ISMARLEY LAGE HORTA MORAIS

TRATAMENTO COM LODO AEROBIO GRANULAR DE EFLUENTE DE
FABRICA DE PAPEL

Dissertacao apresentada a
Universidade Federal de Vigosa, como
parte das exigéncias do Programa de
P6s-Graduacdo em Ciéncia Florestal,
para obtencdo do titulo de Magister
Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
2011



ISMARLEY LAGE HORTA MORAIS

TRATAMENTO COM LODO AEROBIO GRANULAR DE EFLUENTE DE
FABRICA DE PAPEL

Dissertacao apresentada a
Universidade Federal de Vigosa, como
parte das exigéncias do Programa de
Pos-Graduacdo em Ciéncia Florestal,
para obtencdo do titulo de Magister
Scientiae.

APROVADA: 17 de fevereiro de 2011.

Prof. Cristiano Piacsek Borges Prof. Sérgio Oliveira de Paula
Prof®. Ann Honor Mounteer Prof. Anténio Galvao do Nascimento
(Co-orientadora) (Co-orientador)

Prof. Claudio Mudado Silva
(Orientador)



AGRADECIMENTOS

A Deus por ter me guiado, me dado forgas para enfrentar os desafios e ter
sempre me iluminado para fazer as melhores escolhas.

A Universidade Federal de Vicosa, ao Departamento de Engenharia Florestal
e ao Laboratorio de Celulose e Papel pela oportunidade de realizagéo do curso.

Aos meus pais, Ismar e lIsabel, por me apoiarem em todas as minhas
decisbes e torcerem para que eu obtivesse sucesso em mais este trabalho. As
minhas irmas que também me deram forcas para que eu vencesse mais uma etapa.

A Natdalia pela companhia, por estar ao meu lado me apoiando, pelo bom
humor, pelas palavras de conforto nas horas em que precisei e pelo carinho durante
todo esse tempo.

Ao Theo, meu cachorro, por estar ao meu lado durante as varias horas de
escrita da dissertacao e que sempre disputava com o computador minha atencgéo.

Ao professor Claudio Mudado Silva pela orientacdo e ensinamentos
proporcionados desde o estagio e iniciacdo cientifica durante a graduacao, e pela
amizade construida ao longo destes anos de convivéncia.

A professora Ann Honor Mounteer pela participacdo também na minha
formacdo académica desde a graduacdo, pela amizade e pelas contribuicdes
importantes para a realizacéo deste trabalho.

Ao professor Antdnio Galvdo do Nascimento por ter me recebido em seu
laboratério, por ter aturado minha falta de pratica e aversdo inicial as analises
microbiolégicas, por ter se disponibilizado a ir inUmeras vezes ao laboratério em
finais de semana ou apOs o horario de trabalho para auxilio nas andlises e
discussdes de resultados e/ou metodologias. Enfim, pela enorme contribuicdo dada
ao trabalho e pela amizade construida.

Aos professores Cristiano Piacsek Borges e Sérgio Oliveira de Paula por
aceitarem o convite de participarem da banca, pela atencéo e as contribuicdes para
melhoria do trabalho.

A todos do Laboratério de Meio Ambiente do LCP pela companhia e os bons
momentos de convivéncia proporcionados, especialmente ao José Antdnio e André
Cardoso pelas coletas e os “galhos quebrados” durante a realizagcdo do experimento.
Aos meus estagiarios, Karla Branddo, Leonard Batista e Vivian Ane pelo trabalho

realizado e as idas ao laboratdrio fora de horario. A Valéria Antdnia pela companhia



durante todos estes anos, ensinamento das andlises e pela manutencdo da
organizacdo no laboratério. Ao Rodrigo Sarto pela amizade e companheirismo
durante diversos trabalhos realizados.

Aos colegas de trabalho do laboratério de fisiologia do Bioagro por terem me
recebido bem, me auxiliado nas analises e por terem tido paciéncia com minha falta
de experiéncia com analises microbioldgicas.

Aos amigos de Vigcosa pela amizade e momentos de felicidade
proporcionados.

Ao CNPq pelo suporte financeiro concedido.

A Cataguases de Papel pelo fornecimento dos efluentes utilizados nos
reatores em batelada.

A COPPE-UFRJ e a PAM membranas pela atencdo, por ter ajudado na
realizacdo dos testes de determinacdo do fluxo critico e por ter fornecido os
equipamentos para que os testes fossem realizados em Vigosa.

Enfim, a todas as pessoas que contribuiram para que eu realizasse mais este

sonho.



BIOGRAFIA

Ismarley Lage Horta Morais, filho de Ismar de Assis Morais e Isabel Lage
Moreira, nasceu na cidade de Timoéteo, Minas Gerais, em 8 de novembro de 1984.

Em margo de 2004 iniciou o curso de Engenharia Ambiental na Universidade
Federal de Vicosa, Minas Gerais, graduando-se em janeiro de 2009.

Em marco de 2009, iniciou o curso de pos-graduacédo em Ciéncia Florestal, na
area de ambiéncia, na Universidade Federal de Vigosa desenvolvendo trabalhos na
area de tratamento aerébio granular de efluentes de maquina de papel e obteve o

titulo de Magister Scientiae em fevereiro de 2011.



INDICE

LISTA DE FIGURAS ..ottt n s s e viii
LISTA DE TABELAS ...ttt en sttt en et en st etees et aeseen e, X
RESUMO ..ottt e et ee ettt eee ettt s et et ee s et st et e s et s et ees s stnteteesenaaneeneanennens xii
ABSTRACT ..ottt s s st es sttt et et e st e s s e eaneeen s n e ennans Xiv
1RO 51007\ I 1
CAPITULO L oottt ettt ettt ettt sttt ae st en s 3

TRATAMENTO DE EFLUENTES DE FABRICA DE PAPEL ATRAVES DE
REATORES AEROBIOS GRANULAR PRODUCAO DE GRANULOS AEROBIOS,

EFICIENCIA E FILTRABILIDADE. ......ooviiieieeeeeeeeeee ettt 3
1. INTRODUGAO ..ottt ae et nane s 3
2. HIPOTESES E OBJETIVOS......ociioieeeecteeteeee ettt eaeaneas 5
3. REVISAO DE LITERATURA ....oottite ettt 6

3.1. O processo de 10d0S atiVadOoS.........cccevvvevuiiiiiiie e 6
3.2. Biorreatores a MembBDraNa ............uuuuuiuiuiiiiiiiiiiiiiiiiii e 7
3.3. Colmatagao da MembDIaNa...........uuuuuuuiuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 8
KR 20 I o 11 Do I oX 1 1o o O PP TP PROPTTP 11
3.3.2. Reator sequencial por batelada..............c.cooooviiiiiiii 13
3.3.3. A formacao do floco biOlOQICO.........ccevvvuiiiie e 14
3.3.4. Biogranulos aerObiOs ...........ceeiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 16
4. METODOLOGIA . ..t e e e e e e et e e e e eee e aeeees 23
4.1, EfJUBNTES ..o 23
v S o To [ 3N = 1o 0o o o S USRRPPRPN 23
4.3. Tratamento DIOIOGICO .......uuuuiiie i e e e e eeeees 23
4.4. Membranas de mMICrofiltraGa0..........cccoiiiiiiii 25
4.5. ODbServages MICTOSCOPICAS ....uuvrrriieeeiiaaiiiiiiiieeeee e e e e e ettt e e e e e e e s annnneeees 25



4.6. Caracterizacao fiSICO-QUIMICA............uuuuiiiiiie e 26

4.7. Teste para determinacéo do fluxo critico dos lodos bioldgicos................. 26

5. RESULTADOS E DISCUSSAO........oouiiririiiiieieieieieisieieieieieseneneneeesesesese s 28
5.1. Formagao do l0d0 granular................eeeeereeeemrimmiiiiiiiiiiiiiiiiieineeeeeeeeeeeeeeneens 28
5.2, Temperatura € PH ... 31
5.3. Eficiéncia de Remocado de Matéria Organica..........ccccceeeeeeeeeeeveenvnnineenennn. 34
5.4. Morfologia dos Granulos AerobIOS...........ceviiieiiiiiiici e 37
I T ! 0D (o I o ][ o U T P PRPTP 38

6. CONCLUSOES. ..ottt ittt 47
CAPITULOD 2 .ttt e e e e e et e e e e et e e e e e et e e e eernaeeaeees 48
SELE(;AON DE LINHAGENS QUE CONTRIBUAM PARA O PROCESSO DE
FORMAGCAQO DOS AGREGADOS ... ..ottt eeaans 48
1. INTRODUGAO ....ooieiiie ettt ettt ettt sttt et ssae e sreens 48
2. HIPOTESES E OBJETIVOS......ooi ettt 50
3. REVISAO DE LITERATURA ..ottt 51
4., MATERIAIS E METODOS......cciiiiiecieee e ee et ete e et s sttt 58
4.1. Plano experimental ............ccoiiiiiiiiiiiiiiie e 58
4.2, 1S01ad0S DACIEITANOS .....ccoiiiiiiiiie ettt 60
4.3. Co-agregacao na auséncia de um Unico isolado ..........cccceeeeeeeiiiiiiiieieinnns 61
4.4. Co-agregacao entre pares ou trios de agregados...........ccovvvvvviiiiiiineeeeene. 62
4.5. Critério utilizado para determinacdo do indice de agregacéo................... 63

5. RESULTADOS E DISCUSSAO.......coiieieeeeeeeeeeeeeeeee e 64
5.1, MEI0 A€ CUIUIA. ...cceiiiiiiiiiiiiie et 64

5.2. Escolha da metodologia para determinacédo do indice de co-agregacao..64
5.3. Avaliacdo da auséncia de cada um dos iS0lados............ceeevvveeiiiiniinnenennn. 67

5.4. Combinacdo aos pares entre os isolados E2, E7, E9, E13 e E25 e todos
OS OULIOS ISOIAUOS ...ttt 71

5.5. Avaliacdo do efeito dos isolados E4 e E10 na formacéo dos agregados..75

5.6. Avaliacdo do efeito do isolado E19 na formacao dos agregados.............. 78

Vi



5.7. Teste de resisténcia dos agregados ao rompimento com ultra-som......... 84
6. CONCLUSOES. ..ottt bbbttt 87
7. REFERENCIAS ..ottt ettt 88
ANEXO A — MEIOS DE CULTURA ...t 101
ANEXO B — MANUTENQAO DAS CULTURAS NO ULTRAFREEZER................... 103

Vii



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Esquema das unidades de um sistema de lodos ativados convencional....7

Figura 2 - Mecanismos de incrustacdo de membranas. (a) estreitamento de poros,
(b) obstrucao de poros, e (c) formagao de torta. Fonte: AMARAL, 20009. ................... 9

Figura 3 - (A) Diferenca de pressao e fluxo versus tempo para a condicdo de fluxo
inferior ao fluxo critico e (B) diferenca de presséo e fluxo versus tempo para fluxo
superior ao fluxo critico. Fonte: Adaptado de Chen et. al. (1997). .....ccceveeeiiiiiiinnnnnn. 12

Figura 4 - Comparacao das diferencas de pressao obtidas para um fluxo fixado
diretamente ou incrementado gradualmente. Fonte: Adaptado de Chen et. al. (1997).

Figura 5 - Imagem fotografica de granulos aerdbiCos. ............ccceeeiiiiiiiiiiiiiieeeeeees 18

Figura 6 - Esquema do sistema de microfiltracdo utilizado para os testes de
determinaGao de fIUXO CrItICO. ......coii it 27

Figura 7 - Fotomicrografias do lodo do reator granular. (A), (B) e (C) lodo floculento;
(D) e (E) inicio do aparecimento de granulos; (F) maior parte do lodo constituida por
granulos; (G) lodo granular. Aumento de 100 VEZES. .......cccevviiiiiiiiiiieeeiiiieeeeeei 29

Figura 8 - Valores diarios de pH dos efluentes dos reatores bioldgicos..................... 32

Figura 9 - Valores diarios de temperatura dos efluentes dos tratamentos biologicos.

.................................................................................................................................. 33
Figura 10 - Valores de DQO afluente e efluente aos reatores. .........cccceevveeeevvveennnnnns 35
Figura 11 - Eficiéncias de remogao de DQO. ...........uuuuuuiimmmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeenienee 36
Figura 12 - DBO afluente e efluente aos reatores. ...............evvveeevviviiiiiiiineniriieieeeeene. 36
Figura 13 - Eficiéncias de remogao de DBO. .........cocooiiiiviiiiiiii e, 37

Figura 14 - Granulos aerobios obtidos a partir do tratamento de efluente de maquina
(0 L= o =T o = PO 37

Figura 15 — Fluxo, ao longo do tempo, do sistema com lodo aerébio granular para
diferentes valores de pressdo (SST = 2700 MG.L™). ..o, 38

Figura 16 - Fluxos medidos durante a filtracdo do sistema com lodo aerdbio granular
(SST = 2700 MG-L) oottt et 39

Figura 17 - Fluxo, ao longo do tempo, do sistema com lodo floculento para diferentes
valores de presso (SST = 2700 MQ.L™)...ceiiieieiieeeee e, 39

viii



Figura 18 - Fluxos medidos durante a filtragdo do sistema com lodo floculento (SST
= 2700 MG ettt 40

Figura 19 - Fluxo, ao longo do tempo, do lodo granular e floculento a diferentes
valores de pressdo (SST = 2700 MG.L™)..eceiiieiiieieeeee et 41

Figura 20 - Determinacéo do fluxo critico para o lodo floculento. SST = 4400 mg.L™.

Figura 21 - Determinac&o do fluxo critico para o lodo granular. SST = 4400 mg.L™". 42

Figura 22 — Fluxos medidos durante a filtracdo do sistema com lodo floculento SST =

AA00 MG.L™ 1 oottt 43
Figura 23 — Fluxos medidos durante a filtracdo do sistema com lodo granular SST =
AA00 ML ettt 44
Figura 24 - Valores de fluxo ao longo do tempo para diferentes lodos biol6égicos com
valores de SST de 2700 € 4400 MG.L™ ..o 46
Figura 25 - Fluxograma com as etapas de trabalho realizadas...................cceeveeinnns 60
Figura 26 - Combinacdes entre isolados na auséncia de um deles. ..............c...... 71

Figura 27 - Efeito da introducéo dos isolados E4 e E10 em combinacdes de pares de

5570 = T [ 1 77
Figura 28 - Agregados formados em presenca e na auséncia do Isolado E19. ........ 78
Figura 29 - Efeito do isolado E19 em combinacdes de pares de isolados. ............... 81



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Reducao do tempo de decantacdo do reator de lodo aerdbio granular ao
(o] gTo oo [0 1N (=] o1 o Lo OSSR 24

Tabela 2 - Duracao dos periodos de operacdo dos reatores apos a formacédo do lodo
(0] £= 10 18] = | OO OO OSSPSR URRORT 25

Tabela 3 - Numero de ciclos necessarios para recuperacdo do lodo do reator
granular apos cada reducdo do tempo de sedimentacao..........ccocevereeerenieerieneeenienns 28

Tabela 4 - Fotomicrografias dos lodos biolégicos ao longo do periodo de reducéo do
tempo de sedimentagao do 10d0 granuIar ... 30

Tabela 5 - Valores médios e desvios padrbes encontrados para 0s parametros
analisados no afluente e efluentes doS reatores.........ccoeveveeievieieneereeeree e 34

Tabela 6 - Valores das absorbéancias, apos 54 horas de incubacéo, antes e apos
centrifugacéo para determinacdo da porcentagem de co-agregacao e classificacao
por ordem decrescente de CO-agregaAGAD .........ecvuereereereerierirerteerteseesseseesseesseseesseesesseens 66

Tabela 7 - Resultados do teste inicial para verificar o efeito da auséncia de cada um
dos isolados na formacdo dos agregados. Cada tratamento corresponde a
combinacdo de 18 dos 19 isolados obtidos, exceto aquele isolado indicado no
LU= 1= L0 0= 01 (0 TSRS 67

Tabela 8 - Repeticdo de algumas combinacdes utilizadas para verificar o efeito da
auséncia de cada um dos isolados na formacao dos agregados.........cccceeeveveevverenennene 70

Tabela 9 - Resultados do teste de formacéo de agregados entre pares de isolados 71

Tabela 10 - Indicacdo das combinacdes que formaram ou ndo formaram agregados
dUrante 0 EXPEIMENTO .....cccueveeiieieieeie sttt ettt et e e e e s eetesseesseeseesaeesesseesseensesseesenseens 74

Tabela 11 - Efeito da presenca dos isolados E4 e E10 na formacéo de agregados..76

Tabela 12 - Resultados da introducdo do isolado E19 em combinacbes que
formavam grandes agregados com boa sedimentabilidade..............ccccoceveninenencnene. 79

Tabela 13 - Imagens microscépicas das combinacBes em presenca e auséncia do
Isolado E19 ap6s 31,5 horas de incubagdo. Aumento 1000X .......cccovevrereeererieenrennnn 82

Tabela 14 - Combinag¢des contendo o isolado E19 antes do teste ao rompimento
COM URTB-SOM ..ttt st b e s bbbt st be bttt et et et e ae e ee 84



Tabela 15 - Média e desvio padrdao da quantidade de pulsos necessarios para o
rompimento dos agregados presentes nas combinagoes..........ccccvevveveeceveevenceesieenns 85

Xi



RESUMO

MORAIS, Ismarley Lage Horta. M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2011. Tratamento com lodo aerdbio granular de efluente de fabrica de papel.
Orientador: Claudio Mudado Silva. Co-orientadores: Ann Honor Mounteer e
Antdnio Galvao do Nascimento.

