o processo de liberacdo de ortofosfatos e formacgéo de PHB pelas
bactérias removedoras de fosforo. Enchimento com aeracdo resulta no inicio
imediato dos processos de degradacdo dos substratos e consequente reducdo do
periodo de aeracdo. O sistema também pode alternar entre o enchimento
estatico, enchimento com mistura e enchimento com reacdo, ao longo do ciclo
operacional. O ciclo de enchimento pode ser controlado por boias ou
temporizadores. O ciclo de enchimento pode ser controlado por valvulas de boia
até um volume pré-estabelecido ou por temporizadores para sistemas com mais
de um reator (VON SPERLING. 2001). Os aeradores podem permanecer
desligados ou podem estar ligados em determinado periodo de tempo.

v Fase de reacdo: A etapa de reacdo pode compreender mistura, aeracdo ou ambos.
Inicia-se com o acionamento dos aeradores, que permanecem ligados e ocorre a
mistura da massa liquida contida no reator. As bactérias degradam a matéria
orgénica efetuando a remocdo carbonacea e a nitrificagdo. Mantém-se uma
concentracdo de solidos suspensos totais (SST) tipica do processo, da ordem de
2000 a 4000 mg/L (JORDAO e PESSOA, 2005). A reacdo somente com mistura
resulta em desnitrificagcdo, caso existam nitratos e matéria organica no reator.
Condicg0es estritamente anaerdbias favorecem a fermentacdo, com subsequente
formacdo de PHB e liberacdo de ortofosfatos para 0 meio. Na reacdo aerdbia,
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pode ocorrer a degradacdo da matéria organica, nitrificacdo e absorcdo de
ortofosfatos pelas bactérias acumuladoras de fosforo. Como no caso da etapa de
enchimento, de acordo com o objetivo de tratamento do esgoto planejado,
podem ser utilizadas estratégias compreendendo a alternancia entre reacao
aerobia e reacdo anoxica/anaerobia.

v’ Fase de decantacdo e sedimentacdo: Ap6s o periodo de reacdo, a mistura e/ou
aeracdo sdo desligadas, permitindo a separacdo sdélido/liquido, anéloga a
operacdo de um decantador secundario em uma ETE convencional. Ocorre com
o0 desligamento dos aeradores, 0s sélidos em suspensao sedimentam no interior
do tanque até uma determinada altura da manta de lodo e a concentracdo de
solidos totais (ST) no lodo de fundo pode alcangar cerca de 6000 a 8000 mg/L e
o nivel superior do esgoto permanece estavel (JORDAO e PESSOA, 2005).

v" Fase de descarte: O efluente tratado (sobrenadante) é drenado do sistema durante

essa fase.
3.7 Tecnologia de Granulacdo Aerdbia (Lodo Granular Aerdbio)

A maioria dos sistemas de tratamento de aguas residudrias, tais como o
tradicional processo de lodos ativados, requer grandes areas para a sua implantacédo, o
que se deve principalmente a necessidade de sedimentadores e as baixas concentracdes
de sélidos nos tanques de aeracdo. Desvantagens como excesso de producdo de
biomassa, pequena flexibilidade em relacdo a flutuacdo da carga aplicada e capacidade
de conversdao volumétrica relativamente baixa, repercutem negativamente nas
caracteristicas apresentadas pelos processos tradicionais (DEZOTTI et al., 2011, p. 91).

O incremento substancial do numero de habitantes, na maioria dos casos
concentrados em areas urbanas densamente povoadas, aumentou a necessidade de se
realizar o aprimoramento de plantas de tratamento de aguas residuarias ja existentes ou
a construcdao de novos sistemas que sejam compativeis com a quantidade crescente de
producdo de aguas residuarias pela populacdo. Geralmente a disponibilidade de espaco
para essas construcfes € limitada, fazendo com que essas novas instalagdes devam
ocupar a menor area possivel (DEZOTTI et al., 2011, p. 92).

Diante desse contexto, verificou-se a necessidade de desenvolver novos sistemas
de tratamento de aguas residuarias. Nesse meio termo, a pesquisa relativa ao

desenvolvimento de novas formas de aglomeracao de biomassa foi intensificada, com o
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objetivo de facilitar e melhorar a retencdo de biomassa nos processos bioldgicos de
tratamento, fundamental quando se deseja reduzir o volume de unidades de tratamento.
Foi nesse periodo de avancos que foram desenvolvidos os granulos aerobios.

Os reatores granulares surgiram no final dos anos 90 com a finalidade de
desenvolver sistemas mais eficientes do que os de tratamentos convencionais por lodos
ativados, no que diz respeito a remogdo bioldgica de matéria orgénica, nitrogénio e
fésforo (DE KREUK et al, 2004a). Comparando-se o floco bioldgico formado em um
reator de lodos ativados com os granulos aerobios, as vantagens sdo que os granulos
formam estruturas mais compactas e mais fortes (ETTERER e WILDERER, 2001). Os
reatores com granulos aerdbios tém boa eficiéncia de remocdo, alta capacidade de
retencdo de biomassa e sdo capazes de suportar altas cargas organicas
(MORGENROTH et al. 1997).

Podendo representar a solucdo para a operagdo de alguns reatores nos quais esta
presente lodo floculento com maés caracteristicas de sedimentabilidade, a tecnologia de
granulacdo aerdbia ainda apresenta uma economia de investimento inicial, uma vez que
ndo requer o uso de material suporte. Além disso, a variacdo gradativa de oxigénio e a
presenca de uma quantidade de micro-organismos no interior dos granulos aerobios
viabilizam a remocdo de matéria organica, nitrogénio e fdsforo, simultaneamente
(DEZOTTI et al., 2011, p. 93). Nesse contexto, a granulacéo aerobia vem sendo alvo de
pesquisas.

As primeiras pesquisas da biomassa granular aerébia se basearam na aplicacédo
do conceito de auto-agregacdo da biomassa aerdbia usando o processo denominado
biomassa granular em sistemas aerdbios, designado como “Aerobic Upflow Sludge
Blanket” (AUSB) (MISHIMA ¢ NAKAMURA 1991). Nesses estudos, oxigénio puro
foi empregado para prover a aeracdo. Posteriormente, foram realizadas pesquisas
focadas no estudo do crescimento e operacdo de biomassa na forma de granulos em
condicBes aerdbias. Nessas investigacdes foram empregados os reatores em batelada
sequencial (RBS) (MORGENROTH et al. 1997; BEUN et al. 1999; DANGCONG et al.
1999).

Granulos microbianos sdo agregados bem compactos, com muitos micro-
organismos por grama de biomassa (LIU e TAY, 2002. YANG et al., 2004). Podem

ainda ser considerados “miniecossistemas”, dotados de populacdes microbianas mistas,
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as quais podem ser manipuladas por meio da aplicacdo de condigdes operacionais
especificas de modo a selecionar os organismos desejados (DE KEUK et al., 2005).

Os gréanulos apresentam forma esférica, cujo didmetro pode variar de 0,2 a 6,0
mm. Esses aglomerados microbianos caracterizam-se por possuir densidades muito
superiores em comparacdo com aquelas apresentadas pelo lodo ativado convencional, o
que os tornam detentores de inimeras caracteristicas interessantes (BASSIN, 2011c).

Entre algumas das principais caracteristicas dos granulos aerébios destacam-se
(BASSIN, 2011a):

v Excelente sedimentabilidade, facilitando a separacdo do efluente tratado do lodo
granular;

v" Propiciam grande retencdo de biomassa no reator, aumentando a capacidade
volumeétrica de tratamento;

v' Estrutura densa e forte;

v" No interior ha presenca de zonas aer6bias e andxicas, 0 que permite que
diferentes processos bioldgicos (remogdo de matéria organica, nitrificacdo,
desnitrificacdo e remocao de fosforo) sejam realizados no mesmo sistema;

v’ Capacidade de suportar altas velocidades;

v" Menos vulneraveis a toxicidade de compostos quimicos e metais pesados em
comparagdo com o lodo ativado;

v Ndo necessita de material de suporte;

v Reduz os custos de operacdo de uma planta de tratamento em pelo menos 20% e

diminuicdo do espaco requerido em 75%.

Esses sistemas sdo capazes de reter grande quantidade de micro-organismos no
seu interior, permitindo dessa maneira a rapida metabolizacdo dos poluentes, e, por sua
vez, proporciona melhorias no desempenho e estabilidade do reator.

Geralmente os granulos sdo cultivados em reatores batelada sequenciais (BBS),
visto que sua operacdo é realizada em ciclos temporais. Nos RBS destinados ao cultivo
de granulos aerobios, os tempos de ciclo sdo de poucas horas (3 - 6 h). No inicio de
cada ciclo, uma quantidade de agua residuaria € adicionada no reator e logo em seguida
é iniciada a fase de reacdo, seja aerdbia, anoxica ou anaerobia, na qual ocorrem as
conversdes. O final de cada ciclo é caracterizado pela sedimentacéo rapida dos granulos,
pois somente as particulas que possuem certo tamanho e densidade (ou seja,
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sedimentam rapidamente) s@o retidas no reator. Em contrapartida, particulas com
velocidade sedimentagdo menores séo arrastadas do sistema, permitindo somente o
desenvolvimento de granulos aerébios (LIU e TAY, 2002).

A etapa fisica de sedimentacdo é responsavel por selecionar a biomassa, visto
que o tempo destinado a sedimentacdo apresenta grande influéncia na granulacéo
aerdbia. Os grénulos mais densos sdos obtidos quando se utiliza pequenos tempos de
sedimentagdo (BEUN et al., 1999).

Um parametro que pode ser variado para controlar a etapa de sedimentacédo é a
velocidade de sedimentacdo minima (Vmin), que pode ser obtida dividindo-se a altura de
sedimentacdo pelo tempo de sedimentacdo, que por sua vez é fixado e conforme
desejado. Na maioria dos casos, 0s granulos apresentam altas velocidades de
sedimentacdo, de modo que o periodo de sedimentacdo nos RBS é bastante curto,
permitindo maior tempo para os processos de degradacao dos poluentes.

Um fato a ser destacado esta relacionado ao tamanho dos granulos, pois nesse
caso o cultivo de granulos maiores € favoravel para o processo. Entretanto, deve-se
levar em consideracdo os efeitos difusivos que podem estar presentes dependendo do
diametro apresentado pelo granulo. Quando se pretende, por exemplo, criar condi¢Ges
anoxicas no interior dos granulos para permitir a desnitrificacdo, granulos maiores
tendem a ser os mais indicados. A difusdo de oxigénio para o interior do granulo se
torna limitada, especialmente se tiverem presentes popula¢ées microbianas que causem
uma diminuicdo da concentracdo de oxigénio dissolvido ao longo da estrutura granular
(BASSIN, 2011a).

Os préximos topicos irdo detalhar o processo de formacdo dos granulos
aerobios, os fatores que afetam a granulacdo aerdbia e algumas aplicacdes dessa

tecnologia no tratamento de aguas residuarias.
3.7.1 Processo de Formacdo dos Granulos Aerdbios

Segundo Lui e Tay (2004), a biogranulacdo envolve interacdes entre células,
contemplando fenbmenos bioldgicos, fisicos e quimicos, os quais estdo relacionados
com a formacéo de associagbes multicelulares bastante estaveis. Segundo esses autores,
0 processo de granulacdo aerdbia pode ser descrito pelas seguintes etapas:

v' Contato entre micro-organismos para formar agregados por forcas

hidrodinamicas, difusivas, gravitacionais e/ou termodinamicas;
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v’ Estabilizacdo dos contatos multicelulares resultantes das forcas de atracdo
inicial, as quais compreendem forgas fisicas (van der Waals, atracdo de carga
oposta, forgcas termodindmicas, tensdo superficial, hidrofobicidade), forcas
quimicas (emparelhamento idnico, ligacdo interparticulas) ou ainda forcas
bioquimicas (fusdo de membrana celular, atracdo de receptor celular,
desidratacdo da superficie celular);

v' Maturagdo de agregacdo celular por meio da producdo de polimeros
extracelulares, crescimento de grupamentos celulares e mudancas metabdlicas,
facilitando a interacéo entre células e resultando em uma estrutura microbiana
organizada;

v Formacéo e estabilizagdo de estrutura tridimensional do agregado microbiano no
estudo estacionario por meio de forcas de cisalhamento hidrodinamicas.

Uma visdo detalhada da arquitetura e composicao dos granulos foi conseguida
por meio da microscopia eletrdnica de varredura (MEV), microscopia Optica e
microscopia confocal de varredura a laser, em estudo realizado por Weber et al. (2007).
As observacdes microscopicas revelaram gque os granulos eram compostos de bactérias,
substancias poliméricas extracelulares (Extracellular Plymeric Substances - EPS),
protozoérios e, em alguns casos, de fungos. Esses autores dividiram o desenvolvimento
do lodo granular, a partir de lodo ativado até a obtencdo de granulos maduros, em trés
fases, levando em consideracdo o papel desempenhado por protozoarios ciliados.
Durante a primeira fase, protozoarios ciliados contendo talo da subclasse Peritrichia
estabeleceram-se em grande quantidade nos flocos de lodo ativado, formando novos
talos. Em seguida, esses protozoarios comecaram a proliferar e formaram grandes
colbnias, enquanto a0 mesmo tempo, seus talos foram colonizados por bactérias. A
colonizacdo foi intensificada pelo movimento de seus cilios, os quais propiciaram fluxo
continuo de nutrientes em dire¢do as células bacterianas formadoras de biofilme.

Foi observado um grande crescimento de ciliados durante a segunda fase. Ao
mesmo tempo que eram formados flocos volumosos, ocorreu a formagéo de uma zona
central que consistiu de restos de talos de ciliados e bactérias responsaveis pela
producdo de EPS. Esses talos de ciliados serviam como suporte para o desenvolvimento
dos grénulos (WEBER et al., 2007).

Na terceira fase da granulacdo, os ciliados foram igualmente colonizados por
células bacterianas e ficaram embutidos no biofilme em expansdo. Algumas células de
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ciliados livre-nadantes sem talos surgiram e deixaram o biofilme. Nessa fase, 0s
grénulos bacterianos compactos foram formados, pouco a pouco, pelos ciliados livres
que conseguiram sobreviver. Em relacdo aos fungos, seu papel no processo de
granulacdo esteve relacionado ao fato de que os seus cilios, funcionaram como suporte
para que as bactérias pudessem crescer, aumentando a area disponivel para a
colonizacdo bacteriana (WEBER et al., 2007).

Conforme descrito por Beun et al. (1999), inicialmente se formam no reator
agregados com micélios devido aos fungos que dominam o sistema nas fases iniciais de
operacdo. As bacteérias individuais ndo sdo retidas no reator, devido ao requerimento de
elevadas velocidades de sedimentacdo (Figura 3.9). Esses micélios tém boas
propriedades de sedimentacdo, ficando facilmente retidos no reator. Portanto, durante o
periodo da partida, a biomassa presente no reator consiste principalmente desses
agregados filamentosos formados por fungos (BEUN et al., 1999). Devido as forcas de
estresse aplicadas no reator, esses agregados vao se compactando pouco a pouco, até
alcancar um didmetro de 5 - 6 mm, momento no qual se rompem, provavelmente devido

a limitacdes de oxigénio no seu interior.

0 )K = v%ﬁ = B = @

doz Pallatz

. .
e - {: {ﬁ} {: I:;..._:-’:I {I-: f__-j'

Grinulos formados Fupmara dos Limitacio do Colonizagio
por colénizs de Pellets oxiginio bacterianz
bacterias

Figura 3.9: Mecanismo de formagao dos granulos (adaptado de BEUN et al., 1999).

O papel desempenhado por fungos pode ou ndo ser observado no processo de
formacdo de granulos. Cada caso especifico deve ser avaliado de maneira individual,
uma vez que existem outros fatores determinantes para o mecanismo da granulagdo

(como por exemplo, o inoculo usado) (BASSIN, 2011b).
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Os principais parametros reportados na literatura que afetam a formagéo e as
propriedades dos grénulos aerdbios sdo: composi¢do do substrato, carga organica
aplicada, alterndncia de concentragdo de substrato, duracdo do ciclo, forcas de
cisalhamento hidrodindmico, tempo de sedimentacdo, tempo de retencdo hidraulica e

configuracdo do reator.
3.7.2 Fatores que afetam a granulacédo aerdbia

Pesquisas realizadas durante os ultimos anos observaram a formacgdo de
biomassa granular empregando uma grande variedade de substratos como: glicose,
acetato, etanol, peptona, fécula e fenol em aguas sintéticas e também aguas residuarias
urbanas (ARROJO et al. 2004; BEUN et al. 1999; MORGENROTH et al. 1997;
DANGCONG et al. 1999; SCHWARZENBECK et al. 2004a; SUN et al. 2006; TAY et
al. 2002). Nesses estudos observou-se a influéncia do tipo de substrato empregado em
relacdo com a estrutura e forma dos granulos.

Para Tay et al. (2001), as caracteristicas do substrato ndo afetam diretamente a
formacdo dos granulos, mas tém um profundo impacto na estrutura fisica e na
diversidade das espécies presentes nos mesmos. Como exemplo, pode-se citar 0s
estudos de Tay et al. (2001) e Wang et al. (2004), os quais observaram que os granulos
cultivados com glicose apresentaram uma superficie filamentosa, enquanto que o0s
grénulos cultivados com acetato apresentaram uma estrutura mais compacta e maior
didmetro.

A densidade do biofilme formado depende da velocidade de crescimento dos
micro-organismos presentes na estrutura do granulo. Quanto mais alta for a velocidade
de crescimento, menos densos serdo os agregados formados (VILLASENOR et al.
2000; MOSQUERA-CORRAL et al. 2003; DE KREUK e VAN LOOSDRECHT,
2004). Na operacdo com granulos aerdébios se observou que os substratos com maior
presenca de carboidratos favorecem o crescimento descontrolado de bactérias
filamentosas (SCHWARZENBECK e WILDERER 2005; WANG et al. 2005),
enquanto os grénulos formados com uma alimentacdo de acetato apresentam uma
estrutura mais compacta sem a presenca de bactérias filamentosas.

Segundo Ni e Yu (2008), os micro-organismos dos granulos aerobios tém a
capacidade de utilizar a matéria organica da agua residuéria e armazena-la rapidamente

como material de reserva no interior das células, para que possa consumi-la,
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posteriormente, durante a fase na qual o substrato esteja ausente (fase de fome). Essa
situacdo de abundancia e escassez de substrato é bastante comum de ocorrer durante o
ciclo operacional dos RBS.

Durante a fase de aeracéo (fase de reacdo), em um reator com alimentacdo na
forma de pulso (alimentagdo instantanea), se distinguem dois periodos distintos: um no
qual ha substrato presente e outro com auséncia de substrato. Dependendo da duragéo
de cada fase, pode-se obter diferentes tipos de aglomera¢6es microbianas (Figura 3.10 e
Figura 3.11). Quando a fase de saciedade é curta (Figura 3.10), seguida de um longo
periodo sem substrato, Morales (2009) observou a formacéo de granulos bem formados,
sem a presenca de bactérias filamentosas. Em contrapartida, quando a fase de fome é
prolongada, granulos instaveis repletos de filamentos foram observados (MORALES,
2009).

Acumulo de compostos no interior da célula (como exemplo, poli-
hidroxibutiratos) durante a fase em que a matéria organica esta disponivel foram
estudados por Beun et al. (2002). Nas condi¢cdes de operacdo de um reator em batelada
sequencial, alguns micro-organismos heterotroficos sdo capazes de armazenar 0s
substratos no interior das células, geralmente na forma de glicogénio, lipidios e
polihidroxialcanos (PHA). O polihidroxibutirato (PHB) é o polimero de armazenamento
predominante formado (BEUN et al, 2002). Esse substrato armazenado
intracelularmente é utilizado pelas bactérias como fonte de carbono durante o periodo
de auséncia de substrato externo.

Granulagdo com biomassa nitrificante empregando uma fonte de carbono
inorganica também foi reportada por Belmonte et al. 2009 e Tsuneda et al. 2003. A
biomassa nitrificante se caracteriza por sua baixa velocidade de crescimento e baixa
taxa de atividade. A melhora na retencdo da biomassa mediante a granulacéo se traduz
em um aumento da concentragdo de organismos nitrificantes no reator, acarretando em
significativa melhora no processo de nitrificagéo.

A carga organica é um importante parametro operacional que pode afetar o
processo de granulacdo por meio da selecdo e enriquecimento de diferentes espécies de
bactérias e influenciar o tamanho, a sedimentacéo e a atividade microbiana dos granulos
(TAY et al., 2004; TAY e YAN, 1996).

Os granulos aerdbios podem ser formados em uma ampla faixa de carga
organica (entre 2,5 a 15 kgDQO/m®/d) (LIU et al., 2005). Entretanto, Tay et al. (2004)

42



demonstraram que € dificil formar granulos quando a carga organica é menor do que 2,0
kgDQO-m*d™. Segundo De Kreuk (2006), a utilizacdo de cargas relativamente
elevadas facilita o processo de granulacéo.
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Figura 3.10: a) Representacdo da concentracdo de substrato (DQO) e oxigénio
dissolvido (OD) durante a operacdo de um RBS granular, mostrando as fases com
presenca e auséncia de substrato. b) Granulos aerobios formados com um curto periodo
de presenca de substrato. Fonte: Adaptado de Morales (2009).
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Figura 3.11: a) Representacgdo da concentracdo de substrato (DQO) e oxigénio
dissolvido (OD) durante a operagéo do RBS, mostrando as fases com presenca e
auséncia de substrato. b) Granulos aerébios formados com um longo periodo de

presenca de substrato. Fonte: Adaptado de Morales (2009).

No caso dos RBS, a carga organica depende tanto da concentracdo de substrato
afluente como da carga hidraulica, sendo esta ultima governada pelo percentual de troca
volumétrica (volume de enchimento/volume do reator) e pela duracdo do ciclo. Assim,
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se um esgoto com baixa concentracdo de matéria organica € usado como substrato e
uma carga hidraulica usual é empregada, a carga organica resultante ndo sera
suficientemente elevada para o processo de granulacdo. Por outro lado, um aumento da
carga organica devido ao aumento da carga hidraulica ird& compensar a baixa
concentracdo do substrato, favorecendo o processo de granulacdo. Desta forma, para
manter uma carga organica adequada para a formacgdo dos granulos quando o sistema
for alimentado com afluente de baixa concentra¢do, como no caso do esgoto doméstico,
é necessario ter uma carga hidraulica elevada. Isso pode ser alcancado aplicando-se
elevados percentuais de troca volumétrica (entre 50 e 75%) e ciclos de curta duragédo
(em torno de 3 h) (NI et al., 2009). Contudo, Tay et al. (2004) e Liu et al. (2007c),
reportaram que cargas muito elevadas (acima de 8 kgDQO-m™>.d™') causaram a
desintegracdo dos granulos. De acordo com Tay et al. (2004), o tamanho dos granulos
geralmente aumenta com o aumento da carga aplicada, 0 que pode levar a uma
diminuicdo na densidade e a um aumento da porosidade dos grénulos, provocando a
instabilidade do sistema. Para Zheng et al. (2006), a possiblidade de ocorrer
instabilidade dos granulos aumenta com o aumento da carga organica.

A forma pela qual a alimentacao é estabelecida no reator é uma condi¢do muito
importante para alcangar a granulacdo aerdbia. Assim, a alimentacéo deve ser realizada
em um tempo curto, a fim de permitir a existéncia da fase de degradacao. Ela ocorre no
inicio do periodo de aeracdo, devido a maxima concentracdo de substrato que se
estabelece no reator apds a alimentacdo. O substrato € entdo consumido até um valor
minimo, onde 0 mesmo ndo se encontra mais disponivel no meio (FIGUEROA et al.,
2009; TAY et al., 2001; KREUK e VAN LOOSDRECHT, 2004). Deste modo, 0s
micro-organismos sdo sujeitos a periodos de alternancia de concentracdo de substrato.
Segundo Tay et al. (2001), sob condi¢Ges de baixa concentracdo de substrato, as
bactérias se tornam mais hidrofobicas, o que facilita a agregacdo e adesdo microbiana.

A duracdo do ciclo representa a frequéncia com que o contetdo do reator é
retirado do mesmo por meio da fase de retirada do efluente tratado, e esta relacionada
com o tempo de retengdo hidraulica (TRH) (WANG e LIU, 2008). Wang et al. (2005),
estudando o efeito da duracdo do ciclo nas caracteristicas dos granulos aerdbios,
constataram que ciclos de 3 h de duracdo conduzem a um processo de granulagdo mais
rapido, enquanto que, em ciclos de 12 h, a formacdo dos granulos é mais lenta. De
acordo com esses autores, em ciclos de 3 h, 0os micro-organismos estdo frequentemente
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sujeitos a fase de degradacéo, na qual as bactérias sintetizam novas células em uma alta
velocidade de crescimento. Nesse caso, hd um rapido aumento da biomassa, resultando
em granulos com maiores didmetros. Por outro lado, em ciclos de 12 h, os micro-
organismos passam por longos periodos de falta de alimento, nos quais a velocidade de
crescimento especifico é lenta, o que, por sua vez, resulta em granulos com diametros
pequenos.

