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RESUMO

A presente tese pretende contribuir para a prevencdo da poluicdo associada as aguas
residuais da industria téxtil. Desenvolveu-se um método para a quantificacdo da
biodescoloracéo redutiva de corantes azo por lamas ativadas, tendo em vista a selecdo dos
corantes mais suscetiveis a esta transformacdo. Estudou-se a aplicabilidade de lamas
granulares aerébias ao tratamento de efluentes téxteis. A granulagcéo foi conseguida num
reator descontinuo sequencial ndo tubular inoculado com lamas em flocos, operado num
ciclo de 6 h em regime aeroébio total, com 3 minutos de sedimentacdo e com um derivado de
amido usado na encolagem como substrato carbonaceo. Os granulos armazenados durante
7 meses mantiveram bons niveis de integridade e viabilidade. A experiéncia foi repetida no
mesmo reator, introduzindo-se uma fase anaerébia de 3 h e um corante azo. O nivel de
biodescoloracéo obtido ultrapassou 80% mas a granulagéo foi incompleta, com acumulagéo
de exopolimeros na forma dispersa. A granulacao foi favorecida pela presenca do corante e
pela opgdo por um ciclo reacional com arejamento intermitente. Foram testados poés-
tratamentos ao efluente do biorreator usando ozonizacdo e radiacdo UV, obtendo-se bons
resultados na conversdo dos metabolitos da biodescoloracdo. O terceiro ensaio no
biorreator foi inoculado com granulos aerdbios ja desenvolvidos em ETAR, com reducao da
duracdo da fase anaerdbia em 50%. A idade de lamas foi determinante, dado que valores
elevados da mesma permitiram a conversdo de metabolitos na fase aerébia obtendo-se a
eliminacdo de aminas aromaticas recalcitrantes. Os resultados apontam para um excelente

potencial dos biorreatores com granulos aerébios no tratamento de efluentes téxteis.

Palavras Chave: Lamas aerObias granulares; biodegradacdo de corantes azo; biorreducéo;
inibidores; regime de alimentacdo; reator descontinuo sequencial, agua residual téxtil,

ozonizagdo, irradiagdo UV, reator ndo-tubular

-



ABSTRACT

The present work aims to contribute to pollution prevention in relation to textile wastewaters.
A method to quantify the reductive biodecoloration of azo dyes by activated sludge was
developed, enabling the choice of dyes with higher susceptibility for this conversion. The
treatment of simulated textile effluents with aerobic granular sludge was tested. Granulation
was obtained in a non-tubular, sequential batch reactor seeded with flocculent sludge,
operated on a 6-h, fully aerated cycle, with 3 minutes of settling and a starch derivative used
in sizing as carbon substrate. The obtained granules maintained good integrity and viability
levels after a 7-month storage period. The experiment was replicated in the same bioreactor,
introducing a 3-h anaerobic phase and an azo dye. Biodecoloration yields above 80% were
obtained but granulation was incomplete, with accumulation of dispersed exopolymers.
Granulation was favored by the presence of dye and the use of intermittent aeration in the
reaction cycle. Ozonation and UV irradiation were applied to the reactor’s effluent, with good
results in the conversion of the biodecoloration metabolites. A third bioreactor experiment
was inoculated with aerobic granules developed in a full-scale plant, with the anaerobic
phase duration reduced by 50%. The sludge age was determinant since high values allowed
the conversion of metabolites in the aerobic phase resulting in the removal of recalcitrant
aromatic amines. The results indicate an excellent potential of aerobic granule bioreactors for

the treatment of textile wastewaters.

Key words: Aerobic granular sludge; azo dye biodegradation; bioreduction; inhibitors;
feeding regime; sequencing batch reator; textile wastewater; ozonation, UV irradiation, non-

tubular reator.
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BIORREATORES DE GRANULOS AEROBIOS
PARA TRATAMENTO DE AGUAS RESIDUAIS TEXTEIS

1.1 Enquadramento e relevancia do tema

Em termos ambientais, as aguas residuais da industria téxtil sdo das mais poluentes e levam
em muitos casos a degradacao da qualidade dos meios hidricos recetores, ou seja, tém um
impacto ambiental muito negativo a nivel mundial. A industria téxtil gera elevadas
quantidades de &guas residuais, com elevadas cargas organicas e cor, esta ultima conferida
na larga maioria dos casos por corantes azo (por vezes também denominados corantes
azoicos). O tratamento destas aguas residuais em termos de custo e qualidade do efluente

final coloca um desafio importante e atual na protecdo do meio ambiente.

1.2 Objetivos da dissertacéo

Pretende-se com esta dissertagdo contribuir para a protecdo do meio ambiente estudando a
aplicabilidade das lamas aerdbias granulares no tratamento biolégico de efluentes téxteis
contendo corantes azo. A tecnologia de granulacdo aerdbia utiliza reatores sequenciais
descontinuos (SBR), que podem ter fases anaerdbias e aerdbias, com ciclos usualmente
curtos e tempos de sedimentagdo de poucos minutos. Se for aplicada com sucesso ao
tratamento de efluentes téxteis constitui uma solugdo economicamente vantajosa para o

tratamento destes efluentes.

1.3 Estrutura da Dissertacéo

A presente dissertagdo € composta por nove capitulos. O capitulo 1 refere-se ao
enquadramento e estrutura da tese. Os capitulos 2 e 3 fazem uma revisdo de
conhecimentos em dois aspetos da tese. Nos capitulos 4 a 8 apresenta-se o trabalho
experimental, os seus resultados e a respetiva discusséo. O capitulo 9 reldine as conclusfes

principais do trabalho desenvolvido e perspectivas para a sua continuacao.

O presente capitulo 1 é dedicado ao enquadramento e explicacdo da relevancia do tema da

dissertacéo, referindo os objetivos principais e a estrutura do trabalho.

O capitulo 2 esta subdividido em dois temas principais. No primeiro aborda-se o impacto da
indastria téxtil no ambiente no que respeita as aguas residuais por ela geradas, suas
quantidades e caracterizagdo e € apresentada uma revisdo mais aprofundada sobre
corantes téxteis do tipo azo. E também efetuado o enquadramento legal, referindo-se as

disposicdes regulamentares europeias e nacionais aplicaveis neste ambito. O segundo tema
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constitui uma revisdo de conhecimentos sobre as tecnologias disponiveis para o tratamento
de efluentes téxteis, em particular no que diz respeito a remogéo de corantes. Sao revistos
0s processos de tratamento fisico-quimicos e bioldgicos, bem como as alternativas de
combinagdo dos dois. E ainda abordado de forma mais detalhada o mecanismo de

biorreducao de corantes.

O capitulo 3 reporta-se a revisdo do estado actual de conhecimentos sobre biorreatores de
lamas granulares aerébias. As suas vantagens face aos processos convencionais de lamas
ativadas sdo aqui apresentadas, bem como as suas caracteristicas, abordando-se a
definicdo de gréanulo aerdbio, os seus mecanismos de formacado e funcdes bioldgicas. Sao
apresentados os varios fatores que podem influenciar a formacdo e o desempenho de
granulos aerobios e sédo resumidos exemplos tipicos da sua aplicagdo ao tratamento de

aguas residuais industriais e em particular de efluentes téxteis.

No capitulo 4 apresentam-se os ensaios de biodescoloracao anaerébia de corantes azo por
lamas ativadas desenvolvidos para a concecao de um teste rapido para a selecdo de
corantes mais amigos do ambiente. Estes testes incluiram aspetos de robustez face a
variabilidade do inb6culo, de presenca ou auséncia de fonte de carbono, e de
desenvolvimento do controlo abiotico, com estudos na presenca de inibidores (azida de
sodio e dicumarol) e envolvendo inativagéo fisica da biomassa (autoclavagem, aplicagéo de

microondas, sonicacéo).

No capitulo 5 apresenta-se o0 primeiro ensaio de aplicacdo de granulos aerdbios ao
tratamento dum efluente téxtil simulado, ainda na auséncia de corante. Foi estudado o
desenvolvimento de lamas granulares aerébias a partir de lamas ativadas de morfologia em
flocos num reator sequencial descontinuo (SBR) com um valor de razao altura/diametro de
2,5, uma geometria ndo tubular diferente da usualmente reportada na literatura. O reator foi
operado com ciclos de 6 h, com fase de reacédo totalmente aerébia (5 h) e uma renovacéo
de volume por ciclo de 50%. A fonte de carbono alimentada foi um derivado de amido usado
em encolagem de téxteis. Foi ainda estudada a robustez da biomassa granular obtida face a
um armazenamento prolongado, utilizando-a para reinicio da operacdo do biorreator apos

um periodo de paragem de 7 meses.

No capitulo 6 apresenta-se o segundo ensaio em biorreator SBR com o objetivo de estudar
a possibilidade de desenvolvimento de granulos aerébios na presenca de um efluente téxtil
simulado contendo o corante azo Acid Red 14, bem como o desempenho do sistema de
tratamento desenvolvido. Também aqui se partiu de lamas ativadas em flocos e o biorreator

SBR foi operado nas mesmas condi¢des do ensaio anterior, tendo-se introduzido uma fase
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anaerdbia de 3 h na etapa reacional de 5 h. Testou-se a alternativa de operacdo desta etapa

reacional em regime de arejamento intermitente.

No capitulo 7 apresenta-se o terceiro ensaio em SBR com granulos aerobios. O objetivo
deste trabalho foi estudar este sistema partindo de um in6culo de granulos aerébios ja
formados, provenientes da ETAR de Frielas (Loures), no tratamento de um efluente téxtil
simulado contendo o corante azo Acid Red 14. A duracéo da fase de reacdo anaerdbia do
ciclo foi reduzida para 1,5 h com vista a favorecer a estabilidade dos granulos, tendo em
conta os resultados do ensaio anterior. Estudou-se o desempenho do sistema com um valor
de idade de lamas elevado, bem como o efeito do ajuste do valor desta para gamas

usualmente reportadas no tratamento destes efluentes com lamas ativadas em flocos.

No capitulo 8 apresentam-se os estudos da aplicacdo de processos de oxidagdo avancada,
nomeadamente ozonizacdo e irradiacdo na gama ultravioleta (UV), ao efluente téxtil pré-
tratado em SBR. O objetivo foi conseguir-se a eliminacdo da amina 4-amino-1-naftaleno-
sulfonato (4A1NS), um dos metabolitos primérios resultantes da biorredu¢do do corante
AR14, cuja persisténcia no efluente tratado em SBR tinha sido constatada. Os testes foram
seguidos por analises em HPLC e espectrométricas pretendendo-se averiguar a extensdo

da eliminagédo de metabolitos detetaveis por estes métodos analiticos.

No capitulo 9 apresentam-se as conclusbes principais do trabalho desenvolvido e

perspetivas de trabalho futuro.

O documento principal é completado com a lista de bibliografia referida.

No anexo 1 apresenta-se a producdao cientifica resultante deste trabalho de doutoramento.
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2.1 Resumo

Neste capitulo apresenta-se uma revisdo da informacao disponivel sobre a industria téxtil e
suas aguas residuais e em seguida discutem-se as possibilidades conhecidas para o
tratamento destas Ultimas. Este capitulo estd, assim, subdividido em dois temas. No
primeiro, aborda-se o impacto da industria téxtii no ambiente no que respeita as aguas
residuais por ela geradas, suas quantidades e caracterizacdo. E também apresentada uma
revisdo mais aprofundada sobre um grupo especifico de constituintes destes efluentes, os
corantes azo, cobrindo a sua utilizag&o, estruturas quimicas, toxicidade e bioacumulacdo. E
também apresentado o presente enquadramento legal, referindo-se as disposi¢coes
regulamentares europeias e nacionais aplicaveis. O segundo subcapitulo constitui uma
revisdo do conhecimento presente sobre as tecnologias disponiveis para o tratamento de
aguas residuais téxteis. Sao revistos o0s processos de tratamento fisico-quimicos e
biolégicos, bem como a combinagéo dos dois. E ainda abordado, de forma mais detalhada,
0 conhecimento atual sobre mecanismos de reducdo de corantes do tipo azo por via

biologica.
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2.2 Aguas Residuais Téxteis

2.2.1 Aindastria téxtil e o seu impacto no ambiente

A industria téxtil consome grandes volumes de &gua e produtos quimicos nos seus
processos de manufatura. S8o utilizados produtos quimicos com composicbes diversas,
desde compostos inorganicos, a polimeros e outros compostos organicos (Robinson et al.
2001). Destes ultimos destacam-se os corantes. Com o aumento da procura de produtos
téxteis a nivel mundial, a indlstria téxtil e respetivas aguas residuais tém aumentado
proporcionalmente a sua relevancia (dos Santos et al. 2007). Esta industria gera assim
elevadas quantidades de &guas residuais, em geral apresentando cor e elevadas cargas
organicas, que causam um impacto ambiental muito negativo. O seu tratamento em termos
de custo e qualidade do efluente final coloca um desafio importante e atual na protecdo do

meio ambiente.
2.2.2 Quantidades e caracterizagcao

Sendo a 4gua um recurso cada vez mais escasso em termos de qualidade ou mesmo de
gquantidade em certas zonas do globo, um dos aspetos ambientais relevantes da industria
téxtil € o seu elevado consumo de agua. Isto por sua vez, conjugado com a utilizagdo de
diversos produtos quimicos nos diferentes processos téxteis gera o aspeto ambiental mais
importante que é a deterioracdo da qualidade dos recursos hidricos a jusante da zona de
implantacao destas industrias. Tal pode mesmo, conduzir a inviabilizacéo total da utilizacdo
destes recursos (especialmente em paises menos desenvolvidos) devido a carga poluente

ai introduzida pela descarga dos efluentes téxteis.

Na Europa é estimado um consumo de agua pelo setor téxtil entre os 50 a 240 m3/ton de
produto téxtil (EWA 2005) e em Portugal os dados dum estudo envolvendo 34 empresas
apontam para valores semelhantes de 35 a 325 m?ton (Citeve 2012). Na Tabela 2.1 séo
apresentadas estimativas de agua consumida e carga organica gerada por etapa de
processo de ultimagdo. Esta tabela foi elaborada com base em dados fornecidos por
empresas téxteis da Italia e da Bélgica e foi considerada representativa da industria téxtil na
Europa (EWA 2005).

Verifica-se que existem grandes variacfes de concentracdo e composicdo entre os efluentes
téxteis, ndo apenas entre tipos diferentes de processos, mas também para processos
semelhantes quando utilizam diferentes fibras téxteis (EWA 2005), o que torna dificil tipificar

a composicao destes efluentes.
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Tabela 2.1 Consumo de agua e producdo de carga organica no efluente téxtil dum conjunto de
empresas ltalianas e Belgas, por etapa de processo de ultimac¢ao (adaptado de EWA, 2005).

Média do Consumo de &gua Média da Carga Orgéanica gerada
(% relativamente ao consumo (% relativamente a carga orgéanica
total de 4gua da empresa) total produzida na empresa)

InstalagGes gerais 14 2

Preparagéo 36 61

Tingimento 29* 23*

Estamparia 55* 59*

Secagem 0,4 0,1

Lavagem 28 13

Acabamento 1 3

* valores médios incluindo apenas as empresas que possuiam processos de tingimento e estamparia

Os aspetos ambientais sdo mais significativos nas empresas com processos produtivos de
ultimacédo (que inclui a preparacgéo, tingimento, estamparia e acabamento) em que se utiliza
uma grande quantidade e diversidade de produtos quimicos. Processos como a fiacao,
tecelagem ou confeg¢do utilizam apenas quantidades marginais de produtos quimicos. O
processo de pré-tratamento e lavagem da la virgem é aquele que gera aguas residuais com
maior carga organica (Correia et al. 1994, Citeve 2012), podendo atingir os 60000 mgO-/L
de CBOs (Bisschops e Spanjers 2003). Da mesma forma, a preparacdo e lavagem do
algodao é também para esta fibra o processo que gera maior carga organica nas aguas

residuais (Bisschops e Spanjers 2003).

Os produtos quimicos utilizados podem-se agrupar resumidamente em 3 grupos: corantes,
outras substancias quimicas e produtos auxiliares. Na Tabela 2.2, estes grupos e 0s seus
respetivos consumos especificos encontram-se descritos de acordo com dados de Citeve
(2012).

Tabela 2.2 Produtos quimicos utilizados nos processos téxteis. Adaptado de Citeve (2012).

Produtos quimicos utilizados nos processos téxteis

) Dependem da fibra Consumo especifico de
Corantes Acidos, reativos, diretos, dispersos, etc. Dependem do tipo de tingimento corantes:
ou estamparia pretendido 7 - 90 kg/ton

Soda caustica (NaOH), peréxido de

Outras hidrogénio, sal (cloreto de sodio), hidrossulfito Dependem fo tipo de fibra e cConsumo especifico de
substancias o= e g tratamento que se pretende outras substancias
uimicas de sodio, 4cido acético, carbonato de sodio, realizar >Ub
q ureia, etc. quimicas
o I : p e auxiliares:

Tensioativos, sequestrantes, estabilizantes, >o0 normaimente misturas  de 100 - 700 kg/ton
Produtos molhantes, amaciadores, agentes ignifugos substancias quimicas
auxiliares ' » ag gnitugos.  w\ito variaveis em fungdo do

aromas, etc.

processo e produto pretendido
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z

O efluente téxtil tipico é maioritariamente resultante dos processos de tingimento e
estamparia e tem como principal caracteristica a cor e a elevada carga organica, e no geral
apresenta baixas concentracbes de metais pesados. A composicdo dos efluentes téxteis,
como ja referido € muito varidvel, como se pode observar na Tabela 2.3. Nesta s&o
apresentadas gamas de valores de composicéo de efluentes descarregados em Portugal em
coletor (Citeve 2012), valores para o “efluente médio” das industrias do Vale do Ave (Silva
1999); gamas de valores para efluentes téxteis provenientes de diferentes processos
(Correia et al. 1994) e valores caracteristicos de um efluente téxtil de carga média indicados

por Lin e Peng (1994).

Em geral verifica-se que devido as caracteristicas dos respetivos processos os efluentes
gerados pela industria téxtil algodoeira apresentam valores de pH na gama alcalina e os
efluentes gerados pela industria téxtil laneira apresentam valores de pH de gama &acida
(Lourencgo 2003).

Relativamente a cor, é dificil encontrar reportados valores tipicos para o seu teor em
efluentes téxteis, dada a sua extrema variabilidade. Nas referéncias a cor nas normas de
descarga ap0s pré-tratamento ou tratamento do efluente, esta é expressa usualmente em

termos de obrigatoriedade da sua auséncia a um determinado grau de diluicdo.
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Tabela 2.3 Exemplos de caracterizacdo de efluentes liquidos téxteis.

Média de valores

Efluentes quujdos_ Eflue_nte,médio para efluentes {\gua residual
Parametro de empresas téxteis das industrias texteis (adaptado de t|p|(;a_de carga
com ultimacéo do \(ale do Ave Correia et al. média (Lin e
(Citeve 2012) (Silva 1999) 1994) Peng 1994)
pH 5-12 10 7-11 9
Temperatura (°C) 16 - 41 20 - 62 28
%éagi?mgiﬁqgi;”ica de oxigénio 92600 200 250 -350 270
%éég‘)céﬁ]g,ql_”ggca de  oxigénio 100 — 11 000 680 800 - 1200 970
(Sn?g(/jli))s suspensos totais (TSS) 32500 55 75 - 300 137
Condutividade (mS/Cm) 0,2-11,9 2,5
Oleos e gorduras (mg/L) 11 -137 14 - 53 21
Er::él/)f)no Organico Total (COT) 140 - 170
Azoto Total (mg/L N) 3-73
Azoto amoniacal (mg/L NH,) 0,2-50
Nitratos (mg/L NO3) 27-35
Nitritos (mg/L NOy) 0,0-3,6
Fosforo Total (mg/L P) 2,0-5,6
Sulfatos (mg/L SO,) 18-38
Hidrocarbonetos totais (mg/L) 2-140
Cloro residual (mg/L Cl,) 0,0-0,5
Cloretos (mg/L Cl) 20 - 3800
Sulfuretos (mg/L S) 1-12 0,1-8
Detergentes anionicos (mg/L) 01-84
Cianetos totais (mg/L CN) 0,0-0,1
Fenodis (mg/L) <0,04-0,05 0,04 -0,5
Ferro (mg/L Fe) 02-14
Cobre (mg/L Cu) 0,1-0,4
Aluminio (mg/L Al) <1-22
Chumbo (mg/L Pb) 0,0-0,3
Cromio total (mg/L Cr) 0,03-1,40 0,01-4
Crémio hexavalente [mg/L Cr (VI)] 0,0-2,0
Crémio trivalente [mg/L Cr (III)] 0,2-2,0
Cadmio (mg/L Cd) 0,00 -0,10
Niquel (mg/L Ni) 0,01 -0,20
Zinco (mg/L Zn) <0,07-1,70
Boro (mg/L B) 0,1-2,6
Selénio (mg/L Se) < 0,003 - 0,020

@ Os valores representam a gama de cada parametro das categorias 2 a 6 apresentadas na tabela da pagina 918 de
Correia et al. (1994), que correspondem as processos de: fiag&8o, tingimento e acabamento de 13, tingimento e acabamento de
tecidos, tingimento e acabamento de malhas, fabricagdo de tapetes e tingimento e acabamento de fibras; a categoria 1
correspondente ao pré-tratamento e lavagem de & virgem foi excluida, dado que os autores lhe atribuem valores muito
diferentes (elevados) de CBOs, COD, TSS e 6leos e gorduras respetivamente 6000, 30000, 8000 e 5500 mg/L.
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A cor de um efluente téxtil € muito variada, dado que um simples processo de tingimento
pode utilizar varios corantes de diferentes classes quimicas e dai tornar-se um parametro
dificil de medir. A absorcdo de radiacdo na zona do visivel, caracteristica de qualquer
corante, seria 0 método de eleicdo, mas este esbarra com o problema prético da existéncia
de vérios corantes no mesmo efluente com maximos de absor¢cdo a diferentes
comprimentos de onda (e absorvéncias significativas em zonas fora do seu pico
caracteristico). Existe o método ADMI (American Dye Manufactures’ Institute) para a
determinagdo da cor, que € no entanto complexo. Envolve a medi¢do da absorvéncia de 3 a
31 comprimentos de onda diferentes dependendo da precisdo pretendida (Bisschops e
Spanjers 2003). Estes valores sdo convertidos através de tabelas (Munsell values) e
utilizados para obter o valor DE (Colour Difference) através de uma equacédo, que por sua
vez é convertido no valor ADMI (através de uma reta de calibragdo entre valores DE de
padrées platina-cobalto e valores ADMI). Um valor ADMI de 1500 pode considerar-se

razoavel para a simulagéo da cor de um efluente téxtil tipico (O’'Neill et al. 1999).

Entre os escassos dados reportados como tipicos para o parametro cor O’'Neill et al. (1999)
apresentam valores de absorvéncia para um efluente tipico, estimados a partir de dados da
Society of Dyers and Colourists (UK) reportados por Hoyle (1995), que sdo apresentados na
Tabela 2.4.

Tabela 2.4 Absorvéncias de um efluente tipico de uma zona téxtil, adaptado de O’Neill et al. (1999).

Comprimento de onda
400 450 500 550 600 650 700 Média

(nm)

Efluente téxtil tipico 1,423 1,529 1,965 1,715 1,514 0,772 0,620 1,283

Bisschops e Spanjers (2003) reportam valores de ADMI para aguas residuais da industria

téxtil que variam entre 64 e 47500 conforme a etapa e o tipo de fibra.

Em termos de valores de concentracdo reportados, a gama é de 0,01 a 0,8 g/L para
corantes presentes em efluentes téxteis tipicos. No caso de simulagcédo de efluente téxteis
contendo corantes acidos os valores utilizados por varios investigadores vao de 0,02 a 0,5
g/L, e excluindo os extremos, a média encontrada é de 38 mg/L (com base em dados de
O’Neill et al. 1999).

E ainda de referir que as queixas publicas sobre deterioracdo de recursos hidricos por
descargas de efluentes téxteis estdo mais relacionadas com a coloracéo vermelha, havendo
muito menos queixas relativas a cores como o azul, verde ou castanho por serem cores

mais naturais para um rio e por isso menos notadas (O’Neill et al. 1999).
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Estima-se que em termos mundiais sejam descarregadas anualmente 280 000 ton de
corantes téxteis, dos quais 70% s&o corantes azo (Maas e Chaudhari 2005). Os principais
problemas ambientais causados pela descarga de corantes em aguas superficiais séo o seu
impacto estético negativo, a interferéncia na fotossintese (ao obstruir a livre passagem da
luz) com efeitos a longo prazo na fauna e flora do meio, e a toxicidade, direta ou causada
pelos produtos da sua degradagdo no ambiente. Entre estes, nomeadamente, contam-se as
aminas aromaticas resultantes da redugdo dos corantes azo (Lourenco et al. 2001, Maas e
Chaudhari 2005, Bae e Freeman 2007).

2.2.3 Corantes azo

Os corantes azo representam cerca 70% dos corantes utlizados a nivel industrial (Maas e
Chaudhari 2005, Jin et al. 2007) . S&o varias as industrias que os utilizam, designadamente
a industria téxtil, do papel, alimentar, cosmética, farmacéutica (coloracdo externa dos
medicamentos) e de producgdo de tintas e vernizes. No entanto a industria téxtil sozinha é
responsavel por dois tergcos do mercado de venda de corantes (ETAD 2003, Pinheiro et al.
2004).

2.2.3.1 Utilizagdes e estruturas quimicas

Os corantes azo caracterizam-se pelo grupo cromoforo conter uma (ou mais) ligacdo dupla
de azoto (-N=N-). Os grupos auxocrémicos usualmente associados sdo —NH;, -OH, -SOg’,
abarcando uma larga gama de tons. Existem cerca de 3000 estruturas diferentes, incluindo

corantes e pigmentos (Greaves et al. 2001, Shore 2002, Pinheiro et al. 2004).

Os corantes sao classificados pelo Color Index (Cl) utilizando dois sistemas. Um é numérico
com a atribuicdo de um numero de cinco algarismos, por exemplo Cl n® 14720. Outro
corresponde a atribuicdo de um nome que indica o0 modo de aplicacdo, a cor e um nimero
de identificacéo, por exemplo, Acid Red 14 para o exemplo anterior (Coz 2005, Web-page
2013).

A maior classe do Color Index séo os corantes azo (dois tercos dos listados), que por sua
vez estéo divididos em quatro sec¢Bes dependendo do numero de grupos azo da molécula.
Os corantes azo podem ser ndo metalizados (a maioria) ou serem complexos metal-azo (um
sexto dos listados). A segunda maior classe do Color Index é formada por corantes do tipo
antraquinona (15%), seguida dos tipos triariimetano (3%) e ftalocianina (2%). Todas as

outras entradas no Color Index correspondem a menos de 1% (Shore 2002).
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Os corantes sao classificados segundo a sua forma de aplicacdo, e no caso dos corantes
azo, a listagem por ordem decrescente de importancia é a seguinte: acidos, diretos, reativos,
dispersivos, mordentes, solventes, pigmentos e basicos. As quatro primeiras aplicacdes
correspondem a 72% e 87% dos corantes azo ndo metalizados e complexos metal-azo
respetivamente (Shore 2002), como se pode deduzir da Tabela 2.5, e por essa razdo vao
ser abordados com mais detalhe.

Tabela 2.5 Distribuicdo percentual de cada classe quimica de corantes azo listada no Color Index em
funcéo do tipo de aplicacao, adaptado de Shore (2002)

Corantes Azo - Distribuig&o por tipo de aplicagéo (%)

Classe quimica Acido  Direto Reativo Disperso  Solvente  Mordente  Pigmento  Basico Vat
ndo metalizados 20 30 10 12 5 12 6 5 ---
complexos metal-azo 65 10 12 13 --

De realgar que os corantes azo mordentes estdo em declinio em termos de utiliza¢do pois a
fixacdo do corante azo é feita a base de mordentes de cromio (Shore 2002). Na Europa
deixaram de poder ser utilizados a partir de 2002 (CE/371/2002) pois o crémio € um metal
muito toxico.

Um dos mais importantes grupos de corantes é o dos corantes azo acidos. O termo
“corante acido” advém dos banhos acidos que se utilizam para a coloracdo das fibras. Os
corantes acidos séo definidos como compostos anidnicos com grande afinidade para as
fibras proteicas, ligando-se a estas através grupos amina terminais, na 1a, na poliamida
(nylon) e na seda. Também s&o importantes na colora¢do do couro, papel, juta, madeira e
aluminio anodizado (Shore 2002). Estes corantes eram inicialmente destinados apenas ao
tingimento da 1a e outras fibras, mas alguns deles sdo agora permitidos na inddstria
alimentar e cosmética. Os corantes azo acidos ndo metalizados correspondem a 48% e o0s
complexos metal-azo a 31% de todos os corantes acidos (Shore 2002). Na Figura 2.1
podem ver-se estruturas quimicas do primeiro corante acido sintetizado em 1876 (Acid

Orange 20) e do corante acido utlizado como modelo neste trabalho (Acid Red 14).

CH (I?
(a) OO N:N O ﬁ—ONa
0]
NaQ. E ‘ '
f@kni“ O 0=5=0 (b)
OH ONa

Figura 2.1 — Estruturas moleculares dos corante (a) Acid Orange 20 e (b) Acid Red 14
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O grau de fixagao tipico deste corante ao nylon e 1a é de 80 a 93%, correspondendo a uma
perda para os efluentes de 7-20% do corante utilizado (EPA 1997). Os corantes acidos sé&o
reciclaveis pois ndo sofrem modificagdes da estrutura quimica durante a aplicacdo. Também
a agua de processo e quimicos auxiliares podem ser reciclados para o banho de tingimento
aplicando processos adequados (por exemplo filtracdo com membranas). A adsorcdo destes
corantes a biomassa durante o tratamento bioldgico varia com o seu grau de sulfonacgéo;
nomeadamente corantes &cidos com elevada solubilidade aquosa (maior grau de
sulfonagé@o) exibem um baixo grau de adsorgéo, enquanto corantes mais hidrofébicos séo

bioeliminados por esta via huma extensdo muito maior (Shore 2002).

Os corantes azo diretos sédo definidos como corantes aniénicos com afinidade para as
fibras celulésicas e sdo aplicados diretamente através dum banho contendo um eletrélito.
Ligam-se as fibras através de pontes de hidrogénio, forgas entre dipolos e interacdes
hidrofébicas ndo especificas que dependem da estrutura quimica e polaridade do corante,
mas esta ligacdo pode ser reversivel. Para além da utilizacdo na industria téxtil sdo
utilizados no couro e em processos de tingimento continuos na industria do papel (Shore
2002).

Pelo menos, cerca de 70% dos corantes diretos sao corantes azo nao metalizados e em
contraste com todas as outras aplicacbes, a maioria apresenta estruturas do tipo diazo
(amarelos brilhantes a azuis) ou poli-azo (verdes, castanhos, cinzentos e preto) (Shore

2002). Na Figura 2.2 pode ver-se o exemplo do corante tri-azo Direct Black 38.
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{*‘ / 1“*} ,r’rf N\ ,r’f \”\) / {\} V4 :
HoN N=N— ) — N=N— )
TN/ \ / \ 7 \ /
/
NaQ,S

Figura 2.2 - Estrutura molecular do corante Direct Black 38

O grau de fixagdo deste tipo de corante ao algodd@o ou outras fibras celuldsicas é de 70 a
95%, correspondendo a uma perda para os efluentes de 5 a 30% do corante utilizado (EPA
1997). Como usualmente ndo ha alteracdo da estrutura quimica dos corantes diretos

durante a sua aplicacdo, os seus banhos de tingimento séo passiveis de ser reciclados.
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Durante o tratamento biolégico da-se uma elevada bioeliminagdo do corante por adsorcdo a

biomassa que nao é dependente do seu grau de sulfonacao (Shore 2002).

Os corantes reativos foram introduzidos no fim dos anos cinquenta, sendo que 95% dos
cromoforos sdo corantes do tipo azo. Consistem em moléculas com um ou mais grupos
reativos (um grupo vinil insaturado ou um substituinte halogenado) capazes de reagir
guimicamente formando ligacBes covalentes com 0s grupos amina, hidroxilo ou sulfidrilo de
fibras téxteis (Shore 2002). Estes corantes séo utilizados para colorir fibras celulésicas
(algodao) e sedas, las ou poliamidas (nylon) e sdo amplamente utilizados na producéo de
vestuario (Shore 2002, Coz 2005). As moléculas que nado participam na reacdo com o
substrato sdo hidrolisadas nas condicfes de tingimento, o que faz com que este seja um dos
processos de coloracdo que mais cor residual deixa nos seus efluentes. Pela mesma razéo
ndo é possivel a reciclagem das aguas contendo estes corantes. O grau de fixacdo deste
tipo de corantes ao algod&do ou outras fibras celulésicas é de 60 a 90%, correspondendo a
uma perda para os efluentes de 10 a 40% do corante utilizado (EPA 1997). A bioadsorcéo
também é ineficaz, independentemente do grau de sulfonacdo do corante (Shore 2002). Na

Figura 2.3 encontra-se a estrutura molecular do corante azo reativo Reactive Orange 4.
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Figura 2.3 — Estrutura molecular do corante Reactive Orange 4. As setas indicam os dois substituintes
halogenados (Cl) que véo sofrer substituicdo nucleofilica ao formar-se a ligacédo covalente a fibra.

Os corantes dispersivos (ou plasto-soluveis) sdo parcialmente sollveis em agua e séo
utilizados para colorir fibras sintéticas como poliéster, polimetilmetacrilato (acrilico), acetato
de celulose e raramente nylon. N&o sdo empregues para tingir fibras naturais. Estes
corantes (dos quais 60% sao azo) tém afinidade para fibras hidrofébicas. A fibra adsorve o
corante da solucao aquosa diluida que é continuamente reabastecida pela rapida dissolucéo
do corante a partir da reserva que se encontra em suspensao (dispersdo). Em alternativa os
corantes dispersivos podem ser adsorvidos a partir duma fase de vapor (método utilizado
em processos operados em continuo) (Shore 2002). Na Figura 2.4 encontra-se a estrutura

do um corante dispersivo, o Dispersive Red 1.

O grau de fixacdo deste tipo de corantes a fibras de poliéster, acetato ou outros materiais

sintéticos é de 80 a 92%, correspondendo a uma perda para os efluentes de 8 a 20% do
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corante utilizado (EPA 1997). A reutilizacdo destes corantes é possivel apesar de néo estar
suficientemente demonstrada. A bioacumulacdo destes corantes na biomassa é moderada a

elevada quando os efluentes que os contém sofrem tratamento biolégico (Shore 2002).

OH
DgN—iff_%fru:N—{f_f; N/_/
N—/ 5‘% ; N

Figura 2.4 — Estrutura molecular do corante Dispersive Red 1

2.2.3.2 Perigos para a saude humana e o ambiente associados a corantes azo

Os corantes utilizados pelas varias industrias devem idealmente ser seguros, ndo devendo
apresentar toxicidade, carcinogenicidade e alergenicidade. No entanto, grande parte dos
efeitos secundarios indesejados provocados pelo vestuario na salde humana sao
causados pelos corantes neles presentes e, mesmo no dominio da alimentacéo, alguns
corantes anteriormente utilizados, como o Butter Yellow s&o agora conhecidos por serem
cancerigenos. Devido a estas questdes a Europa e os Estados Unidos da América proibiram
0 uso de varios corantes que apresentam efeitos toxicos (alérgenicos, cancerigenos e
mutagénicos). No entanto, esta medida positiva pode ser contrabalancada pela importacéo
de toneladas de produtos de paises menos regulamentados, com a agravante da
composi¢do quimica do vestuério ndo ser de declaracdo obrigatdria como no caso dos

cosméticos ou alimentos.

Em termos da saude humana os dados existentes indicam que apenas 1% dos 4450
corantes comerciais analisados tém um valor de LDsy (dose letal para 50% da populagéo
estudada) menor que 250mg/kg para ensaios efetuados em ratinhos (Clarke e Anliker 1980,
Lourenco 2003), o que corresponde a categoria 3 em termos de toxicidade humana (CE
1272/2008 16 de Dezembro de 2008), ou seja, 0s restantes 99% nao apresentam toxicidade
aguda. Valores de LDso entre 100 e 2000 mg/kg de peso foram reportados por Zaharia
(2012) que se baseou em dados de Boérnick & Schmidt (2006).

O problema mais comum causado pelos corantes corresponde a ocorréncia de dermatites
através do contacto com o vestuério. Foram detetados inUmeros casos e existe uma lista de

43 corantes associados a esta reacao alérgica (Coz 2005). A maioria das dermatites esta
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relacionada com corantes azo dispersivos como o Dispersive Blue 124, Dispersive Blue 106,

Dispersive Orange 3, e Disperse Red 1 (Coz 2005).

Hoje em dia a preocupacdao relativamente aos corantes azo € essencialmente dirigida para a
toxicidade associada as aminas aromaticas resultantes da reducdo da molécula por quebra
da ligacdo azo. Estd demonstrado que esta reducdo pode ocorrer em variadas condicbes
ecoldgicas, incluindo as da micro flora intestinal de mamiferos ou as das enzimas hepéticas.
Assim os efeitos podem acontecer no intestino, figado e aparelho urinério e na pele, no caso

de migragéo do corante pelo uso de vestuario colorido (Coz 2005).

Nos paises da Unido Europeia ja foi proibido o uso dos corantes azo que por clivagem
redutiva libertem uma ou mais aminas téxicas e carcinogénicas em teores detetaveis, ou
seja, com valores superiores a 30 ppm nos artefactos acabados ou nas suas partes tingidas.
Os mesmos ndo podem ser utilizados em artigos téxteis ou de couro, suscetiveis de
entrarem em contacto direto e prolongado com a epiderme ou a cavidade oral humanas.
Estas aminas estdo listadas no apéndice 8 do regulamento CE 1907/2006 de 18 de
Dezembro de 2006 relativo ao registo, avaliagcdo, autorizacdo e restricdo de substéncias
quimicas (REACH) e podem ser encontradas na Tabela 2.6. A lista inclui 22 aminas, das
quais trés sdo substancias carcinogénicas de categoria 1 (Cat.l: Perigo, pode causar
cancro), como a benzidina (associada, por exemplo aos corantes Direct Black 38 e Direct
Blue 6), a 2-naftlamina e o 4-aminobifenilo (xenilamina). As restantes aminas sao
carcinogénicas de categoria 2 (Cat.2: Atencao, suspeito de provocar cancro), como é 0 caso

do o-aminoazotolueno (associado, por exemplo ao Yellow Butter).

Recentemente, de acordo com uma decisdo da ECHA (Agéncia Europeia de Substéncias
Quimicas) em 18 de Dezembro de 2012 (European Chemicals Agency, ED/169/2012) foram
recomendadas para a inclusdo na lista das substancias sujeitas a autorizacdo (Anexo XIV
do REACH) oito destas aminas, especificamente, 4-aminobifenilo, o-aminoazotolueno, 4,4'-
metilenodi-o-toluidina, 6-metoxi-m-toluidina p-cresidina, 4,4'-oxidianilina, o-toluidina, 4-metil-

m-fenilenodiamina e 4-aminoazobenzeno.
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Tabela 2.6 - Apéndice 8 do regulamento CE 1907/2006 de 18 de Dezembro de 2006, lista de aminas
aromaticas téxicas e carcinogénicas geradas por clivagem redutiva de corantes azo proibidos na
Unido Europeia.

Ponto 43 — Corantes azbicos

Lista de aminas aromaticas

Namero CAS ‘Nllm‘cro d‘c Numero CE Substancias
identificacdo

1. 92-67-1 612-072-00-6 202-177-1 Bifenil-4-ilamina
4-aminobifenilo xenilamina

2. 92-87-5 612-042-00-2 202-199-1 Benzidina

3. 95-69-2 202-441-6 4-Cloro-o-toluidina

4. 91-59-8 612-022-00-3 202-080-4 2-Naftilamina

5. 97-56-3 611-006-00-3 202-591-2 o-Aminoazotolueno
4-amino-2',3-dimetilazobenzeno
4-o-tolilazo-o-toluidina

6. 99-55-8 202-765-8 5-Nitro-o-toluidina

7. 106-47-8 612-137-00-9 203-401-0 4-Cloroanilina

8. 615-05-4 210-406-1 4-Metoxi-m-fenilenodiamina

9. 101-77-9 612-051-00-1 202-974-4 4,4 -Metilenodianilina
4, 4"-diaminodifenilmetano

10. 91-94-1 612-068-00-4 202-109-0 3,3-Diclorobenzidina
3,3"-diclorobifenil-4,4 -ilenodiamineno

11. 119-90-4 612-036-00-X 204-355-4 3,3-Dimetoxibenzidina
o-dianisidina

12. 119-93-7 612-041-00-7 204-358-0 3,3-Dimetilbenzidina
4,4"-bi-o-toluidina

13. 838-88-0 612-085-00-7 212-658-8 4,4-Metilenodi-o-toluidina

14. 120-71-8 204-419-1 6-Metoxi-m-toluidina p-cresidina

15. 101-14-4 612-078-00-9 202-918-9 4,4 Metileno-bis-(2-cloro-anilina)
2,2-dicloro-4,4’-metileno-dianilina

lo. 101-80-4 202-977-0 4,4-Oxidianilina

17. 139-65-1 205-370-9 4,4"-tiodianilina

18. 95-53-4 612-091-00-X 202-429-0 o-Toluidina
2-aminotolueno

19, 95-80-7 612-099-00-3 202-453-1 4-Metil-m-fenilenodiamina

20. 137-17-7 205-282-0 2,4,5-Trimetilanilina

21. 90-04-0 612-035-00-4 201-963-1 o-Anisidina
2-metoxianilina

22, 60-09-3 611-008-00-4 200-453-6 4-Aminoazobenzeno
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Para uma substancia ser classificada em termos de perigo para o ambiente, varios fatores
tém de ser tidos em conta, ndo s6 a sua toxicidade (toxicidade aguda para o ambiente

aguatico), mas também a sua degradabilidade e o potencial de bioacumulacéo.

Existem duas classificacbes para as substancias em termos ambientais e sdo dadas de
forma independente: toxicidade aguda (tem apenas a categoria 1) e toxicidade crénica
(inclui as categorias 1, 2, 3 e 4). Uma substancia pode apresentar toxicidade aguda (téxica
para 0s organismos aquaticos em concentracfes muito baixas) mas sO exibira também
toxidade cronica se se acumular nos organismos (bioacumulacdo) e for dificiimente
biodegradavel. Isto significa que uma substancia mesmo sendo toxica para 0s organismos
aguaticos, se for biodegradavel e ndo tiver potencial de bioacumulacdo ndo vai ser
classificada como perigosa para o ambiente. Por outro lado, existe a classificagdo chamada
de “rede de seguranga” para substancias que apesar de ndo demonstrarem toxicidade, sdo
pouco soluveis, ndo se degradam rapidamente, e tém potencial de bioacumulacéo. Estas
serdo classificadas como substancias com toxicidade cronica da categoria 4 (CE 1272/2008
16 de Dezembro de 2008).

A bioacumulagdo de substancias nos organismos aquéticos pode provocar efeitos toxicos a
longo prazo, mesmo quando a concentracdo destas substancias na agua é baixa. O
potencial de bioacumulagdo das substancias organicas € normalmente avaliado pelo valor
do seu coeficiente de particdo no sistema octanol/agua (Kow), geralmente expresso como
logKow (@ fase de octanol simula aqui a capacidade de solubilizacdo da substéncia nos
lipidos do organismo). A correlagéo entre o valor de logKow de uma substancia orgénica e a
sua bioconcentragdo, medida pelo fator de bioconcentracdo em peixes (BCF - raz&o entre
mg de substancia por kg do organismo e mg da substancia por litro no meio aquatico),
encontra substancial apoio na literatura cientifica. As substancias com um potencial de
bioconcentragéo significativo apresentam um valor de logKew = 4 € um valor de BFC = 500
(CE 1272/2008 16 de Dezembro de 2008). Como a solubilidade em agua da maioria dos

corantes azo é elevada estes tém um baixo potencial de bioacumulagéo.

N

Devido a referida correlacdo entre hidrofobicidade e toxicidade cronica tem havido uma
tendéncia recente de desenvolvimento de novas estruturas de corantes através da
introdugdo de grupos polares, como é o caso dos grupos sulfonato. Assim as aminas
resultantes da quebra do corante sdo mais hidrofilicas o que reduz o seu potencial de
bioacumulacdo.Esta alteracdo reduz também o seu grau de adsor¢do as lamas durante o

tratamento bioldgico (bioadsorgao).

Relativamente a biodegradabilidade, os corantes sdo compostos recalcitrantes devido a

presenca da ligacdo azo e dos grupos sulfonato, que tornam estes compostos dificeis de
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biodegradar em sistemas convencionais (aerdbios) de tratamento biolégico (Pinheiro et al.
2004). No caso de o sistema possuir uma etapa ou zona anaerbbia pode haver remocéo de
cor por reducdo da ligacdo azo com formacdo das aminas correspondentes e eventualmente
ocorrer a degradagdo das mesmas na zona ou etapa aerlbia subsequente. Apesar de ja
existir um esforco de investigagdo significativo para compreender oS mecanismos de
transformacdo e biodegradacdo destas aminas nos sistemas de tratamento biolégico, os
resultados variam muito consoante a amina estudada. Assim, existe ainda um grande
desconhecimento sobre o efeito das mesmas a longo prazo no meio ambiente (Pinheiro et
al. 2004).

Num estudo efetuado Gottlieb et al. (2003) foi analisada a toxicidade e genotoxicidade de
alguns corantes e seus derivados de reducgéo. Verificou-se que o corante Acid Orange 7 tem
um valor de ECso de 15,7 mg/L (ECso: concentragdo que induz um efeito em 50% da
populacdo testada, neste caso na luminiscéncia da bactéria Vibrio fischeri) e ndo apresenta
genotoxicidade, mas apdés sofrer reducao por Enterococcus faecalis torna-se genotoxico e a
sua toxicidade aumenta, para um valor de ECso de 0.2 mg/L. Estes niveis de toxicidade e
genotoxicidade séo conferidos pelo produto de reducdo 1-amino-2-naftol (ECso de 0,1 mg/L)
e ndo pelo acido sulfanilico (ECso de 21,5 mg/L). No mesmo estudo verificou-se que as
aminas sulfonadas 1-amino-2-naftol-6-sulfonato (derivada da reducdo do corante Food
Yellow 3) e 4-amino-1-naftaleno-sulfonato (derivada do corante Acid Red 14) tém valores de

ECso de 391,0 e 28,3 mg/L respetivamente e ndo sdo genotbxicas.

Os resultados de testes efetuados a varios corantes ao longo de varios anos foram reunidos
por Clarke e Anliker (1984) e indicam que apenas 2% dos corantes testados apresentam um
valor de LCso menor que 1,0 mg/L para os peixes (perigo agudo de categoria 1), 37%
possuem valores de LCso (LCso: concentracéo letal em 50% da populagéo teste) menor que
1,0 mg/L em peixes (perigo agudo de categoria 1), 37% possuem valores de LCsp acima de
10 mg/L (perigo crénico de categoria 3 se ndo forem facilimente biodegradaveis e/ou forem
bioacumulaveis) e 59% tém um valor de LCso acima de 100 mg/L (sem toxicidade para o
ambiente aquético). Os corantes basicos revelaram-se os mais téxicos para 0s peixes
(Lourenco 2003, Zaharia e Suteu 2012).

Relativamente a inibicdo da fotossintese devido & presenca de corantes os testes
reportados indicam que tanto o crescimento das algas como a fotossintese ndo sdo em

geral inibidos para concentracdes abaixo de 1mg/L (Lourenco 2003).

O efeito da toxicidade dos corantes nas bactérias presentes nos sistemas de tratamento
biol6gico foi avaliado e verificou-se que de 200 corantes testados, 18% provocaram inibicao

da taxa de respiracdo, sendo estes ultimos todos corantes basicos (Zaharia e Suteu 2012).
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Pode-se concluir que se for feita a priori uma criteriosa selecdo de corantes que ndo exibam
toxicidade e que ndo gerem subprodutos de reducdo toxicos (aminas) se esta a dar o
primeiro passo para a prote¢cdo do meio recetor, e este passo ja foi dado pela Unido
Europeia e outros paises. O segundo passo sera conseguir desenvolver processos
sustentaveis e econémicos para o tratamento dos efluentes que contém estes corantes,
como é o caso da aplicacdo de tratamentos biologicos. Se forem eficientes tém como

vantagem nao necessitar de introduzir ainda mais produtos quimicos nas aguas.

2.2.4 Normas aplicaveis aindustria téxtil e seus efluentes na Unido Europeia

Em termos de medidas de prevenc¢éo de impactos ambientais no sector téxtil, foi ja referido
o regulamento REACH, gque contém no Apéndice 8 a lista de aminas aromaticas toxicas e
carcinogénicas geradas por clivagem redutiva de corantes azo, que identifica os que sdo por

isso de utilizacdo proibida em fabrico de vestuario na Unido Europeia.

Adicionalmente, foram publicadas outras medidas de prevenc¢éo da poluicdo pela Comissdo
Europeia, no contexto da prevencao e controlo integrados da poluicdo (PCIP). As melhores
técnicas disponiveis (MTD) para o sector téxtil ttm como base o documento de referéncia
BREF - Reference Document on Best Available Techniques for the Textiles Industry,
publicado no Jornal Oficial 170, de 19 de Julho de 2003, que correspondem a um dos
pontos importantes a implementar para que as empresas deste sector de forte potencial
poluente possam obter a sua licenca de operacdo. Em Portugal, € o Decreto-Lei 173/2008
de 26 de Agosto que transpde o regime juridico relativo a prevencéo e controlo integrados
da poluigéo (PCIP).

As melhores técnicas disponiveis sdo bastante abrangentes, indo desde a melhor
organizacdo dos procedimentos e formacao dos trabalhadores, a indicacdes especificas de
melhoramento dos processos. Na Tabela 2.7 estdo selecionadas e resumidas algumas
MTD, especificamente no que respeita a utilizacdo da agua e de produtos quimicos e ao
tratamento de efluentes (adaptado de Citeve 2012).
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Tabela 2.7 Melhores técnicas disponiveis (MTD) para o sector téxtil. Adaptado de Citeve (2012).

Melhores Técnicas Disponiveis

- Controlo e monitorizagdo dos consumos de agua
Agua - Redugéo do consumo de agua
- Recuperacéo e reutilizagdo in loco das aguas das varias etapas/banhos

- Pedir informacéo detalhada aos fornecedores sobre as matérias-primas (tipo e quantidade de agentes de
preparacéo e gomas, monémeros residuais, biocidas, etc.)

