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RESUMO

O gerenciamento do lodo biolégico excedente produzido em estacdes de
tratamento de esgoto pode representar mais de 50% dos custos operacionais de uma
ETE. Associado a isto, a destinagdo inadequada desse residuo em lixdes e aterros
sanitarios controlados sdo vistos como um problema ambiental que acarreta em
prejuizos para o meio ambiente e saude publica. Nesse sentido, a busca por novas
tecnologias de valorizacdo deste residuo deve ser priorizada. Diante desse cenario,
essa pesquisa teve quatro objetivos que visam aprofundar os conhecimentos quanto
a valorizacdo do lodo através da tecnologia de lodo granular aerébio (LGA) e do lodo
granular algal-bacteriano (LGAB): (1) analisar a formacéo de granulos e fotogranulos
aerobios; (2) quantificar a recuperacéo dos biopolimeros (ALE e PHB) em sistemas
LGA e LGAB, assim como a producéo lipidica em LGAB; (3) avaliar o efeito do modo
de operacdo na recuperacdo de ALE, PHB e lipidios nos sistemas mencionados e (4)
elucidar a comunidade microbiol6gica na producéo desses subprodutos em LGA. Para
isso, foram operados quatro reatores em bateladas sequencias em escala de
bancada, sendo dois reatores com biomassa bacteriana (R1 e R2) e dois biorreatores
com consorcio microalgal-bacteriano (F1 e F2) com ciclos de 4h, durante 70 dias. Os
reatores foram submetidos a duas estratégias operacionais de mistura da biomassa:
pulsos de ar (R1 e F1) e recirculagdo do sobrenadante (R2 e F2). Os reatores foram
alimentados com efluente sintético complexo (DQO=280,8 + 53,6 mg/L) sob clima
tropical (29,0 £ 2,0 °C). Os resultados indicaram que a estratégia de mistura da
biomassa por pulsos de ar favoreceu a producéo/recuperacao de ALE para biomassa
bacteriana (R1: 172,4 + 94,6 mg/gSSV) quando comparados a estratégia de
recirculacéo do esgoto sobrenadante (R2: 63,7 £ 44,0 mg/gSSV). Por outro lado, ndo
houve diferencas significativas na recuperacao de ALE entre as estratégias aplicadas
para biomassa algal-bacteriana (F1: 84,3 + 32,7 mg/gSSV e F2: 90,9 + 51,3
mg/gSSV). As analises demonstraram que organismos responsaveis pela excre¢cado
de EPS do género Lactococcus, foram dominantes nos reatores bacterianos,
superiores a 40%. Quanto a recuperacdo de PHB, foi demonstrado que os reatores
bacterianos apresentaram maior potencial de acumulacdo de PHB (10,4 + 1,7
mg/gSSV para R1 e 7,9 + 4,5 mg/gSSV para R2) quando comparados aos de
biomassa algal-bacteriano (5,7 + 1,6 mg/gSSV e 6,3 + 0,8 mg/gSSV em F1 e F2,

respectivamente). Por fim, a producao lipidica alcancada em F1 (pulsos de ar) foi



aproximadamente 40% superior ao F2 (recirculacéo do sobrenadante), que obtiveram
cerca de 205,5+87,6 mg/gSSV e 120,3£71,0 mg/gSSV, respectivamente. Os dados
mostraram o potencial de recuperacao de biopolimeros (ALE e PHB) em LGA e LGAB
e de producao lipidica em LGAB. Entretanto, faz-se necessario sua aplicacdo em
escala piloto e/ou real a fim de avaliar sua aplicabilidade e viabilidade operacional para

fins de implementagéo em biorrefinarias.

Palavras-chave: recuperacao de recursos; lodo granular aerébio (LGA); exopolimero

semelhante a alginato (ALE); polihidroxialcanoato (PHA); producdo lipidica.



ABSTRACT

The management of surplus biological sludge produced in Wastewater
Treatment Plants (WWTP’s) can represent more than 50% of the operational costs of
WWTPs. Associated with this, the inadequate destination of this residue in dumps and
controlled sanitary landfills are seen as an environmental problem that causes damage
to the environment and public health. In this sense, the search for new technologies
for the recovery of this waste should be prioritized. In this scenario, this research had
four objectives that aim to deepen the knowledge regarding the valorization of sludge
through aerobic granular sludge (AGS) and algal-bacterial sludge (AGSB) technology:
(1) to analyze the formation of granules and photogranules aerobics; (2) quantify the
recovery of biopolymers (ALE and PHB) in AGS and AGSB systems, as well as lipid
production in AGSB; (3) to evaluate the effect of the operation mode on the recovery
of ALE, PHB and Lipids in AGS and AGSB and (4) to elucidate the microbiological
community in the production of these by-products in AGS. For this, four reactors were
operated in sequential batches on bench scale, two reactors with bacterial biomass
(R1 and R2) and two bioreactors with a microalgal-bacterial consortium (F1 and F2)
with cycles of 4h during 70 days of operation. The reactors were subjected to two
operational strategies for biomass mixing: air pulses (R1 and F1) and supernatant
recirculation (R2 and F2). The reactors were fed with complex synthetic effluent
(COD=280.8 = 53.6 mg/L) under tropical climate (29.0 + 2.0 °C). The results indicated
that the strategy of mixing the biomass by air pulses favored the production/recovery
of ALE for bacterial biomass (R1: 172.4 + 94.6 mg/gSSV) when compared to the
strategy of recirculating the supernatant sewage (R2: 63.7 £ 44.0 mg/gSSV). On the
other hand, there were no significant differences in ALE recovery between the
strategies applied to algal-bacterial biomass (F1: 84.3 + 32.7 mg/gSSV and F2: 90.9 +
51.3 mg/gSSV). The analyzes showed that organisms responsible for the excretion of
EPS of the Lactococcus genus were dominant in bacterial reactors, greater than 40%.
Regarding PHB recovery, it was demonstrated that bacterial reactors had a greater
potential for PHB accumulation (10.4 £ 1.7 mg/gSSV for R1 and 7.9 = 4.5 mg/gSSV
for R2) when compared to those of algal-bacterial biomass (5.7 £ 1.6 mg/gSSV and
6.3 £ 0.8 mg/gSSV in F1 and F2, respectively). Finally, the lipid production achieved
in F1 (air pulses) was approximately 40% higher than in F2 (supernatant recirculation),
which obtained about 205.5+87.6 mg/gSSV and 120.3£71.0 mg /gSSV, respectively.