A hidrodinamica € um fator crucial nos sistemas de granulos aerobios, uma vez
que favorece a transferéncia de massa e as propriedades fisicas da biomassa. Dessa
forma, a estrutura dos granulos é fortemente influenciada pela forca de cisalhamento
hidrodinamico presente no reator (FIGUEROA et al., 2009). Essa forca de cisalhamento
é geralmente descrita em termos de velocidade superficial ascensional do ar, isto &, a
taxa de aeracdo aplicada sobre a area superficial do reator. Elevadas forcas de
cisalhamento favorecem a formacdo de granulos mais fortes, compactos, densos e
arredondados (TAY et al., 2004), além de fornecer ao sistema oxigénio suficiente para
conter o crescimento filamentoso (ADAV et al., 2008). De acordo com Tay et al.
(2001), isso acontece pelo fato de que a forca de cisalhamento hidrodindmico favorece a
producdo de substancias poliméricas extracelulares, as quais, segundo Figueroa et al.,
(2009), sdo mediadores da coesdo e adesdo das células, tendo um importante papel na
manutencdo da integridade estrutural das mesmas. Outra funcdo importante das forcas
de cisalhamento é prover um balan¢o entre o desprendimento e o crescimento da
biomassa, a fim de manter a estabilidades dos granulos (LIU e TAY, 2006).

O tempo de sedimentacdo € um importante pardmetro operacional, pois
desempenha um papel fundamental na sele¢cdo da comunidade microbiolédgica (LIU e
TAY, 2004). Essa selecdo tem sido identificada como o principal mecanismo que
favorece a formacdo e o acimulo de granulos no reator (HUBNER, 2008). De acordo
com Qin e Liu (2008), os granulos aerébios podem ser cultivados com sucesso e se
tornarem dominantes somente se o reator for operado com curtos tempos de
sedimentacdo. Esta é uma estratégia eficiente para limitar a presenca de organismos
formadores de flocos, uma vez que os granulos, por serem mais densos, requerem um
menor tempo de sedimentacdo do que os flocos (FIGUEROA et al., 2009). Assim,
ocorrera uma selecdo entre a biomassa que apresenta boa sedimentabilidade (granulos) e
a biomassa que sedimenta mal (filamentos e flocos) (BEUN et al., 2002). As particulas
que sedimentam rapido ficardo retidas no reator, e as que ndo sedimentam
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suficientemente rapido, serdo arrastadas do reator, saindo com o efluente (FIGUEROA
et al., 2009; LIU e TAY, 2004). As particulas com boa sedimentabilidade retidas no
RBS véo assegurar uma granulagdo rapida e eficiente. A maioria dos estudos adota
tempos de sedimentacédo na faixa de 2 a 20 min (QIN e LIU, 2008). Contudo, Qin et al.
(2004) consideram que os granulos aerébios s6 podem se formar quando o tempo de
sedimentagdo for menor ou igual a 15 min. Segundo Ni et al. (2008), empregando-se
tempos de sedimentacdo longos, os flocos que ndo sedimentam bem podem ndo ser
removidos de forma eficaz, podendo, por sua vez, competir com os flocos formadores
de granulos pelos nutrientes disponiveis. Como resultado, a granulacdo aerdbia néo
pode ser alcangada em um RBS operado com elevados tempos de sedimentacéo.

A combinagdo de um curto tempo de sedimentacdo e de uma curta duracdo de
ciclo gera uma forte pressdo de selecdo hidraulica, facilitando o processo de formacéo
dos granulos aerdébios. Ademais, 0 tempo de sedimentacdo é 0 parametro mais
importante para manter a estabilidade do lodo granular (LIU et al., 2010).

Na maioria dos estudos relatados, a formacdo dos granulos ocorreu em RBS do
tipo coluna de bolhas com fluxo de ar ascendente. Segundo Liu e Tay (2004), nesse tipo
de reator, a ascensdo do ar ou do liquido na coluna cria um fluxo circular relativamente
homogéneo e vortices localizados ao longo do eixo do reator. Desta forma, os agregados
estdo sujeitos a um constante atrito hidraulico, forcando-os a se adaptarem a forma
granular, que apresenta minima energia livre de superficie. Esses autores afirmam ainda
que para assegurar essa trajetoria de fluxo e promover um atrito hidraulico eficaz,
devem-se utilizar reatores que apresentam uma alta razdo entre altura e diametro (razéo
A/D). A utilizacdo de reatores com uma alta razdo A/D gera uma redugdo da &rea
superficial ocupada pelo reator e favorece a selecdo dos granulos por meio da diferenca

na velocidade de sedimentacdo, como exposto anteriormente.
3.7.3 Estudos especificos acerca da formacao e estabilidade dos granulos aerdbios

Recentemente, varios grupos mostraram a formacgéo do lodo granular aerdbio.
Como citado anteriormente, as principais caracteristicas dessa tecnologia é a excelente
sedimentagcdo e a construcdo de plantas de tratamento que privilegiem instalagOes
compactas. Na maioria das vezes, 0s estudos mostraram a necessidade de altas

concentracdes de oxigénio para obtencdo de granulacdo estavel. No entanto, para
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assegurar boas eficiéncias de desnitrificacdo, baixas concentracbes de oxigénio sdo
requeridas (ZHANG et al,, 2015).

A baixa estabilidade dos granulos aerébios, em muitos casos, € o que limita sua
utilizacdo na pratica. Para melhorar a estabilidade dos grénulos, a selecdo de bactérias
de crescimento lento, tais como bactérias nitrificantes e removedoras de fésforo tem
sido proposta (LIU et al., 2004). No entanto, este método esta intimamente relacionado
com as caracteristicas do efluente, que deve conter altas concentraces de nitrogénio e
fosforo para que haja o crescimento em larga escala destas bactérias de crescimento
lento. O uso de agentes quelantes sintéticos, como o acido nitrilotriacético — NTA
aumenta a granulacdo microbiana aerébia. A presenca de compostos de degradacdo
lenta torna o crescimento bacteriano mais lento. Entdo, uma fonte de carbono
relativamente dificil de degradar (agente quelante), poderia promover uma melhor
granulacdo do lodo aerdbio devido a selecdo de bactérias de crescimento lento,
resultando na formacdo de grénulos estaveis (YARLAGADDA et al.,, 2008). A
estabilidade dos granulos aerébios também determina a viabilidade de utilizagdo destes
sistemas a longo prazo (LIU et al., 2004). Mc Swain et al. (2005) mostraram que
algumas substancias poliméricas extracelulares (EPS) possuem um importante papel na
estabilidade dos granulos aerébios. Devido a uma série de condicBes estressantes de
inoculagdo, a produgdo e distribuicdo dos EPS nos granulos aerdbios sdo bastante
diferentes dos flocos bioldgicos convencionais (Mc SWAIN et al., 2005).

A partir de pesquisas anteriores sobre a morfologia do biofilme, ficou
evidenciado que os organismos de crescimento lento influenciam positivamente na
densidade dos granulos (KREUK E VAN LOOSDRECHT, 2004).

De Kreuk e van Loosdrecht (2004) observaram que para diminuir a taxa de
crescimento dos organismos que utilizam substratos facilmente degradaveis (por
exemplo, acetato), esses devem ser lentamente convertidos em polimeros de
armazenamento (por exemplo, PHA). Bactérias removedoras de fosfato executam esta
conversdo de forma mais eficiente. O trabalho mostrou que a selecdo dessas bactérias de
fato levou a uma biomassa granular estdvel, mesmo em baixas concentragdes de
oxigénio.

Zheng et al. (2006) observaram que granulos maduros cresceram continuamente
e perderam gradualmente a estabilidade devido ao crescimento de filamentos. Ficou
evidenciado que a perda de estabilidade também esteve relacionada ao fato dos granulos
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terem atingido grande porte. De Kreuk et al. (2005b) relatou que a respiracdo enddgena
tende a desestabilizar a o interior dos granulos grandes, resultando no colapso e
formagé&o de pequenos fragmentos.

ADAYV et al. (2008) evidenciaram que os esforcos excessivos dos granulos
implicariam na perda da capacidade de auto-agregacdo e na produtividade de
substancias poliméricas extracelulares (EPS). Li et al. (2006) indicaram que a producéo
de EPS deve ser controlada a um valor razodvel para manter a estrutura dos granulos
aerobios, e longos periodos sem substrato foram desfavoraveis a manutencdo da
estabilidade a longo prazo dos granulos aerébios. ADAYV et al. (2008) comentou que a
desintegracdo dos granulos € causada hidrélise do B-polissacarideos.

Lemaire et al. (2008) observaram que o0 entupimento dos poros e canais dos
granulos dificultam o transporte de nutrientes para 0s micro-organismos que colonizam
0 seu interior, levando os granulos a se desintegrarem.

Wang et al. (2008) observaram a quebra do granulo quando o modo de operagéo
é alterado de SBR (Reator em batelada sequencial) para MBR (biorreatores com
membrana), mudanca essa que acarretou na alteracdo da tensdo de cisalhamento.

O diametro dos granulos influencia significativamente a estabilidade dos
granulos aerdbios (LI et al.,, 2011). Em comparacdo com pequenos granulos, a
transferéncia de massa por difusdo em granulos maiores € limitada, o que estimula a
formacdo de grandes ndcleos anaerdbios e consequentemente aumenta a atividade de
micro-organismos anaerébios. A atividade celular interna passa a utilizar o EPS para
sobreviver, o que pode enfraquecer a estrutura granular (WANG et al., 2005).

O gas gerado por meio de processos biolégicos dentro do granulo pode
promover a sua desintegracdo (TAY et al., 2002). Além disso, a ruptura e desgaste do
granulo limitam o crescimento. Portanto, granulos de grande dimensdo podem ter sua
estabilidade ameacada a longo prazo (ZHENG et al. 2006; ZHANG e ZHANG, 2013);
TOH et al., 2013). Além disso, o diametro influencia no desempenho do sistema no que
se refere & remocédo dos poluentes, uma vez que propicia o estabelecimento de diferentes
regibes (aerdbias e/ou anoOxicas/anaerdbias). Assim, mantendo-se o diametro dos
granulos em baixos valores € uma estratégia desejada para manter a estabilidade e o
desempenho de tratamento dos granulos aerébios (LOCHMATTER et al., 2013 e
ZHANG et al., 2011).
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Zhang et al. (2015) também observaram que o diametro € o fator chave que
influencia na estabilidade dos granulos. No estudo realizado por esses autores, foi
utilizou um efluente de baixa concentracdo de matéria organica (DQO, 200 + 40 mg/L),
baixa tensao de cisalhamento hidrodindmico (velocidade superficial do gas de 0,55 cm/s
e agitacdo de 180 rpm), diferentes modos de descarte de efluente, em RBS, com
alternancia de fases anaerobio/aerdbio/anoxico. Esse processo operacional foi utilizado
para limitar o didmetro dos granulos aerébios. O processo de granulacdo foi concluido
apos 40 dias. Os granulos maturados com pequeno didmetro (DP = 0,9 mm)
mantiveram-se estaveis, sem desagregacao durante o periodo do experimento (220 dias).

Embora muitos estudos tenham focado na formagdo de lodo granular em
diferentes condi¢OGes operacionais, existem alguns pontos a serem discutidos com
relacdo ao papel do inéculo na formacdo do granulo e sua estabilidade durante o
processo de granulacdo. Portanto, faz-se necessario um estudo mais aprofundado com
relacdo a comunidade microbiana responsavel pela formacdo de granulos estaveis e

consequentemente a sua importancia na remogéo simultanea de nutrientes.

3.7.4 Remocao de matéria carbonacea e nutrientes em reatores de lodo granular:

mecanismo e aplicacao

Devido ao seu tamanho, no interior dos granulos aerébios existe um gradiente de
oxigénio dissolvido (OD) que propicia zonas com diferentes condi¢des de oxirredugéo
(redox). A zona mais externa é mantida em condicdes aerdbias, seguida por uma zona
anoxica e uma zona anaerobia (Figura 3.12). Esta configuracdo ocasionada pela difusédo
do oxigénio permite o crescimento de diferentes bactérias nessas zonas, o que corrobora
para a ocorréncia da remocao combinada de matéria organica carbonacea, nitrogénio e
fosforo.

Os micro-organismos que realizam a oxidagdo da matéria organica localizam-se
na parte mais externa dos granulos. Na camada mais profunda, mas ainda aerdbia, se
encontram as bactérias nitrificantes e no interior dos granulos, onde ndo ha a penetragédo
do oxigénio ou a concentracdo desse € muito baixa, estariam as bactérias
desnitrificantes. A distribuicdo da biomassa autotrofica é influenciada pela concentragdo
de OD dentro do reator, sendo que a localizagdo da biomassa influencia na remocéo de
nitrogénio. Para que ocorra 0 processo de desnitrificagdo, é necessaria a auséncia de
oxigeénio, presenca de NOj e a disponibilidade de materia organica (DQO). A auséncia
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de oxigénio é obtida diminuindo-se a concentracdo de OD no reator a um nivel em que
seja permitida a ocorréncia da nitrificagdo nas camadas mais externas dos granulos.
Desta forma, o OD é consumido pelo processo de nitrificacdo nessa regido mais
superficial, permitindo que a desnitrificacdo ocorra na regido central dos mesmos. Ja a
disponibilidade de matéria organica é alcancada por meio da alimentacdo descontinua
do reator (BEUN et al., 2001).

Zona aerdbia

NH/* 0, RESPIRACAO

\ Zona anéxica / AEROBIA

NITRIFICACAO  NO--

|

0: —— nNo»-

ACETATO

DESNITRIFICACAO

Figura 3.12: Combinacéo de processos no interior dos granulos. Fonte: Adaptado de
Campos et al. (2009).

Em reatores de granulos aer6bios onde a alimentacdo ocorre de maneira
descontinua (intermitente), a matéria organica € suprida apenas no inicio do ciclo
operacional, e a alta concentracdo do substrato no meio liquido faz com que esse
penetre em direcdo ao interior dos granulos aerébios. A matéria organica consegue uma
penetracdo maior do que oxigénio nessa fase com abundéncia de substrato. Nesse
periodo, o oxigénio é rapidamente consumido pelo metabolismo aerdbio nos processos
de crescimento, armazenamento de substrato e nitrificagdo, notadamente nas camadas
mais externas dos granulos. O armazenamento de matéria organica como
polihidroxibutirato (PHB) e o crescimento ocorrem aerobicamente no exterior dos
granulos ou por via anoxica no interior dos agregados microbianos. Durante o periodo
sem substrato externo disponivel, ocorre o crescimento utilizando o PHB armazenado

previamente. O nitrato produzido durante a nitrificagdo pode ser simultaneamente
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desnitrificado dentro do granulo utilizando o PHB armazenado intracelularmente como
doador de elétrons (BEUN et al., 2001).

Quando no processo de formacdo do lodo granular aerdbio, o indculo é
submetido a condicBGes anaerdbias-aerdbias alternadas, isso ira proporcionar a selecédo
dos agentes microbianos, alguns deles responsaveis pela remocdo simultanea dos
nutrientes. Esses organismos sdo os acumuladores de polifosfato (PAO) e os
acumuladores de glicogénio (GAO) (ZENG et al., 2002). Entretanto, 0 processo de
formacéo de lodo granular aerébio combinado com remocdo bioldgica de nitrogénio
(nitrificacdo e desnitrificacdo) pode encontrar alguns problemas, uma vez que a
quantidade de matéria organica constitui em um fator limitante para a remocdo de
fosforo e para a desnitrificacéo.

A presenca de organismos responsaveis tanto pela desnitrificacdo quanto pelo
consumo de fosforo em condicdes andxicas, pode superar o problema de limitacdo de
material organico (VAN LOOSDRECHT et al., 1998). Essas bactérias, designadas por
organismos acumuladores de polifosfato desnitrificantes (DPAO), possuem
caracteristicas metabolicas similares aquelas apresentadas pelos PAO. A distincdo esta
na capacidade dos DPAO em utilizar o nitrato e/ou nitrito (produzidos pela nitrificacdo
em condicBes aerdbias) ao invés de oxigénio como aceptor de elétrons para remover de
forma simultanea nitrogénio e fésforo da agua residuéria. Segundo FLOWERS et al.,
(2009) esses organismos ndo requerem a adicdo externa de carbono, porque eles
utilizam os polimeros armazenados intracelularmente (em condi¢des anaerdbias) como
doador de elétrons para a desnitrificacdo. Além do uso eficiente da matéria orgénica
afluente, o nitrito ou nitrato é utilizado como aceptor de elétrons (ao invés do oxigénio),
diminuindo o requerimento de aeracdo, o que reflete na reducdo dos custos
operacionais.

A Figura 3.13 apresenta um mecanismo simplificado das principais conversoes
ocorrendo em paralelo na estrutura do lodo granular aerébio cultivado em RBS sob o
regime anaerobio/aerobio. A ocorréncia simultdnea dos processos de nitrificacéo,
desnitrificacdo e remocdo de fésforo durante a fase aerobia dificulta a identificacdo de
rotas especificas de conversdo. Durante o regime de alimentacdo anaerdbio, ndo ha
estratificacdo do biofilme e todo o granulo é mantido em condi¢fes anaerobias.

Em uma pesquisa desenvolvida na Italia para tratamento de esgoto sanitario,

utilizou-se um reator de 2 m*® de volume, operado em bateladas sequenciais com
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granulos aerébios, cujos ciclos de operacdo apresentaram duracdo de 4 - 12 h. Foram
reportadas eficiéncias de remocao de 80 - 90 % para matéria organica, solidos suspensos
totais e amoénia (DIIACONI et al. 2008).

Mosquera-Corral et al. (2005) avaliaram o desempenho de um RBS com
granulos aerébios para tratamento de esgoto sanitario, adicionando diferentes
concentracOes de carga organica e nitrogénio, para verificar a eficiéncia de remocéo de
nitrogénio. Os autores reportaram remogdes maximas de 90% de matéria orgénica e
55% de nitrogénio.

Com objetivo de remover clorofendis de efluentes advindos de atividades
industriais e agricolas, Carucci et al. (2008), trabalharam com reatores granulares e
verificaram que o uso desta tecnologia foi uma alternativa viavel para remocao destes
compostos. Hilbner (2008), trabalhando com RBS para tratamento de aguas residuais da
suinocultura, obteve uma eficiéncia de remocéo de nitrogénio amoniacal de 88 % aos 16

dias de operacéo.

Fase anaerdhia Fase aerobia

]

POs*

Matéria
orginica

Zona anaerobia Zona aerdbia Zona anoxica

Figura 3.13: Esquema das principais conversdes ocorrendo em paralelo na estrutura dos
granulos aerdbios. AOB: bactérias oxidadoras de aménio; NOB: bactérias oxidadoras de
nitrito; PAO: organismos acumuladores de polifosfato; DPAO: organismos
acumuladores de polifosfato desnitrificantes; GAO: organismos acumuladores de
glicogénio; DQO: demanda quimica de oxigénio; PP: polifosfato. Os organismos
desnitrificantes sdo exemplificados pelos DPAO e organismos acumuladores de
glicogénio desnitrificantes (DGAO). Fonte: Adaptado de Bassin (2012).

Figueroa et al. (2008) utilizaram um RBS com granulos aerobios para tratar

efluentes de indUstria pesqueira, caracterizados pela elevada concentracdo em sais (> 30
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g NaCl/L). Foram aplicadas cargas superiores a 1,72 kg DQO/m®/dia com eficiéncia de
remocdo entre 90 - 95%. O nitrogénio amoniacal foi removido via
nitrificacdo/desnitrificagdo em valores acima de 40 % para cargas aplicadas de 0,18 kg
N/m*/dia. A presenca de sais no efluente bruto ndo causou efeito negativo na operacio
do reator durante a formacao dos granulos.

De acordo com os primeiros resultados apresentados por diferentes
pesquisadores (IVANOV et al. 2005, TSUNEDA et al. 2005 ETTERER E
WILDERER, 2001; BEUN et al. 2000; MOSQUERA CORRAL et al. 20053; LI et al.
2006), o reator em bateladas sequenciais com granulos aerobios ¢ uma boa alternativa
para o tratamento de esgotos domésticos, contribuindo para a conservagdo das aguas nos
meios urbanos, principalmente na remocao dos nutrientes.

Com base nos resultados apresentados por diversos autores, verifica-se que a
utilizacdo de RBS com biomassa granular tem sido uma boa alternativa para a remocao
simultdnea de DQO, nitrogénio e fosforo de diferentes tipos de aguas residuérias
(SCHWARZENBECK et al., 2005; DE KREU et al., 2005b; WANG et al., 2009;
JUNGLES et al., 2011; COMA et al., 2011).

Segundo Barr et al. (2010), Gonzalez-Gil e Holliger, (2011) e Franca et al.,
(2015), o lodo granular aerébio provou ser um processo eficiente para remover matéria
organica e nutrientes em diversas aguas residuais em escala laboratorial.

Weissbrodt et al. (2013), Bassin et al., (2011) e Gonzalez-Gil e Holliger (2011)
relatam que os fatores como temperatura, pH, concentracdo de sal, carga organica,
composicdo do efluente, formacdo de consércios microbianos unidos com os ciclos dos
reatores bateladas sequéncias e uma estratégia de aeracdo, afetam a remocéo bioldgica
do fosforo.

Pronk et al. (2015) verificaram que para uma formacdo estavel de granulos
aerobios utilizando acetato, deve ocorrer a producdo de polimeros de armazenamento
sob condi¢cBes de alimentacdo anaerdbia. Isso evita o consumo de DQO em meio
aerobio, resultando, consequentemente, na formacdo de granulos estaveis. Os autores
observaram que o0s granulos instaveis podem surgir quando os substratos ndo sdo
convertidos anaerobicamente em polimeros de armazenamento. No entanto, quando a
DQO biodegradavel é absorvida nos granulos e/ou quando o substrato é convertido por

bactérias de crescimento lento no periodo aerobio, pode ocorrer granulagéo estavel.
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Henriet et al. (2016) estudaram a remocdo de fosforo em reatores batelada
sequenciais com lodo granular aerébio, por meio de uma selecdo de granulos que
proporcionaram uma maior remogdo de fosfato. Foram avaliadas duas estratégias de
remocdo de biomassa, a primeira foi aplicada uma alta pressdo seletiva (tempo de
sedimentacdo curto), enquanto a segunda foi um aumento do tempo de sedimentacédo
combinado com o eriquecimento da biomassa com micro-organismos acumuladores de
polifosfato (PAQO). A primeira estratégia resultou numa reducdo da eficiéncia de
remocao de P, ao contrario da segunda, na qual se atingiu uma remoc¢édo de mais de 90%
de P.

Apesar de todos o0s estudos supracitados, pesquisas focando na
formagéo/estabilizacdo de granulos e remocéo simultanea de DQO, N e P a partir de
sistema de lodo ativado sem remocéo de nutrientes e em condic6es de clima tropical séo
escassas (WINKLER et al., 2011a).
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4- MATERIAIS E METODOS

4.1 Sistema experimental

O sistema experimental foi instalado no Laboratorio de Poluicio das Aguas
(LABPOL), no Programa de Engenharia Quimica da COPPE, Universidade Federal do
Rio de Janeiro (UFRJ). Foi composto por tanques de armazenamento da alimentacédo do
reator (A, B e C), reator de escala laboratorial, compressor de ar, medidor de vazéo de
ar (rotametro), sistema de automacao para permitir a operacdo em bateladas sequenciais
e bombas peristalticas para alimentar e esvaziar o reator. A configuracdo geral do
sistema pode ser vista na Figura 4.1. O Reator em Bateladas Sequenciais de Granulos
Aerdbios (RBSG) foi confeccionado em acrilico transparente em formato de coluna de
bolhas (Figura 4.2), apresentando as seguintes dimensdes: 2,1 m de altura e 0,06 m de
didmetro interno. O volume util do reator foi de 1,5 L.

O efluente sintético alimentado ao sistema foi dividido nos tanques de
armazenamento A (Tabela 4.1), B (Tabela 4.2) e C (4gua). O meio A representou a
fonte de carbono, enquanto o meio B forneceu a fonte de nitrogénio e fosforo. Em cada
ciclo, 150 mL do meio A e do meio B foram misturados com 1200 mL de &gua
(recipiente C) de modo a fornecer um afluente com DQO, nitrogénio amoniacal e
fosforo de aproximadamente 400 mg/L, 50 mg/L e 20 mg/L, respectivamente. Tal
composicdo é similar a utilizada por Bassin (2012), e procura simular as concentragdes
presentes em um esgoto sanitario tipico (METCALF e EDDY, 1991). Uma solucédo de
micronutrientes (Tabela 4.3) também foi adicionada ao meio sintético na proporcédo de 5
ml/L de meio para cada litro preparado.