- Minimizac&o do uso de produtos quimicos e escolha de produtos alternativos menos poluentes/téxicos,

- Substituicdo de produtos convencionais (e.g. 6leos minerais) por substancias biodegradaveis (eliminaveis
por via biolégica)

- Minimizacao de pesticidas (provenientes das fibras de 1a)

- Redugéo do nimero de corantes utilizando sistemas tricromaticos

- Substituicdo do uso do hipoclorito de sédio no branqueamento

- Otimizag&o do tratamento anti traga (atingir 98% eficiéncia)

Substancias
quimicas

- Caracterizagdo das diferentes correntes de aguas residuais provenientes do processo

- Tratamento na fonte de aguas residuais concentradas contendo compostos pouco biodegradaveis
Tratamento - Tratamento anaerdbico para remocao de cor (corantes azo) antes do tratamento aerébio
de efluentes - Tratamento biolégico do efluente (no local ou numa unidade municipal)

- Utilizac&o de tratamentos terciérios apds o tratamento bioldgico (e.g. carvéo ativado)

- Adocgao de vias de reciclagem apropriadas para a lama proveniente dos tratamentos biol6gicos

Por observacdo da Tabela 2.7 é de realgar o enfase na importancia da reducgdo e
reutilizacdo da agua do processo, bem como a promocdo do tratamento bioloégico dos
efluentes, apoiado a cabeca pela escolha de substéncias quimicas mais biodegradaveis
para utilizagio no processo fabril. E de realcar que devido a estas medidas de poupanca de
agua, os efluentes téxteis produzidos sdo cada vez mais concentrados, sendo necessario

desenvolver tratamentos biol6gicos robustos capazes de os despoluir.

Em Portugal, a descarga de efluentes téxteis no meio hidrico esta sujeita a obtencao de uma

licenca emitida pela Agéncia Portuguesa do Ambiente - Administragcdo de Regido
Hidrogréfica (APA-ARH) que define as condi¢Bes de descarga, ou seja, os valores limites de
emissdo (VLE) para os diferentes parametros. Os VLE seguem normalmente os valores
definidos no Anexo XVIII do Decreto- Lei 238/98 para a descarga de aguas residuais e/ou a
Portaria 423/97, de 25 de Junho relativa as normas de descarga para as industrias do sector
téxtil (menos exigente). No entanto, por exemplo na bacia hidrografica do vale do Ave,
alguns VLE sdo mais baixos que os definidos no Decreto-Lei 236/98, e o Despacho
27286/2004 (22 série) de 30 de Dezembro determina que as empresas ai localizadas tém de
cumprir os limites estipulados pelo sistema integrado de despoluicdo do vale do Ave
(SIDVA) (Citeve, 2012). Na Tabela 2.8 encontram-se os VLE para alguns parametros

referidos no normativo aqui referenciado.

Para a descarga de efluentes téxteis em coletor de esgotos a empresa tem de possuir uma
autorizacdo emitida pela entidade gestora do sistema de tratamento, que é a responsavel
por definir os VLE aplicaveis. Muitos dos VLE sao superiores aos definidos no Anexo XVIII

do Decreto-Lei 238/98 (normas gerais de descarga de aguas residuais) em especial no que
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respeita aos valores de pH, caréncia bioquimica de oxigénio aos 5 dias (CBOs), caréncia
quimica de oxigénio (COD), sélidos suspensos totais (TSS), azoto e fosforo, visto que o
efluente ainda vai sofrer tratamento, mas relativamente aos metais os valores sdo iguais,
sendo uma das maiores exceg¢des o cromio hexavalente, para o qual é permitido um valor

de 2,0 mg/L contra apenas 0,1 mg/L na horma geral de descarga.

Tabela 2.8 Valores limite de emisséo (VLE) ou valores maximos admissiveis (VMA) para a descarga
de efluentes téxteis no meio hidrico e em coletor municipal em Portugal.

Descarga no meio hidrico Descarga em coletor

Parametro Dec. Lei 236/98 Portaria 423/97 Vale do Ave ") Vale do Ave

Anexo XVIII Estiagem Normal SIDVA
pH 6,0-9,0 55-9,0 6,0-9,0 6,0-9,0 55-95
Temp. (°C) Aumento de 3°C 65°C
CBOs (mg/L Oy) 40 100 15 25 500
COD (mg/L Oy) 150 250 100 125 2000
TSS (mg/L) 60 30 35 1000
Condutiv. (mS/Cm) 3
Az0tOror (MY/L N) 15 (**)
Foésfororoa (Mg/L P) 10
Cor Néo_vig’vel na Néo_vi~5|’vel na

diluicdo 1:20 diluicdo 1:40

(*) adaptado de Citeve, 2012; (**) apenas € definido valor para o azoto amoniacal com um VMA de 100 mg/L NH4

Na Tabela 2.8 também é possivel encontrar os VLE relativamente a descarga em coletor no
vale do Ave (SIDVA), que define limites para cinco parametros (pH, temperatura, CBOs,
COD e TSS). De realcar que as industrias téxteis pagam uma tarifa mensal relativa a
descarga de aguas residuais industriais nos sistemas de drenagem e intercetores, calculada
com base nos valores de TSS, na concentracdo média de matérias oxidaveis (CBOs, COD)
e na concentracdo média de substancias inibidoras e téxicas (SIT), que inclui metais
pesados, arsénio, cianeto e fendis. Esta tarifa promove uma maior reutilizacdo da agua e
implementacéo de sistemas de pré-tratamento nas empresas, para que o valor a pagar seja

reduzido.

Nos subcapitulos seguintes serdo abordadas as varias tecnologias existentes para o

tratamento dos efluentes téxteis, com especial enfase no tratamento bioldgico.
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2.4 Remocao de corantes azo de efluentes de industrias téxteis

2.4.1 Introducdo

Apesar de a tendéncia na industria téxtil ser a crescente reutilizacéo in loco da agua residual
nas diversas etapas do processo, havera sempre um efluente final com cor, que necessita
de um tratamento apropriado de forma a poder ser descarregado no meio hidrico sem

causar efeitos negativos, dando cumprimento as normas aplicaveis.

A remocdo de cor das aguas residuais pode ser efetuada por varios processos fisico-
quimicos e biol6gicos que podem ser aplicados no pré-tratamento (antes da descarga em
coletor), ou no tratamento primario, secundéario ou de afinacdo (pos-tratamento) realizado

antes da descarga em meio hidrico.

2.4.2 Processos fisico-quimicos

Os processos de filtracdo com membranas utilizados para o tratamento de efluentes téxteis
sdo maioritariamente a nanofiltracdo e a osmose inversa. Estes processos sao
especialmente Uteis quando aplicados diretamente a saida do processo de tingimento,
permitindo a reutilizagdo dos corantes retidos (com excecdo dos reativos) e de outros
auxiliares quimicos, bem como da agua purificada recolhida no filtrado. As maiores
desvantagens dos meétodos de filtracdo com membranas sdo o investimento elevado,
problemas de colmatacdo das membranas e, no caso da sua aplicacdo ao efluente final, a
necessidade de tratamento posterior do concentrado (Robinson et al. 2001, dos Santos et al.
2007). A ultrafiltracdo nao é efetiva para a remocédo de moléculas de corantes, mas permite
a eliminagdo de macromoléculas, podendo ser usada como pré-tratamento para a osmose

inversa (Babu et al. 2007).

Os métodos de adsorgcdo também sdo utilizados para a remogéo de corantes de aguas
residuais, sendo os critérios para a sua escolha a afinidade para com os compostos a
remover e a possibilidade da regeneracao dos adsorventes (Karcher et al. 2001, dos Santos
et al. 2007). O mais utilizado é o carvao ativado, que tem como desvantagens o preco
elevado e a perda de 10 a 15% da sua massa no processo de regeneracdo, o qual &
realizado offsite. Babu et al. (2007) indicam que ndo é possivel utilizar o carvdo ativado sem
um pré-tratamento ao efluente, devido ao rapido entupimento dos canais de escoamento do
leito de carvdo provocado por sélidos suspensos residuais. Dai que este processo s possa
normalmente ser usado em combinagdo com uma etapa de coagulagéo-floculacdo ou de

tratamento bioldgico. Tém sido estudados outros adsorventes de baixo custo tais como turfa,

Ana Tavares da Mata, 2015 26



BIORREATORES DE GRANULOS AEROBIOS
PARA TRATAMENTO DE AGUAS RESIDUAIS TEXTEIS

argila bentonitica, cinzas, madeira laminada, macarocas de milho e casca de arroz, que
podem ser economicamente atrativos quando comparados com o carvdo ativado, mas a
eficiéncia destes materiais varia com o tipo de corante (Robinson et al. 2001, dos Santos et
al. 2007). Em Portugal um subproduto da industria alimentar, o residuo de gréos de cevada
oriundo da industria cervejeira, também foi estudado como adsorvente de corantes azo
(Pedro Silva et al. 2004).

Com processos de permuta iénica consegue-se uma boa remocado de corantes soluveis,

tanto aniénicos como catibnicos, mas a sua maior desvantagem € o custo e a dificil
regeneracgao das resinas (Robinson et al. 2001, dos Santos et al. 2007).

No geral, os processos fisico-quimicos acima descritos tém a vantagem de remover o
corante sem formar outros produtos potencialmente perigosos. No entanto, a sua
desvantagem € a necessidade do tratamento posterior dos concentrados gerados ou a

regeneracgdo e deposicdo final dos adsorventes contaminados.

A coagulacado-floculagdo € um processo fisico-quimico dos mais utilizados para as aguas
residuais téxteis. Os agentes coagulantes mais empregues sao sais de ferro e policloreto de
aluminio, e os flocos formados sé@o separados por filtracdo ou sedimentagéo, podendo ainda
ser adicionado um polieletrolito com acgéo floculante para melhorar a sedimentagdo. No
entanto, este método é eficaz por exemplo para os corantes dispersivos, mas nao o é para
os corantes &cidos, diretos e reativos (Vandevivere et al. 1998, dos Santos et al. 2007)

reduzindo bastante o seu campo de aplicagéo.

Os processos avancados de oxidacdo (AOP) envolvem o uso de um agente oxidante
como o0 ozono (Os), ou peréxido de hidrogénio (H202) para converter os corantes a produtos
menos nocivos. Estes processos consistem na aplicacdo destes oxidantes juntamente com
catalisadores (Fe?*, Mn?*, TiO2) e/ou uma fonte de radiacdo UV (lampadas ou exposicédo
solar) produzindo uma quantidade elevada de radicais hidroxilo (HO*), que sao os principais
agentes de oxidagao dos corantes (Solis et al. 2012).

Destes agentes, 0 o0zono € o mais amplamente utilizado devido a sua elevada reatividade
(potencial de oxidacdo 2,07 V comparado com o valor de 1,78 V de H;0;) e usualmente
obtém-se um boa remoc¢éo de cor mesmo a baixas dosagens (Robinson et al. 2001, Alaton
et al. 2002, dos Santos et al. 2007, Solis et al. 2012). O ozono pode reagir diretamente com
as moléculas de corante para além da sua acdo via radicais hidroxilo, HO+ (potencial de
oxidacdo de 2,8 V, Solis et al. 2012). A dosagem aplicada depende da cor e da carga
organica a ser removida, e este processo tem a vantagem de nao produzir residuos ou
lamas (Robinson et al. 2001). As desvantagens do processo de ozonizagdo Sao 0 seu
elevado custo devido ao reduzido tempo de meia vida do ozono, e o facto de ndo ser
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eficiente para corantes dispersivos ou insolUveis em agua (dos Santos et al. 2007). Outros
autores (Solis et al. 2012), indicam que a ozonizagdo tem sido usada com sucesso em

conjunto com tratamentos bioldgicos, quer como pré-tratamento quer como pés-tratamento.

A reacdo de Fenton (H.O. com Fe?* como catalisador) é utilizada para tratar aguas
residuais industriais resistentes a degradacéo bioldgica e pode ser aplicada aos efluentes
téxteis. O peroxido de hidrogénio é adicionado a agua residual a tratar, previamente
acidificada e doseada com ides Fe?*, gerando radicais hidroxilo. No final do tratamento é
necessario neutralizar a mistura reacional, e esta elevacdo do valor de pH provoca a
formacédo de hidréxidos de ferro, que precipitam formando lamas. As maiores desvantagens
deste método sdo, assim, a formacao de quantidades elevadas de lamas, as necessidades
de ajustes do pH no efluente a tratar e a complexidade dos fendmenos envolvidos, limitando
a sua reprodutibilidade (Robinson et al. 2001, Solis et al. 2012). Em termos de custo é um
método relativamente barato comparado com a o0zonizacao e apresenta eficiéncias elevadas
de remocéo de cor e COD (dos Santos et al. 2007). A variante denominada foto-Fenton
consiste na promocgdo da reagcdo de Fenton utilizando irradiagdo com luz ultravioleta
(H202/Fe?*/UV) e favorece o rendimento e a cinética da degradacdo de muitos compostos
refratarios, pois € introduzida uma nova fonte de radicais hidroxilo pela fot6lise do complexo
Fe(OH)?*. Esta fotdlise por sua vez também regenera os ides Fe?", diminuindo
drasticamente o consumo de reagentes no processo (Goi e Trapido 2002). Solis et al. (2012)
indicam que estes processos tipo Fenton e foto-Fenton tém também sido utilizados como
pré-tratamento em combinacdo com tratamentos biolégicos, obtendo-se uma eficiente

remocéo de cor e COD.

Airradiacdo com luz UV, para degradacao fotoquimica de compostos organicos em aguas
residuais, tem sido estudada em combinagdo com o agente oxidante H.O. e o catalisador
TiO,, para a descoloracdo de corantes azo e baseia-se na formacdo de dois radicais
hidroxilo por cada molécula de H»O.. O sistema UV/H.O, tem a vantagem econdmica de nao
requerer elevado investimento inicial e ndo gerar lamas residuais. A principal desvantagem
reflete-se nos custos operacionais devido ao elevado consumo de energia. A combinacéo
deste processo com um tratamento biolégico pode ser a solucdo para baixar o seu custo
(Solis et al. 2012). Apesar de tudo, num estudo comparativo com a 0zonizacao concluiu-se
que este sistema UV/H>O, tem custos menores que a ozonizagado (dos Santos et al. 2007).
Os métodos UV baseados na presenca de diferentes oxidantes e do catalisador TiO:
também demonstraram uma eficiéncia alta de remocdo de cor. Foram investigadas
diferentes combina¢cbes, nomeadamente, Os/TiO,, Os/TiO2/H,O, e TiO2/H.O,, mas os
resultados revelaram-se muito dependentes do tipo de corante, concentragbes de corante e

agentes de tratamento e pH. Ultimamente a utilizacdo da radiacéo solar em substituicdo da
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irradiacdo com lampadas UV tem também atraido as atencbes dos investigadores (dos
Santos et al. 2007).

A oxidacao eletroquimica tem também sido aplicada na remocédo de compostos organicos
de aguas residuais. Utilizam-se elétrodos imersos no liquido, através dos quais a corrente
elétrica aplicada induz reacdes redox resultando na conversao quase total da carga organica
a CO; e Hx0 (Solis et al. 2012). Praticamente ndo existe consumo de reagentes (Robinson
et al. 2001). As desvantagens desta tecnologia sdo os custos de energia, devido ao elevado
potencial que é preciso aplicar, e a sensibilidade do processo ao pH. A formacéo de
compostos organoclorados devido a presenca de NaCl nas aguas € outra desvantagem.
Métodos eletroquimicos combinados com o tratamento biolégico demonstraram poder
produzir bons resultados (Solis et al. 2012). Carvalho et al. (2007), por exemplo, estudaram
com sucesso a aplicagdo do método eletroquimico como poés-tratamento para a remogéo de

metabolitos de reducdo de corantes de corantes azo.

Assim, os métodos de tratamento fisico-quimicos podem ser efetivos na remocgdo ou
destruicao de corantes azo mas no geral envolvem procedimentos complicados e o custo é
elevado. Para tratar grandes volumes de efluente téxtil a um custo mais baixo, a alternativa
preferivel &€ usar uma combinagéo destes métodos com o tratamento biologico (Pearce et al.
2003) (ver item 2.4.4).

2.4.3 Remocéo bioldgica de corantes azo

2.4.3.1 Visao Geral

As possibilidades de processos biolégicos para remocao de corante de efluentes industriais
incluem tratamentos com enzimas, bactérias, fungos e algas. Os mais utilizados e
investigados sdo os tratamentos com bactérias. A biodegradacdo pode ocorrer em
condicdes aerdbias, anaerdbias e andxicas, ou em processos de tratamento combinados de

forma integrada ou sequencial.

Dos vérios processos correntemente aplicados ao tratamento dos efluentes téxteis, os
processos biologicos por lamas ativadas tém sido os mais utilizados, devido a larga

experiencia acumulada sobre este processo a sua eficiéncia e o0 seu baixo custo.

Dentro dos processos biol6gicos, os mecanismos de remocado de corantes podem incluir a
adsorcdo (bioadsorcdo) e a biodegradacdo. A biodegradacdo pode ser parcial, desde a

simples quebra da molécula de corante por reducédo da ligacdo azo e formacao das aminas
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correspondentes (compostos sem cor) até a formacgéo de intermediarios mais oxidados, ou

total, com a mineralizacdo completa dos metabolitos.

Pearce et al. (2003) indicam que a utilizacdo de enzimas na remoc¢do de cor em aguas
residuais contendo corantes ndo € economicamente sustentavel devido aos custos
associados a purificacdo destes biocatalisadores e pelo facto de frequentemente a
degradacdo s6 ser efetiva se efetuada por um grupo de enzimas que acuam
sequencialmente, o que leva a dificuldades na reconstrucdo deste processo utilizando
enzimas puras. Por outro lado, a utilizacdo dos sistemas enzimaticos dentro de células
inteiras, vidveis ou em laténcia, oferece protecdo as enzimas em ambientes agressivos (pH,

inibidores) como os encontrados em tratamento de aguas residuais industriais.

Foram identificadas em bactérias, leveduras e algas varias enzimas que reduzem a ligacéo
azo, especificamente, redutases dependentes de FMN, redutases dependentes de NADH e
redutases dependentes de NADH-DCIP (DCIP:diclorofenol indofenol) (DCIP:diclorofenol
indofenol) (Solis et al. 2012).

A degradacgdo oxidativa de corantes azo pode ser catalisada por peroxidases e lacases.
Estas oxidases sao produzidas por fungos filamentosos, bactérias e leveduras. As lacases
tém potencial para a biorremediacdo devido a ndo necessitarem de cofatores e poderem
utilizar o O, como aceitador final de eletrdes (Solis et al., 2012), enquanto as peroxidases
requerem a adicdo de H>O, ao meio reacional. Os substratos oxidados incluem um largo
espectro de compostos organicos, especialmente os aromaticos, bem como alguns
compostos inorganicos, através de mecanismos complexos envolvendo radicais livres
(Morozova et al. 2007).

Os estudos de leveduras na descoloragdo de corantes ainda ndo estdo muito
desenvolvidos e os que ja foram reportados focam-se mais na bioadsorcéo (Saratale et al.,
2011). A biodegradacdo de corantes estd associada ao crescimento e ao metabolismo
primario das leveduras e requer uma fonte de carbono e de energia facilmente metabolizavel
como por exemplo a glucose (Solis et al. 2012). O valor de pH influencia muito o processo
de biodescoloracdo. Por exemplo, a levedura Trichosporon akiyoshidainum remove os
corantes por adsorcdo a um valor de pH de 2, mas a pH 7 o mecanismo de eliminacdo
principal é a biodegradacgéo (Solis et al. 2012). A degradagédo de corantes por leveduras
pode ser realizada em condi¢cbes aerdbias ou anaerdbias, no entanto em 12 trabalhos
referidos por Solis et al. (2012), dos cinco em que o processo de descoloracdo foi
identificado como biodegradacao, apenas um foi realizado em condic6es anaerdbias. Em

ambos os casos as eficiéncias de remocao sao elevadas, em média acima dos 90%. Uma
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das espécies mais utilizadas tanto nos estudos de bioadsor¢cdo como de degradacdo é a

levedura Candida tropicalis.

Foram também utilizadas algas, ndo vidveis e em crescimento ativo, em estudos de
remocao de cor de &guas residuais, em particular microalgas. Os mecanismos de
descoloracédo podem envolver bioadsorcdo, biodegradacdo ou ambas, no caso de utilizacao
de células viaveis (Solis et al. 2012). Varias espécies de Chorella e Oscillatoria séo capazes
de degradar corantes azo originando aminas intermediarias, e podem ainda metabolizar
estas aminas, resultando em compostos organicos mais simples ou na sua mineralizacédo
completa. Foi reportado que mais de 30 compostos azo foram biodegradados e
descolorizados pelas espécies acima referidas (Saratale et al. 2011). Dos sete estudos com
microalgas reportados por Solis et al. (2012), em quatro, a remoc¢do foi obtida por
bioabsor¢éo e em 3 por biodegradacdo. O tratamento com microalgas pode vir a ser uma
opcdo no futuro, especialmente devido ao baixo custo do seu cultivo em condigcbes
fotoautotroficas, obtendo a sua energia da luz solar e utilizando carbono inorganico para
crescimento (Solis et al. 2012). Em locais longe dos centros urbanos em que o valor dos
terrenos € baixo, as lagoas de maturagcdo com desenvolvimento de microalgas podem ser

uma opgao para a afinacdo ou poés-tratamento de efluentes téxteis.

De acordo com Solis et al. (2012) a capacidade dos fungos filamentosos para oxidar
corantes azo esta relacionada com a atuacdo de exoenzimas tais como as peroxidases e
fenol oxidases, tendo-se observado para varios corantes uma completa mineralizagédo, nao
havendo neste caso acumulacdo de intermediarios potencialmente nefastos. Dentro das
fenol oxidases foi identificada a atuagéo de tirosinases e lacases (Duran e Esposito 2000,
dos Santos et al. 2007, Solis et al. 2012).

Solis et al. (2012) identificam 31 estudos com a utilizacdo de fungos filamentosos para a
degradacdo de corantes, com eficiéncias de remocao de cor proximas de 90%. Nestes
estudos os fungos mais utilizados foram Trametes versicolor, que € um fungo da podridao
branca da madeira, Phanerochaete chrysosporium e Aspergillus niger. Em 3 dos estudos o
processo estudado foi exclusivamente a bioadsorcdo e noutros 11 incluiu também a

bioadsor¢éo, para além da biodegradacéo.

No entanto de acordo com Stolz (2001), a utilizagéo a escala real de fungos lenholiticos para
o tratamento de aguas residuais levanta sérios problemas. Os biorreatores de estacfes de
tratamento de aguas residuais (ETAR) ndao sdo um habitat natural para os fungos, as
enzimas lenholiticas apenas atuam quando as concentracdes de C e N biodisponiveis
atingem valores muito reduzidos, a velocidade de degradacgéo é baixa (por exemplo, 50 a

150 mg/L de corante necessitam de 5-10 dias para a sua biodegradacao), a reacao é
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inespecifica, o que em aguas residuais industriais complexas faz com que outros compostos
oxidaveis por esta via entrem em competicdo com os corantes, e as peroxidases lenholiticas
atuam sobretudo numa gama de pH &cida (4.5-5), que inibe a atuacdo de outros

microrganismos Uteis para o tratamento dos efluentes.

As bactérias sado os microrganismos mais frequentemente utilizados para a remediac¢éo dos
efluentes téxteis, pois sdo de crescimento rapido e adaptam-se eficientemente a uma larga
gama de condi¢des de tratamento, aerdbias, anaerdbias e facultativas (Solis et al. 2012). A
degradacdo de corantes azo € geralmente realizada por culturas mistas e muitos autores
indicam que as eficiéncias de biodegradacao e mineralizacdo sao favorecidas por atividades
co-metabolicas entre comunidades microbianas. No entanto o estudo da degradacdo de
corantes por culturas bacterianas puras tem sido efetuado por varios investigadores
possibilitando o exame detalhado dos aspetos bioquimicos e de biologia molecular
envolvidos (Pearce et al., 2003). O uso de bactérias em eliminacdo de corantes é abordado

em mais pormenor nas secgdes seguintes.

2.4.3.2 Degradacédo de corantes por bactérias em condi¢gdes aerdbias

Os corantes azo séo geralmente resistentes a descoloracdo por bactérias em meio aerobio
(Pearce et al. 2003, dos Santos et al. 2007, Solis et. al 2012). A presenca de oxigénio
usualmente inibe a atividade de reducao da ligacdo azo provavelmente porque o oxigénio €
um aceitador de eletrdes mais efetivo, tendo preferéncia na captacdo de equivalentes
redutores (dos Santos et al. 2007; Solis et al. 2012). No entanto, existem alguns casos
reportados de degradacdo aerdbia de corantes envolvendo as bactérias Geobacillus
stearothermophilus, Listeria sp., Sphingomonas paucimobilis, Micrococcus sp., Bacillus sp. e
cereus, Pseudomas sp., e Staphylococcus arlettae, sendo que a maioria foi isolada de
aguas residuais téxteis ou solos contaminados (Evangelista-Barreto et al. 2009, Solis et al.
2012). Também foram publicados alguns estudos em que foram utilizadas culturas mistas
(lamas ativadas) para a remocao de cor em aerobiose (Buitron et al. 2004). A adaptagéo
destes microrganismos para este efeito envolve um longo periodo de crescimento aerobio
da cultura em presenca do corante. Alguns autores consideram que estas bactérias
sintetizam azorredutases especificas com capacidade para reduzir a ligagdo azo na

presenca de oxigénio (Stolz 2001, Pearce et al. 2003).
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2.4.3.3 Degradacédo de corantes por bactérias em condi¢g8es anaerobia

s

A reducdo anaerbbia de corantes azo é 0 processo biolégico mais utilizado para a
descoloracdo de aguas residuais téxteis. Este mecanismo de clivagem redutiva da ligacao
azo na auséncia de oxigénio é considerado como inespecifico relativamente aos
microrganismos envolvidos e aos corantes degradados (Stolz 2001). Na seccdo 2.4.5 os
mecanismos desta via de descoloracdo sdo abordados com mais pormenor. Apesar da
reducao de corantes azo poder ser obtida por diferentes microrganismos, nao esta reportada
até a data nenhuma espécie que consiga degradar todos os corantes azo testados nos
respetivos estudos. Assim, a utilizacdo de culturas mistas parece ser uma escolha mais
promissora (dos Santos et al. 2007), e ha de facto muitos estudos publicados que utilizam

culturas mistas, em condi¢des anaerdbias estritas, para a degradacao de corantes.

Na Tabela 2.9 séo listados alguns estudos de remoc¢do de corantes azo realizados em
condi¢cdes anaerdbias com culturas puras e com culturas mistas como lamas anaerdbias
floculentas, lamas anaerdbias granulares e lamas ativadas. A necessidade da presenca de
um co-substrato como dador de eletrdes foi demonstrada, por exemplo, no estudo de Bras
et. al (2001) em que este devia estar presente a um nivel de COD > 300 mg O2/L para uma

remocéo de cor eficiente.

A biorreducdo de corantes azo em condi¢Bes anaerdbias € normalmente efetiva na remocao
de cor da agua residual, pois as aminas formadas sdo geralmente incolores. Algumas
aminas substituidas como o caso das hidroxilaminas e carboxilaminas podem ainda conferir
cor (Razo-Flores et al, 1997). A maioria das aminas é resistente a degradacdo por via
anaerobia o que pode ser atribuido aos grupos dadores de eletrdes presentes na estrutura
(grupos amino) (Field et al. 1995, Lourenco 2003). Dai que, na literatura cientifica seja
frequentemente proposto um processo de tratamento biolégico com duas etapas, uma
anaerObia e outra aerdbia, esta Ultima com vista a biodegradacao das aminas formadas

(Lourenco et al. 2001, van der Zee e Villaverde 2005).
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Tabela 2.9 Exemplo de estudos de remocéo de corantes azo realizada com culturas bacterianas em
condicdes anaerdbias (os dados adaptados de Pearce et al. 2003 estao referenciados com [1]; dos
Santos et al. 2007 com [2]; e Solis et al. 2012 com [3]).

Microrganismos Corantes estudados Resultados e observagdes (F:\’i(;feren-
Rhodopseudomas Reactive Red 195; Reactive Red 2; Tempos de reaccdo: 36-100 h  Solis et al.
Culturas palustris; Halomonas Methyl Orange; Methyl Red, Orange  Eficiéncias de descoloragéo: (2012)
puras variabilis e Halomonas G, Amaranth, Orange Il, Direct Blue 71-100%
glacie; Klebsiella 15, Sudan Il e IV
oxytoca; Lactobacillus
acidophilus e
Lactobacullus
fermentum
Proteus vulgaris; Corantes alimentares; Amaranto, Tempos de reacdo: 50 mina 8 Pearce et
Bacteroides fragilis; Orange I, tartrazina; Amaranto, h al. (2003)
Clostridium perfrigens;  Orange Il, 4-hidroxiazobenzeno, Eficiéncias de descoloragéo:
Desulfovibrio tartrazina, alaranjado de metilo, 4- 20-100%
desulfuricans; aminobenzeno; Reactive Orange 96;  Eficiéncia de descoloragédo
Pseudomas luteola; Reactive Red 22; Corantes azo depende do potencial redox
reativos, corantes azo diretos e do corante;
corantes usados em couro (peles). Testada a presenga de
sulfureto;
Referida uma taxa de
descoloracéo de 86 mg/(L.h)
Sphingomonas Acid Red 27; Acid Orange 20; Acid Referidas atividades de Santos et
xenophaga BN6 Orange 7; Acid Red 14; Acid Yellow  descloragédo de 0,1-0,3 al. (2007)
23; Acid Black 1 pmol/(min.g)
Bactérias anaer6bias Varios corantes reativos azo e diazo  Tempo de reacgdo: 48 h [1] Banat et
Lamas termofilicas Eficiéncias de descoloracéo: al. (1996)
anaerdbias 68-84%
Bactérias C.I. Acid Orange 7 Eficiéncias de descoloragéo: [1] Brés et
metanogénicas e até 94%. al. (2001)
cultura mista Eficiéncia de remocé&o de cor
maior em cultura mista do que
em cultura metanogénica,
e < 40% na auséncia de co-
substrato (glucose)
Cultura mista Corantes reactivos Observou-se descoloragéo [1] Carliell
anaerdbia etal
(1994)
Cultura mista Vermelho de metilo; Acid Orange 6; Tempo de reacéo: 20 dias [3] Yemas-
anaerdbia Acid Orange 7; Alaranjado de metilo  Eficiéncias de descoloragao: hova et al.
100% (2009)
CondigGes mesofilicas  Acid Orange 7; Acid Red 266; Acid Eficiéncias de descoloracéo: [2] Van der
Lamas Yellow 137 e 159; Basic Red 23; 73-100% Zee et al.
granulares Direct Black 19; Direct Blue 53 e 71; (2001b)
anaerdbias Direct Red 79 e 81; Direct Yellow 4,
12 e 50; Mordant Orange 1; Mordant
Yellow 10; Reactive Black 5;
Reactive Orange 14 e 16; reactive
Red 2 e 4; Reactive Yellow 2
CondigBes mesofilicas  Reactive Red 235; Reactive Blue Eficiéncias de descoloracéo: [2] Willets
235; Reactive Yellow 168 100% e Ashbolt
(2000)
CondigGes mesofilicas ~ Mordant Blue 13 e Black 9; Basic Eficiéncias de descoloracéo: [2] Brown e
Red 18; Acid Yellow 151; Direct Red  51-94% Laboreur
7; Acid Red 114; Direct Blue 15 e (1983b)
Yellow 12; Reactive Black 81; Acid
Blue 113; Direct Black 19 e 22
Condi¢Bes mesofilicas  Acid Orange 7 Tempo de reacéo: 48 h Goncalves
e termofilicas Eficiéncias de descoloracéo: etal.
(lamas aclimatadas) 87-91% (2009)
Culturas mistas Reactive Red 3.1 Referidas taxas de Bromley-
Lamas provenientes de descoloracéo de 20-30 Challenor
Ativadas estacOes de mg/(L.h) etal.
tratamento (2000)
Cultura mista Orange Il Eficiéncia de descoloracéo: Ong et al.
proveniente de um 80% (2005)
SBR laboratorial
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2.4.3.4 Degradacdo de corantes por bactérias em sistemas anaerobios/aerobios

Os sistemas anaerdbios/aerobios parecem ser a proposta mais adequada para o tratamento
biolégico de efluentes téxteis contendo corantes azo, pois como referido anteriormente,
podem permitir a biodegracdo e mineralizacdo na fase aerébia das aminas incolores
formadas na fase anaerdbia (Lourenco et al. 2001, van der Zee e Villaverde 2005, Isik e
Sponza 2008). As fases anaerbbia e aerébia podem ocorrer em reatores separados (em
sistemas continuos ou descontinuos) ou no mesmo reator (sistemas continuos ou

descontinuos).

Para os sistemas anaerobios/aerébios em reatores separados ha muitas combinacdes

propostas. Alguns exemplos:

* Reator de leito fluidizado anaerdbio seguido de um reator de lamas ativadas; para os
corantes Acid Orange 7, 8, 10 e Acid Red 14 foi reportada uma boa eficiéncia de remogéo
de cor mas ndo houve mineralizacdo das aminas aromaticas formadas (Seshadri et al.
1994);

* Reator de manto de lamas anaerdbias granulares de fluxo ascendente (UASB) seguido de
um reator de lamas ativadas; foi reportada uma eficiéncia de remocao de cor acima de 70%

mas a mineralizacdo das aminas aromaticas nédo foi estudada (O'Neill et al. 2000);

*+ UASB anaer6bio com lamas granulares seguido de um reator de lamas ativadas
completamente agitado (CSTR); os autores obtiveram uma boa eficiéncia de remocao de cor
e indicam um elevado grau de mineralizacdo das aminas, tendo o teor de aminas sido
determinado por colorimetria apds reacdo com 4-dimetilamino benzaldeido (Isik e Sponza
2004, 2008);

* Biofiltro anaerdbio seguido de biofiltro aerébio; foram obtidas eficiéncias de 98% de

remocao de cor e de 65% de remocao de aminas (Cruz e Buitron 2001);

» Reator anaerébio SBR seguido de um moving bed sequencing batch biofilm reator aerébio
(MB-SBBR); observou-se uma eficiéncia de remocao de 98% do corante Acid Red 18, e de
80% para as aminas formadas na fase anaerébia (sendo uma delas a 4-amino-1-naftaleno-
sulfonato, 4A1NS); o teor de aminas foi seguido por HPLC e verificou-se um desvio dos
picos cromatograficos para menores tempos de retencédo e uma reducdo da sua area, mas

ndo o seu desaparecimento completo (Koupaie et al. 2012);

* Reator anaerobio SBR seguido de um reator aerébio de membrana (MBR); observaram-se
eficiéncias de remocgéo de cor de 76,5% e 11% em cada etapa, respetivamente (88% no

total), com formacéo de aminas na fase anaerbbia e a sua mineralizagdo na fase aerdbia

Ana Tavares da Mata, 2015 35



BIORREATORES DE GRANULOS AEROBIOS
PARA TRATAMENTO DE AGUAS RESIDUAIS TEXTEIS

(eficiéncia de remocao de 62%, quantificada por leitura da absorvéncia a 266 nm) (You et al.
2010).

Relativamente a sistemas anaerdbios/aerébios no mesmo reator operados em continuo,
Gonzalez-Martinez et al. (2010) utilizaram como reator um biofiltro arejado e o corante
estudado, Direct Blue 2 (50 mg/L), foi adicionado a agua residual doméstica. Obteve-se uma
boa eficiéncia de remoc¢ao de COD, e uma remoc¢ao de cor de 61% no regime de arejamento
combinado (parte inferior do biofiltro anaerdbia e parte superior aerébia) e de 45%, no

regime de arejamento alternado (12h/12h).

De facto, para sistemas anaerdbios/aerobios no mesmo reator, a maioria dos estudos

centra-se em sistemas descontinuos, mais especificamente em reatores sequenciais
descontinuos (SBR) cujos estudos encontrados na bibliografia sdo resumidos na Tabela
2.10.

Observa-se que no geral para estes sistemas combinados anaerdbios/aerébios a remogéo
de cor é eficiente, com indicacdo dos autores de que esta se da, quase na totalidade,

durante a fase anaerdbia.

No entanto, a subsequente mineralizacdo na fase aerdbia das aminas resultantes € ainda
um assunto que necessita de maior atengcao pois os resultados sdo pouco conclusivos. Por
exemplo, observando a Tabela 2.10 verifica-se que ha autores que nao estudaram este
aspeto, outros que indicam uma mineralizacdo apenas parcial, e ainda outros que indicam
gue esta ndo ocorre, havendo apenas interconversdo de metabolitos. Dos métodos
utilizados para a quantificacdo e identificacdo de metabolitos nos estudos que abordam a
mineralizacdo das aminas, a cromatografia HPLC parecer ser o mais fidedigno, embora as
conclusbes que proporcionam devam ser encaradas com cuidado. Pode ocorrer
desaparecimento dos picos correspondentes as aminas, 0 que indicaria a sua
mineralizacdo, mas o aparecimento de novos picos nao identificados pode indicar a sua
conversao em outros metabolitos. Por exemplo, foi ja reportado que algumas aminas
aromaticas, quando na presenca de oxigénio, ou seja, durante a fase aerdbia, podem sofrer
autoxidacdo e os produtos resultantes podem ainda formar estruturas oligoméricas e/ou
poliméricas (Field et al. 1995, Kudlich et al. 1997). Estes novos produtos podem ou n&o

apresentar picos nos cromatogramas HPLC, dependendo das condi¢des da analise.

Por exemplo, dois estudos publicados (Lourenco et al. 2001, Cinar et al. 2008) abordaram a
biodegragdo do mesmo corante, Remazol Brilliant Violet 5R, em condi¢des semelhantes,
tendo indicado resultados diferentes. Num caso observou-se a transformacdo dum dos
metabolitos (amina benzénica) noutro metabolito e a persisténcia, na fase aerdbia, do outro
metabolito (amina naftalénica), enquanto o estudo mais recente reporta a mineralizacdo da
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amina benzénica e a dificuldade de mineralizacdo da amina naftalénica. Ou seja, em ambos

os estudos o pico cromatografico da amina benzénica desapareceu de amostras colhidas

apoés a etapa aerobia, mas fica a davida se a mineralizacdo reportada por Cinar et al. (2008)

foi efetiva ou se corresponde apenas a uma transformacéo noutro composto.

Tabela 2.10 — Exemplos de trabalhos publicados abordando o tratamento de corantes azo em reator
sequencial descontinuo (SBR) com etapas anaerdbia e aerdbia.

Duragao das

Eficiéncia de

Teor inicial de

COD (mg OJ/L) e

. fases Corante descoloracéo = Destino das
In6culo s S % de remocé&o ) —
anaerobia/ (mg/L iniciais) e outras icl aminas Referéncia
aerdbia observagdes* ho ciclo
anaerobia / total
13h/8h Remazol Brilliant (750) Detetadas
Lamas ciclo de 24h Violet 5R 90% ; IL=15d 10 /70 (HPLC) e ndo
Ativadas (90) 30%; IL=10d 30/80 mineralizadas  Lourenco et
(ETAR 11h/ 10h Remazol Black B 75% ; IL=15d (750) Nao al. (2001)
Municipal) ciclo de 24h (30) 75% ; IL=20d ~45/80 analisadas
.-
Lamas 18h/5h Remazol Black B 59-77% ; (500) Né&o Panswad et
ativadas ciclo de 24h (10) IL=8d -192-97 analisadas al. (2001)
(ETAR
Municipal)
Lamas 18,5h / 0,5h Remazol Black B 95% (3500) Detetadas Shaw et al.
granulares ciclo de 24h ) -166 (espectrof.); (2002)
anaerébias mineralizacédo
(UASB) incompleta
Lamas 3d/1d Dispersive Blue 79 72-95% ) Mineralizadas
ativadas (75-100) -/- (HPLC) Melgoza et
(ETAR al. (2004)
Municipal) 21h/- Efluente téxtil real 80% O] Detetadas** ’
aclimatadas Y. (HPLC)
Lamas 8-12h / 12-8h Efluente téxtil real 65-67% (780 a 5000) Nao (Goncalves
ativadas ciclo de 24h (tingimento de 1as) 40% para =300/ 85 analisadas et al. 2005)
(reator piloto) efluente de cor Mdeduzida
aclimatadas escura
10,5h/10h Remazol Brilliant 90-99% (600) Detetadas
Lamas ciclo de 24h Violet 5R 61-75/80 (HPLC) e nao
ativadas (100) mineralizadas  Albuquerqu
(ETAR 10,5h/10h Acid Orange 7 5-10%; --- (600) Detetadas eetal
- ciclo de 24h (25) 95%; c/ adigdo 49-71/80 (HPLC)e ndo  (2005)
municipal) ; . ;
mediador mineralizadas
redox ***
Consorcio de 2-19h/ 21-4h Remazol Rot RR 95% ; > 6h de (500) Nao Kapdan e
bactérias ciclo de 23h (60) fase anaerébia 50/85 analisadas Oztekin
anaerdbias (2006)
facultativas
12h/12h Remazol Brilliant 89% (1000) Detetadas por  Cinar et al.
c . ciclo 24h Violet 5R 70/ >75 HPLC: amina (2008)
ultura mista -
(200) benzénica
(ETAR mineralizada
Industrial . ami
P (92%); amina
téxtil) -
naftalénica
n&o mineraliz.
Lamas 19h / 4h Reactive Red 195 95% ; IL=50 d (600) Né&o Farabegoli
ativadas Ciclo 24h “) 90/93 analisadas et al. (2010)
(ETAR
Municipal)
aclimatadas

(*) IL=idade de lamas em dias, (**) aminas detetadas correspondentes a s6 25% de conversao do corante, (***) antraquinona-
2,6-dissulfonato, (****) cultura mista bacteriana constituida por Alcaligenes faecalis e Comamonas acidovorans.
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2.4.4 Processos combinados fisico-quimicos e biolégicos

Devido ao custo elevado dos processos fisico-quimicos e as limitacdes dos processos
biol6gicos na sua capacidade de mineralizagéo total dos corantes, varios autores propdem
sistemas combinados para o tratamento de aguas residuais téxteis contendo corantes azo.
Na maioria dos casos 0s processos fisico-quimicos envolvem tratamentos com ozono, ou
outros processos avancados de oxidacdo (AOP) como sejam foto-Fenton ou UV/H>O,.
Relativamente ao processo biolégico foram publicados véarios estudos com culturas puras,
mas os exemplos apresentados na Tabela 2.11 s&o apenas entre os que utilizam culturas
mistas, pela sua maior relevancia em termos de aplicabilidade a sistemas industriais, como
ja discutido anteriormente. Verifica-se que em geral os AOP séo usados como pré-
tratamento na remediagdo de aguas residuais industriais (Oller et al. 2011). Na maioria dos
processos propostos para o tratamento de aguas residuais téxteis em que o pré-tratamento
€ uma oxidagdo quimica, segue-se um tratamento biologico aerdbio. A descoloracdo é
obtida por via quimica e o tratamento biolégico remove a carga organica (COD) restante, os
solidos suspensos e promove eventualmente a subsequente mineralizacdo dos produtos da
conversao do corante formados na primeira etapa. No entanto, em estudos recentes surgem
varias propostas de sistemas em que a primeira etapa é biol6gica e os AOP séo aplicados
no pés-tratamento. Aqui, o tratamento bioldégico proposto é sempre anaerébio ou
anaerobio/aerdbio, obtendo-se com este a descoloracdo e remocao de COD, e os AOP
servem para promover uma mineralizagdo mais efetiva dos metabolitos do corante que
possam subsistir, bem como a oxidacdo de outros compostos recalcitrantes. A aplicacao dos
AOP pode inclusive resultar num aumento da oxidabilidade (expressa em COD) e
biodegradabilidade (expressa em CBOs) dos produtos residuais, quando a mineralizagédo
ndo é total. Neste caso, a recirculacdo do efluente apés o AOP a etapa bioldgica pode
incrementar o grau de mineralizacdo total. Num dos estudos apresentados na Tabela 2.11,
(Lotito et al. 2012a), a ozonizacdo é aplicada a corrente do sobrenadante decantado que é

recirculada de volta a fase aerébia do biotratamento.
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Tabela 2.11 — Exemplos de estudos envolvendo o tratamento de aguas residuais téxteis contendo
corantes azo através de processos combinados fisico-quimicos e biolégicos (as referéncias
adaptadas de Solis et. al 2012, estdo referenciadas com [1]).

Processo Combinado

Condic6es do processo

Observagdes

Referéncia

Oxidag&o Quimica/ Bioldgico

Ozonizagao / Tratamento aerébio

Ozono, 30-45 mg/h. Lamas
ativadas, aerobio, 2 dias TRH

96% remocao de cor.

Van Leeuwen
et. al, (2009) [1]

Ozonizagao / Tratamento aerébio

Ozono, 1L/min, 2-60 min, pH 3-
1. Lamas aer6bias sobre
particulas de carvao ativado,
24h, pH 9.

96% remocao de cor com
ozonizag&o mas efluente téxico.
Sem toxicidade apds biolégico.

de Souza et. al
(2010) [1]

Ozonizagao / Tratamento aerébio

Ozonizacao, razéo corante/Oz =
4,5; pH 11. Tratamento por
biofiltragdo aerdbia.

30% remogdo COD com
ozonizagéo; 90% com pos-
tratamento biolégico, e 97%
remocdao de cor.

Lu et. al (2009)
(1

Foto-Fenton / Tratamento aerébio

Foto-Fenton assistido por
radiacao solar, 2-5 ppm Fe(ll),
65-225 ppm H,O,. Tratamento
biolégico aerobio.

4-30% remocao de COD com
ozonizacgéao, 27-50% com pés-
tratamento biologico.

Garcia-Montano
et al. (2008)

Fenton / Tratamento aerébio
Foto-Fenton / Tratamento aerébio

Fenton, pH=2,8, 3h.
Foto-Fenton, 1h.
TiO, 0,25-1 g/L, pH 3-7, 4h.

96-98% remocao de cor e 76-86%
de biodegradagao com pos-

Prato-Garcia et.

TiO, / Tratamento aerébio Tratamento biolégico: lamas tratamento biolégico. al, (2008) [1]
aerébias 28 dias TRH
. 89-100% remocao de cor, 1-54%
UV a254nm, 21-W, 15-60 min. remocdo de COD e aumento da Dokuzoglu e

UV/H,0; / Tratamento aerdbio

H,O, /250-1000ppm, pH 7. SBR
aerobio, ciclo 24h.

biodegradabiliadade com a
ozonizagéo.

Alkan (2010)

Biolégico / Oxidagdo Quimica

Biologico / Ozonizagéo

Tratamento biolégico ndo
especificado. Ozono, 20 mgl/L,
10 a 60 min.

10 min de ozonizag&o produzem
efluente sem toxicidade, com 40
min obtém-se um efluente quase
transparente.

Baban et al.
(2003)

Anaerobio / Eletroquimico

UASB Anaerébio

Tratamento eletroquimico com
elétrodo de diamante dopado
com boro, corrente imposta de
10 a 20 mA/cm? por 200 mL (8h)

Tratamento eletroquimico do
efluente UASB: 45-90% remocao
de COD, 44-100% remogéao
corante e 65-91% de remogé&o de
compostos aromaticos

(Carvalho et al.
2007)

Anaerobio / Foto-Fenton
Anaerobio / Ozonizagéo

Digestéo anaerobia, 27 dias
TRH*, 50°C. Foto-Fenton,
lampada preta fluorescente 6W.
Ozonizagao 1,75g/h pH 3.

Produtos da reagao anaerébia
mais toxicos que o corante inicial
e menos téxicos apds ozonizacao
(83% mineralizacéo). Foto-Fenton
nao foi eficiente.

Garcia-Montafio
et al. (2008)

Anaerobio / Foto-Fenton

Lamas em anaerobiose, 14 dias.
Foto-Fenton, lampada azul UV-

Produto final sem toxicidade, mas
autores indicam que Foto-Fenton

Jonstrup et. al

vis 18W, 1mM Fe(ll), 1 mM seguido de tratamento aerobio é (2011) [1]
H20,. mais eficiente.
A ozonizagdo como pos-
. . tratamento € necessaria para
SBR, lamas ativadas ciclo 6h c/ : :
Anaerobio/Aerdbio / Ozonizagao arejamento intermitente de 40 cumprir as normas de descarga. Kim et al.
. Remocéo de COD 60% e 90% (2011)
min. Ozono 170-250mg/L o ox
sem e com 0zonizagao,
respetivamente.
SBBGR** com ciclo 6h e .
recirculacéo da fase liquida, 1h Este tratamento _comblnado
- - N anaerobiose, 5h aerobiose. permite o cumprimento das . Lotito et al.
Anaerobio/Aerdbio / Ozonizagao . . x normas para a descarga no meio
Ozono aplicado na recircula¢éo (2012a)

a fase aerobia, 45-135 mg/L, 30-
60 min.

recetor, importante para cumprir o
parametro cor.

(*) TRH — tempo de retengao hidraulico, (**) SBBGR - sequencing batch biofilter granular reactor.
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2.4.5 Mecanismos de degradacao de corantes azo
2.4.5.1 Mecanismos de reducdo anaerdbia de corantes azo

Os investigadores Hong et al. (2007a, 2007b) demonstraram a capacidade da Shewanella
decolorationis S12 para crescer e obter energia em condi¢cdes anaerébias, utilizando varios
dadores de eletrdes como o formato, lactato, piruvato ou H, com reducédo de varios corantes

azo.

A reducédo de corantes foi testada com células viaveis, a respetiva fracdo membranar (Hong
et al. 2007a, 2007c), a fracdo peripldsmica e a fragdo citoplasmica (Hong et al. 2007a).
Apenas as células viaveis e a fracdo membranar foram capazes de reduzir os corantes azo
na presenca dos dadores de eletrdes referidos (Hong et al. 2007a, 2007b). Foi demonstrada
a relacdo estequiométrica entre o consumo de formato e a redugéo do corante azo amaranto
em termos de transferéncia de eletrées (Hong et al. 2007b). Por outro lado, Brigé et al.
(2008) demonstraram que a reducdo de corantes requere elementos chave da membrana
citoplasmética, do periplasma e da membrana exterior, mas que é independente das
enzimas citoplasmaticas. Hong et al. (2007a, 2007b) reportam que os dadores de eletrbes
acetato, propionato, salicilato, glicerol, etanol e citrato ndo foram efetivos na azorredugéo de
corantes e Brigé et al. (2008) confirmaram o mesmo para 0 acetato, citrato e glucose

utilizando a espécie Shewanella oneidensis.

Foram testados conhecidos inibidores do mecanismo de respiracdo em bactérias como ides
Cu?* (5 uM), dicumarol (200 uM), stigmatellin (100 uM) e metyrapone (100 uM) e verificou-se
gue a reducdo anaerdbia de corantes azo com células viaveis e a fracdo membranar de S.
decolorationis S12 foi inibida (Hong et al. 2007a). Os investigadores concluiram que este é
um processo bioquimico que oxida os dadores de eletres e transfere estes Ultimos para 0s
aceitadores (corantes azo) através de um sistema com multiplos componentes. Este sistema
esta com a cadeia de transporte de eletrdes que envolve desidrogenases, citocromos e
menaqguinonas, ou seja, 0 processo de azorredugdo € um mecanismo de respiragdo
anaerdbia (Hong et al. 2007a, 2007b). Um estudo posterior com vesiculas membranares
reforcou esta hipotese pelo facto de ter havido igual repressdo da sintese de ATP pela
auséncia do corante azo (inexisténcia de aceitador final de eletrbes para a reacdo de
respiracéo) e pela presenca do inibidor de ATPase diciclohexilcarbodiimida (DCCD) (Hong
et al. 2009).