The data showed the potential for recovery of biopolymers (ALE and PHB) in AGS and
AGSB and lipid production in AGSB. However, its application on a pilot and/or real
scale is necessary to assess its applicability and operational feasibility for

implementation in biorefineries.

Keywords: resource recovery; aerobic granular sludge (AGS); alginate-like
exopolymer (ALE); polyhydroxyalkanoate (PHA); lipid production.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, o0 manuseio e descarte do lodo proveniente das Estacfes de
Tratamento de Esgoto (ETE) é considerado um problema ambiental, pois conforme
Nizami et al. (2017), na maioria dos paises em desenvolvimento, o lodo biolégico
residual é descartado em lixdes ou aterros sanitarios sem qualquer controle ou
regulamentagcdo. Em contraste a isso, paises europeus exigem que estes compostos
sejam utilizados para producdo de energia ou submetidos a processos para
recuperacéo de subprodutos de alto valor agregado por meio do lodo excedente ao
abrigo da Diretiva Quadro para Residuos: Diretiva 2008/98/EC (HEALY et al., 2015).

A partir de iniciativas como essas, conforme discorre Guimaraes (2017), as
ETE passaram a ser vistas como potenciais biorrefinarias, modeladas para
recuperacdo de produtos de alto valor agregado a partir do lodo excedente em
guantidades e custos compativeis com a demanda e precos do mercado (Van
Loosdrecht e Brdjanovic, 2014).

Atualmente, a tecnologia de lodo ativado é o tratamento biol6gico de aguas
residuarias mais utilizado no mundo (VAN HAANDEL; VAN DER LUBBE, 2012). No
entanto, quando se visa a remocao de nutrientes, sdo necessarias diversas operacdes
unitarias, o que resulta em maiores custos de instalacéo e operacao, e demanda area.
Nesse contexto, algumas tecnologias emergentes de tratamento de efluentes estao
surgindo, como a de Lodo Granular Aerébio (LGA). No Brasil, trés estacdes ja operam
com o sistema LGA, em Rio Claro (SP), Limeira (SP) e no Rio de Janeiro (RJ), e
outras unidades estdo em fase de projeto e construcdo, como em Recife (PE) e no
Tocantins, implantadas pela BRK Ambiental.

Nesse cendario, pesquisas vém revelando que o LGA tem se mostrado uma
abordagem vantajosa para o tratamento de esgotos sanitarios devido ao potencial de
tratar efluentes com menor custo e promover remogao simultanea de matéria organica
e nutrientes em um mesmo tanque (reator biol6gico). Além disso, diversos
subprodutos de alto valor agregado e interesse comercial podem ser obtidos a partir
do LGA, como: exopolimero semelhante ao alginato (ALE), polihidroxialcanoato
(PHA), triptofano e fésforo, e recentemente, vem-se explorando a capacidade de
biorreatores de consorcio algal-bacteriano (LGAB) na producao lipidica (HUANG et
al., 2020).

Em sintese, temos que:
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a) O ALE é um biopolimero testado em aplicacbes farmacéuticas, biomédicas
avancadas, industria de alimentos e papel (CAO et al., 2020; MORADALI et al.,
2018), seu valor de mercado pode variar entre US$ 80-140/Kg (MURUJEW et
al. 2019);

b) O polihidroxialcanoato (PHA) sédo considerados como bioplasticos produzidos
intracelularmente por microrganismos removedores de fosforo (MANNINA et
al., 2019) que pode ser usado na producao de embalagens, tintas, fibras ultra-
fortes, produtos da biomedicina (MOZEJKO-CIESIELSKA e KIEWISZ, 2016),
e apresenta valor de mercado variando de US$ 1,74-5,97/Kg de PHA (KUMAR
et al., 2020);

c) O lipidio, matéria-prima para producdo de biocombustiveis tornou-se uma
alternativa aos combustiveis tradicionais devido ao menor balanco geral de
emissOes de gases de efeito estufa (YELLAPU et al., 2018).

A recuperacao dos bioprodutos por meio da biomassa granular e consorcio
algal-bacteriano sdo alternativas possiveis (FELZ et al., 2016; SCHAMBECK et al.,
2020; ROLLEMBERG et al., 2020a; MENG, et al.,, 2020). Nesse contexto, essa
tecnologia acarreta em alto impacto no ambito do desenvolvimento cientifico e
tecnolégico, visto que € um processo de tratamento de esgoto que apresenta
elevadas eficiéncias de remocdo de matéria organica, nutrientes e potencial de
recuperacdo de recursos de valor agregado do excesso de lodo (biomassa). No
entanto, além de otimizar os sistemas LGA e LGAB para producao em larga escala,
€ preciso ampliar o conhecimento sobre o impacto dos parametros operacionais na

recuperacao de recurso neste sistema (CARVALHO et al., 2021).