O tratamento biolégico de aguas residuarias por lodos ativados pode ser
utiizado para diversas tipologias industriais, alcancando elevados indices de
remocao de matéria organica e, em alguns casos, de nutrientes. No entanto, um dos
principais problemas enfrentados neste processo tem sido a separacdo do lodo
biolégico nos decantadores secundéarios, em decorréncia de problemas de ma
formacdo dos flocos, causando perdas de solidos e, consequentemente,
deteriorando a qualidade do efluente tratado. Neste contexto, os biorreatores a
membrana (BRM) surgiram como uma alternativa para solucionar tal problema, uma
vez que a separagdo entre os solidos e o efluente tratado ndo depende das
caracteristicas de sedimentabilidade do lodo. Entretanto, tem-se observado que
flocos mal formados provocam um entupimento rigoroso dos poros das membranas,
causando a reducdo do fluxo e o aumento na frequéncia de limpeza das
membranas. Assim, mesmo em sistemas BRM, a boa formagéo do floco biologico
mostra-se essencial para o bom andamento do processo. Recentemente,
pesquisadores trabalhando com reatores de lodos ativados descobriram a
organizacdo da microbiota em forma de granulos aerdbios. Neste tipo de
configuracdo, as bactérias se agregam de forma mais compacta, podendo reduzir a
possibilidade de formacdo de biofilme na superficie da membrana, e permitindo a
manutencdo de um fluxo mais elevado por maiores periodos de tempo durante a
filtracdo. O presente estudo verificou a possibilidade de formacdo de gréanulos
aerobios com efluentes de maquina de papel e comparou a eficiéncia de remocao de
DQO e DBO dos tratamentos utilizando-se lodo granular com lodo convencional
floculento. A filtrabilidade dos lodos granular e floculento foram comparados atraves
de testes preliminares de filtracdo. Foram utilizados dois reatores em paralelo, sendo
um com lodo aerébio granular e outro com lodo floculento. Ambos os sistemas

obtiveram eficiéncias de remocéo de DBO de 97% e de remocao de DQO de 89% e
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91% para os reatores granular e floculento, respectivamente. No reator granular,
houve a formacédo de granulos de tamanhos variados, com granulos de diametros de
até cerca de cinco milimetros, visiveis a olho nu. Os testes de determinac¢éo do fluxo
critico dos lodos biolégicos indicaram um maior fluxo para o lodo granular quando
operado a uma concentracdo de 2700 mg L™. No entanto, um menor fluxo critico
para o lodo granular foi observado quando os sistemas foram operados com sélidos
suspensos totais (SST) igual a 4400 mg.L™. Posteriormente, foi realizado um estudo
microbiolégico buscando determinar quais os tipos de bactérias que influenciam
positivamente e negativamente para a formacdo de granulos. Foi realizada a
desagregacao dos granulos, isolamento das culturas puras e realizados estudos de
co-agregacao e autoagregacao indicando alguns isolados que contribuem para a
formacgao dos granulos e outros isolados que prejudicam o processo de formacéao.
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ABSTRACT

MORAIS, Ismarley Lage Horta. M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, February of
2011. Aerobic granular sludge treatment of paper mill effluents. Adviser:
Claudio Mudado Silva. Co-advisers: Ann Honor Mounteer and Antdnio Galvao do
Nascimento.

The activated sludge process is widely used for the treatment of industrial
effluents, achieving high rates of organic matter removal. Nevertheless, the
separation of biological sludge in secondary clarifiers can be a serious problem of
this process due to the poor floc formation, causing solids losses and, consequently,
deterioration of treated effluent quality. Membrane bioreactors (MBR) emerged as an
alternative to solve this problem, since the separation of suspended solids from the
treated effluent is not dependent on the sludge settling characteristics. However, it
has been observed that malformed flocs foul the pores of the membranes, causing
the reduction of flux and consequently an increase in the need for membrane
cleaning. Thus, even in MBR, good formation of the biological floc is essential for
proper operation of the process. Recently, researchers working with aerated
activated sludge reactors found a different organization of the microbiota in the form
of aerobic granules. In this configuration, the bacteria clump together more tightly,
thus reducing the possibility of biofilm formation on the membrane surface, and
allowing the maintenance of a higher flow for longer periods of time during
filtration. This study examined the possibility of formation of aerobic granules with
paper machine effluent and compared the removal efficiency of COD and BOD of the
granular sludge with the conventional flocculent sludge. The filterability of sludge
granular and flocculent were also compared. Two reactors were operated in parallel,
one with aerobic granular sludge and the other with flocculent sludge. Both systems
achieved BOD removal efficiencies of 97% and COD removal of 89% and 91% for
granular and flocculent sludge, respectively. In the granular sludge reactor, granules
of different sizes with diameters up to about five millimeters, visible to the naked eye
were formed. Sludge filtration tests showed a higher critical flow for granular sludge
with total suspend solids (TSS) equal to 2700 mg L™. However, the opposite behavior
was observed when the reactors were operated with a TSS of 4400 mg.L™. A

microbiological study to identify bacterial isolates that positively and negatively
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influence granules formation. Granules were dispersed, pure cultures isolated and a
re-aggregation study was carried out indicating that some isolates contribute to the

formation of granules and other isolates harm the aggregation process.

XV



INTRODUGCAO

O presente trabalho buscou avaliar a viabilidade técnica de se realizar um
tratamento aerdbio granular de efluente de maquina de papel. Processos de
tratamento bioldgico de efluentes de fabricas de papel sdo adotados em
praticamente todo o mundo. As Estagdes de Tratamento de Efluentes (ETE)
podem possuir como tratamento secundario processos aerdbios ou anaerobios
de diversas modalidades tais como o dos lodos ativados, reatores anaerobios de

fluxo ascendente, lagoas de estabilizacéo, etc.

Mais recentemente, processos bioldégicos acoplados a micro ou
ultrafiltracdo, denominados biorreatores a membranas (BRM) tém ganhado
espaco por se tratar de processos compactos e de alta eficiéncia. No entanto, um
fator limitante ao uso desta tecnologia tem sido a severa colmatacao dos poros
das membranas que reduz sobremaneira o fluxo e aumenta a necessidade de

maiores areas.

Por outro lado, tem-se observado que o rigor do processo de colmatacao
esta intimamente ligado a qualidade do lodo, ou seja, lodo com flocos bem

formados apresenta uma melhor filtrabilidade.

A poucos anos atras, se observou a possibilidade de formacao de granulos
biolégicos em reatores aerdbios, diferenciando a morfologia do lodo que
convencionalmente se apresenta na forma de flocos. Os granulos possuem um
maior diametro e forma arredondada, mas néo existem experiéncias industriais

para tratamento de efluentes utilizando este novo conceito.

Neste contexto, o presente trabalho, que esta dividido em dois capitulos,

buscou essencialmente estudar os seguintes topicos:

1) Capitulo 1: TRATAMENTO DE EFLUENTES DE FABRICA DE PAPEL ATRAVES
DE REATORES AEROBIOS GRANULAR, PRODUGCAO DE GRANULOS
AEROBIOS, EFICIENCIA E FILTRABILIDADE.

a. Verificar a possibilidade de formacdo de granulos em reatores
sequenciais por batelada aerdbios alimentados com efluentes de

fabrica de papel.



b. Comparar a eficiéncia do reator com lodo granular com reator

convencional com lodo floculento.

c. Comparar a filtrabilidade e potencial de colmatacdo de membranas de

microfiltrag&do dos lodos granulares e floculentos.

2) Capitulo 2: SELECAO DE LINHAGENS QUE CONTRIBUAM PARA O
PROCESSO DE FORMAGAO DOS AGREGADOS

a. verificar quais microrganismos presentes no lodo aerobio granular

contribuem para a agregacao microbiana

b. verificar quais microrganismos prejudicam o processo de formagéo de
agregados.



CAPITULO 1
TRATAMENTO DE EFLUENTES DE FABRICA DE PAPEL ATRAVES DE
REATORES AEROBIOS GRANULAR PRODUGAO DE GRANULOS AEROBIOS,
EFICIENCIA E FILTRABILIDADE.
1. INTRODUCAO

O sistema de lodos ativados convencional tem sido amplamente utilizado no
tratamento de efluentes de fabricas de polpa celuldsica e papel, alcancando uma
elevada eficiéncia na remocdo de matéria organica. Este processo € constituido,
basicamente, por um reator (tanque de aeracdo) onde a matéria organica dos
efluentes é estabilizada biologicamente por uma comunidade microbiana mista,
seguido por um processo de sedimentacdo (decantador secundario) responsavel
pela separacdo do efluente tratado e os soélidos suspensos; e uma linha de
recirculacdo de lodo que retorna parte do lodo decantado para o reator,
possibilitando a manutencdo de uma maior concentracdo de microrganismos no
tanque de aeracéao.

Em um biorreator a membranas (BRM), o decantador secundario € substituido
por um processo de filtracdo com membranas, geralmente micro ou ultrafiltracéo,
gue retém os solidos suspensos no sistema (concentrado) e permite a passagem do
efluente tratado (permeado). A principal vantagem desse sistema é que ele permite
a producdo de um efluente tratado isento de sdlidos suspensos e de melhor
qualidade. A maior limitacdo do processo de BRM € a ocorréncia de colmatacao
(entupimento) das membranas e consequente reducdo do fluxo de permeado
através delas. Em um BRM, a colmatacdo esta relacionada principalmente com a
producdo de substancias poliméricas extracelulares (EPS) pela microbiota e pela
formacao de um biofilme na superficie das membranas.

Na atividade microbiana, os EPS servem de barreira entre a célula e o meio
ambiente. Eles cumprem o papel de protetor das células contra dessecacdao,
agentes antibacterianos (antibiéticos, anticorpos, bacteriocinas, fagos, células
fagociticas), predacao por protozoarios e por outros organismos superiores. Dessa
forma, o aumento na producdo de EPS pode ser uma resposta a algum tipo de
estresse que a célula esteja submetida.

No sistema de lodos ativados convencional, os microrganismos no tanque de
aeracao tendem a se organizar na forma de floco biologico. 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, 2005).

Estudos recentes mostraram que sob determinado nivel de estresse, essa
comunidade microbiana pode se organizar na forma de granulos. A morfologia dos
biogranulos aerobios € completamente diferente de qualquer outro tipo de biofilme,
incluindo os biofilmes de lodos ativados na forma de flocos. Os biogranulos possuem
formato esférico ou arredondado.

Granulos aerdbios possuem um importante papel na adsorcéo de substancias
toxicas, devido a grande éarea superficial, porosidade e boa capacidade de
sedimentacdo (ADAV et al. 2009). O lodo granular possivelmente pode apresentar
melhor sedimentabilidade e filtrabilidade em relacdo ao lodo floculado por apresentar
maior tamanho. Esta caracteristica, associada a baixa compressibilidade do lodo
granular, pode levar a uma diminuicdo significativa das incrustagcdes da membrana
no BRM. Assim, a principal forma de incrustacdo da membrana causada pelo lodo
pode ser eliminada pela substituicdo do lodo floculado pelo granular, sendo que a
permeabilidade ao longo da operacao ficaria condicionada apenas aos solutos e
coloides presentes no meio.

A utilizacdo desta nova configuracdo da biomassa em sistemas de BRM pode
permitir o controle do fluxo com a diminuicdo de incrustacbes da membrana,

mantendo o bom desempenho para o tratamento.



2. HIPOTESES E OBJETIVOS
As hipoteses deste trabalho sao:

Dependendo das condi¢cdes de operacao do reator bioldgico é possivel
formar lodo aerdébio granular em biorreatores de tratamento de
efluentes de fabricas de papel.

O biorreator com lodo aerdbio granular apresenta elevada eficiéncia de
remogdo de matéria organica de um efluente de maquina de papel,
alcancando valores tdo significativos quanto aqueles obtidos por um
sistema com lodos floculares.

O fluxo através da membrana de um biorreator a membranas (BRM)
com lodo aerdbio granular € maior do que em um com lodo floculado
devido a menor formacao de biofilme na superficie da membrana pelo

lodo granular.

Dessa forma, o objetivo geral deste trabalho foi verificar a viabilidade técnica

de se utilizar o processo de tratamento de efluentes de fabrica de papel com lodo

granular.

Como objetivos especificos tém-se:

produzir lodo aerébio granular em reatores de tratamento de efluentes
de fabrica de papel;

determinar parametros para a granulacdo do lodo bioldgico;

avaliar o desempenho do reator com lodo granular e compara-lo ao
lodo flocular em relagdo a remocao de matéria organica;

caracterizar a microbiota presente nos granulos aerdbios;

avaliar o desempenho dos granulos em relacdo ao atendimento aos
padrdes de lancamento de efluentes.

avaliar a filtrabilidade de lodo granular e comparar com o lodo flocular

convencional.



3. REVISAO DE LITERATURA
3.1.0 processo de lodos ativados

O processo de tratamento bioldégico mais utilizado no mundo é o de lodos
ativados, amplamente utilizado para o tratamento de 4guas residuarias domésticas e
industriais, que permite a obtencédo de elevadas eficiéncias de remocdo da matéria
organica com baixos requisitos de area, se comparado a outros sistemas de
tratamento. No entanto, inclui um indice de mecanizacdo superior ao de outros
sistemas de tratamento, implicando em uma operagdo mais sofisticada e em maiores
consumos de energia elétrica. (VON SPERLING, 2005).

O processo consiste basicamente de um reator biolégico aerado, comumente
denominado “tanque de aeracdo”, seguido por um decantador secundario e uma
linha de recirculacdo do lodo decantado para o reator biolégico, contribuindo para
manter elevada a concentragcdo de microrganismos no reator biolégico. A agua
residuaria € estabilizada biologicamente por uma comunidade microbiana,
constituindo-se basicamente de bactérias heterotréficas, fungos, protozoarios e
alguns metazoarios. Esta biomassa se utiliza do substrato presente no efluente para
se desenvolver ocorrendo o fenbmeno de floculacéo, ou seja, a formacédo do floco
biolégico. A decantac&o do lodo € possivel, gracas a essa formacéo dos flocos pelo
crescimento de bactérias heterotroficas. Estas bactérias degradam a matéria
organica presente no efluente, obtendo energia para reproducdo e sintese de
exopolimeros, o que favorece a floculacdo (JENKINS et al., 2003).

No decantador secundario ocorre a separacao dos flocos biologicos do
efluente tratado pela acéo da gravidade. Parte do lodo sedimentado no decantador &
descartada a fim de controlar o balango de soélidos e a eficiéncia do sistema; outra
parte é recirculada para o biorreator, de forma a manter a concentracdo de
microrganismos elevada, aumentando as taxas de depuracdo do efluente. A
qualidade final do efluente tratado depende, sobretudo, da perfeita separacdo da
fase solida (lodo biologico) da fase liquida (efluente tratado). Um esquema do
sistema de lodos ativados € apresentado na Figural.
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Figura 1 - Esquema das unidades de um sistema de lodos ativados convencional.

3.2.Biorreatores a membrana

Membranas séo barreiras que possibilitam a retencéo fisica e/ou quimica de
particulas presentes num fluido. A seletividade das membranas porosas é
dependente do tamanho dos poros e das propriedades fisico-quimicas dos
polimeros componentes da membrana, principalmente dos polimeros localizados em
sua superficie.

O biorreator a membranas (BRM) é um processo de tratamento onde a
separacdo dos microrganismos e outros solidos suspensos presentes no efluente
ocorre através do uso de filtracdo por membranas ao invés de decantacdo por

gravidade.