No mesmo sentido, Brigé et al. (2008) demonstram que a reducdo de diferentes corantes
segue a mesma via de reducdo extracelular, requerendo uma transferéncia de eletrdes que
faz parte da respiracdo anaerdbia e envolve no minimo a formato desidrogenase (FDH)
(deduzido de uma experiéncia com formato como dador de eletrées), a menaquinona (MQ),
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e citocromos do tipo c¢ localizados ao longo da cadeia. Estes sdo o CymA na membrana
citoplasmatica, e as proteinas chave deste sistema a MtrA (periplasma) e a OmcB localizada
na membrana exterior que pode atuar como redutor terminal do corante. Os investigadores
também indicam que a sobre expressdo da melanina, como mediador redox extracelular
pode incrementar a descoloracdo. Na Figura 2.5 encontra-se representado um esquema

simplificado deste mecanismo.

| (Formato)
- HCOO-

ReNH, | | HN-R, |

embrang
Exterior

. Periplasma

Figura 2.5 — Mecanismo simplificado de descoloragdo como parte integrante do sistema de respiracao
anaerobia em Shewanella oneidensis. Adaptado de Brigé et al. (2008) e Hong et al. (2009).

Foi também demonstrada a aparente insignificancia do mecanismo de respiracao aerdbia na
descoloragéo, pois a inativacdo de componentes centrais deste como a ubiquinona néo teve

gualquer efeito na descoloracao (Brigé et al. 2008).

O mecanismo de descoloracdo por via da respiracdo anaerdbia parece ser uma hipotese
bastante sélida e coerente, vai também ao encontro do indicado por outros investigadores,
nomeadamente, que 0 mecanismo é maioritariamente extracelular e inespecifico podendo
ser efetuado por uma grande variedade de bactérias anaerdbias ou facultativas (Keck et al.
1997, Kudlich et al. 1997, Stolz 2001, Pearce et al. 2003, van der Zee et al. 2003). Na
verdade, a hipotese de um mecanismo intracelular ndo parece consistente, devido a
diferentes constatagcdes. Mais concretamente: nunca se verificou uma correlagdo entre
descoloracdo e estrutura do corante (Stolz 2001), os corantes sdo moléculas de elevado
peso molecular o que levanta dificuldades no atravessamento da membrana celular
(Robinson et al. 2001) e ocorre descoloracdo de corantes sulfonados para os quais a

membrana celular apresenta permeabilidade muito limitada (Stolz 2001).
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O mecanismo proposto também né&o contradiz os varios resultados de descoloracéo obtidos
na presenca de mediadores redox (MD) como as quinonas (Keck et al. 1997, Kudlich et al.
1997), pois estas podem ter maior tendéncia para receber os equivalentes redutores,
fornecidos pelos elementos membranares (potencial de reducdo padrdo, E°, mais elevado),
podendo em seguida reduzir o corante através duma reacéo redox puramente quimica como

representado na Figura 2.6.

Mediador R-N=N-R,

Redox [0x]
Bactéria Mediador ¢ R-NH, + H,N-R, [red]
(anaerobiose) Redox [red]

Figura 2.6 - Mecanismo proposto para a reagdo de biodescoloracdo na presenca de mediadores
redox.

Da mesma forma, pode também ocorrer a descoloracdo por via puramente quimica, por
reacdo com compostos inorganicos reduzidos como o H,S, originado pela acdo de bactérias
sulfato redutoras, como esquematizado na Figura 2.7. De qualquer forma a contribuicdo
desta Ultima reacao para a descoloracao anaerdbia in vivo parece ser inconsistente segundo
dos Santos et al. (2007). Isto dado que concentra¢gbes até 60mM de sulfato ndo alteraram a
eficiéncia de descoloracdo (van der Zee e Villaverde 2005) e num estudo em SBR
anaerébio-aerébio suplementado com 0,35mM de SO.* ndo se observou alteragdo da
eficiéncia de descoloragcédo apesar de ser ter instalado no reator uma populacdo microbiana

sulfato redutora (Albugquerque et al. 2005).

8042' [0X] Ri-N=N-R,
Bactéria \
redutora de ;
e HS[red] &7 W R:NH, + HN-R, [red]

(anaerobiose)

Figura 2.7 - Mecanismo proposto para a reacdo de descoloracdo na presenca de compostos
biogénicos reduzidos (H2S).

Foram também publicados varios estudos que reportam a descoloracdo na presenca de
extratos celulares (auséncia de células inteiras) (Kudlich et al. 1997) ou culturas previamente

autoclavadas (Lourenco et al. 2001, van der Zee et al. 2003). Tal ndo contradiz o
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mecanismo proposto, apontando apenas para a possivel persisténcia, nestes agentes
biol6gicos, de espécies membranares ou citoplasmaticas capazes de reduzir o corante
quimicamente. Aqui, a capacidade de descoloragdo provavelmente é limitada, cessando
guando os equivalentes redutores se esgotam. Kudlich et al. (1997) indica que as espécies
citopldsmicas e membranares que reduzem o corante sdo provavelmente sistemas
enzimaticos distintos, pois reagem de forma distinta ao inibidor p-hidroximercurio-
benzenossulfonato. Especificamente, este composto inativou quase na totalidade a atividade
redutora do extrato membranar, e ndo teve praticamente efeito na atividade do extrato

citoplasmético (Kudlich et al. 1997).

Estas reacdes puramente quimicas sdo reguladas pela diferenca entre os potenciais redox
dos compostos envolvidos e os dos corantes azo (Stolz 2001). Na Figura 2.8 pode ver-se a
apeténcia para a captacdo de eletrbes dos varios pares redox expressa pelos respetivos
valores de potencial de reducdo padrdo. Dos listados, o oxigénio é o aceitador de eletrdes
mais efetivo 0 que justifica a inibicdo da descoloracdo na presenca de O, (dos Santos et al.
2007).

08 —
08 N
04 Y.

02 \

0.0

-0.2

Potencial de Redugéo E'y (V)

”
f?

Gama usual
de Ey para
corantes azo

-0.4

0.6

T > T T T > T
Oy NOg/  NOg/  Fe'dy RMY SOy’ Ccog
HO  n, NOy Fo2  PAMrdw. HS CHyg

Par Redox

Figura 2.8 — Potencial de oxidag&o-redugdo padrao de varios pares redox relevantes para processos
biolégicos, com identificacdo da gama de valores mais corrente entre corantes azo. Figura adaptada
de dos Santos et al. 2007, em que RM e RMredquc S80 respetivamente a forma oxidada e reduzida do
mediador redox mencionado pelos autores.

Da mesma forma a presenca de nitrato (NOs) também deverd atrasar ou impedir a
descoloracgédo, devido ao seu elevado valor de E°, muito préximo do oxigénio. Este mesmo
efeito foi reportado por varios investigadores (Lourenco et al. 2000, Panswad e Luangdilok
2000, van der Zee e Villaverde 2005).
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2.4.5.2 Mecanismo da oxidacdo aer6bia de aminas provenientes da reducdo de

corantes azo

Como foi j& referido, a operacdo de biorreatores com bactérias em condi¢cdes anaerdbias
possibilita a reducdo da ligacdo azo de corantes, mas nestas condi¢cdes nunca foi reportada
a mineralizacdo das aminas aromaticas resultantes (Field et al. 1995, Lourenco 2003, Tan et
al. 2005b). Assim, foi repetidamente proposta a implementacdo da sua biodegracdo numa
subsequente etapa aerdbia. No entanto, como ja foi discutido e pode ser observado na
Tabela 2.10, no que respeita a mineralizacdo das aminas aromaticas em SBR com fase

aeroébia, os resultados sdo ainda bastante inconclusivos.

Utilizando uma base de dados que prevé as possiveis vias de biodegradacdo de compostos
quimicos por combinacéo de reacfes conhecidas (Gao et al. 2010) e introduzindo a formula
quimica do Acid Red 14, corante modelo utilizado nesta dissertacéo, verifica-se que apos
reducdo da ligacao azo, € possivel a biodegradacdo aerdbia da amina 2-amino-4-hidroxi-1-
naftaleno sulfonato (2A4H1NS - posicédo orto) e € mais dificil (improvavel) a degradacao da
4-amino-1-naftaleno-sulfonato (4A1NS -posicéo para), como se pode ver na Figura 2.9. Esta
previsdo esta de acordo com o indicado por varios autores que observaram que a
biodegradacdo de aminas sulfonadas néo é facil (Pinheiro et al. 2004, Tan et al. 2005b, van
der Zee e Villaverde 2005, Pandey et al. 2007), necessitando da presenca de bactérias
especializadas e aclimatadas. Esta igualmente de acordo com a proposta do mecanismo de
biodegradacdo aerdbia por hidroxilagdo seguida de abertura de anel referida por varios

autores (Kulla et al. 1983, Zissi e Lyberatos 1996, Lourenco et al. 2000).

E de ressalvar que a base de dados utilizada ndo contempla a formacdo de dimeros ou
oligbmeros (Gao et al. 2010). No entanto foi ja reportado que certas aminas aromaticas sao
suscetiveis de reacdes de acoplamento oxidativo (Field et al. 1995). Em presenca de
oxigénio elas podem sofrer reacfes de auto-oxidacdo, em particular as aminas com grupos
hidroxilo na posicdo orto em relacdo ao grupo amino (Kudlich et al. 1999) formando
oligbmeros ou mesmo polimeros insoltveis (Field et al., 1995). No mesmo sentido, Pereira
et al. (2009) descrevem que na degradagdo enzimatica do corante azo Sudan Orange G
pela lacase bacteriana CotA, também os intermediarios formados (configurac@o orto) sofrem
reacOes de acoplamento entre si, ou com moléculas intactas de corante, formando variados
oligbmeros e possivelmente polimeros insoliveis (foi observada a formacédo de
precipitados). E assim de prever que em condicdes aerébias a amina orto 2A4HINS

também sofra este tipo de reacdes.
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Figura 2.9 - Previsdo de mecanismos plausiveis de degradacao microbiana em aerobiose para as
aminas resultantes da reducéo do Acid Red 14, de acordo com Gao et al. (2010) [a base de dados
ndo contempla reac6es de dimerizacao].
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3.1 Resumo

Este capitulo apresenta uma revisdo do estado atual dos conhecimentos no dominio dos
biorreatores de lamas granulares aerdbias. As suas vantagens face aos processos
convencionais de lamas ativadas s&o aqui apresentadas, bem como 0s aspetos mais
importantes no que respeita a definicdo de granulo aerdbio, ao seu mecanismo de formacao
e as suas funcdes biologicas. Sdo também abordados os vérios fatores que podem
influenciar a formagédo e desempenho dos granulos aerébios em biorreatores, tais como a
configuracdo do reator, o tempo de sedimentacdo proporcionado, os niveis de tensdo de
corte aplicados, o tempo de residéncia hidraulico, a disponibilidade de oxigénio dissolvido, a
temperatura, o tipo de substrato alimentado e respetivas carga organica e a existéncia ou
ndo de uma fase aerObia dita de fome. S&o referidos também efeitos associados
importantes, como a formagédo de polimeros extra celulares, a hidrofobicidade celular, a
selecdo de organismos de crescimento lento e a acumulagéo intracelular de substrato
durante uma fase anaerdbia. E apresentada também uma sumula de exemplos de
tratamento de aguas residuais industriais com granulos aerébios bem como a sua aplicacdo

especifica ao tratamento de efluentes téxteis, que ainda se encontra numa fase incipiente.
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3.2 O processo de lamas ativadas: granulos versus flocos

O processo de lamas ativadas é um sistema reacional para tratamento secundario de aguas
residuais, que se baseia huma cultura mista de microrganismos em suspensao e é operado
em condi¢cdes maioritariamente aerdbias. Este sistema € basicamente constituido por um
tanque de arejamento (reator biol6gico) a qual a agua residual aflui, em continuo ou em
descontinuo, e se mistura com as lamas ativadas (microrganismos), formando o
denominado licor misto. Neste tanque € fornecido oxigénio a partir do ar, proporcionando-se
igualmente agitacéo, dando-se a oxidacdo biolégica dos compostos orgéanicos e de alguns
inorganicos (por exemplo, amdnia e sulfureto). O licor misto segue para um decantador
secundario onde os microrganismos em suspensdo, que estdo agregados em flocos,
sedimentam. O liquido clarificado constitui a agua residual tratada e é descarregada pelo
topo do decantador. E mantida uma concentracdo elevada de microrganismos no processo
através da recirculacéo de parte das lamas ativadas do fundo do decantador para o tanque
de arejamento. Sdo também removidas, peridédica ou continuamente, lamas em excesso do
sistema. Se for proporcionada uma zona ou periodo operacional em condigbes anodxicas no
tanque reacional, pode conseguir-se a remo¢do de azoto por desnitrificacdo de nitrato
formado na zona ou etapa arejada. A remocdo de fosforo € usualmente realizada por
precipitacdo quimica com sais de aluminio ou ferro (Metcalf & Eddy. 2003). Contudo, pode
obter-se a remocédo biolégica de fosforo pela sua incorporacdo na biomassa se for
proporcionada uma zona ou etapa anaerébia no tanque reacional, com auséncia de oxigénio

e de nitrato.

Os reatores sequenciais descontinuos (SBR) séo casos particulares de sistemas de lamas
ativadas, funcionando em regime descontinuo de carga ciclica. O ciclo operacional é
constituido por diversas fases sequenciais (enchimento, reagéo, sedimentacéo e descarga).
Dispensam o decantador secundario e a recirculagdo de lamas, ou seja, as diferentes fases
de tratamento dao-se no mesmo tanque (Razo-Flores et al. 1997). A possibilidade de
variagdo do tempo de cada uma das fases confere uma flexibilidade consideravel a este
sistema, sendo muito utilizado para aplicacbes com remocdo avancada de nutrientes e

tratamento de aguas residuais industriais.

Em termos mundiais, o tratamento de aguas residuais € feito maioritariamente por
processos de lamas ativadas convencionais. A biologia deste processo foi otimizada e
atingiu os seus limites (de Kreuk et al. 2007). No entanto, os problemas de
sedimentabilidade das lamas continuam a requerer atencéo (de Kreuk et al. 2007), dado que

h& problemas operacionais frequentes relacionados com a deficiente compactacdo e
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sedimentabilidade das lamas, resultando em perda de biomassa nos decantadores
secundarios com deterioracdo da qualidade do efluente clarificado (Gerardi 2002). Para
além disso, estes sistemas necessitam de uma grande area de implantacdo e a obtengéo de
remocao biologica de azoto e fésforo requer projetos complexos, que implicam por sua vez

complexidade na sua operacao (Keller e Giensen 2010).

Os granulos aerdbios sdo auto-agregados de microrganismos que tém propriedades de
sedimentacdo extremamente favoraveis quando comparados com os flocos caracteristicos
das lamas ativadas convencionais, dispensando o uso de decantadores dedicados (de Bruin
et al. 2004) e reduzindo para poucos minutos a duracdo do periodo de sedimentacdo em
sistemas integrados como os SBR. Devido a estas caracteristicas, os sistemas de granulos
aerébios sdo compactos e podem operar com elevadas concentragdes de biomassa

permitindo tratar cargas orgéanicas elevadas (de Bruin et al. 2004).

Bruin et al. (2004) indicam que um sistema de granulos aerdbios necessita apenas de 25%
da area de implantacédo de um sistema de lamas ativadas convencional, e Keller e Giensen
(2010) indicam que a concentragdo usual de biomassa € da ordem de grandeza dos 10-15
gTSS/L, em comparacdo com os 2-5 gTSS/L dos biorreatores convencionais.

Foi demonstrado que é possivel cultivar, em SBR de geometria tubular, granulos aerébios
que, operando em ciclos com fase reacional inteiramente aerébia, removem
simultaneamente compostos de carbono e azoto, tendo esta tecnologia sido patenteada
(Heijnen e van Loosdrecht 1998). O desenvolvimento posterior da investigacdo do sistema
acrescentou a este regime uma fase de enchimento lento em condigBes anaerdbias, pelo
fundo do reator, que torna possivel a remoc¢ao simultdnea de carbono, azoto e fésforo num
anico reator. Foi assim submetida uma extensédo da patente anterior(Van Loosdrecht e de
Kreuk 2006).

Na Figura 3.1 podem ver-se imagens de lamas ativadas (flocos) e granulos aerébios que
elucidam bem as diferencas de dimensdo e densidade que justificam as diferencas de

comportamento referidas anteriormente.

Figura 3.1 - (a) Lamas ativadas de ETAR municipal, (b) granulos aerébios obtidos num SBR
laboratorial totalmente aerébio (Mata et al. 2012) (c) e obtidos com fase anaerdbia e aerébia (Mata et
al. 2015).
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Em 2007 A empresa Royal HaskoningDHV submeteu uma patente para o tratamento de
aguas residuais com granulos aerobios (de Bruin et al. 2007) sob a marca Nereda® e a
primeira ETAR municipal que utiliza esta tecnologia foi construida em Epe, na Holanda.
Entrou em funcionamento em 2012 e serve 59 000 habitantes. E constituida por uma obra
de entrada tradicional com gradagem e remoc¢ao de 6leos e gorduras, por trés tanques de
reacdo (SBR) onde se da um enchimento pelo fundo em anaerobiose, em simultdneo com a
descarga do efluente tratado pelo topo, seguido de uma fase de arejamento. O tratamento é

finalizado com uma filtracao tradicional em leito de areia (Verdult 2011).

As vantagens indicadas sdo uma reducdo em 75% da &rea requerida, 20% de reducédo em
custos de construcdo e operacdo, e 20% de reducdo em custos de energia devido a
menores necessidades de bombagem de recirculagdo visto que o tratamento é todo
realizado no mesmo tanque (Verdult 2011). A ETAR de Frielas em Portugal foi por sua vez
pioneira na conversao de um sistema de lamas ativadas convencional para um sistema de
granulos aerébios. Inocéncio et al. (2013) reportam uma reducao de 30% nos custos de
arejamento no tanque convertido para esta tecnologia Nereda® Os autores indicam ainda
gue esta reducdo pode atingir 50% se forem contabilizadas as poupancas pelo facto de ndo
se utilizarem decantadores secundarios, bombas de recirculacdo e sistemas de filtracéo

final.

Uma outra vantagem referida para os granulos aerébios € a manutencdo da sua integridade
e a rapida recuperacdo da atividade biolégica (em cerca de uma semana) apds longos
periodos de armazenamento (2 a 6 meses) (Zhu e Wilderer 2003, Zeng et al. 2007, Wang et
al. 2008, Mata et al. 2012).

As desvantagens apontadas a esta nova tecnologia sdo o desconhecimento ainda existente
sobre o processo de formacdo dos granulos (de Kreuk et al. 2007, Keller e Giensen 2010,
Seviour et al. 2012), e uma formagéo excessivamente lenta dos mesmos no arranque dos
sistemas (de Kreuk et al. 2007), sendo necessarios varios meses até serem obtidos

granulos estaveis.

Em resumo, pode afirmar-se que € necessario continuar a investigacdo sobre a formacéao
dos granulos aerdbios e o controlo da sua estabilidade, bem como a sua aplicagdo a
variados tipos de efluentes, mas que sem duvida esta nova tecnologia é revolucionaria na

sua simplicidade e pode vir a ser o tratamento padr&o no futuro.
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3.3 Caracteristicas dos granulos aerdbios

3.3.1 Definicdo de granulo aerdbio

A definicdo do que é um gréanulo aerdbio foi proposta em 2005 durante o primeiro workshop
sobre o tema, e indica que os granulos sdo agregados de microrganismos, que nao
coagulam sob baixas tensdes de corte hidrodindmicas, e que sedimentam com velocidade
significativamente maior que as lamas ativadas (de Kreuk et al. 2005b) Posteriormente em
2006, esta definicdo foi analisada, explicada, e completada. Apresenta-se a seguir um

resumo dos aspetos-chave (de Kreuk et al. 2007):

* 0s agregados sdo formados sem a adicdo de um material de suporte;

» 0s flocos de lamas ativadas tendem a coagular quando sedimentam, enquanto que

os granulos aerobios ndo coagulam, sedimentando como unidades separadas;

* 0 valor de SVl (indice de volume de lamas medido ap6s 10 minutos) e o de SVlso
(idem, apo6s 30 minutos), em conjunto dao uma boa indicacdo da sedimentabilidade

dos granulos aerobios e devem ser usados para 0s caracterizar;

+ a dimensdo minima dos granulos € de cerca de 0,2 mm, mas este limite pode ser

flexivel desde que as caracteristicas anteriores se observem;

* a peneiracdo é considerada um método adequado para a recolha (amostragem) de
granulos de tanques de lamas ativadas ou de reatores aerdbios com biomassa

granular.

Quando um agregado cumpre as caracteristicas acima descritas pode ser considerado um

granulo aerébio (de Kreuk et al. 2007).

3.3.2 Mecanismo de formagao dos granulos aerébios

Beun et al. (1999) propés um mecanismo de formacgéo dos granulos que esta representado
na Figura 3.2. Segundo o mecanismo proposto, apés a inoculacdo do SBR com lamas
ativadas dispersas os fungos tornaram-se dominantes. Tal acontece porque os fungos
formam facilmente pellets miceliais densos que sedimentam rapidamente e ficam retidos no
reator que opera com um tempo de sedimentacdo curto. Devido a tensdo de corte elevada
induzida pelo arejamento no reator, ocorre a quebra dos filamentos da superficie dos pellets
e estes ficam mais compactos. Os pellets crescem até a dimensdo de 5 ou 6 mm e
seguidamente tendem a desintegrar-se, devido provavelmente as limitacbes de acesso do

oxigénio ao interior do agregado. Os pellets miceliais parecem entretanto funcionar como
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uma matriz de suporte na qual as bactérias podem crescer e formar colénias. Quando estes
se desintegram, as colonias de bactérias tendem a manter-se no reator pois ja séo
suficientemente grandes e densas e sedimentam rapidamente. Neste caso o arranque do
processo foi feito com um inéculo de biomassa dispersa ndo sedimentavel, mas é de realgar
gue o investigador indica que, se o indculo de partida for diferente (flocos ou pequenos

granulos) o mecanismo de granulacdo também vai ser diferente.

Formagao Tensao
do pellet de corte

k= F = &F =0
¢
'.Qi’l((_fij__‘l @O

Inoculagao

L [ ]
Granulos de colénias
de bactérias

Limitacbes Colonizagéo

Desintegracdo de Oxigénio pelas bactérias

Figura 3.2 - Mecanismo proposto por Beun et al. (1999) para a granulacdo aerdbia a partir de
biomassa dispersa apds o arranque de um reator SBR com um tempo de sedimentacao curto.

3.3.3 Funcgdes biologicas

No que respeita as fungbes bioldgicas dos granulos, fazendo uma analise critica de varias
publicagbes (de Kreuk e van Loosdrecht 2004, de Kreuk et al. 2005a, de Kreuk et al. 2007,
Winkler et al. 2012), esquematizou-se na Figura 3.3 a distribuicdo espacial dos principais
microrganismos presentes num granulo aerébio. A correspondente explicacdo para a
remocao simultdnea de carbono, azoto e fésforo em SBR operados com uma fase anaerébia

de enchimento, seguida de uma fase de reacao aerdbia é apresentada de seguida.

Na fase de enchimento anaerdbia os microrganismos heterotréficos, incluindo as bactérias
acumuladoras de fosfato (PAO) e as bactérias acumuladoras de glicogénio (GAO),
convertem a quase totalidade do substrato organico facilmente biodegradavel (acetato) em
polimeros internos como o polihidroxibutirato (PHB), sendo que as PAO libertam o fésforo

nesta fase.

Na fase aerdbia subsequente ocorrem simultaneamente varias reagdes biolégicas no interior
e exterior dos granulos. Ocorre um crescimento lento das PAO e GAO a custa do PHB
armazenado e as PAO armazenam o fosfato soltvel na forma de polifosfatos. Na camada

exterior do granulo (espessura <100um) ocorre a nitrificacdo pelas bactérias oxidantes de
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amonio e oxidantes de nitrito (AOB e NOB, respetivamente) com a formacéo de nitrato. Este
por sua vez é usado como aceitador de eletrdes na zona andxica (interior) dos granulos e

convertido em N (desnitrificacao).

Se houver fosfato suficiente no meio as PAO sédo dominantes, mas caso haja défice de
fosfato no meio os granulos serdo dominados pelas GAO (de Kreuk e van Loosdrecht 2004).
Este efeito pode ser utilizado para influenciar a competicdo microbiana com vista a

desenvolver a populacdo desejada (Winkler et al. 2011).

Zona aerdbia (100um)
Nitrificagdo (NH,*->NO, -> NOy’)
Zona anéxica/anaerobia AOBe NOB em conjunto com m.o.
Desnitrificacio (NOy -> N,) heterotréficos (PAO e GAO)
m.o. heterotréficos

(PAQ e GAO) Zona anéxica (100-300 pm)
Entre 100pm e 300pm
Foram encontradas NOB o que sugere que
possam crescer utilizando um outro aceitador de
electrdes que ndo O, (Winkleretal., 2012).

Figura 3.3 - Distribuicdo dos diferentes grupos de microrganismos (m.o.) num granulo aerdbio
cultivado em SBR com etapa de enchimento anaerdbia seguida de reagao aerdbia.

Winkler et al. (2012) indicam ainda que a abundéancia relativa NOB/AOB é trés vezes
superior nos granulos aerdbios do que em lamas ativadas e que isto pode significar que
parte das NOB crescem nao utilizando nitrito. O facto de se encontrarem NOB em zonas
mais interiores do granulo em que nédo existe oxigénio corrobora esta hip6tese. No mesmo
sentido observou-se num estudo em que o reator continha uma mistura de granulos e flocos,
que os granulos continham a maioria de NOB enquanto as AOB eram mais abundantes nos
flocos (Carvalho et al. 2006).

3.4 Fatores que influenciam a formacé&o de granulos aerdbios

Os conhecimentos anteriormente adquiridos sobre granulagdo anaerobia e formacao de
biofilmes foram as bases iniciais para o estudo dos fatores que afetam a granulacdo aerobia.
Para a formacdo de granulos anaerdbios, duas hipoteses principais sdo consideradas,
nomeadamente, uma que defende que a formagéo de granulos deriva das caracteristicas
especiais de agregacao das bactérias metanogénicas, e outra que indica que a granulagéo é
induzida pela configuracé@o e regime de operagdo dos reatores anaerébios (UASB) (Beun et
al. 2000b). © modo de funcionamento de biorreatores do tipo UASB (Alphenaar et al. 1993)

determina a partida uma presséo seletiva em favor de biomassa granular, devido ao seu
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regime de fluxo ascendente e descarga pelo topo, com velocidade controlada, que conduz a
remocdo da biomassa ndo agregada. Como consequéncia dos estudos entretanto
reportados, conducentes a obtencdo de granulos aerobios a partir de diferentes indculos e
em variadas condicdes (ciclo totalmente aerobio, ciclo misto anaerdbio/aerdbio, bactérias
heterotréficas, bactérias nitrificantes), a segunda hipétese, associada ao regime

hidrodinamico, & a mais aceite.

No entanto, apesar de todos os estudos desenvolvidos na ultima década sobre granulacéo
aerdbia, com um aumento exponencial do nimero de publicacdes (de Kreuk et al. 2007), os
fatores determinantes para o crescimento dos granulos ainda sdo pouco compreendidos (de
Kreuk et al. 2007, Seviour et al. 2012). Aparentemente existe uma multiplicidade de fatores
fisico-quimicos e biolégicos que podem induzir a granulagcdo aerdbia, e alguns deles
aparentemente devem estar presentes em simultdneo para se obter um sistema granular

estavel.

Os fatores fisicos-quimicos referidos consistentemente na literatura como importantes na
formacdo de granulos aerdbios sdo uma configuracdo tubular do reator, tempo de
sedimentacgédo reduzido, a tenséo de corte elevada (obtida por via do arejamento), tempo de
retencdo hidraulico reduzido, e valores controlados de oxigénio dissolvido e de temperatura.
O tipo de substrato carbonaceo e os valores das cargas organica e dos nutrientes azoto e
fésforo alimentados sdo também referidos como fatores determinantes na granulacdo
aerdbia. Relativamente aos fatores bioldgicos mais referidos na literatura como sendo
importantes na granulagdo aerdbia, estes sdo a formagdo de polimeros extra celulares
(EPS), a hidrofobicidade celular, a imposicdo de periodos alternados de fartura e fome
relativamente ao substrato, a selecdo de organismos de crescimento lento, a acumulagéo de
substrato no interior das células durante a fase anaerébia do ciclo operatério em SBR, e
aspetos de quorum sensing. Nos subcapitulos seguintes sao examinados em mais

pormenor os conhecimentos presentes sobre estes efeitos.

3.4.1 Configuragdo do biorreator

Os granulos aerébios apesar de terem sidos pela primeira vez reportados num reator
aerébio de leito fluidizado operado em continuo (Robinson et al. 2001), em estudos
subsequentes foram praticamente sempre cultivados em sistemas SBR. A configuracdo dos
SBR utilizados para a granulacéo aerébia ndo € um assunto muito discutido, mas a larga
maioria dos estudos foram realizados em SBR com uma razdo altura/diametro (H/D)
elevada, ou seja, em SBR de configuracdo tubular. Os reatores utilizados sdo normalmente
SBR dos tipos air lift ou coluna de bolhas, em que o ar € introduzido pelo fundo do reator e €
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responsavel pela mistura do licor misto, ndo existindo um sistema adicional de agitacédo
mecanica. Dai que na maioria dos estudos o ciclo inclui uma fase anaerobia, ela seja obtida
através de um etapa de enchimento lento pelo fundo do reator, durante a alimentacdo a

agua residual contacta com a biomassa sedimentada na auséncia de arejamento.

Num dos primeiros estudos publicados (Morgenroth et al. 1997) o reator apresentava um
valor da razdo H/D de 5, reportando que se observou instabilidade nos granulos formados.
Posteriormente, investigadores também ligados ao grupo pioneiro da Universidade de Delft,
utilizaram reatores com valores de H/D de 27, 14 e 16, sendo que este ultimo correspondia a
uma altura de 90 cm e diametro de 5,6 cm (Beun et al. 1999, de Kreuk e van Loosdrecht
2004, Bassin et al. 2012b). Da mesma forma foram usados reatores com valores de H/D de
30 (Tay et al. 2005) e de 20 (Liu et al. 2007). Liu et al. (2008) refere que um valor da razao
H/D elevado assegura uma trajetéria circular no movimento dos agregados de
microrganismos que provoca um atrito hidraulico efetivo sobre eles. Esta configuragdo
melhora também a transferéncia de oxigénio e permite uma selecdo controlada da
velocidade de sedimentacdo minima da biomassa a reter. No entanto, este autor indica
também que foi demonstrado que os granulos aerébios podem ser desenvolvidos em
reatores SBR com varios valores da razdo H/D, afirmando que a granulacdo ndo esta

diretamente relacionada com esta variavel (Liu 2008).

Existe um numero limitado de estudos em que a granulagdo aerdbia foi realizada em
reatores com valores de H/D menores, especificamente, de 5,5, 3 e 2,7 (Figueroa et al.
2008; Lopez-Palau et al. 2012; e Moussavi et al. 2010, respetivamente). Apesar dos estudos
efetuados em reatores com valores de H/D baixos serem escassos, esta configuragdo €
interessante porque se situa mais préximo daquela que podera aplicar-se a escala real. Na
ETAR municipal em Epe (Holanda) construida pela empresa Royal HaskoningDHV e que
utiliza a tecnologia de granulos aerébios, os reatores foram implantados com um valor de
H/D de 0,4, correspondendo a tanques de 9 m de altura e 25 m de diametro (Verdult 2011).
Na patente da DHV (de Bruin et al. 2007) esta prevista a remoc¢ao de flocos e granulos com
menor capacidade de sedimentacdo em dois momentos, designadamente, imediatamente
apos o término da fase de sedimentacao e entre o fim da etapa de enchimento e o inicio da
de arejamento. A remocao desta biomassa pouco densa é realizada através de um anel de
recolha colocado a 50-98% da altura do reator (coincidente com o limite superior do manto

de biomassa sedimentada).

Aparentemente a razdo H/D elevada € uma caracteristica importante para a granulagéo,

guando a configuracdo tubular € utilizada para facilitar o controlo do fluxo seletivo que

remove os flocos ou granulos com menor velocidade de sedimentacdo. No entanto, parece
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ser possivel usar configuracdes ndo tubulares se for utilizado um processo alternativo para

remover esta biomassa e favorecer a granulacéo.

3.4.2 Tempo de sedimentacao

Um tempo de sedimentacdo reduzido, apés o qual se procede a uma descarga rapida do
sobrenadante no fim do ciclo reacional, é descrito por varios autores como sendo
indispensavel para a indu¢do da granulacdo aerdbia (Morgenroth et al. 1997, Heijnen e van
Loosdrecht 1998, Beun et al. 1999, Tay et al. 2001a, Liu e Fang 2003, Liu e Tay 2004, de
Kreuk et al. 2007). Na patente de 1998 de Heijnen e van Loosdrecht, descreve-se a forma
de obter granulos aerébios num SBR tubular e o tempo de sedimentacdo é indicado como
devendo ser suficientemente curto para que apenas a biomassa com uma velocidade de
sedimentacgédo igual ou superior a 10 m/h ou preferencialmente 15 m/h seja retida no reator.
A restante biomassa é descarregada com o efluente tratado, sendo a permanéncia dos
granulos no reator fortemente favorecida face a dos flocos. Tempos de sedimentagéo de 5
minutos num reator SBR sdo reportados como necessarios para que os granulos se tornem
dominantes, ou seja, a formagdo de granulos e as suas caracteristicas podem ser

controladas por este fator de presséo seletiva (Liu e Tay 2004).

Beun et al. (1999) referem que os granulos tém uma maior velocidade de sedimentacéo
devido a sua densidade superior, mas ha indicacdes que a densidade dos granulos é
proxima da dos flocos, néo justificando por si s6 uma sedimentacdo mais rapida (Etterer e
Wilderer 2001). Etterer e Wilderer (2001) relacionam diretamente uma maior dimensdo do
granulo com uma maior velocidade de sedimentacdo. Inclusivamente, referem também que

a densidade dos granulos tende a decrescer com o aumento da sua dimensé&o.

3.4.3 Tenséao de corte (Shear stress)

A tensdo de corte sofrida pela biomassa em reatores SBR tem duas componentes, uma
resultante do atrito provocado pelo movimento da massa liquida ou gasosa e outra do
contacto direto entre agregados de biomassa. Este parametro € decisivo na formacao de
biofilmes, sendo que quanto mais elevada for a tenséo de corte melhor sera a qualidade do
biofilme obtido, especificamente, mais fino, denso e com uma superficie mais lisa (van
Loosdrecht et al. 1995, Kwok et al. 1998). Também a granulac@o anaerébia é favorecida por
elevados valores de tensdo de corte hidrodindmica e observou-se a auséncia de granulacéo

para valores baixos deste parametro (Alphenaar et al. 1993, Alves et al. 2000). Da mesma
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forma, uma tensédo de corte elevada é indicada como favorecendo a formacao de granulos
aerdbios (Heijnen e van Loosdrecht 1998, Tay et al. 2001b, Liu e Tay 2004, de Kreuk et al.
2007, Lopez et al. 2012), tendo sido reportado que, se os microrganismos forem sujeitos a
tensbes de corte elevadas o resultado é uma granulagdo mais rapida e os granulos obtidos
s&8o mais robustos (Heijnen e van Loosdrecht 1998). Tay et al. (2001b) reportam que num
reator SBR tubular operado a diferentes valores de velocidade ascendente superficial do gas
(o caudal de arejamento é o fator mais importante para o controlo dos niveis de turbuléncia
hidrodindmica e de tensao de corte) se observaram apenas flocos biolégicos para valores de
0,3 cm/s, enquanto se observou uma boa granulacdo aerdbia para a operagdo a valores
mais elevados, entre 2,6 e 3,6 cm/s (Tay et al. 2001b). Beun et al. (1999) reportam também
que, num SBR tubular, valores de 1,4 e 2,0 cm/s de velocidade de gas ndo levaram a
formacéo de granulos estaveis, mas que a um valor mais elevado, 4,1 cm/s, se obtiveram

granulos de superficie lisa, densos e estaveis.

3.4.4 Tempo de retencdo hidraulico

Um valor de tempo de retencdo hidraulico (HRT) baixo € benéfico para a formacdo de
granulos aerébios (Morgenroth et al. 1997, Beun et al. 1999, Liu e Tay 2004). Num SBR este
valor é determinado pela duracdo do ciclo e pelo valor da renovacdo de volume por ciclo,
podendo este fator ser visto como a maior ou menor taxa de remoc¢ao de flocos do reator
(Liu 2008). Foi reportado que uma diminuigdo de HRT de 8 para 6 h por aumento do valor
de volumetric excange ratio de 35% para 45% melhorou a robustez dos granulos e a sua
dimensdo (Morgenroth et al. 1997). Da mesma forma Beun (1999) observou que uma
diminuicdo da HRT de 8 para 6,75 h em conjunto com um aumento da velocidade superficial
do gas melhorou a granulagdo. Em ensaios de granulacao com bactérias nitrificantes, foram
obtidos granulos excelentes em SBR com ciclos de 6 e 12 h, mas com um ciclo longo de 24
h e com um ciclo demasiado curto de 3 h ndo se observou granulagcdo. No primeiro caso foi
devido a uma pressao seletiva hidraulica demasiado baixa, e no segundo devido ao washout
da biomassa inoculada (Tay et al. 2002b). Também num estudo realizado por outros autores
(Pan et al. 2004), com cinco reatores SBR tubulares inoculados com granulos aerébios e
operados com tempos de ciclo de 1, 2, 6, 12 e 24 h, se verificou que para o ciclo mais curto
de 1 h ocorria washout da biomassa enquanto para o mais longo se obtinha uma mistura de
flocos e granulos. Para os ciclos de 2, 6 e 12 h obteve-se uma boa granulacdo (Pan et al.
2004).
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3.4.5 Oxigénio dissolvido e temperatura

Experiéncias reportadas mostram que podem formar-se granulos aerébios sob uma gama
larga de concentracfes de oxigénio dissolvido, desde valores baixos de 0,7 a 1,0 mg O2/L,
até valores relativamente elevados de 2 a 6 mg O2/L (Liu 2008). Num estudo realizado em
SBR tubular, com uma fase de enchimento anaerdébio longa, foram testados varios niveis de
oxigénio dissolvido na fase aerdbia, correspondentes a 9,1, 3,6 e 1,8 mg O,/L e constatou-
se que nao tiveram influéncia significativa na formacdo dos granulos (de Kreuk e van
Loosdrecht 2004). A concentracdo de oxigénio mais baixa foi testada para promover a
nitrificacdo e desnitrificacdo simultaneas durante a fase aerdbia e testar a possibilidade de
reducéo dos custos operacionais. E de realcar, no entanto, que os teores baixos de oxigénio
dissolvido impostos neste dltimo estudo ndo correspondem diretamente a valores mais
baixos de tenséo de corte, pois 0 caudal de gas introduzido foi mantido constante através de
misturas de oxigénio e azoto em diferentes proporcées. E ainda importante referir que um
estudo envolvendo o mesmo grupo de investigagdo, mas em que o ciclo ndo incluiu fase
anaerobia (ciclo totalmente aerdbio) obteve resultados diferentes, sendo que a diminuicdo
da concentracdo de oxigénio dissolvido para 3,6 mg OJ/L, apesar de incrementar a
desnitrificacdo (que ocorreu no interior do granulo) influenciou negativamente a estabilidade

dos granulos (Mosquera-Corral et al. 2005).

A concentracdo de oxigénio dissolvido parece assim ndo ser um fator decisivo para a
granulacdo em reatores com fase anaerébia, devendo o seu valor ser escolhido em fungéo

dos processos bioquimicos que se pretende que ocorram.

Os estudos de granulagcdo aerébia a temperaturas diferentes da ambiente (20-25°C) séo
escassos, mas indicam que o seu efeito € determinante para o processo. Verificou-se que
num reator que arrancou a baixa temperatura (8°C) os granulos formados se apresentavam
com morfologia irregular, ocorrendo um efeito pronunciado de washout da biomassa de que
resultou um desempenho instavel do reator (de Kreuk et al. 2005c). No entanto, quando o
arranque do reator foi efetuado a uma temperatura de 20°C e, apOs ocorrer a granulacgao,
esta foi reduzida para 15°C e depois para 8°C, a estabilidade dos granulos nao foi afetada
(de Kreuk et al. 2005c).

Em estudos realizados num SBR tubular operado a uma temperatura mais elevada, de
30°C, verificou-se que a sua eficiéncia relativamente a remocéo de fésforo era pior que a do
reator controlo operado a 20°C, o que foi atribuido ao desenvolvimento de uma populacéo
com uma fracdo menor de bactérias acumuladoras de fésforo (PAO) versus a fracdo de
bactérias acumuladoras de glicogénio (GAO) (Bassin et al. 2012a). Estas ultimas (GAO) ndo

contribuem para a remocéo de fosforo (Oehmen et al. 2006).
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3.4.6 Tipo de substrato e carga organica alimentada

Liu (2008) indica que a granulagdo aertbia é insensivel ao tipo de substrato, mas que este
tem uma influencia decisiva nas caracteristicas dos granulos formados. Também indica que
se pode obter granulacdo aerébia com uma larga gama de concentracBes de substrato
carbonaceo e de valores da razdo azoto/COD na alimentacdo, 0 que permite que esta
tecnologia seja aplicada tanto a 4guas residuais urbanas como a aguas residuais industriais
com elevadas cargas organicas e contendo substancias toxicas (Liu 2008). Verificou-se num
estudo (Tay et al. 2001a) que os granulos aerdbios obtidos com acetato ou glucose como
fontes de carbono eram regulares e redondos, mas nos obtidos com este Ultimo substrato
observavam-se bactérias filamentosas. Os granulos obtidos com acetato apresentavam uma
superficie lisa, morfologia compacta e uma menor dimenséo (1,1 mm face a 2,4 mm para 0s
obtidos com glucose). Até a data foram reportadas diversas fontes de carbono em ensaios
de granulacdo aerobia: etanol por Beun et al. (1999), que referem que uma carga organica
elevada levou ao aparecimento de bactérias filamentosas; sacarose por Zheng et al. (2006)
que indicam que os granulos obtidos a uma carga orgéanica elevada de 6.0 kgCOD/(m?®.d)
ndo eram estaveis e evoluiram para granulos contendo bactérias filamentosas; amido
soltuvel e um derivado de amido hidrolisado (Karahan et al. 2008, Mata et al. 2012); e alguns
compostos quimicos industriais fornecidos como Unico substrato carbonaceo, como fenol,
cloroanilinas e éter etil-ter-butilico (Adav et al. 2009). Também foram reportados ensaios de
granulacdo com efluentes reais: 4gua residual doméstica por de Kreuk e van Loosdrecht
(2006); aguas residuais de suinicultura (M. Figueroa et al. 2011) e aguas residuais de
indUstrias de lacticinios, conserva de peixe, vinicola, 6leo de palma e borracha
(Schwarzenbeck et al. 2005, Figueroa et al. 2008, Gobi et al. 2011, Lopez-Palau et al. 2012,
Rosman et al. 2013).

Relativamente a carga organica alimentada, esta influencia negativamente a granulacdo no
caso de ser demasiado baixa ou elevada. Para um sistema de tratamento por granulos
aerdbios de uma agua residual doméstica, que apresenta usualmente uma concentracdo
relativamente baixa de COD (= 400 mgO-/L) € indicado por alguns investigadores (de Kreuk
e van Loosdrecht 2006, Van Loosdrecht e de Kreuk 2006) que se deve fornecer uma carga
de nutrientes o mais elevada possivel no periodo de enchimento anaerdébio, e que por isso
deve ser evitada a diluicdo (mistura) com a agua tratada que sai do reator. Se a
concentracdo de substrato organico se mantiver baixa por mais de 10 ciclos consecutivos,
deve adicionar-se um suplemento de fonte de carbono. Relativamente a cargas organicas
elevadas, Liu (2008) indica que um valor demasiado alto (COD de 3000 mgOa/L,
correspondente a uma carga de 9 kgCOD/(m®.d)) conduziu a granulos de maiores
dimensdes mas com uma superficie mais irregular e heterogénea, como observado

anteriormente em biofilmes (van Loosdrecht et al. 1995). Nesta condi¢bes a desintegracdo
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do granulo ocorre com mais facilidade, de forma similar ao verificado para granulos

anaerdbios desenvolvidos a elevadas cargas organicas (Quarmby e Forster 1995).

3.4.7 Formacdao de polimeros extra celulares (EPS)

O material polimérico extracelular (EPS) excretado pela biomassa é uma matriz complexa
de polimeros que inclui polissacarideos, proteinas, glicoproteinas, acidos nucleicos,
fosfolipidos e &cidos humicos, que ajuda a formacdo de uma rede gelatinosa que mantém as
bactérias em estreita proximidade dentro de biofilmes (Wingender et al. 1999). O mesmo
tipo de material participa na agregagédo das bactérias em flocos de lamas ativadas (Liu e
Fang 2003). Da mesma forma, nos granulos aerébios, as células microbianas ativas estéo

fixas numa rede de substancias poliméricas extra celulares (Liu e Tay 2004).

O EPS tem como funcdes, para além do fenomeno de adesdo, formar uma camada
protetora das células, que as resguarda de agressfes ambientais tais como a presenca de
biocidas no meio ou mudancas bruscas de pH. Por outro lado, estes materiais poliméricos
promovem a adsor¢ao de nutrientes e moléculas organicas exdgenas (Liu e Fang 2003). O
EPS serve também como fonte de carbono e energia durante periodos de escassez e por

isso confere uma estabilidade de longa duragéo aos granulos aerdbios (Wang et al. 2008).

McSwain et al. (2005) indicam que em observag¢des ao microscopio é claramente visivel que
os granulos contém mais EPS que os flocos, mas dos dois métodos de extragdo utilizados
pelos autores apenas um evidenciou uma maior abundancia de EPS nos granulos. Tomando
valores médios dos dados apresentados por Adav e Lee (2008) relativamente aos quatro
constituintes mais significativos do EPS (proteinas, hidratos de carbono, substancias
hamicas e lipidos), estimam-se teores de cerca de 180 e 600 mg de EPS por grama de
so6lidos suspensos volateis (VSS) para flocos e granulos aerébios, respetivamente. Ou seja,

pode concluir-se que os granulos sdo maioritariamente constituidos por EPS.

Tay et al. (2001c) reportaram que o EPS dos granulos tinha um teor muito maior de
polissacarideos (2 a 3 vezes) do que de proteinas e que o teor daqueles aumentava com o
aumento da velocidade superficial ascendente do ar no biorreator. Pelo contrario, McSwain
et al. (2005) e Adav et al. (2007, 2008) reportam que no EPS granular as proteinas sao
dominantes relativamente aos polissacarideos. Uma das razfes para estes resultados
contraditérios pode prender-se com insuficiéncias dos diferentes métodos de extracdo de
EPS utilizados, que geram uma grande variabilidade de resultados para a mesma amostra
(Liu e Fang 2003, Lin et al. 2010).
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Ainda analisando os dados de Adav e Lee (2008) obtém-se um valor médio da razdo
massica proteina/polissacarideos no EPS de 40/50 (ambos em mg/gVSS) para os flocos e
de 380/80 (ambos em mg/gVSS) para os granulos aerobios. Lin et al. (2010) obtiveram um
teor de 160 mg/gVSS de polissacarideos do tipo alginato (ALE, Alginate-Like Exopolymers)
no EPS de granulos aerébios (ndo foram quantificadas proteinas) e indicam que os flocos
continham cerca de metade deste valor, 72 mg/gVSS de ALE (Lin et al. 2013).

Wang et al. (2005) indicam que o EPS tem um papel essencial na manutencdo e
estabilidade dos granulos aerobios, e nos seus estudos verificaram que estes exibem uma
camada exterior mais densa composta por um tipo menos sollvel e menos biodegradavel de
EPS, enquanto que na camada interior do granulo a densidade da biomassa € menor e 0
EPS encontrado é mais sollivel e mais biodegradavel. A camada exterior apresentava

também uma hidrofobicidade mais elevada que a camada interior.

Estudos recentes, em que se realizaram ensaios reoldgicos, afirmam que os granulos
aerdbios podem ser considerados hidrogéis (Seviour et al. 2009a) distinguindo-se dos flocos
por o seu EPS granular conter um agente gelificante composto por polissacarideos ou por
glicosideos (Seviour et al. 2009b). Apesar de haver acordo em que a caracteristica de
hidrogel dos granulos vem dos exopolissacarideos, ha uma divergéncia na identificacdo dos
tipos especificos destes por dois grupos de investigacdo independentes (Seviour et al.
2012). Um dos grupos, da Universidade de Delft, indica que os polissacrideos sdo do tipo
alginato, uma substancia muito disseminada na natureza e que parece ajudar a manter a
estabilidade e integridade dos granulos (Lin et al. 2010). O outro grupo, da Universidade de
Queensland, indica que se trata dum novo tipo de exopolissacarideo, desconhecido até a

data e que foi denominado Granulan (Seviour et al. 2011).

Lin et al. (2013) isolaram os polissacarideos do tipo alginato (ALE) presentes no EPS de
granulos aerébios e de flocos e verificaram que a sua estrutura quimica era diferente,
conferindo aos ALE provenientes dos granulos uma capacidade de gelificacdo perfeita e

uma dureza seis vezes superior a do gel obtido com os ALE presentes nos flocos.

3.4.8 Hidrofobicidade celular

A hidrofobicidade tem sido descrita como um fator importante na constituicdo dos granulos
aerdbios mas é normalmente referida como consequéncia da formacédo de EPS (McSwain et
al. 2005, Lin et al. 2010).
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Alguns autores referem que a hidrofobicidade celular pode contribuir para a capacidade de
agregacao das células (Del Re et al. 2000, Kos et al. 2003) e Liu et al. (2004) indicam que a
hidrofobicidade é um pré-requisito para despoletar o processo de biogranulacdo aerdbia.
Tay et al. (2002a) determinaram um grau de hidrofobicidade de 39% nos flocos iniciais
(inéculo) e de cerca de 70% em granulos aerébios desenvolvidos, cultivados em glucose e
acetato. Liu et al. (2003) estudaram o efeito do aumento da tensdo de corte e pressao
hidraulica em granulos aerdbios heterotroficos e nitrificantes e verificaram que a
hidrofobicidade aumentou nos dois tipos de granulos. Por outro lado n&o houve alteracédo da
hidrofobicidade dos granulos aerdbios com o aumento da carga organica alimentada. Estes
investigadores consideram gque a hidrofobicidade € uma resposta das células a condicdes de

stress, 0 que por sua vez leva a uma agregacdo mais efetiva e robusta das mesmas.

Da andlise critica a literatura consultada parece consensual que a formacdo de EPS e a
hidrofobicidade dos granulos aerdbios estao intrinsecamente ligadas e que recentemente a
maioria dos investigadores tem-se focado mais nos estudos relativos ao EPS e sua

composigao.

3.4.9 Fase aerb6bia de fome (auséncia de substrato)

A maioria dos investigadores considera necessaria a existéncia de um regime de alternancia
entre fartura e fome para a obtencdo de uma granulacdo aerbbia estavel,
independentemente do ciclo ser totalmente aerdbio ou incluir uma fase anaerdbia inicial
(Morgenroth et al. 1997, Beun et al. 2000a, Beun et al. 2001, Tay et al. 2001a, de Kreuk e
van Loosdrecht 2004, McSwain et al. 2004, de Kreuk et al. 2005c). Este regime é obtido pela
alimentacdo ao reator de forma descontinua por pulsos, tipica do funcionamento dos SBR,
gque gera uma fase inicial de fartura e posteriormente uma fase de fome (esgotamento de

substrato do meio) na parte final do ciclo.