1.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o potencial de recuperacéo dos biopolimeros ALE e PHB em LGA e
LGAB cultivados em reatores em bateladas sequenciais (RBS) em escala de bancada,

assim como quantificar a producéo lipidica por LGAB.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a formacdo de granulos aerobios e fotogranulos em diferentes

condi¢cbes operacionais;
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Quantificar a producéo e recuperacao dos biopolimeros ALE e PHB em LGA e
LGAB, assim como a producdo lipidica em LGAB;

Analisar o efeito do modo de operacao na recuperacéo de ALE, PHB em LGA
e LGAB, e da producdo lipidica em LGAB,;

Identificar a comunidade microbiolégica envolvidos na producdo dos

bioprodutos em LGA por meio de técnicas de biologia molecular.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Nesta secdo, serdo discutidos conceitos basicos para contextualizar os

resultados obtidos ao longo desta pesquisa.

2.1 BIORREFINARIA E ECONOMIA CIRCULAR

Nos ultimos anos, a procura por fontes renovaveis de matérias-primas
aumentou, principalmente em funcdo de preocupacdes ambientais atuais como
superpopulacéo e esgotamento de recursos naturais, como o petréleo e aumento dos
Gases de Efeito Estufa (GEE). Com isso, a bioeconomia circular se apresenta como
uma estratégia eficiente de utilizacdo de recursos para a valorizacdo de residuos
organicos.

A maioria das ETE sao, geralmente, projetadas apenas para fins de remocao
de matéria organica e nutrientes dos efluentes. No entanto, recentemente, uma nova
abordagem tem sido considerada. A recuperacao de recursos hidricos, energéticos e
de nutrientes a partir de ETE municipais fornece uma solugdo promissora para uma
série de problemas de cunho econémico, ambiental e social prevalentes (ANSARI et
al., 2017). Nesse contexto, pesquisadores defendem que as ETE convencionais
devem ser redesenhadas como biorrefinaria que integra processos de converséao de
biomassa (lodo) em produtos de valor agregado, otimizando o uso de recursos.

Diante do exposto, a utilizac&o eficiente de residuos organicos (biomassa) para
a recuperacdo de produtos de valor agregado e energia requer tecnologias
direcionadas conforme o tipo de residuo organico gerado. Além da aplicacdo em
aguas residuarias municipais (FERREIRA et al., 2021), o conceito de biorrefinaria tem
sido aplicado em outros segmentos como aguas residuarias agroindustriais
(MARTINEZ-BURGOS et al., 2021), de laticinios (ANUNIS et al., 2020), de esterco
(KHOSHNEVISAN et al., 2021), dentre outros.

Nesse contexto, Nizami et al. (2017) discorre que as biorrefinarias de residuos
ou de geracdo de energia fornecem solugcdo economicamente viavel e promissora
tanto para aumento das demandas energéticas quanto para o gerenciamento

ambientalmente adequado de residuos sélidos.
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2.2 LODO GRANULAR AEROBIO

A tecnologia de Lodo Granular Aerobio (LGA) foi aludida pela primeira vez por
Mishima e Nakamura (1991) que observaram a formacéo de granulos aerébios com
didmetros médio de 2 a 8 mm, em reator de manta de lodo aerdbio de fluxo continuo
e ascendente. Em 2004, o conceito de lodo granular aerdébio foi discutido durante o 15t
IWA Workshop on Aerobic Granular Sludge ocorrido em Munique, Alemanha.
Segundo De Kreuk et al. (2005), granulos aerébios foram oficialmente definidos como
sendo um composto de agregados microbianos auto-imobilizados originados do lodo
ativado convencional sujeito a tensdes hidrodindmicas especificas.

Comparado com a tecnologia de lodo ativado (Figura 1), a biomassa granular
apresenta vantagens como estrutura densa e compacta, capacidade de sedimentacao
elevada, remocdao simultanea de matéria organica e nutrientes (LIU; TAY, 2002). Além
disso, o LGA vem demonstrando tolerdncia a toxicidade, suporte a altas cargas

organicas e diferentes taxas de aeracao (LONG et al., 2014).

Figura 1 - Representacdo esquemética simplificada da tecnologia de A) lodo ativado e B) lodo
granular aerébio.
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Fonte: Adaptado de FRANCA et al. (2018).

O LGA apresenta uma estrutura estratificada decorrente da limitacao de difusao
de oxigénio no interior dos granulos, denominadas zona aerdbia, andxicas/anaerébia
(Figura 1b). Na parte superficial do granulo encontra-se a camada aer6bia onde o
oxigénio € disponivel e permite o desenvolvimento de uma variedade de bactérias
como as nitrificantes; no ndcleo anoxico/anaerébio ocorre o desenvolvimento de
bactérias desnitrificantes e organismos acumulados de polifosfato (PAO), por exemplo
(PRONK et al., 2015).
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Em geral, a aplicacdo da tecnologia de LGA tem se tornado uma alternativa
para estacOes de tratamento compactas, e vem sendo aplicada no tratamento de
esgoto sanitario (PRONK et al.,, 2015), efluente téxtii (MANAVI; KAZEMI,
BONAKDARPOUR, 2017), aguas residuais salinas (CORSINO et al.,, 2017), e
recentemente, para recuperacgéo de subprodutos de alto valor agregado (CARVALHO
et al.,, 2021). Atualmente, o sistema com lodo granular aerébio ja vem sendo
comercializado com o nome de Nereda® pela Royal Haskoning DHV em parceria com
a Universidade Tecnolégica de Delft (Holanda) e direcionada para a recuperacéo de

subprodutos de alto valor agregado a partir da biomassa excedente na ETE.