Nos ultimos anos, os BRM tém ganhado popularidade e se tornado uma
alternativa avancada para o tratamento de efluentes. Isto s6 foi possivel pelo
desenvolvimento de tecnologias que melhoraram a eficiéncia, aumentaram a vida
atil, e reduziram os custos dos processos com membranas, e pela vantagem de se
produzir um efluente com concentracdes de solidos suspensos despreziveis. Loures
(2007) operando um sistema anaerdbio de BRM alimentado com efluente de
maquina de papel, alcancou uma eficiéncia de remoc¢éo de sélidos suspensos totais
de 100 %; mesma eficiéncia obtida por Souza (2008) tratando o mesmo tipo de

efluente em um sistema BRM aeradbio.

Surgindo como uma inovacdo importante para o tratamento de aguas
residuarias, o sistema de BRM, possuiu uma estrutura compacta, que pode gerar um
efluente tratado de melhor qualidade do que tratamentos convencionais e com uma

baixa producdo de lodo excedente. No entanto, a colmatagdo e consequente



reducdo do fluxo atravées das membranas nos processos de BRM limita a sua

aplicacao.

Relatos em literatura indicam que a formacéo de incrustacées a membrana
esta intimamente relacionada com os polissacarideos extracelulares (EPS) e com
propriedades do lodo bioldgico. Li et al. (2005) observaram uma maior resisténcia
referente a torta com a diminuicdo do tamanho do floco, embora em alguns casos

este comportamento nédo seja observado.

Ramesh et al. (2006) constataram que o EPS quando aderido a célula
contribui em menor propor¢cdo para a diminuicdo da permeabilidade da membrana

do que o EPS em sua forma solavel.

Foi verificado por Trussel et al. (2007) que a permeabilidade normalizada da
membrana de um sistema de BRM diminui com o aumento da concentracdo de

sélidos suspensos e aumenta com a intensificacdo da aeracéo por bolhas grossas.

3.3.Colmatacao da membrana

Os quatro principais tipos de colmatacdo das membranas sdo: organica,
biolégica, inorganica e particulada. Dentre estas, a colmatacdo organica é a mais
comum e a biolégica a mais severa (GOOSEN et al., 2004 citado por STORK, 2008).
A colmatacdo organica consiste na adesdo e acumulacdo de compostos organicos
na superficie da membrana. A biolégica € a deposicdo e a formacéo de biofilmes. A
inorganica € causada pela formacdo e acumulacdo de cristais de ions e afeta
principalmente membranas de menores porosidades como nanofiltragdo ou osmose
inversa nas quais ocorre a retencédo de ions. A colmatacao particulada consiste na
deposicdo de macromoléculas organicas e agregados, maiores do que 0,45

micrdmetros, na superficie da membrana provocando a reducéo do fluxo.

As interacfes entre os diferentes tipos de materiais incrustantes (biolégicos,
organicos e inorganicos) podem acelerar ou aumentar a incrustagdo. Durante a
operacdo de BRM as concentracfes de biopolimeros e materiais inorganicos devem
ser controladas para minimizar a incrustacdo das membranas. A concentracdo de
biopolimeros pode ser controlada pela otimizacdo das condi¢cdes operacionais, tais
como idade do lodo, TDH, carga orgéanica e relacdo DBO/N/P e a concentracao de

inorganicos pode ser controlada através de pré-tratamento (AMARAL, 2009).



Desta forma, a caracterizacdo da “torta” formada na superficie da membrana
durante a filtragcdo e a compreensédo do mecanismo de incrustacdo sdo importantes
para a definicdo dos parametros operacionais 6timos do BRM, assim como podem
fornecer informagdes importantes para o controle de incrustacdo (AMARAL, 2009).

Dentre os mecanismos de formagéo da colmatacao, destacam-se: a formagao
de “torta” e obstrucdo dos poros. Além destes, outro mecanismo importante para a
reducdo do fluxo é a adsorcdo superficial (estreitamento de poros). Estes
mecanismos sao influenciados pelo pH, pela concentracédo ibnica, pelos tipos de
compostos organicos e inorganicos presentes epela carga superficial da membrana
(GOOSEN et al., 2004; ZULARISAM et al., 2006; STORK, 2008). Tais mecanismos

estéo ilustrados na Figura 2.
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Figura 2 - Mecanismos de incrustacdo de membranas. (a) estreitamento de poros, (b) obstrucdo de
poros, e (c) formacao de torta. Fonte: AMARAL, 2009.

Na adsorcdo superficial, a medida que 0s compostos presentes no meio
liquido sao retidos pela membrana, eles se concentram e aderem a superficie. Isto
ocorre devido a carga da membrana e dos contaminantes, ao atrito e as for¢cas de
arraste (AL-AHMAD et al., 2000; GOOSEN et al., 2004; STORK, 2008).

No processo de formacgdo de torta uma camada gelatinosa é formada sobre a
superficie da membrana a medida que aumenta a concentracdo dos constituintes
gerando uma camada com ligacdes intermoleculares e idnicas fracas. A camada
gelatinosa reversivel aumenta a resisténcia a passagem, resultando na reducdo do
fluxo e do tamanho dos poros (AL-AHMAD et al.,, 2000; GOOSEN et al., 2004;
STORK, 2008). Essas ligacdes fracas podem ser rompidas por retrolavagem ou fluxo
tangencial; entretanto elas voltam a se formar rapidamente. O tratamento efetivo
consiste em lavagens freqiientes ou limpezas quimicas, o0 que pode implicar em

aumento do custo do processo.



Uma conseqiiéncia da formacédo desta camada gelatinosa € o aumento da
pressdo necessaria para a manutencdo do fluxo. Elevadas pressdes resultam em
agregacdo dos constituintes (coloidal, macromolecular e compostos organicos
micromoleculares) formando uma camada fortemente aderida a superficie da

membrana.

A reducado do fluxo também ocorre pelo blogueio dos poros da membrana.
Particulas pequenas como os coloides sdo arrastadas através da membrana, mas
parte pode ficar retida devido a diferencas no tamanho ou morfologia dos poros. A
obstrucdo também pode estar relacionada a retencdo no interior dos poros de
particulas menores que o tamanho destes provocando a reducdo do tamanho efetivo
dos poros (COMSTOCK, 1982; KILDUFF et al., 2005; STORK, 2008).

A carga elétrica superficial da membrana e dos compostos tem grande
influéncia na retencdo de contaminantes e na colmatacdo. Em geral, membranas
com carga superficial negativa apresentam boa retencdo e sdo menos favoraveis a
colmatacdo devido ao fato de a maior parte das particulas causadoras deste
fendbmeno é composta por compostos hidrofébicos e compostos carregados
negativamente (SADR GHAYENI et al.,, 1998; GOOSEN et al.,, 2004; STORK,
2008). Constituintes com elevada carga superficial negativa, como acidos himicos
e falvicos, sé@o repelidos pela carga da membrana evitando a aderéncia destes a
superficie (JARUSUTTHIRAK et al., 2002; STORK, 2008).

O valor da forga de repulséo entre a membrana e 0s contaminantes pode ser
reduzido pelo aumento da forca idnica da solugéo. Aguas com alta concentracéo de
ions sdo mais propensas a colmatacdo do que aguas com menor concentracao
devido a acumulacédo de ions em torno das superficies carregadas (BRAGHETTA ET
AL., 1997; STORK, 2008). Superficies com cargas negativas atraem ions com
cargas positivas formando uma camada elétrica dupla. Este acumulo de ions
positivos atrai 0os ions negativos que, por sua vez, atrai mais ions positivos, numa
regido chamada de camada difusa. Elevada forca idnica e baixo pH possuem efeitos
semelhantes no comportamento da superficie da membrana e na colmatacao. Essas
variaveis reduzem as forcas de repulsdo eletrostatica entre a superficie da
membrana e 0s contaminantes, permitindo a concentracdo dos contaminantes na
superficie, provocando o entupimento da membrana. Por outro lado, forcas de

repulsdo eletrostaticas reduzidas causam a compressdo da membrana. Essa
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reducdo no volume e, consequentemente, dos poros, resulta na reducdo do fluxo
(BRAGHETTA et al., 1997; KILDUFF et al., 2005; STORK, 2008).

3.3.1. Fluxo critico

Particulas polarizadas proximas a superficie da membrana podem influenciar
o fluxo através da membrana de diferentes maneiras. Por exemplo, algumas
particulas podem interagir com a superficie da membrana por adsor¢ao ou alocagéo
fisica nos poros; podendo ocorrer tanto interacdo interna quanto superficial. Além
disso, em elevadas concentracOes, estas particulas podem formar um biofilme
(CHEN et al., 1997).

Um dos maiores problemas de processos de membranas é a reducédo do fluxo
a valores muito abaixo aos da capacidade tedrica da membrana. A variagao tipica do
fluxo com o tempo consiste numa reducdo inicial rdpida seguida de uma longa e
gradual reducéo ao longo do tempo. E sabido que a colmatacédo da membrana é o
principal fendbmeno responsavel por isso. A ocorréncia da colmatacdo afeta o
desempenho da membrana tanto por deposi¢cdo de uma camada sobre a membrana
ou pelo blogueio total ou parcial dos poros, afetando o tamanho efetivo destes
(FIELD et. al., 1995).

Nos experimentos que mostram a operacao de sistemas de microfiltracdo a
fluxo constante, sem o0 aumento da presséo através da membrana por longo periodo
de tempo, pode-se deduzir que nestas circunstancias a colmatacédo € branda. Por
outro lado, quando a pressao é aumentada e atinge um valor onde comeca a ocorrer
uma colmatacgéao rigorosa, o fluxo se reduz a valores iguais ou inferiores aos valores
de fluxo observados antes da colmatacdo. Certamente, mesmo reduzindo
novamente a diferenca de presséao o fluxo continua inferior devido a uma camada de
colmatacéo na superficie da membrana (FIELD et. al., 1995; CHEN et. al., 1997). Tal
comportamento pode ser observado na Figura 3.
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Figura 3 - (A) Diferenca de presséo e fluxo versus tempo para a condigdo de fluxo inferior ao fluxo
critico e (B) diferenca de pressédo e fluxo versus tempo para fluxo superior ao fluxo critico. Fonte:
Adaptado de Chen et. al. (1997).

A hipoétese do fluxo critico de um sistema de filtracdo € que existe um fluxo
abaixo do qual a reducédo do fluxo com o tempo ndo existe (ou é muito pequeno);
acima deste, € observado a colmatacdo. Este fluxo é o fluxo critico e depende das
caracteristicas hidrodinamicas, das caracteristicas do lodo biol6gico e de outras

variaveis do sistema de filtracdo (FIELD et. al., 1995).

Estudos realizados por diversos autores (KIM et. al.,, 1993; CHEN et. al.,
1995; FRANKEN et. al., 1990; FANE e HODGSON, 1989; BOWEN e GAN, 1991;
HODGSON et. al., 1993) citados por Chen et. al. (1997), confirmaram que sistemas
de filtracdo operando com elevados fluxos iniciais podem causar uma colmatacao
mais severa do que operando a fluxos mais baixos. Agregacéo coloidal e depdsitos
heterogéneos sdo observados numa alta propagacdo em direcdo a membrana. Para
particulas maiores como biomassa de lodos ativados, ndo foi observada colmatacéo
guando o fluxo foi mantido abaixo de um valor critico que dependia do fluxo, do

tamanho dos poros e da natureza da alimentacéo.

Em experimentos realizados por Chen et. al. (1997), foram observados que o
perfil de fluxo/pressdo é muito dependente da forma como o0s experimentos sao
conduzidos. Quando um fluxo elevado foi imposto diretamente, a pressao atravées da
membrana aumentou rapidamente, assumindo valores mais elevados do que
quando o fluxo foi aumentado gradualmente. Tal comportamento pode ser

observado na Figura 4.

12



50 1

- (] [ ] - - - ] 235 Umzh
45 + .= .
--.
40 4+
[ ]
35 4
™
E 30 +
£ 25 unnnnnnnEEDUmah
o
n * L] * L] L] - L - 190 Umzh
< -;aoooﬂoﬁo'sﬂu"‘zh
» 285 LUim 2h
4 4 & & & 4 & i 4 130 LU'Ym*=h 220 um_gh-——----'
Lm 2h wuu:n?hwumzh'“"'
130 Um I
65 Um2h g5 Lm2h HXXXK +
s+ g ¢ £00000 ONXNXX . , ,
0 50 100 150 200 250
Tempo (min.)

Figura 4 - Comparacéo das diferencas de presséo obtidas para um fluxo fixado diretamente
ou incrementado gradualmente. Fonte: Adaptado de Chen et. al. (1997).

E possivel observar uma grande diferenca entre os valores medidos de AP, o
qual para o fluxo méaximo (285 L.m?.h™) foi de aproximadamente 50 kPa quando o
fluxo foi imposto diretamente e menos de 15 kPa quando o fluxo foi aumentado
gradualmente. Uma explicacdo para essa diferenca é que a natureza dos depdsitos
varia significativamente com a forma como eles sédo formados. Para fluxos elevados
e impostos diretamente, o biofilme forma rapidamente e pode se tornar uma camada
consolidada com baixa fluidez. Para fluxos menores (e menores pressdes) a camada
polarizada apresentara menor concentracdo, mais instavel e com menor

possibilidade de consolidacéo devido a interagdes entre solutos.

3.3.2. Reator sequencial por batelada

Os processos que envolvem lodo ativado em batelada, mais conhecido como
RSB (reatores sequenciais por batelada), tém sido propostos como alternativa aos
processos continuos convencionais.

Nos reatores sequenciais por batelada, a biomassa encontra-se em

suspensdao, tal como ocorre no processo de alimentagdo continua, no entanto, todas
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as etapas do processo ocorrem em um Unico tanque, quais sejam, oxidacao
biolégica e decantacdo secundaria, onde reacdo e separacdo acontecem em
diferentes momentos. Isto € conseguido por meio de ciclos de operagcdo com
duracdes definidas.
Os reatores sequenciais por batelada sdo operados em regime de ciclos,
onde cada ciclo é composto por cinco etapas distintas (VON SPERLING, 1996):
e Enchimento ou alimentacdo — enchimento consiste da adicdo do efluente
contendo o substrato para a atividade microbiana;
e Reacdo — € ligado o sistema de aeracdo para oxidacao biolégica da matéria
organica;
e Sedimentagcdo — interrompe-se a aeracdo para repouso do efluente sem
interferéncia de entrada e saida de liquidos;
e Retirada do sobrenadante — O efluente clarificado é retirado durante a fase de
esvaziamento. Feito isso, a biomassa permanece em repouso até que um
novo ciclo se reinicie;

e Repouso — E feito o descarte do lodo, quando necessario.

Utilizando um tanque Unico, as mudancas entre esses processos e operacdes
ocorrem simplesmente ao longo do tempo, e ndo em unidades separadas como
ocorre nos processos convencionais de fluxo continuo. A biomassa permanece no
reator durante todos os ciclos, eliminando dessa forma a necessidade de

decantadores separados e das elevatorias de recirculagdo de lodo.

A duragéo usual de cada ciclo pode ser alterada em funcdo das variacdes da
vazao afluente, das necessidades do tratamento e das caracteristicas da agua
residuaria e da biomassa do sistema. Para aplicacbes em processos com geracao
continua de efluentes € necessaria a instalacdo de pelo menos dois tanques, onde

um recebe o fluxo enquanto o outro completa o ciclo de tratamento.

3.3.3. A formacéo do floco biolégico

O floco biolégico € uma estrutura heterogénea, composta por microrganismos
e material organico diverso. Além das bactérias e dos protozoarios, fungos, rotiferos,
nematoides e, mais raramente, larvas de insetos, também sdo encontrados,

aglomerados nos flocos. Contudo, as condicbes que levam ao crescimento
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aglomerado dos microrganismos ainda nao estdo bem esclarecidas (VON
SPERLING, 1996). O que se sabe é gque as bactérias filamentosas funcionam como
uma espécie de esqueleto estrutural, onde as bactérias formadoras de floco se
aderem, provavelmente por meio de exopolissacarideos, presentes na forma de
capsula ou camada gelatinosa (VON SPERLING, 1996).

O floco biolégico €& formado por duas estruturas basicas, a saber:
microestrutura, que € composta por bactérias formadoras de flocos e
macroestrutura, constituida por microrganismos filamentosos. Estes microrganismos
formam uma cadeia, uma espécie de rede, que serve de estrutura de apoio para o
crescimento dos organismos formadores de flocos. As bactérias filamentosas, que
formam a macroestrutura sédo responsaveis pelo formato dos flocos, uma vez que o
floco cresce na direcdo que as bactérias filamentosas se desenvolvem (JENKINS et
al., 2003).

Quando ha o crescimento excessivo das bactérias filamentosas e o lodo
torna-se intumescido, com pouca densidade, ao invés de decantar, ele flutua no
decantador secundario, ocasionado o que se chama de flotagdo por intumescimento
filamentoso.