McSwain et al. (2004) estudaram o efeito da utilizagdo de uma etapa de enchimento lento
em aerobiose e verificaram que esta forma de minimiza¢do do regime de fartura/fome levava
a obtencdo de granulos pouco estaveis com abundéncia de bactérias filamentosas,
enquanto que o enchimento rapido, intensificando a fase de fartura, produzia granulos
robustos e estaveis. Igual resposta do sistema granular em aerobiose foi obtida por Beun et
al. (2002) com a minimizagdo do regime de fartura/fome por diminui¢cdo do teor de oxigénio

dissolvido (este estudo é detalhado no subcapitulo seguinte).

No entanto as explicagbes para a importancia destas fases alternadas podem diferir. Para

os investigadores Kreuk e van Loosdrecht (2004), estas fases sdo importantes para que se
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dé a acumulacéo de substrato, na forma de polimeros internos, durante a fase de fartura, e
um crescimento lento a custa destes ultimos na fase de fome (mais pormenores s&o
abordados no subcapitulo seguinte). Mas Tay et al. (2001a) indicam que a importancia da
fase de fome se deve ao facto das bactérias se tornarem mais hidrofébicas nestas
condi¢cbes, o que facilita a sua adesdo e promove a formacdo de granulos densos e
robustos. Estes Ultimos autores consideram que 0s microrganismos tém capacidade de
alterar as caracteristicas da sua superficie celular em periodos de fome, e que a agregacdo
€ provavelmente uma estratégia de sobrevivéncia adotada nestas condigbes adversas (Liu e
Tay 2004).

Foi ainda publicado um estudo em que Liu et al. (2007) indicam que a condicdo de fome néo
€ um pré-requisito para a granulacdo aerobia, pois num reator em que ocorreu uma perda
de biomassa severa no arranque, devido ao curto tempo de sedimenta¢do imposto (2 min),
que levou a manutencdo de um teor de COD elevado durante um periodo duma semana
(auséncia de periodo de fome), ocorreu igualmente agregacéo da biomassa e consequente
formacdo de granulos (apesar de se observar instabilidade no reator nas semanas
subsequentes). No entanto, os autores indicam, em estudos posteriores, que um periodo de
fome mais prolongado tem um efeito positivo na formacéo dos gréanulos (Liu et al. 2007, Liu
e Tay 2008).

Lopez-Palau et al. (2012) referem que para um tratamento otimizado de efluentes da
indUstria vinicola por granulos aerébios deveria ser proporcionado um periodo de fome duas
vezes mais prolongado do que o periodo de abundancia (67% do periodo de arejamento). O

sistema utilizado tinha apenas fase aerobia.

Em resumo, independentemente das explicagcbes avancadas por diferentes autores, existe
um consenso de que a imposi¢cdo de regimes de fartura/fome é benéfica para a formacédo

dos granulos aerdbios.

3.4.10 Selecédo de organismos de crescimento lento com acumulacdo anaerdbia de

substrato no interior das células

Estudos da década de 1990 indicaram que uma das condi¢des que levava a obtencao de
um biofilme estavel era uma baixa taxa de crescimento dos microrganismos (van Loosdrecht
et al. 1995). Dai que de Kreuk e van Loosdrecht (2004) aplicassem este conhecimento para
tentar formar granulos estaveis sob uma concentragdo de oxigénio baixa, com vista a
melhorar o processo de nitrificacdo/desnitrificacdo e simultaneamente reduzir os custos de

arejamento.
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As situacfes de alternancia fartura/fome relativamente ao substrato carbonaceo sdo comuns
em sistemas de lamas ativadas e foi demonstrado que a resposta dos microrganismos é a
producdo de polimeros e sua acumulacdo no interior das células na fase de fartura, na
forma de polihidroxialcanoatos (PHA) ou glicogénio, que podem ser utilizados
subsequentemente para o crescimento (Carta et al. 2001). Quando o substrato € a glucose
ou amido hidrolisado (mono e oligossacarideos) o polimero acumulado é respetivamente
glicogénio ou um polimero do mesmo tipo denominado poli-glucose (van Loosdrecht et al.
1997, Karahan et al. 2008). Na presenca de acetato, o polimero acumulado €
maioritariamente polihidroxibutirato (PHB) (Carta et al. 2001) que se forma diretamente do
metabolito central Acetil-CoA (van Loosdrecht et al. 1997). O desempenho de um sistema de
lamas ativadas depende do envolvimento destes polimeros (Majone et al. 1996, van
Loosdrecht et al. 1997). Os microrganismos heterotréficos tém velocidades de crescimento
lentas quando o fazem a custa destes polimeros, ao contrario das velocidades de
crescimento altas quando utilizam substratos facilmente biodegradaveis como o acetato e a

glucose (de Kreuk e van Loosdrecht 2004).

Beun et al. (2002) estudou a resposta dos microrganismos num SBR totalmente aerébio
alimentado ciclicamente em pulso inicial Unico e verificou que a concentracdo de acetato
diminuia rapidamente (fase de abundancia de cerca de 10 min) e que era acumulado na
forma de PHB, até um maximo de 40% do peso inicial das células, e depois consumido
linearmente durante a restante fase aerdbia (fase de fome = 200 min). Ao ser reduzida a
concentracdo de oxigénio foi induzido um aumento da fase de abundéancia (presenca
prolongada de acetato), uma taxa de crescimento mais elevada e a um gradiente acentuado
do oxigénio ao longo da espessura do granulo. O resultado foi uma notdria instabilidade nos
granulos e o crescimento de bactérias filamentosas (Beun et al. 2002, de Kreuk e van
Loosdrecht 2004).

Assim, para melhorar a granulacdo a baixas concentrac6es de oxigénio, foi utilizado um
regime de enchimento anaerobio (fase de abundancia) seguido de um periodo de reacdo
aerobio (fome), que levou a selecdo de organismos de crescimento lento como as bactérias
acumuladoras de fésforo (PAO) e as bactérias acumuladoras de glicogénio (GAO). Estas
bactérias convertem a quase totalidade do acetato em PHB ou glicogénio durante a fase
anaerbbia. Na fase aerdbia, tém um crescimento lento a custa do PHB ou glicogénio
acumulados e ocorre a nitrificagdo com a formacgéo de nitratos que por sua vez sdo usados
como aceitadores de eletrées na parte interna dos granulos e convertidos em azoto. A
desnitrificac@o é favorecida pelo facto de na fase aerdbia ser mantida uma concentragéo de
oxigeénio mais baixa que o habitual (cerca de 1,8 mg O2/L). O fésforo também é removido

pelas PAO acumulando-se internamente na forma de polifosfatos. Obtém-se assim a
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remocao simultdnea de carbono orgéanico, azoto e fosforo (de Kreuk e van Loosdrecht
2004).

Na patente de 2006 de van Loosdrecht e de Kreuk em que € proposto este sistema de
tratamento de aguas residuais por granulos aerdbios com remocdo de azoto e fésforo, os
investigadores indicam que para obter bons granulos, com velocidades de sedimentacéo
elevadas, é determinante que a carga organica seja maioritariamente removida na fase

anaerdbia, no minimo 50% remocé&o e de preferéncia 90%.

3.4.11 Quorum-sensing

Apesar de terem ja sido descritos mecanismos e fatores que determinam a granulacdo
aerodbia, eles ndo fornecem o quadro completo do processo de granulagdo (Liu e Tay 2004).
Por exemplo, um dos fatores importantes para a granulagdo é uma tenséo de corte elevada,
contudo os granulos ndo sao estaveis em reatores fortemente arejados que sejam operados
com tempos de sedimentacdo elevado (McSwain et al. 2005). A comunicagéao intercelular e
coordenacgdo multicelular séo conhecidas por contribuirem para a organizacdo das bactérias
em estruturas espaciais, e o quorum-sensing (QS) é um dos exemplos do comportamento
social das bactérias, em que a troca de sinais entre elas Ihes permite adotar a melhor via de

interagdo com o ambiente em seu redor (Liu e Tay 2004).

Ren et al. (2010) indicam que aparentemente h& producéo de substancias quimicas de QS
pelos granulos aerdbios. Dai que quando os granulos sdo usados como fonte sinalizadora
para o desenvolvimento de biomassa, o crescimento da nova biomassa é essencialmente na
forma agregada e é dez vezes mais rapido do que quando s&o utilizados os flocos. E
argumentado que a expressdo e producdo das substancias QS e seus percursores pelos
granulos induzem a expressdo genética das novas bactérias para o crescimento em
agregado, em lugar do crescimento em suspensédo. O Autoinducer-2 (Al-2) € uma molécula
universal que modula a comunicacdo entre espécies durante a formacao dos biofilmes
(Xiong e Liu 2010). Recentemente realizaram-se varios estudos em que se verificou que o
ATP e o Al-2 estavam também envolvidos na granulacdo aerdbia (Xiong e Liu 2010, Sheng-
Hua et al. 2011, Jiang e Liu 2012).
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3.5 Tratamento de 4guas residuais industriais com granulos aerobios

A tecnologia dos granulos aerébios foi desenvolvida inicialmente para a remocao de carga
organica carbonacea de aguas residuais (Morgenroth et al. 1997, Heijnen e van Loosdrecht
1998, Beun et al. 1999). Posteriormente foi adaptada para o tratamento de aguas residuais
urbanas permitindo que se dé a remocao bioldgica de carbono, azoto e fésforo num tanque
unico (de Kreuk et al. 2005a, de Kreuk e van Loosdrecht 2006, Van Loosdrecht e de Kreuk
2006)

Esta tecnologia € também vista com grande potencial para o tratamento de aguas residuais
industriais devido as suas caracteristicas excecionais ja referidas. Particularmente atraentes
sdo a robustez dos granulos face a compostos téxicos e cargas elevadas e a sua
capacidade de resistir sem alimentacdo durante longos periodos e recuperar rapidamente a
sua atividade. Este Ultimo aspeto é importante para as industrias que tém periodos de
paragem do processo na altura de férias ou de manutencdo das instalagdes. E claro ha a
considerar as vantagens econdémicas por ser operada numa instalagdo compacta e com

menores gastos energéticos face a tecnologia de lamas ativadas convencional.

Existe assim um elevado nimero de investigadores atualmente a estudar a aplicacéo desta
nova tecnologia ao tratamento de aguas residuais industriais e jA ha pelo menos duas
estacfes de tratamento de efluentes da industria alimentar em funcionamento com a
tecnologia Nereda®. Uma trata efluentes de uma fabrica de cerveja com um reator tubular de
75 L e outra trata efluentes duma industria alimentar com um tanque de equalizacdo de 150

m® e um reator de 250 m? n&o tubular (Lopez et al. 2012).

Em seguida apresentam-se alguns estudos laboratoriais sobre tratamento de efluentes

industriais com sistemas de granulacdo aerdbia encontrados na literatura.

Foram estudados tratamentos de efluentes duma industria de peixe com elevada salinidade
(Figueroa et al. 2008), duma industria de lacticinios (Schwarzenbeck et al. 2005) e de uma
indastria vinicola (Lépez-Palau et al. 2012). Deste grupo, o0 caso em que a granulagao levou
mais tempo a ocorrer e estabilizar foi o do tratamento do efluente da industria de peixe com
elevada salinidade. A concentragéo e carga de COD alimentadas esta dentro da gama dos
outros estudos, pelo que é possivel que a salinidade tenha sido a responsavel pela
dificuldade de granulacéo, afetando também a eficiéncia de remocao de azoto (até 40%). No
global obtiveram-se bons niveis de remoc¢do de COD e de azoto (70-80%). A eficiéncia de
remocao de fosforo so foi reportada para o tratamento do efluente da industria de lacticinios
sendo de 70%.
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Um reator de granulos aerdbios foi também testado no tratamento de efluentes de
suinicultura (M. Figueroa et al. 2011). Para tratar eficientemente este efluente real sem
diluicdo prévia, foi necessario baixar o valor da renovacao de volume por ciclo de 50 para

6%, de forma a aumentar o valor de HRT de 6 para 45 h.

No tratamento de efluentes da industria de 6leos de palma com granulos aerdbios (Gobi et
al. 2011), foi utilizada, como no caso anterior, um valor da renovacao de volume por ciclo

menor que o usual, de 25%, correspondendo a um valor de HRT de 24 h.

Foi também reportado o tratamento de efluentes da industria da borracha com granulos
aerdbios (Rosman et al. 2013), obtendo-se uma remocao de COD e de azoto de 97 e 89%

respetivamente.

No dominio das aguas residuais da indUstria quimica, foram reportados tratamentos de
efluentes contendo fenol (Tay et al. 2005), fenol e elevada salinidade (Moussavi et al. 2010),
2,4-diclorofenol (Wang et al. 2007a), fluorofenol (Duque et al. 2011), anilina e cloroanilinas
(Zhu et al. 2012), metil ter-butiléter (MTBE) (Zhang et al. 2008) e compostos toxicos (Liu et
al. 2011). O fenol foi degradado como Unico substrato carbonaceo mas a metabolizacdo dos
compostos organicos halogenados requereram sempre a presenga dum substrato
biodegradavel. A degradacdo do fluorofenol s6 foi conseguida apdés a suplementagédo da
biomassa com um microrganismo especializado na degradagdo deste composto
(Rhodococcus sp. strain FP1). No geral os niveis de remocédo destes compostos foram muito
bons, perto de 90%. E de notar que a dimens&o reportada para os granulos obtidos situa-se
a volta de 1 mm, apesar de muitos dos estudos terem sido realizados em reatores tubulares
onde se obtém usualmente granulos de maiores dimensdes. A presenca dos compostos

guimicos provavelmente influenciou negativamente a formacgéo dos granulos.

Foram também ja publicados alguns estudos utilizando granulos aerdbios para tratamento
de efluentes da indastria téxtil (Muda et al. 2010, Kolekar et al. 2012, Lotito et al. 2012b,
Mata et al. 2015). Este topico € desenvolvido no proximo subcapitulo.

Da andlise dos resultados obtidos nesta pesquisa bibliografica nota-se que ha dois estudos
que referem que foram necessarios 140 e 168 dias para se obter granulos robustos e
estaveis (efluente de industria vinicola e efluente com MTBE) e que dos 18 trabalhos acima
referidos apenas 5 utilizaram ciclos reacionais com fase anaerébia e apenas 3 grupos de
investigacdo utilizaram reatores com valores da razdo H/D menores que 5. Também se
verifica que apesar de um valor baixo de HRT ser um fator tido como importante para a
granulacdo, ha estudos em que este foi bastante elevado, de 24 e 34 h (6leo de palma,

efluente com MTBE, efluente com fenol e salinidade).
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Na Tabela 3.1 e Tabela 3.2 sdo apresentados, para o tratamento dos efluentes acima
referidos, as caracteristicas dos reatores SBR utilizados, a duracdo e configuracdo dos
ciclos, o tipo de substrato e sua carga e/ou concentracéo, as dimensdes e caracteristicas de
sedimentabilidade dos granulos obtidos e as eficiéncias de remogédo de COD, azoto e
fésforo nos casos aplicaveis. Dos estudos que envolviam diferentes condi¢des
experimentais relativamente a duracao do ciclo e cargas aplicadas é apresentada apenas a
situacdo que foi considerada mais eficiente (granulos estaveis, e remocao de maiores
cargas em ciclos mais curtos). Foram também incluidos na Tabela 3.1 alguns dos estudos
iniciais referidos no inicio deste subcapitulo (Beun et al. 1999, de Kreuk et al. 2005a, de
Kreuk e van Loosdrecht 2006), bem como o estudo da autora da presente dissertacéo
(apresentado no capitulo 5 deste documento) relativamente a remocao de um derivado de
amido na forma hidrolisada (Mata et al. 2012). Da mesma forma na Tabela 3.2 incluiu-se um
estudo da autora (apresentado no Capitulo 6 deste documento) relativamente ao tratamento

de um efluente téxtil simulado por granulos aerébios (Mata et al. 2015).
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Tabela 3.1 - Resumo de dados publicados sobre estudos de tratamento de diversos efluentes com granulos aerébios.
= T % gep S8 3§88 SES 2 1 Tgg T§OF T % BS  S.s % § 2gs
. ] o =I<a Eoz 8&E © Ao~ oSms g 2 o5 938 o = L = 3 £= o = A% -
Referéncia © ~ ~5 £ 3"“%% c—8 < Q 8o & T"’c?@ 3 EER = 3% s ° < TEE ® 5 wecl
e Substrato Organico —_— szg 3L_.2 * 5T F_8 o352 503 ST95 558 8-t ~_ B8 :+8 T3 ¢ 5 <SS -2 T3
S22 ¢8E ¢R8T gi°g =°- g®ad IRE Y&> 890 £ENBR .8T 293T5258% 9> 2NS £8L wgE
230 8 S 9 8o g ®o._: 5 v 3658 .7 2% O0O4d9 8o ToS oosSgR803x 5d §H90 So6= 559
o 888 898p sSEf 8 ©S838 Sda SwE TR0 £88 8P SSPZ2286Q SR N¥RI S8F 384
Duracéo do ciclo 3h 3h 3h 6h 8h 3h 3h 4h 6h 3h 4h 17h 4h 4h 12h 12h 6h
Enchimento (min) 1 60 60 15 60 <1l 3 5 10 5 4 1h 4 60 20 5 10
Fase anaerdébia (min) nao =Ench =Ench nédo +60, +0 ndo nao nédo nédo nédo néao =Ench 30 =Ench  --- nédo néao
Fase arejada (min) 177 112 112 300 =~ 380 171 171 229 340 155 229 15,5h 200 172 870 =12h 340
Sedimentagao (min) 2 3 3 3 5 1 1 1 0,5 15 3 5 1-11 3 5 5 1
Descarga (min) 1 5 5 1 - 5 5 5 9,5 3 4 10 5 5 5 5
Volume SBR 25L 3L 3L 1,5L 12 L 15L 15L 3L 5L 0,6L 24L 4L 12 L 25L 5L 4L 7,4 L
HRT 6,75h 5,6h 5,6h 12h 16h** 6h* 6 ->45 8h** 24h** 6h** 8h 34h** 8h 10,5h 17,2 24h** 12h**
sgr”;‘éf‘gao de volume 540, 50% 50% 50% 50% 0% 50->6% 50%  25%  50%  50% = 50% 50% 40% 0%  50%  50%
H/D 27 14 14 2,5 53 55 55 3 6,7 7 30 2,7 12,5 17 9,3 tubular 10
H (Altura em cm) 150 90 90 25 76 - 35 150 40 100 110 74 100
D (Larg. em cm) 5,6 6,25 6,25 10 14,2 - 5 5 15 8 6,5 8 10
Caudal de ar (L/min) 4,1cm/s 4 4 3 -—- - 3,5 15cm/s 5 1,7cm/s - -—-- 28cm/is 4 24cm/s  =0,15 8,3
Tipo de efluente Sintét. Sintét. Urbano Sintét. Indust. Lr;?#lsot' Indust. Indist.  IndGst.  Inddst.  Sintét ?;rllitneé' Slgttﬁrt'n Slglﬁn flg:ﬁrt'n flg:ﬁrt'n Ig?]g::St
Carga [kgCOD/(m3.d)] 7,5 1.6 2,0 4,5 1,72 7 3-6 --- 57 0,71 2,8 0,75 3,0
COD (mgOg/L) 396 330 1000 2800 480 1-6g/L - 1850 2270 1000 -
Substrato (mg/L) 400 - - 800 1000 59mM 0,2g/L.d 400 1000
Co-substrato (mg/L) --- --- 100 0,4mM  ---
In6culo Floc. Floc. Floc. Floc. Floc. Floc. Floc. .G I.floc. Floc. G. G. Floc. G+aug --- I.floc. Floc.
SBR: VSS (g/L) = 8,5 7 2-8-3 10 2-16-4 13 =~ 3,8 6-8 12-17 9,5 4,7 ~6 6 3
Granulos (mm) 3,3 1.1-1.6 11 1 2,5 3.4 5 5.8 0,9 15 0,5 1-2 <1 1,2 0,35 1-3
SVlz (MmL/g) SVIg=24  SVI;(:=38 28 50 30 32 22-26 30-50 22 22-38 15-25 6 m/h 6 m/h 30 68 30-50
Remocédo COD total 100% 49% 88% 90% 90-95% 87% 95% 88-90% 97% boa 99.6% 95% - 90% 99,8% 80%
Remocéo co-substrato --- --- 94% total 99.9% - -
Remogé&o Azoto 94% 11% 80% 40% 70% -—- 89% -—- 40%
Remogéao fosforo 94% 70%
Dias p/ granul. estavel 20 20 25 15-30 75 10 140 39 39 - 168 10

Notas: *Estudo apresentado no capitulo 5 desta dissertacdo. HRT: **valor calculado. Abreviaturas: Urban.: Agua Residual Urbana, Sintét.:Efluente sintéctico. COD:Caréncia Quimica de
Oxigénio total. Indculo: Floc.-lamas ativadas (flocos), |.Floc.-lamas ativadas adaptadas ao efluente industrial em estudo (flocos), G-granulos aerobios, I.G-granulos adaptados ao efluente
industrial em estudo, G+aug:suplementa¢éo com Rhodococcus sp. strain FP1, SVI,: Indice de volume de lamas medido aos x minutos.
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3.6 Aplicacdo de SBR de granulos aer6bios no tratamento de efluentes téxteis

As 4guas residuais da indastria téxtil contém corantes originados principalmente nas etapas
de tingimento que geram graves problema ambientais nos meios recetores. Em patrticular,
0S corantes azo sdo uma parte substancial do problema pois constituem cerca de 70% de
todos os corantes utilizados (Maas and Chaudhari, 2005). Para além dos corantes, estas
aguas residuais contém frequentemente teores elevados de tensioativos, metais pesados,
solventes, e outros produtos recalcitrantes que sdo muitas vezes téxicos para a biomassa
(Lotito et al. 2012b).

Normalmente uma Unica tecnologia ndo € suficiente para garantir uma remocao satisfatoria
dos poluentes presentes nestas aguas residuais téxteis que permita a sua descarga nas
aguas superficiais (Pearce et al. 2003, Lotito et al. 2012b). Assim na maioria dos casos, em
estacOes de tratamento centralizadas, é utilizada uma combinagéo de tratamento biologico
(usualmente lamas ativadas) com métodos fisico-quimicos tais como coagulagéo-floculagéo,
adsorcao a carvao cativado, processos eletroquimicos e ozonizacao (dos Santos et al. 2007,
Lotito et al. 2012b). No entanto, se o tratamento biol6égico incluir duas fases ou etapas, uma
anaerobia e outra aerobia, h4 a possibilidade de remocao de cor por via biolégica, pois na
fase anaerdbia os corantes azo podem funcionar como aceitadores finais de eletrbes, sendo
reduzidos através da quebra da ligagdo dupla N=N com a formacéo das correspondentes
aminas (Stolz 2001). Estas aminas ndo possuem cor, mas algumas podem ser toxicas e
nefastas para a salde humana (van der Zee e Villaverde 2005). Na fase aerdbia do
tratamento biolégico pode completar-se a degradacao dos compostos organicos presentes e
possivelmente a oxidagcdo e degradacdo das aminas intermediarias (Brown e Laboureur
1983).

Existem varios estudos que demonstram a aplicabilidade da utilizacdo de SBR para o
tratamento de &guas residuais da indastria téxtil (Lourenco et al. 2000, Sponza e Isik 2002,
Albuquerque et al. 2005, Sponza e Isik 2005, Lourenco et al. 2006, Isik e Sponza 2008). Os
SBR tém, entre outras, as vantagens de serem sistemas simples, da operacao flexivel e de

poderem incluir as duas fases anaerdbia e aerébia no ciclo reacional.

As vantagens da granulacdo aerdbia face ao uso de biomassa em flocos ja foram referidas,
mas destaca-se, em especial para o tratamento de efluentes téxteis, a vantagem que pode
resultar para a mineralizacdo de corantes azo do estabelecimento num mesmo granulo de
zonas aerbbias e anoxicas/anaerObias. A robustez dos granulos face a presenca de
compostos toxicos presentes muitas vezes nestes efluentes, bem como a possibilidade de

operacdo com concentracdes elevadas de biomassa que permitem tratar cargas organicas
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elevadas num sistema compacto, sdo vantagens adicionais. Este Ultimo aspeto é importante
pois a tendéncia atual € de uso eficiente da agua industrial, com reutilizacdo direta das

aguas de processo, gerando em média efluentes industriais mais concentrados.

A utilizacdo da tecnologia granular aerébia (em SBR) para o tratamento de efluentes téxteis
parece ser uma solucdo promissora e que esta atualmente a dar os primeiros passos (Muda
et al. 2010, Muda et al. 2011, Kolekar et al. 2012, Lotito et al. 2012b, Mata et al. 2015). Nota:
o trabalho da autora atras referido é apresentado na presente tese, capitulo 6.

Fazendo uma analise critica aos estudos referidos na Tabela 3.2 verifica-se que o reator
utilizado por Lotito et al. (2012) é um SBR com a biomassa confinada entre duas
membranas (SBBR) estando por isso ausentes os problemas relacionados com a
sedimentacdo e o arrastamento de sélidos no efluente final. Para além disso, neste estudo
ndo se incluiu uma fase anaerébia na operacdo do reator, o que explica provavelmente o
baixa nivel de remocéo de cor obtido (16%). No entanto, este resultado parece indicar que
apesar do interior dos granulos constituir um ambiente andxico/anaerdbio € em principio
necessaria uma fase sem arejamento para que se consiga a remoc¢ao de cor. O mesmo
parece ndo ser necessario para a remogao de azoto, visto que esta atingiu um valor de 68%.
De realgar que os autores utilizaram um efluente real e que o processo foi estudado com
vista a sua aplicacdo como pré-tratamento de efluentes industriais téxteis antes da sua

descarga num coletor municipal.

No estudo de Kolekar et al. (2012) os autores indicam que foi obtida a remocéo completa de
cor (partindo de 5 g/L do corante Reactive Blue 59) e que ocorreu uma inducgao significativa
das enzimas azorredutases e do citocromo P-450, indiciando que terdo um papel de
destaque na degradacdo de corantes. Dos testes de toxicidade efetuados pelos autores (em
minhocas da terra da espécie Dichogaster curgensis) sobressai que os produtos de
degradacéo do corante ndo apresentam toxicidade. No entanto, pelos dados apresentados
no artigo ndo é possivel elucidar qual o regime operacional utilizado (anaerébio ou aerébio)
e ha incoeréncias entre as informagdes apresentadas que tornam dificil a interpretacdo dos
resultados e a comparacdo com outros estudos, nomeadamente quanto a duracéo do ciclo

reacional.

Muda et al. (2010) e a autora Mata et al. (2015) estudaram ambos o tratamento de um
efluente téxtil sintético contendo corantes azo, no primeiro caso tendo por base uma mistura
de substratos orgéanicos facilmente degradaveis (glucose, acetato, etanol) e trés corantes
azo, e no segundo caso constituido por uma mistura de Emsize E1 (um derivado de amido
usado com agente encolante, e que é descarregado no efluente na forma hidrolisada) com

nutrientes e um corante azo. Em ambos os estudos o ciclo foi de 6 h, com fase anaerébia de
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80 (total, 40+40 min) e de 180 minutos respetivamente. Os inoculos utilizados foram
bastantes diferentes, sendo que no primeiro caso partiu-se de granulos anaerobios e flocos
adaptados ao efluente téxtil e no segundo de lamas ativadas colhidas uma ETAR municipal.
Os granulos obtidos no primeiro caso tinham em média uma dimensédo de 2,3 mm e no
segundo de 0,5 mm. A obtenc&o de granulos de maiores dimensdes num reator tubular com
um valor da razao H/D de 12,5 (Muda et al. 2010) é natural, visto que, como ja referido, esta
configuragdo propicia uma selecdo mais efetiva dos granulos comparativamente ao reator
com um valor H/D de 2,5. Curiosamente a sedimentabilidade dos dois tipos de granulos foi

similar, com valores de SVl de 69 e 60 mL/g, respetivamente.

Os dois estudos anteriores obtiveram bons niveis de remocdo de COD e os sistemas foram
também eficientes na remogéo de cor, até 55% (Muda et al. 2010) e de 80 a 85% (Mata et
al. 2015). No entanto, os ultimos autores referem que ocorreu instabilidade no sistema, com
producdo de agregados de EPS independentes dos granulos de biomassa, e que o sistema
melhorou o seu desempenho com a aplicacdo de um regime de arejamento intermitente

mantendo 0s mesmos periodos totais de anaerobiose e aerobiose em cada ciclo.

O valor de HRT em ambos os estudos foi de 12 h, mas num estudo efetuado posteriormente
com o mesmo reator alimentado com um efluente sintético, Muda et al. (2011), estudaram o
aumento do valor de HRT para 24 h. Este aumento melhorou as eficiéncias de remocao de
cor e COD mas provocou diminuigbes na concentragdo de biomassa, na dimensdo dos
granulos e na sua sedimentabilidade. No entanto, os autores referem que um aumento da
fracdo do tempo reacional operado em anaerobiose contribuiu para um aumento da
concentracdo da biomassa, contrabalangando os efeitos nefastos deste valor de HRT mais

elevado.

E de realcar de novo que os reatores SBR utilizados por estes dois grupos foram bastante
diferentes, sendo um tubular, 0 mais usual para o cultivo de granulos, e o outro ndo tubular.
O segundo é até o SBR reportado para operagcdo com biomassa granular com o valor da
razdo H/D mais baixo de toda a literatura consultada. Esta configuracdo néo tubular, apesar
de ser pouco utilizada para a granulagdo em estudos laboratoriais, € presumivelmente mais
adequada para uma implementacdo a escala real e dai o interesse dos autores na sua
utilizacédo (Mata et al. 2015).

Os estudos analisados constituem efetivamente os primeiros passos no uso de granulos
aer6bios em tratamento de aguas residuais téxteis, mas para a sua implementacdo é
necessario continuar a investigacao. No entanto conclui-se que € inequivoco que o

tratamento de efluentes téxteis por SBR granulares aerobios tem um vasto potencial.
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Tabela 3.2 - Resumo de dados publicados sobre estudos de tratamento de efluentes téxteis com granulos aerébios.

Muda et al. (2010)
Corantes azo

Lotito et al. (2012b)
Efluente real

Kolekar et al. (2012) Industria Téxtil
Corante Azo

Mata et al. 2015*
Corante Azo

contendo corantes Reactive Blue 59 Acid Red 14
Duragéo do ciclo 6h 6-8h 6h 6h
Enchimento (min) 5 Poucos minutos 10 15
Fase anaerdbia (min) 40+40 (intermitente) Nao ndo especificado 180
Fase arejada (min) 130+130 (intermitente) = 6-8h ndo especificado 120
Sedimentagéao (min) 5 néo aplicavel — reator membrana** 5 3-4
Descarga (min) 5 15 10 1
Volume SBR 4L =30L 3L 15L
HRT 12h = 20 h (calculado) 12h
Exchange vol.ratio 50% 50% 50%
H/D 12,5 53 27 2,5
H (Altura em cm) 100 100 150 25
D (Larg. em cm) 8 19 55 10
Caudal de ar (L/min) 1,6 cm/s 3

Tipo de efluente
Substrato Organico

Carga [kgCOD/(m3.d)]
COD (mgO3/L)

Corante
Corante (mg/L)
In6culo

Granulos (mm)

SVl3o

SBR-VSS (g/L)
Efluente — TSS (mg/L)
Remogéo COD
Remocé&o Azoto
Remogéo cor

Dias até a granulagao
Total de dias da exp.
Idade de lamas (d)

Observagdes

Sintético: mistura glucose +
acetato + etanol + corantes +
minerais

2,4

1270

Sumifix Black EXA+ Sumifix Navy
Blue EXF+ and Synozol RedK-4B

50

Flocos lamas ativadas da ind. téxtil +
Granulos Anaer6bios

2,3

69

5,6

300 -500

94%

55%

30

66 dias

8,3

Real: efluente de indastria de
tingimento e acabamento

04-206
500 - 1300

uma mistura, ndo identificados

Flocos lamas ativadas de ETAR
municipal

0,5

60-80

63%
68% (calculada, média dos valores)
16% (calculada, média dos valores)

200 dias
Biomassa
membranas

contida entre 2

Sintético, peptona (1,5 g/L) + extrato
de levedura (1,0 g/L) + corante

64 e 29 g/L
Reactive blue 59

59g/L
Diversos isolados de solos e lamas
contaminados com efluentes téxteis

37% a 6h e 56% a 24h
Biodescoloragdo completa em 8 a 12h
3 semanas

60

Incerteza sobre a duragdo do ciclo
reacional.

*Estudo apresentado no capitulo 6 desta dissertacdo. **SBBR-reator sequencial descontinuo de membrana.
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Sintético, Emsize E1 (agente colante
derivado de amido, previamente
hidrolisado)

+ corante + minerais

2,5

1000

Acid Red 14

20

Flocos lamas ativadas de ETAR
municipal

0,5

60

45-55

100-300

75-80%

80-85%

21

112

11

Os valores apresentados s&o do
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4.1 Resumo

Foram efetuados ensaios de biodescoloracdo de corantes azo por lamas ativadas, em
sistemas descontinuos e na auséncia de arejamento (anaerobiose), com vista ao
desenvolvimento de um teste expedito para a quantificacdo da biodescoloracéo redutiva,
distinguindo-a da descoloracdo por biosor¢cdo. Colocou-se uma solugdo aquosa de cada
corante em estudo em contacto com 2 g/L de biomassa (indculo), na presenca ou auséncia
de glucose num teor equivalente a 1000 mg COD/L, e na presenca de macro e
micronutrientes. Foi testada a robustez do teste face a variacdes nas caracteristicas do
indculo, nomeadamente, utilizando-o fresco e apds periodos de incubacédo de até 4 dias sob
arejamento, em auséncia de alimentacdo (regime de fome aerdbio), bem como testando
in6culos de diferentes proveniéncias (tanque de arejamento duma ETAR; reator
laboratorial). Verificou-se que a presenca ou auséncia de glucose nos ensaios parece néo
influenciar a biodescoloragéo, o que pode significar que para as concentragfes de biomassa
e corante utilizadas, os equivalentes redutores existentes a partida na célula sdo suficientes
para a reducdo. Foram testados agentes inibitorios para o desenvolvimento de um controlo
abidtico que permitisse distinguir a biorredugdo da biosorgdo. Verificou-se inibicdo da
biodescoloracdo na presenca de azida de sodio e/ou dicumarol, a qual sofria reverséo
gquando o indculo era previamente sujeito ao regime de fome, tanto mais acentuadamente
guanto mais prolongado fosse este Ultimo. Especialmente no caso da azida, esta reverséo
do efeito de inibicdo s6 ocorreu na presenca de glucose durante o teste de biodescoloracgéo.
Isto indica que o stress induzido pelas condi¢cdes oligotréficas pode despoletar um
mecanismo alternativo de respiracdo do corante (biorreducéo), insensivel aos inibidores. Tal
reforca a hip6tese de que a biodescoloragdo utiliza um mecanismo respiratério inespecifico
disponivel nas células e sujeito a indugéo por fatores ambientais. O controlo abi6tico, com
plena inibicdo da biorreducao, s6 foi conseguido associando a inativagao fisica da biomassa
por autoclavagem (ou sonicagdo) a presenca dos inibidores azida e dicumarol e a auséncia
de fonte de carbono. Com base nestes ensaios foi proposto um teste rapido para a
guantificacdo da suscetibilidade a biodescoloracdo de corantes azo (patente concedida).
Este teste permite selecionar os corantes mais amigos do ambiente, ou seja, com maior
suscetibilidade ao tratamento de reducéo biolégica e com menor tendéncia de adsorgéo a

biomassa, ndo limitando a valorizagao desta como fertilizante de solos agricolas.
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4.2 Introducéo

Os corantes do tipo azo tém uma utilizacdo significativa em varios setores, tais como a
industria téxtil, a industria do papel e a industria alimentar, representando cerca de 70% dos
corantes utlizados a nivel industrial (Maas e Chaudhari 2005, Jin et al. 2007). A industria
téxtil sozinha é responsavel por dois tercos do mercado de venda de corantes (ETAD 2003,
Pinheiro et al. 2004). As atuais diretivas de protecdo ambiental apontam no sentido da
prevencdo e do controlo das emissdes industriais. Neste contexto, as industrias produtoras
e/ou utilizadoras de corantes azo necessitam de métodos rapidos e simples para determinar
o potencial de biodescoloragdo desses corantes, de forma a minimizar nos seus efluentes
liguidos, a emissdo de compostos com estruturas moleculares que sejam resistentes ao
tratamento biologico usualmente presente nas esta¢gfes de tratamento de aguas residuais
(ETAR). E igualmente importante determinar a extensdo da adsor¢do dos corantes a
biomassa de ETAR, pois caso ocorra, pode inviabilizar o posterior tratamento e valorizacao
agricola dessa biomassa.

A descoloracao de corantes azo por bactérias em condi¢cdes anaerébias tem sido reportada
extensivamente, quer com culturas puras, quer com culturas mistas, sendo a descoloragéo
obtida pela reducao e clivagem da ligacdo azo das moléculas de corante (Razo-Flores et al.
1997). Existem por isso diversos estudos que descrevem sistemas de tratamento biolégico
de efluentes contendo corantes azo que utilizam uma etapa anaerdbia como forma de obter
a descoloracéo (ver Tabela 2.9 e Tabela 2.10). Pretende-se com este trabalho, desenvolver
um método para a avaliagdo da biodescoloracdo de corantes azo, utilizando um in6culo de
lamas ativadas (cultura mista) na presenca de uma fonte de carbono (glucose), macro e
micronutrientes e que decorre em condi¢cdes anaerobias, de forma a simular esta fase num
tratamento biolégico de efluentes. Com vista a distingdo entre a descoloragdo por via
biologica e a adsorgdo a biomassa, o0 método necessita de um controlo abibtico, o que
normalmente é obtido por adicdo de inibidores ou por processos fisicos de inativacdo

celular, como a autoclavagem e a sonicacao.

A autoclavagem da biomassa ndo sera a primeira op¢do para o teste abiético, mas sim o
uso de inibidores, pois ja foi reportada a existéncia de descoloracdo na presenca de lamas
autoclavadas (Lourenco et al. 2001, van der Zee et al. 2003). Esta descoloracdo deve-se
provavelmente, a libertagdo ou acumulacao de principios ativos redutores biossintetizados
pela cultura antes de ser sujeita ao tratamento de inativacdo, os quais podem transferir

eletres para o corante, numa rea¢do puramente quimica.

Hong et al. (2009) reportam que num estudo especifico efetuado com membranas

vesiculares provenientes de uma cultura pura de Shewanella decolorationis S12, se
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verificou que a biorreducdo de corantes azo € neste microrganismo uma reacdo de
respiragdo acoplada a sintese de ATP. A reacdo de biodescoloracéo foi inibida por diversos
compostos como os ides Cu?* (a 5 uM) que sdo capazes de destruir os clusters [4Fe-4S] das
hidrogenases (bem como de desidrogenases), por stigmatellin (a 100 uM), um analogo da
guinona que bloqueia a sua ligacdo ao citocromo b, por dicumarol (a 200 uM) que se pensa
inibir o transporte de eletrbes por via da menaquinona, e por metyrapone, que inibe
especificamente o citocromo P450 (Hong et al., 2009). O conjunto dos resultados revelou
que a biorreducdo anaerébia do corante azo a partir dos dadores de eletrdes H,, formato e
lactato, é obtida nesta estirpe por um sistema enzimatico multicomponente de transporte de
eletrdes localizado na membrana celular (Hong et al. 2009). Por outro lado, 0 componente
final tipico de uma cadeia respiratéria € a citocromo oxidase, e este complexo enzimatico
pode ser inibido por cianeto, azida de sédio ou mondéxido de carbono (Woznica et al. 2003).
Por conseguinte pressupde-se que a presenga destes Ultimos inibidores impeca a
transferéncia de equivalentes redutores para 0 corante azo, ou seja, iniba a
biodescoloracdo. O cianeto e a azida sdo também conhecidos por serem inibidores
especificos do complexo citocromo bd oxidase (Das et al. 2005) ligando-se ao citocromo d
(Junemann 1997, Keyhani e Minai-Tehrani 2001). Isto pode ser relevante nos processos de
biorreducdo de corantes azo que sdo obtidos em condi¢gbes de deficiéncia de oxigénio, pois
em algumas bactérias entéricas o citocromo bd pode servir como uma oxidase de elevada
afinidade para com este aceitador que suporta 0S processos que requerem energia em
microaerobiose (Junemann 1997). A azida de sbdio parece assim um bom inibidor para a
reacdo de biodescoloracdo e foi por isso testada para o controlo abiético. Tal acontece
também com o cianeto, mas este tem a desvantagem de exercer toxicidade aguda a um

nivel ainda mais elevado que a da azida (categoria 1 e categoria 2 respetivamente).

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um método robusto, expedito, economicamente
atrativo e de facil execucao laboratorial, com vista a que 0s varios intervenientes passem a
ter uma ferramenta que lhes permita escolher, de entre um leque de corantes azo, aqueles
que ambientalmente sdo mais favoraveis, ou seja, cujos respetivos efluentes sejam
passiveis de descoloragdo durante o tratamento bioldgico numa ETAR sem que ocorra

adsorcao dos corantes a biomassa.
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4.3 Materiais e métodos

4.3.1 Solucdes, substratos e In6culos

Corante azo modelo: O corante azo utilizado como modelo para este estudo foi 0 Acid Red
14 (AR14, ver Figura 2.1), sendo usado diretamente sem nenhuma etapa adicional de
purificacdo (Chromotrope FB, fornecido pela Sigma-Aldrich, com um teor de corante de

50%). A concentracgéo inicial do corante nos ensaios de biorredugéo foi de 20 mg/L.

Outros corantes utilizados: foram também realizados ensaios com o0s corantes Acid
Orange 7 (AO7), Acid Orange 8 (AO8), Acid Orange 10 (AO10), Acid Orange 12 (AO12),
Acid Red 8 (ARS8), Acid Red 73 (AR73), Acid Yellow 9 (AY9), Acid Yellow 17 (AY17), Acid
Red 114 (AR114) (ensaios de adsorcao) e Acid Red 151 (AR151) (ensaios de adsorcao),
usados também diretamente, sem nenhuma etapa adicional de purificagdo, com uma
concentracdo inicial nos ensaios de 20 mg/L. Estes compostos foram fornecidos pela
Sigma/Aldrich a excecdo do Acid Orange 12 (Crocein Orange G) que foi fornecido pela
Fluka.

Fonte de carbono: Foi utilizada glucose como fonte de carbono (grau analitico, Riedel-de-
Haén, Alemanha). A concentracao inicial de glucose nos ensaios de biorreducao foi de 937

mg/L, equivalente a 1000 mg O2/L de caréncia quimica de oxigénio (COD).

Solugcdo de macro e micro nutrientes: Nos ensaios de biorreducdo foi utilizada uma
solucdo base de nutrientes com as seguintes concentracbes iniciais no ensaio de
biorreducdo: KH,PO. (760 mg/L), Na;HPO4.12H,O (2310 mg/L), NH.Cl (140 mg/L),
MgS0.4.7H,0O (23 mg/L), CaCl, (28 mg/L), FeCls.6H.0O (250 ug/L), MnSO4.4H,O (40 ug/L),
HsBOs (57 ug/L), ZnSO4.7HO (43 pg/L), (NH4)eM07024.4H,0O (35 pg/L). Todos os sais
utilizados foram de grau analitico. Esta solugédo, em conjunto com a de glucose corresponde
a um valor da razao massica inicial de COD/N/P de 100/5/40.

Solucdo salina: Foi preparada uma solucdo salina a 0.9% de NaCl (grau analitico,
fornecido pela Merck) que se utilizou para a lavagem inicial da biomassa (lamas ativadas) e

para a compensac¢éo de volume nos ensaios em branco.

Inibidores: Foram utilizados os compostos abaixo indicados com o intuito de inibir a reacéo

de descoloracao bioldgica (ensaio de controlo abiético):

+ Azida de soOdio: A concentracdo inicial da azida de so6dio os ensaios de

biorreducéo foi de 60 mM ou 200 mM (pureza de 99.0%, fornecido pela Merck).
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* Dicumarol: A concentracéo inicial de dicumarol nos ensaios de biorreducéo foi de
160 pM ou 200 pM (3,3’-metileno-bis(4-hidroxicoumarina), pureza de 99,0%,

fornecido pela Merck).

In6culo de Lamas Ativadas frescas: A biomassa utilizada nos ensaios de biorreducao,
apos recolha foi peneirada (rede de 1 mm), espessada por sedimentacdo e lavada duas
vezes com solucdo salina. A concentracdo da biomassa nos ensaios foi ajustada a 2,0
gTSS/L. As lamas ativadas utilizadas nos ensaios foram provenientes de duas fontes
distintas:

* Tanque de arejamento de uma ETAR municipal, com um processo de lamas

ativadas continuo com processo de nitrificacdo/desnitrificacdo (Chelas, Portugal);

» Reator piloto laboratorial descontinuo sequencial (SBR) aerobio, alimentado com
glucose como unica fonte de carbono, operado em ciclos de 24 h e mantido a uma

idade de lamas de 15 dias.

In6culo de Lamas Ativadas em regime de fome: A biomassa em regime de fome foi
obtida deixando a cultura mista sob agitacdo vigorosa num incubador com agitacdo orbital
(condicdes de incubacgéo aerdbia) sem alimentacdo, durante 24 a 96 h ou durante 120 h. Os
ensaios com esta biomassa visaram o estudo da robustez do método relativamente a

utilizacdo da biomassa alguns dias apos a colheita.

Biomassa inativada por processos fisicos: Foram testados trés processos de inativagdo

da biomassa por meios fisicos para desenvolvimento do teste abidtico:

» Autoclavagem: Aplicou-se a cultura mista uma autoclavagem de 30 minutos a

121°C num equipamento ajc, uniclave 88;

* Sonicac¢éo: Foi utilizado um equipamento Bandelin, Sonopuls, com um ponta MS73
introduzida num tubo contendo 3 mL de cultura mista, com um tempo de sonicacao
de 4 min (4 segundos ON a 40%, 10 segundos OFF) correspondente a 3,130 kJ;

* Microondas: Aplicagédo de 10 segundos de radiacdo microondas com uma poténcia
e 800W a 2ml de cultura mista (em eppendorf), utilizando um equipamento Taurus,
Speedy de 21L.
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4.3.2 Sistema Experimental

Os ensaios de bioconversao foram efetuados em tubos eppendorf de 1,5 mL de capacidade
nominal, contendo 1,65 mL de suspensdo de biorreducdo para que o tubo ficasse
completamente cheio, evitando a presenca de ar, de forma a induzir condic6es anaerdbias.
Durante o periodo dos ensaios 0s tubos encontravam-se sob constante rotacao vertical lenta
de = 10 r.p.m (equipamento de marca FALC, modelo F205) para garantir o contacto da
biomassa com o meio. Introduziram-se ainda algumas esferas de vidro em cada eppendorf
para ajudar a garantir a mistura biomassa-meio. Os ensaios foram realizados a 20°C, em
camara termostatica (cAmara LIEBHERR, sistema de controlo de temperatura AQUALYTIC).

Na Figura 4.1 encontra-se representado o sistema experimental.

Solugdo NacCl 0,9% para

eee—
S compensacdes de volume

ICorante, 20 mg/L I

Glucose, CQO=1000mg/L

- Solugdo multi-nutriente

I Lamas Activadas, 2g/L I
000 )
0o Esferas de vidro para
o promover a mistura

Figura 4.1- Representacéo do sistema experimental, & esquerda o mini-reator anaerébio (eppendorf),
e a direita o agitador rotativo colocado dentro da camara termoestatizada a 20°C.

A denominagao “standard” (ou std) corresponde aos ensaios que contém corante AR14,
glucose, meio mineral e biomassa (nas concentracdes descritas em 4.3.1). Em relagdo ao
estado da biomassa recolhida, denominam-se “frescas’” as lamas ativadas utilizadas
imediatamente ap6s colheita, e XXh-fome (e.g. 96h-fome) a biomassa mantida XXh em
regime de fome (em condi¢cbes aerbbias) antes de ser utilizada. A denominacdo dos
restantes ensaios correspondem a diferentes condi¢des testadas, como sejam a auséncia
de fonte de carbono (sem glucose), a presenca de inibidores (azida, dicumarol) e o

tratamento prévio de inativacdo da biomassa (autoclavagem, sonica¢ao, microondas).

Para a maioria das condi¢cbes estudadas, foram preparados replicados em quadruplicado.
Um duplicado foi analisado apés 1 h de incubacgéo, para quantificar a extensdo da remogéo
de corante através de adsorgdo na biomassa. O segundo duplicado foi analisado apds 48 h,
guantificando a bioconversdo de corante em conjunto com a adsor¢ao, ou seja a remogao

de cor.
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Em cada teste foram também preparados dois brancos: um sem corante (branco-biomassa),
e outro sem biomassa (branco-corante). Nas condicbes empregues, observou-se que as
leituras de absorvéncia do branco-corante com AR14 nédo foram significativamente alteradas

entre 1 e 48 h de incubacéao.

Em todos os ensaios os eppendorf recolhidos apds incubacéo foram centrifugados por 10
min a 4000 r.p.m. (ou a um maximo de 6000 r.p.m.), usando uma mini-centrifuga B.Braun
Biotech Internacional sigma 113 ou uma VWR Galaxy MiniStar, e o sobrenadante foi

analisado espectrofotometricamente.

Para os testes de adsorc¢éao foi utilizado o sistema representado na Figura 4.2 com as duas
mini-centrifugas a operar em simultdneo. Aqui a estratégia utilizada foi diferente. O reator
biol6gico consistiu num Unico copo, sob agitacdo magnética. Apds a adicdo do corante
foram retiradas amostras de 1 mL, inicialmente a curtos espac¢os de tempo (10 seg, 30 seg,
1 min e 2 min) e depois de forma mais espacada (5, 10, 20, 25, 30, 45 e 60 min). As
amostras apoés colheita foram colocadas em eppendorf, centrifugadas (uso alternado das
centrifugas), e o sobrenadante retirado imediatamente apds centrifugacdo (evitando a
continuagdo do contacto com a biomassa). A analise espectrofotométrica foi realizada nos

sobrenadantes apos recolha da ultima amostra.

t=0seg

I Corante, 20 mg/L |j

Solugdo NaCl 0,9% para
compensagoes de volume

Glucose, CQO=1000mg/L

Solugdo multi-nutriente ;

I Lamas Activadas, 2g/L I

Figura 4.2— Representacdo do sistema experimental utilizado para os estudos de adsor¢do do
corante as lamas ativadas. A esquerda esta representado o reator biol6gico, e ao meio e a direita as
mini-centrifugas utilizadas.

Ana Tavares da Mata, 2015 82



BIORREATORES DE GRANULOS AEROBIOS
PARA TRATAMENTO DE AGUAS RESIDUAIS TEXTEIS

4.3.3 Métodos Analiticos

Os soélidos suspensos totais (TSS) foram medidos nos inéculos através métodos
normalizados (APHA 1998) apds peneiracdo e lavagem dos mesmos (inéculo de ETAR e de
biorreator laboratorial).