2.2.1 Formacao de granulos Aerodbios

A granulacdo aerdbia pode ser entendida como a agregag¢do microbiana que
ocorre por um processo de imobilizagcdo para formar uma associacdo multicelular
estavel e continua. Show, Lee e Tay et al. (2012) sugeriram que a granulacao aerébia
s6é pode ser obtida sob condi¢cdes de carregamentos controlados e estratégias de
funcionamento especificas. O processo de formacéo de LGA a partir da adicdo de um
in6culo (biomassa inicial) esta relacionado a sintese de Substancias poliméricas
extracelulares (EPS), que confere a adesdo aos agregados e torna possivel a

estrutura granular, conforme demonstrado na Figura 2.

Figura 2 - Representagdo esquematica da formacao de granulos
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Fonte: Adaptado de FRANCA et al. (2018).

Processos detalhados de granulacdo foram descritos por pesquisadores como
Beun et al. (1999), e Liu e Tay (2002) adaptado por Zhang et al. (2016). O modelo

proposto por Liu e Tay (2002) para o desenvolvimento do LGA consiste em quatro
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etapas, a saber: a primeira etapa € o contato célula-célula para formar agregado por
forcas hidrodinamicas, difusivas, termodindmica, de gravidade e de mobilidade
celular; a atracao inicial forma agregados por forcas fisicas (forca de Van der Waals,
neutralizacdo de cargas opostas e forca termodinamica), quimicas (unido ibnica,
intercalac@o de particulas) ou bioquimicas (fusdo de membrana celular, atracéo de
receptores celulares, desidratacdo da superficie celular); a terceira etapa consiste na
producdo EPS e crescimento do agregado estimulados por quérum sensing e
estresses ambientais como limitacdo de nutrientes. E, finalmente, a forca de
cisalhamento hidrodinamico estabiliza a estrutura tridimensional do granulo.

A formagé&o do granulo e seu tamanho influencia diretamente no desempenho
do sistema LGA que dependem das condicbes operacionais impostas e,
principalmente, da composicdo da agua residuaria utilizada. Nesse contexto, a
granulacdo aerébia a curto e longo prazos pode ser afetada por varios parametros
operacionais, tais como inoculo, composicdo do substrato, taxa de carregamento,
estratégias operacionais e de alimentacdo, intensidade de aeracdo (forcas de
cisalhamento hidrodinamicas), tempo de sedimentacéo, relagéo de troca volumétrica,
dentre outros (FRANCA et al., 2018).

2.3 CONSORCIO GRANULAR ALGAL-BACTERIANO

O setor de saneamento consome aproximadamente 7% de toda a energia do
mundo (DE LIMA et al., 2019), o que justifica a necessidade do desenvolvimento de
tecnologia eficiente com alta capacidade de remocé&o de matéria organica e nutrientes,
e baixo consumo de energia. Como ja é conhecido, nas ETE convencionais baseada
no sistema de lodos ativados, por exemplo, as unidades de aeracdo que fornecem
oxigénio (O2) para o metabolismo aerobio e para favorecer a mistura da biomassa séo
as grandes responsaveis pelo gasto de energia nesse sistema (AHMAD et al., 2019).

Diante disso, a coexisténcia de algas e bactérias em sistemas de tratamento
de esgoto tem ganhado atencdo. Nesse processo, o0 diéxido de carbono (CO3)
produzido pelas bactérias pode ser utilizado pelas microalgas para a fotossintese,
enguanto as microalgas produzem oxigénio para que as bactérias oxidem a matéria
organica e o amodnio (LEE e HAN, 2016). O consoércio de bactérias e microalgas pode
ser desenvolvido em diferentes tipos de sistemas, como lagoas de alta taxa (ARCILA
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e BUITRON, 2017), sistemas de fluxo continuo (JI et al., 2018) e fotobiorreatores
fechados (LIU et al., 2017).

Para Zhang, Ji e Liu (2021) o processo de lodo granular algal-bacteriano
(LGAB) apresenta diversas vantagens quando comparado ao processo convencional
de lodos ativados, tais como: menor consumo de energia, melhor sedimentabilidade
de lodo, menor emissao de GEE, além da producéo da biomassa algal que pode ser
utilizada na producéo de bioenergia e produtos de alto valor agregado (KWON et al.,
2014).

2.3.1 Formacdao de fotogranulos aerdbios

Como mencionado anteriormente, algas e bactérias podem coexistir em
sistemas de agua doce e salgada, assim como em ETE quando as condicbes sdo
favoraveis (AQEEL et al., 2016). A formacao de fotogranulos em RBS foi observado
por Huang et al. (2015) quando o reator foi submetido a exposicao natural de luz solar,
promovendo o crescimento de algas e formacédo de granulos por relagfes simbidticas
entre algas e bactérias (Figura 3). Diante disso, a principal diferenca entre granulos
aerobios e fotogranulos consiste na presenca de microalgas na camada externa desse
agregado (LI et al., 2015).

Figura 3 - llustracéo da interacdo de microalgas-bactérias na formagé&o do biofilme granular
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Fonte: FALLAHI et al. (2021).
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A formacdo de agregados algal-bacteriano em fotobiorreatores podem ser

desenvolvidos através de processos biolégicos com ou sem a adi¢cao de algas como
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inoculo. Em geral, a granulagdo, o desempenho do sistema e a biodiversidade
microbiana sao influenciados por fatores microbianos, incluindo interacdes entre algas
e bactérias. Em resumo, o modelo de desenvolvimento do agregado algal-bacteriano

foi descrito por Li et al. (2015) e consiste em quatro estagios, a saber:

e Estégio I: as algas ficam aderidas a superficie do lodo floculento pela “cola
biolégica” (EPS) ou pela aderéncia de bactérias filamentosas;

e Estagio Il: a medida que novas espécies de microalgas vao surgindo, novas
bactérias ficam aderidas as algas;

e Estagio lll: o agregado algal-microbiano continua a crescer. Nesse estagio é
observado uma maior producao de EPS;

e Estégio IV: alcanca-se a estabilidade granular.