Tendo em vista que a cada ciclo sdo alimentados e retirados 0,95 L de liquido e
o reator apresenta volume dtil de 1,5 L, o volume que permanece no interior do sistema
é de 0,55 L. Desse modo, o percentual de troca de volume do RBS é de 63%, e 0 TRH
do sistema € de aproximadamente 4,8 h. Levando em conta as concentragcdes de matéria
organica, nitrogénio amoniacal e fosforo e as caracteristicas do reator, tem-se que a
carga organica, nitrogenada e de fésforo aplicada ao sistema é de 2 kgDQO/(m?®.d), 0,25
kgNH,"/N/(m3.d) e 0,1 kgPO,>P/(m?.d).
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Tabela 4.1: Composi¢éo da solucéo A.

Componentes Concentracao
(mg/L)
NaAc3H,0 4385
MgSO,7H,0 445
KCI 175
CaCl, 364

Tabela 4.2: Composic¢éo da solugéo B.

Componentes Concentracao
(mg/L)
NH,CI 900,7
K,PO, 368
KH,PO, 143,5

Tabela 4.3: Composic¢édo da solucdo de micronutrientes suplementada ao efluente

sintético.
Componentes Concentracao
(mg/L)
EDTA 50000
(NH4)sM07024 1036
ZnSO, 3220
CaCl, 12354
CoCL,; 5540
CuSOq, 1004
FeSO, 2728

A aeracgdo foi feita por meio de um compressor que enviava 0 ar comprimido
para o interior do reator por meio de um difusor poroso, instalado na parte inferior do
reator. A linha de ar comprimido também foi composta por filtros, valvulas reguladoras
de presséo e rotdmetro para medicdo da vazdo. O funcionamento desses equipamentos
foi controlado por meio de um controlador légico programavel (CLP), que permitiu
controlar a duracdo de cada fase (enchimento, aeracdo, sedimentacdo e retirada do
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efluente tratado) do ciclo operacional do reator, o acionamento e desligamento das

bombas e valvulas de entrada/saida de liquido e do compressor de ar.

Reator

Tanque de

Compressor
de ar

Tanque de Tanque de

A B

000

Painel de
Controle

Figura 4.1: llustracdo do sistema experimental.

e . ~ ) . e
Figura 4.2: Sistema experimental composto pelo reator em bateladas sequenciais de
granulos aerébios (RBSG) durante o periodo de partida para sele¢do de granulos.
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4.2 Inoculagdo do reator e estratégias operacionais

O reator foi inoculado com lodo ativado proveniente de uma Estacdo de
tratamento de esgotos da cidade do Rio de Janeiro (Alegria, CEDAE). Foi adicionado 1
L de lodo de in6culo no reator, e, em seguida, iniciou-se a operacao do reator.

A operacdo do reator foi dividida em duas fases: | e Il. Na fase I, o processo de
selecdo de granulos aerobios foi realizado logo apds o reator ter sido inoculado com
lodo ativado, sem prévia aclimatacdo do mesmo. Na fase Il, a tentativa de formacéao de
granulos foi antecedida por uma fase de adaptacdo do inéculo, conforme sera detalhado
a sequir.

A Figura 4.3 apresenta a duracdo de cada fase do SBR (isto é, alimentacéo,
aeracdo, decantacédo e retirada de efluente) nas fases | (Figura 4.3a) e Il (Figura 4.3b). O
tempo de operacdo em cada condicdo do ciclo SBR durante os estagios de aclimatacéo e
selecdo também esta indicado. O estagio de selecdo de granulos na fase | e Il €
representado pelos ciclos 1 a 4 (Figura 4.3a) e pelos ciclos 1 a 5 (Figura 4.3b),
respectivamente.

Durante a fase | (granulacdo aerdbia sem aclimatacdo prévia da biomassa), o
tempo total de ciclo foi de 3 h, o qual foi inicialmente dividido em 60 min de
enchimento, 95 min de aeracdo, 20 min de sedimentagdo e 5 min de retirada do efluente.
Durante a fase de partida do reator (primeiros 28 dias de operagdo), o tempo de
sedimentacdo foi gradualmente reduzido a cada 7 dias de 20 para 3 minutos no intuito
de selecionar a biomassa de rdpida sedimentacdo e promover a remocao de lodo
floculento leve. O periodo de aeracdo foi consequentemente aumentado de 95 min para
112 minutos para manter o tempo de duracéo total do ciclo constante (3h) (Figura 4.3a).

Na Fase Il, 0 RBSG também foi operado com uma fase adicional que antecede
o0s regimes dos ciclos. Essa fase adicional se refere a aclimatacdo do lodo, no proprio
reator, durante a qual o tempo total do ciclo foi de 3 h, sendo 60 min de enchimento,
105 min de aeragdo, 40 min de sedimentagdo e 5 min de retirada do efluente.

Logo, a fase de partida incluiu um periodo relativamente longo (40 dias) de
adaptacdo durante os quais foram propiciadas condi¢des para que a biomassa
sedimentasse durante 40 minutos com o propdésito de maximizar a retencdo do lodo
floculento presente no SBR e evitar 0 seu arraste (washout). Sob essas condi¢des, a fase
de aeracdo durou 75 min. O periodo de aclimatacdo do lodo foi encerrado quando um
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estado pseudo-estacionario foi alcangcando (isto é, conversdes biologicas estaveis dentro
do reator). Em seguida, o tempo de sedimentacdo foi gradualmente reduzido de 30 para
3 min em cinco etapas. Por conseguinte, o tempo de aeracdo foi aumentado para manter
a duracao total do ciclo em 3 h (Figura 4.3b).
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(b) Fase Il

Figura 4.3: Perfis do ciclo SBR em (a) Fase | e (b) Fase II.

Durante a fase de selecdo de granulos, o tempo de retencdo do sélidos (TRS) ndo
foi controlado, sendo influenciado, portanto, pelo descarte natural de biomassa
resultante da reducdo gradual no tempo de sedimentacdo. Uma vez que a granulacdo
completa foi atingida nas duas estratégias operacionais (Fases | e Il), o TRS foi

controlado em cerca de 30 dias por meio de remog¢do manual de lodo do reator, como
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descrito previamente (BASSIN et al., 2012b). A remocédo de lodo se seu a cada dois
dias, e 0 TRS foi determinado de acordo com WINKLER et al. (2011).

4.3 Monitoramento do reator

Durante ambas as Fases (I e I1), o desempenho do reator em relagdo a remocao
de matéria organica (DQO) e nutrientes (nitrogénio e fésforo) foi acompanhado por
meio de determinages analiticas desses parametros, tal como apresentado a seguir. A
biomassa foi igualmente caracterizada ao longo do tempo no intuito de permitir o
entendimento do processo de granulacdo aerdbia sob diversas condicdes de operacdo. A

Tabela 4.4 mostra a frequéncia de analises dos parametros analisados.

Tabela 4.4: Frequéncia de analises dos parametros analisados.

Parametros Frequéncia
Nitrogénio Amoniacal, Nitrito, Nitrato, Fésforo, Demanda 1 a 3 vezes por
Quimica de Oxigénio, Oxigénio dissolvido, pH e T. semana

Sélidos Suspensos Totais (SST), Sélidos Suspensos volateis,
Indice volumétrico de lodo (IVL), Densidade dos granulos,
L o ) . 1 vez por semana
Diametro médio das particulas e Velocidade de

sedimentagé&o.

Determinacgéo de Polihidroxibutirato (PHB), Testes
complementares a operagao continua do sistema RBS e
Coleta de amostras para extracdo de DNA e Sequenciamento STEIEITEE

do gene.
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4.4 Meétodos analiticos
4.4.1 Nitrogénio Amoniacal, fésforo e demanda quimica de oxigénio

A concentracdo de nitrogénio amoniacal (amoénio) foi determinada por meio do
reagente de Nessler (APHA, 1992). A andlise de fosforo total foi determinada pelo
método espectrofotométrico do acido molibdovanadofosférico (APHA, 2005). A
demanda quimica de oxigénio (DQO) foi analisada segundo o método colorimétrico
5220 (APHA, 2005).

4.4.2 Nitrito

Para quantificacdo de nitrito (NO;") nas amostras, foi empregado o kit analitico
Nitriver 2 Nitrite Reagent, da Hach Company. Para tanto, foram adicionados em um
tubo de ensaio 5 mL de amostra e um saché do kit e em seguida, a mistura era agitada.
Apbs 10 min, foi feita a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro Hach, modelo
DR/2000, a 585nm. Por meio da construcao de curva de calibracdo, a concentracédo era
obtida.

4.4.3 Nitrato

Para a determinacdo do nitrato (NO3’) e foi empregado o kit analitico Nitraver 5
Nitrate Reagent, da Hach Company. Para tanto, foram adicionados em um tubo de
ensaio 5 mL de amostra e um saché do kit, apds 1 min a amostra era agitada. A leitura
da absorbancia em espectrofotdometro Hach, modelo DR/2000, era realizada depois de
um periodo de 5 min a 500 nm. Com o auxilio de uma curva de calibracdo, a

concentracdo era encontrada.
4.4.4 Oxigénio dissolvido, pHe T

O teor de oxigénio dissolvido (OD) foi medido utilizando um oximetro da marca
Inolab WTW, modelo oxi 7310. As medidas de pH foram realizadas por meio do
método potenciométrico, com auxilio de um medidor de pH da Digimed DM-23,
previamente calibrado com solucdes padrdo. A temperatura do meio reacional também

foi determinada com o auxilio desse equipamento e expressa em graus Celsius (°C).
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4.5 Meétodos de caracterizacdo da biomassa
4.5.1 Sdlidos Suspensos Totais (SST) e Solidos Suspensos voléateis (SSV)

Os sélidos suspensos totais (SST) e volateis (SSV) no interior do reator foram
quantificados utilizando o método descrito por Bassin et al. (2012). Os solidos
suspensos totais (SST) e volateis (SSV) do efluente foram determinados conforme
metodologia descrita nas se¢es 2540D e 2540E, detalhados pela APHA (2005). Nesse
método, o volume da amostra varia de acordo com a quantidade de so6lidos suspensos
presentes, podendo ficar em torno de 10 a 200 mL. Nesse trabalho, foi utilizado um
volume de 100 mL. Primeiramente, cadinhos com membranas de fibra de vidro eram
colocados em uma mufla Pyroteca 560°C por 1h e, subsequentemente, apos resfriados a
temperatura ambiente eram pesados (essa massa corresponde a quantidade de sélidos
relativo a membrana apenas). Em seguida, as amostras eram filtradas em membranas e
levadas a estufa Fabbe-Primar, modelo 219, para secar por um periodo de 12 h a
temperatura de 105 °C. Apds esse periodo de tempo, os cadinhos eram novamente
pesados em uma balanga analitica Ohaus, modelo As 200, obtendo-se assim o valor de
SST. Posteriormente, procedeu-se a calcinacdo do material em mufla a temperatura de
560 °C. Apbs a pesagem dos mesmos, determinou-se a concentracdo dos soélidos

suspensos fixos (SSF). O valor de SSV foi obtido a partir da diferenca entre SST e SSF.
4.5.2 indice volumétrico de lodo (IVL)

Esse parametro indica o volume ocupado por unidade de massa (mL/gSST) de
lodo ao decantar. Para a determinacdo do 1V L3z, deixou-se decantar em uma proveta de
500 mL um volume de 100 mL de amostra, extraida do reator, durante 30 min,
medindo-se o volume final ocupado pelos sélidos. Conhecida a concentracdo de
biomassa na proveta e o volume da mesma, determinou-se o IVL pela relacdo entre o

volume final ocupado pelo lodo (mL) e a quantidade de biomassa na proveta (g SSV).
4.5.3 Densidade dos granulos

A massa especifica de uma substancia é definida como a massa por unidade de
volume e expressa em kg/m® no sistema internacional de unidades (MUNSON et al.,

1997). Um dos métodos para a determinacdo de densidade consiste na medida do peso
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de um recipiente com volume conhecido, volume este calibrado com o peso da agua
pura no mesmo recipiente. Esse recipiente é normalmente um picnémetro de vidro,
resistente e com baixo coeficiente de expansao térmica, geralmente com 25 mL ou 50
mL de volume e precisdo até a quarta casa decimal (CECCHI, 2003). A ABNT adota o
processo do picndmetro para a determinacdo da massa especifica das particulas menores

que 4,8 mm, utilizando a Equagdo 4.1.

(mg —my,)

— Equacédo 4.1
(My20 —My)

Pa = PH20

Onde p, é a massa especifica da amostra (kg/m®) a uma dada temperatura; ppo €
a massa especifica da 4agua (kg/m®) na mesma temperatura; m, é a massa (kg) do
picnémetro cheio da amostra; my,o € a massa do picnémetro (kg) cheio de agua e my é
a massa do picnémetro (kg) vazio (WINKLER et al., 2011).

4.5.4 Diametro médio das particulas

A determinacdo do didmetro médio das particulas foi realizada pela técnica de
granulometria por difracdo a laser, com o equipamento Mastersizer 2000 da marca
Malvern Instruments AS. O aparelho utilizado possui capacidade de medicdo de

particulas numa faixa de 0 a 2000 pum.
4.5.5 Velocidade de sedimentacéo

Dois métodos foram usados para determinar a velocidade de sedimentacdo: um
realizado em proveta (método experimental) e o outro tedrico baseado na lei de Stokes.
No método experimental, levou-se em consideracdo o tempo que o granulos do topo
leva até a base do leito do lodo. A Equacéo 4.2 determina a velocidade de sedimentacao

de uma Unica particula.

Equacéo 4.2

Onde d é a distancia percorrida pela particula (m) e t & o tempo ().
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Para o célculo segundo a lei de Stokes, levou-se em consideracdo valores médios
de densidade e diametro. Quando o nimero de Reynolds da particula era menor do que
1, foi utilizada a lei de Stokes para calcular a velocidade de sedimentacdo (Equacdo
4.3).

y o9 Po=pw dy
18" py Ty

Equacéo 4.3

Para particulas cujo nimero de Reynolds era superior a 1, a velocidade de
sedimentacdo foi determinada por meio do calculo do nimero de Arquimedes Equacéo
4.4).

_i Pp — Pw

Vw Pw

Ar .dy® Equacéo 4.4

E posteriormente foi definido o nimero émega a partir do diagrama de Omega
Arquimedes. A velocidade de sedimentacdo foi entdo calculada por meio da Equacao
4.5.

/A
A= s Pw Equacéo 4.5
g-Vy- (pp - pw)
Em que, g ¢ a aceleracdo da gravidade, py € a massa especifica da agua, p, € a
massa especifica da particula, vy, € a viscosidade cinematica da agua, d, é o didmetro de

particula e Vs ¢é a velocidade de sedimentacao.
45.6 Idade do lodo

A idade do lodo ou tempo de retencdo sélidos (TRS) foi calculado segundo a

Equacao 4.6.

V..SSV.

0. =
Qes,ssy + Qex,ssv

Equacédo 4.6
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Onde: 6, = Tempo de retencdo celular (dias), V; = volume do reator (m®),
SSV,ex = solidos suspensos volateis do reator ou do excesso (gSSV), Qesssv = taxa de
SSV do efluente de saida (gSSVes mdia™) e Qex,ssv = taxa de SSV do lodo em excesso
(gSSVexm®dia™).

4.5.7 Determinacao de Polihidroxibutirato (PHB)

Os polihidroxialcanoatos (PHA) sdo poliésteres lineares produzidos por diversos
grupos de bactérias como reserva de carbono e energia, a partir de acidos graxos,
acucares ou lipideos. O polihidroxibutirato (PHB) é o mais conhecido dos PHA e é
classificado como PHA um composto de cadeia curta (C3 — C5) (STEINBUCHEL e
FUCHTENBUSCH, 1998).

Para a determinacdo do PHB, foi necessario preparar padrdes desse composto
para gerar uma curva de calibracdo para o0 método. Para tal, pesou-se de 2 mg a 50 mg
ao 0,1 mg de acido polihidroxibutirico em tubos com tampa, de modo que os pontos
ficassem espacados. Para uma amostra com células, pesou-se 40 mg de célula liofilizada
em tubo com tampa; ou com amostra liquida, deixou-se o tubo secando em estufa para
retirada de &gua. Os tubos foram colocados em dessecador para esfriar ao abrigo de
agua. Foram entdo pesados até se obter massa constante. Preparou-se uma solugédo de
padrdo interno. Para isso, pesou-se 0,04 g a 0,1 mg de acido benzoico. Dissolveu-se o
acido benzoico em n-propanol e transferiu-se 0 mesmo para um baldo volumétrico de 10
mL. Avolumou-se o baldo até o traco de referéncia. Fez-se uma solugdo de n-propanol
acidificado para que ocorresse a quebra do polimero. Para isso, misturou-se HCI e n-
propanol na proporcédo de 1:4 em quantidade suficiente para analise das amostras (2 mL
para cada tubo). Adicionou-se 2 mL de n-propanol acidificado em cada tubo.
Posteriormente, adicionou-se 2 mL de 1,2-dicloroetano, solvente responsavel pela
extracdao dos analitos para analise. Entdo, 100 uL do padrao interno foram adicionados.
Vedaram-se os tubos com fita teflon para que ndo houvesse perdas por evaporacao.
Agitou-se cada tubo no vortex e estes foram colocados em banho por 3 h a 100°C para
que ocorresse a reagdo. AgitacOes adicionais foram realizadas nos primeiros 30 min.
Para que a agua do banho néo evaporasse totalmente, adicionou-se sazonalmente uma
guantidade pequena de agua, suficiente para que cobrisse os tubos e ndo alterasse a
temperatura de forma brusca. Retiraram-se os tubos do banho apdés 3 h para

resfriamento dos mesmos. Adicionou-se 4 mL de H20 Milli-Q e agitou-se cada tubo em
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vortex por 30 segundos. Transferiu-se a fase orgéanica do fundo do tubo para um tubo
Eppendorf. A fase orgénica era a inferior, devido & maior densidade do 1,2-dicloroetano
(1,25 g/lcm3). Centrifugaram-se esses tubos a 13.000 rpm, por 3 min, a 10°C, para que
ocorresse a separacdo de fases organica e aquosa (caso ainda apresentassem residuo
aquoso). Terminada esta etapa, coletou-se a fracdo organica com auxilio de seringa,
filtrando o material extraido em membrana de PTFE com 0,22 um de didmetro de poro
e 13 mm de didmetro para um frasco de 2 mL. Esses padrdes e amostras foram levados
ao cromatografo para analise.

A quantificacdo dos analitos se deu por meio interpolacdo dos dados obtidos,
com a equacao gerada pela curva padrdo. Em cada cromatograma obtido, foi anotado a
area do analito (P3HB) e a area de acido benzdico (padrdo interno), para obter a razéo
das areas. O “y” da equagdo da curva de calibragdo foi substituido pela razdo entre a
area do analito de interesse e a area do padrao interno, para obter a massa da substancia

na amostra.
4.5.8 Testes complementares a operagao continua do sistema RBS

Alguns testes de ciclo foram realizados em condi¢es normais de operacdo do
reator. Os testes foram realizados durante o final de cada estagio da Fase Il para efeito
de comparacéo entre os resultados obtidos em cada condi¢do. Amostras foram coletadas
a cada 10 — 20 min durante a fase de aeracdo para determinacdo de fdsforo total,

aménio, nitrato, nitrito e DQO.
4.5.9 Extracdo de DNA e sequenciamento do gene

Para investigar a diversidade bacteriana no reator, foram coletadas 8 amostras ao
longo das Fases | e Il. A Tabela 4.5 mostra as amostras e os dias em que foram
coletadas.

O DNA gendbmico das amostras foi extraido usando o kit PowerSoil DNA
Isolation (MoBio, Carlsbad, CA, EUA), seguindo as instrucdes do fabricante. Apds isso,
as amostras de DNA extraidas foram enviadas para sequenciamento do gene 16S rRNA
na plataforma Illumina MiSeq no Laboratdério Nacional de Argonne (Argonne National
Laboratory) (EUA).

Os dados de sequéncias foram processados usando o "RDP pipeline" (Ribosomal

Database Project v.11). Os barcodes foram removidos e as sequéncias menores do que
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150 pb e as quimeras foram removidas da analise. Os contigs foram montados e o
arquivo de Unidades Taxonémicas Operacionais (UTOs) foi gerado. As UTOs foram
definidas levando em consideracdo o critério de 3% de divergéncia. Uma sequéncia
representativa de cada OTU foi classificada taxonomicamente usando classificador
RDP.

Tabela 4.5: Amostras coletadas ao longo das Fases | e Il para a analise de diversidade
microbiana.

Fase | Fase 11
Dias de Amostra Dias de Amostra
coleta coleta
0 Indeculo (IN_I) 0 Inoculo (IN_IT)
40 Granulo formado (GR_I) 80 Granulo formado (FG_II)
160 Grénulo instavel (UG_I) 120 Gréanulo maduro (MG_II)
160 Granulo de cor escura (DG_II) e

Granulo de cor clara (LG_II)

Os indices de diversidade foram obtidos por meio do software PAST

(“Paleontological Statistics Software Package for education and data analysis™)

(HAMMER, HARPER E RYAN,. 2001).

67



5- RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse capitulo, serdo apresentados separadamente os resultados obtidos durante
a operacdo do reator na Fase | (sem prévia aclimatacdo do inoculo) e Fase Il (com
prévia aclimatacdo do indculo). Serd apresentada uma discussdo acerca de todo o
experimento de modo que todos os resultados sejam analisados conjuntamente e
comparados com os reportados na literatura.

Durante todo o periodo de operacédo, o oxigénio dissolvido na fase de aeragéo se
manteve na faixa entre 4 e 6 mgO,/L. A temperatura de operacao do sistema foi de 28 *

4°C. Ja o pH foi mantido na faixa compreendida entre 7 a 8.
5.1 Fasel
5.1.1 Indculo

Coletado a partir da estacdo de tratamento de esgoto municipal Alegria
(CEDAE), o lodo utilizado como in6culo para a partida do reator na Fase | era formado
majoritariamente por flocos, os quais apresentavam uma estrutura morfoldgica bastante
irregular (Figura 5.1). Em geral, os flocos biol6gicos sdo formados basicamente por
bactérias formadoras de flocos, cuja composicdo influencia na floculacdo da biomassa, e
consequentemente, na sua sedimentagdo. Flocos ideais que propiciam boa eficiéncia de
tratamento e sedimentacdo séo classificados como sendo predominantemente de médio
e grande porte, além de firmes, redondos e com aspecto compacto (VON SPERLING,
2008).

Figura 5.1: Morfologia do lodo de inéculo observadas em microscopia Optica de
contraste de fase. Aumento de 40x.
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Vale ainda mencionar que a planta de tratamento da qual o in6culo foi obtido foi
concebida principalmente para a remocdo de matéria organica. Além disso, durante a
coleta do lodo, a atividade nitrificante do mesmo era baixa, de modo que a presenca de

amonio no efluente do processo de lodo ativados era observada.
5.1.2 Processo de granulacéo aerobia e caracteristicas dos granulos formados

Apos a fase de partida do reator (aproximadamente 30 dias), durante a qual o
tempo de sedimentacdo foi diminuido gradativamente de 20 a 3 min, observou-se o
inicio da aglutinacdo dos micro-organismos para a formacgédo dos granulos (Figura 5.2).
Os granulos formados apresentaram quantidade expressiva de micro-organismos
filamentosos. A Figura 5.3 apresenta uma imagem dos granulos formados no 40° dia de
operacdo do reator, isto é, 10 dias apés o fim do periodo de selecdo da biomassa

granular.

Figura 5.2: Imagens da biomassa obtidas em estereoscopio durante operagdo na Fase |
(sem prévia aclimatacdo do lodo de inéculo): a) fase de selecdo com 20 min de
decantacéo; b) fase de selecdo com 12 min de decantacdo; c) fase de sele¢cdo com 3 min
de decantacgéo d) fase de granulagcdo completa. A barra de escala indica 50 um em (a)
enguanto em (b), (c) and (d) a barra de escala indica 500 pum.
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Figura 5.3: Granulos formados dentro do reator apds 40 dias de operagdo do reator.

O indice volumétrico de lodo (IVL) é um parametro bastante utilizado para
entender as diferentes fases da granulagdo aerdbia (ZHENG et al., 2005; LIN et al.,
2005). Esse parametro foi monitorado durante toda a operagdo do reator ao longo da
Fase | (Figura 5.4). Com a diminuicao gradual do tempo de sedimentacao de 20 a 3 min
objetivando a selecdo das particulas de melhor sedimentabilidade logo apo6s a
inoculacdo do reator, observou-se a formagdo de agregados microbianos de maiores
dimensdes. Ao término do estagio de selecdo, o didmetro médio das particulas de lodo
granular chegou a 0,75 mm (Figura 5.5). Como os flocos de dificil sedimentacdo foram
gradualmente arrastados do reator devido ao decréscimo do tempo de sedimentacdo do
ciclo do SBR, as propriedades de sedimentacdo da biomassa melhoraram
consideravelmente. Isto se refletiu em um acentuado aumento na velocidade de
sedimentacdo, de 1 para 23 m/h (Figura 5.8), enquanto que a densidade da biomassa
também apresentou um acréscimo gradual (Figura 5.6). Concomitantemente, foi
observada uma diminuicdo gradual do IVL na fase de selecdo dos granulos, o qual
passou de 203 mL/g para 60 mL/g em menos de 20 dias.