Os espectros de absorvéncia das amostras clarificadas (sobrenadantes da centrifugacao)
foram adquiridos na gama UV-visivel (190-800 nm) num espectrofotometro Analytik Jena,
Specord 200, contra agua destilada, com um percurso 6tico de 1 cm. A remogéo de corante
foi quantificada por medigBes ao comprimento de onda de méxima absorvéncia do corante,
a 515 nm no caso do corante AR14 e a outros valores para os restantes (AO7 a 484 nm,
AOS8 a 484 nm, AO10 a 481 nm, AO12 a 484 nm, AR8 a 511 nm, AY9 a 388 nm, AY17 a 400
nm, AR73 a 514 nm, AR 114 a 510 nm, AR151 a 486 nm). A diferenca entre os valores de
absorvéncia das amostras em estudo e as amostras do branco-biomassa (sem corante) foi
utilizada para quantificar o teor de corante da amostra. Considerou-se que a diferenga entre
o branco-corante (1h) e o branco-biomassa (48h) correspondia a 100% de corante. O valor
final de rendimento de remocao de corante (incluindo adsor¢éo) ao fim de 48 h de ensaio foi
calculado de acordo com a equacéo:

(Absorvéncia da amostra - Absorvéncia do branco - biomassa),

Remocédo de corante 48h (%) =100- — — -
Absorvéncia do branco - corante ,, - Absorvéncia do branco - biomassa ,,

%100

Todos os resultados apresentados neste capitulo relativamente a remogédo de cor se
referem ao tempo de 48h de incubacéo, a exce¢do dos resultados relativos a adsorgédo em
gue o periodo é de 1h. Em alguns ensaios, é especificado o tempo de incubacgéo dado que é

diferente destes.

4.3.4 Estratégia Experimental

Com o intuito de desenvolver um método robusto e que distinga a adsor¢éo da descoloragéo
biolégica por redugéo foram efetuados varios tipos de ensaios que se encontram resumidos
na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1- Ensaios com vista a otimizacdo do método de medida da biodescoloracdo de corantes

azo
. . Ne
Ensaio Condigbes testadas e
ensaios(*)
1. Robustez do in6culo e das condigdes do teste relativamente a biorredugéo
1.1 Biomassa fresca Comparacéo dos resultados obtidos com biomassa fresca e biomassa em regime de
ou utilizada alguns fome por 24, 48 e 72h.
dias apés recolha 3 . 168
Indculo: Lamas ativadas de ETAR
Corantes: AR14, AO7, AO8, AO10, ARS8, AY9, AY17, AR73
1.2 In6culos de Comparagédo dos resultados obtidos para indculos de proveniéncias diferentes
diferentes (biomassa fresca e biomassa em regime de fome por 24, 48 e 72 e 120h).
proveniéncias (ETAR, . ) . . . 5 120
SBR laboratorial) Indculo: Lamas ativadas de ETAR e lamas ativadas de SBR piloto adaptado & glucose
Corante: AR14
1.3 Influéncia da Comparacdo dos resultados obtidos na presenca e na auséncia de glucose para
disponibilidade de indculos de proveniéncias distintas (biomassa fresca e biomassa em regime de fome
fonte de carbono no por 24, 48 e 72 e 120h).
meio (glucose) . . . . N 160
Inéculo: Lamas ativadas de ETAR e lamas ativadas de SBR piloto adaptado a glucose
Corante: AR14
2. Estudo da adsorcédo do corante a bhiomassa
2.1 Influéncia do Comparacéo dos resultados de adsorcéo obtidos a diferentes tempos de contacto da
tempo de contacto na biomassa fresca com o corante (o teste foi efetuado com 3 corantes, dois deles com
adsorgdo do corante a  elevada adsorgdo a biomassa).
biomassa , . . N %
Indculo: Lamas ativadas de SBR piloto adaptado a glucose
Corante: AR114, AR151 e AR73
3. Desenvolvimento do teste abiético (inibigéo da biorredugéo)
3.1 Inibigdo por adicdo =~ Comparagéo dos resultados obtidos pela biomassa inibida por 60 e 200mM de azida
de azida de sédio ou de sédio (com biomassa fresca e biomassa em regime de fome por 24, 48, 72 e 96h e
dicumarol na presenga/auséncia de glucose). Comparacao dos resultados obtidos pela biomassa
inibida por 200puM de dicumarol (com biomassa fresca e biomassa em regime de fome
por 24, 48, 72 e 96h). 342
Inéculo: Lamas ativadas de ETAR e lamas ativadas de SBR laboratorial (ensaios
azida), lamas ativadas de SBR laboratorial (ensaios dicumarol)
Corante: AR14
3.4 Inativacao fisica Comparacéao dos resultados obtidos por inativagéo fisica por autoclavagem, sonicacéo
combinada ou ndo ou microondas, combinada ou ndo com presenca de inibidores (com o in6culo fresco e
com a presenca de apos 24, 48 e 72-fome e na presenga e auséncia de glucose) 180
inibidores
In6culo: Lamas ativadas de SBR laboratorial
Corante: AR14
4. Verificagdo da influéncia das condigdes abidticas na adsorgéo
4.1 Influéncia da Comparacéo dos resultados de adsor¢éo obtidos com biomassa fresca e biomassa
autoclavagem e adicdo inativada por autoclavagem e na presenca dos inibidores azida de sddio e dicumarol.
de inibidores na . . . ' 108
adsorc&o In6culo: Lamas ativadas de SBR laboratorial
Corante: AR14 e AR114
(*)N° ensaios individuais incluindo replicados e brancos
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4.4 Resultados e Discussao

4.4.1 Robustez doindéculo

4.4.1.1 In6culo fresco e utilizado ap6s sujeito a um regime de fome

Com esta experiéncia pretendeu-se verificar se o in6culo de lamas ativadas tinha a mesma
resposta em termos de remocdo de cor ao fim de 48 h de reacdo bioldgica,
independentemente de ser utilizado imediatamente ou apds a sua manutencao em regime
de fome em condic6es aerdbias (sem alimentacéo e com agitacdo) por 1, 2 e 3 dias (24, 48,
e 72 h). As condigbes utilizadas foram as “standard”, ou seja 20 mg/L de corante AR14,
presenca de fonte de carbono (glucose), macro e micro nutrientes e 2,0 gTSS/L de lamas
ativadas. Os restantes corantes (AO7, AO8, AO10, ARS8, AY9, AY17, AR73) foram testados

nas mesmas condi¢fes, também com uma concentragéo inicial de 20 mg/L.

Na Figura 4.3 encontram-se os resultados obtidos, verificando-se que 0s nove corantes
testados apresentam um rendimento de biodescoloragdo sem alteragdes significativas para

as varias condi¢fes do inéculo, em média com varia¢des inferiores a 5%.

Curiosamente, para os corantes AR14 e AY17 parece até identificar-se uma ligeira
tendéncia de subida da remocé&o de cor com o aumento do tempo do inéculo em regime de

fome.

100 -
§ |
-
o0 -
<
S
8 ~ ® Frescas
% = 24h-fome
(]
AT - m 48h-fome
o
£ | m72h-fome
[J]
('

AR14 A07 A08 A010 A012 AR8 AY9 AY17 AR73

Figura 4.3 — Estudo da robustez do indculo (ETAR) na biodescoloracdo de diferentes corantes azo
com lamas ativadas frescas e utilizadas apds 1, 2 e 3 dias de manutenc@o em regime de fome e
aerobiose [Ensaio 1.1 da Tabela 4.1].
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Como se pode ver também pelos resultados, os corantes apresentam rendimentos de
remocgdo de cor muito varidveis, desde uma remocdo quase total de 100% para AR73 (e
adsorgéo < 6%, dados ndo apresentados) a uma remog¢do menor que 10% para AY17. Tal
significa que de facto, a escolha a priori dos corantes que sdo biodescoloraveis faz todo o

sentido em termos ambientais.

Os resultados destes ensaios sdo importantes pois significam que o método € insensivel ao
acondicionamento e utilizacdo do inéculo, ou seja, basta realizar uma colheita de lamas
ativadas no inicio da semana e a biomassa mantida em condicbes aerdbias pode ser

utilizada durante toda a semana nos ensaios de biodescoloragéo.

4.4.1.2 Influéncia de diferentes in6culos e da disponibilidade da fonte de carbono

Para testar a resposta da reagdo de biodescoloragéo a inoculos de proveniéncias distintas e
adaptados a diferentes substratos, realizaram-se ensaios com lamas ativadas provenientes
de ETAR (adaptadas a &agua residual urbana, Chelas, Lisboa) e com lamas ativadas
provenientes de um reator laboratorial alimentado com glucose como Unica fonte de

carbono.

As condigbes iniciais foram as “standard” (20 mg/L de AR14, glucose, macro e micro
nutrientes e 2,0 gTSS/L de biomassa). Foi também estudada a influéncia da
presencga/auséncia do dador de eletrbes (glucose). Todos os ensaios foram ainda realizados

com diferentes acondicionamentos da biomassa (fresca e apds um regime de fome aerébio).

Na Figura 4.4 encontram-se os resultados obtidos, em que, independentemente da condigcédo
estudada se obteve um nivel de biodescoloracdo acima de 90% (a excecdo de um ensaio,
em que as réplicas sdo discordantes). A adsor¢do do corante AR14 a biomassa foi avaliada
pela diferenca de absorvéncias de sobrenadantes apds 1 h de contacto entre a solu¢édo de
corante e a biomassa, em condi¢des “standard”, representando entre 1 a 5% do total de
corante (dados ndo apresentados). A analise dos espectros dos sobrenadantes confirma
igualmente que apds 1 h de incubacdo o fendmeno de biorreducéo é despiciente, pois 0s
espectros apos 48 h de incubacdo sdo marcadamente diferentes dos obtidos apds 1 h (que
sdo semelhantes aos do branco-corante), observando-se uma reducdo seletiva da
absorvéncia na zona do visivel, consistente com uma transformagdo molecular e ndo com

uma simples adsorgao.
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Figura 4.4 — Comparacdo da biodescoloracdo de AR14 obtida com inéculos de diferentes
proveniéncias (lamas ETAR urbana e lamas de SBR piloto adaptado a glucose), em presenca ou na
auséncia de glucose [Ensaio 1.2 da da Tabela 4.1]. S&o apresentados valores médios e as barras de
erro representam o desvio-padrao de ensaios em duplicado.

A partir dos resultados obtidos observa-se:

* Os niveis de biodescoloragao obtidos para o AR14 com inéculo proveniente da
ETAR ou indculo proveniente do SBR laboratorial sdo praticamente iguais (95 e 98%
respetivamente), concluindo-se que o método € robusto no que respeita a utilizacao

de in6culos de lamas ativadas provenientes de fontes diversas;

» Confirma-se, como ja observado anteriormente (4.4.1.1), que a utilizagéo do in6culo
fresco ou varios dias ap6s a recolha (mantido em regime de fome aer6bio) produz

resultados de biodescoloragdo comparaveis;

* Verifica-se que a auséncia de fonte de carbono néo influencia a biodescoloragéo,

mantendo-se esta Nnos mesmos niveis com e sem glucose.

A biodescoloragéo obtida na auséncia de glucose pode dever-se a utilizacdo de substratos
endogenos como fonte de eletrbes para a biorreducéo, como indicado por Hong et al. (2008)
para um sistema similar. A novidade no presente trabalho refere-se ao facto de as lamas
ativadas, mesmo ap0s serem sujeitas a periodos de até 120 h em regime de fome aerdbio,
aparentemente ndo terem esgotado estes substratos enddgenos, mantendo-se a
biorreducdo do corante na auséncia de glucose ao mesmo nivel da dos ensaios realizados
na presenca de glucose. Esta observagdo sugere que o sistema enzimatico envolvido se
mantém ativo, mesmo apods longos periodos em regime de fome. Esta disponibilidade de
dadores de eletr6es endégenos pode também estar envolvida nas razdes que levam a que
ndo se observassem diferencas significativas entre a biodescoloragdo com diferentes

inoculos, adaptados a diferentes substratos.
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4.4.2 Adsorcdo a biomassa

Com vista a decidir qual o tempo necesséario para se avaliar a adsor¢cdo de corante a
biomassa, efetuaram-se ensaios em que foi avaliada a adsor¢cdo ao longo do tempo de
contacto. Foram escolhidos dois corantes azo com elevada adsorcdo, Acid Red 114 e Acid
Red 151, e um com baixa adsorcdo, Acid Red 73. As condi¢des iniciais utilizadas foram as

“standard” (biomassa, glucose, macro e micro nutrientes), com 20 mg/L de cada corante.

A remocéo de cor foi avaliada ao longo do tempo e os resultados obtidos sdo apresentados
na Figura 4.5, onde se verifica que o fenébmeno de adsor¢éo € bastante rapido, tanto para os
corantes com elevada adsorcdo (AR114 e AR151), como para o corante AR73 com baixa
adsorcao. Verifica-se que o periodo de 1h corresponde nitidamente a uma zona estabilizada
de adsor¢cdo maxima. Alids, apds 15 minutos de incubacgdo, j& é possivel distinguir
claramente os corantes em termos de adsorcao, pois esta ja atingiu 70% ou mais, que a
total obtida ao fim de 1h.
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Figura 4.5 — Testes de adsorgdo do corante a biomassa efetuados para Acid Red 114, Acid Red 151
e Acid Red 73 [Ensaio 2.1 da Tabela 4.1].

Estes resultados indicam que o periodo de 1 h é suficiente para avaliar a adsor¢cdo do
corante a biomassa, e por outro lado, parece ser suficientemente curto para que o fenémeno

de remocéo de cor por via da reducao biol6gica ndo seja significativo.

No entanto, considera-se que a validacdo do método carece de que 0 mesmo seja realizado
com a biomassa inibida ou inativa, para que exista a garantia inequivoca de que ndo ha

remocao de cor por via biol6gica neste periodo de 1 h.
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4.4.3 Desenvolvimento do controlo abiotico
4.4.3.1 Inibicdo por azida de sodio e dicumarol

Como referido em 4.2 a azida de sddio parece ser uma boa escolha para a inibicdo do
processo biolégico de descoloracdo da biomassa. As concentracdes de azida utilizadas em
estudos de inibicao situam-se em regra na gama 10 a 40 mM (Fournier et al. 2003, Woznica
et al. 2003). No presente estudo as duas concentracdes de azida estudadas foram 60 mM e
200 mM, sendo a dltima uma concentracdo bastante mais elevada do que as usualmente
reportadas na literatura. As condigbes “standard” do ensaio de descoloracdo foram
comparadas com as mesmas mas em presenca de azida de sédio, com biomassa fresca e
apos ter sido sujeita ao regime de fome, na presenca e na auséncia de fonte de carbono
(glucose).

Os resultados deste ensaio apresentam-se na Figura 4.6. Como se pode observar na parte
A, a azida a uma concentragdo de 60 mM inibe fortemente a bioconversédo do corante pela
biomassa aplicada fresca apods recolha na ETAR, com valores de remog¢éo de cor perto de
5% (provavelmente por adsor¢do). Sem adicao de inibidor (série “standard”) a mesma
biomassa proporciona acima de 90% de descoloracdo. Isto indica que no mecanismo de
biorreducdo podem estar envolvidas oxidases da cadeia terminal de transporte de eletrdes,
gue catalisam a transferéncia de eletr6es para o corante azo e cuja inativagdo por reacéo
com azida resulta na inibi¢cdo da biorreducéo.
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Figura 4.6 - Estudo da inibicdo da biodescoloracdo do corante AR14 com azida de sdédio, em
biomassa recolhida em ETAR (lamas frescas e apés sujeicdo a um regime de fome aerdbio por 24,
48, 72 e 96 h). A — descoloracdo na presenca de fonte de carbono (glucose), B — descoloracdo na
auséncia de fonte de carbono. [Ensaio 3.1 da Tabela 4.1]. S&o apresentados valores médios e as
barras de erro representam o desvio-padréo de ensaios em duplicado.
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No entanto, como pode ser visto claramente na mesma Figura 4.6.A, observou-se a reducéo
gradual do efeito de inibi¢cdo por azida com o aumento da duragéo do periodo de fome a que
o in6culo foi sujeito. Esta tendéncia também se observa para a concentracdo de azida de
200 mM, mas de forma menos marcada. Na presenca de 60 mM de azida, o regime de fome
imposto ao indculo antes da sua utilizacdo levou a uma recuperacdo da atividade de
biodescoloracdo, permitindo valores de rendimento de remoc¢do de corante até 78%. A
auséncia de efeito de inibicdo por parte de azida j& foi relatada para outros sistemas de
biorreducdo anaerdbia, como a reducdo de ferro por Aeromonas hydrophila estirpe KB1
(Woznica et al. 2003), mas nao foi encontrada qualquer referéncia a reducao desta inibigao,
como resultado de um regime de fome imposto a biomassa. Este comportamento esta no
entanto de acordo com a existéncia de percursos alternativos na cadeia respiratoria, como
demonstrado anteriormente em algumas bactérias (Das et al. 2005), em particular no que

respeita as oxidases terminais (Poole e Cook 2000).

As bactérias sao organismos muito flexiveis, capazes de adaptar o seu metabolismo e
comportamento dentro do periodo de uma geracao (Poindexter 2009). O stress especifico
imposto pelo regime de fome induz ndo s6 a producdo de proteinas relacionadas com os
nutrientes em causa (escassez de carbono, azoto ou fésforo), mas também um conjunto de
proteinas que fornecem resposta a solicitacdes gerais (Matim 2009). A expressdo destas
mesmas proteinas é encontrada em outras condigbes de stress como 0 stress oxidativo, o
stress osmotico e o stress de pH (Matim 2009). Assim, o stress provocado pelo regime de
fome podera ter induzido, na cultura mista, a expressao de novas proteinas insensiveis a
inibicdo pela azida e capazes também de catalisar a transferéncia de eletrbes para o corante

azo.

As amostras de lamas ativadas foram monitorizadas por observacdo microscépica, com
coloracao de Gram, ao longo do tempo de incubacdo em regime de fome aerébio. Registou-
se uma diminuicdo do numero de protozoarios e metazoarios e um aumento acentuado da
prevaléncia da caracteristica Gram negativa da populacdo bacteriana, ao longo do tempo
(dados nao apresentados). Esta Ultima observacdo segue a propensao encontrada em
estudos de populacbes sujeitas a condi¢des oligotréficas no seu habitat aquatico natural,
gue mostraram de forma consistente que as bactérias predominantes tendiam a pertencer a

poucos grupos, todos do tipo Gram negativo (Poindexter, 2009).

Em relacdo ao efeito da azida na atividade de biorreduc&o, uma diferenca significativa foi
observada entre os testes na presenca e na auséncia de glucose (Figura 4.4, partes A e B).
Nomeadamente, a reducado da inibicdo nédo foi observada na auséncia de glucose, obtendo-
se rendimentos de remocdo de corante abaixo de 10%. Deduz-se que a possivel via

alternativa de transferéncia de eletrbes para o corante, despoletada na biomassa mantida

Ana Tavares da Mata, 2015 90



BIORREATORES DE GRANULOS AEROBIOS
PARA TRATAMENTO DE AGUAS RESIDUAIS TEXTEIS

em regime de fome, parece requerer a utilizacdo de glucose para ocorrer, enquanto a via de
biorreducao original ndo necessita da sua presenga, como se observa na série “standard” da

Figura 4.6.B, em que a biodescoloracdo se mantém acima de 90% na auséncia de glucose.

E ainda de referir que a observacdo qualitativa das amostras incubadas revelou que a
biodescoloracéo na presenca do inibidor (azida) apresentava uma cinética mais rapida que a
descoloracdo em condi¢cBes "standard", o que reforca a existéncia de uma via alternativa,

seguindo um mecanismo diferente.

Os mesmos ensaios foram realizados com um indculo recolhido num reator laboratorial
(SBR) adaptado a glucose como Unica fonte de carbono disponivel. Os resultados
encontram-se expressos na Figura 4.7 e verifica-se na parte A que, ao contrario da
biomassa recolhida na ETAR, a biomassa proveniente do SBR néo € inibida pela presenca
da azida de sédio na concentracdo de 60 mM (biodescoloracdo acima de 90%), e mesmo
para a concentracdo bastante elevada de 200 mM, apesar de se observar alguma reducéo
no rendimento da biodescoloracdo, ndo ocorre um efeito de inibicdo consistente.
Aparentemente, a biomassa proveniente do SBR, pelo facto de estar adaptada a glucose
como fonte de carbono, apresenta as proteinas insensiveis a azida ja expressas, podendo

usa-las de imediato.
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Figura 4.7 - Estudo da inibicdo da biodescoloracdo do corante AR14 com azida de sddio, em
biomassa adaptada a glucose recolhida de um SBR (lamas frescas e apds sujeicdo a um regime de
fome aerobio por 24, 48, 72 e 120 h: A — descoloragdo na presenca de fonte de carbono (glucose), B
— descoloracdo na auséncia de fonte de carbono. [Ensaio 3.1 da Tabela 4.1]. Sdo apresentados
valores médios e as barras de erro representam o desvio-padrao de ensaios em duplicado.

Observa-se, por outro lado, na Figura 4.7.B, uma tendéncia, apesar de mais atenuada do
que a observada na Figura 4.6.B, para que a auséncia de glucose dificulte a via de
biodescoloracdo alternativa. Isto observa-se em especial para a biomassa acondicionada
durante um longo periodo em regime de fome (48, 72 e 120 h) e na presenca de uma

concentracdo elevada de azida (200 mM). E possivel que esta biomassa, desenvolvida com
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glucose e no regime de alimentacgédo ciclica do SBR, tenha acumulado reservas de carbono
mais abundantes que a biomassa de ETAR, e que estas reservas tenham levado mais

tempo a esgotar-se no periodo de fome.

Estes resultados apoiam a hip6tese de que o mecanismo alternativo de biodescoloracéo
resistente a azida € sensivel a presenca da glucose. Quando a biomassa se encontra
exaurida de reservas, caso a glucose nao se encontre disponivel, este mecanismo tem mais

dificuldade em ser despoletado.

Estando o dicumarol reportado como inibidor da biodescoloragéo, o mesmo foi igualmente
estudado, utilizando-se um inéculo recolhido de um reator laboratorial (SBR) adaptado a
glucose. Os resultados séo apresentados ha Figura 4.8.
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Figura 4.8 - Estudo da inibicdo da biodescolora¢do do corante AR14 com dicumarol, em biomassa
adaptada a glucose recolhida de um SBR (lamas frescas e apds sujeicdo a um regime de fome
aerdbio por 24, 72 e 120 h). A descoloragéo foi testada na presenca de fonte de carbono (glucose).
[Ensaio 3.1 da Tabela 4.1]. Sdo apresentados valores médios e as barras de erro representam o
desvio-padrdo de ensaios em duplicado.

Verifica-se que o dicumarol ndo teve um efeito de inibicdo drastico, tendo apenas reduzido o
rendimento de remocao de cor de 80-90% para 30-40%, ao contrario do reportado por Hong
et al. (2009) que verificou o impedimento total da biodescoloracdo na presenca deste
inibidor. No entanto, estes autores utilizaram uma cultura pura e analisaram a atividade de
descoloragéo da sua fragdo membranar, situacdo que é completamente distinta da presente,
em que a biomassa € constituida por uma cultura mista de lamas ativadas contendo
microrganismos viaveis de diferentes tipos. Alids, uma publicagdo anterior (Khehra et al.
2005) demonstrou que um consorcio de apenas quatro estirpes de bactérias resultou num
elevado aumento da eficiéncia da biodescoloracdo quando comparado com as mesmas
estirpes usadas individualmente, indicando que coletivamente os microrganismos presentes
nas culturas mistas tém um comportamento mais complexo do que o que resultaria da
simples adi¢do das suas prestacdes individuais.
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Também nesta experiencia se verifica que a biomassa, apos um regime de fome prolongado
(120 h), deixa de ser sensivel a presenca do inibidor, neste caso dicumarol, obtendo-se um
nivel de descoloracdo elevado, equivalente ao obtido no ensaio “standard”. Isto reforca a
hipétese anteriormente discutida, relativamente a expressdo de novas proteinas devido as
condicbes de stress impostas, as quais permitem vias alternativas para a cadeia de

transporte de eletrdes respiratéria e consequentemente para a biorreducao da ligacao azo.

Estes resultados estdo de acordo com a hipétese de que a biodescoloracdo ndo € um
fendmeno metabdlico especifico, mas sim uma reacdo inespecifica associada ao
mecanismo de respiracdo. Tal € proposto por Brigé et al. (2008) e Hong et al. (2009) (ver
Figura 2.5) para a Shewanella oneidensis, em que o corante é supostamente reduzido por
citocromos ¢ terminais localizados na membrana exterior (maioritariamente o citocromo
OmcB, com contribui¢cdo indireta dos tipos OmcA e MtrF). De acordo as observagbes do
presente estudo, pode propor-se como adi¢cdo ao estado da arte que numa cultura mista de
lamas ativadas a biorreducéo de corantes azo pode ser levada a cabo por pelo menos duas
vias alternativas de transferéncia de eletrbes, uma sensivel a azida, e outra despoletada
principalmente por sujei¢do prolongada a condigBes oligotroficas e insensivel a este inibidor
(Mata et al. 2010).

Recorda-se que foi anteriormente verificado que apenas as células viaveis e a fragcdo
membranar (e ndo a fracdo periplasmica ou citoplasmica) de Shewanella oneidensis foram
capazes de reduzir corantes azo na presenca de dadores de eletrdes (Hong et al. 20073,
2007b). Pode assim inferir-se que a enzima identificada por varios autores como
azorredutase, que catalisa a descoloracdo de corantes azo (Bafana et al. 2008, Kolekar e
Kodam 2012, Chaudhari et al. 2013, Yang et al. 2013), correspondera provavelmente a uma
ou mais das proteinas terminais da cadeia respiratéria, localizadas na membrana exterior,

que poderao ser citocromos c.

O fendbmeno de alivio da inibicdo apés um periodo de stress por auséncia de fonte de
carbono, que resulta na expressdo de novas proteinas e mecanismos de respiracédo
alternativos abre um vasto potencial para ser explorado. Por exemplo, este fenémeno pode
ser util no caso de tratamento de efluentes contendo compostos inibidores ou téxicos e, de
uma forma mais abrangente, possibilitar o refor¢co e expansédo da versatilidade metabdlica

na biodegradacao microbiana por exposicao prévia a este stress nutricional.
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4.4.3.2 Estudo da Inativagdo fisica por autoclavagem, sonicacdo, ou microondas

combinada ou ndo com a presenca de inibidores

Com o objetivo de se obter um controlo abiético fiavel, isto €, em que ndo ocorra 0 processo
de remocao biol6gica de cor por biorreducdo do corante azo, foram testadas nesta fase
vérias alternativas de inativacdo da biomassa e combinagbes das mesmas. O objetivo foi
obter uma remocao de cor maxima de 10%, ao fim de 48 h de incubacéo, correspondente ao

valor maximo de descoloracéo por adsor¢ao obtido para o corante AR14.

Foram estudados métodos fisicos de inativacdo da biomassa, como a autoclavagem, a
sonicacdao e a irradiagdo com microondas. Os ensaios foram realizados nas condi¢cdes

“standard” e replicados sem a presenga da fonte de carbono (glucose).

Devido a possibilidade da inativagéo fisica, e.g. autoclavagem, nao inibir a descoloracao,
foram também testadas condi¢cdes combinadas de inativacéo fisica e presenca de inibidores
(azida e dicumarol). A presencga destes inibidores podera inibir a ocorréncia de reacdes
puramente quimicas de oxidacdo-reducdo entre componentes celulares reduzidos e o
corante. A adicdo dos dois inibidores em simultaneo foi preferida pelo facto dos seus
mecanismos de atuacdo terem como alvos pontos distintos da cadeia respiratéria (ver 4.2),

permitindo assim abranger na inibicdo um leque mais variado de proteinas celulares.

Os resultados destes ensaios encontram-se na Tabela 4.2.

Nos ensaios 1 da Tabela 4.2, em condicbes “standard”, obteve-se uma eficiéncia de
remocao de cor de 96% (e 94% na auséncia de glucose, ensaio 5, Tabela 4.2). Da mesma
forma o ensaio na presenca simultdnea de azida de sédio e dicumarol apresentou 92% de
biodescoloracdo como valor médio, ndo havendo inibicdo da reacdo de biodescoloracao
(ensaio 9, Tabela 4.2) o que se prende com a possibilidade de, na cultura mista, existirem
microrganismos capazes de ativar uma ou mais vias de respiragdo alternativas que nao
utilizam as enzimas ou cofatores inativados por estes inibidores. Nestas condi¢es, 0 ensaio
realizado na auséncia de glucose (ensaio 13, Tabela 4.2) confirma também a tendéncia ja
observada, obtendo-se um valor médio de remogéo de cor de 54%. Ou seja, 0 mecanismo
alternativo utilizado para a biodescoloragdo na presenca dos inibidores, € sensivel a
presenca da glucose, em especial para a biomassa utilizada ap6s um regime de fome
prolongado, exaurida das suas reservas de carbono, que atinge somente 13% de remocé&o

de cor (Tabela 4.2, ensaio 13, coluna 96h-fome).
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Tabela 4.2 — Resultados dos ensaios de biodescoloracdo apés a inativacdo fisica da biomassa por
sonicacdo, autoclavagem e tratamento com microondas, e por processos combinando a inativacdo
fisica com a presenca dos inibidores azida e dicumarol. Todos os ensaios foram realizados na
presenca e na auséncia de fonte de carbono (glucose) e em todos os casos foi testada a biomassa
fresca e biomassa recolhida apo6s sujeicdo a um regime de fome (24, 48, 72 e 96 h). Os ensaios
foram efetuados com biomassa recolhida em ETAR.

% Remocé&o de cor (em 48h)
Ensaios de inibigao

No:
* com o corante AR14:
Frescas 24h-fome 48h-fome 72h-fome 96h-fome
Média STD

1 Standard 98 96 95 94 96

96 1
2 Autoclavagem 45 52 43 35 34

43 8
3 Sonicagdo 96 91 93 95 96

95 2
4 Microondas 93 90 72 97 91

91 10
5 Standard (sem glucose) 92 95 94 96 94 o4 1
6  Autoclavagem (sem glucose) 9 14 11 11 9 1 ’
7  Sonicagdo (sem glucose) 93 95 94 91 91 03 ’
8  Microondas (sem glucose) 92 97 95 93 91 93 5
9 Azida + Dicumarol 93 95 94 94 84

92 5
10 Autoclavagem + Azida + Dic. 7 11 9 13 7 9 3
11 Sonicacao + Azida + Dic. 19 19 -4 24 8

19 11
12 Microondas + Azida + Dic. 9 16 13 10 9

10 3
13 Azida + Dicumarol (sem glucose) 95 95 54 50 13

54 34
14 Autoclavagem + Azida + Dic. (sem glucose) 8 11 11 3 7 8 4
15 Sonicacao + Azida + Dic. (sem glucose) 0 9 8 3 5 . "
16 Microondas + Azida + Dic. (sem glucose) 10 14 11 10 9 10 5

Nota: Azida + Dic. = 60 mM Azida + 160 pM Dicumarol

A inibigcdo por microondas foi abandonada como hip6tese para o controlo abiético, pois apos
a sua aplicagcédo a biomassa alterou totalmente as suas propriedades iniciais no que respeita
a capacidade de adsorcdo dos corantes azo. E no entanto de referir que a sua aplicacéo
isolada n&o inibe a biodescoloragéo (ensaios 4 e 8, Tabela 4.2). Tal sucede aparentemente
dado que todo o contetdo celular se encontra disponivel no meio ap6s este tratamento,
podendo ocorrer reacdes puramente quimicas de oxidacdo-reducdo por contacto direto

entre compostos celulares reduzidos e o corante. A inibicdo obtém-se apenas com a
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combinacdo do tratamento com microondas com a presenca dos inibidores azida de sédio e
dicumarol (com ou sem glucose). A presencga dos inibidores aparentemente bloqueia a acéo

dos componentes celulares libertados no meio, impedindo a descoloragéo por via quimica.

A autoclavagem (ensaio 2, Tabela 4.2) ndo inibiu completamente a descoloragéo, tendo o
rendimento desta diminuido apenas para 43%, ao contrario do verificado por Gessesse
(2009). No entanto, este autor utilizou uma cultura pura e, como ja referido, espera-se que o
comportamento de uma cultura mista seja bastante mais complexo. Contudo, a biomassa
autoclavada na auséncia de glucose (ensaio 6, Tabela 4.2), apresenta em média apenas
11% de remocédo de cor, ou seja, nestas condicbes a inibicdo foi efetiva. Deduz-se entédo
que a remocdao de cor observada no ensaio 2 da Tabela 4.2 pode ter sido maioritariamente
devida a biodescoloracdo, que possivelmente ocorreu por agdo duma fracdo da biomassa
gque nao foi inativada por autoclavagem e que se desenvolveu durante as 48 h do ensaio. No
ensaio 6 da Tabela 4.2, este crescimento da biomassa sobrevivente foi impedido pela
auséncia da fonte de carbono, obtendo-se assim um rendimento baixo de remogéao de cor. A
adicdo de azida e dicumarol as lamas autoclavadas reduziu a biodescoloragéo de 43% para
9% (ensaios 10, Tabela 4.2). A efetiva inibicdo obtida parece resultar do facto da pequena
quantidade de microorganismos que possa ter permanecido viavel apés autoclavagem néo
ter tido capacidade de crescer e ativar 0 mecanismo de respiracao alternativo necessario a
biodescoloracdo na presenca dos inibidores. Para além disso, os compostos celulares
reduzidos libertados pela biomassa inativada ficaram bloqueados na sua acgédo pelos
mesmos inibidores. Na auséncia de glucose, a adicdo da azida e dicumarol reforca a
inibicdo reduzindo o rendimento de descoloragéo de 11% para 8% (ensaio 14, Tabela 4.2)

pois ha o impedimento das ja referidas rea¢des quimicas de descoloracao.

Nos ensaios em que a biomassa foi inativada por sonicagdo, verifica-se que ndo houve
inibicdo da descoloracdo, quer na presenca, quer na auséncia da glucose (ensaios 3 e 7,
Tabela 4.2). O facto de ndo se observarem diferencas significativas entre a presenca e a
auséncia da fonte de carbono leva a supor que a remocao de cor por biomassa sonicada foi
maioritariamente obtida pela via quimica, por contacto entre o contetdo celular libertado no
meio e o corante. Tal faz sentido tendo em conta que a sonicagdo provoca a disrupcao
celular, sendo esta técnica usada normalmente com o objetivo de libertar conteldos
celulares (Feliu et al. 1998). A adicdo dos inibidores as lamas sonicadas fez diminuir a
remocao de cor para valores de 19% na presenca de glucose e de 5% na sua auséncia
(Tabela 4.2, ensaios 11 e 15, respetivamente). Provavelmente na auséncia da glucose a
inibicdo é mais completa, pois para além do impedimento da remog¢&o por via quimica, a via
de descoloracdo biolégica alternativa (na presencga de inibidores), eventualmente utilizavel

por biomassa ainda viavel, torna-se mais dificil.
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Em resumo, apenas a combinacdo da inativacdo fisica por via de autoclavagem ou
sonicagdo com a presenca dos dois inibidores (azida e dicumarol) e com auséncia de
glucose geram um ensaio abiodtico fiavel, pois s6 assim se eliminam sistematicamente todas
as vias de descoloracao identificadas. O controlo abidtico poderé ser realizado utilizando
uma destas metodologias, garantindo uma remocédo de cor média abaixo dos 10% para o
corante azo AR14. De realcar que tal s6 é necessério devido a especificidade da reagéo
biologica de descoloracdo, que necessita apenas de uma pequena quantidade de
equivalentes redutores para ocorrer. Dada a concentracdo elevada de biomassa face a do
corante, esta quantidade é facilmente disponibilizada nas condicbes do teste de

descoloracéo.

Para o estabelecimento de um método de avaliacdo da biodescoloracdo de corantes azo
utilizavel pelas varias entidades que os produzem ou utilizam, a autoclavagem parece ser a
metodologia mais indicada, pois utiliza um equipamento mais comum, disponivel

correntemente em laboratorios.

4.4.3.3 Estudo da influéncia da inativacao fisica por autoclavagem e da presenca de

inibidores na adsorg¢éo de corantes azo a biomassa

A influéncia da inativacao fisica por autoclavagem e da presenca de inibidores nas curvas
de cinética de adsorcdo de corantes azo a biomassa foi estudada com vista a verificar se
haveria alteracdes induzidas pela aplicacdo destas condi¢des. Deste modo foram realizados
dois estudos de adsorgdo, um com lamas frescas (condi¢des “standard”) e outro com lamas
autoclavadas, na presenca de inibidores e na auséncia de glucose. Os corantes estudados
foram o AR14, corante modelo utilizado em todos os estudos descritos neste capitulo, e o
corante Acid Red 114, conhecido a partida por revelar uma tendéncia elevada de adsorgéo a
biomassa. Na Figura 4.9 podem encontrar-se os resultados obtidos. Verifica-se que para
AR14 a diferenca entre os niveis de adsor¢do em lamas frescas e em lamas autoclavadas
ndo é significativa, correspondendo a valores médios de remocao de cor por adsorcao de

6,4% e 3,1% respetivamente.

No caso do corante AR114, os resultados também sdo bastante préximos e observa-se a
tendéncia oposta, ou seja, a adsor¢cdo a lamas autoclavadas é ligeiramente acima da
verificada em lamas frescas. Aparentemente nao ha relacao direta entre a autoclavagem e

uma maior ou menor tendéncia para a adsor¢ao do corante.
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Figura 4.9 — Estudo da influéncia da inativagéo fisica da biomassa por autoclavagem e da presenca
de inibidores na adsor¢éo dos corantes azo Acid Red 14 e Acid Red 114. [Ensaio 4.1 da Tabela 4.1].

Conclui-se que o processo de inativagcdo da biomassa por autoclavagem e adicdo em
simultdneo dos inibidores azida de sodio e dicumarol, na auséncia de glucose, ndo altera
significativamente a adsor¢é@o do corante & biomassa, estabelecendo-se assim o0s requisitos
minimos do controlo abidtico.

4.5 Resumo do método biodescoloracdo proposto e suas vantagens

Foi submetida uma patente com o método de biodescoloracdo proposto (concedida em
2015). Esta propde um teste de biodescoloragdo com a duracdo de 48 h, com a avaliagédo
da adsorcdo apdés 1 h em condicdes abidticas (biomassa autoclavada, presenca dos
inibidores azida e dicumarol e auséncia de glucose). As vantagens deste processo para a

determinacgéo do potencial de biodescoloracdo de um corante azo referem-se a:

» Garantia inequivoca da avaliacdo do potencial de biodescoloragao, pois distingue a
descoloracdo por via biolégica da descoloracdo abidtica, isto €, por adsorcdo a

biomassa;
» Rapidez na obteng¢ao de resultados, que podem ser obtidos em 48 h;

* Robustez em relacéo ao tipo de indculo, dado que a biomassa pode ser proveniente
de qualquer reator de lamas ativadas, isto é pode ser recolhida tanto numa ETAR
como num reator laboratorial, podendo além disso ser usada fresca, ou ser
armazenada em condicdes aerdbias e utilizada nos quatro dias seguintes a sua

recolha;
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» Simplicidade e baixo investimento, pois o método caracteriza-se por utilizar
equipamento corrente de laborat6rio, incluindo um equipamento para
termostatizagdo, uma autoclave, um sistema de agitacdo de tubos eppendorf, um

sistema de separacdao solido-liquido e um fotdmetro para a gama de radiacao visivel.

4.6 Conclusodes

Com base nos ensaios descritos no presente capitulo, foi proposto um teste rapido para a
gquantificacdo da suscetibilidade a biodescoloracdo de corantes azo. Este teste permite
selecionar os corantes mais amigos do ambiente, ou seja, aqueles com maior
suscetibilidade a descoloragéo por redugéo biolégica e com menor tendéncia de adsorgéo a

biomassa, ndo limitando a valorizagcao desta como fertilizante de solos agricolas.

O controlo abidtico, com plena inibicdo da biorreducéo, sé foi conseguido associando a
inativagdo fisica da biomassa por autoclavagem (ou sonicacdo) a presenca conjunta dos
inibidores azida e dicumarol e a auséncia de fonte de carbono, pois s6 assim se eliminam

todas as vias de descoloracao identificadas.

Durante os ensaios de desenvolvimento do controlo abiotico verificou-se inibicdo da
biodescoloracdo por azida de sddio e/ou dicumarol, a qual sofria reversdo quando o inoculo
era previamente sujeito ao regime de fome, tanto mais acentuadamente quanto mais
prolongado fosse este Ultimo. Especialmente no caso da azida, esta reversao do efeito de
inibicdo s6 ocorreu consistentemente na presenca de glucose. Isto indica que o stress
induzido pelas condic¢des oligotroficas despoletou um mecanismo alternativo de respiracédo
do corante (biorreducdo), insensivel aos inibidores. Tal reforca a hipétese de que a
biodescoloracao utiliza mecanismos respiratorios inespecificos disponiveis nas células e

sujeitos a inducéo por fatores ambientais.

Os resultados obtidos com biomassa incubada em condi¢des oligotréficas sdo importantes,
pois tém potencial para a melhoria da robustez dos sistemas de lamas ativadas na presenca
de compostos toxicos, especificamente no que diz respeito a degradacdo de compostos

recalcitrantes.
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5.1 Resumo

Esta etapa do trabalho teve por objetivo produzir lamas granulares aerdbias num reator
sequencial descontinuo (SBR) com um valor da razao altura/diametro de 2,5, uma geometria
nado tubular diferente da usualmente utilizada nestes sistemas. O SBR foi inoculado com
flocos de lamas ativadas provenientes duma ETAR municipal. O reator foi operado com
ciclos de 6 h, com fase de reagdo totalmente aerdbia (5 h) e uma renovacao de volume por
ciclo de 50% em cada ciclo. A solucdo alimentada (efluente simulado) continha macro e
micronutrientes basicos e fosfatos para tamponizacdo de pH, sendo a Unica fonte de
carbono um derivado de amido usado em encolagem téxtil, previamente sujeito a hidrélise
alcalina. O tempo de sedimentacdo do ciclo foi gradualmente reduzido de 40 para 2 minutos.
Apos 25 dias de operagdo, com um tempo de sedimentagdo de 3 minutos, obteve-se uma
reducdo do valor de SVl de 280 (valor inicial) para 28 mL/g, tendo os granulos atingido
uma dimenséo de 0,7 mm. A reducéo adicional do tempo de sedimentacdo para 2 minutos
reduziu a eficiéncia de sedimentacdo da biomassa. Apos o regresso ao regime de 3 minutos
de sedimentacdo, obteve-se de novo um valor de SVl baixo e um aumento da
concentracdo de biomassa no reator de 2 para 7 g/L, com os granulos a apresentarem um
bom desempenho no teste de integridade. A remogédo de COD foi em média de 88%. Foi
assim demonstrada a possibilidade de producdo de lamas granulares aerébias a partir de
lamas com a morfologia de flocos, num reator ndo tubular, tendo-se concluido que o tempo

de sedimentacado é um fator critico para o processo.

Os granulos obtidos foram armazenados humidos durante 7 meses, a 4 e 25°C, verificando-
se gque mantiveram bons niveis de viabilidade e integridade mesmo no armazenamento a
25°C. Obtiveram-se resultados excecionais no re-arranque dos reatores, verificando-se a
rapida recuperacéo (alguns dias) das caracteristicas de sedimentacéo, taxa de crescimento
e estrutura de granulo exibidas pela biomassa antes do armazenamento. Estes resultados
atestam a robustez e excelente potencial de aplicacdo da tecnologia de granulos aerdbios
para o tratamento de aguas residuais industriais, mesmo quando sujeitos a longos periodos

de interrupcéo do processo.
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5.2 Introducéo

A tecnologia de lamas ativadas granulares aerdbias (AGS) € um processo novo e promissor
para o tratamento de aguas residuais (Liu 2008). Os granulos aerdbios sdo agregados auto-
formados de microrganismos que tém propriedades de sedimentacdo excecionais quando
comparados com as lamas ativadas tradicionais, dispensando o uso de decantadores
dedicados (de Bruin et al. 2004) e reduzindo para poucos minutos o tempo de sedimentacéo
em sistemas integrados como o0s reatores descontinuos sequenciais (SBR). Heijnen e van
Loosdrecht (1998) cultivaram, em SBR tubular, lamas granulares aerébias que, apenas com
uma fase aerdbia no ciclo operatdrio, conseguirem remover compostos de carbono e azoto.
A configuracao tubular foi utilizada subsequentemente pela maioria dos investigadores para
a formacgéo de granulos aerébios em SBR, sendo usuais valores da razdo altura/diametro
(H/D) de 14 a 30 (Beun et al. 1999, de Kreuk e van Loosdrecht 2004, Tay et al. 2005, Liu et
al. 2007, Bassin et al. 2012a). Os sistemas de granulos aerobios sdo compactos,
necessitam de apenas 25% da area de implantacdo de sistemas de lamas ativadas
convencionais e conseguem operar a concentragfes elevadas de biomassa, permitindo
tratar cargas organicas elevadas, incluindo efluentes muito concentrados (de Bruin et al.
2004). Inocéncio et al. (2013) indicam que, relativamente aos custos operacionais, pode
atingir-se uma reducéo de 50% pela utilizacdo de granulos aerdébios em lugar de lamas
ativadas convencionais. Outra vantagem referida € a rapida recuperacdo da atividade
biologica e manutencdo da integridade dos granulos apo6s longos periodos de
armazenamento (Zhu e Wilderer 2003, Zeng et al. 2007, Wang et al. 2008, Wan et al.
2014b).

O objetivo desta etapa do trabalho foi estudar a possibilidade de produzir granulos aerdbios
a partir de um inéculo floculento de lamas ativadas, com um ciclo operacional totalmente
arejado, num SBR nao tubular com um valor de H/D de 2,5, ou seja, mais préximo do dos
SBR utilizados a escala real. Teve-se em vista analisar os parametros que influenciam este
processo e caracterizar o0s granulos obtidos, incluindo a possibilidade do seu
armazenamento por periodos prolongados (7 meses) e a sua utilizagdo posterior um para

re-arranque rapido do sistema.
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5.3 Materiais e Métodos

5.3.1 In6culo e substratos

Fonte de carbono: Foi usado como fonte de carbono um derivado de amido denominado
Emsize E1 (hidroxipropil-amido, Emsland-Starke GmbH, Alemanha). O substrato foi pré-
hidrolisado em condi¢des alcalinas (NaOH) seguido de ajuste de pH a 7.0 (HCI) e diluido
com agua desionizada a 100 g/L (de acordo com o descrito anteriormente por Lourenco et
al. (2001) e O'Neill et al. (2000)). O Emsize E1 é usado com agente encolante na indUustria

téxtil e € descarregado nos respetivos efluentes na forma hidrolisada.

Solucdo base de alimentagcdo: A solucdo de alimentacdo foi preparada em agua da
torneira arejada, utilizando a solu¢do-mae da fonte de carbono, diluida a um COD de 750 e
1000 mg O./L (dias 1-63 e 64-96, respetivamente), e suplementada com tampéo fosfato
para manutengdo do pH e nutrientes. As concentragdes foram as seguintes: KH>PO, (760
mg/L), Na;HPO4.12H,0 (2310 mg/L), NH4Cl (140 mg/L), MgS0.4.7H.0O (23 mg/L), CaCl, (28
mg/L), FeCls.6H,O (250 pg/L), MnSO4.4H,0 (40 pg/L), HsBOs (57 pg/L), ZnSO4.7H,0 (43
Mg/L), (NH4)eM07024.4H,0 (35 pg/L). Todos os sais utilizados foram de grau analitico. Esta
solucdo corresponde a razdo massica COD/N/P de 100/5/40 e 100/3.7/30 (dias 1-63 e 64-
96, respetivamente).

In6culo de Lamas Ativadas: Inicialmente (12 experiéncia) o reator foi inoculado com lamas
ativadas floculentas recolhidas numa ETAR municipal (Chelas, Lisboa). Antes de ser
utilizada, a biomassa foi peneirada (rede de 1 mm), espessada por sedimentacdo e lavada
duas vezes com agua da torneira arejada. A concentracao inicial no reator foi ajustada para

um teor em soélidos suspensos totais (TSS) de cerca de 3,5 g/L.

In6culo de granulos armazenados: Nos testes de re-arranque (22 experiéncia) foram
inoculados dois reatores com os granulos recolhidos no ultimo dia de operacdo da primeira
fase experimental e armazenados durante 7 meses sem arejamento nhas seguintes
condigdes:
» Armazenamento a 4°C (inéculo SBR1): os granulos foram lavados com agua da
torneira previamente arejada e armazenados neste mesmo meio em camara
refrigerada.
» Armazenamento a 25° (in6culo SBR2); os granulos foram armazenados no préprio
licor misto, apOs operacao de 4 ciclos adicionais sem alimentacdo ou descarga. O

armazenamento foi feito em camara de temperatura controlada a 25°C.
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5.3.2 Sistema Experimental

O sistema experimental incluiu um SBR com um volume de trabalho de 1,5 litros alimentado

com a solucao de alimentacao base.

Na Figura 5.1a) apresenta-se o0 esquema do sistema reacional. O SBR foi adaptado a partir
de um reator de vidro (SCHOTT-DURAN), com uma boca GL45 e um agitador magnético
(tipo ancora) suportado numa tampa de rosca equipada com duas entradas GL14. As
adaptacOes foram feitas no frasco de vidro e incluem uma extenséo vertical para 1,5L, e a
insercdo de duas entradas GL45 (a 45° na parte superior do vaso de vidro cilindrico). A
extensédo vertical resultou numa razdo H/D de 2,5 relativamente ao volume de trabalho. A

Figura 5.1b) corresponde ao SBR utilizado.

A solucdo de alimentacdo foi inserida pelo topo do reator (através de uma porta GL14)
utiizando uma bomba peristéltica (Mini-S 660, Ismatec, Suica). A descarga rapida foi
realizada através uma bomba de carretos (Reglo-Z, Ismatec, Suica). O arejamento foi
efetuado com um compressor modelo SPP 15 (Highblow, Japéo) através de uma membrana
difusora porosa colocada no fundo do reator. O caudal de ar foi aproximadamente de 3,0
L/min correspondendo a uma taxa de arejamento de 2 v.v.min (volume de ar por volume de
liquido por minuto). Foi utilizada uma placa de agitagdo magnética (Ikamag, RCT) utilizada a

= 200 r.p.m.

As funcbes de bombagem, arejamento e agitacdo foram automaticamente controladas, via

uma interface, através de um programa dedicado instalado num PC.