Por outro lado é possivel que o crescimento de microrganismos filamentosos
seja insuficiente, neste caso, a estrutura do floco é fraca, desintegrando facilmente
com a turbuléncia do tanque, formando o que se chama de “pin-point floc” ou floco
cabeca de alfinete, que sedimentam muito lentamente, produzindo um efluente
turvo. O ideal € que haja um balanco entre os crescimentos dos microrganismos
filamentosos e os formadores de flocos, formando flocos fortes, compactos e com
boa sedimentabilidade.

A floculagdo € resultado do metabolismo bacteriano. Neste processo, as
bactérias tendem a flocularem-se quando as concentracdes de matéria organica se
encontram abaixo do nivel necessario para sustentar um crescimento logaritmico.
Nesse sentido, a floculacdo ocorrerd, principalmente, na condicdo de déficit
alimentar e nutricional, ou seja, quando a disponibilidade de alimento for limitada. Tal
fendbmeno pode ser explicado pela maior producdo de exopolissacarideo (EPS)
nesta condicao.

Segundo Sutherland (2001), ndo existem razdes conclusivas sobre a
producdo de EPS pelas células. Entretanto, algumas suposi¢cdes sobre a
necessidade fisioldgica dos EPS para a célula sdo bem aceitas. Os EPS servem de

barreira entre a célula e o meio ambiente. Eles cumprem o papel de protetor das
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células contra dessecacdo, agentes antibacterianos (antibidticos, anticorpos,
bacteriocinas, fagos, células fagociticas), predacdo por protozoarios e por outros
organismos superiores. Dessa forma, o0 aumento na producdo de EPS pode ser uma
resposta a algum tipo de estresse que a célula esteja submetida (SUTHERLAND,
2001), o que explica melhores floculacbes quando a disponibilidade de alimento &
baixa. Segundo Jenkins et al. (2003) e Von Sperling (2005), altas taxas de alimento
disponivel em relacdo a massa celular, ou seja, alta relagcdo A/M beneficiam o
crescimento disperso em detrimento a floculacéo.

Sutherland (2001) verificou que a sintese de EPS néo é somente em funcao
da taxa de alimento disponivel em relacdo a concentracdo de massa celular, mas
dependente da disponibilidade de substrato de carbono (dentro e fora da célula) e,
principalmente, do balango entre carbono e nutrientes. O excesso de carbono
disponivel e a limitacdo de nutrientes (nitrogénio, potassio e fosfato) promoverao a
sintese de EPS.

3.3.4. Biogranulos aerébios

A primeira vez em que se observou o fenbmeno de granulagcéo do lodo foi em
um reator piloto da fabrica CSM em Amsterdam, sob condi¢cbes anaerébias (WANG
et al., 2004). O lodo granular com caracteristicas vantajosas, como boa capacidade
de sedimentacdo e atividade metanogénica, foi amplamente incorporado aos
sistemas de tratamento anaerébio de efluentes, como em reatores UASB. Nestes
reatores a biomassa que cresce apresenta boa sedimentabilidade o que permite a
acumulacéo de grandes quantidades de biomassa ativa no reator e os clarificadores
sdo dispensados, pois o processo de separacdo do lodo ocorre dentro do préprio
reator.

O desenvolvimento de biogranulos aerobios foi relatado pela primeira vez por
Mishima e Nakamura (1991) em sistema continuo, em um reator aerébio de manta
de lodo com fluxo ascendente. Granulos aerébios com didmetro de 2-8 mm foram
desenvolvidos, apresentando boa sedimentabilidade.

Beun et al. (2002) consideram que o crescimento na forma granular seria uma
forma especial de crescimento em biofilme. Existe a hipétese de que a estrutura de
um biofilme é o resultado liquido do crescimento da biomassa e processos de
separacdo. Neste caso, 0 crescimento da biomassa seria influenciado
principalmente pela taxa de carga do substrato e pelo rendimento de crescimento

dessa biomassa. JA4 0s processos de separacdo nestes sistemas altamente
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turbulentos seriam influenciados, principalmente, pelas forcas cisalhantes. Yang et
al. (2004) também reforcam a idéia, propondo que o crescimento dos granulos
aerbbios apos o inicio da aderéncia célula a célula seria similar ao crescimento de
um biofilme, resultado liquido entre o crescimento bacteriano e o desprendimento de
material do biofilme. O balanco entre o0s processos de crescimento e
desprendimento, por sua vez, conduzira a um equilibrio na granulometria.

A morfologia de biogranulos aerdbios é completamente diferente de qualquer
outro tipo de biofilme, como diferente dos biofilmes de lodos ativados na forma de
flocos. A forma de um biogranulo aproxima-se de esférica a arredondada (Figura 5),
e a superficie externa possui coloracdo clara (LIU e TAY, 2004). JA4 o diametro
médio varia de 0,2 a 5,0 mm, embora alguns autores citem diametros de granulos
aerobios de até 8,0 mm (MISHIMA e NAKAMURA, 1991).

O lodo granular aerébio apresenta ainda vantagens em relacdo ao lodo
granular anaerdbio, como menor tempo de formacdo, menores temperaturas
operacionais e uma capacidade de promover a remocdo de nutrientes da agua
residuaria (LIU e TAY, 2004). Estudos recentes revelam que a tecnologia de
granulacdo aerdbia poderia ser aplicada para o tratamento de efluentes que
possuem alta resisténcia ao tratamento biologico (MOY et al., 2002), com a
possibilidade de remocao simultanea de nitrogénio (YANG et al., 2004), remocéo de
fésforo e para o tratamento de efluentes toxicos (JIANG et al., 2002).

Granulos aerdbios possuem um importante papel na adsorcdo de substancias
toxicas, devido a grande éarea superficial, porosidade e boa capacidade de
sedimentacao (ADAV et al., 2009). XU e LIU (2008) propuseram que a troca ibnica,
a ligacdo aos EPS’s e a precipitacdo quimica, sdo os principais contribuintes para a
bio-adsor¢céo de Cd, Cu e Ni pelos granulos aerobios.

Os biogranulos podem suportar condicbes ambientais desfavoraveis, tais
como compostos toxicos e variacdes de pH, jA que sua estrutura compacta limitaria
a transferéncia de massa e protegeria a atividade de bactérias no interior do
biogranulo (LIU et al., 2005).

A Figura 5 mostra um exemplo de uma foto com granulos aerébios.
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Figura 5 - Imagem fotogréfica de granulos aerébicos.

3.3.4.1. O processo de granulacdo aerdbia e a estabilidade dos
granulos

Em estudos desenvolvidos por Beun et al. (1999) em sistemas de reatores
sequenciais em batelada (RSB), para compreensédo do processo de granulacao do
lodo aerdbio e baseando-se em observacdes microscopicas do lodo, constatou-se a
presenca de uma matriz de imobilizagdo em que houve o crescimento bacteriano
fora de colbnias, sendo que esta matriz de crescimento microbiano consistia em um
aglomerado de fungos filamentosos que prevalecem no inicio da operacdo do
sistema. Apds um tempo observa-se que estes aglomerados de fungos se desfazem
devido a lise que ocorre em seu interior. Este fato permite que as novas col6nias
agora ja consolidadas possuam maiores densidades e apresentem maiores
velocidades de sedimentacdo. Isto descreveria a ocorréncia de um processo de
granulacdo em um reator sequiencial em batelada.

A caracteristica tipica do RSB € o seu funcionamento ciclico, que consiste de
enchimento, aeracdo, decantacdo e fases de descarte. A concentracao de substrato
durante a fase de aeracao varia de alta para baixa. Um longo periodo de auséncia
de alimento (jejum) foi identificado durante a fase de aeracdo no RSB granulado
aerbbio, levando a hipétese de que o jejum foi um fator importante para induzir
mudancas nas caracteristicas da superficie celular e aumentar a aderéncia entre as
células. (TAY et al., 2001; LI et al., 2006).

Um importante fator para a formacéo de granulos é a submissdo da biomassa
a repetitivas pressdes de selecdo, para que as particulas dispersas sejam levadas
para fora do sistema, enquanto que as particulas mais densas fiquem retidas (BEUN
et al., 1999).
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De acordo com Wang et al. (2004), o aumento da pressao seletiva, criado por
meio da diminuicdo do tempo de sedimentacdo e aumento da taxa de carga
organica, em um reator de batelada sequencial, aumenta a formacdo de lodo
granular aerébio, que segue trés etapas consecutivas: aclimatacdo, granulacdo e
maturacao.

A combinacado de um curto tempo de sedimentacéo inicial com ciclos curtos e
sobre fortes pressdes hidraulicas de selecdo, aumenta a formacdo de granulos
aerobios (LIU et al., 2007).

Um tempo de ciclo curto (baixo tempo de retencéo hidraulica — TRH) leva a
uma alta pressdo de selecdo, porque o baixo TRH suprime um crescimento de
biomassa suspensa, que é levada para fora do sistema com maior freqiéncia
(TYHUIS et al., 1994). Segundo Morgenroth et al. (1997) baixo TRH favorece a
granulacéo e ainda, como proposto por Beun et al. (1999) melhora a estabilidade da
biomassa granular. Um baixo TRH e uma forca de cisalhamento alta, também foram
indicados por Beun et al. (1999) como condi¢Bes favoraveis a granulagao.

Em estudos conduzidos por Li et al. (2006) o lodo granular aerébio
demonstrou alta bioatividade. Esta alta bioatividade levou ao rapido esgotamento
das fontes de carbono no reator, o que indicou que uma longa fase de auséncia de
alimento reinou durante o periodo de aeracdo do SBR. A eficiéncia de remocao de
carbono orgéanico total (COT) alcancada durante este estudo foi de até 93% e,
segundo os autores, elevadas taxas de COT podem ser aplicadas ao lodo granular
aerobio.

Liu e Tay (2008) ao investigarem a influéncia do tempo de jejum, em um
reator em batelada sequencial, na formacdo e estabilidade dos granulos,
observaram que um menor tempo de jejum acelera a granulagcdo, mas estes
granulos formados sob estas condicfes ndo se apresentaram muito estaveis. Ja em
reatores em que a microbiota estd submetida a maiores tempos de jejum, 0s
granulos se apresentaram mais estaveis, possibilitando longos periodos de
operacdo do sistema. Portanto, um tempo razoavel de jejum deve ser aplicado para
manter a estabilidade dos granulos a longo prazo.

Liu et al. (2007) concluiram que o periodo de jejum ao qual a biomassa pode
estar submetida em um reator de batelada sequiencial ndo € pré-requisito para a
granulacéo, visto que em operacdes sem a observacdo deste fen6meno houve a
granulacédo aerdbia. Contrariando a hipétese de que a agregacédo em granulos seria

uma forma de superar o periodo de auséncia de alimento. Porém, o periodo de
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jejum constitui um importante papel na estabilidade de granulos aerébios, sendo que
um periodo de jejum prolongado possui efeitos positivos sobre a estabilidade dos
granulos.

A baixa estabilidade dos granulos aerébios, em muitos casos, é o que limita
sua utilizacdo na pratica. Para melhorar a estabilidade dos granulos, a selecao de
bactérias de crescimento lento, tais como bactérias nitrificantes e removedoras de
fosforo tem sido proposta (LIU et al., 2004). No entanto, este método esta
intimamente relacionado com as caracteristicas do efluente, que deve conter altas
concentracdes 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 &cido nitrilotriacético — NTA
aumenta a granulacdo microbiana aerébia. A presenca de compostos de
degradacédo 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 formacéo de granulos estaveis (YARLAGADDA et al., 2008).

A estabilidade dos granulos aerobios também determina a viabilidade de
utilizacdo destes sistemas a longo prazo (LIU et al., 2004). Mc Swain et al. (2005)
demonstraram que algumas substancias poliméricas extracelulares (EPS) possuem
um importante papel na estabilidade dos granulos aerobios.

Devido a uma serie de condi¢gOes estressantes de inoculacdo, a producéo e
distribuicdo dos EPS nos granulos aerdbios sdo bastante diferentes dos flocos

biolégicos convencionais (Mc SWAIN et al., 2005).

3.3.4.2. Biorreator a membrana com lodo granular aerdbio

A substituicdo do lodo floculado pelo lodo granular em um sistema de
Biorreatores a Membrana (BRM) para o controle da queda do fluxo durante a
operacéo, foi proposto por Li et al. (2005). A utilizacdo desta nova configuracao
permitiu o controle do fluxo com a diminuicdo de incrustagbes a membrana e
mantendo o bom desempenho para o tratamento como o sistema convencional. O
BRM foi alimentado com agua residuaria sintética composta por glicose, proteinas e
micronutrientes, com médulo de membrana submersa de microfiltracdo. No sistema
de Biorreator a Membrana com Lodo Granular Aerébio (BRMGA) nao foi observado
uma queda acentuada no fluxo ao inicio da operacdo do sistema, 0 que é uma

caracteristica dos sistemas de BRM, sendo que o fluxo foi diminuindo gradualmente
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ao longo do tempo de operagcdo. Por outro lado, o processo com lodo flocular
apresentou uma reducédo no fluxo de 45,6% em relacdo ao valor inicial apds oito dias
de operacéo. A permeabilidade no BRMGA apresentou uma queda gradual e ao final
do estudo apresentou um valor 50% maior se comparada a permeabilidade do
sistema BRM com lodo flocular. De acordo com os autores, esta diferente
caracteristica quanto ao entupimento da membrana esta principalmente relacionada
com as caracteristicas dos diferentes tipos de lodo. O lodo floculado do sistema
convencional é o responséavel pela queda quase que imediata do fluxo ao se iniciar a
operacdo do BRM, formando uma torta na superficie da membrana e causando o
entupimento parcial dos poros, o que diminui consideravelmente o fluxo. J& o lodo
granular do novo BRM né&o apresentou tal comportamento e a queda do fluxo
observada estaria relacionada principalmente aos solutos e coldides que promovem
um entupimento interno dos poros da membrana, ndo sendo observada a formacgéao
de torta espessa e a torta formada neste sistema seria devido a uma pequena
quantidade de lodo floculado que se tem entre o lodo granular predominante no
sistema. Por isso a limpeza fisica neste novo sistema ndo possuiu a mesma
eficiéncia se comparada a apresentada no BRM, mas por outro lado a limpeza
guimica apresentou alta eficiéncia, chegando a recuperar o fluxo em 100%. Isto esta
de acordo com as diferencas nas naturezas das incrustacées observadas nas duas
configuragdes. Entéo a principal forma de incrustacdo da membrana, a causada pelo
lodo, pode ser eliminada pela substituicdo do lodo floculado pelo granular, sendo
que agora a permeabilidade ao longo da operacéo estaria condicionada apenas aos

solutos e coldides presentes no meio.

O lodo granular apresenta melhor sedimentabilidade e filtrabilidade em
relacdo ao lodo floculado por apresentar maior tamanho. Tal comportamento foi
apresentado pelo lodo aerébio granular em reatores em batelada para o tratamento
de agua sintética com acetato de sédio como fonte de carbono. Estas caracteristicas
podem levar a uma diminuicdo significativa das incrustagdes da membrana no
sistema de BRM. Este comportamento foi atribuido a baixa compressibilidade de sua
biomassa (TAY et al., 2007).

Um novo sistema de Biorreatores a Membrana com lodo Granular Aerébio
(BRMGA) foi investigado por WANG et al. (2008) quanto a sua capacidade de
remocdo de matéria organica e capacidade de promover a nitrificacdo e

desnitrificacdo simultaneas (NDS). O BRMGA apresentou uma eficiéncia de
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remocao de carbono organico total (COT) de 84,7-91,9%; de 85,4-99,7% para a
remocao de nitrogénio amoniacal e de 41,7-78,4% de nitrogénio total. A explicacéo
para o processo de NDS que ocorre no BRMGA seria devido a formacdo de uma
zona anoxica no interior do granulo aerobio devido a limitagdo de transferéncia de
oxigénio no granulo. Assim, verificou-se que quanto maior o tamanho dos granulos,
melhor é a capacidade de promocéo da desnitrificacédo, devido ao aumento da zona

anoxica que ocorre no interior do granulo.

Os desempenhos de dois reatores, um operando em sistema de BRMGA e
outro em um sistema convencional de Biorreator a Membrana Submersa (BRMS)
foram comparadas por Tay et al. (2007), sendo que o reator operado em sistema de
BRMGA apresentou vantagens como: lodo com melhor filtrabilidade; a queda de
permeabilidade da membrana foi bem menor do que no BRMS (21 vezes menor); e
0 incremento de pressdo transmembrana (PTM) foi insignificante, enquanto que no

BRMS limpezas fisicas regulares eram necessarias.
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4. METODOLOGIA

4.1.Efluentes
Os efluentes foram coletados de uma fabrica de papel capa e miolo,
destinados para producdo de embalagens, 100% reciclados, produzidos a partir de
aparas de papel/papeléao reciclaveis. A fabrica produz cerca de 5500 toneladas de
papel por més e consome, em média, de 6,0 a 10,0 metros cubicos de agua por
tonelada de papel produzido. As amostras foram coletadas semanalmente e
encaminhadas a Universidade Federal de Vicosa, onde foram armazenadas sob

resfriamento em camara fria a 5°C.