A reducdo do IVL também foi observada por Akker et al. (2015) durante as 3
primeiras semanas de operacdo de um reator visando a granulacéo aerdbia, sendo que o
valor desse parametro passou de 240 para 60 mL/g. Wagner (2011) observou que a
reducdo do tempo de sedimentacdo teve um efeito positivo no VL, que diminuiu de 190
para 26 mL/g. Por sua vez, o didmetro médio dos granulos aumentou gradualmente,
atingindo um valor de 3,5 mm no final da operacdo do RBS de lodo granular (63 dias de

duragéo).
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Uma vez observada a formacdo dos primeiros granulos, esperava-se que o IVL
apos a fase de selecdo fosse mantido em valores proximos a 60 mL/g, caracteristico de
lodo granular com boa sedimentacdo (ZHENG et al., 2005; LIN et al., 2005). No
entanto, 10 dias apos a fase de selecdo, a biomassa granular formada foi totalmente
tomada de filamentos, o que repercutiu na diminuicdo de sua densidade e no aumento
brusco do IVLs,. Nesse periodo, a biomassa perdeu a forma arredondada, apresentando
uma estrutura descompactada, sem forma definida. O didmetro médio dessa biomassa
foi reduzido para em torno de 0,5 mm, o que nédo representa um decréscimo substancial.
No entanto, deve-se levar em conta que 0 excesso de filamentos presentes na biomassa
pode ter influenciado o resultado obtido no analisador de granulometria por difragéo a
laser (Malvern), contribuindo para superestimar o diametro médio das particulas. De
fato, a proliferacdo de filamentosas durante esse periodo acarretou o aumento
significativo do VL3, que passou a oscilar entre 400 mL/g e 540 mL/g (Figura 5.4).
Periodos de queda e aumento do IVL (60 - 385 mL/g), atrelado ao aumento da
concentracdo de biomassa (3,5 - 13 gSST/L) também foram constatados por Akker et al.
(2015). Esses autores afirmam que esse fendmeno estd ligado a instabilidade da
biomassa, e, consequentemente, ao crescimento de organismos heterotroficos, visto que
0 arraste dos solidos ocorreu gradativamente durante os 40 dias de operagdo, fazendo
com que a concentracdo de sélidos caisse para 0,9 gSST/L.

De forma surpreendente, granulos com estrutura razoavelmente regular
formados a partir da biomassa com formato indefinido voltaram a aparecer no sistema,
levando a um novo decréscimo do IVL para 120 mL/g. O didmetro médio das particulas
voltou a subir para aproximadamente 0,7 mm, ao mesmo tempo que a densidade sofreu
um pequeno incremento. No entanto, apOs alguns dias de recuperacdo, a biomassa
granular, além de perder a forma novamente, sofreu desagregacdo, dividindo-se em
pequenas particulas com menor densidade. Essa fase foi denominada de desgranulacéo.
Consequentemente, o diametro médio da biomassa decaiu gradualmente, até atingir o
valor minimo de 0,39 mm (Figura 5.5). Com particulas menores e menos densas, o IVL
voltou a subir, permanecendo estavel em valores na faixa entre 215 e 300 mL/g. Beun et
al. (1999) trabalharam com um reator granular submetido a tempos de retencdo celular
em torno de 50 dias. Os menores valores de VLo e VL, foram de 80 e 77 mL/g,

respectivamente.
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Figura 5.4: indice volumétrico de lodo (IVLsg) ao longo da operacdo do reator na Fase I.
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Figura 5.5: Didmetro médio das particulas de biomassa ao longo da operacdo na Fase I.
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Figura 5.6: Densidade do granulo da Fase I.
A velocidade de sedimentacdo da biomassa também foi avaliada por meio de

experimentos. Como os flocos de dificil sedimentacdo foram gradualmente arrastados
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do reator devido ao decréscimo do tempo de sedimentacdo do ciclo do SBR, as
propriedades de sedimentacdo da biomassa melhoraram consideravelmente. Isso se
refletiu em um acentuado aumento na velocidade de sedimentacdo, passando de 1 para
23 m/h (Figura 5.8). Jungles et al. (2011) também observaram que quando o tempo de
sedimentacdo foi reduzido de 6 para 4 min, a velocidade de sedimentacdo passou a 11
m/h, enquanto que a reducdo de 4 para 3 min acarretou um aumento desse parametro
para 15 m/h. De fato, a estratégia de redugdo gradual do tempo de sedimentagdo tem
sido efetivamente aplicada em reatores de escala laboratorial para obtencdo de
particulas com alta velocidade de sedimentacdo (ARROJO et al., 2004).

Uma vez completa a granulacdo (ao fim do estagio de selecdo), granulos
comecaram a se acumular rapidamente no sistema, resultando em um aumento na
concentracdo de biomassa (Figura 5.7). ApoOs cerca de 40 dias, o reator estava
completamente dominado por granulos, como ilustrado na Figura 5.3. Sob essas
condicBes, esperava-se que 0 IVLgz se mantivesse proximo a 60 mL/g, o que é
caracteristico de lodo granular com boas propriedades de sedimentacdo (ZHENG et al.,
2005). No entanto, considerando-se que a biomassa formada estava completamente
coberta por filamentos, um decréscimo em sua densidade e um rapido aumento no 1VLs
foram observados. O 1VL3z, permaneceu instavel entre 400 e 540 mL/g. Durante esse
periodo, a biomassa ndo mais apresentava uma forma arredondada bem definida,
assumindo uma aparéncia pastosa e sem forma regular. Apesar do diametro médio ter se
reduzido para cerca de 0,5 mm, a taxa de sedimentacdo caiu substancialmente,
resultando em arraste de biomassa do reator (Figura 5.7).

Apoés a fase de instabilidade e crescimento dos filamentos, a velocidade de
sedimentacdo decaiu substancialmente, o que ocasionou certo arraste de células do
sistema, evidenciado pelo decréscimo na concentracdo de sélidos suspensos totais
(Figura 5.7). Nesse periodo, ocorreu também o acréscimo do VL3 e diminuigdo do
didmetro das particulas. Surpreendentemente, alguns granulos de formato
razoavelmente regular comecaram a se formar novamente a partir da biomassa
filamentosa presente no biorreator. 1sso levou ao decréscimo do VLo para 120 mL/g.
Enquanto isso, o diametro médio aumentou para 0,7 mm e a densidade sofreu um
pequeno aumento. A recuperacdo parcial do sistema durante a fase de granulacdo
completa foi também acompanhada por um aumento na taxa de sedimentagdo (Figura
5.8) e na concentragcdo de biomassa dentro do reator (Figura 5.7). Apesar disso, apos
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alguns dias, os granulos perderam sua forma regular e se desagregaram, gerando
pequenas particulas fragmentadas. O didmetro médio caiu para 0,39 mm (Figura 5.5)
enquanto o IVLg, aumentou e permaneceu entre 215 - 300 mL/g, faixa na qual bulking
filamentoso é predominante. Nesse estagio, denominado como desgranulacdo, a
velocidade de sedimentacéo dos flocos de lodo foi gradualmente reduzida para 2,5 m/h
enquanto o TSS gradualmente decaiu de cerca de 2 g/L para 0,5 g/L (Figura 5.7). A
razdo média de VSS/TSS foi de cerca de 84%.

Um fato a ser destacado é que, apesar de ter ocorrido arraste da biomassa, esta
permaneceu presa a parede do reator devido a consisténcia pastosa adquirida,
provavelmente como resultado da proliferagdo de organismos filamentosos. Essa
observacdo pode explicar o teor de so6lidos praticamente invaridvel observado durante os
ultimos 20 dias de operacdo do reator na Fase | (Figura 5.7).

Quando as velocidades de sedimentacdo obtidas experimentalmente (com uso de
proveta graduada) sdo comparadas com aquelas estimadas a partir da lei de Stokes,
percebe-se que valores mais elevados foram obtidos quando o segundo método foi
empregado (Figura 5.8). Esse resultado pode ser explicado pelo fato de o didmetro de
particula, utilizado no célculo da velocidade de sedimentacéo, ter sido superestimado
pelo método de difracdo a laser devido a presenca de filamentos. Em fun¢édo disso, o
procedimento experimental parece ser mais adequado para a determinacdo da
velocidade de sedimentacdo da biomassa, especialmente na presenca de organismos

filamentosos. Nesses casos, o diametro de particula deve ser avaliado com cautela.

Granulagio
Selecio completa e instavel Desgranulacio

35

= SST (g/L)
mSsV (g/t)

volateis (g/L)
— (=)
i L w

Sélidos suspensos totais e

[=]
[

0 4 17 30 40 45 52 5S4 S8 64 70 87 103 119 130 147 158 170
Tempo (dias)

Figura 5.7: Solidos suspensos totais (SST) e solidos suspensos volateis (SSV) durante a
Fase I.
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Figura 5.8: Velocidade de sedimentacdo das particulas ao longo da operacao do reator
em batelada sequencial: método experimental utilizando proveta (m) e calculo tedrico
pela Lei de Stokes (@)

Para tentar compreender melhor as mudancas na estrutura da biomassa ao longo
do processo de granulagdo, langou-se mé@o de microscopia eletrénica de varredura
(MEV) (Figura 5.10). O lodo floculento, sem forma definida, utilizado como indculo,
estd representado na Figura 6.8a. Apds a etapa de selecdo de particulas de maior
tamanho e densidade, foi atingido o estagio de granulacdo completa, durante o qual as
particulas apresentaram forma arredondada (Figura 5.10b). A proliferacdo de filamentos
nos granulos formados (Figura 5.10c) provocou a perda da estrutura granular e, por
conseguinte, deu inicio a fase de desgranulacdo (Figura 5.10d). Durante esse ultimo
estagio, observa-se que a biomassa ja ndo apresenta mais forma definida (Figura
5.10d,e). Esse fendmeno de instabilidade dos granulos também foi verificado por Akker
et al. (2015). Como a biomassa ja apresentava aspecto pastoso (Figura 5.9) na fase de
desgranulacdo, nao foi possivel obter uma imagem mostrando a estrutura externa do
granulo. O préprio procedimento de preparacdo da amostra usado para visualizacdo em
MEV ja era responsavel por fragmentar ainda mais as particulas tomadas por
filamentos, os quais podem ser observados em detalhes na Figura 5.10e. Além disso, é
relevante mencionar que a preparacdo de amostras para a analise de MEV contribui com
a fragmentacdo das particulas com excesso de filamentos, as quais exibem uma menor
resisténcia ao cisalhamento. Em suma, a instabilidade observada nas diversas

propriedades da biomassa, (I\VVLso, didmetro de particula, densidade e velocidade de
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sedimentacdo) é um reflexo dos instaveis agregados microbianos formados, indicando
que o processo de granulacdo ndo foi bem-sucedido. O experimento foi, portanto,

encerrado.

Figura 5.9: Biomassa com consisténcia pastosa retida na parede do reator apos a
desgranulagéo.
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Figura 5.10: Micrografias de microscopia eletronica de varrdua (MEV) da biomassa no final das diferentes fases: (a) indculo; (b) e (c) grauagéo
completa; (d) e (e) desgranulacéo.
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5.1.3 Remocao de matéria organica e nutrientes

O desempenho do reator na Fase | foi avaliada em termos de remocéo de matéria
organica, nitrogénio e fosforo (Figura 5.11 a 5.13). Durante a fase de selecdo da
biomassa granular, a maior parte dos flocos de dificil sedimentacdo foram arrastados do
sistema de modo a selecionar apenas particulas mais densas com alta velocidade de
sedimentagéo.

A Figura 5.11 apresenta o desempenho do reator em relacdo a remocao de
matéria carbonacea. A DQO na entrada (designada por ty) foi mantida em
aproximadamente 400 mg/L. Pequenos desvios desse valor devem-se a preparacdo do
meio sintético. Durante a fase de sele¢do da biomassa granular, a remog¢do de matéria
orgénica ndo foi completa, permanecendo em torno de 90%. Durante esse periodo,
grande parte dos flocos pobremente sedimentaveis foi arrastada do sistema, dando
oportunidade para a selecdo apenas de particulas mais densas e com maior velocidade
de sedimentacdo. No entanto, uma vez atingida a granulagdo completa (apds 30 dias de
operacdo), o acumulo de biomassa granular permitiu remover toda a matéria organica
afluente. Com a instabilidade da biomassa, causada pela proliferacdo de bactérias
filamentosas, tal desempenho ndo foi afetado, e a remocdo de matéria organica
continuou a ser completa. O mesmo foi observado durante a fragmentacéo da estrutura
dos gréanulos (etapa de desgranulacéo).

Trabalhando com cargas organicas entre 1,5 e 10 KgDQO/(m>.d), Figueroa et
al., (2009) obteve eficiéncias na remocdo de matéria organica em termos de DQO
soltvel de 80-90%. Esses valores sdo inferiores ao encontrados neste estudo, no qual a
carga organica aplicada foi de 2 kgDQO(m?3.d). Li et al. (2008) observaram que a carga
organica aplicada teve um importante efeito na morfologia, propriedades estruturais e na
populacdo bacteriana dos granulos formados. Segundo esses autores, altas cargas
organicas promovem a formacao de granulos grandes e posterior ruptura dos mesmos.

E interessante ressaltar que, durante todo o periodo experimental, praticamente
toda a matéria orgénica foi removida na fase de aeracdo, enquanto que a fase anaerobia
pouco contribuiu para abater a DQO. O balan¢o de massa para a DQO, levando em
consideracdo a DQO afluente e a taxa de troca de volume do SBR, revelou que apenas
10 - 20% da mateéria organica afluente foi removida durante o periodo de alimentacao

anaerdbia. Desse modo, a concentracdo de matéria organica apos os 60 min destinados a
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fase anaerdbia de alimentacdo (instante designado por ts) sd0 menores do que as do
afluente principalmente devido a diluico desse ultimo com o liquido remanescente do
ciclo anterior (efluente tratado), praticamente desprovido de material organico durante a
maior parte do experimento.

Considerando que a troca volumétrica do reator em cada ciclo é em torno de
63%, a diluicdo da afluente (DQO de 400 mg/L) com o liquido presente no interior do
reator apds o descarte fornece uma DQO em torno de 230 mg/L, particularmente para o
periodo em que a DQO no efluente do reator (final do ciclo, designado por tig) era nula.
De fato, como pode ser observado na Figura 5.11, a DQO ap6s o periodo de
alimentacdo apresenta valor proximo a esse durante o periodo no qual a DQO foi
totalmente removida. A DQO média no tg foi de 224 mg/L.

Os perfis de concentracdo de fosfato ao longo da Fase | podem ser visualizados
na Figura 5.12. A concentracdo afluente de fosforo apresentou o valor médio de 14
mgPO,¥-P/L. Como o reator foi operado em regime anaerébio-aerébio, era esperado
que ocorresse o desenvolvimento dos organismos acumuladores de polifosfato (PAO),
com consequente liberacdo de fosfato na fase anaerdbia e absorcdo do mesmo na fase
aerada. No entanto, a ocorréncia do fendbmeno EBPR (Enhanced biological phosphorus
removal) pode ser desprezada ao longo de todo o periodo experimental, e a pequena
remocdo de fésforo (em torno de 19%) obtida ao longo do ciclo operacional por ser
atribuida ao seu consumo para o crescimento celular. Jungler et al. (2011), operando um
reator de granulos em escala de laboratério, também observou que a eficiéncia de
remocdo de fosfato ndo teve uma clara tendéncia, atingindo o valor méximo de cerca de
80%.

As concentracdes de amoénio nas diferentes fases do ciclo do SBR estdo
ilustradas na Figura 5.13. A concentracdo afluente de aménio variou principalmente na
faixa entre 40 e 44 mgN/L. Como ndo ha nitrificacdo na fase de alimentacdo anaerdbia,
a concentracdo de amdnio ap0Os essa etapa € menor que a concentracdo de amonio na
corrente de alimentagdo devido a dilui¢do da ultima com liquido remanescente do ciclo
anterior do SBR. Durante toda a operagdo na Fase |, a remog¢do de amonio foi baixa, em
média de 46%. O baixo percentual de nitrificacdo foi parcialmente causado pela
significativa perda de biomassa e consequente reducdo do tempo de retencdo de
biomassa em varias ocasifes durante a Fase I, como ocorreu na fase de selecdo de
granulos e no periodo de instabilidade da biomassa granular.
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5.2 Fasell

Considerando os resultados obtidos na Fase I, na qual observou-se granulagao
instdvel seguida de desgranulacdo, uma estratégia operacional diferente foi
implementada. Nessa nova fase de experimentos, designada como Fase Il, o lodo
floculento utilizado como indculo foi submetido a um periodo de aclimatacdo as
condi¢BGes de operagdo do SBR antes do estagio de selecdo de biomassa granular.
Portanto, o tempo de sedimentacdo durante este periodo de adaptacdo foi mantido em 40
minutos para prevenir o arraste de biomassa, garantindo que a maior parte dos flocos de
lodo ativado permanecesse no reator. A ideia era selecionar organismos heterotroficos
de crescimento lento que fossem capazes de armazenar matéria organica afluente na
forma de polimeros intracelulares durante o periodo de alimentacdo anaerobia, tais
como organismos acumuladores de polifosfato (PAQ), bem como bactérias nitrificantes.
Conforme relatado na literatura, tais organismos, cujas taxas de crescimento sdo
relativamente baixas, favorecem a obtencdo de granulos densos e estaveis (DE KREUK
e VAN LOOSDRECHT, 2004).

Como evidenciado durante a operacdo da Fase I, ja iniciada pela estratégia de
diminuicdo do tempo de sedimentacdo para obter o arraste de flocos e selecdo de
biomassa granular, a atividade nitrificante do lodo desde o comego foi baixa, e a
remocdo bioldgica de fésforo ndo foi observada. Com a aplicacdo de condicdes
anaerdbias e aerdbias sequenciais, evitando o arraste de solidos, buscou-se estimular a

ocorréncia do fendbmeno EBPR durante o periodo de aclimatacéo.
5.2.1 Indculo e fase de aclimatacéo

Da mesma forma que na Fase I, o lodo utilizado como indculo para a partida do
reator na Fase Il foi coletado na estacdo de tratamento de esgoto municipal Alegria
(CEDAE). Uma foto ilustrativa do material bioldgico de partida estd mostrada na Figura
5.14. Pode-se observar que algumas bactérias filamentosas também estdo presentes na

estrutura dos flocos de lodo.
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Figura 5.14: Morfologia do lodo de in6culo observada em microscopia Optica de
contraste de fase. Aumento de 40x.

5.2.2 Processo de granulacdo aerobia e caracteristicas dos granulos formados

Embora a etapa de aclimatacdo do lodo ao regime anaerdbio-aerébio tenha sido
planejada para estimular o desenvolvimento de um consércio microbiano constituido
por PAO e bactérias nitrificantes e ndo visando a selecdo de particulas de maior
tamanho, durante esse periodo ja foi observada alteracdo na estrutura da biomassa.
Alguns flocos de maior tamanho e mais densos foram obtidos, apesar do tempo de

sedimentacé&o ter sido mantido elevado (40 min) (Figura 5.15).

Figura 5.15: a) Lodo de in6culo; b) Aspecto do lodo apds a eapa de aclimatacdo. A
barra de escala indica 500 pm.

Durante esse periodo, observou-se uma diminui¢do gradual do 1\VLz de 197
para 124 mL/g (Figura 5.17). O tamanho médio dos aglomerados maiores formados
neste estagio aumentou de 0,2 a 0,4 mm (Figura 5.18), enquanto a densidade aumentou
ligeiramente (Figura 5.19). Consequentemente, observou-se um incremento na
velocidade de sedimentacéo de 1,2 a 15 m/h (Figura 5.20).
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A formacdo gradual de biomassa granular ao longo do estagio de selecdo esta
mostrada na Figura 5.16. No inicio desse periodo, quando o tempo de sedimentagdo
estava em 30 min, algumas particulas maiores com tamanho médio de 0,4 mm ja
haviam comecado a aparecer no reator (Figura 5.16a). Ao reduzir o tempo de
sedimentacdo para 20 min, aglomerados microbianos maiores se formaram (Figura
5.16b), embora os primeiros aglomerados com aparéncia de granulos, apesar de terem
formato irregular, foram observados quando o tempo de sedimentagéo foi reduzido para
3 minutos (Figura 5.16¢). Granulacdo completa, caracterizada pela presenca de granulos
maduros de formato arredondado (Figura 5.16d), foi atingida ap6s 40 dias de operacdo
durante o estagio de selecdo. Consequentemente, uma reducao no I\VLjz, foi observada
quando o tempo de sedimentagdo foi reduzido de 40 para 3 min. O maior declinio
ocorreu entre os dias 40 e 54, durante os quais o tempo de sedimentacéo foi reduzido de
40 para 20 minutos. O didmetro médio da biomassa granular em formagdo aumentou
gradualmente (0,4 - 0,75 mm) durante a fase de selecdo (Figura 5.18). Ao mesmo
tempo, a densidade (Figura 5.19) e a velocidade de sedimentacdo dos sélidos (Figura
5.20) aumentaram. No fim da fase de selecéo, os grénulos apresentaram uma velocidade

de sedimentacdo de 62 m/h.

Figura 5.16: Imagens da biomassa em diferentes dias de operacdo: a) fase de selecdo em
30 min de decantacdo b) fase de selecdo em 20 min de decantacdo c) fase de selecdo em
3 min de decantacéo d) fase de granulacdo completa. A barra de escala indica 500 pm.
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Apos o periodo de selegdo, o VL3, permaneceu estavel em cerca de 40 mL/g.
Ademais, o IVLs praticamente se igualou ao 1Lz (Figura 5.17), indicando que se
atingiu granulacdo completa da biomassa (PRONK et al., 2015b; AKKER et al., 2015).
O mesmo comportamento foi observado na densidade dos grénulos formados, que
permaneceu praticamente invariavel durante todo o estagio de granulacdo. O diametro
médio da biomassa granular aumentou gradualmente até 1,05 mm (Figura 5.18),
enquanto a velocidade de sedimentacdo alcangou um méximo de 80 m/h. A partir dai o
lodo granular desenvolvido permaneceu estavel e robusto até o fim da operacdo do SBR
na Fase II.

Segundo Tay et al. (2006), o diametro médio dos granulos aer6bios podem
variar de 0,2 a 10 mm dependendo de vérios fatores: crescimento celular, producédo de
exopolimeros e desprendimento das células do granulo devido ao estresse
hidrodinamico pela agitacdo e aeracdo. Ni et al. (2009) conseguiram formar granulos
aerobios utilizando um RBS para tratar esgoto sanitario cuja DQO era em torno de 200
mg/L, praticamente a metade da empregada nesse trabalho. Depois de 300 dias de
operacdo, esses autores registraram uma concentracdo de biomassa de 9,5 gSSVIL,
inferior a obtida nesse trabalho, que chegou a 15 gSSV/L. Ja os diametros dos granulos
formados foram de 0,2 a 0,8 mm de diametro, enquanto que o valores obtidos nessa

pesquisa situaram-se entre 0,2 e 2,0 mm.
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Figura 5.17: Indice volumétrico de lodo (IVVL) ao longo da Fase I1: IVLs (m) IVL3 (e).
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Figura 5.18: Diametro médio de particula ao longo da Fase I1.
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Figura 5.19: Densidade da biomassa ao longo da Fase I1.
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Figura 5.20: Velocidade de sedimentacdo das particulas ao longo da operacéo do reator

em batelada sequencial: método da proveta (m) e Lei de Stokes (®).
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Diferentemente do que foi observado na Fase |, a taxa de sedimentacédo
calculada pela lei de Stokes (Equacdo 4.2) foi bastante similar aquela obtida
experimentalmente, especialmente quando a granulagdo completa foi atingida durante a
Fase Il. Este resultado esta relacionado a auséncia de bactérias filamentosas que, como
observado na Fase I, causam uma superestimacdo do diametro de particula pela técnica
de difracdo a laser. A andlise de MEV foi realizada durante a transformacdo de
pequenos flocos em granulos e os resultados mostraram que a biomassa granular
formada exibia uma estrutura densa e compacta, sem cavidades ou rachaduras (Figura
5.22), sugerindo que a introducdo de uma fase de aclimatacdo previamente a etapa de
selecdo da biomassa granular foi favoravel a formacédo de granulos estaveis e de formato
regular.

As concentracdes de sélidos suspensos totais (SST) e sélidos suspensos volateis
(SSV) do reator obtidas ao longo da operacdo estdo mostradas na Figura 5.21. Na fase
de aclimatacéo, a concentracdo de biomassa sofreu uma diminuig&o nos primeiros dias,
provavelmente em funcdo da mudanga de ambiente, de um reator em escala real
alimentado com esgoto domestico para um de bancada alimentado com efluente
sintético. Apos 40 dias de adaptacdo, a concentracdo de biomassa permaneceu proxima
a obtida no inicio da Fase Il, logo apés a inoculacao.