Se comparados com o sistema de granulos aerdbios, os fotogranulos
apresentam vantagens, tais como: reducdo dos custos e consumo de energia
associados a simbiose entre algas e bactérias, e consequentemente reducédo da
necessidade de oxigénio no sistema; aumento da eficiéncia de remocéao de nutrientes,
excelente sedimentabilidade, o que facilita a separacdo entre biomassa e efluente
tratado e, apresenta potencial de recuperacéo de recursos de valor agregado como
astaxantina, betacaroteno, AGV’s e lipideos (FOLADORI et al., 2018; HUANG et al.,
2015; MENG et al., 2019).

2.4 REATORES EM BATELADAS SEQUENCIAIS

Os granulos aerébios sdo geralmente cultivados em reatores em bateladas
sequenciais (RBS) onde ocorrem aeracdo e decantacdo no mesmo tanque, sem
necessidade de unidades operacionais distintas para estas etapas. Apesar do
desenvolvimento de LGA acontecer preferencialmente em RBS, também € possivel
sua formagéo em sistemas continuos (YAN, CUl e HUANG, 2021). A Figura 4 ilustra

o funcionamento esquematico de um RBS.
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Figura 4 - Representagdo esquematica do funcionamento de um RBS
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Fonte: Adaptado de FRANCA et al. (2018).

Segundo DE KREUK (2006), o RBS é um sistema que envolve a utilizacdo de
um unico reator de mistura completa, o qual simula todos os processos envolvidos no
sistema de lodos ativados (Figura 1a) e consequentemente, ideais para locais com
limitacdo de espaco. Em geral, os RBS operam em regime de ciclos, com fluxo
intermitente, conforme Figura 4. O processo de tratamento de esgoto nesses reatores
consiste nas etapas de enchimento ou alimentacao, reagcédo, sedimentacao, descarte
e repouso, a saber:

e Enchimento ou alimentacédo: consiste da adicdo do efluente contendo o
substrato para a atividade microbiana,

e Reacao: é ligado o sistema de aeracdo para oxidacao biolégica da matéria
organica;

e Sedimentacdo: interrompe-se a aeracao para repouso do efluente sem
interferéncia de entrada e saida de liquidos;

o Descarte: o efluente clarificado é retirado durante a fase de esvaziamento;

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

Apesar das vantagens desse sistema, o0 RBS convencional apresenta algumas
limitacdes, tais como: necessidade de automatizar a valvula de descarga; perda de
biomassa e inundacao da ETE, se houver falha no descarte, dado que o tempo entre
o descarte e alimentacdo séo curtos; necessidade de bombas de elevada poténcia
devido a vazdo necessaria para alimentagdo em curto intervalo de tempo
(ROLLEMBERG et al., 2020b).

Assim como os RBS, os fotobiorreatores em bateladas sequenciais (FRBS)
utilizam os mesmos ciclos de enchimento, reacdo biologica, sedimentacdo e
esvaziamento do efluente, porém necessitam de iluminacdo em seus processos (JI et
al., 2018). Os FRBS tém sido utilizados no desenvolvimento de agregados de lodo

granular aerdbio e microalga (GAO et al., 2011).
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2.5 RECUPERACAO DE SUBPRODUTOS EM LGA E LGAB

Nos ultimos anos, as aguas residuarias deixaram de se tornar preocupacao
ambiental e de saude publica e passaram a ser vistas como fonte de recuperacao de
subprodutos de valor agregado em apoio a uma economia circular sustentavel. Nesse
contexto, a atencdo se voltou para a conversdo de ETE em biorrefinarias devido a
escassez de alguns recursos e aos elevados custos de producao e fabricacdo. Da
mesma forma, segundo Hamza et al. (2022), a implantacéo da biotecnologia LGA para
tratamento de &guas residudrias ganhou interesse significativo pelo potencial de
recuperacdo de subprodutos como o ALE (do inglés alginate-like exopolymers), o
Polihidroxialcanoatos (PHA), e o triptofano que séo extraidos do EPS dos granulos,
bem como o fésforo que se acumula nos granulos apos a absorcao do fosfato em
condicdes aerbbias, e também producdo lipidica por consoércio granular algal-

bacteriano.

2.5.1 Exopolimero semelhante ao Alginato (ALE)

O alginato é um polissacarideo e copolimero linear formados por varias
proporgdes de dois mondmeros: acidos B-D-manurbnico e a-L-gulurénico (LIN et al.,
2010). Sua composicdo pode variar em propor¢cdo, comprimento e sequéncia de
blocos dos residuos de &cidos manurénicos (M) e gulurdnicos (G) conforme a
natureza da matéria-prima utilizada. Os blocos sdo compostos por residuo
consecutivos G (GGGGGG), M (MMMMMM) e alternado G e M (GMGMGM) (LEE;
MOONEY, 2012).

Devido a sua capacidade de formar géis em contato com cétions divalentes
(Ca?* e Mg?*), o alginato pode ser empregado nas industrias de alimentos e téxteis
como um espessante, como um agente formador de filme para preservacao de
alimentos e fabricag&o de papel, como um agente gelificante para encapsulamento de
medicamentos e producdo de curativos, além de aplicacbes farmacéuticas e
biomédicas avancadas (CAO et al., 2020; MORADALI et al., 2018).

Atualmente, a producao comercial de alginato advém exclusivamente de algas
marinhas marrons tais como Ascophyllum, Durvillaea, Ecklonia, Laminaria, Lessonia,
Macrocystis, Sargassum e Turbinaria (GAO et al., 2018). Embora ainda nédo seja

comercialmente competitivo, a producdo de alginato pelas bactérias do género
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Pseudomonas aeruginosa, Azotobacter indicus e Azotobacter Vinelandii em
condi¢Bes controladas vém sendo estudada (HAY et al., 2013; LEE; MOONEY, 2012).