Interface

PC

Compressor de Ar

Bomba
peristaltica

l € Bomba de
carretes
e o
° o
Solugéo ° °
base de o
alimentacao °l o
o ° a)
L]
(] o
L]
°I—°l

Placa de agitagdo

Figura 5.1 - Apresentacdo do SBR n&o tubular utilizado; a) esquema do sistema reaccional; b)
fotografia do reator em fase reacional com arejamento.
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O reator foi operado com um ciclo de 6 h, compreendendo 5 h de reacdo aerdbia (com
arejamento), e 1 h repartida entre o enchimento, sedimentagéo, descarga e espera (idle). O
tempo de enchimento (sem agitacdo e sem arejamento) foi fixado em 15 minutos e o tempo
de descarga em 1 minuto (descarga rapida). O valor da renovacao de volume por ciclo foi de
50%, sendo o efluente removido a meia altura do volume Util do reator, 0 que corresponde a
um tempo retengdo hidraulico (HRT) de 12 h. A carga organica volumétrica alimentada foi de
1,5 e 2,0 kgCOD/(mi.d) (ou kgO./(m3d)) nos dias operacionais 1-63 e 64-96,
respetivamente. O pH néo foi controlado, mas foi mantido entre 6.2 e 6.8 pela presenca do
tampao fosfato na solucdo de alimentacdo base. O reator foi operado a temperatura
ambiente média de 23°C (entre 21 e 26°C). A remocdao deliberada de biomassa do reator foi
limitada as necessidades de amostragem, sendo que a maior perda ocorreu nas descargas

do efluente tratado.

O ensaio de re-arranque com o0s granulos armazenados a 4°C e a 25°C (segunda
experiéncia) foi realizado adicionando ao sistema experimental mais um reator igual ao da
Figura 5.1, uma bomba peristaltica (alimenta¢éo), uma placa de agitacdo magnética e uma
membrana difusora, todas idénticas as acima descritas. Os reatores foram operados em
paralelo utilizando o restante equipamento em comum (compressor de arejamento, bomba
de descarga, interface e PC). Os reatores foram identificados de acordo com a temperatura
de armazenamento dos indculos: SBR1 (4°C) e SBR2 (25°C).

5.3.3 Métodos Analiticos

O teor de oxigénio dissolvido e a temperatura foram medidos in situ. Os restantes
parametros foram medidos em amostras recolhidas nos reatores. Para as determinagdes da
caréncia quimica de oxigénio (COD), concentracdo de ibes e pH, as amostras foram

centrifugadas durante 10 min a 4000 r.p.m. e as medi¢des efetuadas no sobrenadante.

Os so6lidos suspensos totais (TSS) e os solidos suspensos volateis (VSS) foram medidos
através métodos normalizados (APHA 1998) em amostras de licor misto retiradas dos
biorreatores e em amostras do efluente descarregado. O indice de volume de lamas (SVI)
foi determinado pelo volume ocupado pela lama sedimentada de 1 L de licor misto, apds
sedimentacéo de 5 min (SVIs) e 30 min (SVlzp); esta medicéo foi efetuada offline num cone
Imhoff (método APHA 1998) e a totalidade da amostra de licor misto foi prontamente

retornada ao reator.

A velocidade de sedimentagdo da biomassa foi medida a partir do tempo médio que

agregados individuais levaram a percorrer uma distancia definida, quando suspensos em

Ana Tavares da Mata, 2015 106



BIORREATORES DE GRANULOS AEROBIOS
PARA TRATAMENTO DE AGUAS RESIDUAIS TEXTEIS

agua da torneira numa proveta de 1 L (Muda et al. 2010, Gao et al. 2011). O valor reportado
corresponde a média de 5 medidas independentes. Na fase inicial, em que a morfologia da
biomassa (floculenta) ndo permitia a utilizacdo do método anterior, a velocidade foi
determinada pelo declive da zona linear da curva de sedimentacdo obtida por seguimento
da deslocacéo da interface sobrenadante/lamas, em amostra de licor misto colocada numa
proveta de 1 L (método APHA 1998).

Foram observadas amostras de biomassa em campo claro sob ampliacbes de 40 e 100x,
num microscépio de transmissdo de luz (BA200, Motic, China) equipado com camara
fotografica e respetivo software de processamento de imagem (Moticam 1000, Motic,
China).

A integridade dos granulos (GI) foi avaliada com base no método indicado por varios
autores (Tay et al. 2002a, Ghangrekar et al. 2005, Muda et al. 2010, Gao et al. 2011), em
qgue 50 mL de licor misto foram colocados num agitador orbital a 200 r.p.m. durante 5
minutos. Foi determinada a biomassa (TSS) presente no sobrenadante ap6s 1 minuto de
sedimentacéo (biomassa desagregada) numa proveta de 50 mL. Este valor foi dividido pela
concentracdo de biomassa inicial (TSS) no licor misto e a integridade dos granulos (Gl) foi

expressa em percentagem de acordo com a férmula:

Gl (%) =100x [1 - (TSSbiomassa desagregada/ TSSbiomassa inicial)]

Para a determinacdo da caréncia quimica de oxigénio (COD) utilizou-se o método
normalizado de digestdo com dicromato de potdssio e titulagdo com sulfato ferroso
amoniacal (APHA 1998) utilizando um digestor AccuBlock™ Digital Dry Bath (Model: D1200)
da Labnet International, Inc. (EUA).

O teor em oxigénio dissolvido foi medido in situ, utilizando uma sonda luminescente,
LDO101 (Hach, EUA), ligada a um medidor multi paramétrico HQ40d (Hach, EUA) equipado
com uma sonda de temperatura. As taxas de consumo de oxigénio (OUR) foram medidas
durante a fase de reacao aerébia, por interrup¢do breve do arejamento (até 5 minutos) e
registando a evolucdo dos valores de oxigénio dissolvido ao longo do tempo. Para isso, a
sonda foi imersa no liquido (mantendo a mistura em agitacéo), a uma profundidade de cerca

de 3 cm.

Algumas amostras foram sujeitas a analises por cromatografia idnica realizadas num
equipamento Metrohm 761 Compact IC utilizando um amostrador automatico Metrohm 788
Filter IC e uma coluna aniénica Metrosep A SUPP 5 150/4.0. O eluente consistiu numa
solucdo a 3,2 mmol/L de Na,COz e a 1,0 mmol/L de NaHCOs. Os ides detetados foram o

brometo, cloreto, fluoreto, nitrito, nitrato, sulfato e fosfato.
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Os granulos foram observados apos coloracdo especifica aplicando o ViaGram™ Red+
Bacterial Gram Stain Viability Kit (V-7023) seguindo o protocolo do fabricante (informacéo
do produto, Molecular Probes). A Unica alteracdo consistiu na substituicdo da centrifugacéo
pelo uso duma pipeta para remocao de liquido em excesso, realizando-se mais 3 lavagens
que as indicadas no protocolo, por forma a ndo alterar a morfologia e integridade dos
granulos. As observacdes foram feitas num microscopio Olympus CX40, com um Olympus
U-RFL-T burner e um U-MWB mirror cube unit (excitation filter: BP450-480; barrier filter:
BA515). As imagens foram capturadas por uma camara Evolution™ MP5.1 CCD colour
utilizando o software Image-Pro Plus, ambos da Media Cybernetics, Inc. (EUA). As fotos
foram obtidas pela investigadora C. C. C. R. de Carvalho. Este kit, de acordo com a
informacdo do produto (Molecular Probes) permite a discriminacdo entre bactérias Gram
positivas e Gram negativas, para além de, com base na integridade da membrana
plasmética, distinguir entre bactérias viaveis e nao vidveis. Estas caracteristicas séo
visualizadas nas imagens com as seguintes cores:

» Bactérias Gram negativas: Viaveis - azul; Nao viaveis - verde

» Bactérias Gram positivas: Viaveis - interior azul + exterior vermelho;

Nao viaveis - interior verde + exterior vermelho.

5.3.4 Estratégia Experimental

Na Figura 5.2 encontra-se um resumo grafico das experiéncias efetuadas. O primeiro
periodo experimental (12 experiéncia) teve como objetivo comprovar a possibilidade de obter
a granulacdo aerdbia e caracterizar os granulos desenvolvidos. O segundo periodo
experimental (22 experiéncia) foi implementado com o intuito de avaliar a possibilidade de re-
arranque do sistema ap6s um armazenamento prolongado dos gréanulos anteriormente
obtidos.

alimentacéo antes do| '

Lavados com agua [z .

da torneira arejada | &<

\Wdy antes do —
“ W ‘ Fim da 12 experiéncia armazenamento

Gréanulos divididos R

em partes iguais Ultimos 4 ciclos sem ({
r‘

Arranque do reactor 98 dias de Avalja(;éo de armazenamento
com lamas operagéo parametros
activadas
floculentas (ETAR)
My
22 experiéncia < { < “W
R"e-arranque com os 10 dias de Avaljagéo de
granulos armazenados operagéo parametros

durante 7 meses
SBRI1 (4°C) e SBR2 (25°C)

Figura 5.2 — Descricdo gréafica das duas experiéncias efetuadas
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Em ambas as experiéncias o reator SBR foi operado apenas com a fase reacional

inteiramente aerdbia.

A 12 experiéncia decorreu durante 98 dias, que se dividiram nos periodos |, I, lll e IV. Os
diferentes periodos correspondem a imposicdo de diferentes valores de tempo de

sedimentacgéo e/ou de carga organica (ver Tabela 5.1).

No periodo I, o reator foi inoculado e operado inicialmente com um tempo de sedimentagéo
de 40 minutos para minimizar a perda de biomassa durante a sua adaptacdo ao substrato. O
tempo de sedimentacéo foi reduzido para 10 minutos no dia 6, e para 5 minutos no dia 10. O
periodo Il iniciou-se com a redug&o do tempo de sedimentacdo para 3 minutos no dia 18, e o
periodo 11l com nova reducdo, para 2 minutos, no dia 26. O periodo IV foi operado de novo
com um valor de 3 minutos a partir do dia 64. No mesmo dia 64, alterou-se também a carga
organica alimentada de 1,5 para 2,0 kgCOD/(m3.d) e o sistema manteve-se nestas

condicdes até ao ultimo dia operatorio da primeira experiéncia.

Tabela 5.1 — Resumo das condi¢cBes operatérias utilizadas no SBR Unico durante a primeira
experiéncia e nos SBR1 e SBR2 durante a segunda experiéncia.

12 Experiéncia (SBR Unico) 22 Experiéncia

[ 1] [ [Iv] SBR1 (4°C) SBR2 (25°C)
Dias operacionais lal7 18a 25 26 a 63 64 a 98 lails lal0
| Lamas Gréanulos do dia 98 Gréanulos do dia 98
Inéculo (IV) armazenados (IV) armazenados 7
floculentas 7 meses a 4°C meses a 25°C
Enchimento
(sem agitacédo, sem 15 min 15 min
arejamento)
Reacao _aergbla 5h 5h
(com agitacao)
Sedimentagao ﬁq?na 5 3 min 2 min 3 min 3 min
Descarga 1 min 1 min
) 4a39 . 42 41 41
Paragem (iddle) min 41 min min min min
Ciclo total 6h 6h
Carga orgéanica
alimentada
[kgCOD/(m? d)] 1,5 1,5 1,5 2,0 2,0
Duracé&o do periodo 17 8 38 35 15 10

experimental (dias)
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No dia 98, fim da 12 experiéncia, a biomassa granular foi dividida em duas partes iguais,
tendo-se armazenado uma parte com refrigeracdo a 4°C e a outra a 25°C numa camara
termoestatizada, por um periodo de 7 meses. Na 2%xperiéncia foram inoculados dois
reatores com 0s granulos armazenados, respetivamente o SBR1 (4°C) e o SBR2 (25°C),
gue foram subsequentemente operados nas mesmas condi¢Bes utilizadas no periodo 1V,
como se encontra descrito na Tabela 5.1, tendo o primeiro sido operado por 15 dias e o

segundo por 10 dias.
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5.4 Resultados e Discusséao

5.4.1 Primeira experiéncia - Propriedades de sedimentacdo, concentracdo da

biomassa e morfologia da biomassa

A estratégia experimental escolhida para a opera¢do do reator baseou-se nas informacdes
disponiveis na literatura sobre os parametros que induzem a granulacdo, designadamente,
um tempo de sedimentacéo curto (Morgenroth et al. 1997, Heijnen e van Loosdrecht 1998,
Beun et al. 1999, Tay et al. 2001b, Liu e Fang 2003, Liu e Tay 2004, de Kreuk et al. 2007),
uma tensédo de corte elevada (Heijnen e van Loosdrecht 1998, Tay et al. 2001a, Liu e Tay
2004, de Kreuk et al. 2007, Lopez et al. 2012), aqui obtida por imposicdo da taxa de
arejamento a 2 v.v.m., um valor baixo de tempo de retencdo hidraulico (Morgenroth et al.
1997, Beun et al. 1999, Liu e Tay 2004), neste caso de 12 h, um valor relativamente elevado
de carga orgénica alimentada (de Kreuk e van Loosdrecht 2006, Van Loosdrecht e de Kreuk
2006, Liu 2008), aqui imposto a 1,5 e subsequentemente aumentado para 2,0 kgCOD/(m?®.d)
e operacdo em regime de fartura/fome (Morgenroth et al. 1997, Beun et al. 2000a, Beun et
al. 2001, Tay et al. 2001b, de Kreuk e van Loosdrecht 2004, McSwain et al. 2004, de Kreuk
et al. 2005c), que devera neste sistema, resultar do regime de alimentacdo descontinua do
SBR, acentuado pelo facto da fase arejada ser longa (5 h) e mantida sob um teor elevado de

O dissolvido, perto da saturagéo.

O arranque do SBR foi feito com um indculo floculento de lamas ativadas e durante os
primeiros 6 dias do periodo | o reator foi operado com vista a adaptacdo da biomassa ao
substrato, utilizando-se por isso um tempo de sedimentacdo elevado com vista a
minimizagdo da perda de biomassa. No entanto, como se pode ver na Figura 5.3 e Figura
5.4, devido ao valor de SVI inicial ser muito elevado mesmo para uma biomassa floculenta,
ocorreu uma perda significativa de lamas na primeira descarga do efluente (TSS a cerca de
1,5g/L).

O tempo de sedimentacdo foi sendo progressivamente reduzido ao longo do tempo da
experiéncia, pois este parametro é essencial na inducao da granulacdo (Morgenroth et al.
1997, Heijnen e van Loosdrecht 1998, Beun et al. 1999, Tay et al. 20014, Liu e Fang 2003,
Liu e Tay 2004, de Kreuk et al. 2007). Pretendeu-se chegar a um tempo de sedimentac&o
suficientemente curto para que restasse no reator apenas a biomassa com uma velocidade
de sedimentacdo de pelo menos 10 m/h, preferencialmente de 15 m/h, como aconselhado

por Heijnen e van Loosdrecht (1998) para a obtencéo de granulos.
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Figura 5.3 — Valores de indice de volume de lamas (SVI) medidos ao longo do tempo de operacéo do
SBR durante a primeira experiéncia: B SVIso, O SVIs. As setas representam os valores de SVI mais
baixos obtidos durante esta fase experimental. Sdo também indicados os valores de tempo de
sedimentagdo impostos em cada periodo.
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Figura 5.4 - Valores de sélidos suspensos totais (TSS) ao longo do tempo de operagdo do SBR
durante a primeira experiéncia: B licor misto, ¢ efluente. Sao também indicados os valores de
tempo de sedimentacao impostos em cada periodo.

No dia 6 reduziu-se o tempo de sedimentag&o para 10 minutos ocorrendo ainda uma perda
elevada de biomassa. Subsequentemente, as redu¢des do tempo de sedimentacdo foram
efetuadas apoOs observacao visual da capacidade de sedimentacédo da biomassa, evitando-
se assim perdas significativas no efluente (ver Figura 5.4). Foi este o0 caso da diminuicdo do
tempo de sedimentacdo para 5 minutos no dia 10. O valor médio estimado para a idade de

lamas nesta fase foi de 3 dias.

Verificou-se que, a partir do dia 6, com a diminui¢cdo progressiva do tempo de sedimentacdo
para 10 e posteriormente para 5 minutos, o valor de SVI diminui rapidamente de 300 (dia 6)
para 134 mL/g (dia 14).
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No periodo II, ap6s a reducdo do tempo de sedimentacdo para 3 minutos no dia 18,
observou-se, passados poucos dias (dia 22) uma diminui¢cdo drastica nos valores de SVI,
para niveis muito abaixo dos usuais em lamas ativadas floculentas, o que indica que ocorreu
uma alteracdo da morfologia da biomassa. De facto, no dia 25 o SVIz; atingiu o valor de 28
mL/g, concomitantemente com a aproximacgéo dos valores de SVIs e SVIs, uma importante
confirmacdo da extraordinaria rapidez de sedimentacdo apenas reportada para biomassa
granular (Schwarzenbeck et al. 2004). Estes valores sdo indicados com uma primeira seta

na Figura 5.3. A idade de lamas média no periodo Il foi estimada em 4 dias.

Acompanhando a reducdo nos valores de SVI, a velocidade de sedimentacdo da
biomassa aumentou como se pode ver na Tabela 5.2, atingindo o valor 14,9 m/h no dia 25
(periodo 1), confirmando o desenvolvimento de granulos aerdbios (Heijnen e van
Loosdrecht, 1998).

Tabela 5.2- Velocidade de sedimentacdo da biomassa ao longo do periodo operacional

Velocidade de sedimentagéo

Dia [periodo] mih)
101 3,5
171 43
25 [l 14,9
74 [IV] 14,2

No que respeita ao resultados obtidos para a evolugédo do SVI, a dimensao dos granulos e
ao numero de dias necessarios para obter a granulacdo, esta primeira experiéncia esta de
acordo com o reportado por outros investigadores para diferentes substratos (de Kreuk et al.
2005a, Swarzenbeck et al. 2005, de Kreuk e van Loosdrecht 2006, Wang et al. 2007,
Figueroa et al. 2011, Rosman et al. 2013) (ver Tabela 3.1). Estes investigadores, partindo
de inéculo floculento obtiveram os primeiros granulos entre os dias de operacdo 10 a 39,
com valores de SVls de 22 a 50 mL/g. Nesta primeira experiéncia, o periodo de 25 dias
necessario para se obter a granulacao e o valor de SVl3, de 28 mL/g obtido, estdo assim ao
nivel dos resultados obtidos em reatores tubulares, o que € notavel. Também L6pez Palau
et al. (2009) reportaram o sucesso da granulacdo num reator com um valor da razdo H/D
baixo (3/1) alimentado com acetato, mas em condi¢cdes de carga organica muito diferentes
das utilizadas pela generalidade dos investigadores, cerca de quinze vezes superiores aos

niveis utilizados no presente estudo.

Ap6s o periodo Il, a reducdo do tempo de sedimentacdo para 2 minutos no periodo Il
deteriorou as propriedades de sedimentacdo da biomassa, com o valor de SVis a atingir
niveis acima de 100 mL/g. Apesar da tendéncia de reducao dos valores deste parametro
ainda observada no decorrer deste periodo, ndo se conseguiu promover a acumulacéo de
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biomassa. A concentracdo desta manteve-se durante todo o periodo a volta de 2 g/L ou
menos. O sistema manteve uma idade de lamas média de 4 dias. Aparentemente, para esta
configuracao de reator o tempo de sedimentagédo de 2 minutos revela-se demasiado baixo,

provocando instabilidade no sistema.

O retorno ao tempo de sedimentagdo de 3 minutos no periodo IV refor¢ou as tendéncias de
restabelecimento de uma gama de valores de SVl baixos e de aproximacédo dos valores de
SVlis e SVIs. Tdo ou mais importante, o regime operacional deste periodo permitiu a
acumulacdo de biomassa no reator, elevando seu teor de 2 para 7 g/L como se pode ver na
Figura 5.4. E de realcar que neste periodo o teor de sélidos no efluente apresentou um valor
médio de 220 mg/L, ou seja, manteve-se estavel relativamente aos valores de periodos
anteriores apesar da concentracdo de biomassa no licor misto ter mais do que triplicado. A
idade de lamas média neste periodo |V foi de 6 dias, mas na sua fase final, com o sistema
estabilizado, a idade de lamas atingiu os 9 dias (dias 85 a 98 com 5 a 7 g/L). Naturalmente
foi também nesta Ultima fase que se obteve o melhor SVIs de toda a experiéncia, 25 mL/g,
gue se encontra destacado na Figura 5.3 com uma segunda seta. Tendo em conta que 0s
sistemas granulares usualmente operam com concentracdes de biomassa acima dos 10 g/L,
tal significa que se o teor de biomassa no efluente se puder manter nos valores observados
nesta primeira experiéncia, este reator podera operar a um valor de idade de lamas superior
a 20 dias, permitindo o desenvolvimento de uma gama mais larga de tipos de populacdes

bacterianas.

Exemplos tipicos de imagens obtidas por microscopia encontram-se na Figura 5.5 onde se
pode ver o inéculo floculento inicial e a biomassa agregada obtida no dia 25 (periodo Il) e no
dia 68 (periodo IV), ambas com uma concentra¢do no licor misto um pouco acima de 2 g/L.
Verifica-se que se obtiveram granulos com a dimenséo aproximada de 0,7 mm. A dimenséo
dos granulos estd um pouco abaixo da gama reportada por varios autores, que se situa
entre 1 e 2,5 mm apo6s tempos de operacao entre 20 e 39 dias (de Kreuk et al. 2005a,
Swarzenbeck et al. 2005, de Kreuk e van Loosdrecht 2006, Wang et al. 2007, Figueroa et al.
2011, Rosman et al. 2013). Uma explicacdo para a menor dimensdo dos granulos na
presente experiéncia pode ser a configuracdo ndo tubular do reator (menor pressao seletiva)
e a existéncia de agitacado por turbina (200 r.p.m.) durante as 5 h de reacdo. De acordo com
de Kreuk e van Loosdrecht (2004) a agitacdo mecanica pode danificar os granulos. De facto,
os investigadores que estudaram a dimensdo dos granulos num reator também com
agitacdo de 200 r.p.m. e um H/D relativamente baixo de 5,5 (Yilmaz et al. 2008, Verawaty et
al. 2013) confirmam a hipétese anterior. Estes estudos indicam que, partindo de in6culos
granulares de diferentes dimensdes (0,425 a 1,125 mm) apo6s 50 dias de operagdo o0s
granulos estabelecidos apresentam todos um tamanho uniforme de 0,6 a 0,8 mm (Verawaty

et al. 2013). Ainda assim, € possivel que estes granulos apesar das suas menores
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dimensdes, possuam todas as caracteristicas fisicas e biolégicas dos granulos de maiores
dimensbes, pois de acordo com Lemaire et al. (2008), o oxigénio penetra até cerca de 250
pum abaixo da superficie dos granulos durante o periodo de arejamento, o que num granulo
de 0,7 mm permite a existéncia de um nucleo anéxico ou anaerébio de cerca de 200 um de

diametro.

Figura 5.5 — Exemplos tipicos de imagens, observadas por microscopia Optica, da biomassa do
reactor em varios dias de operagéo: dia 1 (periodo 1), dia 25 (periodo Il), dia 68 (periodo V).

Os granulos obtidos apresentam por outro lado uma boa integridade como era de esperar
dado o ambiente de stress em termos de agitacdo mecanica em que foram cultivados. Esta
foi medida no periodo IV obtendo-se para o coeficiente de integridade um valor médio de
85% (ver Tabela 5.5).

Tay et al. (2002a) reportaram valores mais elevados de coeficiente de integridade, de 97 e
98%, para granulos desenvolvidos na presenca de glucose e acetato, respetivamente, num
reator tubular (H/D=24). E de referir, contudo, que o valor um pouco mais baixo obtido neste
estudo pode ndo ter a ver com a integridade dos granulos formados mas com uma
inadequacdo do teste a analise de amostras com teores diferentes de biomassa nao
agregada. A configuracdo nado tubular do reator usado no presente estudo pela menor
pressédo seletiva aplicada permite mais facilmente a existéncia de biomassa ndo agregada.
Esta é quantificada no teste de integridade como proveniente da desintegracdo dos
granulos. De facto, quando os resultados do teste foram re-examinados e foi descontada a
contribuicdo da biomassa presente no sobrenadante duma amostra antes de ser sujeita a
agitacdo, os valores obtidos foram >95% o0 que parece denotar a grande robustez dos

granulos formados.

No periodo IV os granulos foram observados através da coloracdo Red* Bacterial Gram
Stain and Viability Kit e alguns resultados representativos sdo apresentados ha Figura 5.6.
Verificou-se que a biomassa era maioritariamente constituida por bactérias Gram negativas
vidveis (cor azul) e algumas bactérias Gram negativas nao viaveis (cor verde). Observa-se
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ainda nas imagens alguns pontos de cor vermelha/laranja correspondentes a bactérias
Gram positivas (ver imagem A). Neste caso ndo se efetuou a analise quantitativa do grau de
viabilidade, mas a informacdo qualitativa obtida apenas pela observacdo das imagens
parece estar na mesma ordem de grandeza dos valores reportados por outros
investigadores, que sdo de 80, 92 e 90% (Zeng et al. 2007, Wan et al. 2014a, Wan et al.

2014b) respetivamente.

Relativamente as bactérias Gram positivas a observacao de varias imagens (colhidas em
diferentes dias) revelou que estas bactérias estavam confinadas a uma morfologia
especifica e na forma de agregados. Ainda na imagem A encontra-se uma ampliacdo
mostrando que os aglomerados parecem ser quartetos de cocos (coccus). E possivel que
estas bactérias sejam do grupo G-bacteria Gram positivas, nomeadamente PAO do género
Tetrasphaera, como sugerido por Moreira et al. (2011) num estudo em SBR alimentado com
a mesma fonte de carbono, operado em regime anaerdbio/aerébio com lamas ativadas
floculentas. O regime fome/fartura imposto pelo ciclo do SBR permite a presenca de PAO
(Barnard 1975), e a presenga de fosfatos em concentracao elevada na alimentagdo desta

experiéncia (700 ppm, ver Tabela 5.3) reforca esta hipotese.

No entanto ndo se observa uma quantidade elevada de PAO, provavelmente porque a fase
de fartura anaerdébia existe apenas por um periodo muito curto na fase de enchimento, dado
gue a alimentagéo é realizada no topo do reator, ndo permitindo um contacto eficiente entre
0 substrato e as bactérias. A fase de fome corresponde as Gltimas 4 h aerdbias do ciclo. E
de realcar que o género Tetrasphaera tem sido identificado em alguns estudos como o
género dominante da comunidade PAO em sistemas de lamas ativadas (Eschenhagen et al.
2003, Kong et al. 2005) e para além disso parece ser capaz de fermentar glucose (Kong et
al. 2005, Kristiansen et al. 2013), o que sugere que esta proposta de identificacdo €&

razoavel.

Na Figura 5.6 a imagem C é interessante pois nela podem ver-se nitidamente as bactérias
imersas numa matriz escura, ndo corada pelo kit. Esta massa escura parece corresponder
ao material polimérico extracelular (EPS) que é produzido pelas bactérias e que constitui a
estrutura de suporte dos granulos (Liu e Tay 2004). De acordo com os dados apresentados
por Adav e Lee (2008) os granulos aerdbios contém cerca de 60% de EPS em base seca
(ver pag. 61), o que estd de acordo com o observado nesta imagem em que o EPS

aparentemente ocupa uma area significativa na imagem do granulo.
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Figura 5.6 Imagens representativas dos resultados da aplicacdo do ViaGram™ Red+ Bacterial Gram
Stain and Viability Kit & amostra do dia de operacdo 98 (fotos de C.C.C.R. de Carvalho). A barra
corresponde a 100 pmem A e a 10 um em B e C. B e C sdo amplia¢cdes das zonas indicadas em A. A
figura C é representativa da composi¢cdo da superficie exterior dos granulos observada em varias
amostras. Bactérias Gram positivas: viaveis - azul, ndo viaveis - verde; Bactérias Gram Positivas:
viaveis - interior azul + exterior vermelho, nao viaveis - interior verde + exterior vermelho.

Em resumo, na ultima fase do periodo IV foi estabelecido com sucesso um processo
granular aerdbio estavel neste SBR né&o tubular e mecanicamente agitado. Ao longo deste
periodo o teor de sélidos no efluente manteve-se também estavel e houve acumulacdo de
biomassa no licor misto, o que significa que o reator pode ser levado a operar a um valor
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elevado de idade de lamas caso tal seja pretendido. Ficou demonstrada a importancia do
ajuste do parametro tempo de sedimentacdo, que como descrito na literatura, se for
demasiado elevado ndo promove a granulagédo, e se for demasiado baixo destabiliza o

sistema, ndo permitindo a desejavel acumula¢édo de biomassa no reator.

Que seja do conhecimento da autora, esta é experiéncia em que foi utilizado com sucesso
para a granulacéo aerdbia o reator SBR com o menor valor da razdo H/D (2,5), ou seja, um
reator ndo tubular. Os reatores utilizados pela maioria dos estudos reportados tém valores
de H/D mais elevados, de 5,5 a 30 (Tay et al. 2005, de Kreuk et al. 2005a, Swarzenbeck et
al. 2005, Wang et al. 2007, Figueroa et al. 2011, Rosman et al. 2013, Wan et al. 2014b). Liu
et al. (2008) refere que uma razdo H/D elevada assegura uma trajetdria circular no
movimento dos agregados de microrganismos, que provoca um atrito hidraulico efetivo
sobre estes, melhora a transferéncia de oxigénio e permite uma selecdo mais facilitada da
velocidade de sedimentagcdo minima da biomassa. No entanto, a geometria em coluna pode
ndo ser uma geometria facil de implantar a escala real. Dai o interesse desta investigacéo
gue utiliza um SBR cujo scale up para a dimensdo dum reator para unidades industriais de
pequena e média dimensao podera ser mais direto. Evita também os custos acrescidos da
implementacdo dum sistema do tipo Nereda®, que necessita de um investimento extra nos
difusores de fundo e de uma configuragdo com descarga a varias alturas, com a

consequente complexidade de utilizagdo em fases diferenciadas do ciclo.
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5.4.2 Primeira experiéncia - Eficiéncia do tratamento

A evolucdo da remocao da caréncia quimica de oxigénio (COD) ao longo do ciclo em varios
dias representativos da primeira experiéncia, bem como os correspondentes perfis, podem
ser observados na Figura 5.7. A taxa de remocdo aumentou ao longo do tempo de
operacao, por exemplo, no dia 24 obteve-se uma remocao de COD de 65% na primeira hora
de reacdo aerobia enquanto no periodo IV este valor aumentou para 80%. A maioria dos
investigadores considera necesséaria a existéncia de um regime de fartura/fome para a
obtencdo de uma granulacdo aerdbia estavel, independentemente de o ciclo ser totalmente
aerdbio ou incluir uma fase anaerobia inicial (Morgenroth et al. 1997, Beun et al. 20003,
Beun et al. 2001, Tay et al. 2001b, de Kreuk e van Loosdrecht 2004, McSwain et al. 2004,
de Kreuk et al. 2005c) e que o regime de fome prolongado € benéfico para a estabilidade
dos granulos (Liu et al. 2007). Lépez-Palau et al. (2012) referem que para um tratamento
otimizado de efluentes da inddstria vinicola por granulos aerébios deve existir um periodo de
fome duas vezes mais prolongado que o periodo de abundéancia, no sistema totalmente
aerdbio utilizado por estes investigadores. Nesta primeira experiéncia, em especial na fase
mais estavel que constituiu o periodo IV, observou-se de facto um regime de fartura na
primeira hora de reacdo podendo considerar-se que nas quatro horas seguintes de reacédo a
biomassa se encontrava em regime de fome.
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Figura 5.7— Representacéo da evolucdo do rendimento de remocéo de COD e do respetivo teor no

licor misto ao longo do ciclo SBR em dias selecionados: m dia 2, ® dia 6, A dia 24, 4 dia 87. As
linhas continuas e tracejadas indicam ciclos sob valores de carga orgénica alimentada de 1,5 e de 2,0
kgCOD/(m3.d), respetivamente.

A qualidade do efluente foi consistentemente boa no que respeita a remocdao de COD,

sendo que a partir do dia de operacdo 6 o teor de COD foi sempre abaixo de 150 mgO,/L
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(legislados no DL-236/98 como maximo para a descarga de aguas tratadas no meio hidrico -
ver Tabela 2.8). No periodo IV, obteve-se uma excelente qualidade no efluente com um
COD médio de 65 mgO2/L, que corresponde a uma de remoc¢&do média de 88%, atingindo-se
um valor de 40 mgO2/L no dia 87. A remo¢édo de COD obtida para este substrato € mais
elevada do que a obtida em estudos anteriores do mesmo grupo de investigagao, que foi de
cerca de 80%, em SBR anaerdbio/aer6bio com lamas ativadas floculentas, operado com
ciclos de 24 horas, das quais 8 h ou mais operadas em aerobiose (Lourenco et al., 2001,

2003, 2006) o que denota a grande eficiéncia do tratamento por granulos aerdbios.

E de realcar, que se o calculo for realizado com base nos teores de COD na agua residual
sintética alimentada a eficiéncia de remocdo de COD é mais elevada, correspondendo a
uma remoc¢éo média no periodo IV de 94%. Ainda assim este valor € um pouco abaixo dos
niveis de remogdo usualmente obtidos para glucose, que apresenta valores normalmente
mais proximos de 100%, sendo por exemplo de 97% num estudo com granulos aerébios
reportado por Tay et al. (2002a). Tal pode dever-se a impurezas presentes no produto
comercial Emsize E1.

Verifica-se ainda, observando a Figura 5.8 que ndo ha uma relacdo direta entre a carga de
COD removida por unidade de biomassa e o rendimento global de remogédo de COD, em
particular no periodo final em que se conseguiu a acumulacdo de biomassa no sistema. Tal
indica que o sistema, na situacdo final, provavelmente conseguiria remover cargas mais
elevadas com eficiéncia comparavel. A carga média de COD removida em todo o periodo de
operacdo foi proxima de = 0,6 KgCOD/(kgVSS.d).
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Figura 5.8 — Valores de carga de COD removida por unidade de massa de biomassa no licor misto e
de rendimento de remoc¢do de COD ao longo do periodo da primeira experiéncia.

Ana Tavares da Mata, 2015 120



BIORREATORES DE GRANULOS AEROBIOS
PARA TRATAMENTO DE AGUAS RESIDUAIS TEXTEIS

Sendo o COD exaurido nas primeiras 1 a 2 h do ciclo, € de referir que poderia ter ocorrido
nitrificagdo. Contudo, tal ndo se verificou devido & composicdo da alimentacdo que
apresentou valores das razdes massicas COD/N/P de 100/5,0/40 (até dia 64) e de
100/3,7/30 (dias 64 a 98), correspondendo a uma situagcdo em que 0 azoto amoniacal ndo
esta em excesso. A andlise por cromatografia i6nica efetuada ao efluente do SBR no dia

52, cujos resultados se encontram na Tabela 5.3, confirma a auséncia de nitrato no efluente.

Tabela 5.3 — Resultados da analise por cromatografia iénica realizada a uma amostra do efluente do

SBR no dia 52 e valores estimados para o contetildo em anides da alimentacgéo.

Cloreto Nitrito Nitrato Fosfato Sulfato
mgCI/L mgNO, /L mgNOz/L mgPO,>/L mgS0.Z/L
Alimentacédo
) 360 0 0 754 18
(valores estimados)
Efluente SBR
450 nao detetado néo detetado 720 150

dia 52 (lll)

Os valores medidos por cromatografia idnica no efluente sdo concordantes com os valores
presentes na alimentagcdo, no pressuposto de nado ter ocorrido consumo significativo dos
anides analisados. Apenas o sulfato apresenta um valor mais elevado do que o esperado,
qgque pode dever-se a sua presengca nha agua da torneira usada na preparacdo da
alimentacéo, uma vez que este valor pode atingir um maximo de 250 mgSO.?/L na agua de

consumo segundo o Decreto-Lei 306/2007.

O valor da taxa especifica de consumo de oxigénio (SOUR) tem relagcédo direta com a
taxa metabdlica em biomassa aerdbia (Vollertsen et al. 2001) e pode ser utilizado para
avaliar a taxa de biodegradacéo de um substrato, estimar a evolugdo da concentragédo de
um substrato biodegradavel ao longo de um ciclo reacional, ou avaliar a bioatividade da
biomassa sujeita a diferentes condi¢cdes (por exemplo, inibidores) na presenga do mesmo
substrato. Na Tabela 5.4 encontram-se os valores de SOUR medidos ao longo da fase

reacional aerébia em alguns dos ciclos do periodo IV.

Verifica-se, como era de esperar, que os valores de SOUR diminuem ao longo da fase
reacional aerdbia, devido ao esgotamento da fonte de carbono. O valor médio das medidas
no periodo IV foi de 55 mgO2/(gMLVSS.h) no inicio do arejamento e de 9 mgO./(gMLVSS.h)

no fim da fase reacional aerébia.
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Tabela 5.4 - Valores da taxa especifica de consumo de oxigénio (SOUR) medidos em varios
momentos ao longo de alguns dos ciclos no periodo IV da 12 experiéncia. Sdo também indicados
alguns valores retirados da bibliografia publicada sobre granulacédo aerébia.

SOUR [mgO/(gMLVSS.h)]

Inicio do arejamento Apo6s 1h de arejamento Fim do arejamento
(5h)
Dia de operacdo do SBR
66 55 23 9
67 56 25 10
71 52 9
72 54 20 8
Média 55 23 9
Desvio padréo 2 3 1
Valores da bibliografia
Tay et al 2002a 561,69
Muda et al. 2010 516

Wacetato Pglucose ©glucose+acetato+etanol+corantes Pacetato/propionato (3:1)

Os valores de SOUR obtidos para os granulos sdo comparaveis aos das lamas ativadas
convencionais que apresentam um valor tipico de 60 mgO2/(gMLVSS.h) (Tay et al. 2002a).
Relativamente aos valores de SOUR obtidos noutros estudos com granulos aerobios, o valor
médio do periodo IV esta um pouco abaixo dos valores obtidos por Tay et al. (2002a) na
presenca de glucose e préximo do obtido com acetato, bem como préximo dos valores
reportados por Muda et al. (2010) na presenca duma mistura de fontes de carbono
(glucose+acetato+etanol). Tal pode eventualmente significar que a fonte de carbono
utilizada, um derivado de amido hidrolisado, ndo é tdo facilmente assimilada como a
glucose, o que é concordante com os menores valores de remocao de COD (ver pag. 120)
para este substrato.
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5.4.3 Segunda experiéncia - Propriedades de sedimentagdo, concentracdo e

morfologia da biomassa

Como referido no capitulo 5.3, os granulos aerébios desenvolvidos durante a primeira

experiéncia foram armazenados durante 7 meses a dois valores de temperatura, 4 e 25°C.

Com o objetivo de estudar a capacidade de recuperacdo dos granulos apds este longo
periodo de armazenamento, uma caracteristica importante para sistemas de tratamento de
aguas residuais em inddstrias em que ocorrem paragens na producdo, foram inoculados
dois reatores, o SBR1 (in6culo armazenado a 4°C) e o SBR2 (inéculo armazenado a 25°C) e

operados nas mesmas condi¢des do periodo IV da experiéncia anterior (ver Tabela 5.1).

Como se pode ver na Figura 5.9, houve uma perda significativa de biomassa no dia 1 em
ambos os reatores, como resultado do efeito de washout da biomassa desagregada
promovido pelo tempo de sedimentacdo reduzido (3 min). Observa-se que a perda de
biomassa sofrida pelo SBR2 que recebeu o inéculo armazenado a 25°C (SBR2) foi mais do
dobro da sofrida pelo SBR1, que recebeu o in6culo armazenado a 4°C, indicando que
ocorreu naquele um maior grau de desagregacdo como consequéncia do armazenamento.
Seguiu-se uma rapida recuperacéo dos niveis de TSS em ambos os reatores imediatamente
depois do dia 1. Relativamente aos niveis de TSS no efluente decantado, estes evoluiram
positivamente atingindo valores de 170 e 140 mg/L no SBR1 (4°C) e no SBR2 (25°C),

respetivamente, que sao equivalentes aos obtidos na primeira experiéncia.
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Figura 5.9 - Valores de TSS medidos no licor misto Figura 5.10 - Valores de SVI medidos na
dos reactores SBR ao longo do tempo operacional biomassa dos reactores SBR ao longo do

durante a 22 experiéncia: tempo operacional durante a 22 experiéncia:
B SBR1 (in6culo armazenado a 4°C) H SVl (SBR1), @ SVl (SBR2)
® SBR2 (in6culo armazenado a 25°C) O SVIs (SBR1), o SVIs (SBR2)
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As propriedades de sedimentacdo da biomassa também melhoraram rapidamente como se
constata pela Figura 5.10, sendo atingidos no dia 7 valores de SVIx e SVIs baixos e
proximos entre si, comparaveis aos obtidos na primeira experiéncia. Também aqui os
granulos armazenados a 4°C tiveram um melhor desempenho de recuperagcdo que 0s
armazenados a 25°C, sendo que no dia 10 j& ndo se observavam diferencas significativas

entre a capacidade de sedimentacdo das biomassas nos dois reatores.

Foram realizadas observacdes microscOpicas a amostras de biomassa, sendo algumas
imagens tipicas apresentadas na Figura 5.11. O armazenamento a 4°C preservou
claramente melhor a estrutura dos granulos, tendo a temperatura de 25°C levado a uma
elevada desintegracdo dos mesmos. No entanto, apds o re-arranque dos dois SBR verifica-
se, logo ao dia 10, como indicado também pelos resultados de SVI, uma recuperacao total
da estrutura granular e ndo se observam diferengas morfolégicas significativas entre as

biomassas dos dois reatores.

Figura 5.11 Imagens representativas de observacdes de microscopia Optica da biomassa nos SBR
durante a segunda experiéncia. A escala corresponde a 1mm. 1A: SBR1 (armazenamento a 4°C), dia
0 (in6culo); 1B: SBR1, dia 10; 2A: SBR2 (armazenamento a 25°C), dia 0 (inéculo); 2B: SBR2, dia 10.

As indicacOes fornecidas pelos valores de coeficiente de integridade medidos nos
granulos, cujos resultados se encontram na Tabela 5.5, corroboram as observacgtes
microscopicas. A biomassa apresenta valores de 26 e 15% para o dia 0, e de 85 e 74% para
o dia 10, nos reatores inoculados com biomassa armazenada a 4 e 25°C, respetivamente.
Estes valores denotam a rapida recuperacdo da integridade dos grénulos, sendo que o0s
valores do dia 10 s&o iguais ou préximos dos apresentados pela biomassa antes do
armazenamento (12 Experiéncia, periodo 1V). Outros autores indicam também que apos
armazenagem prolongada a varias temperaturas a integridade de granulos aerébios apos
reativagdo em SBR foi recuperada em 4 a 16 dias (Tay et al. 2002a, Zeng et al. 2007, Wang
et al. 2008, Gao et al. 2012, Wan et al. 2014a, Wan et al. 2014b).

Gao et al. (2012) estudaram o efeito da armazenagem de granulos aerébios durante 8
meses e indicam valores bastante diferentes dos obtidos no presente estudo.
Nomeadamente, reportam apenas um pequeno abaixamento do coeficiente de integridade

de 100% (inicial) para 89 e 86% nos granulos armazenados a 4°C e a temperatura ambiente
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respetivamente (ambos armazenados em &gua destilada). Contudo, também reportam,
como sucedeu no presente estudo (ver Figura 5.10), uma deterioracdo substancial nos
valores de SVIz com o0s iniciais 29 mL/g a passarem para 94 e 170 mL/g (armazenamentos
e 4°C e a temperatura ambiente, respetivamente). Wang et al. (2008) também indicam que a
dimenséo, estrutura e integridade de granulos aerobios foram mantidas apds armazenagem
(7 meses, 4°C), mas que se observaram cavidades nos mesmos (por microscopia SEM) e a

sua velocidade de sedimentacdo diminuiu.

Tabela 5.5 - Valores medidos para o coeficiente de integridade de granulos de biomassa em alguns
dias do periodo operacional da primeira experiéncia, € na segunda experiéncia apds armazenamento
prolongado durante 7 meses a 4 e 25°C (dia 0 e dia 10).

Dia Coeficiente de integridade (%)
12 experiéncia  dia de operagéo SBR (nico
dia 74 85
dia 91 87
dia 96 82
Média 85
Desvio padrao 3
22 experiéncia  dia de operagéo SBR1 (4°C) SBR2 (25°C)
dia O (in6culo) 26 15
dia 10 85 74

A razdo para a desintegracdo dos granulos ap0s armazenagem prolongada relaciona-se
provavelmente com a atividade biolégica anaerdbia, eventualmente concentrada no interior
dos granulos. Num dos estudos consultados foi observado que o teor do EPS presente nos
granulos diminuiu drasticamente apds o armazenamento, para 60% do nivel inicial, quando
este decorreu a temperatura ambiente, e manteve-se relativamente elevado (90% do inicial)
quando decorreu a 4°C (Gao et al. 2012). Também Zeng et al. (2007) observaram uma
diminuicdo do teor em EPS nos granulos armazenados (8 semanas, 4°C), resultando em
niveis de 69 a 93% dos iniciais. O autoconsumo de 40% do EPS durante a armazenagem a
temperatura ambiente (Gao et al. 2012), esta de acordo com os dados de Wang et al.
(2007b) que reportam que os granulos podem degradar cerca de metade do EPS
acumulado quando incubados na auséncia de outra fonte de carbono exégena, mas que o
restante EPS nao é biodegradado. Sendo o EPS considerado o principal responsavel pela
estrutura da matriz de agregacédo celular, o seu consumo justifica a maior fragilidade dos
granulos e a consequente perda de integridade. A respiracdo enddgena contribui assim de
forma significativa para a destruicdo dos agregados (Gao et al. 2012) envolvendo também

lise celular. Assim, é natural que a desintegracdo resultante seja tanto mais acentuada
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guanto maior for o nivel de atividade celular durante a armazenagem, ou seja, quanto maior

for a temperatura em que esta decorre. Tal foi observado nesta 22 experiéncia.

Os gréanulos foram observados ao microscopico sob a coloracao pelo Red* Bacterial Gram
Stain and Viability Kit e alguns exemplos representativos das imagens obtidas
apresentam-se na Figura 5.. Observa-se que, mesmo ap0s 7 meses de armazenamento (dia
0 da 22 experiencia), se encontra ainda uma significativa abundancia de células viaveis (cor
azul) e curiosamente ndo é evidente nas imagens um menor grau de viabilidade nos
granulos armazenados a temperatura ambiente (25°C). Na imagem 1b e 1c do SBR1 (4°C)
observa-se que as bactérias nao viaveis (verde) ndo surgem distribuidas
indiscriminadamente em todo o granulo mas sim concentradas em algumas zonas. Por
outro, lado as imagens 2b e 2c do SBR2 (25°C), na Figura 5.12, parecem indicar que os
agregados de menores dimensdes contém menos células viaveis. Na literatura consultada, a
quantificacdo da viabilidade das células em granulos aerébios apds armazenagem
apresenta resultados dispares. Seng et al. (2007) reportam valores de 3 a 15% de
viabilidade ap6s 8 semanas a 4°C, para granulos desenvolvidos na presenca de &cido ftalico
como Unica fonte de carbono. Wan et al. (2014b) reportam 60% de viabilidade apés 1 ano a
4°C, para granulos desenvolvidos em acetato/proprionato (e armazenados em agua
destilada). Pela observacéo qualitativa das imagens 1 e 2 da Figura 5.12, deduz-se que o
grau de viabilidade da biomassa apds 7 meses a 4°C podera estar mais proximo do nivel

reportado por estes Ultimos autores.

Nas imagens do dia de operacdo 3, observam-se em ambos os reatores granulos com
zonas extensas maioritariamente viaveis (azuis). E natural que estes Gltimos correspondam
a “biomassa nova” pois o0 crescimento (aumento dos TSS) a partir do dia 1 é
proporcionalmente igual nos dois SBR, havendo pelo menos 46,2% de “biomassa nova” em
ambos. Assim, é natural ndo se observarem grandes diferencas em termos de viabilidade,

pelo menos cerca de 50% da biomassa € “nova” e por isso naturalmente viavel.

Relativamente as bactérias Gram-positivas, estas encontram-se em ambos os reatores e a
observacdo de véarias imagens exibindo estas bactérias com cor alaranjada sugerem que
serdo os mesmos aglomerados encontrados nas imagens de granulos da 12 experiéncia (em
que se colocou a hipotese de serem PAO, do género Tetrasphaera). Na imagem 4b do
SBR2 (25°C), na Figura 5.12, encontram-se estas bactérias em grande quantidade numa
zona aparentemente menos renovada dos granulos, ou seja, numa zona de escassez de
bactérias Gram negativas vidveis. Ndo se encontrou esta mesma abundéancia das bactérias
com cor alaranjada no SBR1 (4°C) nem na biomassa da primeira experiéncia, mas teriam de
ser realizadas mais observacdes para se comprovar ou néo esta diferenca. E ainda de notar

que se observam também algumas (muito poucas) zonas avermelhadas (ver 2a e 4b, Figura
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5.12) que podem eventualmente corresponder as bactérias anteriormente referidas com cor
alaranjada (e diferente viabilidade), ou a um tipo diferente de bactérias Gram-positivas.
Como néo se observou a forma de coccus nestas bactérias coloridas de vermelho, a ultima

hipGtese parece ser a mais plausivel.

Em resumo, verificou-se que os granulos sofreram deterioracdo em termos de capacidade
de sedimentacdo, integridade e viabilidade como consequéncia do armazenamento
prolongado, de forma mais pronunciada quando este decorreu a 25°C. No entanto, os
granulos sujeitos as duas condicbes de armazenamento recuperam rapidamente as suas
caracteristicas de sedimentabilidade e integridade ao fim de apenas 10 dias de operacao em
SBR. Isto é um excelente resultado no que respeita a robustez deste sistema SBR nao
tubular agitado mecanicamente, numa perspetiva de tratamento de efluentes industriais

sujeitos a interrup¢des na sua producéo.
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1 -Apds 7 meses de amnazenamento a 4°C 2 - Apis 7 meses de amazenanento a 25°C

4 - SBR2, cia de operacio 3

Figura 5.12 - Imagens de observacdo microscopica de amostras de biomassa da segunda experiéncia, apés coloracdo com ViaGram™ Red+ Bacterial Gram Stain
and Viability Kit 1- granulos armazenados a 4°C (dia 0), 2- granulos armazenados a 25°C (dia 0); 3- granulos do SBR1 (4°C) (dia 3); 4 — granulos do SBR2 (25°C)
(dia 3). A barra corresponde a 100 um em 1la e 2a e a 10 um nas restantes imagens (1b, 1c, 2b, 2c, 3a, 3b, 4a, 4b). Bactérias Gram positivas: viaveis - azul, ndo
viaveis - verde; Bactérias Gram Positivas: viaveis - interior azul + exterior vermelho, ndo vidveis - interior verde + exterior vermelho.]
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5.4.4 Segunda Experiéncia - Eficiéncia do tratamento

A evolucdo da concentracdo de COD ao longo do ciclo em vérios dias apds a inoculagéo
dos reatores SBR1 (4°C) e SBR2 (25°C) pode observar-se na Figura 5.11. Verifica-se que a
remocao de COD melhora significativamente ao longo tempo operacional, aproximando-se
das gamas desempenho obtidas na 12 experiencia, periodo IV. Em termos de remocao de
COD, no dia 7 foram atingidos valores de 71% e 52%, sendo a carga de COD removida nos
mesmos dias de 1,0 e 0,9 kgCOD/ (kgVSS.d), respetivamente no SBR1 (4°C) e no SBR2
(25°C). Ou seja, a biomassa armazenada a 4°C recupera mais rapidamente a eficiéncia de
remocao de COD. Nao obstante, quando se analisa a carga de COD removida por unidade
de biomassa, é notavel o desempenho da biomassa do SBR2, que foi deixada durante 7

meses a 25°C.
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Figura 5.9 - Variagcdo da concentracdo de COD no licor misto ao longo do ciclo dos reatores SBR em
alguns dias da segunda experiéncia: ll dia 3, @ dia 7, A dia 10. 1) SBR1 (in6culo armazenado a 4°C)
e 2) SBR2 (inéculo armazenado a 25°C). As linhas a tracejado correspondem aos valores médios de
teor de COD medidos no inicio e no fim de ciclos do SBR operado na 12 experiéncia com igual carga
organica (periodo IV, 2,0 kgCOD/(m?3.d)).