Durante a fase de selecdo, observou-se uma tendéncia de diminui¢do da
concentracdo de SST em funcdo da reducdo gradual do tempo de sedimentacéo,
sobretudo quando esse foi de apenas 3 min. Em seguida, uma vez atingida a granulacéo
completa no dia 75, a concentracdo de SST aumentou gradualmente em fungdo do
acumulo de biomassa granular no reator. A concentragdo de SST chegou a 20 g/L.
(Figura 5.21). A relacdo SST/SSV média foi de aproximadamente 63 %.

Akker et al. (2015) observaram um aumento gradual da concentracdo de
biomassa de 1,5 — 6,0 gSST/L nos primeiros 30 dias de operacdo do RBS de lodo
granular. De acordo com De Kreuk et al. (2005b), a concentracdo de SST nos reatores
granulares pode variar entre 0,88 a 16,2 gSST/L, sendo o valor médio usualmente
obtido pelos pesquisadores igual a 6,8 gSST/L. Apesar de terem obtidos granulos com
didametros semelhantes ao do presente estudo, Ni et al. (2009) observaram menores
concentracdes de SST no reator (valores entre 8,0 e 10,0 gSST/L) apds a formacdo dos
granulos. Liu et al. (2010b) também obtiveram elevadas concentracGes de biomassa

apos o processo de granulagdo (valores acima de 10,0 gSSTI/L).
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Figura 5.21: Sélidos suspensos totais (SST) e sélidos suspensos volateis (SSV) durante
a operacao do reator da Fase I1.
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Figura 5.22: Micrografias de microscopia eletronica de varredura (MEV) da biomassa ao longo das diferentes fases de operagéo do reator: a) e
(b) in6culo usado para obtengdo de granulos; (c) aspecto exterior e (d) interior da biomassa granular formada (fase de granulacdo completa e
estavel).
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5.2.3 Remocao de matéria organica e nutrientes

O desempenho do RBS em termos de remogdo de matéria organica durante a
Fase Il esta apresentado na Figura 5.23. A DQO na entrada no reator foi de
aproximadamente 350 mg/L. Remocéo completa de DQO foi alcancada apenas no fim
do estagio de selecdo, quando granulos maduros estavam estabelecidos no interior do
reator. A partir do balanco de massa para a DQO durante um ciclo de operacdo,
observou-se que a maior parte da fracdo da matéria organica afluente (80% em média)
foi convertida durante o periodo de alimentacdo anaerObia. Possivelmente essa
conversao tenha sido realizada por PAO e GAO, uma vez que esses organismos, mesmo
na auséncia de aceptores de elétrons (oxigénio, nitrato ou nitrato), sdo capazes de
armazenar a fonte de carbono externa (acetato) em PHA, utilizando-o0 posteriormente
em condicOes de auséncia de substrato externo. Por outro lado, a fase aerada contribuiu

com a remogéo de 15-20% da DQO afluente.
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Figura 5.23: DQO no efluente (t0) (®), apds a alimentagdo (t60) (m) e no efluente (t180)
(A) durante a operacao do reator na Fase II.

Os perfis de fosfato ao longo do tempo estdo mostrados na Figura 5.24. No
decorrer do etagio de aclimatagdo, mas principalmente durante o estagio de selecéo de
granulos, a quantidade de fosfato liberado no liquido na fase anaerdbia aumentou. Isso
indica um aumento da atividade dos PAO. A quantidade media de fosfato liberado foi
de 46 mgPO,*-P/L. Além disso, o consumo de fésforo durante o periodo aerado

aumentou gradualmente a partir do inicio da fase de selecéo (dia 40) até o dia 60.
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A partir do balango de massa para a DQO durante um ciclo de operacéo,
observou-se que a maior parte da fracdo da matéria organica afluente (80% em média)
foi convertida durante o periodo de alimentacdo anaerdbia. Possivelmente essa
conversdo tenha sido realizada por PAO e GAO, uma vez que esses organismos, mesmo
na auséncia de aceptores de elétrons (oxigénio, nitrato ou nitrato), sdo capazes de
armazenar a fonte de carbono externa (acetato) em PHA, utilizando-o0 posteriormente
em condicGes de auséncia de substrato externo. Por outro lado, a fase aerada contribuiu

com a remocéo de 15-20% da DQO afluente.
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Figura 5.24: Concentragdes de PO43--P no afluente (t0) (@), ap6s regime anaerdbio
(t60) (m) e no efluente (t180) (A) durante a operagdo do reator na Fase II.

Apesar do baixo desempenho em termos de remocdo de fosfato, o0 metabolismo
caracteristico do processo EBPR com liberacdo de fosfato anaerdbia foi observado
durante a operacdo do RBS na Fase Il. Como o PHB ¢ o principal composto intracelular
armazenado pelos PAO (MINO et al., 1998 e MESQUITA et al., 2013), sua quantidade
na biomassa foi determinada ao longo da granulacdo aerdbia. A concentracdo de PHB
representou aproximadamente 4,5% da massa seca da biomassa, resultado similar ao
obtido por Bassin et al. (2012b).

A nitrificacdo e remocéo total de nitrogénio foram também avaliadas ao longo
da Fase Il (Figura 5.25). A concentracdo de amodnio apés a fase de alimentacdo (em
média 24 mg/L) foi menor que aquela do afluente. Levando em consideracao o teor de

amonio afluente e efluente em um dado ciclo e a diluicdo do afluente com o liquido
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remanescente do ciclo anterior (troca de volume do RBS de 63%), a concentracdo
tedrica esperada apds a fase de alimentacdo anaerdbia foi calculada. Em média, a
concentracdo de amonio obtida foi 23% menor do que o esperado. Essa percentagem se
refere principalmente a adsorcdo de amoénio pela biomassa granular, um fenémeno ja
investigado em estudos anteriores (BASSIN et al., 2011). A quantidade de amdnio
adsorvido pela biomassa foi ainda maior (21% da amodnia afluente) no estagio de

granulacdo completa, onde a biomassa consistia principalmente de lodo granular.
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Figura 5.25: Concentragdes de amonio no afluente (t0) (@), apds o regime anaerobio de
alimentagéo (t60) (m) e no efluente (t180) (A), nitrato (<) e nitrito ( 1) durante a
operacdo do reator na Fase II.

A capacidade média de adsorcdo de aménio da biomassa granular foi de 1,4
mgNH,;-N/gVSS em uma concentracdo de equilibrio de aménio de 24 mgNH,"-N/L
(valor médio de vérias determinacBes da concentracdo de aménio ap6s a fase
anaerobia). Essa capacidade de adsorcdo estd de acordo com aquela reportada na
literatura (BASSIN et al., 2011). O am6nio adsorvido durante a alimentacdo anaerdbia é
dessorvido durante a fase aerada e se torna disponivel para nitrificagao.

Apenas durante os primeiros 20 dias de operacao do reator, durante o estagio de
aclimatacgdo, amonio residual foi detectado no efluente do RBS. Durante esse periodo, a
remoc¢do de amonio aumentou de 56 para 95%. Nitrificagdo completa foi obtida ainda
antes da fase de selecdo de granulos (dia 40). Esse desempenho foi obtido até o fim da

Fase I1. A concentracdo de compostos nitrogenados oxidados (NO, e NO3) no efluente
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do RBS declinou gradualmente entre os estagios de aclimatacdo e selecdo, periodo no
qual se formaram os primeiros granulos (Figura 5.25). Como o didmetro médio da
biomassa granular aumentou durante a fase de selecdo de granulos, a remocdo de
nitrogénio apresentou um aumento acentuado de 65 para cerca de 95% (Figura 5.26).
Ao alcancar granulagdo completa no SBR, o tamanho dos granulos continuou a

aumentar, mas apenas um leve aumento na reducdo de nitrogénio foi observado.

Granulacao estavel e
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Figura 5.26: Relacdo entre o didmetro médio da biomassa granular (mm) e a eficiéncia

de remocédo de nitrogénio (%). Os dados apresentados referem-se a fase de selecéo (20,

12 e 8 minutos de tempo de assentamento) e durante o estagio de granulacéo (dias 80 a
90 e dias 100-170).

5.2.4 Testes de ciclo

Para acompanhar a dindmica de DQO, nitrogénio e foésforo ao longo do ciclo
operacional do RBS, testes de ciclo foram realizados na Fase Il, particularmente na
etapa de selecdo de grénulos e de granulacdo completa. Como ja relatado na secéo 5.2.3,
uma grande fracdo (~ 80%) da matéria organica afluente (na forma de acetato) foi
convertida na fase de alimentacéo anaerobia e apenas uma pequena quantidade de DQO
esteve disponivel durante a aeracdo. Os resultados estdo mostrados na Figura 5.27.
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Durante o estagio de selecdo de granulos, durante o qual a biomassa granular foi
formada a partir de lodo floculento, liberacdo substancial de fosfato foi observada em
condicdes anaerdbias (Figura 5.27). Esse resultado esteve diretamente associado ao
consumo de acetato e sua conversao em polimeros intracelulares (PHA) por PAO. No
entanto, fosfato residual sempre foi detectado no efluente. Quando a granulagéo
completa foi alcancada, o consumo anaerdbio de DQO manteve-se alto, indicando o
armazenamento de PHA. No entanto, a liberacdo anaerdbia de fosfato e a absorcdo de
fosfato na fase aerada diminuiram drasticamente (Figura 5.27). A absor¢cdo maxima de
fosfato observada no estagio de selecdo foi de cerca de 15 e 17 mgPO4>-P/(gSSV.h) nos
ciclos com tempo de decantacdo de 30 e 20 minutos, respectivamente. Esta taxa foi
substancialmente reduzida para 1,5 mgPO.>-P/(gSSV.h) quando o processo de
granulacao foi finalizado.

Em relacdo ao processo de nitrificacdo, observou-se que o amonio foi
completamente removido em menos de 30 minutos ao longo da fase de aeragdo no
estagio de selecdo de granulos (Figura 5.27a). A oxidacdo do amonio prosseguiu ainda
mais rapidamente no estagio com lodo totalmente granulado (dentro de 20 min de
aeracdo). No entanto, a quantidade de SST também foi maior nesta fase. Assim, as taxas
especificas de nitrificacdo foram calculadas para todos os testes de ciclo e 0s seguintes
resultados foram obtidos: 9,4, 13,9 e 6,1 mgNH4-N/(gSSV.h) para o estagio de selecdo
de biomassa granular (tempos de sedimentacdo de 30 e 20 min) e estagio de granulagéo
completa (3 minutos de decantacdo), respectivamente. Observa-se que a taxa especifica
de nitrificacdo aumentou ao longo da fase de selecdo de granulos, o que provavelmente
se deve ao enriquecimento da biomassa com nitrificantes. No entanto, assim que 0s
granulos atingiram diametros maiores (dentro do estagio de granulacdo completo), a

atividade especifica de oxidacdo de amoénio diminuiu.
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Figura 5.27: Testes de ciclo referentes a operacédo do reator na Fase II.



O acumulo continuo de nitrato na fase aerada s6 foi observado durante o estagio
de selecéo de granulos, particularmente quando o tempo de sedimentacédo foi de 30 min
(Figura 5.27a). Embora o acumulo de nitrato também tenha sido observado no estagio
completo de granulagdo, sua concentracdo foi reduzida para menos de 0,3 mg/L ao
longo da fase de aeragdo. Um pequeno acumulo de nitrito também foi observado em
todos os testes de ciclo, mas apenas no inicio do periodo de aera¢do. Embora ndo tenha
afetado a oxidacdo de amonio, a absorcdo de fosfato foi influenciada negativamente
pelo acimulo de nitrito nos primeiros 20-30 minutos de aeracéo.

O fato de que a formag&o de nitrato e nitrito ndo ocorreu proporcionalmente a
oxidacdo de amodnio na fase aerada indica que camadas anoxicas foram estabelecidas
dentro dos granulos, permitindo a ocorréncia de nitrificacdo e desnitrificacdo simultanea
(SND). Esse processo € caracteristico de sistemas de lodo granular (Yan et al., 2016).
Como resultado, o substrato armazenado intracelularmente pelos PAO ou GAO
funcionaram como doadores de elétrons para desnitrificagdo, como observado em
estudos anteriores (Bassin et al., 2012b). A taxa de desnitrificacdo observada nos testes
de ciclo realizados no estagio de selecdo de biomassa granular (tempos de sedimentagéo
de 30 e 20 min) e estagio de granulagdo completa (tempo de sedimentacdo de 3 min) foi
de, respectivamente, 7,8, 13,5 e 5,8 mgNO, -N/(gVSS-h).

Levando em conta a concentracdo de nitrogénio total no afluente e efluente,
observou-se que a remocado desse nutriente foi de 43% na etapa de selecdo com 30 min
de decantacdo e acima de 95% nas etapas de selecdo com 20 min de decantacéo e de
completa granulagdo aerébia. Portanto, a medida que os granulos aumentaram de
tamanho, a remocdo total de nitrogénio comecou a melhorar, provavelmente em funcgéo
do aumento da zona anoxica, que intensificou o potencial de desnitrificacdo (DE
KREUK et al, 2007;, DE KREUK et al., 2005). AKKER et al. 2015 também
verificaram esse aumento, reportando valores de remocéo de nitrogénio total de 85%
apos 120 dias de operacdo do RBS de lodo granular.
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5.3 Desafios enfrentados durante o processo de granulacdo aerobia:
relacionando estratégias operacionais as caracteristicas da biomassa

granular formada

A granulacéo aerdbia foi 0 assunto de muitas investigacdes nos ultimos anos. Na
maioria dos estudos focados no desenvolvimento de biomassa granular a partir de flocos
de lodo ativado, o inoculo foi obtido a partir de plantas de tratamento de &guas
residuarias com remocao de matéria organica, nitrogénio e fésforo (MORGENROTH et
al., 1997; BEUN et al., 1999; DE KREUK et al., 2005; KISHIDA et al., 2009; PRONK
et al., 2015A). Isso parece 6bvio, uma vez que uma das principais caracteristicas do
lodo granular aerdbio é a sua capacidade de remover DQO e nutrientes em um Unico
reator, devido as diferentes zonas redox estabelecidas ao longo de sua estrutura.

Neste estudo, contudo, o objetivo foi avaliar o desenvolvimento de biomassa
granular aerdbia utilizando como in6culo lodo ativado proveniente de uma planta
municipal de tratamento de esgoto, projetada apenas para a remocdo de matéria
organica. Essa € a realidade de muitas plantas de tratamento de aguas residuarias em
paises em desenvolvimento, nos quais a remocdo de nutrientes muitas vezes ndo é
obrigatoria (VON SPERLING, 2008). Como observado em estudos anteriores (BEUN
et al., 1999; DE KREUK et al., 2005), os resultados da Fase | mostraram que, ao se
reduzir gradualmente o tempo destinado para a sedimentacdo de biomassa de 20 para 3
minutos no ciclo do RBS, pequenos flocos foram arrastados enquanto particulas de
rapida sedimentacdo foram selecionadas, permitindo o estabelecimento de granulos
maduros no sistema. Entretanto, os granulos formados apresentaram quantidade
significativa de filamentos e, em poucos dias, a biomassa granular ndo apresentava mais
forma arredondada nem estrutura uniforme, adquirindo uma consisténcia pastosa.

Foi reportado na literatura que baixos niveis de bactérias filamentosas auxiliam
nos estagios iniciais de granulacdo aerdbia, dando suporte a formacdo de aglomerados
maiores (LIU e LIU, 2006). Akker et al. (2015) observou a transformacgédo bem sucedida
de particulas de lodo pobremente sedimentaveis em aglomerados de rapida
sedimentacdo apos 3 semanas de partida do reator. Esses autores reportaram que o IVL
reduziu acentuadamente de 240 para 60 mL/g nesse periodo, de maneira similar ao que
foi observado neste estudo. Apesar disso, foi observado o crescimento excessivo de

organismos filamentosos ao redor dos granulos deteriorando o IVL e levando ao
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intumescimento do lodo (bulking) e lavagem de biomassa do reator. De modo similar,
Mosquera-Corral et al. (2005) reportou a proliferacdo de filamentos no interior dos
granulos, levando a instabilidade e a formacao de granulos com estruturas irregulares.
No trabalho realizado por Weissbrodt et al. (2012), sugeriu-se que lodo obtido a partir
de uma planta de tratamento com remoc¢édo de nutrientes deveria ser utilizado como
indculo para se obter granulacdo aerdbia, uma vez que apresentam menor potencial de
aglomeracéo de filamentos do que aqueles provenientes de reatores projetados apenas
para remoc¢do de matéria organica (como no caso deste estudo).

Os fatores responsaveis pela proliferacdo de bactérias filamentosas no lodo
granular aerobio foi o objeto de um estudo aprofundado conduzido por Figueroa et al.
(2015). Os autores observaram que ndo apenas o indculo e o tipo de agua residuéria,
mas particularmente as condicGes de operacdo do reator, eram responsaveis pelo
estabelecimento e desenvolvimento de bactérias filamentosas, que sdo frequentemente
encontradas em sistemas de lodo granular (FIGUEROA et al., 2015). Levando em
consideracdo as evidéncias reportadas na literatura e os resultados de andlises fisico-
quimicas realizadas nessa pesquisa, suspeita-se que a granulacdo mal sucedida esta
relacionada a comunidade microbiana do indculo do lodo, e, portanto, as conversdes
(aerdbias e anaerdbias) de substrato realizadas no interior do reator. Na Fase I, a
remocdo de DQO na fase anaerodbia foi consideravelmente baixa, e por conta disso, 0
aporte de matéria organica na fase de aeracdo foi elevado. A maior fracdo da DQO
afluente (~80%) foi removida aerobicamente. Logo, a competicdo entre bactérias
heterotroficas e nitrificantes por espaco e oxigénio foi intensificada. Além disso, arraste
substancial de lodo e consequente queda no tempo de retencdo de sélidos ocorreram
durante a fase de desgranulacdo, dificultando o crescimento o desenvolvimento de
bactérias nitrificantes de crescimento lento, e, consequentemente, levando a baixos
percentuais de remogao de amonio (<50%).

Quando oxigénio é utilizado com aceptor de elétrons para remocao de matéria
organica, é esperada a predominancia de organismos heterotréficos de crescimento
répido. A proliferacdo desses organismos frequentemente resulta na instabilidade dos
granulos aerébios (DE KREUK e VAN LOOSDRECHT, 2004; OEHMEN et al., 2007).
Além disso, como o substrato € consumido na fase aerada, especialmente nas camadas
mais externas dos granulos, onde oxigénio esta presente, gradientes de substrato e
oxigénio no interior da biomassa granular sdo intensificados devido a limitacOes
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difusionais (PRONK et al., 2015a; FIGUEROA et al., 2015). Com o rapido consumo de
compostos facilmente biodegradaveis nas zonas externas dos granulos, o crescimento de
estruturas filamentosas capazes de causar rapida deterioracdo da biomassa granular séo
estimulados (DE KREUK et al., 2010). Ademais, os granulos formados sdo mais
suscetiveis a quebra por forgas de cisalhamento, uma vez que as zonas internas estardo
privadas de substrato e consequentemente tornam-se inativas, enfraquecendo a estrutura
granular (BEUN et al., 2002). Sob essas condicGes, a obtencdo de granulacéo estavel é
improvavel.

Como observado em estudos anteriores, a estabilidade do lodo granular é
melhorada quando bactérias de crescimento lento sdo preferencialmente selecionadas e
o desenvolvimento de organismos heterotréficos de crescimento rapido em ambiente
aerobio é minimizado (PRONK et al., 2015a; DE KREUK ¢ VAN LOOSDRECHT,
2004; OEHMEN et al., 2007). Para obter baixas taxas de crescimento quando o afluente
contétm DQO facilmente biodegraddvel (acetato), o substrato externo deve ser
primeiramente convertido em compostos intracelulares de degradacdo lenta (PHA e
glicogénio) sob condicdes anaerdbias, podendo entéo ser utilizados para o crescimento
bacteriano sob condi¢des aerdbias/andxicas subsequentes, quando o substrato externo
ndo estiver mais disponivel (DE KREUK et al., 2004). Essa conversdo € eficientemente
realizada por dois diferentes grupos microbianos presentes nos processos de tratamento
de aguas residuéarias: PAO e GAO. Comparados a outros heterotroficos comuns, esses
organismos apresentam uma taxa de crescimento bastante reduzida, comparavel até
mesmo com a de nitrificantes de crescimento lento (BRDJANOVIC et al., 1998;
LOPEZ-VAZQUEZ et al., 2009). Além disso, foi reportado que um curto periodo de
abundancia de substrato seguida por um longo periodo de auséncia de substrato
organico seleciona bactérias que tendem a formar agregados e limita o crescimento de
organismos filamentosos (DE KREUK e VAN LOOSDRECHT, 2004; MCSWAIN et
al., 2004). A implementacdo de um regime que alterne fases com auséncia e presenca de
substrato também permite o desenvolvimento de organismos que armazenam
rapidamente a matéria organica afluente na forma de polimeros intracelulares
(FIGUEROA et al., 2015).

Levando em consideracdo essas informacgdes, o reator foi submetido a
alimentacdo em fluxo ascendente através do leito de lodo sedimentado, em condigdes
anaerobias, de modo a favorecer o contato entre a biomassa e o substrato e
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consequentemente, maximizar a conversdo de DQO rapidamente biodegradavel em
polimeros intracelulares. No entanto, como o inoculo foi obtido de uma planta de
tratamento de esgoto destinada apenas a remocdo de matéria carbonacea, a presenca de
PAO e GAO ndo era esperada. Na realidade, as usuais conversdes de EBPR (liberacéo e
consumo de fosfato sob condigBes anaerdbias e aerdbias, respectivamente) nao foram
observadas. Mesmo com o regime anaerdbio-aerébio ao qual o RBS foi submetido, a
atividade de PAO néo foi observada no sistema. De maneira similar, a atividade de
GAO pode também ser negligenciada, uma vez que a conversdo de DQO em polimeros
intracelulares durante a fase de alimentacdo anaerdbia (quando nenhum receptor de
elétrons estava presente) foi muito baixa (~20%). Isso levou a uma longa fase de
abundéncia de substrato, estimulando o crescimento de estruturas filamentosas. Além
disso, a remocao de amonio no decorrer do experimento foi bastante pequena, indicando
baixa capacidade de nitrificacdo. Nesse contexto, a predominancia de bactérias
heterotréficas de rapido crescimento sobre os organismos de lento crescimento (PAO,
GAO e nitrificantes) levou ao crescimento de filamentosos e a desgranulacéo.

Apesar dos PAO terem se estabelecido no lodo granular desenvolvido por Akker
et al. (2015), a carga de substrato aplicada excedeu a capacidade de armazenamento
anaerodbia desses organismos. Isso resultou na disponibilidade de substrato externo na
fase aerada, favorecendo o crescimento de organismos filamentosos de rapido
crescimento. Os autores entdo decidiram aplicar uma menor carga organica de modo a
que a DQO afluente fosse convertida 0 maximo possivel durante a alimentacdo
anaerdbia, minimizando a DQO que adentrava 0 estagio aerado e evitando o
crescimento excessivo de filamentos (AKKER et al., 2015). Nesse estudo, contudo, a
atividade dos organismos capazes de armazenar DQO sob condic¢des anaerdbias ndo foi
detectada no inoculo do lodo. Por conta disso, para favorecer o crescimento de
organismos de crescimento lento buscando obter granulos estaveis, uma nova estratégia
de operacdo foi implementada (Fase I1). Antes de realizar a selecdo dos flocos de lodo
maiores com vistas a granulagéo, o que é comumente a primeira etapa em um RBS para
formacéo de granulos, o indculo foi submetido a um estagio de pré-adaptacdo no intuito
de estimular o desenvolvimento de PAO e nitrificantes. Durante o estagio de
aclimatacdo, que durou 40 dias, o tempo de sedimentacdo foi mantido elevado (40
minutos) para prevenir o arraste do lodo. Diferentemente do observado na Fase I, ao
empregar essas condigdes de operacdo, a maior parte da DQO afluente (na forma de
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acetato) foi convertida durante a fase de alimentacdo anaerobia, possivelmente devido a
atividade de PAO e/ou GAO. Concomitantemente, liberacdo anaerdbia de fosfato e
consumo aerobio de fosfato por PAO comecaram a ser observados. Ao permitir
conversdo quase completa do substrato organico sob condi¢fes anaerobias, um regime
alternado de presenga e auséncia de substrato foi imposta ao biorreator, suprimindo o
desenvolvimento de estruturas filamentosas. Além disso, com a reduzida carga orgénica
na fase aerada, foi atingida remocdo completa de amonio, sugerindo o enriquecimento
do lodo com nitrificantes. Uma vez que o estagio de aclimatacdo foi completado, o
tempo de sedimentacdo foi gradualmente reduzido e os primeiros granulos foram
formados. Ao limitar os heterétrofos de crescimento répido, obteve-se uma biomassa
granular estavel, de formato regular, com rapida sedimentacdo e sem filamentos. A
comparacdo entre 0s processos de granulacdo observados nas duas estratégias
operacionais (Fase | e Fase I1) esta ilustrada na Figura 5.28.