Em LGA, foram observados que os EPS, isto é, uma mistura complexa de
polissacarideos, proteinas e acidos nucleicos (fosfolipideos, substancias humicas e
polimeros intercelulares) que mantém 0s microrganismos unidos, apresentava
capacidade de formar um gel (SEVIOUR et al., 2009). A vista disso, Yang et al., 2014
discorrem que os hidrogéis sao elementos chaves para a granulacdo. Recentemente,
esse polimero passou a ser chamado de exopolimero semelhante ao alginato (ALE)
ja que suas caracteristicas se assemelhavam as do alginato comercial (LIN et al.,
2015). Segundo alguns estudos, o ALE é um biopolimero complexo composto
predominantemente por proteinas, polissacarideos, glucosaminas, glicoconjugados
sulfatados, acidos humicos e lipideos (FELZ et al.,, 2020; LIN et al., 2015;
SCHAMBECK et al., 2020).

Felz et al. (2016) ao realizarem testes para a formacédo do hidrogel para
producdo de ALE de célcio através de reacfes entre ALE de sédio e ions de calcio
em solugdo, observaram a formacéo de esferas que sdo comumente chamadas
“beads”. Ainda, segundo o mesmo estudo, cerca de 63% do EPS de granulos aerébios
gue tratam esgoto sanitario domeéstico sdo compostos por ALE, o que pode contribuir
para o desenvolvimento da biomassa e otimizar o sistema de tratamento.

Dado que cerca de 15-25% do peso seco dos granulos aerébios é composto
de ALE, sua recuperacao a partir do residuo excedente de LGA € uma alternativa
eficiente e promissora para a producao desse recurso de alto valor agregado (FELZ
et al., 2016). No Brasil, Rollemberg et al. (2020b) e Schambeck et al. (2020) avaliaram
a presenca de ALE em reatores em escala piloto tratando esgoto doméstico, e
encontraram taxa de producéao de ALE de 10 gALE / KgDQO dia e 9 gALE/KgDQO
dia, respectivamente. Algumas pesquisas ja demonstraram o potencial de aplicacéo
do ALE nos diversos setores da industria como material de revestimento de superficie
resistente a 4gua (LIN et al. 2015), material retardador de chamas para revestimentos
(KIM et al. 2020), aplicacado na agricultura, remocéo de fosforo (CHEN et al. 2021),

dentre outros.
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2.5.2 Polihidroxialcanoato (PHA)

Os polihidroxialcanoatos (PHA) séo polimeros de origem bioldgica sintetizados
por diversos grupos de bactérias como reserva de carbono e energia. Atualmente,
mais de 150 mondmeros que podem formar a cadeia principal dos PHAs sao
conhecidos, 0os mais comuns o homopolimero poli-3-hidroxibutirato (PHB) e o
copolimero  poli-3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato  (PHBV) diferentes em
propriedades quimicas e composicédo (PUYOL et al., 2017).

O interesse acerca da recuperacdo deste bioproduto consiste em suas
propriedades mecanicas semelhantes as dos termoplasticos, a sua capacidade de
biodegradabilidade e biocompatibilidade (FERNANDEZ-DACOSTA et al., 2015).
Assim, os PHAs podem ser usados na producdo de embalagens, tintas, fibras,
biocombustiveis, camada para contencdo de umidade em produtos sanitarios (fraldas,
absorventes) e na biomedicina.

A producao industrial de PHA baseia-se na atividade de plantas e bactérias,
sendo a Uultima alternativa a mais eficiente em questdes de custo de producédo
(KUMAR et al., 2020). Entretanto, se comparados com a producdo de plastico
sintético, o setor encontra dificuldades devido aos elevados custos operacionais, visto
gue sdo necessarios condicdes estéreis, substratos puros e métodos de extracao e
purificacdo que tornam os PHA'’s cerca de 3 a 4 vezes mais caros (KOURMENTZA et
al., 2017). Segundo Chen et al. (2010), desde 1990, empresas como a Bio-On (Italia),
Biomer (Alemanha), Danimer Scientific (EUA), Kaneka (Japdo), TianAn
Biologic (China) e PHB Industrial S.A (Brasil) vem investindo na producédo em escala
industrial de PHA a partir de cultura microbiana pura.

Em LGA, a sintese de PHA ocorre quando ha, no meio, um excesso de matéria
organica e uma limitacdo de nutrientes (nitrogénio e fosforo) e oxigénio dissolvido
(FERREIRA et al., 2021). Assim, alguns microrganismos acumulam carbono na forma
de PHA que pode ser usado no crescimento celular e para manter o metabolismo
durante o periodo de fome. Dessa forma, quando o sistema é submetido a uma
alimentacéo anaerobia (feast) seguido por um longo periodo de fome aerébio (famine),
grupos de bactérias que armazenam PHA como os organismos acumuladores de
fésforo (PAO’s) e os organismos acumuladores de glicogénio (GAQO’s) séo
selecionados (ROLLEMBERG et al., 2018). O contetudo de PHA em LGA pode variar

ainda, de acordo os seguintes parametros operacionais: taxa de carregamento
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organico, relacdo C/N, tamanho do granulo e taxa de aeracdo (CARVALHO et al.,
2021) e sua producado pode atingir entre 40-70% do peso seco celular dos granulos
(WANG et al., 2017).