Estes niveis de recuperacdo em termos de desempenho de remocdo de COD apoés
armazenamento € comparavel aos obtidos por outros investigadores. Foram reportados
niveis de remocéo de COD de 78% apds 3 dias de reativacdo e de 90% ao fim de 7 dias,
com granulos sujeitos a 7 semanas armazenamento a temperatura ambiente (Zhu e
Wilderer 2003). Foi indicado um periodo de somente 5 dias para a recuperacao da eficiéncia
de remocdo de TOC apls armazenamento durante 8 semanas a 4°C (Zeng et al. 2007).
Foram reportados periodos de recuperagéo de 16 dias para populacdes heterotréficas e de
11 dias para populagdes nitrificantes em granulos sujeitos a armazenamento durante 7
meses a 4°C (Wang et al. 2008) e recuperagdo em 15 dias ap0s 6 meses a 4°C (Wan et al.
2014a). Aparentemente quanto mais longo € o periodo de armazenagem indicado para a
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z

biomassa granular maior é o tempo necessario para a recuperacdo das suas funcdes

bioldgicas.

Na Tabela 5.6 encontram-se os resultados de medidas de SOUR medidos ao longo da fase
reacional aer6bia em alguns dos ciclos do SBR1 (in6culo armazenado a 4°C) entre os dias
10 e 15 da segunda experiéncia. Constata-se que o0s valores sao em geral mais baixos do
gque a média dos valores medidos no periodo IV da primeira experiéncia, correspondendo a
64%, 70% e 67% destes (inicio, meio e fim do arejamento respetivamente). Gao et al. (2012)
indicaram que granulos aerdbios armazenados a diferentes temperaturas, durante 8 meses,
perderam praticamente toda a atividade metabdlica, medida pelos niveis de SOUR, mas que
a recuperaram apés 1 més de reativacao, atingindo valores de SOUR muito proximos dos

iniciais (pré-armazenamento).

Tendo em conta os resultados de consumo de COD das duas experiéncias, o valor de
SOUR mais baixo medido na 22 experiéncia era expectavel. Isto porque no periodo IV da 12
experiéncia a utilizacdo de substrato pela biomassa é muito rapida, com uma remocéao
média de COD de 76% ao fim de 1 h, enquanto na 22 experiencia o nivel maximo de
remocado de COD registado para 0 mesmo tempo de ciclo € de apenas 47%, no SBRL1.

Tabela 5.6- Valores da taxa especifica de consumo de oxigénio (SOUR) medidos em varios
momentos ao longo de alguns dos ciclos no SBR1 (inéculo armazenado a 4°C) nos ultimos dias da
2%experiéncia.

SOUR [mgO,/(gMLVSS.h)]

Inicio do arejamento A meio do arejamento Fim do arejamento
SBR1 (4°C):
Dia de operacéo
perag 17
10 5
34 15
13 6
36 16
15
Média 35 16 6
Desvio Padrao 2 1 0,2

Os resultados das medidas de SOUR obtidos estdo também em concordancia com as
observacdes da biomassa sob coloracdo com o ViaGram™ Red+ Bacterial Gram Stain and
Viability Kit. Observaram-se areas significativas de biomassa néo viavel no dia 3. Ainda que
estas pudessem ser menores no dia 10, poderiam ainda assim justificar valores de SOUR
mais baixos por comparacdo com as observacdes de biomassa do periodo IV da primeira
experiéncia, sob a mesma coloragéo (Figura 5. e Figura 5.6), em que a fracdo de células
nao viaveis surge muito menor. Num estudo recente, Wan et al. (2014b) confirmam esta

relacdo direta entre a percentagem de células viaveis ap0s armazenamento e os valores de
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SOUR medidos nos granulos. Estes autores reportam um nivel de viabilidade de 47% e um
valor de SOUR de 52% relativamente ao valor medido em granulos antes do
armazenamento para granulos armazenados em agua destilada. As mesmas medidas
indicam niveis de viabilidade de 88% e de SOUR de 93% para granulos armazenados numa
solugdo salina (3% NaCl) e niveis de viabilidade de 92% e de SOUR de 100% para 0s

granulos antes do armazenamento.

Em resumo, verificou-se que o0s granulos apds armazenagem prolongada sofrem
deterioracdo em termos da sua atividade bioldgica e que esta é recuperada mais lentamente
do que as suas caracteristicas fisicas (sedimentabilidade, integridade). Contudo, ao fim de
apenas 7 dias, o rendimento de remocdo do substrato € jA de 70% para os granulos
armazenados a 4°C e de 50% para os granulos armazenados a 25°C. Estes resultados sédo
extremamente promissores para a aplicacdo desta tecnologia, o tratamento por granulos
aerdbios num SBR néo tubular agitado mecanicamente. Foi, assim, testada com sucesso a
recuperacdo de uma situacdo extrema, correspondente a uma paragem na operacdo do
SBR por um periodo superior a meio ano. Paragens de 1 més na atividade industrial, mais
comuns, seriam, assim, presumivelmente suportadas pelo sistema sem significativa perda

de desempenho.

5.5 Conclusodes

Este trabalho demonstrou a producdo com sucesso de granulos aerébios a partir de um
indculo floculento de lamas ativadas num SBR nao tubular agitado mecanicamente, com
uma fase reacional exclusivamente aerébia. Tal foi conseguido através da reducao gradual
do tempo de sedimentacdo no ciclo operacional, verificando-se que o mesmo € um
parametro critico do sistema. Que seja do conhecimento da autora, este € o reator granular
com o valor da razdo H/D mais baixo reportado até a data e a importancia desta
configuracdo prende-se com a perspetiva duma maior facilidade na transposicdo da
tecnologia para sistemas a escala real. A configuracdo do SBR e a presenca de agitacédo
mecéanica pareceram condicionar a dimensdo dos granulos, que resultou um pouco menor
do que a gama usual descrita, ficando-se por cerca de 0,7 mm. N&o obstante, estes
granulos apresentaram uma elevada velocidade de sedimentacdo, valores de SVI baixos e
um bom nivel de integridade. Obteve-se ainda com este sistema uma gama melhorada de
rendimentos de remogdo de COD em relagcdo as anteriormente obtidas para 0 mesmo
substrato, com SBR de lamas floculentas. O arranque do SBR com granulos aerdbios

submetidos a um longo periodo de armazenagem, 7 meses, proporcionou resultados
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notaveis, revelando uma rapida recuperacdo das propriedades de sedimentacdo, taxa de

crescimento e integridade dos granulos, mesmo para os armazenados a 25°C.

Estes resultados evidenciam a viabilidade e robustez do tratamento de efluentes industriais
utilizando a tecnologia de lamas granulares aerdbias aplicada através de um SBR néo
tubular com agitacdo mecéanica. Sao possiveis excelentes eficiéncias de tratamento com a
vantagem adicional de a operacdo do sistema poder ser suspensa por periodos

prolongados, mantendo este a capacidade de re-arranque rapido, em somente alguns dias.
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6.1 Resumo

O objetivo desta fase do trabalho foi avaliar a possibilidade de desenvolvimento de granulos
aerobios, partindo de um inéculo de lamas ativadas de morfologia em flocos, num reator
SBR né&o tubular alimentado com um efluente téxtil simulado contendo o corante azo Acid
Red 14. Um segundo SBR foi operado em paralelo, sem corante na solugéo alimentada. A
estratégia experimental iniciou-se com a operac¢ao em ciclos de 6 h com a etapa de reacéo
dividida em duas fases, nomeadamente, uma anaerébia de 3 h, com vista a obter a
biodescoloracdo redutiva, seguida duma aerdbia de 2 h, com vista a completar a
mineralizacdo da carga organica alimentada. Verificou-se que a granulacao foi induzida pela
reducdo gradual do tempo de sedimentacdo para 5 minutos, mas ndo se chegou a obter
valores de SVIs e SVl semelhantes, o que indicaria um processo de granulagdo completo.
A observacdo microscopica da biomassa indicou que este resultado foi acompanhado da
persisténcia de biomassa em flocos e da acumulagéo de exopolimeros (EPS) numa forma
dispersa. A comparacéo dos dois SBR revelou que a presencga do corante na alimentagcdo
conduziu a um maior grau de remoc¢do de COD durante a fase anaerdbia e a formacéo de
granulos mais definidos, ndo se observando EPS disperso, surgindo 0 mesmo na estrutura
dos granulos ou em agregados isolados com morfologia semelhante a estes. A alteragcédo do
ciclo reacional para um regime de arejamento intermitente, mantendo-se a duracgéo total dos
periodos anaerobio e aerobio, levou a reducéo da quantidade de EPS disperso e a formacao
de agregados mais densos, ndo se tendo contudo conseguido completar o processo de
granulagdo. Obtiveram-se, nos dois regimes reacionais, valores similares para o0s
rendimentos globais de remocdo de COD (80%), e de cor (> 80%). No entanto, a taxa inicial
de remocdo de cor foi menor no regime de arejamento intermitente. Conclui-se que a
duracao do periodo reacional anaerdbio é um fator importante na estabilidade dos granulos
e na eficiéncia da biodescoloracdo, requerendo estudos adicionais, mas que
inequivocamente foi estabelecido o potencial dos biorreatores granulares aerdbios para o

tratamento de efluentes téxteis.
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6.2 Introducéo

Os efluentes téxteis causam um impacto ambiental negativo a nivel mundial sendo em
alguns casos responséaveis pela deterioracdo da qualidade da agua dos meios recetores.
Estes efluentes sdo muito carregados no que respeita a matéria organica e cor, sendo esta
dltima conferida em 70% dos casos por corantes azo (Maas e Chaudhari 2005). Para o
tratamento destes efluentes contendo corantes azo tém sido propostos sistemas biol6gicos
baseados em biomassa floculenta que combinam uma fase anaerdébia e uma aerdbia, em
que na fase anaerdbia ocorre a reducdo do corante (quebra da ligacdo azo com
consequente descoloracdo) e na fase aerdbia se completa a remocdo de carga organica,
podendo também ocorrer a subsequente oxidacao dos metabolitos resultantes da reducéo
do corante (aminas aromaticas) (Lourengo et al. 2001, Sponza e Isik 2002, van der Zee e
Villaverde 2005). Para tal, podem ser utilizados reatores sequenciais descontinuos (SBR),
gque tém a vantagem de serem sistemas muito flexiveis em que o tempo de permanéncia em
cada fase pode ser ajustado as necessidades. Por outro lado, a tecnologia de granulos
aerébios em SBR é considerada uma alternativa muito vantajosa a tecnologia de lamas
ativadas com biomassa floculenta, apresentando elevadas concentracdes de biomassa com
excelente sedimentabilidade, o que permite o tratamento de efluentes muito carregados (de
Bruin et al. 2004). Para além disso, o facto de poderem existir no mesmo granulo zonas
aerdbias e andxicas/anaerébias, em conjugacao com a possibilidade de imposicdo de fases
sem arejamento / arejadas em SBR, dotam o sistema de caracteristicas Unicas para a
remocdo de nutrientes, permitindo a ocorréncia de varias reacdes biolégicas na fase
arejada: a acumulacéo de polifosfatos e nitrificacdo na camada exterior dos granulos e a
desnitrificacdo no seu interior (de Kreuk e van Loosdrecht 2004, de Kreuk et al. 2005a, de
Kreuk et al. 2007, Winkler et al. 2012). A aplicacdo desta tecnologia para o tratamento de
efluentes téxteis € muito promissora, mas encontra-se ainda numa fase incipiente, estando a
dar os primeiros passos (Muda et al. 2010, Muda et al. 2011, Kolekar et al. 2012, Lotito et al.
2012b).

O objetivo deste trabalho foi estudar a possibilidade do desenvolvimento de granulos
aerébios num SBR alimentado com um efluente téxtil sintético contendo um corante azo
utilizado como modelo (Acid Red 14) e operado num ciclo que inclui uma fase anaerébia
prolongada. Foi ainda estudada a estratégia de arejamento intermitente mantendo o0s
periodos totais de arejamento/anaerobiose. Formar granulos estaveis nestas condi¢ées foi o
desafio principal. E de realcar que a configuracdo do SBR utilizada com H/D de 2,5 (ndo
tubular) é bastante diferentes das razdes de 12 a 30 normalmente utilizadas (Beun et al.
1999, Tay et al. 2005, Muda et al. 2010). De acordo com estudos anteriores (Lourengo et al.
2001, 2006) é expectavel que a descoloracao ocorra na fase anaerébia, devido a reducéo
da ligacdo azo com a correspondente formacdo de aminas aromaticas incolores. No
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presente estudo foram inoculados dois reatores idénticos com biomassa floculenta, sendo
um dos SBR utilizado como controlo, ou seja, alimentado com um efluente sintético sem a

presenca de corante.

6.3 Materiais e Métodos

6.3.1 In6culo e substratos

In6culo de Lamas Ativadas: Os reatores foram inoculados com lamas ativadas floculentas
recolhidas numa ETAR municipal (Chelas, Lisbhoa). Antes de ser utilizada, a biomassa foi
peneirada (rede de 1 mm), sedimentada e lavada duas vezes com agua da torneira arejada.
A concentragdo inicial nos reatores foi ajustada para um teor em solidos suspensos totais
(TSS) de 2,5 g/L.

Fonte de carbono (solugcdo-mée): A fonte de carbono usada consistiu num derivado de
amido denominado Emsize E1 (hidroxipropil-amido, Emsland-Starke GmbH, Alemanha).
Este foi pré-hidrolisado em condi¢des alcalinas (NaOH) seguido de ajuste de pH a 7,0 (HCI)
e diluido com agua desionizada a 100 g/L, de acordo com o descrito anteriormente por
Lourenco et al. (2001) e O'Neill et al. (2000).

Corante azo (solucdo-mée): O corante azo testado foi o Acid Red 14 (Chromotrope FB,
Sigma-Aldrich, com um teor de corante de 50%, Figura 2.1), sendo usado diretamente sem
nenhuma etapa adicional de purificacdo. O corante foi dissolvido em agua desionizada a 3,0
g/L.

Solugdo base de alimentacdo: A solucdo de alimentacdo foi preparada em &agua
desionizada utilizando a solugdo-mée da fonte de carbono, diluida a 1000 mg OJ/L, e
suplementada com tampdo fosfato para manutencdo do pH e outros nutrientes. As
concentragdes foram as seguintes: KH,PO4 (760 mg/L), Na;HPO4.12H,O (2310 mg/L),
NH.Cl (140 mg/L), MgSO..7H,O (23 mg/L), CaCl, (28 mg/L), FeCls.6H,O (250 pg/L),
MnS0O4.4H,0 (40 pg/L), HsBOs (57 pg/L), ZnS0O4.7H,0O (43 pg/L), (NH4)sM07024.4H.0 (35
Mg/L). Todos os sais utilizados foram de grau analitico. Esta solugdo corresponde a razdo
massica COD/N/P de 100/3,7/30.

Efluente téxtil sintético: Este efluente corresponde a solucdo de alimentacdo contendo
corante e foi obtido adicionando 10 mL da solu¢do-mé&e de corante a 750 mL de solugéo

base de alimentacdo. A solucdo-mae de corante foi adicionada diretamente a um dos SBR
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em cada ciclo, no final da fase de enchimento, correspondendo a uma concentracdo de 20

mg/L de corante no licor misto.

6.3.2 Sistema Experimental

O sistema experimental incluiu dois SBR com um volume de trabalho de 1,5 litros, operados
mas mesmas condigcbes com excecdo da alimentacdo. O SBR1 foi alimentado com a
solucao base de alimentagdo e o SBR2 foi alimentado em todos os ciclos com esta solugéo

e a solucdo-mae do corante azo, ou seja, com o efluente téxtil sintético.

O esqguema do sistema reacional é apresentado na Figura 6.1. Os SBR s&o iguais aos
utilizados na experiéncia anterior (Capitulo 5). Cada SBR foi adaptado a partir de um reator
de vidro de 1 litro (SCHOTT-DURAN) contendo uma boca GL45 e um agitador magnético
(tipo ancora) suportado numa tampa de rosca equipada com duas entradas GL14. As
adaptacdes foram feitas no frasco de vidro e incluiram uma extensao vertical para 1,5L e a
insercdo de duas entradas GL45 (a 45°) na parte superior do vaso de vidro cilindrico. A
extensdo vertical resultou numa razéo altura/diametro de 2,5 relativamente ao volume de
trabalho. O agitador magnético utilizado foi o modelo bioMIXdrive 1 controlado pela unidade

bioMIXcontrol MS4 fixada a 200 r.p.m. (ambos da marca 2mag, Alemanha).

A solucdo base de alimentagéo foi inserida pelo fundo do reator, ao nivel do difusor de ar,
utilizando uma bomba peristéltica para cada reator (Mini-S 660, Ismatec, Switzerland). A
descarga rapida foi realizada com Unica bomba de carretos para os dois reatores (Reglo-Z,
Ismatec, Switzerland). Uma bomba peristaltica adicional foi utilizada para alimentar o
corante ao SBR2 (entrada pelo topo, através de uma porta GL14). O arejamento foi efetuado
usando um compressor modelo SPP 15 (Highblow, Japé&o) através de uma membrana
difusora porosa colocada no fundo de cada reator. O caudal de ar foi aproximadamente de
3.0 L/min em cada reator, correspondendo a uma taxa de arejamento de 2 v.v.m (volume de

ar por volume de liquido por minuto).

As funcdes de bombagem, arejamento e agitacdo foram automaticamente controladas,

através de uma interface usando um programa dedicado instalado num PC.

Os reatores foram operados com um ciclo de 6 horas, compreendendo 5 h de reacéo e 1h
repartida entre o enchimento, sedimentacéo, descarga e paragem (iddle). A reacao incluiu
um periodo anaerébio seguido de um periodo aerébio. O tempo de enchimento (sem
agitacdo e sem arejamento) foi fixado em 15 minutos e o tempo de descarga a 1 minuto

(descarga rapida). A volumetric excange ratio foi de 50%, sendo o efluente removido a meia

Ana Tavares da Mata, 2015 137



BIORREATORES DE GRANULOS AEROBIOS
PARA TRATAMENTO DE AGUAS RESIDUAIS TEXTEIS

altura do volume util do reator o que corresponde a um tempo de retencdo hidraulico de 12h.
A carga organica volumétrica foi de 2.0 kgCOD/(m?3.d) ( ou kgO/(m.d)). Estas condi¢Ges
gerais foram mantidas durante todo o tempo da experiéncia, exceto no Periodo Il em que o

tempo de reacéo foi estendido para 5,5h (por encurtamento do tempo iddle) .

| Interface | Il I

Bombas Peristélticas

Compressor de Ar

Bomba de
carretes

Solugéo

Recipiente de
de corante

Solugéo ° Descarga
base de

alimentagéo

Placa de agitagéo

Figura 6.1 - Esquema do sistema reacional para o SBR2 (alimenta¢gdo com corante)

O pH néo foi controlado, mas foi mantido entre 6,2 a 6,8 pela presenca do tampéo fosfato na
solucdo de alimentacdo base. Os reatores foram operados a temperatura ambiente, entre 21

e 26°C. Foi utilizada refrigeracdo durante os periodos mais quentes no verao.

A remocdo deliberada de biomassa dos reatores foi limitada as necessidades de
amostragem. A maior perda ocorreu na descarga do efluente tratado (descarga de 50% do

volume em cada ciclo, apés sedimentacao).

6.3.3 Métodos Analiticos

Os parametros medidos in situ foram o potencial de oxidacéo reducédo (ORP), o oxigénio
dissolvido e a temperatura. Os restantes parametros foram medidos em amostras recolhidas
dos reatores. Para a determinacédo da caréncia quimica de oxigénio (COD), concentracéo de
corante e pH, as amostras foram centrifugadas durante 10 min a 4000 r.p.m., e as medidas
efetuadas no sobrenadante. O COD foi determinado através do método normalizado de

digestdo com dicromato de potassio e titulacdo com sulfato ferroso amoniacal (APHA 1998)
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utilizando um digestor AccuBlock™ Digital Dry Bath (Model: D1200) da Labnet International,
Inc. (EUA). Para cada amostra a analise foi realizada em duplicado e os valores reportados
correspondem a média. O erro padrao relativo (RSD) médio foi de 1,4% e o RSD méximo de
6,0%. A contribuicdo do corante azo para o valor de COD (a um méximo de 20 mg/L) foi

medida e revelou-se insignificante, abaixo do limite de detecdo do método (< 10 mgO2/L).

Os solidos suspensos totais (TSS) e os solidos suspensos volateis (VSS) foram medidos
através de métodos normalizados (APHA 1998) em amostras de licor misto retiradas dos
biorreatores e em amostras do efluente descarregado. Para cada amostra a andlise foi
realizada em duplicado e os valores reportados correspondem a média. Para os TSS, o
RSD médio foi de 2,5% e o maximo de 21%.

O indice de volume de lamas (SVI) foi determinado pelo volume ocupado pela lama
sedimentada de 1 litro de licor misto, apés sedimentacdo de 5 min (SVls) e 30 min (SVls),
dividido pelo respetivo valor de TSS; esta medicédo foi efetuada offline num cone Imhoff e o

licor misto foi prontamente retornado ao reator.

A concentracdo de corante azo foi determinada espetrofotometricamente, por leitura da
absorvéncia das amostras a 515 nm (comprimento de onda de absorvéncia maxima do
corante, na regiao do visivel), contra agua desionizada. O espetrofotometro utilizado foi o
Specord 200 (Analytik Jena, Alemanha) com células de quartzo com 1 cm de comprimento
de percurso Otico. Para cada amostra a analise foi realizada em duplicado e os valores

reportados correspondem a média. O RSD médio foi de 0,2% e o maximo de 2,4%.

As amostras centrifugadas (sobrenadante) foram analisadas por cromatografia liquida de
alta pressdo (HPLC) utilizando um sistema Merck-Hitachi (Alemanha), que compreende
uma bomba inteligente L-6200A, um detetor UV-Vis L-4250 e um amostrador automatico L-
7200, com uma interface D7000 controlada por computador. O sistema estava equipado
com uma coluna de fase reversa RP-18, LiChroCART 250-4 (Merck, Alemanha) e a detecéo
espetrofotométrica foi realizada a 220 nm. A fase mével foi composta por tampéao de fosfato
de sddio (25 mM, pH = 5,5) e acetonitrilo (tamp&o:acetonitrilo), com um caudal de 0,7
mL/min. O método foi desenvolvido com vista a uma boa separagdo e quantificacdo dos
picos (6 meses) tendo-se chegado ao seguinte programa: um gradiente linear de 30 min de
100:0 a 50:50 (v/v), seguido de um gradiente linear de 5 minutos até 15:85 (v/v) e
terminando com um passo de 100:0 mantido por um periodo adicional de 10 min. A
identificacdo e quantificacdo dos picos foi realizada através de solucdes padrdo de corante
Acid Red 14 e de amina 4A1NS (4-amino-1-naftaleno sulfonato) (Sigma, EUA), ambos em
agua desionizada. O desvio padrdo (STD) do método foi determinado com valores obtidos

em 10 ensaios para a mesma amostra. Para a amostra padrédo de 1 mg/L obteve-se um STD

Ana Tavares da Mata, 2015 139



BIORREATORES DE GRANULOS AEROBIOS
PARA TRATAMENTO DE AGUAS RESIDUAIS TEXTEIS

de 5,7% para o corante e 2,7% para a amina. Para a amostra padrdo de 10 mg/L obteve-se
um STD de 1,0% para o corante e 0,5% para a amina. Para cada amostra a analise foi
realizada em duplicado e os valores reportados correspondem a média. O RSD médio foi de

0,1% e o maximo de 0,9%.

Foram observadas amostras de biomassa de ambos os reatores em ampliacdes de 40 e
100x, através de um microscopio de transmissao de luz (BA200, Motic, China) equipado
com camara e respetivo software (Moticam 1000, Motic, China).

O valor de pH foi medido offline em amostras centrifugadas utilizando um elétrodo de vidro

Metrohm 6.0202.100 ligado a um potenciometro Metrohm 691 (Suica).

O potencial redox foi medido in situ, utilizando um elétrodo SenTix ORP (WTW, Alemanha)
ligado a um medidor de pH digital (pH 538, WTW, Alemanha). Os valores medidos foram
convertidos para a base do elétrodo de hidrogénio padrdo (E°), por soma de 207 mV a

leitura (indicac&o do fabricante).

O oxigénio dissolvido foi medido in situ, utilizando uma sonda padrdo luminescente,
LDO101 (Hach, EUA), ligada a um medidor multiparamétrico HQ40d (Hach, EUA) equipado
com uma sonda de temperatura. As taxas de consumo de oxigénio (OUR) foram medidas
durante a fase de reacdo aerobia, por interrupcdo breve do arejamento (até 5 minutos),
registando-se a evolugéo dos valores de oxigénio dissolvido ao longo do tempo. Para isso, a
sonda era imersa no licor misto (mantendo a mistura em agitacédo), a uma profundidade de

cerca de 3 cm.

6.3.4 Estratégia Experimental

Os dois reatores foram inoculados com lamas ativadas floculentas e operados durante 112
dias, incluindo quatro periodos distintos, (1, Il, 11, IV) em termos de condigbes operacionais

do sistema, ver Tabela 6.1.

Durante o periodo | os reatores foram operados com 3 h de reacdo anaerbbia (sem
arejamento e com agitacdo) seguida de 2 h de reacdo aerdbia (com arejamento e com
agitacdo). Durante os primeiros 4 dias o tempo de sedimentacdo foi de 40 min para
minimizar as perdas de biomassa enquanto esta se adaptava ao efluente sintético. Em
seguida, o tempo de sedimentacédo foi reduzido para 10 min (dias 5-12), para 5 min (dias 13-

28) e para 4 min (dias 29-33) para induzir a granulacdo. Todas as reducfes do tempo de

Ana Tavares da Mata, 2015 140



BIORREATORES DE GRANULOS AEROBIOS
PARA TRATAMENTO DE AGUAS RESIDUAIS TEXTEIS

sedimentacdo, a excecdo da primeira, foram introduzidas logo que os sdlidos suspensos no

efluente do SBR2 (com corante) atingiam um valor de cerca de 100 mg/L.

No periodo Il (dias 34-52) os reatores foram operados com uma fase anaerdbia maior, de
3,5 h, mantendo em seguida um arejamento de 2h e um tempo de sedimentacdo de 4 min. A
intencdo foi avaliar a possibilidade de melhorar a remocdo de corante e a formacdo dos
granulos. Nenhum dos objetivos foi alcancado por isso esta estratégia ndo foi continuada

apos o dia 52.

A mudanca das condi¢Bes operacionais, no dia 53, provocou uma falha, originando uma
descarga do reator com a agitacdo e arejamento em funcionamento, o que levou a uma

enorme perda de biomassa (ndo recuperada) em ambos os reatores.

Tabela 6.1 — Resumo das condi¢gbes operacionais utilizadas nos dois SBR nos diferentes periodos
experimentais.

Periodo | Periodo Il Periodo IlI Periodo IV
Tempo Dias 1 a 33 Dias 34 a 52 Dias 53 a 89 Dias 90 a 112
Enchimento
(sem agitacdo, sem 15 min 15 min 15 min 15 min
arejamento)
Reacao _ana~erob|a 3h 35h 3h _Arejamento
(com agitacao) intermitente
Reac&o aerébia 6 x (30 min
(com agitacdo, com 2h 2h 2h anaerobiose + 20
arejamento) min aerobiose)
Sedimentacdo 40 to 4 min 4 min 3 min 3 min
Descarga 1 min 1 min 1 min 1 min
Paragem (iddle) 4 to 39 min 9to 11 min 41 min 41 min
Ciclo total 6 h 6h 6h 6h
Perda de
Observacdes - biomassa
acidental
no dia 53
Duracéo do periodo 33 19 37 23

experimental (dias)

No periodo Il (dias 53-89) os reatores foram operados de novo com 3 h de reacao
anaeroObia seguida de 2h de aerobiose e com o tempo de sedimentacdo reduzido para 3
min. O nivel de sélidos nos reatores no inicio deste periodo era baixo, e o objetivo foi
promover a granulagéo da biomassa e o seu crescimento. O tempo de sedimentagéo de 3

min foi escolhido por ter produzido uma granulacdo eficiente no SBR1 operado
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anteriormente com 5 h de reacdo totalmente arejadas, de acordo com os resultados

descritos no Capitulo 5 desta dissertacdo (Mata et al. 2012).

No periodo IV (dias 90-112) as 5 h de reacdo ocorreram em regime de arejamento
intermitente, 30 min off e 20 min on, num total de 6 ciclos off-on, iniciando-se com um
periodo sem arejamento. O objetivo era testar se esta intermiténcia iria reduzir o material
exopolimérico disperso que prejudicava a sedimentacdo da biomassa e a remocédo de COD,

e se a0 mesmo tempo permitia manter uma boa remocéao de cor.
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6.4 Resultados e Discusséao

6.4.1 Concentracdo da biomassa, propriedades de sedimentacdo e morfologia

A evolucédo dos niveis de sélidos suspensos totais (TSS) nos dois SBR ao longo dos quatro
periodos experimentais € apresentada na Figura 6.2 e na Figura 6.3 para o licor misto e
para o efluente descarregado, respetivamente. A idade de lamas foi determinada pelo nivel
de solidos perdidos no efluente e retirados na amostragem (menos do que 10% do total),
nao tendo sido efetuada mais nenhuma remocao deliberada de biomassa. Com base no
balanco feito a partir dos dados de TSS, a idade de lamas média global foi de 5 dias para o
SBR1 (controlo) e de 12 dias para o SBR2 (com corante). A idade de lamas média foi de 4,
6, 5 e 6 dias para 0 SBR1 e de 11, 12, 7 e 15 dias para o0 SBR2 (com corante) para os
periodos I, Il, lll e IV, respetivamente.

Periodo | Periodo Il Periodo Ill Periodo IV
®

TSS (g/L)

0 T T T T T T T T

0 20 40 53 60 80 100

Dia de operagao (d)

Figura 6.2 - Sdlidos suspensos totais (TSS) no licor misto do SBR1 — controlo (l) e SBR2 — com
corante(®) ao longo dos quatro periodos experimentais identificados na Tabela 6.1.

Os niveis de biomassa no licor misto foram mantidos (SBR1) ou aumentados (SBR2)
durante a primeira parte do periodo |, apesar das sucessivas reducfes no tempo de
sedimentacdo que resultaram em elevados niveis de perda de biomassa no efluente. A
acumulacdo de biomassa no SBR2 (com corante) parece ter sido o resultado de um melhor

processo de granulacdo, com niveis mais baixos de perdas de no efluente (washout).
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Periodo Il Periodo I Periodo IV
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Dia de operagdo (d)

Figura 6.3 - Sélidos suspensos totais (TSS) no efluente descarregado do SBR1 (controlo, ) e SBR2
(com corante; @) ao longo dos quatro periodos experimentais identificados na Tabela 6.1.

No periodo I, a concentracdo de biomassa mais elevada foi atingida no dia 24 (3,1 e 4,7 g/L
no SBR1 e SBR2, respetivamente), apos a redugéo do tempo de sedimentacdo para 5 min A
partir do dia 24 observou-se uma diminuicdo dos niveis de biomassa no licor misto, tanto
com 5 min como com 4 min de tempo de sedimentacdo, apesar de se ter verificado uma
tendéncia decrescente nos niveis de perda de biomassa no efluente descarregado até o
final deste periodo I. O prolongamento da fase anaerdbia no periodo Il deteriorou ainda

mais os niveis de concentracdo de biomassa nos reatores.

Ap6s a descarga acidental de biomassa no dia 53, ambos o0s reatores acumularam
biomassa de forma semelhante ao longo do periodo Ill, embora os niveis de perda de
biomassa no efluente se mantivessem altos devido a reducdo do tempo de sedimentacdo
para 3 min (e maiores no SBR1 que no SBR2). A introducdo do arejamento intermitente no
periodo IV levou a uma aceleracdo da acumulacao de biomassa em relacdo ao periodo
anterior, aparentemente superior no SBR2, apesar da perda de biomassa no efluente se
manter semelhante a do periodo Ill. No geral, houve uma diferenca significativa em relagcéo
aos niveis de biomassa entre 0 SBR1 e o SBR2 (com corante), tendo este ultimo alcangado
valores de TSS mais elevados no licor misto, com um maximo de 5,5 g/L e uma média de
4.5 g/L (dias 98 a 112), bem como menores perdas de biomassa no efluente descarregado,
com uma média de 150 mg/L (dias 98 a 112). Estes valores de concentracdo de biomassa
no SBR2 (com corante) em regime intermitente (60% anaerob., 40% arejamento) s&o
comparaveis com os obtidos por Muda et al. (2010) no tratamento de um efluente téxtil com
granulos aerdbios num SBR tubular, em regime intermitente de duas etapas
anaerobio/aerébio (24% anaerob., 76% arejamento). De facto, neste SBR tubular foi obtido
um valor de VSS de 5,6 g/L no licor misto e niveis de biomassa de 300 a 500 mg/L de TSS

no efluente descarregado, pelo que se pode considerar que o efluente final obtido no SBR2
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foi de melhor qualidade relativamente a este parametro. E de realcar no entanto, que 0s
valores de TSS obtidos no efluente do SBR2 ndo atingem ainda a qualidade necessaria para

descarga direta no meio recetor cujo limite é de 60 mg/L (ver Tabela 2.8).

Comparando os resultados de TSS obtidos no SBR1 (controlo) no periodo IV com os
resultados obtidos anteriormente para este reator em regime totalmente aerébio (Mata et al.
2012), descritos no Capitulo 5, verifica-se que a acumulacao de biomassa foi agora bastante
menor para 0s mesmos 3 min de sedimentacdo. O valor maximo obtido foi de 3,8 g/L de
SST contra 6,9 g/L de TSS obtidos em regime totalmente aerébio. Aparentemente, para este
sistema contendo amido hidrolisado como substrato, a introducdo da fase anaerdbia (60%
anaerob., 40% arejamento) nao foi favoravel a agregacdo e acumulacado de biomassa. No
entanto, num estudo efetuado por de Kreuk e van Loosdrecht (2006) num reator tubular
usando também um substrato simples (acetato), 0 mesmo tempo de sedimentac¢éo (3 min) e
uma fase anaerObia mais curta (35% anaerob., 65% arejamento), foi atingida uma

concentracéo de biomassa elevada, de 8,5 g/L.

A granulacao foi seguida ao longo dos quatro periodos experimentais através da medicao do
indice de volume de lamas (SVI) como forma de quantificar as propriedades de
sedimentacdo das lamas, em particular os valores de SVIs e SVlso, cuja aproximagdo é
tipica de uma boa granulagéo (Schwarzenbeck et al. 2004, de Kreuk et al. 2007, Liu 2008).
Na Figura 6.4 apresentam-se 0s resultados obtidos para estes dois indices.

410
J__l Periodo | Periodo Il Periodo lll Periodo IV
360

310

SVI (mL/g)
Ef

0 20 40 60 80 100
Dia de operagdo (d)

Figura 6.4 — indice de volume de lamas (SVI) medido ao longo dos periodos experimental
(identificados na Tabela 6.1): no SBR1 (A, M; sem corante) e SBR2 (O, @; com corante); SVlIs —
simbolos abertos, SVIso — simbolos fechados. A linha tracejada horizontal representa o melhor valor
de SVlzo obtido na experiéncia anterior com o SBR1 (sem corante) em modo de reacao totalmente
arejado (Mata et al. 2012).
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Durante o periodo | observou-se uma forte queda dos valores SVI, seguida por uma reducéo
mais lenta até ao dia 27, tendo o SBR2 (com corante) apresentado consistentemente
valores menores do que o SBR1. No entanto, os valores de SVIz foram sempre muito
superiores aos atingidos na experiéncia de granulagdo anterior com o SBR1 em modo de
reacdo totalmente arejado (linha a tracejado na Figura 6.4, SVIz = 25 mL/g) (Mata et al.
2012). Além disso, os valores de SVIs permaneceram bastante acima dos valores do SVlso,
sugerindo uma sedimentacdo mais impedida. A reducdo do tempo de sedimentacdo para 4
min (ainda no periodo I) deteriorou acentuadamente os valores SVI no SBR1 e também no
SBR2 (com corante), mas em menor escala. Mantendo este tempo de sedimentacdo e
aumentando o tempo de reacdo anaerdbia para 3,5 h (periodo Il), os valores de SVI no

SBR1 aumentaram ainda mais e ndo melhoraram no SBR2.

ApoOs o incidente de perda de biomassa no dia 53, as condi¢gdes operacionais do periodo Ill
(tempo de sedimentacdo de 3 min e 3h de anaerobiose), aproximaram os valores de SVI
dos dois SBR, mas tanto o SVIs como o SVl ficaram em valores cerca de 1,5 vezes mais
elevados do que os obtidos com um tempo de sedimentacédo de 5 min durante o periodo I. A
introducdo do arejamento intermitente no periodo IV melhorou significativamente o SVI no
SBR2 (com corante), resultando nos valores mais baixos durante todo o periodo
experimental (55 mL/g), mas a alteragéo foi muito menos notada no SBR1 (controlo). Estes
valores de SVI estdo proximos, para melhor, dos obtidos por Muda et al. (2010) no
tratamento de um efluente téxtil num reator tubular, cujo melhor SVI foi de 69 mL/g para uma

sedimentagdo de 5 min.

Um tempo de sedimentacdo de 3 min nos reatores do presente estudo (Hui = 22 cm)
corresponde a uma selecdo de biomassa com velocidade de sedimentacdo minima de 2,2
m/h e no caso do reator tubular utilizado por Muda et al. (2010) corresponde a 4,8 m/h. Este
altimo valor representa uma maior pressdo seletiva que teoricamente originaria valores
inferiores de SVI, reforcados pelo facto de o inéculo ter consistido numa mistura de
biomassa floculenta e granulos anaerobios em oposicdo ao inéculo de biomassa floculenta

no caso dos reatores nao tubulares SBR1 e SBR2, mas tal ndo se verifica.

Uma forca de corte elevada é indicada como favorecendo a granulagao aerdbia (Heijnen e
van Loosdrecht 1998, Tay et al. 2001a, Liu e Tay 2004, de Kreuk et al. 2007, Lopez et al.
2012), observando-se uma melhor formacdo de granulos a valores de velocidade
ascendente superficial mais elevados que dependem do caudal de arejamento. Assim, um
tempo de reacdo anaerdbio longo, como o aplicado ao SBR1 e SBR2, diminui o tempo de
exposicdo da biomassa a uma tensdo de corte elevada e pode ser uma das causas
importantes para a granulagdo menos conseguida. Os resultados do periodo intermitente

reforcam o papel da tensdo de corte na granulagéo, pois apesar de o tempo total em
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anaerobiose ter sido mantido, houve uma exposi¢cdo da biomassa de 30 em 30 minutos a
uma tenséo de corte elevada durante a fase de arejamento e obteve-se uma granulacdo nos

reatores mais eficiente.

Segundo de Kreuk e van Loosdrecht (2004), outro fator que pode influenciar negativamente
a integridade dos granulos aerdbios é a agitacdo mecéanica, que no caso do sistema em
estudo foi elevada (200 r.p.m.), especialmente quando comparada com o0s sistemas
tubulares em que a fase anaerdbia corresponde a um enchimento lento sem agitacéo e a

mistura é apenas promovida pelo arejamento.

Os resultados de SVI, em particular a aproximacdo incompleta dos valores de SVIs e SVlso,
sugerem que o processo de granulacéo ocorreu no SBR1 e SBR2 mas néo foi completado
com sucesso. A Figura 6.5 mostra imagens de microscopia de amostras de biomassa dos
periodos de | e Il, e confirma a ocorréncia da granulagao, sendo visivel um forte contraste
entre o tamanho e a morfologia do in6culo floculento e a biomassa granular desenvolvida

em ambos os reatores.

Inéculo floculento SBR1, dia 40 SBR1, dia 40

lom

R

Figura 6.5 - Imagens de microscopia (ampliagdo de 100x) de amostras de biomassa do SBR1
(controlo) e SBR2 (com corante) durante o periodo experimental | (dias 21 e 30) e o periodo Il (dia
40).

A granulagéo prosseguiu melhor no SBR2 (com corante), com granulos bem definidos de
forma redonda/oval a serem observados a partir do dia 21, atingindo a dimenséo de 0,5 mm
no dia 30 (Figura 6.5). No entanto, os agregados floculentos permaneceram, possivelmente
introduzindo o efeito de aparente impedimento na taxa de sedimentacdo. O tempo de 21
dias para obtencao de granulos partindo de flocos é similar aos = 20 dias reportados em
sistemas anaerobios/aerébios que tratam efluentes sintéticos simples ou aguas residuais
urbanas em SBR tubular (de Kreuk et al. 2005a, de Kreuk e van Loodrecht 2006), bem como

aos 25 dias da experiéncia em fase totalmente arejada do SBR1 (Mata et al. 2012, Capitulo
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5). No entanto, a dimensé&o dos granulos reportada em todos estes casos € maior, de =1 mm

e o formato é mais irregular.

No SBR1 (controlo), embora os granulos possam ser encontrados no dia 21, mostram ja no
dia 30 contornos menos bem definidos, estando aparentemente rodeados por um
revestimento difuso de material exopolimérico. Esta observacdo acompanhou a reducéo do
tempo de sedimentacdo de 5 para 4 min com um aumento acentuado dos valores de SVI,

agravando-se no periodo II.

Os granulos do SBR2 (com corante) mantiveram o seu tamanho e forma, e a sua
abundancia até aumentou no periodo Il, no entanto também aqui os valores de SVI
aumentaram com a reducédo do tempo de sedimentacéo de 4 para 5 minutos. Alguns destes
granulos sao notaveis pela sua cor esbranquicada (Figura 6.5, dia 40, SBR2) parecendo ser
constituidos apenas por material exopolimérico (EPS). A presenca de EPS é referida como
essencial para a agregacdo, manutencao e estabilidade dos granulos aerébios (Liu e Fang
2003, Liu e Tay 2004, Wang et al. 2005, 2008), mas ndo se encontrou na literatura

consultada nenhuma descricdo semelhante a formacéao deste tipo de “granulos de EPS”.

O tempo de sedimentagdo € um dos fatores que determina a formagéo de granulos apesar
de ainda ndo se conhecerem exatamente as causas. De facto, os granulos ndo sao estaveis
se apesar de serem mantidas todas as outras condigbes favoraveis, o periodo de
sedimentacdo for longo (McSwain et al. 2005). Pensa-se também que as bactérias
comunicam entre si (quorum-sensing), enviando sinais para se agregarem e interagirem da
melhor forma com o meio ambiente (Liu e Tay 2004, Ren et al., 2010). Assim, é possivel que
a reducdo do tempo de sedimentacdo de 5 para 4 min possa ter induzido um nivel de stress
tdo elevado que as bactérias tenham respondido ao mesmo com uma producédo exagerada
de EPS, que no caso do SBR1 (controlo) apareceu com uma estrutura dispersa e difusa e

no caso do SBR2 (com corante) de forma agregada.

Apbés a elevada perda de biomassa devido ao incidente de dia 53, observou-se o
desenvolvimento de agregados, mas permaneceram essencialmente ausentes granulos
bem definidos durante todo o periodo operacional lll. S&o apresentados exemplos na Figura
6.6. De notar que o material macio que envolve os agregados nas imagens do SBR1 néo
parece consistir em bactérias filamentosas, como reportado por Tay et al. (2001b) em
granulos desenvolvidos na presenca de glucose, mas sim numa versdo do material disperso
ja visto nas imagens do SBR1 na Figura 6.5. Este material € muito menos abundante em

imagens do SBR2.

A mudanga para 0 arejamento intermitente no periodo IV aparentemente reduziu a
acumulacdo do material exopolimérico (Figura 6.6), mas, por outro lado, foi observado
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algum crescimento filamentoso no SBR1 (controlo). Verificou-se o desenvolvimento de
agregados de biomassa densos e maiores, que apesar de ndo terem uma forma
redonda/oval, apresentavam dimensfes semelhantes as dos granulos anteriormente
formados, o que esta de acordo com os valores de SVI obtidos, baixos e préximos dos do
periodo I, em especial no SBR2 (com corante). Na Figura 6.7 encontram-se imagens mais

ampliadas dos agregados que se formaram.

SBR1, dia 82 (periodo IlI)

SBR1, dia 111 (periodo V)

¥
W

Figura 6.6 - Imagens de microscopia (ampliacdo de 40x) de amostras de biomassa do SBR1
(controlo) e SBR2 (com corante) durante o periodo experimental Ill e IV. A barra corresponde a 1 mm.

SBR1

SBR2

Figura 6.7 - Imagens de microscopia (ampliacdo de 100x) de amostras de biomassa do SBR1
(controlo) e SBR2 (com corante) durante o periodo experimental IV (dia 111). A barra corresponde a
1 mm.
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6.4.2 Eficiéncia do tratamento

6.4.2.1 Transformacéo da fonte de carbono

Na Figura 6.8 encontram-se exemplos representativos do COD sollvel ao longo das 5 h de

fase reacional do SBR1 (controlo) e SBR2 (com corante) para cada um dos periodos

experimentais I, II, Il e IV.
SBR1 (controlo) SBR2 (com corante)
COD (mgO,/L) COD (mgO,/L)
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Figura 6.8 - Perfis representativos de remogéo de COD soluvel ao longo das 5 h de fase reacional do
SBR1 (controlo) e SBR2 (com corante) para cada um dos periodos experimentais |, II, Il e IV. A linha
vertical tracejada nos graficos dos periodos | a Il representa o inicio do arejamento; no periodo IV as
linhas verticais representam a mudanca entre fase arejada e fase néo arejada, sendo a fase inicial
ndo arejada.
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O perfil do dia 1 (Figura 6.8) corresponde a resposta da biomassa ndo adaptada, o in6culo
floculento proveniente da ETAR Municipal de Chelas, Lisboa. ApGs cerca de duas semanas,
o desempenho na remocdo de COD evoluiu para o perfil tipico do periodo | com uma
remocgdao global de COD de cerca de 70% em ambos os reatores. A remocao anaerébia de
COD no SBR2 (com corante) foi consistentemente mais elevada (até 30%) que no SBR1
(menos de 20%). O perfil de dia 16 no SBR2 foi atipico, ndo se tendo voltado a observar

neste periodo experimental.

No periodo Il com a fase anaerébia alargada para 3,5 h, a remocao global de COD foi
mantida ou até ligeiramente aumentada (75%) quando comparada com o periodo I, em
especial no SBR2 (com corante). A remocado de COD na fase anaerdbia foi mantida no

SBR1 mas aumentou no SBR2 atingindo os 36%.

Ap6s o incidente de perda de biomassa, registaram-se no periodo Ill remocdes globais de
COD menores, por comparagcdo com o0s periodos anteriores, baixando também muito a

remocao no periodo anaerdbio (menos de 10%) em ambos os reatores.

No periodo IV, a remogcdo de COD na fase inicial anaerdbia subiu para 24% no SBR1
(controlo) e 30% no SBR2 (com corante). O regime de arejamento intermitente levou ao
aumento da remocéao global de COD, atingindo os 80%. Esta taxa de remocé&o global de
COD ¢é similar & observada com a mesma fonte de carbono (amido hidrolisado), em
experiéncias anteriores com lamas ativadas floculentas em SBR anaerébio/aerdbio, operado
com ciclos de 24 h, dos quais 8 h ou mais eram em fase arejada (Lourengo et al., 2001,
2003, 2006). No entanto, € mais baixa que a obtida na presenca de biomassa granular na
experiéncia com o SBR1 operado com uma fase de reacao totalmente arejada (Mata et al.,
2012), na qual se obteve uma média de remocdo de COD de 88%. Relativamente a
remocdo de COD na fase anaerébia no SBR2 (com corante), esta é equivalente aos 30%
aos obtidos por Lourenco et al. (2001) para 0 mesmo substrato, na presenca do corante azo
Remazol Brilliant Violet 5R, e uma idade de lamas de 15 dias, sendo que no periodo IV a

idade de lamas média foi coincidente (15 dias).

De notar que o periodo com menor remocdo de COD na fase anaerébia no SBR2 (com
corante) (10%) foi o periodo Ill, que corresponde & menor idade de lamas (7 dias), isto foi
também observado anteriormente por Lourenco et al. (2001): 10% remocao para 10 dias de
idade de lamas. Muda et al. (2010) obtiveram também uma baixa remocao anaerébia de
COD, de 15% (em 40 min) para uma idade de lamas de 8 dias no tratamento de efluente
téxtil com granulos aerobios, sendo o substrato uma mistura de glucose, acetato e etanol
(ver Tabela 3.2). Este periodo IlIl, com a menor remoc¢édo de COD na fase anaerobia (10%)

corresponde também a granulacdo do SBR2 (com corante) onde se atingiu o valor de SVI
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mais elevado (103 mL/g, Figura 6.4) e se observaram os menores agregados de biomassa
(Figura 6.6). Aparentemente, um valor de idade de lamas igual ou superior a 15 dias é
benéfica para a populacdo microbiana responsavel pela remogdo de COD no periodo

anaerobio.

A maioria dos investigadores indica que € necessaria a existéncia de um regime de
fartura/fome para a obtencdo de uma granulagcédo aerdbia estavel, independentemente de o
ciclo ser totalmente aerobio ou com uma fase anaerdbia inicial (Morgenroth et al. 1997,
Beun et al. 2000a, Beun et al. 2001, Tay et al. 2001b, de Kreuk e van Loosdrecht 2004,
McSwain et al. 2004, de Kreuk et al. 2005c), como discutido em 3.4.9 e em 5.4.2. Van
Loosdrecht e de Kreuk (2006) indicam que para se obter bons granulos, com velocidades de
sedimentagcdo elevadas, é determinante que a carga organica seja maioritariamente
removida na fase anaerobia, no minimo 50% de remoc¢éo (de preferéncia 90%). Assim, a
instabilidade verificada na granulacdo durante o presente estudo pode estar relacionada
com a reduzida percentagem de remocao anaerdbia de COD que nédo favorece a existéncia
deste regime de fartura/fome. De facto, verifica-se que os problemas na granulacdo foram
mais acentuados no SBR1 (controlo), que teve em todos os periodos menor remocgao de

COD na fase anaerobia em comparacdo com o SBR2 (com corante).