Baseando-se nos resultados desse estudo e em dados previamente reportados
(PRONK et al., 2015a), uma representacdo esquematica do processo de granulacdo nas
Fases | e 11, apontando as conversdes de substrato sob condi¢BGes anaerdbias e aerdbias e

seus efeitos na morfologia da biomassa granular, é apresentada na Figura 5.29.
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Figura 5.28: Evolucéo da estrutura granular ao longo da operacdo do reator: a) Fase | e b) Fase II.
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102



54 Remocdo de nutrientes por biomassa granular em condigdes de clima

tropical: desafios e vantagens

A remocdo bioldgica de fosfato depende da atividade de PAO, selecionados
submetendo-se a biomassa a condigdes aerdbias/andxicas alternadas. Esses organismos
sdo capazes de acumular polifosfato em niveis superiores aqueles requeridos para
satisfazer o anabolismo bacteriano (WENTZEL et al., 2008). Desse modo, fosfato pode
ser removido do sistema a partir da retirada de lodo excedente rico em fosforo. A
conversdo da matéria organica por PAO em ambiente anaerdbio estd diretamente
associada a liberacdo de fosfato e acumulo de PHA (MINO et al. 1998), como
observado apenas na Fase Il. Para estimar a quantidade de matéria organica (em termos
de DQO) consumida por PAO durante a fase de alimentacdo anaerobia, a razdo entre a
liberacdo de fosfato e consumo de DQO foi calculada. Espera-se que o valor desta razao
seja de cerca de 0,5 P-mol/C-mol para uma cultura altamente enriquecida em PAQ. Por
outro lado, para uma cultura microbiana consistindo apenas em GAO, essa relacdo deve
ser nula (BRDJANOVIC et al., 1997). Nesse estudo, a maior razdo entre a liberacdo de
P/consumo de DQO foi de 0,34 P-mol/C-mol, valor obtido durante a fase de selecdo de
granulos. Isso implica que a quantidade tedrica maxima de matéria carbonécea afluente
consumida pelos PAO em ambiente anaerdbio foi proxima a 70%. No entanto, as
transformacdes caracteristicas de EBPR (isto é, liberacdo e absorcdo de fosfato em
condicdes anaerdbias e aerodbias, respectivamente) foram muito instaveis ao longo da
operacdo do reator. Embora o tempo de retencdo de solidos tenha sido mantido em cerca
de 30 dias a partir da etapa de granulacdo completa da biomassa na Fase Il, a remogéo
média de fosfato foi de apenas 30%. Esse desempenho é menor que o relatado em
estudos anteriores envolvendo sistemas de lodo granular aerébio (DE KREUK et al.,
2005; BASSIN et al., 2012b; PRONK et al., 2014). Além disso, quando a biomassa do
reator se tornou totalmente granulada, a razdo entre liberacéo de fosforo e o consumo de
DQO foi de apenas 0,15 P-mol/C-mol, indicando que menos de 30% da DQO afluente
foi consumida por PAO.

Dados os resultados obtidos, possivelmente ocorreu uma competigcéo entre PAO
e GAO pela DQO afluente, com os GAO sendo favorecidos pelas condi¢bes de
operacdo do reator. Tal constatacdo serd melhor discutida no item 5.5, na anélise da

comunidade microbiana. Suspeita-se que a temperatura tenha influenciado diretamente
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essa competicdo e consequentemente o desempenho de remocdo de fésforo, uma vez
que essa era a Unica variavel durante o experimento. Do fim da fase de selecdo de
granulos até o inicio do estagio de granulacdo completa, a temperatura ambiente subiu
de 27 para 32°C como resultado de uma mudanca de estacdo (de primavera para verao).
Estudos prévios reportaram que a remocdo de fosforo pode ser prejudicas em altas
temperaturas, sob as quais GAO sdo favorecidos (LOPEZ-VAZQUEZ et al., 2009;
BASSIN et al., 2012b). Similarmente aos PAO, esses organismos sdo também capazes
de armazenar DQO como PHA na auséncia de receptores externos de elétrons. No
entanto, eles ndo liberam ou consomem fosfato, e, portanto, ndo contribuem para a
remocdo de fosforo do sistema. Ao contréario, eles competem com os PAO pelo
substrato organico afluente (BASSIN et al., 2012b). Como a remog¢do anaerdbia de
DQO permaneceu razoavelmente constante durante todo o processo de granulacao,
sugere-se que os GAO foram os principais organismos a converter anaerobicamente a
matéria organica em polimeros intracelulares. Dificuldades em obter elevada remocéo
biologica de fésforo em sistemas de lodo granular aerébio em condigdes anaerdbias-
aerobias alternadas foram também reportadas por Thwaites et al. (2017), os quais
atribuiram a baixa remocao de fosfato (<20%) a predominancia de GAO na comunidade
microbiana. Logo, a remocdo bioldgica de fosforo pode ser considerada um desafio em
sistemas de lodo granular aerébio em paises tropicais.

Em relacdo a nitrificacdo, os resultados obtidos na Fase | sugerem que
organismos nitrificantes de crescimento lento foram possivelmente superados por
heterotréficos devido a presenca DQO externa no periodo aerado, resultando em um
baixo desempenho de nitrificacdo. Nesse contexto, a pré-adaptacdo do lodo de indculo
oriundo da planta de tratamento destinada apenas a remoc¢do de DQO e com baixa
capacidade de nitrificacdo foi de extrema importancia. O estagio de aclimatacdo
permitiu que a maior parte da DQO fosse convertida durante a alimentagdo anaerdbia,
favorecendo a nitrificacdo na fase aerdbia subsequente. Consequentemente, amonio foi
removido rapidamente na fase aerada, com taxas superiores a 14 mgNH,-N/(gSSV.h).
Além disso, foi observado que, se o lodo nédo for enriquecido com nitrificantes antes do
estagio de selecdo de granulos (tal como ocorrido na Fase 1), é pouco provavel que a
nitrificacdo melhore mais adiante, especialmente sob as condi¢des de arraste de lodo

comumente empregadas durante a granulacao aerobia.
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Neste estudo, a eficiéncia de remocdo de nitrogénio foi positivamente
relacionada ao didmetro médio dos granulos presentes no interior do reator ao longo dos
diferentes estagios de granulagdo. Granulos maiores apresentam uma zona andxica
maior, 0 que favorece a desnitrificacdo (De KREUK e Van LOOSDRECHT, 2005;
CYDZIK-KWIATKOWSKA et al., 2014). Por outro lado, uma vez que particulas
maiores se estabeleceram no RBS durante a fase de granulagdo completa, a taxa
especifica maxima de nitrificacdo diminuiu. Esse resultado pode estar relacionado a
reducdo da zona aerdbia dos granulos (CYDZIK-KWIATKOWSKA et al., 2014) e, por
conseguinte, a fracdo volumeétrica dos granulos que esta disponivel para a nitrificacdo
(BASSIN et al., 2012b).

5.5 Analise da comunidade microbiana
5.5.1 Caracterizacdo dos perfis bacterianos das Fases | e 1l

Para investigar a diversidade bacteriana no reator nas Fases I e Il, sequéncias do
gene 16S rRNA foram amplificadas por PCR a partir do DNA extraido de diversas
amostras de biomassa (lodo de in6culo e biomassa granular em diferentes estagios de
operacdo do reator). As sequéncias nucleotidicas foram, em seguida, reveladas por
pirosequenciamento dos produtos de PCR. Leituras de sequéncias de baixa qualidade ou
tamanho inadequado ndo foram consideradas na andlise, de modo que em torno de
17500 - 45000 leituras satisfatérias foram obtidas a partir do DNA genbémico,
dependendo da amostra (Tabela 5.1). Como mostrado na Figura 5.30, as curvas de
rarefacdo para todas amostras analisadas se aproximaram da saturacéo, assegurando que
0 sequenciamento cobriu a grande maioria da comunidade bacteriana do reator.

A riqueza e diversidade de bactérias no reator em diferentes fases operacionais
foram avaliadas com base no numero unidades taxonémicas operacionais (UTOSs),
estimador de riqueza baseado em abundancia (indice Chaol) e indices de diversidade de
Shannon e Simpson (Tabela 5.1). O nimero de UTOs foi maior nas amostras de inoculo
(lodo floculento) de cada fase operacional em comparacdo com a biomassa granulada
correspondente. Na Fase I, 0 nimero de UTOs ap0s a granulagdo diminuiu cerca de
50% em comparacdo com o lodo de in6culo. Um comportamento semelhante foi

observado na Fase Il, para a qual o niumero de UTOs na amostra do indculo atingiu 824,
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enguanto que para os primeiros granulos formados e granulos maduros correspondeu a

480 e 696, respectivamente.

1800 - —IN_| —IN_II

GR_I —UG |
FG_II ——MG_lI

LG_II ——DG_lI

Numero de UTOs

0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000 45000

Numero de sequéncias
Figura 5.30: Curvas de rarefacdo para todas as amostras analisadas.

Tabela 5.1: indices de diversidade o das amostras do reator em diferentes estagios da
operagéao.

Amostras indices de riqueza Indices de diversidade
"~ Fase NUumerode  NOmero Chao | Shannon Simpson
sequéncias  de UTOs? (H) (D)
Fase | IN_I 22923 639 853,3 4,838 0,9847
GR_I 21554 314 543,5 2,932 0,9018
UG_I 18989 369 541,6 2,931 0,8407
IN_ 25846 824 1039 4,861 0,9801
Fase Il FG_II 24136 480 639,2 4,111 0,9659
MG_II 45456 696 911,5 4,424 0,9644
LG_II 24910 563 692,5 4211 0,9623
DG 1l 17632 469 604,2 4,000 0,9486

? Nivel de corte de 5%
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O indice Chaol para as amostras de lodo de in6culo em ambas as fases também
foi maior do que para a biomassa granular, confirmando que as mesmas apresentaram
maior riqueza bacteriana. No que diz respeito a diversidade o, as amostras de inoculo
também apresentaram maior diversidade, uma vez que os indices de Shannon
correspondentes foram os mais elevados (cerca de 4,8). Da mesma forma, essas
amostras também apresentaram maiores valores para o indice de Simpson, indicando

que o nivel de dominancia na comunidade bacteriana foi menor.
5.5.2 Perfis bacterianos em nivel do filo

A abundancia relativa da comunidade bacteriana em nivel de filo € mostrada na
Figura 5.31. Filos menos representativos foram agrupados em uma categoria
denominada "Outros". A partir dos resultados obtidos, pode-se observar que a
diversidade bacteriana do inéculo foi maior do que a das outras amostras. Quando as
amostras de lodo de inoculo utilizadas nas Fases | e 11 (IN_I e IN_II, respectivamente)
sdo comparadas, observa-se perfis ligeiramente diferentes. Isso era esperado, uma vez
que, embora oriundo da mesma planta de tratamento de esgoto sanitario, o lodo de
indculo utilizado nas duas fases de operacdo foi coletado em tempos diferentes. Em
ambas as amostras do inoculo, observou-se uma distribuicdo mais equitativa entre 0s
diferentes filos. Muitos filos foram detectados nessas duas amostras, sendo 0s mais
dominantes: Proteobacteria, Actinobacteria, Chloroflexi, Acidobacteria,
Planctomycetes, Bacteroidetes e Firmicutes. As propor¢des relativas variaram
ligeiramente dependendo da amostra de inoculo (Fase | e I1). As principais diferencas
foram observadas para Actinobacteria e Bacteroidetes. O primeiro filo foi mais
abundante no in6culo da Fase I, enquanto a importancia relativa do segundo foi maior
no inoculo da Fase Il. Nenhum filo ndo classificado foi detectado na anélise.

Apesar das semelhancas entre o lodo de indculo das diferentes fases
operacionais, a atribuicdo taxondmica das sequéncias de DNA revelou perfis bem
diferentes ao longo do processo de granulagdo. Proteobacteria foi o filo mais dominante
em todas as amostras, embora sua propor¢do relativa tenha variado dependendo do
estagio operacional. Na Fase |, as proteobactérias representaram 33% das sequéncias do
lodo de indculo (IN_I). Quando a biomassa se tornou totalmente granulada (GR_I), este
filo tornou-se ainda mais abundante e correspondeu a cerca de 80% da comunidade

bacteriana total. A importancia relativa das proteobactérias permaneceu relativamente
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constante no estagio de granulacédo instavel (UG_I). Quando a granulacdo completa foi
alcancada na Fase I, a comunidade de bactérias tornou-se dominada por poucos filos.
Portanto, muitos filos detectados em alta frequéncia no indculo estiveram presentes em
pequenas quantidades nos granulos formados. Este € o caso de Actinobacteria, cuja
porcentagem relativa a comunidade geral caiu de 18% para 5% quando ocorreu
granulacdo. No estagio de granulacdo instavel, esse filo particular tornou-se ainda
menos importante no perfil bacteriano. Cloroflexi e Acidobacteria sdo dois filos
abundantemente presentes no lodo de in6culo (IN_I), mas detectados em quantidade
bastante reduzida na biomassa granular (GR_I e UG_I). A frequéncia de
Planctomycetes aumentou ligeiramente de 8 a 10% com a granulagdo de lodo, mas
praticamente diminuiu para niveis ndo detectaveis (~ 0,1%) quando apareceram
granulos instaveis. Por sua vez, a frequéncia relativa de Bacteroidetes na comunidade
microbiana diminuiu desde o inicio de operacéo reator (lodo de indculo) até o estagio de
biomassa totalmente granulada (GR_I), mas posteriormente aumentou novamente nos
granulos instaveis (UG_I). Na ultima condicdo, eles representaram cerca de 11% de
todas as leituras de DNA.

Conforme observado na Fase I, o filo Proteobacteria também se tornou mais
abundante quando o lodo floculento (IN_I1) foi transformado em biomassa granular na
Fase Il. De fato, a frequéncia relativa desse filo aumentou dos primeiros granulos
formados (FG_II) para os granulos maduros (MG_II). Nesse ultimo estagio, as
proteobactérias representavam 66% de todas as leituras. No entanto, uma distribuicao
mais uniforme dos diferentes filos foi observada na Fase Il em compara¢do com a Fase
I, na qual a frequéncia de Proteobacteria atingiu 80% das leituras totais. A abundancia
de Actinobacteria, Chloroflexi e Acidobacteria diminuiu substancialmente do lodo de
indculo para os granulos maduros. Por outro lado, a porcentagem de Bacteroidetes
tendeu a aumentar ao longo do processo de granulacdo. A porcentagem relativa dos filos
remanescentes ndao variou muito entre o periodo de partida (IN_II) e o estagio de

biomassa granular madura (MG _I1).
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Figura 5.31: Abundancia relativa dos filos bacterianos nas amostras coletadas em
diferentes estagios da operacdo do reator ao longo das Fases I e II.

0%

Depois de algum tempo operando em estado pseudo-estacionario com granulos
maduros, alguns granulos de cor clara e escura (designados como LG_IlI e DG_lII,
respectivamente) apareceram no reator. Ambos foram cuidadosamente separados para
avaliar a composicao da suas comunidades microbianas. Em nivel de filo, ja havia uma
diferenca evidente entre os perfis bacterianos das duas amostras. Ambas foram
dominados por Proteobacteria, embora alguns filos tenham sido mais abundantes em
LG_Il ou DG_II. Na amostra LG_II, bactérias do filo Actinobacteria apresentaram a
segunda maior frequéncia (11%), enquanto na DG_II essa posicdo foi ocupada por
Bacteroidetes, que representaram 27% da comunidade bacteriana. O terceiro filo mais
abundante em LG_II e DG_II foi, respectivamente, Planctomycetes (7%) e Nitrospirae
(9%). Muitos filos detectados na biomassa de cor clara (por exemplo, Verrucomicrobia,
Cyanobacteria, Spirochaetes e Gemmatimonadetes) estiveram praticamente ausentes
nos granulos de cor escura, 0S quais apresentaram menor riqueza e diversidade

microbiana.
55.3 Perfis bacterianos em nivel de classe

O perfil da comunidade bacteriana também foi avaliado em niveis taxonémicos
mais especificos, como classe e género. A abundancia relativa das comunidades
microbianas em nivel de classe € ilustrada na Figura 5.32. Para uma melhor
interpretacdo dos dados, apenas as primeiras 30 classes classificadas mais importantes

foram consideradas na analise, enquanto as classes restantes (52) foram agrupadas em
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uma categoria separada designada como "Outros". As classes nédo classificadas também
foram agrupadas separadamente.

Conforme observado no ranking taxonémico de filo, a diversidade bacteriana
das amostras de indculo (IN_I e IN_II) em nivel de classe também foi maior do que a
das outras amostras. Além disso, o perfil bacteriano das duas amostras de inoculo foi
semelhante, com pequenas divergéncias na proporcao relativa de algumas classes. As
primeiras oito classes classificadas mais dominantes foram as mesmas para as amostras
IN.I e IN_II: Alphaproteobacteria, Actinobacteria, Gammaproteobacteria,
Planctomycetia, Acidobacteria_Gp4, Anaerolineae, Sphingobacteriia e Caldilineae.

Na Fase I, o perfil bacteriano em nivel da classe mudou completamente ap6s a
granulagdo do lodo, sendo observado um nivel mais alto de dominéancia de algumas
classes especificas. A classe mais abundante no indculo, ou seja, Alphaproteobacteria,
tornou-se ainda mais dominante no estdgio de biomassa granulada (GR_I),
representando 73% de todas as leituras de DNA fornecidas pelo sequenciamento. No
entanto, a medida que as propriedades da biomassa granular deterioraram-se, levando a
granulacdo instavel, Betaproteobacteria tornou-se a classe preponderante (59% das
leituras) na amostra UG_I, enquanto a porcentagem relativa de Alphaproteobacteria
caiu para 14%. Além disso, algumas classes que foram detectadas em IN_| e GR_I,
como Planctomycetia, Acidobacteria_Gp4 e Anaerolineae, ndo foram detectadas na

biomassa granular instavel (UG_1).

Fasel Fasell

Qutros (52)
N&o classificados
Gemmatimonadetes
Chloroflexia
Acidobacteria_Gp3
Spirochaetia

= Flavobacteriia

= Cytophagia

= Verrucomicrobiae

m Opitutae

H Chloroplast
Acidobacteria_Gp6

= Nitrospira

= Spartobacteria

mAcidobacteria_Gp16

m gnavibacteria

mAcidobacteria_Gp10

= Bacteroidia

m Bacilli

= Thermoleophilia
Betaproteobacteria

m Deltaproteobacteria

m Chlamydiia

u Clostridia

m Caldilineae

m Sphingobacteriia

m Anaerolineae
Acidobacteria_Gp4

IN_I GRI uG_l IN_II FG_II MGl LG DG_II =Planctomycetia

Gammaproteobacteria
Amostras m Actinobacteria
u Alphaproteobacteria

100%

90%

80%

70%

60%

50%

40%

Abundanciarelativa de classes

30%

20%

10%

0%

Figura 5.32: Estrutura da comunidade microbiana em nivel da classe das amostras
coletadas em varios estagios ao longo das Fases I e II.

110



Ao contrario do observado na Fase |, uma distribuicdo mais uniforme das
diferentes classes ao longo do processo de granulagdo foi observada na Fase Il. Além
disso, o perfil bacteriano das amostras de biomassa granular (tanto FG_Il1 como MG_lII)
foi bastante semelhante ao apresentado pelo inéculo (IN_II). Observou-se uma
frequéncia relativamente alta de Alphaproteobacteria em todas as amostras da Fase I,
embora Gammaproteobacteria tenha se tornado a classe dominante nos granulos
maduros. Organismos pertencendo as classes Actinobacteria e Acidobacteria_Gp4,
ambos correspondendo a cerca de 9% da comunidade microbiana na amostra IN_II,
foram detectados em pequenas quantidades nos estagios subsequentes. Por outro lado,
as classes Sphingobacteriia e Betaproteobacteria foram observadas em alta frequéncia
em praticamente todas as amostras da Fase Il. Novamente, como observado em nivel de
filo, a estrutura bacteriana dos granulos de cor clara foi bastante distinta em comparacéo
com a dos granulos de cor escura. O perfil dos Gltimos se assemelha mais ao
apresentado pelos granulos maduros (MG_II), mas os granulos de coloragdo clara
abrigaram uma comunidade de bactérias completamente diferente (Figura 5.33).

Flgura 5 33: Granulos de coloragéo clara e escura da Fase II.

5.5.4 Perfis bacterianos das amostras de indculo em nivel do género

Em funcdo da comunidade bacteriana do lodo de indculo ter apresentado uma
diversidade muito elevada e ter um perfil completamente diferente das amostras de
biomassa granular, a comparacao entre a atribuicdo taxondémica das sequéncias em nivel
do género foi avaliada separadamente para IN_| e IN_II. Devido ao elevado nimero de
géneros diferentes (cerca de 940), apenas 0os 30 mais relevantes foram mostrados na
Figura 5.34. Juntos, eles representaram 35% e 54% do total de leituras de DNA das
amostras de inéculo das Fases | e Il, respectivamente.

111



B Phaeodactylibacter
u Gp4
u [gnavibacteriales
Litorilinea
Blastocatella
m Povalibacter
m Armatimonadetes_gp5
m Melioribacter
IN_I ® Filimonas
B Zavarzinella
m Longilinea
Aridibacter
Nitrospira
Ignavibacterium
u Hyphomicrobium
® Omatilinea
m Terrimonas
u Ferruginibacter
m Caldilinea
m Thermoleophilum
u Parachlamydia
m Comamonas
Mangroviflexus
mGp10
m Mangrovibacterium
IN_" m Dechloromonas
u Rhodoplanes
m Solitalea
u Steroidobacter
m Nitrobacter
N&o classificados
Outros (906)

Fase |

Fase Il

Figura 5.34: Abundancia relativa dos 30 géneros mais abundantes nas amostras IN_I e
IN_I1. Os géneros detectados em proporcdes menores foram agrupados separadamente
na categoria "Outros".

De um modo geral, a maioria dos organismos em nivel de género (525 UTOs)
foram compartilhados pelas duas amostras de indculo, enquanto que 114 e 297 foram
encontrados exclusivamente em IN_I e IN_II, respectivamente (Figura 5.35).
Representando pelo menos 3% da comunidade bacteriana, os primeiros 5 géneros mais
abundantes nas amostras IN_I e IN_Il foram os seguintes: Ornatilinia, Litorilinea,
Phaeodactylibacter, Hyphomicrobium e Gp4 (IN_I) e Phaeodactylibacter, Gp4,
Ignavibacteriales, Litorilinea e Blastocatella (IN_II). Cada um dos géneros restantes

representaram menos de 3% da comunidade bacteriana.
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Figura 5.35: Diagrama de Venn ilustrando o nimero de unidades taxondmicas
operacionais (UTOs) compartilhadas pelas amostras de in6culo das duas fases e
exclusivamente encontradas em cada uma.

5.5.5 Perfis bacterianos da biomassa granular em nivel de género: Fase |

A comparacdo entre o perfil bacteriano em nivel de género para os granulos
maduros (GR_I) e os granulos instaveis (UG_I) na Fase | pode ser vista na Figura
5.36a-b. Uma vez que apenas dois géneros foram compartilhados entre os 20 mais
abundantes em cada amostra, a descrigdo das UTOs foi mostrada separadamente para
GR_1 e UG_LI. Portanto, € importante notar que uma determinada cor ndo representa o
mesmo género em (a) e (b). Os géneros restantes (347) ndo foram considerados na
analise, pois cada filotipo individual correspondeu a menos de 0,5% de todas as leituras
das sequéncias de DNA.

Em GR_I, Devosia foi o género predominante e representou 16% de todas as
sequéncias. Shinella, Bosea e Pseudolabrys foram, respectivamente, o segundo, terceiro
e quarto géneros mais frequentes, representando cerca de 12%, 12% e 10% da
comunidade bacteriana global. Na amostra UG _I, no entanto, o Azonexus foi o género
mais frequente, correspondendo a 30% da comunidade. O segundo género mais
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importante foi Dechloromonas, que representou 13% das leituras totais. A propor¢éo de
Sediminibacterium, Soehngenia e Zoogloea na comunidade bacteriana foi muito similar,

representando entre 4 e 5% da comunidade bacteriana.
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Figura 5.36: Abundancia relativa dos 20 géneros classificados mais abundantes
nas amostras GR_I e UG_I. Os géneros restantes (347) foram detectados em proporcoes
menores e foram agrupados na categoria ‘Outros’.

5.5.6 Perfis bacterianos gerais de biomassa granular em nivel de género: Fase Il

A analise dos 30 géneros mais abundantes em todas as amostras da Fase Il esta
mostrada na Figura 5.37. Os géneros que foram detectados em quantidades menores

foram agrupados na categoria "outros”. Dado o numero consideravel de géneros
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diferentes (cerca de 1000), esta categoria constituiu uma fracdo significativa do total de
leituras de DNA.