4.2.Lodo Bioldgico
O lodo biolégico foi coletado em uma estagdo de tratamento por lodos
ativados de uma fabrica de polpa celulésica. A coleta foi feita na linha de
recirculacéo de lodo biologico e enviada a Universidade Federal de Vicosa, onde foi

imediatamente adicionado ao reator para inicio do experimento.

4.3. Tratamento biolégico

O tratamento biolégico foi realizado em reatores de bancada com alimentacéo
intermitente. Foram montados dois reatores em paralelo sendo um reator operado
com parametros tipicos de um processo de lodos ativados convencional para
formacéo de lodo flocular e outro com parametros tipicos para a formacéo de lodo
aerdbio granular.

Cada sistema possui um tanque de aeracdo com volume util de 6 litros, sendo
que a cada ciclo foram removidos 3 litros do efluente tratado e o volume completado
com novo efluente. Os reatores foram mantidos a temperatura ambiente. Para suprir
a necessidade de oxigénio da biomassa foi injetado ar nos reatores através de um
sistema constituido de sopradores e difusores de bolha fina. Cada reator foi operado
com ciclos de operacdao de 12 horas. Pouco antes de completar as 12 horas de
reacao, a aeracao era interrompida permitindo a sedimentacéo do lodo biolégico. No
reator de lodo flocular o periodo de decantacdo foi de 1 hora durante todo o
experimento. Ja no reator de lodo aerdbio granular iniciou-se um periodo de
decantacdo de 20 minutos decrescendo até 1 minuto de forma gradativa, conforme

mostra Tabela 1.
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Em seguida a decantacdo, o efluente tratado era removido e novo efluente
adicionado aos reatores (tanques de aeracdo). A aeracdo era, entdo, reiniciada
dando inicio a um novo ciclo. Dessa forma, como o volume util do reator era de 6
litros e a cada ciclo eram removidos 3 litros de efluente tratado, a razao de troca
volumétrica (volume de efluente/volume total de operacédo) era de 0,5 resultando
num tempo de detencédo hidraulica (TDH) igual a 24 horas. Em ambos reatores, o
oxigénio dissolvido (OD) foi mantido sempre acima de 2 mg L™, o pH do efluente foi
ajustado a 6,5 - 7,5, antes de sua adicdo aos reatores, e 0S nutrientes nitrogénio e
fésforo adicionados na proporcdo de DBO:N:P igual a 100:5:1. A concentracdo de
biomassa nos reatores foi estimada pelo valor de solidos em suspenséo volateis
(SSV), de acordo com o método APHA (1998). Diariamente, foram feitas as analises
de DQO dos efluentes tratados, sélidos do tanque de aeracdo e observacbes
microscopicas do lodo biologico. Semanalmente, foi realizada a analise de DBOs dos
efluentes tratados pelo método Winkler modificado.

O parametro de processo utilizado para o controle do reator com lodo flocular
foi a manutencdo dos SST préximo a 3500 mg.L™.

Para o reator com lodo granular ndo houve descarte intencional de lodo,
embora tenha havido, sobretudo no inicio de operacdo do sistema uma perda de
sélidos néo intencional no efluente tratado, devido a reducéo gradativa do tempo de
decantacdo. Apos cada reducdo do tempo de decantacdo neste reator, esperava-se
um periodo suficiente para a recuperac¢do da biomassa a um valor de SST de pelo
menos 2000 mg.L™" para, entdo, promover uma nova reducdo do tempo de
decantacdo, até atingir o valor de decantacdo de apenas 1 minuto que ocorreu
somente no quinquagésimo primeiro dia de operacdo. A partir dai, o tempo de
decantacdo do lodo granular foi mantido em 1 minuto.

Tabela 1 - Reducgédo do tempo de decantacao do reator de lodo aerdbio granular ao longo do tempo

Dia Tempo decantagédo (minutos) Observagéao
0 20 Lodo floculento.
7 10 Lodo floculento.
10 8 Lodo floculento.
Aparecimento dos primeiros
33 6 R
granulos.
38 4 Aumento gradativo de granulos.
Maior parte do lodo composta
43 2
por granulos.
51 1 Lodo granular.
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As duracdes de cada etapa de operacdo dos reatores, apos a formacao do

lodo granular, séo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Duracao dos periodos de operacao dos reatores ap6s a formacédo do lodo granular

Etapa Tempo (minutos)
Granular Floculento
Alimentacédo 2 2
Reacéo 658 658
Sedimentacédo 1 58
Remocéo Efl. Tratado 2 2

Os dois reatores foram operados com etapas de operacéo idénticas, variando
apenas o periodo de sedimentacdo, uma vez que um reduzido tempo de
sedimentacdo possibilita a selecdo dos granulos e favorece a producéo do lodo
granular.

No reator granular, apés a remocao do efluente tratado era adicionado novo
afluente e o reator era deixado em repouso até o fim do ciclo de decantacdo do
reator com lodo flocular. O sistema de aeracdo dos dois sistemas era religado ao
mesmo momento para garantir que a etapa de reacdo de ambos os reatores
possuissem a mesma duracao.

As velocidades de sedimentacdo dos lodos biolégicos foram determinadas
pela distancia entre o nivel da 4gua e valvula de descarte de efluente tratado,

dividida pelo tempo de sedimentacao de cada um dos lodos.

4.4.Membranas de microfiltracéo
Foram utilizados médulos de membranas ocas submersas de microfiltracéo,
unidade de teste de bancada, fabricado e gentiimente cedidos pela PAM-
Membranas Seletivas, com diametro nominal médio do poro de 0,2 um e éarea

superficial nominal da membrana de 0,5 m?.

4.5.Observacdes microscopicas
As observagfes microscopicas foram realizadas, diariamente, com amostras
do lodo fresco, utilizando um microscépio 6tico com contraste de fase, da marca

LEICA, modelo DMLS. Foi acompanhado o desenvolvimento dos granulos e
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observado as caracteristicas morfologicas do lodo biolégico durante o processo de
granulacdo. Foi utilizada uma maquina digital, da marca Nikon, modelo COOLPIX
4500 para obtencdo de fotomicrografias das caracteristicas morfolégicas dos lodos

biolbgicos.

4.6.Caracterizacdo fisico-quimica
Os efluentes foram caracterizados antes e apds os tratamentos propostos
quanto aos valores de DQO, DBO, pH e sdlidos por métodos padronizados (APHA,
1998). A DQO foi determinada pelo método colorimétrico, apos refluxo fechado
(APHA método 5220D), a andlise de pH foi realizada de acordo com APHA método
4500, os solidos foram quantificados por gravimetria de acordo com APHA método
2540 e a DBO pelo método Winkler modificado (APHA método 5210B).

As analises foram realizadas no Laboratério de Celulose e Papel do
Departamento de Engenharia Florestal da UFV.

4.7.Teste para determinacao do fluxo critico dos lodos biolégicos

O sistema foi composto de um tanque de armazenamento com volume util de
5 litros, com um sistema de inje¢éo de ar comprimido ao fundo. A succ¢ao do efluente
tratado foi realizada por uma bomba modelo CVE — 8701 — F — ESP série 9035-9 e a
pressdo medida por um manovacudmetro modelo PAM série 666866, gentiimente
cedidos por PAM-Membranas Seletivas. Em intervalo de tempos regulares, foi
utilizada uma proveta para a medigdo da vazéo por meio volume filtrado durante 30
segundos. A diferenca de pressao de succéo foi ajustada por meio do controle da
rotacdo da bomba hidraulica e/ou abertura de um registro do tipo agulha. Um

esquema do sistema utilizado é apresentado na Figura 6.
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Figura 6 - Esquema do sistema de microfiltracdo utilizado para os testes de determinacédo de fluxo

critico.

Antes de determinar o fluxo critico, foi utilizada &agua destilada para
determinar a resisténcia da membrana limpa. Em seguida, adicionou-se ao sistema
um dos lodos bioldgicos e fixou-se um valor de pressdo, medindo o fluxo através da
membrana durante 15 minutos. Posteriormente, aumentou-se a pressado e mediu-se
novamente o fluxo por mais 15 minutos. Foram utilizados diversos valores de
pressdo, mantidos constantes por 15 minutos. O fluxo critico corresponde ao valor
abaixo do qual o sistema ndo apresenta variacdo no fluxo, embora a pressao seja
mantida constante. Dessa forma, a variacdo do fluxo ao longo do tempo, para um
mesmo valor de pressao, indica que o fluxo alcancado é maior do que o fluxo critico.
Para determinar o valor do fluxo critico, adotou-se a média entre o valor do fluxo
inicial na pressao na qual foi observada queda do fluxo ao longo do tempo e o valor

do fluxo na pressao imediatamente inferior.

Ao final do teste, foi feita a retrolavagem com &gua de torneira e agua
destilada para limpeza da membrana. Antes de iniciar o procedimento com o
segundo lodo, foi determinada, novamente, a resisténcia da membrana com agua

destilada, para verificar se a membrana estava limpa.

Foi realizada a analise de sélidos suspensos totais dos lodos biolégicos e a
concentracdo de SST foi ajustada por meio do descarte do sobrenadante do lodo

mais diluido.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Formacgéao do lodo granular

Iniciou-se a operacdo do reator biologico utilizando-se lodo biologico
proveniente de uma estacdo de tratamento por lodos ativados de uma industria de
polpa celulésica kraft branqueada. Inicialmente o lodo apresentava uma
concentracdo de SST igual a 2000 mg de SST.L. Foi adotado um tempo de
decantacéo inicial de 20 minutos. Como esse tempo de decantagcdo observou-se
uma grande perda de solidos juntamente com a remocdo do efluente tratado.
Evidentemente a velocidade média de decantacdo do lodo proveniente da fabrica
era baixa, ou seja, apresentava um alto VL igual a 204 mL.g™. Consequentemente,
houve uma reducgdo na concentracdo de solidos suspensos para valores proximos a
600 mg.L™ durante os primeiros dias de operagao.

No entanto, com o passar do tempo, mantendo-se o tempo de decantacdo de
20 minutos, observou-se um aumento da concentracdo de sdlidos suspensos totais,
uma vez que se iniciou a selecdo biologica de flocos que possuiam maior velocidade
de sedimentacdo. Adotou-se como uma referencia, um valor de concentracdo de
SST no reator igual a 2000 mg.L™ para reduzir o tempo de decantacdo pela metade,
ou seja, para 10 minutos. Mais uma vez, como se esperava, houve uma nova alta
perda de lodo e redugdo da concentracdo de SST. Antes de reduzir o tempo de
decantacdo para 8 minutos, esperou-se novamente, um aumento da concentracao
de SST do lodo no reator para 2000 mg.L™. Tal procedimento foi repetido para
reducao do tempo de decantacdo para os valores de 6, 4, 2 e 1 minuto.

A Tabela.3 apresenta o niumero de ciclos que foram necessarios para a
recuperacéo do lodo, ou seja, alcancar concentragdes em torno de 2000 mg L™, para

cada etapa de reducéo do tempo de decantacéo.

Tabela 3 - Numero de ciclos necessarios para recuperacdo do lodo do reator granular apés cada
reducéo do tempo de sedimentacéo

Tempo decantacéo (minutos) Ciclos
20 -
10 14
8 6
46
4 10
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A Figura 7 apresenta fotomicrografias do lodo durante o periodo de reducéo
do tempo de decantagéo: (A) 20 minutos, lodo flocular (partida do reator); (B) 10
minutos; (C) 8 minutos; (D) 6 minutos, observacdo dos primeiros granulos; (E) 4
minutos; (F) 2 minutos, maior parte do lodo ja era constituida por granulos aerobios;

(G) 1 minuto, lodo granular.

Figura 7 - Fotomicrografias do lodo do reator granular. (A), (B) e (C) lodo floculento; (D) e (E) inicio do
aparecimento de granulos; (F) maior parte do lodo constituida por granulos; (G) lodo granular.

Aumento de 100 vezes.

E visivel a alteragdo morfolégica do lodo. Inicialmente observou um lodo
flocular, com flocos abertos, com presenca de poucas bactérias filamentosas. No
entanto, desde o inicio do tratamento, houve a predominancia de flocos grandes, os
quais foram aumentando ao longo do tempo, culminando na formacé&o de granulos.
Além disso, ndo se observou filamentos se projetando para o exterior do granulo,

uma vez que, segundo Jenkins et. al. (2003) a abundéancia de bactérias filamentosas
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ocasiona problemas de intumescimento filamentoso, prejudicando a floculacdo e a

decantabilidade do lodo.

A Tabela 4 apresenta fotomicrografias dos lodos floculento e granular durante
a reducdo do tempo de sedimentacdo para formacédo dos granulos. Como pode ser
observado, o lodo floculento ndo apresentou grande variagdo em sua morfologia,
enquanto no lodo granular houve um aumento no tamanho dos flocos com a reducéo
do tempo de sedimentacdo até haver o predominio de granulos apés 51 dias de

operagao.

Tabela 4 - Fotomicrografias dos lodos bioldgicos ao longo do periodo de reducdo do tempo de
sedimentacéo do lodo granular

Dia T(_empo de~ Granular Floculento
sedimentacao
reator granular
0 20 minutos
7 10 minutos
10 8 minutos
33 6 minutos
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38 4 minutos
43 2 minutos
o1 1 minuto

5.2. Temperatura e pH

O pH do afluente e dos efluentes dos reatores biol6gicos foram monitorados
diariamente. Nos casos onde o valor do pH afluente encontrava-se fora de uma faixa
de valores em torno da neutralidade (entre 6,5 a 7,5) foi feita a corre¢do antes da
adicdo ao sistema. O valor médio do pH afluente apresentado na Tabela 5 foi
baseado nos valores de caracterizacdo do mesmo, antes de qualquer adicdo de
acido ou base, quando necessario.

A Figura 8 apresenta os valores diarios de pH dos efluentes dos tratamentos
biol6gicos. Como pode-se observar, houve uma tendéncia de aumento do pH ao
longo do tratamento, obtendo-se, na maior parte do experimento valores acima de
7,0. Além disso, ndo houve grande diferenca entres os valores obtidos para os dois
efluentes.

Yang et al. (2008) citados por Adav et al. (2009) conduziram experimentos
utilizando dois RSB alimentados com &gua residudria sintética com glicose como
fonte de carbono e observaram que baixa alcalinidade e pH tende a formar granulos
com predominancia de fungos. Por outro lado, alta alcalinidade e pH implicou em

granulos predominantemente formados por bactérias, com formacdo muito mais
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lenta do que os formados por fungos. Entretanto, os granulos formados por fungos
sdo mais frageis do que os formados por bactérias.

Lemaire et al. (2008a) citados por Adav et al. (2009) afirmam que oS
complexos minerais associados a matriz de EPS dos granulos séo dissolvidos em

pH baixos e prejudicam os agregados.

4
3
2
1

mar abr mai jun jul ago

—e— Efluente do reator granular
--:O--- Efluente do reator floculento

Figura 8 - Valores diarios de pH dos efluentes dos reatores biol6gicos.

No final do més de maio e durante grande parte do més de junho foi
observado valores de pH inferiores a 7,0 para o efluente tratado de ambos os
reatores. No entanto, ndo foi observado reducdo na eficiéncia de remocao de
matéria organica ou perda de soélidos de nenhum dos dois sistemas.

Os reatores foram operados a temperatura ambiente e o monitoramento da
temperatura dos tratamentos biolégicos foi feita através da analise dos efluentes

tratados. Os valores diarios obtidos para os efluentes séo apresentados na Figura 9.
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Figura 9 - Valores diarios de temperatura dos efluentes dos tratamentos biolégicos.

De acordo com a Figura 9, ndo foram observadas diferencas significativas
entre as temperaturas dos efluentes dos reatores.

O metabolismo microbiano é altamente dependente da temperatura do meio e
tende a ser mais elevado em temperaturas mais altas. No entanto, o tratamento
aerdbio granular apresenta elevada eficiéncia de remocdo de matéria em
temperatura ambiente e o processo de formacdo dos granulos é favorecido em
condi¢cbes de crescimento lento da biomassa (Tay, 2004). Por isso, néo foi realizado
0 aquecimento dos biorreatores visando o favorecimento da producdo de
biogranulos.