2.5.3 Lipidios

Outro subproduto que vem sendo constantemente estudado, mas este como
matéria-prima para a producao de biocombustiveis, € o lipidio. Atualmente, estima-se
que as fontes convencionais de energia, como carvao, gas natural e petréleo atendem
cerca de 80% da demanda mundial de energia primaria (FARIED et al., 2017). Com
isso, as frequentes emissfes de poluentes, como o diéxido de carbono (CO), 6xido
nitroso (NO2) e metano (CHs) foram reconhecidas como a causa das mudancas
climaticas globais e estdo associados a problemas de saude (KOTCHER, MAIBACH
e CHOI, 2019; SHIELDS-MENARD et al., 2018).

Diante disso, as fontes de energia renovavel, como os biocombustiveis, vém
sendo amplamente estudadas a partir de diferentes biomassas. Recentemente, as
microalgas tém sido utilizadas como matéria-prima renovavel e sustentavel para a
producdo de bioenergia por apresentarem diversas vantagens, dentre elas, rapido
crescimento, maior acumulo de lipidios e rendimento fotossintético a baixo custo, além
de apresentarem excelente eficiéncia na remocéo de poluentes em aguas residuarias
de ETE’s (SARKAR, SINGH e KALITA, 2021). Segundo Azmah et al. (2016), as
microalgas conseguem acumular carboidratos, proteinas e lipideos, os quais podem
ser convertidos em biocombustiveis como biodiesel, hidrogénio, metano, dentre
outros. Esses organismos sintetizam e acumulam uma variedade de moléculas de alta
energia, incluindo os &cidos graxos e os triglicerideos, os principais indicadores de
matéria-prima para producédo do biodiesel (LEITE et al., 2013).

No entanto, apesar da biomassa algal apresentar um alto teor lipidico
intracelular, possibilitando a geracao de produtos de valor agregado (DU et al., 2019),
sua extragcdo se torna onerosa devido a métodos como colheita, adsorcao,
centrifugacao, filtracdo com membranas, flotacdo e aprisionamento celular associado
a baixa sedimentabilidade e tamanho reduzidos das microalgas, dificultando a
separacao deste do efluente tratado (TAO et al., 2017). Para romper tais limitacdes,
os pesquisadores tém se concentrado nas tecnologias de consolidagédo de consércios

microalgas-bactérias, que apresentam inUmeras vantagens relacionadas a economia,
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energia e meio ambiente, em funcdo das interagbes simbioticas entre microalgas e
bactérias (CHANDRA et al., 2019; UMMALYMA et al., 2017).

O teor de lipidios nas microalgas depende basicamente das espécies que
predominam no sistema. Sajjadi et al., (2018) observaram elevados teores de lipidios
em algumas espécies como Nannochloris sp. (56%), Chorella sp. (58%) e Neochloris
oleabundans (65%). Fotogranulos cultivados em FRBS, por exemplo, s&o
frequentemente dominados pelas microalgas Chorella sp, exibindo grande potencial

para producao lipidica nesse sistema.
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo seréo apresentados os materiais e métodos utilizados durante

todo periodo experimental.

3.1 SISTEMA EXPERIMENTAL

O sistema experimental foi conduzido no Laboratério de Saneamento
Ambiental (LSA), localizado no Centro de Tecnologia e Geociéncias (CTG) da
Universidade Federal de Pernambuco - UFPE na cidade de Recife, com duracdo de
70 dias.

Para conducéo do experimento foram utilizados quatro reatores em bateladas
sequenciais em escada de bancada, sendo dois reatores com biomassa bacteriana
(R1 e R2) e dois fotobiorreatores com consoércio microalga-bacteriano (F1 e F2). Os
reatores foram confeccionados em acrilico transparente com as seguintes dimensoées:
74 mm de didametro, 3 mm de espessura da parede, 1 m de altura total com um volume
de 5,0 L e volume util de 2,2 L. A troca volumétrica foi de 55%. O esquema dos
reatores é apresentado na Figura 5.

Os fotobiorreatores (F1 e F2) foram submetidos a iluminacao artificial (lampada
fluorescente) com intensidade luminosa de 140 + 20 uymol/m?.s sob condicdo de
fotoperiodo de 12h (luz ligada) e 12h (luz desligada). As lampadas foram fixadas a 10
cm da parede lateral do reator e em sua porcéo superior, a fim de cobrir toda a area
do sistema em estudo. A intensidade luminosa foi medida por meio de luximetro Akrom
Kr852 (Akrom Produtos Eletrénicos, S&o Leopoldo-RS). A condi¢cdo adotada de
iluminacao foi baseada nos resultados encontrados por Lee et al. (2015), que obteve
melhores resultados para remocéo de matéria organica e nutrientes ao aplicarem ciclo
de 12:12 horas (escuro:claro) em relacdo a outras condi¢bes 36:12h e 60:12h. Os

reatores foram montados dentro de camaras protegidos da luz externa.
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Figura 5 - Layout do esquema operacional dos reatores bacterianos (a) e consorcio (b)
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O sistema operacional era composto por recipientes de armazenamento de
afluente e efluente, reator em escala de bancada, temporizadores, bombas de
alimentacéo, bombas de aeracédo, bombas de pulsos de ar, bombas de recirculacéo e
bombas de descarte. O ciclo operacional iniciava-se com a alimentacéo dos reatores
utilizando uma bomba dosadora (HANNA®, modelo BL Black Stone) no qual
proporcionava esgoto doméstico sintético contendo 280,8 + 53,6 mg.L* de matéria
organica. A alimentacao foi do tipo lenta (30 min) e ascendente proporcionando o
contato com a biomassa ao entrar no sistema. As bombas de aeracéo e de pulsos de
ar (Boyu SC-7500) forneciam oxigénio aos reatores. A difuséo de ar foi realizada por
meio de pedras porosas redondas (g=3 cm), evitando o acimulo da biomassa na base
do reator. A recirculacdo do sobrenadante nos reatores R2 e F2 foi realizada por meio
de bomba hiperestéatica (Watson Marlow 503S) e o descarte do efluente era feito por
eletrobomba de drenagem (CONSUL). O esgoto sintético foi mantido refrigerado a 8

+ 2°C, e todo o sistema foi automatizado por temporizadores.