O perfil bacteriano mudou consideravelmente dos primeiros granulos formados
(FG_II) para os granulos maduros (MG_II), embora o intervalo de tempo envolvido na
transformacéo de FG_I1 para MG _II correspondeu a aproximadamente 40 dias. Tanto a
riqueza como a diversidade bacteriana foram mais pronunciadas na amostra de granulos
maduros em comparag¢do com os primeiros granulos formados, conforme indicado pelos
indices de Chao | e Shannon (H) (Tabela 5.1). Para melhor ilustrar a dinamica das
principais UTOs na comunidade microbiana nos diferentes estagios da granulacdo, um

mapa de calor (heatmap) é mostrado na Figura 5.39.
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Figura 5.37: Abundancia relativa dos 30 géneros classificados mais relevantes
nas amostras na Fase Il (FG_II, MG_II, LG_II, DG_II).

Levando em consideracdo todas as amostras analisadas, o género mais
abundante em toda a comunidade bacteriana foi Aquimonas. Contudo, esse género
especifico foi detectado apenas nos granulos maduros, nos quais correspondeu a 12.6%
de todas as sequéncias de DNA. Luteimonas foi o segundo género mais abundante, e
sua importancia relativa foi maior nos primeiros granulos formados. Alkalispirillum,
Ottowia, Vibrionimonas, Fluviicola, Sideroxydans e Taibaiella também sdo exemplos

de UTOs presentes em maior numero na amostra FG_II e que apresentaram abundancia
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relativamente baixa em MG_II. Por outro lado, Flavobacterium, Brevundimonas e
Thiothrix foram detectados em maiores quantidades na amostra MG_1.

Diferencas considerdveis também foram evidentes quando os granulos de
diferentes coloracdo (isto €, amostras LG_Il e DG_II) sdo comparados com a amostra
MG _I1l. Ambos os tipos de biomassa foram desenvolvidos apds algum tempo a partir
dos granulos maduros (MG_II), embora a estrutura da comunidade bacteriana dos
mesmos tenha sido bastante diferente da observada para MG_II. De fato, como ilustrado
na Figura 5.38, 362 UTOs foram compartilhadas por MG_II e LG_II, enquanto que 334
e 200 UTOs foram detectadas exclusivamente nas amostras MG_Il e LG_II,
respectivamente. Da mesma forma, cerca de 358 UTOs foram compartilhadas por
MG_II e DG_lII, enquanto que 338 e 111 UTOs foram detectadas apenas em MG_II e
DG_II, respectivamente.

Se as amostras LG_Il e DG_Il forem comparadas, o numero de UTOs
compartilhadas por essas duas amostras foi de 284, embora muitas delas (278 e 185)

tenham sido detectadas somente em LG_Il e DG_II, respectivamente (Figura 5.38).

67

Figura 5.38: Diagrama de VVenn mostrando o nimero de unidades taxondmicas
operacionais (UTOs) compartilhadas pelas amostras MG _II, LG Il e DG Il e
exclusivamente encontradas em cada uma.
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Muitos géneros abundantemente presentes na primeira amostra (por exemplo,
Devosia, Shinella, Bosea, Paracoccus, Nitrobacter e Sphingomonas), foram detectados
apenas em pequenas quantidades nos gréanulos com coloragdo escura. Por outro lado,
Dechloromonas, Zooglea, Nitrospira e Defluviicoccus foram mais abundantes na
amostra DG_Il em comparacdo com LG_II (Figura 5.39).

Para fins comparativos, os dados do lodo de indculo (IN_II) também séo
exibidos. A abundancia média de leitura de uma UTO especifica em todas as amostras
analisadas também é indicada. Os organismos pertencentes a categoria "Outros” (Figura

5.37) foram excluidos da anélise.

Inéculo Biomassa granular
Géneros IN_Il FG_lI MG_lI LG_II DG_II Média
Aguimonas 0.000 0.05 0.01 0.01 2.5
Luteimonas 0.001 2.77 1.56 1.28 2.8
Dechloromonas 0.704 0.98 1.91 0.00 2.7
Devosia 0.001 0.02 0.18 0.23 2.2
Zoogloea 0.001 2.27 0.53 0.00 2.5
Alkalispirillum 0.002 6.17 1.03 0.00 2.64 2.0
Flavobacterium 0.000 0.04 4.59 0.01 0.08 0.9
Nitrospira 1.511 145 0.2 015 [IEEN 25
Ottowia 0.001 4,58 1.97 0.00 0.87 1.5
Shinella 0.000 0.02 066 - 0.02 15
Bosea 0.000 0.02 0.28 0.11 1.5 . 126
Terrimonas 1.175 1.85 1.76 0.01 2.52 1.5
Vibrionimonas o000 W78 o000 002 o002 14 Lo Abundancia
Ferruginibacter 1.154 1.59 1.78 0.04 1.39 1.2 relativa (%)
Fluviicola 0.000 6.20 0.03 0.01 0.09 13
Sediminibacterium 0.000 1.09 2.15 0.09 0.09 0.7 0.1
Sideroxydans 0.004 4.45 0.08 0.27 1.19 1.2
Defluviicoccus 0.003 0.67 0.67 0.00 3.77 1.0
Brevundimonas 0.000 0.00 2.29 0.20 0.02 0.5
Taibaiella 0.000 3.03 0.75 0.01 0.42 0.8
Comamonas 0.977 0.81 1.60 0.01 0.36 0.8
Thiothrix 0.000 0.09 1.39 0.00 1.43 0.6
Paracoccus 0.004 0.04 0.04 3.74 0.01 0.8
Lacibacter 0.000 125 1.04 0.21 0.18 0.5
Nitrobacter 0.329 0.02 0.02 3.27 0.10 0.8
Armatimonadetes_gp5 2.576 1.14 1.07 0.06 0.24 1.0
Oleiagrimonas 0.001 0.95 0.90 0.00 0.61 0.5
Nitrosomonas 0.001 0.06 1,13 0.01 0.74 0.4
Sphingomonas 0.000 0.01 0.08 2.12 0.04 0.5

Figura 5.39: Heatmap ilustrando a proporcéo relativa dos 20 géneros mais abundantes
da comunidade bacteriana dos granulos. Para esta analise, foram consideradas todas as
amostras de lodo granular da Fase Il (FG_II, MG_II, LG 1l e DG_II).

5.5.7 Andlise de PAO, GAO e bactérias nitrificantes nas Fases | e 11

O objetivo principal da operagdo do sistema de lodo granular aerdébio foi a
remocdo combinada de materia orgénica (DQO), fdésforo e nitrogénio do esgoto

domeéstico sintético. Portanto, a analise dos micro-organismos envolvidos nos processos
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de remocdo de nitrogénio e fosforo é particularmente relevante para entender a
funcionalidade do sistema. Para entender melhor a distribuigdo desses organismos, foi
realizada uma andlise separada para PAO, GAO e bactérias nitrificantes. Um mapa de
calor (heatmap) descrevendo o percentual relativo de diferentes géneros pertencentes a
cada grupo funcional em toda a comunidade bacteriana é mostrado na Figura 5.40.

A porcentagem dos membros dos diferentes grupos funcionais nas amostras de
lodo de in6culo das Fases | (IN_I) e Il (IN_I1) foram bastante semelhantes, o que esté de
acordo com os resultados de sequenciamento para os niveis de filo e classe (Figura 5.31
e Figura 5.32). Na Fase I, a proporcdo relativa de PAO relacionados ao género
Rhodocyclus nas diferentes amostras foi muito pequena. No entanto, PAO pertencentes
ao género Dechloromonas ja foram detectados no lodo de inéculo, mas foi na biomassa
granular instdvel (UG_I) que este grupo foi surpreendentemente abundante,
correspondendo a 13,1% de todas as leituras de DNA. Na Fase Il, PAO relacionados ao
género Rhodocyclus foram detectados em quantidades menores em comparagdo com
outros PAO, mas sua proporcao relativa aumentou de niveis praticamente nulos para
cerca de 0,1% quando lodo na forma de flocos (IN_II) foi transformado em pequenos
granulos (FG_II). Estes organismos, no entanto, ndo se desenvolveram mais nos
granulos maduros (MG_II).

Conforme observado na Fase |, bactérias do género Dechloromonas foram os
principais PAO. Estes organismos ja foram detectados em quantidades mais elevadas no
lodo de indculo e tornaram-se gradualmente mais abundantes ao longo do processo de
granulacdo. Sua proporcao relativa na comunidade bacteriana aumentou de 0,7% para
cerca de 1% do estagio IN_II para FG_II. O desenvolvimento dos granulos para MG_II
também foi acompanhado por um aumento na proporcdo de organismos relacionados
com Dechloromonas para aproximadamente 2%. A estratificacdo da biomassa em
granulos de cor clara e escura ao longo do estadgio completo de granulacdo revelou
resultados interessantes. Curiosamente, organismos do género Dechloromonas néo
foram detectados em LG_II, mas constituiram uma grande fracdo da comunidade
bacteriana (9,7%) na amostra DG _II (Figura 5.40).

No que diz respeito aos organismos acumuladores de glicogénio (GAO), dois
géneros principais foram detectados: Defluviicoccus e Propionivibrio. O primeiro foi
mais abundante em praticamente todas as amostras analisadas. Na Fase I, a contribuicao
relativa de Defluviicoccus diminuiu consideravelmente ao longo do processo de
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granulacdo, de 0,01% (IN_I) para cerca de 0,004% (GR_I). Por outro lado, observou-se
que sua importancia relativa aumentou gradualmente ao longo dos diferentes estagios de
granulacdo na Fase Il. Partindo de niveis praticamente ndo detectaveis em IN_II, esses
organismos representaram cerca de 1% da comunidade bacteriana em MG_II.
Diferencas significativas também foram observadas entre amostras de LG_Il e DG_II.
No primeiro caso, as bactérias relacionadas ao género Defluviicoccus ndo foram
encontradas, mas representaram cerca de 3,8% de todas as leituras da amostra DG_II.
Bactérias do género Propionivibrio foram raramente detectadas na Fase I, mas sua
proporcéo aumentou para cerca de 0,15% nos granulos maduros na Fase 1l (MG_II). Ao
contrario de outros PAO e GAO, organismos pertencendo ao género Propionivibrio
foram mais abundantes nos granulos de cor clara.

No que diz respeito a comunidade nitrificante, Nitrosomonas foi o género de
AOB dominante. Nitrosospira constituiu uma fracdo muito pequena da comunidade
nitrificante, especialmente na Fase I. Na Fase Il, a porcentagem relativa de
Nitrosomonas aumentou de niveis quase nao detectaveis no lodo de indculo até cerca de
1,1% em granulos maduros. Além disso, estes organismos estavam mais

abundantemente presentes nos granulos de cor escura.

Grupo funcional Fasel Fase ll
NI GR.I Ul | NI FGII MG LGNl DG_II

PAO Rhodocyclus 3E-05 0 0 7605 0097 0070 0000 _ 0043
PAO Dechloromonas___ 0.166 ___ 0.012 0704 0983 1923 oooo [NNSHESEN . 134
GAO Defluviicoccus ~ 0.008 0004 0072 | 0003 0673 0674 0000 | 3.774
GAO Propionivibrio 0.000 0.000 0014 | 0.000  0.149 0.149 0.089 0.010 1.00 Abundancia
AOB Nitrosomonas 0000 0016 0014 | 0001 0064 1135 0011 0.739 relativa (%)
AOB Nitrosospira 3605 0000 0000 | 0001 0089 0015 _ 0043 0043 0.01
NOB Nitrobacter 0873 | 5212 0005 | 0329 0024 0020 3274 0105

S 0.00
NOB Nitrospira 0.435 009 0000 | 1511  1.450 0.219 o150 ST
NOB Nitrococcus 3605 0004 0000 | 0000 0004 0000 0011 0.005

Figura 5.40: Mapa de calor mostrando os percentuais relativos de diferentes grupos
funcionais importantes envolvidos nas tranformac6es de fosforo e nitrogénio no reator.

Os resultados de sequenciamento também revelaram que Nitrobacter dominou a
comunidade de NOB na Fase I. Seu percentual relativo aumentou de 0,9% para 5,2% ao
longo do processo de granulagdo (de IN_I para GR_I), mas diminuiu acentuadamente
para valores extremamente baixos (<0,01%) na biomassa instavel (UG _I). Nitrospira e
Nitrococcus representaram uma fragdo pequena da comunidade bacteriana nessa fase
operacional. Na Fase Il, no entanto, Nitrobacter e Nitrospira foram detectados em
guantidades relativamente semelhantes. As maiores divergéncias foram observadas para

as amostras LG_Il e DG_II. Na primeira, Nitrobacter correspondeu a 3,3% de todas as
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leituras, enquanto Nitrospira compreendeu uma pequena fracdo da comunidade NOB.
Na segunda, por outro lado, Nitrospira alcangou a marca de 9,1% de todas as
sequéncias, enquanto Nitrobacter foi praticamente inexistente na amostra LG_lII.
Conforme observado na Fase I, Nitrococcus quase ndo foi detectado em todas as

amostras da Fase 1.

5.5.8 Avaliando a riqueza e a diversidade bacteriana e outras caracteristicas dos
flocos de lodo ativado e da biomassa granular nas Fases | e Il

Como ambas as amostras de lodo de indculo foram obtidas a partir da mesma
planta de tratamento de esgoto sanitario, embora em diferentes periodos, esperava-se
que o perfil da comunidade bacteriana do in6culo em ambas as fases (IN_I e IN_II)
fosse semelhante. De fato, isso foi confirmado pelos resultados de sequenciamento
(Figura 5.31 e Figura 5.34), os quais revelaram que a maioria das UTOs foram
compartilhadas pelas duas amostras (Figura 5.35). A maior riqueza e diversidade do
lodo de indculo € possivelmente atribuida ao fato de que o mesmo foi coletado a partir
de um reator de grande escala tratando esgoto doméstico real, que compreende uma
ampla gama de compostos organicos e inorganicos cujas concentragdes podem variar
muito ao longo do tempo (METCALF E EDDY, 2002). Por outro lado, a biomassa
coletada a partir do sistema de laboratério foi submetida a alimentagdo com &gua
residuaria sintética, contendo acetato como fonte de carbono, o que pode ter contribuido
para selecionar organismos especificos. Observou-se um perfil bacteriano
completamente diferente para a biomassa granular nas Fases | e II em comparacdo com
o respectivo lodo de indculo. De fato, das 30 UTOs mais abundantes em nivel do género
nos granulos formados nas Fases | e I, apenas 4 (para GR_I) e 6 (para FG_II) também
estavam entre os 30 UTOs mais relevantes no inéculo (Figura 5.31). Além disso, €é
muito provavel que as condicBes operacionais do reator, como a fase de alimentacéo em
fluxo pistonado sob condi¢des anaerdbias seguida de fase de aeracdo tenham
desempenhado um papel importante no estabelecimento de diferentes grupos funcionais
no sistema (DE KREUK E VAN LOOSDRECHT, 2004). Também néo se pode excluir
que, durante o estdgio de granulacdo do lodo em ambas as fases (isto é, a transformagéo
de IN_I em GR_I e IN_Il em FG_lII), ocorreu uma sele¢do natural de bactérias, como
apontado em estudos anteriores (WEISSBRODT et al., 2012). Isso pode ter levado a

uma menor diversidade e maior nivel de dominancia na comunidade bacteriana da
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biomassa granular formada, como demonstrado pelos menores valores do indice de
Shannon (H) e de Simpson, respectivamente (Tabela 5.1).

E interessante ressaltar que, apesar da riqueza e da abundancia relativamente
menor apresentada pela biomassa granular em comparacdo com a do lodo floculento
utilizado como indculo, as caracteristicas da biomassa mudaram consideravelmente dos
primeiros granulos formados aos granulos maduros na Fase Il. O numero de UTOs e,
portanto, o indice de riqueza de Chao I, aumentaram substancialmente da amostra FG_II
para a MG_II. Isso sugere que, a medida que a granulacéo evoluiu ao longo do tempo, e
o tamanho das particulas aumentou gradualmente, novas camadas bacterianas foram
desenvolvidas. Outros micro-organismos puderam entdo colonizar o biofilme granular,
contribuindo para expandir a comunidade bacteriana destes aglomerados microbianos.
Além disso, mesmo sob uma operacdo estavel do reator, a biomassa granular
desenvolvida é susceptivel a mudancas, como demonstrado pelo aparecimento de
grénulos de cor escura (DG_II) e clara (LG_II) na Fase Il, cada qual mostrando um
perfil bacteriano distinto (Figura 5.31 - Figura 5.32). Como a riqueza e a diversidade da
comunidade microbiana dessas amostras de lodo granular de diferente coloracdo foram
menores quando comparadas com a biomassa a partir da qual foram originadas (ou seja,
MG_II), é possivel inferir que alguns grupos microbianos preferem se estabelecer em
determinados aglomerados microbianos, levando a um maior nivel de dominéancia na

comunidade bacteriana (Tabela 5.1) e segregacdo de biomassa dentro do reator.

5.5.9 Compreendendo o processo de granulacdo nas Fases | e Il com base nos perfis

bacterianos

Os resultados mostraram que a riqueza e a diversidade da comunidade
microbiana foram reduzidas quando o processo de granulacéo do lodo ocorreu nas Fases
I e Il. Além disso, quando a composi¢do da comunidade de bactérias das amostras de
lodo granular das Fases | e Il é comparada, observa-se que as primeiras apresentaram
uma distribuicdo mais desigual dos diferentes filos e classes, levando a um maior nivel
de dominéancia e menor diversidade (Tabela 5.1). Com base apenas nestes resultados e
sem uma analise adicional acerca das UTOs presentes na biomassa granular ao longo
dos diferentes estagios de operacdo do reator, torna-se dificil explicar os principais
motivos da ocorréncia de instabilidade do lodo granular e posterior desgranulagdo na

Fase 1. No entanto, esses dados sugerem preliminarmente que uma maior riqueza e
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diversidade da comunidade bacteriana favorece a obtencdo de granulacdo estavel
durante um periodo de tempo prolongado, como observado na Fase II.

Para uma melhor compreensdo do processo de granulagdo em cada fase
experimental, é necessario rastrear o perfil da comunidade microbiana ao longo do
tempo. Os dados de sequenciamento revelaram que, ao longo das transformacdes dos
flocos de lodo ativado em granulos em ambas as fases, a frequéncia relativa das
proteobactérias aumentou substancialmente e esses organismos representaram a maioria
da comunidade bacteriana. De maneira oposta, outros filos como Actinobacteria,
Chloroflexi e Acidobacteria tornaram-se gradualmente menos importantes conforme a
granulacdo prosseguiu nas Fases | e Il, sugerindo que estes organismos desempenham
um papel menos importante no desenvolvimento de granulos. Na maioria das plantas de
tratamento de aguas residuarias municipais, predomina o filo Proteobacteria, sendo
Betaproteobacteria a classe mais abundante, desempenhando um papel fundamental na
remocdo de matéria orgénica e nutrientes (NIELSEN et al., 2010; HU et al., 2012;
CYDZIK-KWIATKOWSKA E  ZIELINSKA,  2016). Nessa  pesquisa,
Alphaproteobacteria (77% de todas as leituras) foi a classe dominante durante a
granulacdo instavel na Fase I, mas a porcentagem relativa de Betaproteobacteria foi
muito maior no estigio de desgranulacdo. Na Fase Il, no entanto, Alpha, Beta e
Gammaproteobacteria juntamente com Sphingobacteriia foram classes altamente
abundantes nos granulos maduros (MG_II). Zhu et al. (2013) observaram que 0s
granulos estaveis foram dominados por Betaproteobacteria (mais de 60% da
comunidade bacteriana). No entanto, o trabalho desses autores envolveu o tratamento de
aguas residudrias contendo compostos quimicos especificos.

Conforme mencionado anteriormente, a instabilidade dos granulos e a
desgranulacdo na Fase | estiveram possivelmente associadas aos micro-organismos
presentes na biomassa. De fato, varios estudos reportaram problemas na remoc¢édo de
nutrientes e instabilidades operacionais durante a granulacdo aerébia (DE KREUK, et
al., 2005; GONZALEZ-GIL E HOLLIGER, 2011). De acordo com De Kreuk e van
Loosdrecht (2004), a granulacdo estavel é alcancada quando séo selecionadas bactérias
de crescimento lento, como PAO e GAO. Esses organismos sdo capazes de absorver a
matéria organica, de preferéncia acidos graxos volateis (acetato nesse estudo) em
condigdes anaerdbias (isto €, na auséncia de aceptores de elétrons externos, como
oxigénio e nitrato/nitrito). Nessas condi¢fes, 0s polimeros de armazenamento (por
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exemplo, PHA) sdo produzidos a partir da matéria organica facilmente biodegradavel e
armazenados intracelularmente, tornando-se disponivel para serem utilizados quando a
DQO externa ndo estad mais presente (MINO et al., 1998). Isso fornece uma vantagem
competitiva a esses organismos em relacdo a outros heterotroficos de crescimento
rapido, que requerem o acoplamento de doadores de elétrons (fonte de carbono
organico) e aceptores de elétrons (oxigénio ou espécies de nitrogénio oxidado) para o
seu metabolismo celular (BARNARD E COMEAU, 2014). Conforme relatado em
estudos anteriores (DE KREUK E VAN LOOSDRECHT, 2004; PRONK et al., 2015),
o crescimento filamentoso e o aparecimento de granulos de forma irregular sdo mais
susceptiveis de ocorrer quando os substratos facilmente biodegradaveis ndo sao
convertidos anaerobicamente em polimeros de armazenamento e o desenvolvimento de
bactérias heterotroficas de rapido crescimento é favorecido.

Como o lodo utilizado para inocular o reator foi oriundo de um sistema de lodo
ativado projetado apenas para remocao de DQO de esgoto municipal, era esperado que a
fragéo relativa de PAO e GAO na sua comunidade microbiana fosse pequena. De fato,
os resultados do sequenciamento mostraram que ambos 0s grupos funcionais foram
pouco detectados na amostra do inoculo (Figura 5.40).

Para a selecdo desses organismos cuja taxa de crescimento é relativamente lenta,
empregou-se um longo periodo de alimentacdo em condicBes anaer6bias para
maximizar o consumo de DQO na auséncia de aceptores de elétrons. No entanto, a
estratégia operacional empregada para selecionar granulos por reducdo gradual do
tempo de decantacdo imediatamente ap6s a inoculacdo ndo favoreceu o estabelecimento
da comunidade bacteriana pretendida. De fato, a frequéncia relativa de PAO e GAO na
comunidade microbiana foi pequena nos granulos estaveis (GR_I) (Figura 5.40), mesmo
apos cerca de 65 dias de operacdo. Isso explica por que apenas um pequeno percentual
da DQO afluente (10 - 20%) foi convertido anaerobicamente. Consequentemente, a fase
aerada do reator desempenhou um papel importante na remogédo de DQO, e outros
organismos heterotréficos de crescimento rapido foram enriquecidos na biomassa
granular. Representando mais de metade de todas as leituras, Devosia (18%), Shinella
(13%), Bosea (13%) e Pseudolabrys (10%) foram os organismos dominantes na Fase I.
Song et al. (2010) também relataram o dominio de Devosia em granulos maduros
cultivados em um reator airlift operado em bateladas sequenciais inoculado com lodo de
uma estacdo de tratamento que trata efluente de cervejaria. Shinella e Devosia também
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foram relatados por Luo et al. (2014) como organismos relevantes da biomassa granular
submetida a relacdo DQO/N em torno de 4, semelhante as condi¢Bes aplicadas neste
estudo. O género Bosea ainda ndo foi relatado em sistemas de lodo granular aerdbio,
mas algumas espécies pertencentes a este género foram isoladas de digestores
anaerdbios (OUTTARA et al., 2003), enquanto outras foram detectadas em reatores
anaerobios de leito fluidizado, onde atuaram como consumidores de sulfato (BRAGA et
al., 2015).

A presenca desses organismos dominantes ndo conseguiu sustentar a granulagéo
estdvel durante a operacdo do reator, levando a instabilidade do lodo granular e
posterior desgranulacdo (UG_I). No ultimo estagio, quando os granulos exibindo certa
consisténcia pastosa e sem forma definida proliferaram (UG_I), a comunidade
microbiana era completamente diferente dos granulos maduros (GR_I) (Figura 5.31,
Figura 5.34 e Figura 5.36). Esse resultado é bastante interessante, ja que a operacdo do
reator permaneceu inalterada. A amostra UG_I foi dominada por organismos do género
Azonexus, que representaram mais de um ter¢co da comunidade bacteriana. Algumas
espécies de Azonexus, classificadas como bactérias desnitrificantes, foram isoladas de
tanques aerobios de plantas de tratamento de esgoto municipal (QUAN et al., 2006).
Dada a importancia relativa desses organismos na amostra UG _I, acredita-se que 0s
mesmos estiveram relacionados a consisténcia pastosa da biomassa nessas condi¢oes.
Surpreendentemente, os PAO pertencentes ao género Dechloromonas se tornaram a
segunda populacdo mais abundante (13% de todas as leituras de DNA), embora a
liberagdo anaerdbia e o consumo aerdbio de fosfato ndo foram observadas nessa fase
(Figura 5.40). Além disso, a conversdo de DQO no periodo de alimentacdo anaerdbia
foi consideravelmente baixa. Esses dados indicam que os PAO nédo foram ativos durante
este periodo e o desenvolvimento de granulos instaveis sem forma definida
provavelmente esta relacionado a outros organismos dominantes presentes na biomassa.