O efeito da temperatura na formacéo dos granulos foi avaliado por Kreuk et al.
(2005) em um reator sequencial por batelada alimentado com &gua sintética e ciclos
de trés horas de duragdo. O inicio do processo a 8 °C resultou em granulos
irregulares que desagregavam assim que a aeracao era interrompida, causando
uma grande perda de biomassa com o efluente tratado e uma operacao instavel. A
presenca de DQO durante a fase aer6bia é considerada a principal razdo para a
instabilidade dos granulos. Com baixa concentragdo de biomassa no reator, o
consumo de DQO ¢é limitado durante o ciclo de operacdo do reator resultando em
mais substrato disponivel para “competir’ pelo aceptor de elétrons (oxigénio) durante

o periodo aerdbio. Este fato € crucial na formacgéo de granulos aerdbios estaveis.
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Por outro lado, iniciando o processo a 20 °C e reduzindo a temperatura para
15 °C e 8°C ndo foi observado nenhum efeito na estabilidade dos granulos e a
biomassa pdde ser facilmente retida no sistema. Devido a reducdo da atividade
biol6gica nas camadas externas do granulo a baixas temperaturas, a penetracdo do
oxigénio nas camadas mais internas aumentou, o que resultou num grande volume
de biomassa aerbdbia, compensando a reducdo da atividade individual dos

microrganismaos.

5.3.Eficiéncia de Remocéao de Matéria Organica
A Tabela 5 apresenta os parametros analisados para a caracterizacdo do
afluente e efluente dos reatores bioldgicos. Pode-se observar a elevada eficiéncia na

remocao de matéria organica (DQO e DBO) em ambos 0s sistemas.

Tabela 5 - Valores médios e desvios padrdes encontrados para os parametros analisados no
afluente e efluentes dos reatores

Parémetro Unidade Afluente Ef. Granular Ef. Convencional
pH - 6,40 + 0,70% 7,41 +0,66° 7,46 +0,73°
Temperatura °C - 23,7+2,0° 23,8+1,9°
SST mg L™ 566 + 536 316 + 306° 267 +231°
SSV mg L™ 405 + 391 209 + 253° 185 + 201°
DQOg mg L™ 780 + 390° 76 + 44° 61 + 49’
Efic. remocao % 90+ 7" 92 +6"
DBOg, mg L™ 488 + 268 13+ 7 12 + 6
Efic. remogao % 97 + 2 97 + 2!
% média + desvio padrdo, n = 169 "média + desvio padrao, n = 74
® média + desvio padrio, n = 166 9 média + desvio padréo, n = 59
¢ média + desvio padrdo, n = 164 " média + desvio padréo, n = 57
4 média + desvio padréo, n = 75 "média + desvio padréo, n = 58
¢ média * desvio padréo, n = 28 ! média + desvio padrdo, n = 23

Como o afluente foi coletado diretamente da industria, a qual apresenta
grande variedade no processo e na qualidade da matéria-prima, podem-se observar
grandes variagcdes nos parametros fisico-quimicos no efluente industrial antes do
tratamento biologico, o que implicou em variagfes no efluente tratado de ambos os
reatores. Estas variagbes podem ser confirmadas pelos elevados valores dos
desvios padrdes das analises.

No entanto, ndo houve variacao significativa entre o pH dos reatores. A média
dos valores de SST e SSV do efluente tratado no reator granular foram similares aos

valores do efluente tratado no reator floculento convencional. Salienta-se que os
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dados referentes aos SST e SSV nos efluentes do reator granular foram obtidos
somente apos a estabilizacdo do processo com tempo de decantacao de 1 minuto.
Pode-se observar que a remocgao da matéria organica solivel mensurada pela
DBO e DQO soluveis foi também similar, demonstrando a alta capacidade de
remocao destes compostos pelo lodo granular. Os valores de DQOg, encontrados
ao longo do projeto para o afluente aos reatores e para os efluentes tratados por

cada reator bioldgico sdo apresentados na Figura 10.
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Figura 10 - Valores de DQO afluente e efluente aos reatores.

A Figura 10 mostra que houve uma grande variagcdo nos valores de DQO do
afluente devido a diferencas do efluente industrial de uma coleta para outra. Os
valores de DQO efluente tratado dos reatores acompanham a tendéncia da DQO
afluente, principalmente para o reator convencional, apresentando aumentos em
dias de maior DQO afluente e reducdo com a reducéo desta. Por esse motivo, a
eficiéncia de remocao desse parametro (Figura 11) ndo apresentou grande variacao
ao longo do tratamento em nenhum dos reatores, atingindo valores superiores a
80% na maior parte do tempo. A variacdo maior ocorreu no inicio do tratamento em

decorréncia do periodo de estabiliza¢do do sistema.
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Figura 11 - Eficiéncias de remoc¢éo de DQO.

As Figuras 12 e 13 apresentam as concentracdes de DBOs sollveis na
entrada e saidas dos reatores e a eficiéncia de remocao, respectivamente. Pode-se
observar que os valores das concentracdes nos efluentes tratados foram sempre
inferiores a 30 mg L™ durante todo o periodo de tratamento, tanto para o reator
floculento quanto para o reator granular. Este fato confirmou a elevada eficiéncia de
remocg&o de DBO em ambos os reatores. As eficiéncias obtidas foram superiores a

91%, na maioria das amostragens, para ambos os reatores granular e flocular.
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Figura 12 - DBO afluente e efluente aos reatores.

36



100 A
95
90
85
80
75

70
10

Eficiéncia de remogéo, %

mar abr mai jun jul ago

—e— Efluente reator granular
O+ Efluente reator floculento

Figura 13 - Eficiéncias de remocao de DBO.

5.4.Morfologia dos Granulos Aerobios

A Figura 14 apresenta fotografias do lodo aerdbio granular. Os granulos séo
bem maiores do que os flocos comumente encontrados nos sistemas aerdbios
convencionais e, ao contrario destes, os granulos podem ser vistos sem o auxilio da

microscopia.

Por serem maiores e mais compactos do que o floco, os granulos apresentam
maior densidade e, conseqientemente, maior velocidade de sedimentacdo. As
velocidades de sedimentacdo apresentadas foram de 10,8 e 0,18 m.h™ para os
granulos e flocos, respectivamente. Isto implica que um processo com lodo granular
necessita de uma menor area para a clarificacdo em decantadores secundarios
(uma reducéo da area do decantador de cerca de sessenta vezes, para uma mesma

vazao).
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Figura 14 - Granulos aerobios obtidos a partir do tratamento de efluente de maquina de papel.
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5.5.Fluxo critico

5.5.1. Concentracdo de sdlidos suspensos totais dos lodos biolégicos

igual @ 2700 mg.L™.

A Figura 15 apresenta os valores de fluxo e presséo obtidos durante o teste

para medicao do fluxo critico do lodo aerdbio granular.

180 4 r 1,0
160 4
140 rog8
120 4
r 0,6

100 +

80

Fluxo, Lm2h?
Presséo, bar

r 04
60
40 - L 0,2

20 1

Tempo, min

—A— Fluxo vs Tempo
—&— Pressao vs Tempo

Figura 15 — Fluxo, ao longo do tempo, do sistema com lodo aerébio granular para diferentes valores
de pressdo (SST = 2700 mg.L™).

Como se pode observar na Figura 15, ndo foi possivel aumentar a presséo de
forma a obter um fluxo maior do que o fluxo critico, uma vez que nédo se obteve uma
reducdo significativa do fluxo ao longo do tempo para nenhum dos valores de
pressédo fixados. Embora o fluxo ndo tenha reduzido ao longo do tempo para a

diferenca de presséo de 0,5 bar, ndo foi possivel aumentar a pressao do sistema.

De acordo com os dados apresentados na Figura 16, pode-se observar que
os diversos fluxos medidos ao longo do tempo ndo apresentaram grande variacao,
para um mesmo valor de pressdo. Além disso, o comportamento do fluxo médio
durante os 15 minutos de filtracdo apresentou comportamento linear com a pressao
adotada. Na Figura 16 também sao apresentados os fluxos medidos durante a
filtragdo com agua destilada, a qual foi realizada anteriormente a cada um dos testes

para verificar se a membrana de microfiltragéo estava limpa.
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Figura 16 - Fluxos medidos durante a filtracdo do sistema com lodo aerébio granular (SST = 2700
mg.L™).

Os valores de fluxo e presséo obtidos durante o teste para medicéo do fluxo
critico do lodo floculento séo apresentados na Figura 17.
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Figura 17 - Fluxo, ao longo do tempo, do sistema com lodo floculento para diferentes valores de
pressdo (SST = 2700 mg.L™Y).
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De acordo com os resultados apresentados, o fluxo apresentou uma grande
reducao no final do periodo de filtracdo para a presséo de 0,4 bar e também reduziu
com o tempo quando a pressao foi mantida em 0,5 bar. Dessa forma, o fluxo critico
para o lodo biologico estaria localizado entre o valor de fluxo obtido para a presséo
de 0,3 bar e para a pressao de 0,4 bar. Por convencéao, foi adotado o valor médio

entre o intervalo que correspondeu a 113,5 L.m2.h™.

A Figura 18 apresenta os valores de fluxo medidos ao longo do tempo de

filtrac&o do lodo floculento para os diferentes valores de pressao.
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Figura 18 - Fluxos medidos durante a filtragéo do sistema com lodo floculento (SST = 2700 mg.L™).

De acordo com a Figura 18, pode-se observar que a partir do valor de
pressao de 0,4 bar, os valores medidos para o fluxo através da membrana ao longo
do tempo de filtracdo apresentaram maior variacdo ao longo do tempo do que para
as pressoes inferiores. Neste ponto, o fluxo ja ndo varia linearmente com a variacao

da pressao, o que indica que o fluxo superou o valor de fluxo critico do sistema.

Para comparar o fluxo obtido durante a filtracdo com o lodo granular e com o
lodo floculento, para SST de 2700 mg.L™, foi construido o grafico apresentado na

Figura 19. Como pode-se observar o fluxo do sistema de lodo granular além de néo
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ter reduzido ao longo do tempo para nenhum dos valores de pressao utilizados, foi

superior ao fluxo do lodo floculento para todos os valores de pressao.
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Figura 19 - Fluxo, ao longo do tempo, do lodo granular e floculento a diferentes valores de presséo
(SST = 2700 mg.L™).

5.5.2. Concentracdo de solidos suspensos totais dos lodos bioldgicos

igual a 4400 mg.L™.

Como néo foi possivel determinar o fluxo critico para o lodo granular nos
testes realizados anteriormente, o procedimento foi repetido utilizando uma
concentracdo de sélidos suspensos totais mais elevada (4400 mg.L™) para os lodos

biolégicos. Os resultados sdo apresentados nas Figuras 20 e 21.
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Figura 20 - Determinacao do fluxo critico para o lodo floculento. SST = 4400 mg.L™.
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Figura 21 - Determinacao do fluxo critico para o lodo granular. SST = 4400 mg.L™.

Semelhantemente ao teste com SST igual a 2700 mg.L™, o lodo granular a
4400 mg.L™ n&o foi possivel aumentar a pressdo de forma a obter um fluxo maior do
que o fluxo critico. Para o lodo floculento, o fluxo apresentou reducéo ao longo do
tempo para pressfes acima de 0,5 bar. Dessa forma, o fluxo critico pode ser obtido
pela média do valor inicial de fluxo medido para a pressdo de 0,4 bar e para a

pressdo de 0,5 bar. O fluxo critico calculado foi de 130,8 L.m?2.h™.
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Para comparacédo dos dois lodos bioldgicos foram construidos graficos dos
valores de fluxo medidos durante os quinze minutos de filtracdo para os diferentes
valores de pressdo adotados. Os graficos apresentados nas Figuras 22 e 23
mostram que, para o lodo floculento, a maior variacdo nos valores encontradas para

um mesmo valor de pressao foi obtida a 0,5 bar.
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Figura 22 — Fluxos medidos durante a filtragéo do sistema com lodo floculento SST = 4400 mg.L™.
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Figura 23 — Fluxos medidos durante a filtracdo do sistema com lodo granular SST = 4400 mg.L™

De acordo com a Figura 24, para a concentracao de sélidos suspensos totais
de 4400 mg.L™, o lodo floculento apresentou maior fluxo do que o lodo granular para
todos os valores de pressdo adotados, atingindo um valor maximo de 143,28 L.m™?.h"
! para a presséo de 0,6 bar, enquanto o lodo granular o fluxo maximo foi de 126,72
L.m2h? & 0,7 bar. Além disso, o fluxo do lodo floculento apresentava um maior
aumento do que o fluxo do lodo granular para um mesmo incremento de presséao,

indicando uma menor resisténcia causada pelo lodo floculento.

O comportamento do lodo granular apresentou grande variacdo para as duas
concentracdes testadas. Na concentracdo de solidos suspensos totais igual a 2700
mg.L?, o lodo granular apresentou fluxos maiores do que o lodo floculento & mesma
concentracdo. No entanto, para SST de 4400 mg.L™, os fluxos do lodo granular

foram inferiores ao floculento.

Além disso, os fluxos observados pelo lodo floculento mantiveram-se
aproximadamente constantes mesmo mudando a concentracdo de solidos
suspensos totais. Por outro lado, o lodo granular com SST igual a 2700 mg.L™
apresentou fluxo muito maior do que quando se trabalhou com SST igual a 4400
mg.L™.
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Esta diferenca no comportamento do lodo granular pode estar relacionada
com a ruptura dos granulos durante o teste em menor concentracdo (realizados
primeiro). Embora o teste com SST igual a 4400 mg.L™ tenha sido realizado sete
dias apés o teste com SST igual a 2700 mg.L™”, pdde-se observar que o lodo
granular apresentava aparéncia diferenciada, com maior quantidade de biomassa
dispersa, o que pode ter causado a reducéo do fluxo permeado. O rompimento dos
granulos pode estar relacionado com a natureza complexa do efluente utilizado.
Lemaire et al. (2008) atribui ao material coloidal e particulado e ao alto nivel de
gordura, Oleos e graxas presentes no efluente de abatedouro a maior limitacdo na
transferéncia de nutrientes e substratos para o interior dos granulos. Isto pode ter
enfraquecido a estrutura interna dos granulos e ter sido o motivo dos granulos
crescerem no maximo até 1,5 — 2 mm antes de se quebrarem em granulos menores
e heterogéneos. Estruturas heterogéneas originam-se da desintegracao de granulos
maiores e podem crescer novamente para formar granulos maduros. Entretanto, as
propriedades desses granulos maduros “reciclados” podem diferir dos granulos
maduros iniciais devido a heterogeneidade da estrutura na qual eles se

desenvolveram.

Zheng e Yu (2007) encontraram uma correlagdo positiva entre a bioatividade
de granulos alimentados com acetato e sua porosidade, e reportaram ainda que a
porosidade dos granulos diminuiu com o aumento do tamanho dos agregados. Eles
sugeriram que 0s poros de granulos maiores sao obstruidos mais facilmente por
EPS levando a uma reducédo da atividade bioldgica devido a falta de nutrientes e

transporte de metabalitos.

Dessa forma, além de parametros operacionais frequentemente estudados
como tempo de sedimentacdo, forca de cisalhamento e carga organica, as
caracteristicas da &gua residuaria a ser tratada também podem impactar no
tamanho dos granulos. A natureza complexa dos efluentes reais afeta a estrutura
dos granulos aerobios e a sua habilidade de remocéo de DQO e nutrientes devido a
mudancas na comunidade microbiana além da transferéncia de substrato para o
interior do granulo (LEMAIRE et al., 2008). A resisténcia mecanica dos granulos se
torna um fator primordial para um bom desempenho de um BRM e um estudo mais
profundo se torna necessario para compreensdao do comportamento do lodo

granular.
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6. CONCLUSOES
e Foi possivel formar lodo aerébio granular em um sistema alimentado com

efluente da maquina de papel.

e Os granulos formados apresentaram alta eficiéncia de remocdo de matéria
organica, atingindo valores semelhantes aos alcancados pelo reator de lodos
ativados convencional. Desta forma, também seria possivel produzir com o

reator granular um efluente em conformidade com o padréo de langamento.

e O lodo granular apresentou um menor fluxo em relacdo ao lodo floculento

convencional devido ao rompimento dos agregados.
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CAPITULO 2

SELECAO DE LINHAGENS QUE CONTRIBUAM PARA O PROCESSO DE
FORMACAO DOS AGREGADOS

1. INTRODUCAO
Microrganismos sé@o encontrados em uma ampla diversidade de ecossistemas

formando biofilmes compostos por varias espécies. Biofilmes sdo consorcios
funcionais entre células e possuem uma atividade metabdlica maior do que as
espécies isoladamente. Sdo comumente encontrados aderidos a substratos ou
dispersos em meio liquido dos quais eles obtém nutrientes (RICKARD et al., 2003a). A
forca e a especificidade das interacGes favorecem a sobrevivéncia das bactérias em
ambientes com condi¢des adversas (como forcas de cisalhamento e deficiéncia de
nutrientes), possibilitando que bactérias sobrevivam e se proliferem em condi¢cbes
nas quais células ndo agregadas apresentariam um crescimento reduzido
(RICKARD et al., 2003a).