3.1.1 Iné6culo microbiano e efluente sintético

Os quatro reatores foram inoculados com 1,0 L de lodo aerébio (6,2 gSST/L)
oriundo da estacao de tratamento de esgoto ETE-SEAL em Cabo de Santo Agostinho
gue integra a regido metropolitana de Recife-PE. A biomassa apresentou
caracteristica floculenta e concentracdo de Sélidos suspensos volateis do licor misto
(SSVLM) de 4600 mg/L e indice volumétrico de lodo de 30 minutos (IVLso) de 238
mL/g. Nenhum pré-tratamento foi aplicado ao lodo antes da inoculacdo dos reatores
em estudo, assim como também ndo houve o cultivo de microalgas para fins de
inoculacdo nos FRBS. As microalgas foram induzidas a crescerem naturalmente sob
efeito de estratégia da iluminacao artificial.

O esgoto doméstico sintético (Afluente A) foi utilizado para a alimentacéo dos
reatores cujas concentracbes organicas e componentes micro e macro nutricionais
foram semelhantes aos de esgoto doméstico real. O esgoto doméstico sintético foi
formulado no laboratorio utilizando reagentes com elevado grau de pureza e
composicdo conhecida. No 58° dia de operacéo a ureia do esgoto doméstico sintético
foi substituido por cloreto de aménio e denominou-se de afluente B. Os reagentes
utilizados na composicao do esgoto domeéstico sintético estdo descritos na Tabela 1 e
Tabela 2.



Tabela 1 - Composicéo do afluente sintético
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COMPOSTO FORMULA_ CONEENTRAYR® UNIDADE
Afluente A Afluente B
Fonte de Carbono
Sacarose C12H22011 39,8 39,8 mg/L
Amido CeH100s5 96,0 96,0 mg/L
Extrato de Carne - 162,4 162,4 mg/L
Peptona - 24,3 24,3 mg/L
Acido acético CH;COOH 12,0 12,0 mL/L
Acido Propiénico C;3Hg0, 3,5 3,5 mL/L
Macronutrientes
Cloreto de aménio NH4CI 0,0 143,0 mg/L
Ureia CH4N,0O 61,3 0,0 mg/L
Fosfato monopotassico KH2PO4 26,4 26,4 mg/L
Cloreto de Célcio CacClz 18,5 18,5 mg/L
S“'r‘:ae?tgﬁ dT;ggiSio MgSOs.7H,0 34,3 343 mg/L
Solucéo de i 1,0 1,0 mL/L

micronutrientes

Fonte: A autora (2021).

Tabela 2 - Solugao de micronutrientes

FORMULA CONCENTRACAO
COMPONENTE MOLECULAR (mgl/L)
Acido bérico H3BOs 50,0
Cloreto de zinco ZnCl> 50,0
Cloreto de Cobre CuClz 38,0
Sulfato de manganés
monohidratado MnS0..H20 50,0
Molibidato de aménio
tetrahidratado (NH4)6M0O7024.4H20 50,0
Cloreto de aluminio AICl3 50,0
Cloreto de cobalto
hexahidratado CoCl2.6H20 63,5
Cloreto de niquel NiCl2 50,0

Fonte: HUANG et al. (2015).
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3.2 ESTRATEGIAS OPERACIONAIS

Os reatores foram operados em bateladas sequenciais com ciclos de 4 horas,
totalizando 6 ciclos diarios. Para atingir os objetivos da pesquisa, duas estratégias
operacionais foram aplicadas aos reatores. O modo de operagéo dos reatores R1 e
F1 consistiu em alimentacdo ndo aerada (30 min), fase andxica (60 min) com pulsos
de ar de 1 min a cada 30 min, fase aerdbia (143 min), sedimentacao (5 min) e descarte
(2 min).

Os reatores R2 e F2 consistiam em alimentagcdo ndo aerada (30 min),
recirculacdo do esgoto sobrenadante (60 min), fase aerdbia (143 min), sedimentacao
(5 min) e descarte (2 min), conforme demonstrado na Figura 6. Todo o experimento
foi realizado em temperatura ambiente (26 + 1°C), o oxigénio dissolvido na aeragéo

nao foi controlado e permaneceu entre 6 a 8 mg/L.

Figura 6 - Estratégia operacional aplicado
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Fonte: A autora (2021).

A diferenca operacional entre os reatores R1 e R2 residiu na fase
anoxica/anaerébia, apresentando no reator R1 a estratégia de pulsos de ar em
intervalos regulares de 30 minutos com duracao de 1 minuto, totalizando dois pulsos
por ciclo, e no R2 foi introduzido o sistema de recirculacdo do esgoto sobrenadante
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com duracdo de 1 hora. Ambas as estratégias tinham como objetivo promover o
contato da biomassa com o substrato. Ressalta-se que 0s pulsos de ar néo
aumentaram significativamente a concentracao de oxigénio dissolvido (OD) no reator,
sendo mantidas, portanto, condicbes andxicas e anaerdbias durante o ciclo. Os
reatores F1 e F2 s&o idénticos em questbes operacionais, aos R1 e R2

respectivamente.

3.3 METODOS ANALITICOS APLICADOS AO MONITORAMENTO DOS
REATORES

Nessa secdo serd apresentada os processos metodologicos utilizados para
analise do monitoramento dos reatores como analises fisico-quimicas, IVL, analise

granulométrica, clorofila-a e microscopia.
3.3.1 Anadlises fisic