Outros géneros relevantes abundantemente presentes na biomassa instavel (> 4%
do total de leituras) foram Sediminibacterium, Soehngenia e Zoogloea. Espécies de
Sediminibacterium foram isoladas de amostras de lodo ativado (AYARZA et al., 2014),
enguanto organismos do género Soehngenia sdo mais frequentemente detectados em
ambientes anaerobios (PARSHINA et al., 2003; JOSHI et al., 2016). Um dado
interessante a ser destacado € a abundéncia relativamente alta de Zoogloea, organismos

capazes de produzir substancias exopoliméricas (SEVIOUR et al., 2012). Weissbrodt et
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al. (2012) relataram que o crescimento excessivo da populacao filamentosa ou Zoogloea
causou deterioracdo das caracteristicas de sedimentacdo dos granulos aerdbios. Esses
autores observaram que, independentemente do padrdo de alimentacdo, o tempo de
retencdo de solidos insuficiente e a presenca de substrato organico (acetato) na fase
aerada levaram a proliferacdo de Zoogloea, que se tornaram predominantes em granulos
densos.

Nesse estudo, particularmente durante a Fase I, a maior parte da DQO foi
removida aerobicamente, o que pode ter favorecido a ocorréncia desses organismos
heterotroficos de crescimento rapido. Os organismos filamentosos pertencentes ao
género Sphaerotilus também foram relativamente abundantes (2%) na biomassa
instavel. Esses organismos também foram relatados como causadores de
intumescimento de lodo (bulking) (WILLIAMS E UNZ, 1985). Sua presenca em
granulos aerdbios alimentados com &guas residudrias sintéticas e industriais ja foi
relatada em trabalhos anteriores (WEBER et al., 2007; FIGUEROA et al., 2015). O
crescimento excessivo desses organismos provavelmente esteve envolvido na
proliferacdo de estruturas filamentosas, fazendo com que os granulos perdessem sua
forma definida e, em dltima instancia, levando a ruptura e desgranulacéo.

A estratégia empregada na Fase Il para selecionar os organismos capazes de
converter acetato em condic6es anaerdbias (por exemplo, PAO e GAO) a partir do lodo
de in6culo antes de diminuir o tempo de sedimentacdo foi bem sucedida. Grande parte
da DQO afluente foi removida na alimentacdo anaerdbia antes do aparecimento dos
primeiros granulos (FG_II). Esse resultado sugeriu que o crescimento das bactérias
heterotroficas de crescimento répido foi limitado, enquanto os PAO e GAO foram
enriquecidos no reator. De fato, a propor¢cdo de ambos grupos funcionais na comunidade
bacteriana aumentou substancialmente em FG_Il e especialmente MG_II em
comparacgdo com IN_II (Figura 5.40), levando a granulagdo estavel. No entanto, outros
organismos também se tornaram dominantes nos granulos e podem ter desempenhado
um papel importante na estabilidade da biomassa granular. Este é o caso de Aquimonas,
apenas detectado na amostra de granulos maduros (MG_II), nos quais consistiu no
género mais abundante. Organismos desse género foram encontrados em fontes de
aguas termais (SAHA et al., 2005) e também em reatores aerdbios tratando aguas
residudrias reais em altas temperaturas (NAZ et al., 2016). Como esses organismos sao

considerados estritamente aerébios (SAHA et al., 2005), ao que tudo indica eles podem
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ter contribuido para a remocdo de DQO na fase aerada do ciclo do RBS. Como a fragédo
de compostos organicos remanescente do periodo de alimentacdo anaerdbia foi limitada,
0s organismos relacionados com o género Aquimonas podem também ter sobrevivido a
custa da biomassa em decaimento celular nos granulos maduros.

Os organismos pertencentes ao género Luteimonas parecem ter sido importantes
para o processo de granulacgdo, pois sua frequéncia relativa tornou-se substancialmente
maior nos primeiros granulos formados na Fase Il (FG_II). Esses organismos ja foram
detectados em um processo anoxico-0xico (A/O) composto por um filtro andxico e um
contactor biolégico em quatro estagios, conforme relatado por Li e Lu (2017).
Alkalispirillum, Zoogloea, Ottowia, Vibrionimonas, Fluviicola e Sideroxydans também
estiveram abundantemente presentes em FG_Il em comparacdo com o lodo de in6culo.
Algumas espécies do género Ottowia isoladas a partir de lodo ativado sdo consideradas
bactérias formadoras de flocos (FELFOLDI et al., 2011) e o papel desses organismos na
granulacdo aerébia em altas temperaturas (30 - 35 °C) foi relatado anteriormente
(CANCAO et al., 2009). Conforme discutido anteriormente, 0s organismos
relacionados ao género Zoogloea estdo relacionados a producdo de polimeros
extracelulares semelhantes e tém a capacidade de unir células (LI et al., 2008;
SEVIOUR et al., 2012), desempenhando um papel importante na formacéo de grénulos.
Estes organismos também podem armazenar &cidos graxos volateis na forma de PHA
intracelular (WEISSBRODT et al., 2010). Os organismos do género Zoogloea séo
encontrados em quantidades significativas ao longo do processo de granulacdo em
reatores alimentados com A&guas residuarias contendo glicose (LI et al., 2008).
WEISSBRODT et al. (2014) relataram que Zoogloea proliferou no estagio inicial do
desenvolvimento de granulos, mas ndo nos granulos maduros. Esses autores
mencionaram que a predominancia de Zoogloea levou a formacao de biomassa granular
homogénea dispersa em uma matriz de gel, permitindo o crescimento adicional de
grupos densos de bactérias de crescimento lento, tais como nitrificantes, PAO e GAO,
que se estabeleceram sobre 0s organismos Zoogloea a partir do centro dos granulos para
a sua extremidade (WEISSBRODT et al., 2014). De fato, a proporcao relativa desses
organismos aumentou substancialmente ao longo do estagio inicial do processo de
granulacdo, mas diminuiu quando os granulos maduros foram formados (Figura 5.39).
Para ser uma ideia, esses organismos atingiram 4% do total de bactérias nos granulos

instaveis na Fase I, e podem ter tido efeito adverso na manutengdo da estabilidade dos
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granulos. Também € interessante ressaltar o aumento gradual da abundancia de
organismos pertencentes ao género Thiothrix na granulacdo aerébia durante a Fase Il.
Essas bactérias sdo frequentemente relacionadas a ocorréncia de bulking filamentoso em
processos de lodos ativados (WILLIAMS e UNZ, 1985a). Apesar do regime anaerobio-
aerobio alternado aplicado ao reator, o qual provavelmente ndo é favoravel aos
organismos do género Thiothrix pois os mesmos ndo acumulam biopolimeros durante o
periodo de alimentacdo anaerdbia (HENRIET et al., 2017), a frequéncia relativa dessas
bactérias filamentosas atingiu quase 2% nos granulos maduros (MG_II). A presenca de
Thiothrix em reatores de reatores de lodo granular aerdbio foi relatada em investigacdes
anteriores (FIGUEROA et al.,, 2015). Verificou-se que o comprimento dos seus
filamentos em granulos varia entre 75 ¢ 300 um (FIGUEROA et al., 2015). A presenca
de organismos relacionados com Thiothrix pode ter contribuido para aumentar a forca
da biomassa granular, embora ndo tenha ocasionado perda de forma nos granulos

maduros.
5.5.10 Avaliando os PAO e GAO dominantes

Com base em técnicas moleculares independentes de cultivo, tem sido
amplamente aceito que os PAO mais relevantes em sistemas EBPR de laboratorio e em
escala plena sdo aqueles relacionados ao grupo Rhodocyclus, pertencente a familia
Rhodocyclaceae e classe Betaproteobacteria (ZILLES et al., 2002; KONG et al., 2004;
YILMAZ et al., 2008, MCMAHON et al., 2010; TERASHIMA et al., 2016). Na
literatura, esse grupo de organismos ainda ndo cultivados compdem muitas espécies
diferentes, e sdo comumente referidos como PAO relacionados com Rhodocyclus e
também como Candidatus 'Accumulibacter phosphatis' ou simplesmente
Accumulibacter (HASSELMANN et al., 1999; MCMAHON et al., 2010).

Nesse estudo, no entanto, as bactérias anaerobias facultativas com potencial de
reducdo de nitrato do género Dechloromonas (COATES et al., 2001), também
pertencentes a familia Rhodocyclaceae, consistiram nos organismos acumuladores de
polifosfato dominantes. Essas bactérias foram frequentemente detectadas em plantas de
tratamento de aguas residuarias com estagios alternados anaerdébios/aerdbios, incluindo
aqueles que com remocdo bioldgica de fosforo (GOEL et al., 2005; TERASHIMA et
al., 2016; SAUNDERS et al., 2016). Tais evidéncias sugeriram que esses organismos

apresentam o potencial de acumular polifosfato em grandes quantidades, tendo papel
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importante em processos EBPR (TERASHIMA et al., 2016). Alguns estudos também
confirmaram que algumas espécies de Dechloromonas apresentam alguns genes
necessarios para o acumulo de polifosfato, tais como a polifosfato quinase e a
exopoliposfatase (SALINERO et al., 2009). A capacidade desses organismos em
armazenar poli-P também foi revelada em outros estudos anteriores (KONG et al.,
2007).

Da mesma forma, os resultados deste estudo mostraram que 0S organismos
relacionados com Defluviicoccus corresponderam aos GAO dominantes, ao contrario de
outros estudos que mostram a predominancia de organismos da classe
Gammaproteobacteria, particularmente  Candidatus Competibacter  phosphatis
(CROCETTI et al., 2002).

5.5.11 Distribuicdo PAO-GAO e desempenho de remocéo de fosfato na Fase 1l

Devido a granulacdo instavel e a ndo constatacdo das conversdes tipicas do
processo EBPR ao longo da Fase I, na Fase Il o reator foi inicialmente submetido ao
regime anaerdbio-aerdbio alternado sem ocasionar arraste (washout) da biomassa (fase
de aclimatacdo) para selecionar os PAO. Essa estratégia teve sucesso, uma vez que a
proporcdo de PAO aumentou do in6culo aos primeiros granulos formados.
Concomitantemente, a liberacdo de fosfato comegou a ser observada desde o periodo de
aclimatacdo, tornando-se mais intensa quando os primeiros granulos (FG_II) foram
formados (Figura 5.31). No mesmo periodo, a absorcdo de fosfato na fase aerada do
ciclo aumentou, levando a uma maior remocao de fosfato do liquido. No entanto, apesar
da crescente populacdo de PAO (especialmente Dechloromonas) dos primeiros granulos
formados a biomassa granular madura, a liberacdo anaerdbia de fosfato a sua absorcao
aerobia subsequente diminuiram gradualmente ao longo do estdgio de granulacdo
completa e estdvel. Como a quantidade de DQO removida em condi¢bGes anaerobias
permaneceu praticamente invaridvel ao longo do tempo, o desempenho instavel do
processo EBPR foi possivelmente relacionado a proliferacdo de GAO (principalmente
Defluviicoccus) durante o processo de granulagdo. Esses organismos apresentam um
metabolismo semelhante ao dos PAO, podendo acumular PHA a partir de AGV em
condicBes anaerdbias (na auséncia de aceptores de elétrons externos) e crescer nesses
polimeros de armazenamento em condigdes aerdbias subsequentes (ZENG et al., 2003).

Portanto, eles competem com PAO pela matéria organica afluente, mas ndo contribuem
128



para o processo bioldgico de remocdo de fosforo, sendo portanto considerados
organismos indesejaveis em processos EBPR (LOPEZ-VAZQUEZ et al., 2009). A
competicdo entre PAO e GAO em sistemas de remocéo bioldgica de fosforo foi
estudada em diversos trabalhos anteriores (ERDAL et al., 2003; LOPEZ-VAZQUEZ et
al., 2009). Uma variavel que influencia diretamente essa competicao é a temperatura. A
partir de estudos anteriores, sabe-se que os PAO séo psicrofilos (ERDAL et al., 2003) e,
portanto, altas temperaturas sdo favoraveis para os GAO (ERDAL et al., 2003; LOPEZ-
VAZQUEZ et al., 2009), podendo levar a deterioracdo do processo EBPR nessas
condicdes (BASSIN et al., 2012b). Na verdade, essa era a Unica condi¢do de operagédo
susceptivel a variacdo no reator em estudo. Do final da fase de selecdo de grénulos até o
inicio do estagio de granulagdo completo, observou-se um aumento na temperatura
ambiente de 27 a 32°C resultante da mudanca de estacdo (primavera para verao).
Conforme apontado por Erdal (2002), a maior eficiéncia do EBPR em temperaturas
mais baixas deve-se a mudanca no metabolismo de PAO em detrimento a mudangas na
comunidade microbiana. De acordo com o estudo realizado por Lopez-Vazquez et al.
(2008, 2009), altas temperaturas (> 25°C) sdo mais favoraveis aos GAO, pois, nessas
condicdes, esses organismos apresentam uma maior taxa de absorcdo de AGV em
comparagdo com os PAO. A condi¢do de temperatura mais favoravel para GAO na
competicdo com PAO foi determinada como sendo 30°C (LOPEZ-VAZQUEZ et al.,
2008).

Levando em consideracdo essas observacdes, 0s resultados obtidos nesse estudo
indicam que os GAO, em especial os pertencendo ao género Defluviicoccus, podem ter
tido vantagem sob as temperaturas relativamente altas em relagéo a PAO (especialmente
do género Dechloromonas), embora a abundancia relativa do primeiro grupo fosse
menor do que a do segundo (Figura 5.40). Os GAO relacionados ao género
Defluviicoccus poderiam ter utilizado a maior parte da matéria organica afluente em
condicBes anaerdbias nas condigdes de temperatura prevalecentes, o que pode explicar
por que a liberacdo e absorcdo de fosfato em condicGes anaerdbias e aerdbias,
respectivamente, tornou-se pequena ao longo do estagio de granula¢do completa (Figura
5.40). Também ndo pode ser excluido que alguns outros GAO putativos com a
capacidade de consumir DQO durante a alimentacdo anaerobia estiveram presentes na
biomassa granular em virtude das altas temperaturas de operacdo do reator.
Adicionalmente, a reduzida remocdo de fosfato do liquido observado nesse estudo
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conduzido em altas temperaturas pode nédo so estar relacionada a proliferacdo de GAO,
mas também ser resultado do uso eficiente da via glicolitica por PAO, resultando em
mais armazenamento de glicogénio e menor absor¢do de fosfato do liquido (ERDAL et
al., 2007).

Por outro lado, em temperaturas mais baixas (inferiores a 20°C), nas quais 0S
GAO apresentam uma manutencdo celular mais onerosa, resultando em maior consumo
de energia e menor rendimento de biomassa, 0 desempenho do processo EBPR é mais
satisfatorio (LOPEZ-VAZQUEZ el al., 2008). Como a intencao do estudo foi avaliar o
processo de granulacdo utilizando lodo de inoculo de sistema de tratamento sem
remoc¢do bioldgica de nutrientes e sob condi¢cBes de clima tropical, a temperatura do
reator ndo foi controlada para favorecer PAO.

Além dos efeitos de temperatura, o tempo de retencao de sélidos relativamente
elevado (20 - 30 dias) aplicado ao reator também pode ter favorecido os GAO.
Conforme descrito por Whang e Park (2006), os PAO podem competir mais facilmente
com GAO em idades de lodo reduzidas (~ 3 dias), 0 que ndo ocorre em longos tempos

de retencdo de sélidos.

5.5.12 Relacionando o desempenho de nitrificacdo e a comunidade bacteriana

nitrificante

A planta de tratamento de aguas residuérias a partir da qual o lodo de in6culo foi
coletado apresentava baixo desempenho de nitrificacdo. De fato, a quantidade de AOB
no lodo de indculo foi insignificante (Figura 5.40). Com a estratégia operacional
aplicada para a selecdo de grénulos na Fase |, caracterizada pelo arraste gradual de
biomassa floculenta desde a inoculacdo do reator, as bactérias nitrificantes
(especialmente as AOB) se desenvolveram pouco no sistema (Figura 5.40). Nessas
condicdes, baixa remocao de amonio (~ 40%) foi alcancada ao longo da Fase | (Figura
5.40).

Por outro lado, com a aclimatacéo do indculo previamente ao estagio de selecéo
de granulos em condi¢cBes de operacdo evitando o arraste de células por meio da
aplicacdo de tempos de sedimentacdo elevados, a abundancia relativa dos organismos
oxidadores de aménio (Nitrosomonas e Nitrosospira) aumentou ao longo do tempo
(Figura 5.40), levando a nitrificacdo estavel e completa na Fase Il (Figura 5.27). Estes

dois géneros de AOB também foram relatados em granulos aerdbios cultivados em
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baixas cargas organicas (CYDZIK-KWIATKOWSKA E WOJNOWSKA-BARYLA et
al., 2011). No entanto, embora a abundéncia relativa de ambos os géneros AOB tenha
sido bastante semelhante nos primeiros granulos formados (FG_II), a evolugdo da
biomassa granular para granulos maduros (MG_II) levou a predominancia de
Nitrosomonas. Esse género € o mais relevante nos sistemas nitrificantes (DAIMS et al.,
2009), incluindo reatores de lodo granular aer6bio (BASSIN et al., 2011; FRA-
VAZQUEZ et al., 2016).

Nitrobacter foi o principal género de NOB na Fase I, enquanto Nitrospira
constituiu a maioria da populacdo de NOB na Fase Il. Embora essa diferenciacdo
também possa ser atribuida as diferentes condigdes operacionais aplicadas no periodo
de partir de cada reator (auséncia ou presenca do periodo de aclimatagdo em condi¢des
operacionais evitando o arraste de lodo), as caracteristicas do indculo também podem
ter influenciado a distribuicdo das NOB ao longo do tempo. Na Fase I, Nitrobacter
(0,9%) ja era o género de oxidadoras de nitrito dominante no in6culo, enquanto que na
Fase 11 Nitrospira foi o género mais frequente (1,5%). Os resultados indicam que, tanto
a estratégia de selecdo de granulos como a qualidade do lodo de in6culo influenciam a
comunidade nitrificante nos granulos formados. Nitrospira € relatado como o género de
NOB mais importante nos processos de lodos ativados (DAIMS et al., 2001; GIESEKE
et al., 2003), embora estudos com sistemas de lodo granular aerébio relam predominio
de Nitrobacter (WINKLER et al., 2012).

Os resultados ainda indicaram que a proporcdo de Nitrobacter na Fase |
aumentou substancialmente quando os granulos maduros foram formados. A proporgéo
de NOB também aumentou consideravelmente na Fase Il, particularmente quando se
observou a segregacdo de biomassa em granulos e coloracdo clara (LG_II) e escura
(DG_II). Levando em conta as leituras de sequéncias de DNA referentes as AOB e
NOB nas amostras GR_I, LG_Il e DG_lII, a relacdo NOB/AOB foi muito superior a 1.
Com base na oxidacdo autotréfica de aménio e nitrito, espera-se que a relacdo entre
NOB e AOB deva estar por volta de 0,5 (FERGUSON, 1982; HOOPER et al., 1997).
Esse resultado inesperado ja foi relatado e investigado em um estudo anterior
(WINKLER et al., 2012). Esses autores propuseram dois mecanismos possiveis para
explicar essa observacdo: 1) capacidade mixotrofica dos organismos do género
Nitrobacter, que podem se tornar independentes do fornecimento de nitrito a partir das

AOB; e 2) "loop de nitrito", pelo qual ocorre um ciclo de oxidagéo de nitrito/reducéo de
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nitrato nos granulos, permitindo que as NOB reutilizem o nitrito e, portanto,
desacoplem parcialmente o seu crescimento a partir do nitrito gerado pelas AOB
(WINKLER et al., 2012). Ambas as teorias podem ser particularmente relevantes em
processos com biofilmes, nos quais é possivel a oxidacdo de nitrito a nitrato por
oxidadores de nitrito e reducdo de nitrato a nitrito por bactérias desnitrificantes (ou
NOB com metabolismo mixotrofico). Como a relagdo entre as NOB puramente
autotroficas (como Nitrospira) e as AOB também foi observada como sendo
consideravelmente elevada na Fase Il (especialmente na amostra DG_II), a teoria do

loop nitrito parece explicar melhor os resultados.
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6- CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos nesse trabalho, algumas consideracGes podem ser
feitas.

Os experimentos mostraram que 0 uso de um inéculo desprovido de organismos
acumuladores de polifosfato (PAO), oriundo de uma planta de tratamento projetada
apenas para a remoc¢do de matéria organica, acarretou no consumo desprezivel de
matéria organica na fase de alimentacdo anaerdbia do ciclo do reator em batelada
sequencial (RBS). Por conseguinte, a remogdo de DQO foi realizada integralmente na
fase aerada, o que levou a proliferacdo de bactérias filamentosas (Fase 1). O aporte de
elevadas concentracdes de matéria organica na fase aerada também prejudicou o
desenvolvimento das bactérias nitrificantes e, por conseguinte, a oxida¢do de aménio. A
auséncia de bactérias de crescimento de lento (PAO e nitrificantes), associada a
presenca de filamentosas, levou a instabilidade da biomassa granular e posterior
desgranulacéo.

O emprego de uma etapa de aclimatacdo para selecionar os organismos capazes
de converter acetato em condi¢cdes anaerobias (por exemplo, PAO e GAO) a partir do
lodo de in6culo antes de diminuir o tempo de sedimentacdo (Fase I1) permitiu que quase
a totalidade da DQO afluente fosse removida na alimentacdo anaerdbia antes do
aparecimento dos primeiros granulos. Esse resultado limitou o crescimento das bactérias
heterotréficas de crescimento rapido, enquanto os PAO e GAO foram enriquecidos no
reator. De fato, conforme evidenciado pela caracterizacdo da comunidade bacteriana por
sequenciamento de DNA gendmico extraido de amostras de lodo durante a Fase 1, a
propor¢do de ambos grupos funcionais na comunidade bacteriana aumentou durante
formagéo dos granulos, levando a granulacéo estavel.

A despeito da crescente populacdo de PAO (especialmente Dechloromonas) dos
primeiros granulos formados (Fase 1), a liberacdo anaerdbia de fosfato a sua absorcao
aerobia subsequente, reduziram gradualmente ao longo do estdgio de granulagéo
completa e estdvel. Como a quantidade de DQO removida em condi¢Ges anaerobias
permaneceu praticamente invariavel ao longo do tempo, o desempenho instavel do

processo EBPR foi atribuido & proliferacdo de GAO (principalmente Defluviicoccus)
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durante a granulacdo aerobia. Tais resultados estdo possivelmente ligados as altas
temperaturas de operacédo do reator, favorecendo a atividade desses Gltimos organismos.

Os resultados de sequenciamento revelaram um perfil bacteriano bastante
distinto para a biomassa granular nas Fases | e |1 em comparacdo com o respectivo lodo
de inéculo. Apesar das condi¢cBes operacionais do reator terem desempenhado um papel
importante no estabelecimento de diferentes grupos funcionais no sistema, acredita-se
ter ocorrido uma selecdo natural de bactérias, levado a uma menor diversidade e maior
nivel de dominancia na comunidade bacteriana do lodo granular formado. A
desgranulacdo ocorrida na Fase | foi acompanhada por mudanca completa da
comunidade microbiana no reator em relacdo aos estagio de granulacdo completa e
instavel. Por sua vez, na fase IlI, as caracteristicas da biomassa mudaram
consideravelmente dos primeiros granulos formados aos granulos maduros em funcgéo
da colonizacdo do biofilme por novas bactérias, repercutindo em maior riqueza
microbiana.

De modo geral, esse estudo enfatiza os desafios que podem ser encontrados
durante a granulacdo aerdbia sob condicBes de clima tropical. Os resultados revelaram
que, dependendo do lodo utilizado como in6culo, um estagio de adaptacdo antes do
estagio de selecdo de granulos favorece uma granulacdo bem-sucedida. Através do
estabelecimento de um regime com presenca e auséncia de substratos, a etapa de
aclimatacdo da biomassa permitiu a selecdo de organismos de crescimento lento,
conhecidos por favorecer a formacdo de granulos e sua estabilidade. Além disso,
possibilitou a remocao simultanea de DQO, nitrogénio e fésforo. Altos percentuais de
remocao de amonio (>95%) e de nitrogénio total (>90%) foram observados, apesar da

remocao de fosfato ter se mostrado instavel nas condi¢cdes de temperatura prevalecentes.
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7- RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Os seguintes topicos podem ser investigados mais detalhadamente em trabalhos
futuros:
e Emprego de estratégias para melhorar o desempenho de remocéo de fosforo,
sobretudo em reatores operados em altas temperaturas;
e Estabelecimento de outras estratégias operacionais para obtencdo dos
organismos desejados;
e Estudo da granulacéo aerdbia com efluente real para efeito de compara¢do com

0s resultados obtidos nessa pesquisa utilizando efluente sintético.
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