A formacéo de granulos aerdbios é fundamental para a sua aplicagdo em
sistemas de tratamento de aguas residuarias, uma vez que 0 processo pode
demorar semanas para se iniciar partindo de um in6culo de um sistema de lodos
ativados convencional. Diversos fatores podem interferir na formacao dos granulos,
tais como: tipo de substrato, carga organica, forcas de cisalhamento, velocidade de
sedimentacdo e, sobretudo, as culturas microbianas presentes no ambiente
(IVANOV et al., 2006; RICKARD et al. 2003a).

Do mesmo modo que em outros sistemas de tratamento, a formacédo de
granulos pode ser obtida pela selecdo de culturas microbianas. Quando
microrganismos inoculados sao incorporados ao lodo, eles podem permanecer no
agregado por um longo periodo, contribuindo para a formacdo de agregados e
mantendo a capacidade de degradacdo dos mesmos (IVANOV et al.,, 2006). A
adicao de linhagens selecionadas ou o enriquecimento de culturas com uma funcao
especifica pode ser vantajoso ao sistema de tratamento. lvanov et al. (2006) citam
diversos trabalhos que demonstraram uma diminuicdo significativa do tempo de
formacdo dos granulos e a formacdo de granulos densos com baixos valores de

indice Volumétrico do Lodo (IVL) devido a adicdo de algumas linhagens.
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Uma forma de selecionar culturas de bactérias que formam agregados e
examinar a habilidade destas em acelerar o processo de formacédo dos granulos &
através da selecdo de alguns agregados, seguida da desagregacdo das culturas e,
enfim, estudar a re-agregacao destas bactérias (IVANOV et al., 2006).
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2. HIPOTESES E OBJETIVOS
As hipéteses deste trabalho séo:

e E possivel isolar microrganismos que contribuam para a formacdo de

granulos em menor periodo de tempo;

e A presengca de alguns microrganismos contribui para a formagdo de

agregados com maior resisténcia ao rompimento com ultra-som.

O objetivo deste capitulo foi verificar quais microrganismos presentes no lodo
aerobio granular contribuem para a agregacdo microbiana e quais microrganismos

prejudicam o processo de formacao de agregados.
Como objetivos especificos tém-se:
e |solar os microrganismos presentes no lodo aerdbio granular;

e Realizar testes de co-agregacdo para determinacdo dos isolados que

contribuem e/ou que prejudicam o processo de formacao de agregados;

e Testar a resisténcia dos agregados ao rompimento com ultra-som.
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3. REVISAO DE LITERATURA
A granulacdo microbioldgica difere da floculagdo pelo fato de que granulos

formados no processo de lodos ativados sédo agregados de origem microbiana que
ndo coagulam em reduzida forca de cisalhamento e sedimentam significativamente
mais rapido do que os flocos. Granulos possuem formato esférico com diametro
superior a 0,5 mm, enquanto flocos séo agregados irregulares com tamanho entre
0,05 e 0,2 mm (IVANOQV et al., 2006, Y. LIU et al., 2004).

Granulos sao formados em condi¢cdes aerobias devido a fatores de selecéo
como tempo de sedimentacdo entre 2 a 10 minutos e uma alta taxa de aeracdo que
proporciona um fluxo ascendente de ar com velocidade da ordem de 1,2 cm.s™ em
um reator em batelada sequencial (SBR) (IVANOV et al., 2006, REN et al., 2009). O
objetivo principal da formacdo de granulos resistentes e a aplicacdo destes no
tratamento de &guas residuarias industriais € municipais € a possibilidade de
diminuig&o do volume do decantador secundario ou mesmo a sua remogao. Além de
apresentarem velocidade de sedimentacdo superior a 10 m.h™, os granulos
apresentam diversas vantagens em relacdo ao floco incluindo alta retencdo de
biomassa e alta resisténcia a compostos toxicos devido a sua estrutura compacta
(ADAV et al., 2008, IVANOV et al.,, 2006, REN et al., 2009, Y. LIU et al., 2004).
Desta forma, sistemas de lodos ativados granular estdo sendo desenvolvidos para

aplicacdo em locais onde a disponibilidade de area é reduzida.

7

O processo de formacdo de granulos aerdbios € crucial para sua
aplicabilidade no tratamento de aguas residuarias uma vez que eles podem demorar
semanas para serem formados a partir de um sistema convencional de lodos
ativados. Diversos estudos estdo focados nos aspectos gerais da formagcao dos
granulos, tais como: efeito do tipo de substrato; carga orgéanica; padrdo de
alimentacédo do reator; for¢ca de cisalhamento; concentracdo de oxigénio dissolvido;
razdo DQOI/N e velocidade de sedimentacdo; e caracteristicas dos granulos como
tamanho; morfologia; indice volumétrico do lodo (IVL); densidade; hidrofobicidade e
processos de conversao de diferentes substratos (IVANQOV et al., 2006, MALIK et al.,
2003a). E sabido também que a agregacdo de células bacterianas, a formacéo de
flocos e de agregados mais densos pode ser obtida através da adicdo de

coagulantes e floculantes a base de calcio, aluminio e ions metalicos, mas esta
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adicdo pode ser inviavel economicamente além de comprometer o descarte de
efluentes contendo floculantes (IVANOV et al., 2006).

Os granulos aerébios podem crescer em diferentes fontes de carbono, e
serem formados sob diferentes cargas organicas (Y. LIU et al.,, 2004). A co-
agregacao possibilita diversas vantagens para as bactérias, desde protecdo contra
predacdo por protozoarios e evitar que sejam arrastadas do sistema; resisténcia a
toxinas; transferéncia de sinais quimicos; troca de informacdo genética; além de
melhor aproveitamento das fontes de carbono e energia (MALIK et al., 2003a,
MALIK & KAKII, 2008, NAGAOKA et al., 2008).

Semelhantemente a outros tratamentos, a formacédo de granulos pode ser
obtida por meio da selecdo de culturas microbianas. Quando microrganismos
inoculados séo incorporados ao lodo, eles podem permanecer no agregado por um
longo periodo, contribuindo para a formacdo de agregados e mantendo a

capacidade de degradacéo dos mesmos (IVANOV et al., 2006).

Interacdes fisicas entre bactérias agregadas facilitam interagcdes metabdlicas,
como protecdo ao oxigénio (no caso das anaerébias), comunicacao intercelular e
trocas genéticas. A agregacdo normalmente depende de interacdes lectina-
sacarideo altamente especificas que ocorrem entre os pares e podem ser definidas
como interespecificas (co-agregacdo) ou intra-especificas (auto-agregacéo)
(LEDDER et al., 2008, RICKARD et al., 2003b, RICKARD et al., 2004).

A co-agregacao foi estudada inicialmente entre bactérias isoladas da placa
dentaria humana e € definida como o processo de adesdo entre bactérias
geneticamente distintas. Tanto células viaveis quanto células mortas podem co-
agregar, indicando que estas interacdes dependem de moléculas presentes na
superficie e ndo apenas de células viaveis (KOLENBRANDER et al., 1993, LEDDER
et al., 2008, NAGAOKA et al.,, 2008, PHUONG et al., 2009, POSTOLLEC et al.,
2005, RICKARD et al., 2002, RICKARD et al., 2003a, RICKARD et al., 2004).
Diversos trabalhos publicados na década de 1970 demonstraram que a co-
agregacdo € um fendmeno comum entre varios géneros da placa dentaria. Estas
primeiras investigacdes mostraram que a co-agregacao entre pares de bactérias é
altamente especifica e é tipicamente mediada por uma proteina (lectina) em uma
das bactérias e o sacarideo complementar na outra. Dessa forma, o aumento da

temperatura e a adicdo de agUcares podem reverter 0 processo por meio da
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desnaturacdo da proteina ou competicdo entre o acucar adicionado e o sacarideo
presente na superficie de uma das bactérias envolvidas na co-agregacao
(KOLENBRANDER et al.,, 1989, LEDDER et al.,, 2008, NAGAOKA et al., 2008,
POSTOLLEC et al.,, 2005, RICKARD et al., 2003a, RICKARD et al., 2003b,
RICKARD et al., 2004, ROSEN et al., 2008). Este consorcio funcional entre células
resulta uma maior atividade metabdlica das espécies presentes no agregado.
Posteriormente as observacfes das bactérias da placa dentéria, a co-agregacéo foi
observada entre bactérias isoladas de biofilmes do intestino de mamiferos, do trato
urogenital humano e de sistemas de abastecimento de agua indicando que a adesao
de linhagens distintas pode ser um fenémeno generalizado (RICKARD et al., 2003a,
ROSEN et al., 2008).

Embora existam muitas semelhancas entre os mecanismos de co-agregacao
de bactérias da comunidade aquética e da placa dentaria, existe uma diferenca em
relacdo a expressdo da co-agregacao entre bactérias destes ecossistemas. A co-
agregacdo entre linhagens que crescem nos corpos d'agua apresenta um ponto
otimo durante a fase estacionaria de crescimento e células em fase exponencial ndo
formam agregados. Além disso, os pares apresentam ganho e perda de sua
habilidade de co-agregacéo ao longo da fase estacionéria, indicando uma forma de
controle ambiental da expresséo de adesinas ou receptores através da desnutricao e
estresse (HIRATSUKAA et al., 2008, LEDDER et al., 2008, MALIK et al., 2003a,
MALIK & KAKII, 2008, RICKARD et al., 2002, RICKARD et al., 2003a, RICKARD et
al., 2003b, RICKARD et al., 2004). As bactérias da placa dentaria, por sua vez, nao
apresentam tal comportamento uma vez que a perda de adesdo pode resultar na
ingestdo destas devido a forcas de cisalhamento presentes na boca. Biofilmes sobre
altas forcas de cisalhamento estdo sujeitos & uma pressao de selecdo que favorece
a co-agregacdo. Do mesmo modo, em rios ou cOrregos caudalosos, organismos
suspensos podem ser levados de seus nichos ecologicos e tendem a se agregar
(LEDDER et al., 2008, RICKARD et al., 2003a).

As interacbes de co-agregacdo contribuem para o desenvolvimento de
biofilmes através de duas rotas. A primeira consiste no reconhecimento especifico
de células isoladas em suspensdo e adesdo destas as células geneticamente
distintas presentes no biofilme. A segunda rota é através de uma co-agregacao
prévia entre colonizadores secundarios em suspensdo, seguida por uma

subsequente adesdo do agregado ao biofilme (RICKARD et al., 2003a). Entretanto,
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0S mecanismos que controlam as interacées em biofilmes contendo varias espécies

ainda ndo sdo completamente conhecidos (SIMOES et al., 2007).

A associacdo entre bactérias é altamente especifica e colonizadores primarios
podem agregar entre si, mas nado agregam facilmente com colonizadores
secundarios. Entretanto, algumas espécies de colonizadores secundarios podem
agregar tanto com colonizadores primarios quanto secundarios, agindo como uma
espécie de organismo ponte (BUSWELL et al., 1997, MALIK et al., 2003a,
NAGAOKA et al., 2008, RICKARD et al. 2003a). Na auséncia deste tipo de
organismo outros colonizadores secundarios ndo conseguem fazer parte do biofilme.
No isolamento de linhagens de uma comunidade de agua doce realizado por Rickard
et al. (2003a), a linhagem Blastomonas natatéria 2.1 formou agregado com todas as
outras 18 bactérias isoladas, indicando que a B. natatéria 2.1 deve ter a funcao de
organismo ponte no desenvolvimento de biofilme permitindo a adesdo entre

colonizadores primarios e secundarios.

Um evento fisiol6gico importante que pode ocorrer durante o desenvolvimento
do biofilme e que contribui para a adeséo de colonizadores secundarios € o aumento
na producdo de substancias poliméricas extracelulares (EPS). Estes polimeros
envolvem as células aderidas, fortalecem a adeséo entre as células e o biofilme, e
podem agir como receptores de interacdes de co-agregacdo. Os EPS apresentam
compostos bidticos de secrecBes bacterianas ou lise celular; e abiéticos formados
por moléculas encontradas no meio (VILLAIN et al., 2010). Embora seja aceito que
os EPS ajam como cimentante durante a formag&o do biofilme, a fungdo exata
destes na co-agregacédo entre bactérias da fase liquida e do biofilme ainda néo foi
completamente determinada (ADAV et al., 2008, MCSWAIN et al., 2005, RICKARD
et al., 2003a, REN et al.,, 2009). A andlise comparativa dos EPS de bactérias
isoladas de um sistema de producdo de hidrogénio indicou que proteinas e
carboidratos extracelulares apresentam uma funcdo importante na auto-agregacao
de E. harbinense. A auto-agregacao de granulos da linhagem YUAN-3 foi perdida

apos a digestao de proteinas extracelulares pela proteinase K (REN et al., 2009).

Do ponto de vista de transferéncia de massa e utilizacdo de substrato, € mais
vantajoso para as bactérias envolvidas manterem-se dispersas do que formarem
agregados. No entanto, propriedades fisico-quimicas da superficie celular possuem
grandes efeitos na formacao de biofilmes. A hidrofobicidade induzida por condigbes

do meio pode funcionar como um fator que desencadeia a granulacdo aerébia. A
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medida que a célula se torna mais hidrofébica, € observada maior adeséao entre
células, ou seja, a hidrofobicidade da superficie celular deve influenciar na
habilidade das células de se agregarem. Por outro lado, uma mudanca na
composicao quimica da agua residuaria pode provocar a perda do lodo granular
estabelecido (Y. LIU et al., 2004).

A hidrofobicidade das células pode ser induzida por condicbes do meio e
possibilitar a agregacéo célula-célula o que é crucial para a formacéo dos granulos
biolégicos (Y. LIU et al., 2004, EKMEKCI et al., 2009, OLOFSSON et al., 1998,
PHUONG et al., 2009, MALIK & KAKII, 2008). Esta caracteristica é citada por
inUmeros autores como pré-requisito para a biogranulacdo (Y. LIU et al., 2004).
Malik et al. (2003a), combinou trinta e duas linhagens de bactérias isoladas de um
sistema de tratamento de efluente sanitario por lodos ativados e observou uma
correlacdo positiva entre a hidrofobicidade da superficie celular e o indice de
agregacao, além da hidrofobicidade ter se correlacionado positivamente com o

tamanho dos agregados para a maioria das combinacdes utilizadas.

Termodinamicamente, a agregacédo microbiana € controlada pela reducéo na
energia livre. O aumento na hidrofobicidade das superficies celulares reduz a
energia de Gibbs da superficie, o que promove a interacdo intercelular e,
posteriormente, leva a formacao de agregados (Y. LIU et al., 2004). Tay et al. (2002)
citado por Y. Liu et al. (2004) encontraram um valor de hidrofobicidade cerca de
duas vezes maior para as bactérias provenientes de granulos aerdbios do que do
lodo disperso. Dentre as combinacdes realizadas por Malik et al. (2003a) entre trinta
e duas linhagens de bactérias provenientes de um sistema de lodos ativados, 0s
autores observaram que embora M. esteraromaticum S29 e M. esteraromaticum S51
foram identificados ao mesmo nivel de espécie, a porcentagem de co-agregacao
com A. johnsonii S35 apresentou uma razoavel variagdo (92% e 73%,
respectivamente) devido a diferencas nas propriedades da superficie celular. A
diferenca na hidrofobicidade e morfologia celular levaram a diferentes indices de
agregacédo e tamanho dos agregados. Outra observacado importante em relacdo aos
agregados € que indices visuais de co-agregacdo reduzidos ndo indicam

necessariamente uma interacao fraca entre as células (NAGAOKA et al., 2008).

Outro fator que contribui para o aumento da hidrofobicidade é a pressao de
selecao hidraulica (MCSWAIN et al., 2005, MALIK & KAKII, 2008, RICKARD et al.,
2003Db, Y. LIU et al., 2004). Liu et al. (2003) citado por Y. Liu et al. (2004), estudou o
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efeito de diferentes condicbes e observou que a hidrofobicidade das células, tanto
de bactérias heterotroficas quanto nitrificantes, é sensivel a forcas de cisalhamento e
pressdes de selecdo hidraulica presentes no reator em batelada sequencial (RBS). A
hidrofobicidade do lodo biolégico apresentou um aumento de 20% para 70% em
relacdo a este parametro quando um lodo inicial foi submetido a elevada presséao de
selecdo em funcéo da reducao do tempo de sedimentacdo durante a biogranulacéo.
O efeito do tempo de sedimentac&o sobre a formacgao de granulos foi estudada por
McSwain et al. (2005) e foi observado que longos tempos de sedimentagcdo nao
inibiram a formacdo dos agregados, mas evitaram que os granulos se tornassem
dominantes no reator. Dessa forma, curtos periodos de sedimentacdo provocam o
arraste continuo de biomassa, afetando a selecdo das espécies ao longo do tempo.
Além disso, em funcdo do ciclo de operacdo do RBS, os microrganismos estdo
sujeitos a periodos de alimentacdo e de jejum, ou seja, existe uma escassez de
alimentos periddica durante o ciclo de operacédo do reator. Sabe-se que a falta de
alimentos pode apresentar um grande impacto sobre as propriedades da superficie,
podendo aumentar a hidrofobicidade, o que contribui para a adesédo e agregacao
microbiana (Y. LIU et al., 2004). Além do jejum, outras condicdes do meio como
substrato, pH e temperatura, além de caracteristicas do organismo em resposta a
condicBes do meio como a taxa de crescimento podem influenciar as propriedades

hidrofobicas da superficie celular (Y. LIU et al., 2004).

Mudancas na hidrofobicidade podem ser respostas das culturas a condigdes
de estresse. Ao serem expostos a um substrato téxico, oS microrganismos sao
capazes de regularem as propriedades da superficie celular, sobretudo a
hidrofobicidade (Y. LIU et al.,, 2004). Isto aumenta a for¢ca das interacfes
intercelulares dando origem a uma estrutura microbiana mais resistente, a qual
possibilita uma maior protecdo as células expostas aos ambientes desfavoraveis
(METZGER et al., 2009, Y. LIU et al., 2004). Aléem disso, Y. Liu et al. (2004) afirma
gue ndo ha efeito significativo sobre a formacdo de agregado quando a carga

organica aplicada ao sistema variou entre 1,5 a 9,0 Kg DQO.m>.dia™.

Tanto a granulacdo aerdbia quanto a anaerdbia pode ser influenciada pela
presenca de célcio. A presenca desse ion pode estimular a granulacéo através da
neutralizacdo das cargas negativas presentes nas superficies bacterianas
implicando numa maior forca de atracdo de van der Waals, ou pela formacédo de

pontes catibnicas entre bactérias uma vez que a maior parte dos microrganismos
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possuem carga negativa em valores de pH usualmente utilizados nos tratamentos
(Y. LIU et al., 2004). A neutralizacdo das cargas negativas também pode ser obtida
pela reducdo do pH do meio. Ekmekci et al. (2009) avaliaram o efeito do pH sobre a
co-agregacao entre a E.coli e dezenove linhagens de lactobacilos vaginais. As
células bacterianas foram testadas em relacdo a co-agregagacao sob diferentes
valores de pH entre 3 e 9 e os resultados mostraram que a reducédo do pH provocou

um aumento na atividade de co-agregacao.

A auséncia de ions célcio no meio utilizado por Malik et al. (2003b) em
combinacgdes de linhagens de bactérias de um sistema de lodos ativados, resultou
na formacdo de agregados mais fracos e menos estaveis durante a co-agregacao
entre A. johnsonii S35 e M. esteraromaticum S38; e A. johnsonii S35 e M.
esteraromaticum S51. Entretanto, a adicdo de 3 mM de Ca'™" a estas combinacoes ,
implicou em um aumento no indice de co-agregacdo a valores préximos aos
observados nos controles. Teo et al. (2000) citado por Y. Liu et al. (2004), associa o
efeito positivo do calcio sobre a granulacdo devido a desidratacdo provocada por

este ion sobre a superficie celular o que implica em um aumento na hidrofobicidade.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1.Plano experimental
Os trabalhos realizados para estudos do processo de formacgéo de agregados

foram realizados no Laboratério de Fisiologia de Microrganismos do Instituto de
Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO). Os experimentos foram
realizados em seis etapas visando conhecer melhor o processo possibilitando uma
reducdo no tempo necessario para a formacdo dos granulos e a obtencdo de
agregados mais resistentes, melhorando o funcionamento do biorreator a
membranas. A primeira etapa (Etapa 1) consistiu na desagregacao dos granulos
obtidos do reator em batelada sequiencial e a obtencédo de culturas puras por meio
de plagueamentos e repicagens. Foram obtidas vinte e seis culturas puras
denominadas Isolado E1, Isolado E2, sucessivamente até Isolado E26. Observacfes
posteriores indicaram que alguns desses isolados supostamente se tratavam de
uma mesma cultura. Dessas possiveis repeticdes, foi mantida uma cultura e as
demais descartadas. Portanto, algumas numeracdes foram perdidas. Ao final desta
etapa, foram feitos estoques das culturas em ultrafreezer a menos oitenta graus
Celsius (-80°C).

Na segunda etapa (Etapa 2), foi feita uma combinacdo, utilizada como
controle, formada pela mistura de todos os isolados da Etapa 1. Paralelamente,
foram feitas combinacbes na auséncia de cada um dos isolados. Ou seja, uma
combinacéao foi formada pela mistura dos isolados na auséncia do Isolado E1 , outra
combinacdo foi formada pela mistura na auséncia do Isolado E2, e assim
sucessivamente. Em algumas dessas combinacdes, os agregados formados se
apresentaram com maiores tamanhos e em maior quantidade do que os agregados
controle, indicando que, possivelmente, o isolado ausente nesta combinacao
prejudica a formacdo dos granulos e sua auséncia possibilita o crescimento de
outros isolados importantes para o processo de agregacgdo. Por outro lado, em
algumas combinacdes os agregados formados foram de menor tamanho e em
menor quantidade do que o controle, indicando que o isolado ausente pode ser

importante e contribui para a formacao dos granulos.
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Na terceira etapa (Etapa 3), para tentar confirmar a importancia de alguns
isolados na formacao de granulos, foram feitas combinacdes, aos pares, entre estes

isolados e todos os outros isolados obtidos.

Na quarta etapa (Etapa 4) foram selecionados alguns pares com altos indices
de co-agregacdo e introduzidos os isolados que possivelmente prejudicavam o

processo de agregacao.

Durante a Etapa 3, o Isolado E19 chamou atencéo devido ao fato de que em
todos os pares nos quais este isolado estava presente, os agregados formados eram
muito maiores do que os das demais combinacdes, com alta resisténcia ao
rompimento, mas, ao invés de sedimentar, os agregados flotavam e permaneciam
na superficie do meio de cultura. Dessa forma, a quinta etapa (Etapa 5) consistiu na
selecéo de pares com altos indices de co-agregacao e com boa sedimentabilidade e
a introducéo do Isolado E19 para verificar se, mesmo na presenca de isolados que
formavam agregados grandes e que sedimentavam, a presenca do Isolado E19
implicaria na flotacdo dos agregados.

Por fim, na sexta etapa (Etapa 6) foram feitos testes de resisténcia ao
rompimento por ultra-som dos agregados formados em presenca do Isolado E19. A

Figura 25 apresenta um fluxograma das etapas de trabalho realizadas.
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Desagregacio dos granulos provenientes do reator em batelada e a obtengio de culturas puras

Todos os isolades Anséncia do Auséncia do Auséncia do
(controle) isolado E1 isolado E2 “e isolado E26

Isolados importantes ao processo Isolados que prejudicam o processo
de formacio de agregados de formacio de agregados

F'

Combinagio aos pares entre os
isolados importantes ao processo e
os demais isolados

Selegio de alguns pares da terceira
etapa com altos mdices de co-
agregacio e introdugio dos isolados
que possivelmente prejudicam o
processo de formacio de agregados
para verificar se o mdice de co-
agregacio reduziria.

v

Etapa s

Selecio de alguns pares da terceira
etapa com altos mdices de co-
agregacio e bhoa sedimentacio e
introdugio do isolado E19 para
verificar se haveria flotacio dos
agregados.

&

Teste de resisténcia ao rompimento
por ultra-som dos agregados
formados em presenca do isolado
E19.

Figura 25 - Fluxograma com as etapas de trabalho realizadas.

4.2.Isolados bacterianos
Os isolados foram obtidos do lodo biolégico proveniente de um reator aerébio

granular alimentado com efluente de uma fabrica de papel reciclado. Foram retirados
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cinco mililitros do lodo granular e realizadas trés centrifugacbes a 650 X g
(seiscentos e cinglenta vezes a aceleracdo da gravidade) por dois minutos. Apos
cada centrifugacao, foi descartado o sobrenadante e o material foi re-suspenso em
solucdo salina 0,85%. Apos a terceira re-suspensédo, foram realizados fluxos com
seringa além de aplicados pulsos em um ultra-som para desagregacdo do lodo.
Foram aplicados quatro pulsos de 20 kilohertz (kHz), com duracdo de quatro
segundos cada. O equipamento de ultra-som utilizado foi o Ultrasonic homogenizer-
Cole Parmer Instrument Company 4710 series Chicago lllinois 60648.

Apéds a desagregacdo, foi realizada nova centrifugacdo a 650 x g por dois
minutos. Do sobrenadante, foi retirada uma aliquota de 0,1 mL para realizacbes de

diluicdes seriadas de 10" a 10°°.

De cada diluicdo foram feitos plaqueamentos em placas de Petri com alca de
Drigalski em quatro meios de cultura diferentes: R2A, 1/10 LB (LB diluido dez
vezes), mineral e o proprio efluente autoclavado (solidificado com agar a 1,5%). As
placas foram mantidas em temperatura ambiente. Foram escolhidos quatro meios de
cultura diferentes visando isolar o maior nimero de culturas, uma vez que um
microrganismo que ndo conseguisse crescer em um determinado meio poderia
crescer em outro. Além disso, o meio LB diluido dez vezes foi utilizado para reduzir o
crescimento de microrganismos com alta taxa de crescimento, permitindo que outros

microrganismos com taxas menores pudessem se desenvolver.

Em seguida, foram transferidas colbnias com uma algca de repicagem para
placas de Petri contendo meio R2A até a obtencdo de culturas puras.
Posteriormente, cada uma das culturas puras foi colocada para crescer em meio

liquido (efluente autoclavado) e feita a estocagem em ultrafreezer.

4.3.Co-agregacao na auséncia de um unico isolado
Com o objetivo de verificar a influéncia de cada um dos 19 isolados na

formacdo do agregado, foram propostas 20 combinacdes sendo um controle
contendo todos os isolados e outras 19 combina¢des nas quais eram combinados 18

isolados na auséncia de cada um.

Inicialmente, os isolados foram retirados do ultrafreezer e colocados para

crescer em placa de Petri contendo agar nutriente. Em seguida, foram retiradas

61



colénias com uma alca de repicagem e transferidas para erlenmeyers com 20 mL de
caldo nutriente. Os erlenmeyers foram colocados em agitador a 150 rpm por uma
hora e trinta minutos. Este tempo foi determinado com base nas curvas de
crescimento, onde foi observado que todos os isolados se encontravam em fase

exponencial de crescimento apés uma hora e trinta minutos de cultivo.

Posteriormente, foi medida a densidade ¢6tica (DO) dos meios de cultura e
calculado o volume necessario de cada isolado para se obter uma DO da mistura em
50 mL igual a 0,1. Foi feita a transferéncia do volume calculado e os erlenmeyers
com as combinagdes foram colocados no agitador a 150 rpm. Foram feitas
observagoes visuais de cada combinag&o ao longo do tempo.

4.4.Co-agregacao entre pares ou trios de agregados
Os resultados da co-agregacdo na auséncia de um unico isolado indicaram

possiveis isolados importantes para o entendimento da co-agregacdo. Dessa forma,
foram escolhidas combinagcdes entre dois ou trés isolados para verificar se eles
prejudicavam o processo de agregacdo ou se contribuiam para a formacdo de

agregados mais resistentes.

Inicialmente, os isolados foram retirados do ultrafreezer e colocados para
crescer em placa de Petri contendo agar nutriente. Em seguida, foram retiradas
colénias com uma alca de repicagem e transferidas para erlenmeyers com 20 mL de
caldo nutriente. Os erlenmeyers foram colocados em agitador a 150 rpm por uma
hora e trinta minutos. De acordo com as curvas de crescimento realizadas, apoés
uma hora e trinta minutos todos os isolados estavam em fase logaritmica de

crescimento.

Posteriormente, foi medida a densidade 6ética (DO) dos meios de cultura e
calculado o volume necessario de cada isolado para se obter uma DO da mistura em
6 mL igual a 0,1. Foi feita a transferéncia do volume calculado para tubos de vidro
com tampas rosqueaveis e colocados em um agitador a 150 rpm. Foram feitas
observacdes visuais de cada combinacgao ao longo do tempo.
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4.5.Critério utilizado para determinacéo do indice de agregacéao
Grande parte dos trabalhos encontrados em literatura se baseia praticamente

em duas metodologias. A primeira consiste em uma metodologia quantitativa, a qual
utiliza técnicas de espectrofotometria e a segunda consiste em uma metodologia

semi-quantitativa, baseada em observacoes visuais.

Na metodologia quantitativa é determinada a absorbancia ou densidade 6tica
(DO) da amostra em comprimento de onda igual a 660 nanémetros. Em seguida, a
amostra é centrifugada a 650 x g por dois minutos na temperatura de 25°C e é
determinada a absorbancia da amostra apés centrifugacdo. O indice de co-

agregacao é determinado com base na seguinte formula:

Absorblnclag i - Absarb&:rcéq-ﬁmﬂfﬁﬁﬁﬁ
— x 100
Absorbancia g, .o,

Indics de co — agregacie =

A metodologia semi-quantitativa € baseada nos critérios propostos por Cisar
et al. (1979):

e (0) ou auséncia de numeracao: auséncia de agregados visiveis na suspensao
de células;

e (1): agregados pequenos e uniformes em suspensao turva,

e (2): agregados facilmente visiveis em suspensao turva;

e (3): agregados facilmente visiveis que sedimentam rapidamente, mas ha
ainda uma turbidez remanescente no sobrenadante;

e (4): agregados grandes que sedimentam instantaneamente deixando um
sobrenadante claro.

Em alguns testes de agregacao foi observada a formacgao de agregados que,
ao invés de sedimentar, flotavam e permaneciam na superficie do meio liquido.
Como néo foi encontrado em literatura nenhum trabalho no qual os agregados
tenham apresentado este comportamento e havia a necessidade de diferenciar
estes agregados daqueles agregados que sedimentaram, foi adotado o sinal
negativo para indicar as combinacfes nas quais os agregados flotaram.

Dessa forma, o modulo do indice esta relacionado ao tamanho dos agregados

e o sinal positivo/negativo com a sedimentacéao/flotagéo, respectivamente.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Meio de cultura

ApOs o0 estoque em ultrafreezer, tentou-se trabalhar com o efluente da
maquina de papel como meio de cultura para os experimentos de agregacao. No
entanto, ao autoclavar o efluente ocorria uma precipitagdo de alguns compostos os
quais ainda conseguiam ser utilizados pelos isolados em meio sélido. Porém, ao
trabalhar com meio liquido o precipitado interferia na leitura de absorbancia além de
dificultar a visualizacdo de agregados formados. Dessa forma, tentou-se remover
este precipitado tanto por filtragdo quanto por sedimentagdo, mas 0s microrganismos

nao cresceram neste efluente clarificado.

Outra tentativa de esterilizar o efluente da maquina de papel foi a filtragdo em
membrana de porosidade igual a 0,22 um. No entanto, foi observada uma turvacgao
do meio vinte e quatro horas apos a filtracdo e uma observacdo microscopica
indicou o crescimento microbiano de alguma espécie que passou através dos poros

da membrana.

Dessa forma, optou-se por utilizar caldo nutriente como meio liquido e Agar-
nutriente como meio sélido durante todos os testes de co-agregacdo. O uso de
meios complexos pode nao simular as condi¢des naturais do ambiente presente na
planta de tratamento, no entanto, estes meios foram utilizados por diversos autores
(BUSWELL et al., 1997; MALIK & KAKII, 2008; RICKARD et al., 2003b) e foi a opgao
encontrada ja que nado foi possivel obter uma esterilizacdo adequada do efluente da

maquina de papel.

5.2.Escolha da metodologia para determinacgao do indice de co-agregacéo

ApoOs os plaqueamentos com al¢a de Drigalski as colonias foram numeradas
e, inicialmente, foram identificadas vinte e seis col6nias diferentes. Quando estas
colonias que estavam em meios de cultura diferentes foram repicadas para um
mesmo meio (R2A), foi observado que algumas daquelas col6nias supostamente
diferentes se tratavam de uma mesma cultura. Dessa forma, alguns nimeros foram
perdidos, restando dezenove das vinte e seis colbnias iniciais. Por exemplo, vimos

que a colonia que tinha recebido a numeracdo “E10” era a mesma da “E21", o
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mesmo aconteceu para 