A melhor granulacdo obtida no SBR2 parece estar relacionada com a presenca do corante
azo. Este, ao funcionar como aceitador final de eletrdes na respiracdo anaeroObia
(descolorando), segundo 0 mecanismo proposto por Brigé et al. (2008) e Hong et al. (2009)
apresentado na Figura 2.5, pode permitir uma vantagem adicional de energia disponivel na
fase anaerobia para as células envolvidas. No entanto, é de realcar que a reducdo da
ligagdo azo correspondente ao corante adicionado (20 mg/L, 50% de teor de corante, peso
molecular 502,32 g/mol e uma ligacéo azo por molécula) corresponde a menos de 1 mgO2/L
como COD. Note-se ainda que, devido a composicao escolhida para a solucdo de
alimentacdo neste sistema experimental ser baixa em termos de azoto, (razdo massica
COD/N/P de 100/3,7/30), nao é expectavel a formacéo significativa de nitrato, que poderia

competir com vantagem (E° elevado) com o corante azo como aceitador final desta reacéo.

E de referir ainda que este tratamento da agua residual téxtil sintética por granulos aerobios,
a excecdo do periodo Il (ap6s a perda acidental de biomassa), atinge relativamente ao COD
a qualidade necesséria para descarga direta no meio recetor cujo limite € 150 mgO./L (ver
Tabela 2.8), de acordo com o Anexo XVIII do Decreto-Lei 238/98.
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6.4.2.2 Consumo especifico de oxigénio e pH

O consumo especifico de oxigénio (SOUR) medido nos ciclos ao longo dos quatro periodos
experimentais pode ser encontrado na Tabela 6.2. O consumo de oxigénio (OUR) foi medido
no inicio e no fim da fase arejada, correspondendo as horas de rea¢do 3h01min e 4h55min
nos periodos | e lll, e as 3h31min e 5h25min no periodo Il. Os valores medidos no periodo
IV correspondem ao inicio da primeira e sexta fase de arejamento, nomeadamente as
0h31min e 4h55min de tempo de reacao.

No inicio da fase aerdbia obtiveram-se valores elevados de SOUR, e no fim valores muito
mais baixos como esperado. Os valores nos dois reatores foram relativamente similares. Os
valores de SOUR iniciais dos periodos | e Ill, com uma média de 75 mgO/(gMLVSS.h),
estdo perto do valor reportado por Tay et al. (2001b), que foi de 69 mg mgO./(gMLVSS.h)
para granulos com glucose como fonte de carbono, num sistema apenas com fase de
reacdo aerodbia, e ligeiramente acima tanto do valor obtido para o SBR1 s6 com reacao
aerdbia (média de 55 mgO2/(gMLVSS.h) (Mata et al. 2012), como do valor reportado por
Muda et al. (2010). Este ultimo corresponde a 51 mgO./(gMLVSS.h), medidos no inicio do
periodo de reagdo aerdbia (ap0s fase anaerdbia) num sistema que tratava um efluente téxtil

composto por uma mistura de glucose, acetato e etanol.

Tabela 6.2 - Consumo especifico de oxigénio (SOUR) medido nos ciclos ao longo dos quatro
periodos experimentais (I-1V). Os valores medidos no periodo IV correspondem ao inicio da primeira
e sexta fase de arejamento.

SOUR [mgO,/(gMLVSS.h)]

SBR1 SBR2 (corante)
Perfodo Dia |I’].I'Ci0 do F.im do |I’1.I'Ci0 do F.im do
arejamento arejamento arejamento arejamento

10 79 15 66 18

I 17 62 15 66 16
27 62 17 75 12

Il 41 116 29 73 15
69 57 19 70 25

. 87 75 16 100 19
103 39 14 41

v 109 41 17 49

No entanto, no periodo IV (arejamento intermitente), o SOUR foi significativamente mais
baixo no inicio da fase arejada, em ambos os reatores, com uma média de 43
mgO-/(gMLVSS.h), quando comparado com os periodos anteriores e com os valores acima
referenciados. Os valores de SOUR no fim do periodo reacional também foram mais baixos

no SBR2 (com corante), quando comparado com os periodos I-lll, e equivalentes aos
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obtidos na experiencia com o SBR1 s6 com fase aerdbia, onde se obteve uma média de 9
mgO./(gMLVSS.h) (Mata et al. 2012). O mesmo nao se verificou para o SBR1.

Na Figura 6.9 apresentam-se perfis tipicos representativos da variacdo de pH ao longo do
ciclo, para cada um dos quatro periodos experimentais, hdo se tendo observado diferencas
significativas entre 0 SBR1 (controlo) e 0 SBR2 (com corante). Verifica-se que, apesar do
tampdo fosfato incluido no efluente téxtil sintético ser suficiente para manter os valores de
pH na gama de 6,2-6,8, h4 uma acidificacdo consistente durante a fase anaerdbia, que é
rapidamente revertida apés o inicio do arejamento. Estes comportamento é provavelmente
devido a rapida fermentacéo da fonte de carbono com producéo de acidos gordos volateis e
seu consumo subsequente. Assim, parece haver equivalentes redutores rapidamente

disponiveis para a descoloracao.

Periodo I, dia 16 Periodo II, dia 34
pH pH
6,9 : 6,9
6,8 ! 6,8
67 % L P 67
6,6 \\ i — 6,6
6,5 ALY i 6,5
’ \\ . 1/ ’
6,4 S 6,4
6,3 — 63
6,2 B 6,2
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Tempo de ciclo (h) Tempo de ciclo (h)
Periodo ll, dia 88 Periodo IV, dia 104
pH pH
6,8 : 6,9 T
67 e 68 ittt
6,6 : /’7- 6,7 R T T N O e e e B B
65 o 55 ¢ N Zah o v
6a TNg i/ 6,5 T
' i 6,4 R
63 e 63 b
6,2 ' 6,2 A T N T R T T S
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Tempo de ciclo (h) Tempo de ciclo (h)

Figura 6.9 - Perfis tipicos representativos da variagdo de pH ao longo do ciclo para cada um dos
quatro periodos experimentais. SBR1 - controlo, (ll) e SBR2 - com corante (®). A linha vertical
tracejada nos graficos dos periodos | a Il representa o inicio do arejamento; no periodo IV as linhas
verticais representam a mudanca entre fase arejada e fase ndo arejado, sendo a fase inicial ndo
arejada.
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6.4.2.3 Descoloragdo do corante

Apresentam-se na Figura 6.10 perfis tipicos representativos da variacdo da concentracao de
corante azo no SBR2 ao longo do ciclo, para cada um dos quatro periodos experimentais.
Os resultados correspondem a cor residual medida por espectrofotometria a 515 nm

(méaxima absorvéncia do corante).

Periodo | Periodo Il
Corante azo AR14 Dia 2: O Corante azo AR14 Dia 49
(mg/L) Dia 16: @ (mglL)
25 H 25 '
{ ! i
20 A 1 20 :
'\ H \ i
15 -\ : 15 !
8 ! i
10 S 1 10 :
Y | i
;| o 5 e le—a
! c T P ,,,,,, - T :
0 : 0 : — :
0 1 2 3 4 5 ] 1 2 3 4 5
Tempode ciclo (h) Tempo de ciclo (h)
Periodo lll Periodo IV
Corante azo AR14 Dia 88 Corante azo AR14 Dia 104
(mg/L) (mgfL)
25 25

20

20 \
15

H——’—’——H—*_n
) ) 1 1 ) 1
D D . : 1 1 1 1 1 1
0 1 2 3 4 5 0 1 ‘ 3 4 5
Tempode ciclo (h)) Tempode ciclo(h)

Figura 6.10 - Perfis tipicos representativos da variagdo da concentragdo de corante (SBR2) ao longo
do ciclo (espectrofotometria, 515 nm) para cada um dos quatro periodos experimentais. A linha
vertical tracejada nos graficos dos periodos | a Il representa o inicio do arejamento; no periodo 1V as
linhas verticais representam a mudanca entre fase arejada e fase nado arejado, sendo a fase inicial
nao arejada.

A remocdao de cor ao longo do ciclo manteve-se estavel na gama dos 80 a 85% durante todo
0 periodo experimental, de acordo com a biodescoloragdo reportada por outros autores para
este corante (Seshadri et al. 1994, Al-Amrani et al. 2014). Confirma-se também que a
remocdo de cor ocorre somente na fase anaerébia de acordo com o indicado por varios
autores (Lourenco et al. 2000, Peace et al. 2003, dos Santos et al. 2007, Solis et al. 2012).
Além disso, verifica-se observando a Tabela 6.3, que nos periodos | a Ill a remocao de cor
se da essencialmente nos primeiros 30 min de reacdo anaerdbia. As excegdes sdo apenas

durante a adaptacdo do in6culo (dia 2) e no periodo de recuperacao apos o incidente de
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perda de biomassa (dias 58 e 63). Contudo, no regime intermitente a remoc¢ao de cor nos
primeiros 30 min da fase anaerObia baixou para metade. Isto indica que o regime
intermitente altera a populag&o presente, ou pelo menos induz uma resposta diferente da
mesma. Gonzalez-Martinez et al. (2010) reportaram respostas diferentes em termos de
descoloracdo de um corante azo (Direct Blue 2) apesar da manutencdo do mesmo HRT e
dos respetivos periodos globais de tempo de reacdo em cada uma das fases
anaerébia/aerobia. Estes autores obtiveram menor descoloragdo (45%) num regime
alternado (12 h / 12 h), do que num regime combinado, em que a parte inferior do biofiltro
(SBR) era anaerobia (entrada da alimentacédo) e parte superior do biofiltro tinha arejamento.
E de realcar no entanto que, ao contrario do reportado por estes autores, no SBR2 (com
corante) a remocado global de cor se manteve elevada, hos mesmos niveis dos periodos

experimentais anteriores.

Tabela 6.3 — Exemplos de remocédo de cor obtidos no SBR2 (com corante) ao longo dos periodos
experimentais | a IV. Valores medidos espectrofotometricamente a 515 nm.
Remocao de cor (%)

) Apos os primeiros 30 min No fim da fase reacional
Periodo Dia . o .
de reacédo anaerébia (anaerbdbiataerdbia)
2 45 79
| 16 7 83
26 79 81
' 42 87 82
49 79 80
58 49 83
11l 63 64 84
88 78 84
104 47 85
[\
112 46 85

E necesséario ressalvar que a medicdo de cor a 515 m n#o reflete inteiramente a
concentracéo residual do corante Acid Red 14 ao longo dos ciclos de operagdo do SBR2,
pois apds a descoloracdo durante a fase anaerébia observa-se o desenvolvimento de cor
acastanhada durante a fase de reacdo arejada. Isto é provavelmente devido a reacdes
envolvendo os metabolitos de reducdo do corante azo, incluindo a amina instavel orto 2-
amino-4-hidroxi-1-naftaleno-sulfonato (2A4H1NS). Varios autores referem que as aminas
aromaticas orto podem formar oligdmeros ou mesmo polimeros insoltveis (Field et al. 1995,
Kudlich et al. 1999, Pereira et al. 2009), em especial na fase aer6bia. No entanto, neste

caso néo se detetou visualmente a existéncia de precipitados.
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Na Figura 6.11 podem observar-se cromatogramas de HPLC de amostras recolhidas ao
longo de um ciclo de operagdo do SBR2 (dia 16, periodo I). O perfil de metabolitos
observado é representativo de todo o periodo experimental, & excecéo do periodo IV para a

amostra correspondente a 30 minutos de rea¢cdo anaerobia.

Amina Corante
4A1NS AR 14
inicio (Oh)
bl v
s E 30 min
3 (anaerob.)
21 v
’ «..: fim (5h)

Figura 6.11 — Cromatogramas de HPLC de amostras (centrifugadas) recolhidas ao longo de um ciclo
de operacdo do SBR2 (dia 16, periodo I). O perfil de metabolitos formados ao longo da reacdo é
representativo de todo o periodo experimental (a excecdo do periodo IV aos 30 min). O pico do
corante AR14 e o pico de uma das aminas resultantes da redugdo do corante (4A1NS) foram
identificados e quantificados através de padrdes. A outra amina (2A4HINS) é instavel e nao foi
possivel identifica-la. Nota: foi usada a mesma escala (x,y) nos trés cromatogramas.

Como se pode ver na Figura 6.11, ap6s 30 minutos de reacdo anaerbbia ja se encontrava
presente menos de 1% do corante azo inicial, em contraste com cerca de 80% de remocéo
de cor medida espetrofotometricamente em aliquotas da mesma amostra. Estes elevados
niveis de remoc¢éao de corante revelados por HPLC, justificam o facto da extensado da fase
anaerébia para 3,5 h no periodo Il ndo ter melhorado os niveis de descoloragdo
determinados espetrofotometricamente.
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O cromatograma obtido ap6s 5 h de reacao aerobia é praticamente idéntico ao obtido apos
30 min de reagdo anaerobia, o que indica que a fase arejada ndo promoveu a degradacgao
dos metabolitos da reducéo do corante. As dificuldades na mineralizagdo aerdbia de aminas
sulfonadas tém sido reportadas por varios investigadores(Lourenco et al. 2001, Pinheiro et
al. 2004, van der Zee e Villaverde 2005), inclusivamente para a amina 4A1NS (Seshadri et
al. 1994, Tan et al. 2005a). De facto, apesar de Koupaie et al. (2013) terem indicado uma
remocdo de 64% desta amina em condicGes aerdbias, a observagdo dos cromatogramas
indica que h& concomitantemente o aparecimento de um pico novo, com menor tempo de
retencdo (Koupaie et al. 2013, supplementary data), o que pode indicar a formagédo de um
metabolito provavelmente mais oxidado e por isso mais polar, mas ndo a mineralizacdo da

amina aromatica.

A Figura 6.12 apresenta os resultados obtidos por HPLC para a concentracdo do corante
AR14 e da amina 4A1NS, no dia 16 (periodo I) e no dia 104 (representativo do periodo V).
Estes resultados confirmaram a remog¢&o incompleta de cor apés os primeiros 30 min da
fase anaerdbia no periodo IV, como determinado anteriormente por espetrofotometria
(Figura 6.10 e Tabela 6.3), tendo-se atingido a remocdo completa na segunda etapa
anaerobia. Isto indica que a reducao da ligacao azo foi interrompida pelo arejamento entre
as duas etapas anaerobias. A presenca de oxigénio, sendo um aceitador de eletrdes mais

eficiente que o corante azo, justifica esta interrup¢do (dos Santos et al. 2007).

20,0

N
u
[=)

Corante AR14 - HPLC (mg/L)
3 o

Amina 4A1NS - HPLC (mg/L)

o
o

0 1 2 3 4 5
Tempo de ciclo (h)

Figura 6.12 — Concentracdo do corante azo AR14 (simbolos fechados) e de um dos seus metabolitos
de reducdo, a amina 4A1NS (simbolos abertos), determinados por HPLC ao longo da reacdo do
SBR2 no dia 16, periodo | (H, O) que séo representativos dos periodos experimentais I, Il e lll e do
dia 104, representativo do periodo IV (@, ©). O pico do corante AR14 e o pico da amina 4A1NS
foram identificados e quantificados através de padrbes. O desvio padrdo dos duplicados das
amostras foi <1%.

by

Relativamente a amina 4A1NS, € muito interessante observar que no periodo IV com

arejamento intermitente parece haver um ligeiro aumento da sua concentracdo durante as
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duas primeiras fases arejadas (20 minutos cada, situadas entre 0 2° e 0 3°, e 0 4° e 5°
pontos (0) do grafico da Figura 6.12), o poderia indicar a capacidade da biomassa granular
em continuar a descoloragcdo mesmo na presenca de oxigénio. Dar-se-ia a respiracédo
anaerobia e a reducdo do corante azo pela aceitagdo de eletrGes a partir da populacéo
localizada no interior dos granulos (ver mecanismo na Figura 2.5), no entanto, as diferencas

observadas nao séao suficientemente significativas para o comprovar.

Em resumo, foi obtida uma remocao praticamente total de corante azo e o efluente tratado
cumpre as normas gerais Anexo XVIII do Decreto- Lei 238/98 para a descarga de aguas
residuais industriais no que respeita a cor (ndo visivel numa diluicdo 1:20 — resultados néo
apresentados). Os produtos de biorreducdo do corante azo mantém-se no efluente, no
entanto esta reportado que a amina 4A1NS néo é téxica (Tan et al. 2005a) nem mutagénica
(Gottlieb et al. 2003, Hong et al. 2007b), por isso considera-se que o tratamento do corante

azo AR14 por granulos aerdbios foi obtido com sucesso.

6.4.2.4 Potencial de oxidagado reducao (ORP)

A monitorizacdo do potencial de oxidacao reducédo (ORP) foi realizada em alguns dos ciclos
nos dois SBR e na Figura 6.13 encontram-se exemplos tipicos de valores obtidos nos quatro
periodos experimentais (os valores medidos foram convertidos para a base do elétrodo de
hidrogénio padrédo, E°). Apesar das diferengas consistentes observadas nos perfis de ORP
nos dois reatores (SBR1 e SBR2), os valores de oxigénio dissolvido foram similares, cerca
de 0.05 mg O./L na fase anaerObia e acima de 7 mg O./L na fase arejada. O SBR1
apresenta uma descida mais lenta do ORP na fase anaerdbia que o SBR2 (com corante),
sendo que o ultimo inicia esta fase ja com um ORP de aproximadamente -50 mV (apés fase
de enchimento estético). Por outro lado, os valores de ORP no SBR2 tendem a estabilizar
na gama dos -100 a -150 mV, incluindo no periodo em que a fase anaerdbia foi alargada
(periodo Il, Figura 6.13), enquanto no SBR1 os valores de ORP continuam a evoluir,

atingindo até valores minimos abaixo dos medidos no SBR2 (com corante).

No entanto, € de notar que a cinética de descoloracdo mais lenta (SBR2) observada no
periodo IV com arejamento intermitente, (Tabela 6.3), ndo parece resultar de valores de
ORP mais elevados, pois os valores de ORP mantiveram-se na gama dos -100 a -150 mV

nas seis etapas anaerodbias (tal como nos periodos anteriores de | a lll).
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Figura 6.13 — Exemplos de perfis do potencial de oxidag&o reducdo (ORP) ao longo do ciclo para o
SBR1 (controlo) e o SBR2 (com corante), para cada um dos periodos experimentais; em todos os
perfis 0 aumento abrupto do ORP coincide com o inicio do arejamento.

O regime de arejamento intermitente (periodo 1V) no SBR1 (controlo) é o que apresenta um
perfil com diferengas mais significativas relativamente aos periodos anteriores, com valores
minimos de ORP nas etapas anaerobias de -25 a +50 em contraste com os valores de -150
a -175 mV observados nos periodos anteriores (|, Il, lll). Por sua vez, os valores de ORP do
SBR1 na ultima etapa arejada (IV) sdo similares aos dos periodos anteriores (I a lll). Da
mesma forma, também aqui, apesar das diferencas significativas observadas no periodo IV
para os dois reatores em termos de perfil de ORP, os resultados do oxigénio dissolvido séo
similares, como se pode ver na Figura 6.14, notando-se apenas no inicio do ciclo valores
ligeiramente mais elevados no SBR1 (controlo) nas fases arejadas.

Ana Tavares da Mata, 2015 160



BIORREATORES DE GRANULOS AEROBIOS
PARA TRATAMENTO DE AGUAS RESIDUAIS TEXTEIS

[o4]

~
ol

a o
—
L—

w B~
T
|_—
—
| _—
—
| _—
—
| —
—
| _——t
—

0, dissolvido (mg/L)

[ N

.1\\
L —
—

g —
o —
| —
—

L —
—

L —
—

o

0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0
Tempo de ciclo (h)

Figura 6.14 - Exemplos de perfis de oxigénio dissolvido para o periodo experimental IV (arejamento
intermitente) ao longo de um ciclo para o0 SBR1 (H) e o SBR2 (com corante; @®). Os valores
correspondem ao final de cada etapa anaerdbia ou arejada.

No inicio do arejamento ambos o0s reatores apresentaram perfis de ORP com um “ombro”
inicial (Figura 6.13), sugerindo a existéncia de substancias reduzidas acumuladas na fase
anaerobia a serem oxidadas de imediato (e.g. acidos gordos volateis). A sua deplecdo
subsequente leva & segunda elevacdo dos valores de ORP. Também nos resultados do
oxigénio dissolvido dos investigadores Muda et al. (2010) se observa este “‘ombro” na
passagem da fase anaerdbia para aerdbia durante o tratamento de um efluente téxtil por
granulos aerobios. A Figura 6.15 corrobora a interpretacdo sugerida, pois 0 arejamento da
amostra apoés reacao biologica de anaerobiose, na auséncia de biomassa, ndo produz este
tipo de perfil. Este fendmeno (“ombro”) € menos pronunciado no SBR1, tornando-se
impercetivel neste reator no periodo de arejamento intermitente (IV). Pelo contrario, no
SBR2 (com corante) os valores de ORP quase ndo sobem acima do nivel registado no
“‘ombro” inicial, em particular no periodo Ill e IV. Este comportamento podera estar
relacionado com a presenca de metabolitos da reducdo do corante azo, em particular da
amina instavel (2A4H1NS) que pode sofrer reacbes de oxidacdo, como € sugerido pelo
desenvolvimento de cor ja descrito. Estas reacdes sao mediadas biologicamente, como
comprova a Figura 6.15, em que a fase arejada na auséncia de biomassa atinge um E° =190
mV, enquanto na presenca de biomassa a fase arejada no ciclo de reacéo bioldgica
correspondente atingiu um maximo de 65 mV (ver Figura 6.13). Os valores de ORP na
auséncia de arejamento que se observam na Figura 6.15 sdo coincidentes com os -100 mV
mencionados na literatura como valor de ORP tipico dos pares corante azo/amina aromatica
(Libra et al. 1997, Lourenco e Pinheiro 2003).
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Figura 6.15 - Exemplo de perfil do potencial de oxidag&o reducdo (ORP) de amostra de sobrenadante
do SBR2 recolhida na fase final da reagdo anaerobia (representativa dos periodos |, Il e lll), ao longo
de 3h sem arejamento seguida de 2h com arejamento. O aumento abrupto do ORP coincide com o
inicio do arejamento.

6.5 Conclusdes

A formacao de granulos aerdbios num SBR nao tubular na presenca de um efluente téxtil
simulado contendo um corante azo foi efetuada com sucesso. A estratégia operacional
testada, nomeadamente uma fase de reacdo anaerodbia de 3 ou 3,5 h e a reducéo do tempo
de sedimentacdo para 4 ou 5 minutos, além de induzir a granulagao, revelou uma boa
remocéao global de COD (80%) e de cor (280%). Os resultados principais para o SBR de
teste (com corante) e para o SBR controlo (sem corante) foram:

* Apesar de se ter obtido granulos bem definidos aos 21 dias de operagao no SBR de
teste (com corante) e no SBR controlo (sem corante), a granulagdo completa com valores de
SVIs e SVl3 similares nao foi atingida; as imagens de microscopia sugerem que isto resultou
da persisténcia de biomassa floculenta agravada pela existéncia de material polimérico
disperso e crescimento filamentoso no SBR controlo (sem corante);

* A remogao de COD na fase anaerdbia foi significativamente mais alta no SBR de
teste (com corante) do que no SBR controlo e coincidente com idade de lamas mais elevada
(15 dias);

» A formagéao de granulos aerdbios foi melhor conseguida na presenga do efluente
téxtil simulado contendo corante. A presenca de corante aparentemente favoreceu o
processo de granulacdo, possivelmente devido a energia adicional obtida pela respiracao
anaerobia associada a reducdo do corante, que apesar de gquantitativamente ter pouco
significado, pode funcionar como um estimulo intracelular, obtendo-se um melhor

desempenho na fase anaerdbia do SBR de teste (com corante) do que no SBR controlo;
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» O SBR de teste (com corante) apresentou perfis de ORP marcadamente diferentes
do SBR controlo, tanto na fase anaerdbia como na fase aerébia, atribuiveis a presenca do
corante e seus metabolitos, sendo ainda pouco claro se este fator afetou a granulacéo;

* A mudanga para o regime de arejamento intermitente reduziu o EPS difuso do SBR
de controlo (sem corante) e levou a formacdo de agregados mais densos em ambos 0s
reatores, mas sem que a granulacdo completa fosse atingida durante o periodo
experimental reportado; a remocao global de COD e corante mantiveram-se elevadas, mas
a taxa inicial de redug&o do corante baixou para metade;

« Em termos de legislagdo ambiental pode-se considerar que o tratamento do
efluente téxtil simulado por granulos aerébios foi obtido com sucesso, cumprindo as normas
gerais do Anexo XVIII do Decreto-Lei 238/98 para a descarga de aguas residuais, no que
respeita aos valores de COD e cor no efluente final, apenas os sélidos suspensos totais no
efluente precisam de ser melhorados, o que se prende com a obtencdo de uma granulagéo

completa.
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7.1 Resumo

O objetivo desta etapa do trabalho foi testar a possibilidade de adaptacdo de um inéculo de
lamas aerdbias granulares, colhido no biorreator de demonstracdo da ETAR de Frielas, a
operacdo de um SBR laboratorial ndo tubular, alimentado com uma agua residual téxtil
simulada contendo o corante azo Acid Red 14. Foram operados dois biorreatores em
paralelo, um sem corante na alimentacdo, mantendo o ciclo de 6 h das quais 5 h de reacéo,
mas com reducdo do tempo de reagcdo anaerdbia para 1,5 h (3,5 h sob arejamento). Logo
apos a inoculacao, observou-se que a agitacdo mecanica utilizada na fase reacional do SBR
provocou a desintegracdo dos granulos do inéculo inicial. Tal aconteceu mesmo com um
nivel de agitacdo baixo (cerca de 60 rpm) e apenas durante a fase anaerdbia. Estas
condi¢cdes conduziram ao desenvolvimento de uma biomassa com granulos de menor
dimensdo mas de sedimentabilidade excelente (SVIs e SVl de 15 e 17 mL/g,
respetivamente). Apos a fase de estabiliza¢édo, tanto dos indicadores de desempenho como
da morfologia dos granulos, verificou-se que o grau de remo¢do de cor se mantinha em
cerca de 82%, apesar da duragdo reduzida da fase anaerdbia. Foi possivel acumular
biomassa no sistema atingindo-se um valor de idade de lamas de 35 dias. A diminuicdo
deste parametro de 35 para 15 dias, por introdugdo de uma purga controlada de biomassa,
fez diminuir a eficiéncia de remogéo de cor de 82 para 57%. Apoés recuperacdo da idade de
lamas elevada, pela primeira vez as andlises por HPLC revelaram o desaparecimento
durante a fase aerbbia do pico cromatografico correspondente a 4-amino-1-naftaleno-
sulfonato, um dos metabolitos primarios da biorreducdo do AR14, sem o aparecimento
concomitante de outros metabolitos identificaveis pelo método de HPLC empregue, o que
sugere uma degradacdo mais completa, ou mesmo a mineralizacéo total. Sugere-se, assim,
gue o sistema de granulos aerdbios aqui estabelecido permitiu o desenvolvimento de
biomassa com capacidades de biodegradacédo de aminas aromaticas que nao sdo usuais

em flocos de lamas ativadas.
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7.2 Introducéo

A tecnologia de lamas ativadas granulares aerébias é um processo muito promissor para o
tratamento de aguas residuais, com a vantagem de uma répida sedimentacdo e elevada
concentragdo de biomassa, permitindo o tratamento de efluentes muito carregados e
contendo compostos toxicos (de Bruin et al. 2004, Adav et al. 2007). Este sistema melhora
também os sistemas de lamas ativadas convencionais pelo menor consumo de energia e
produtos quimicos, por ser um sistema mais compacto e mais favoravel em termos de
capital inicial e custos operacionais (Giesen et al. 2013, Inocéncio et al. 2013). Existem ja
alguns exemplos de implementacdo destes sistemas a escala real, como o tratamento de
efluentes industriais da industria alimentar e a construcdo de raiz da primeira ETAR para o
tratamento de aguas residuais urbanas em Epe, Holanda, com o processo Nereda®,
(Giesen et al. 2013)

A aplicacéo desta tecnologia para o tratamento de efluentes téxteis € muito promissora mas
encontra-se ainda numa fase inicial, estando a dar os primeiros passos (Muda et al. 2010,
Muda et al. 2011, Kolekar et al. 2012, Lotito et al. 2012b, Mata et al. 2015). No primeiro
estudo de tratamento de um efluente téxtil sintético contendo um corante azo em SBR néo
tubular agitado, foram obtidas boas eficiéncias de remocé&o de cor e carga organica, mas a
granulacdo completa com valores de SVIs e SVls préximos ndo foi atingida (Mata et al.
2015).

O objetivo deste trabalho foi testar diferentes condi¢cdes de operacdo, no mesmo SBR n&o
tubular, com vista & obtencdo uma granulagdo mais estavel, sendo a alteracdo mais
importante a redugcdo da fase anaerdbia de 3 para 1,5 h, pois parece suficiente para a
biorreducdo do corante azo e permite uma fase aerdbia mais longa que pode levar a uma
melhor granulagdo de acordo com os resultados obtidos por Mata et al. (2012) com uma
Unica fase aerObia de 5 h. Pretendeu-se também estudar a influéncia das condicbes
hidrodindmicas e da geometria do SBR (H/D = 2,5) na dimensdo dos granulos e na
manutencdo da sua integridade. Com este propésito, 0 SBR ndo tubular foi inoculado com
granulos aerdébios, recolhidos num reator de demonstracdo do processo Nereda® na ETAR

de Frielas, e operado na presenca do efluente téxtil sintético contendo o corante azo AR14.

7.3 Materiais e Métodos

Os materiais e métodos sdo equivalentes aos descritos no Capitulo 6 e em Mata et al.

(2015) pois a instalagdo experimental € a mesma, com os dois SBR nédo tubulares, SBR1 e
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SBR2. As diferencas consistem no indculo inicial, que foram lamas ativadas granulares (e
nao floculentas) e na alimentacdo do corante azo que passou a ser efetuada pelo fundo do
reator. Adicionalmente, houve uma reducdo do periodo anaerébio para 1,5 h e uma
extensao do periodo aerébio para 3,5 h, mantendo um total de 5 h de reacdo. Utilizou-se
ainda, pela primeira vez, um método de avaliacdo da dimensdo dos granulos por

peneiracao.

7.3.1 In6culo e substratos

In6culo de Lamas Ativadas: Os reatores foram inoculados com lamas ativadas granulares
recolhidas no reator de demonstracdo Nereda® na ETAR Municipal de Frielas (Loures,
Lisboa). Antes de ser utilizada a biomassa foi sedimentada e lavada duas vezes com agua
da torneira arejada. A concentragdo inicial no reator foi ajustada para um teor em solidos

suspensos totais (TSS) de = 2,5 g/L.

Fonte de carbono (solugcdo-mée): A fonte de carbono usada consistiu num derivado de
amido denominado Emsize E1 (hidroxipropil-amido, Emsland-Starke GmbH, Alemanha).
Este foi pré-hidrolisado em condi¢des alcalinas (NaOH) seguido de ajuste de pH a 7,0 (HCI)
e diluido com agua desionizada a 100 g/L, de acordo com o descrito anteriormente por
Lourenco et al. (2001) e O'Neill et al. (2000).

Corante azo (solucdo-mée): O corante azo testado foi o Acid Red 14 (Chromotrope FB,
Sigma-Aldrich, com um teor de corante de 50%, Figura 2.1), sendo usado diretamente sem
nenhuma etapa adicional de purificacdo. O corante foi dissolvido em agua desionizada a 3,0
g/L.

Solugdo base de alimentacdo: A solucdo de alimentagdo foi preparada em &agua
desionizada utilizando a solugdo-mae da fonte de carbono, diluida a 1000 mg OJ/L, e
suplementada com tampédo fosfato para manutencdo do pH e outros nutrientes. As
concentracdes foram as seguintes: KH,PO. (760 mg/L), Na:HPO.4.12H,O (2310 mg/L),
NH4CI (140 mg/L), MgS04.7H,O (23 mg/L), CaCl, (28 mg/L), FeCls.6H.O (250 pg/L),
MnSO4.4H,0 (40 pg/L), HsBOs (57 pg/L), ZnSO4.7H.O (43 pg/L), (NH4)sM07024.4H,0 (35
Mg/L). Todos os sais utilizados foram de grau analitico. Esta solugdo corresponde a razao
massica COD/N/P de 100/3,7/30.

Efluente téxtil sintético: Este efluente corresponde a solucdo de alimentacdo contendo
corante e foi obtido adicionando 10 mL da solu¢do-mé&e de corante a 750 mL de solugéo

base de alimentacéo. A solucdo-mae de corante foi adicionada (pelo fundo) diretamente ao
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SBR2 em cada ciclo, no final da fase de enchimento, correspondendo a uma concentracao

de 20 mg/L de corante no licor misto.

7.3.2 Sistema Experimental

O sistema experimental incluiu dois SBR com um volume de trabalho de 1,5 L, operados
mas mesmas condigcbes com excecdo da alimentacdo. O SBR1 foi alimentado com a
solucdo de alimentagéo base e o SBR2 foi alimentado em todos os ciclos com a solugéo de

alimentacédo base e o corante azo, ou seja o efluente téxtil sintético.

Um esquema do sistema reacional é apresentado na Figura 7.1. Cada SBR tem um volume
de 1,5 L e uma razéo altura/didmetro de 2,5 relativamente ao volume de trabalho. A solugéo
de alimentacéo foi inserida pelo fundo do reator, ao nivel do difusor de ar, sendo utilizada
uma bomba peristaltica para cada reator. O corante azo foi alimentado também pelo fundo
do reator ao SBR2 com uma bomba peristaltica independente. A descarga rapida foi
realizada com Unica bomba de carretos para os dois reatores. O arejamento foi efetuado
através de um compressor ligado a uma membrana difusora porosa colocada no fundo de
cada reator. O caudal de ar foi aproximadamente de 3,0 L/min em cada reator,
correspondendo a uma taxa de arejamento de 2 v.v.m (volume de ar por volume de liquido

por minuto).

| Interface | Il I

Bombas Peristélticas

Compressor de Ar

Bomba de
carretes

Solugéo

. ° Recipiente de
de corante

Solugéo ° Descarga
base de

alimentagéo

Placa de agitagéo

Figura 7.1 - Esquema do sistema reacional para o SBR2 (alimentacdo com efluente téxtil sintético
contendo o corante azo AR14)
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As funcdes de bombagem, arejamento e agitacdo foram automaticamente controladas, via

uma interface, através de um programa dedicado instalado num PC.

Os reatores foram operados com um ciclo de 6 horas, compreendendo 5 h de reacgéo, e 1h
repartida entre o enchimento, sedimentacéo, descarga e paragem (iddle). A reacao incluiu
um periodo anaerdbio com agitacdo seguido de um periodo aerdébio (sem agitacdo
mecéanica). O tempo de enchimento (sem agitacdo e sem arejamento) foi fixado em 15
minutos e o tempo de descarga a 1 minuto (descarga rapida). A volumetric exchange ratio
foi de 50%, sendo o efluente removido a meia altura do volume util do reator o que
corresponde a um tempo retencao hidraulico de 12h.

O pH néo foi controlado, mas foi mantido entre 6,5 a 6,7 pela presenca do tampé&o fosfato na
solucdo de alimentacdo base. Os reatores foram operados a temperatura ambiente, a uma

temperatura média de 23°C.

A remocdo deliberada de biomassa dos reatores foi limitada as necessidades de
amostragem para que se desse uma acumulagcdo de biomassa. A maior perda ocorreu na
descarga do efluente tratado (descarga de 50% do volume em cada ciclo, apés
sedimentacdo). A idade de lamas foi controlada apenas entre os dias 50 e 60 (onde se

ajustou para 15 dias).

7.3.3 Métodos Analiticos

Todos os parametros foram medidos em amostras recolhidas dos reatores. Para a
determinacdo da caréncia quimica de oxigénio (COD), concentracdo de corante e pH, as
amostras foram centrifugadas durante 10 min a 4000 r.p.m., e as medidas efetuadas no
sobrenadante. O COD foi determinado através do método normalizado (APHA 1998). A
contribuicdo do corante azo para o valor de COD (a um maximo de 20 mg/L) foi medida e

revelou-se insignificante, abaixo do limite de detecdo do método (< 10 mgO2/L).

Os solidos suspensos totais (TSS) e os solidos suspensos volateis (VSS) foram medidos
através de métodos normalizados (APHA 1998) em amostras de licor misto retiradas dos
biorreatores e em amostras do efluente descarregado. O indice de volume de lamas (SVI)
foi determinado pelo volume ocupado pela lama sedimentada de 1 litro de licor misto, apds
sedimentagcédo de 5 min (SVIs) e 30 min (SVlz), dividido pelo respetivo valor de TSS; esta
medicao foi efetuada offline num cone Imhoff e o licor misto foi prontamente retornado ao
reator.
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A concentragcdo de corante azo foi determinada espetrofotometricamente, por leitura da
absorvéncia das amostras a 515 nm (comprimento de onda de absorvéncia maxima do
corante, na regido do visivel), contra dgua desionizada. O espetrofotometro utilizado foi o
Specord 200 (Analytik Jena, Alemanha) com células de quartzo com 1 cm de comprimento

de percurso Gtico.

As amostras centrifugadas (sobrenadante) foram analisadas por cromatografia liquida de
alta pressdo (HPLC) utilizando um sistema Merck-Hitachi (Alemanha), que compreende
uma bomba inteligente L-6200A, um detetor UV-Vis L-4250 e um amostrador automatico L-
7200, com uma interface D7000 controlada por computador. O sistema estava equipado
com uma coluna de fase reversa RP-18, LiChroCART 250-4 (Merck, Alemanha) e a detecao
espetrofotométrica foi realizada a 220 nm. A fase mével foi composta por tampéao de fosfato
de sddio (25 mM, pH = 5,5) e acetonitrilo (tamp&o:acetonitrilo), com um caudal de 0,7
mL/min, com o seguinte programa: um gradiente linear de 30 min de 100:0 a 50:50 (v/v),
seguido de um gradiente linear de 5 minutos até 15:85 (v/v) e terminando com um passo de
100:0 mantido por um periodo adicional de 10 min. A identificacdo e quantificacao dos picos
foi realizada através de solucdes padrao de corante Acid Red 14 e de amina 4A1NS (4-
amino-1-naftaleno sulfonato) (Sigma, EUA), ambos em agua desionizada. O desvio padréo
(STD) do método foi determinado com valores obtidos em 10 ensaios para a mesma
amostra. Para a amostra padrdo de 1 mg/L obteve-se um STD de 5,7% para o corante e
2,7% para a amina. Para a amostra padrdo de 10 mg/L obteve-se um STD de 1,0% para o

corante e 0,5% para a amina.

Foram observadas amostras de biomassa através de uma lupa estereoscOpica (Stemi
2000-C, Zeiss) e através de um microscopio de transmissdo de luz (BA200, Motic),
equipados com camara e respetivo software (Moticam 1000, Motic).

O valor de pH foi medido offline em amostras centrifugadas utilizando um elétrodo de vidro

Metrohm 6.0202.100 ligado a um potencidmetro Metrohm 691.

A dimensao dos granulos aerdbios foi acompanhada por peneiracao, utilizando crivos de
0,65 mm (média de varias medi¢des feitas na lupa) e de 0,25 mm (60 mesh). A quantidade
de amostra peneirada foi de 20 mL e os peneiros foram lavados com 160 mL de agua
destilada. O teor em TSS de cada uma das trés fracBes foi determinado por gravimetria
apos da filtracdo das mesmas. No caso da fracado de menores dimensdes (< 0,25 mm) a
biomassa foi concentrada por centrifugacéo antes da filtracdo. Na Figura 7.2 encontra-se um

exemplo da andlise gravimétrica das trés fra¢des, > 0,65 mm, 0,65-0,25 mm e < 0,25 mm.
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Figura 7.2 — Exemplo da determinacdo dos TSS de cada uma das fracdes das lamas granulares
aerObias (em cima a esquerda fracdo > 0,65 mm, em cima a direita fracdo entre os 0,65-0,25mm e
em baixo fragdo <0,25 mm).

7.3.4 Estratégia Experimental

Com o objectivo de avaliar a influéncia das condi¢cdes de operagdo dos SBR néo tubulares
na integridade das lamas ativadas granulares (AGS) usadas como in6culo, efetuaram-se
ensaios prévios nas condicbes de agitacdo e de arejamento, utilizadas nos estudos
anteriores (Mata et al. 2012, 2015), 200 r.p.m e 2 v.v.m, respectivamente. Os resultados
destes ensaios foram utilizados para definir as condigbes operacionais a aplicar aos SBR

em termos de agitacéo.

Os dois reatores foram inoculados com AGS e operados com 1,5 h de reacdo anaerdbia
(sem arejamento e com velocidades de agitacdo entre 64 e 74 r.p.m) seguida de 3,5 h de
reacdo aerébia (com arejamento e sem agitacdo mecanica). O periodo anaerdbio de 1,5 h
foi escolhido com base nos resultados obtidos para este SBR nao tubular em experiéncias
anteriores na presenca de corante (Mata et al. 2015), pois parece ser suficiente para a
obtencdo de niveis elevados de biodescoloragdo. Por outro lado, a extensdo do periodo
aerébio para 3,5 h pode promover uma granulacdo mais estavel (ver Capitulo 5, Mata et al.
2012), por exposicdo mais longa a uma forca de corte elevada (Heijnen e van Loosdrecht
1998, Tay et al. 20014, Liu e Tay 2004, de Kreuk et al. 2007, Lopez et al. 2012).

As condigdes operacionais dos SBR néo tubulares foram mantidas nos valores indicados na
Tabela 7.1 durante todo o periodo experimental. Como a biomassa ja se encontrava na
forma granular, o tempo de sedimentacdo foi mantido (5 min) durante toda a experiéncia.
Este valor de 5 min foi escolhido de acordo com as indicacbes obtidas em estudos
anteriores (Mata et al. 2015), pois verificou-se que a diminuicdo do tempo de sedimentacdo

de 5 para 4 minutos néo favoreceu o sistema.
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Tabela 7.1 — Condi¢8es operacionais do SBR1 e SBR2 (corante) inoculados com AGS recolhidas no
reator de demonstracao Nereda® na ETAR Municipal de Frielas (Loures, Lishoa)

Condicdes de operacdo do SBR1 (controlo) e SBR2 (corante)

In6culo Lamas aerdbias granulares
Enchimento (sem agitagéo, sem arejamento) 15 min

Reagdo anaerébia (com agitagéo “lenta”, 64-74 r.p.m) 15h

Reagéo aerdbia (com arejamento) 3,5h
Sedimentagéo 5 min

Descarga 1 min

Paragem (iddle) 39 min

Ciclo total 6 h

Duracéo do periodo experimental (dias) 85

A experiéncia decorreu durante 85 dias sem interrupcdo e os dados foram divididos em
quatro periodos representativos (I, Il, Ill e IV), cujas caracteristicas se encontram descritas
na Tabela 7.2.

O periodo | corresponde a adaptacao da biomassa ao efluente téxtil sintético e as condi¢cdes
operacionais dos biorreactores. ApOs esta adaptacao, seguiu-se o periodo Il com
acumulacdo de biomassa sem controlo de idade de lamas. A remocdo deliberada de
biomassa dos reatores nos periodos | e Il foi limitada apenas as necessidades de

amostragem.

Tabela 7.2 — Resumo das caracteristicas dos periodos experimentais analisados para os reactores
SBR1 e SBR2 (corante), operados durante 85 dias de acordo com as condi¢Bes descritas na Tabela
7.1.

Periodo | Periodo Il Periodo Il Periodo IV

Acumulacéo de
biomassa sem
controlo de idade
de lamas

Dias de operacao(*): 4a22 29a40 50 a 60 71a85

AR14 (mg/L)
Concentragéo de
corante na alimentacéo
ao SBR2 (corante)
COD (mg/L)
Concentragéo de

COD na alimentagao

ao SBR1 e SBR2
Carga organica

Idade de lamas Aumento da idade
controlada a de lamas (sem
15d controlo)

Adaptacgdo

40

1000

[kgCOD/(m?.d)] 20

no SBR1 e SBR2
Duracao do periodo
(dias)
(*) o sistema foi operado durante 85 dias sem interrupgéo, mas os dias de operagdo apresentados correspondem apenas as

19 12 11 15

fases representativas de cada periodo.
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No periodo Il a idade de lamas foi controlada através de purgas homogéneas do licor misto,
tendo sido ajustada a um valor de 15 dias. Este valor foi escolhido por se ter revelado
adequado a ocorréncia da biodescoloracdo, tanto em sistemas baseados em biomassa

floculenta (Lourencgo et al. 2001), como em granulos aerdbios (Mata et al. 2015).

No periodo IV, com o intuito de aumentar o valor da idade de lamas, este parametro nao foi

controlado, tendo havido acumulagéo de biomassa nos bioreactores.

7.4 Resultados e Discussao

7.4.1 Influéncia das condi¢des hidrodindmicas do SBR né&o tubular na integridade

dos granulos aer6bios

As lamas ativadas granulares recolhidas na ETAR de Frielas foram analisadas em termos
de dimensédo, tendo-se verificado que 74% desta biomassa apresentava uma dimensado
superior a 0,65 mm e 24% estava abaixo dos 0,25 mm (2% entre 0,65-0,25mm). Confirmou-
se por estereoscopia que a biomassa era constituida maioritariamente (%) por granulos de
dimensdes elevadas, como se pode ver na Figura 7.3. No entanto, a biomassa parece ser
uma mistura de duas fragcfes distintas, granulos e flocos, sendo a dimensdo maxima dos
granulos observados de cerca de 5 mm. E de realcar a presenca de uma zona de cor

diferente e mais escura no interior dos granulos.

Figura 7.3 — Imagens obtidas por estereoscopia de amostras de lamas aerdbias granulares recolhidas
na ETAR de Frielas e usadas como inéculo dos reactores SBR1 e SBR2. A quadricula menor
corresponde a 1 mm.
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Para o estudo da influéncia das condi¢cfes hidrodindmicas na dimenséao e na integridade das
lamas aeroObias granulares, inoculou-se um SBR néo tubular apenas com a fragdo de AGS
de maiores dimensdes (> 0,65 mm), em 1,5 L de 4gua destilada. Durante 24 h, o reator foi
operado com as condi¢des de agitacao equivalentes as usadas em estudos anteriores neste
SBR néo tubular e com os tempos de reacdo desejados para esta experiéncia: 200 r.p.m
durante 1,5 h (fase anaerdbia) e 200 r.p.m. e arejamento durante 3,5 h (fase aerdbia) em
cada ciclo de 6 h [Experiéncia 1.1 da Tabela 7.3].

Verificou-se visualmente e de forma imediata que nas condi¢cdes anteriores houve
desintegracdo dos granulos. Assim realizaram-se duas novas experiencias, ambas de 24 h,
com a inoculacdo de AGS em dois reatores SBR ndo tubulares, um apenas com arejamento,
e outro com arejamento e uma agitagéo lenta de 70 r.p.m. [Experiéncias 2.1 e 2.2 da Tabela

7.3, respetivamente].

Na Experiéncia 1.1 verificou-se que a agitacdo de 200 r.p.m. em conjunto com 0 arejamento
conduziu a desintegracdo de 51% dos granulos aerébios, tendo-se observado visualmente o
desaparecimento dos granulos de maiores dimensdes (2 a 5 mm) na fracdo > 0,65 mm. No
entanto, os resultados da Experiéncia 2.1 indicam que o arejamento, isoladamente, ndo
afeta a integridade dos granulos. Na Experiéncia 2.2 verificou-se que o arejamento em
conjunto com uma agitagdo mais lenta, de 70 r.p.m, reduziu a desintegragdo dos granulos

para 32%.

Tabela 7.3 — Resultados do estudo da influéncia das condi¢Bes de agitacdo mecénica e arejamento
na dimenséo dos granulos

Dimenséao da biomassa

Exp.n°® Condi¢Bes operacionais aplicadas S O'g;aﬁ]? %) < o'g;aﬁqér:]) %) Deg:iajuclcs)s(%)
Inéculo 99 1 -
11 200 r.p.m. e arejamento (24h em ciclos de 6h) 52 48 51
Inéculo 97 3 -
2.1 Arejamento (24h) 94 6 3
2.2 70 r.p.m. e arejamento (24h) 66 34 32

Estes resultados comprovam que a agitacdo mecéanica a uma velocidade de 200 r.p.m nao
permite a manutencgdo dos granulos de maiores dimensdes no SBR n&o tubular em estudo,
0 que esta de acordo com as indicacdes de de Kreuk e van Loosdrecht (2004) e Verawaty et
al. (2013), sugerindo que a agitacdo mecanica por ter contribuido para a obtencdo de
granulos de dimensfes reduzidas nos estudos apresentados no Capitulo 5 (Mata et al.
2012) e no Capitulo 6 (Mata et al. 2015).
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De acordo com estes resultados e com vista a minorar a desintegracdo dos granulos, o

SBR1 e 0 SBR2 (corante) foram operados nas seguintes condi¢des:

* agitacdo de = 70 r.p.m. na fase anaerobia (rotagdo mais baixa que ainda garante a

mistura da biomassa com o efluente a tratar);

- fase arejada sem agitacdo (visto que o arejamento é suficiente para garantir a

mistura da biomassa com o efluente no reator).

7.4.2 Evolucédo da biomassa e eficiéncias de remocéo de corante e carga organica

No periodo |, deu-se a adaptacao da biomassa ao efluente téxtil sintético. Verificou-se que
no geral os resultados do SBR1 e SBR2 (corante) sdo semelhantes, ambos com uma idade
de lamas inferior a 15 dias e com uma concentragdo de biomassa de 4 a 5 g/L (licor misto
inicial com = 2,5 g/L). Como era de esperar pelos resultados discutidos na seccdo 7.4.1,
houve uma alteracédo significativa da dimensdo da biomassa relativamente ao inéculo inicial,
com uma diminuicdo de 74 para 33% dos granulos com dimensdes > 0,65 mm. De notar que
houve um aumento proporcional da fracdo de menores dimensdes (< 0,25 mm), mas nao da
frac@o intermédia. A remoc@o de COD na fase anaerébia situou-se entre 30 e 40%, com
uma remocao total de cerca de 70%. A eficiéncia de remoc¢éo de cor no SBR2 foi de 77%. A
remocdo de COD apresentou valores similares aos obtidos anteriormente para 0 mesmo
periodo operacional apés arranque com lamas floculentas (Periodo | do Capitulo 6), mas a
remocgdo de cor foi ligeiramente menor, podendo-se dever ao encurtamento da fase

anaerobia.

No periodo Il, houve uma acumulacdo significativa de biomassa nos dois reatores,
atingindo-se uma idade de lamas elevada de 30 dias e uma concentragcdo de biomassa de
cerca de 10 g/L. Concomitantemente, obteve-se uma diminuicdo de solidos no efluente
descarregado, um aumento na eficiéncia de remocao de COD na fase anaerdbia (45 e 42%)
e na remoc¢ao de COD total (86 e 81%), bem como uma descoloracdo média de 82%. Isto
indica uma adaptacdo bem sucedida da biomassa granular as condi¢cbes operatérias dos
reatores laboratoriais, atingindo-se valores de remoc¢édo de COD préximos dos obtidos com 5
h de reacdo aerébia (Capitulo 5, Mata et al. 2012) e valores de remocdo de cor préximos
dos obtidos com 3 h de reacdo anaerobia (Capitulo 6, Mata et al. 2015). Apesar da
tendéncia de diminuicdo da fracdo granular de maior dimensdo (> 0,65 mm), verificou-se
uma descida dos valores de SVI (SVls de 25 e 32 mL/gTSS, respetivamente no SBR1 e
SBR2), indicando a formacdo de agregados de biomassa com boas propriedades de

sedimentacéo.
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No periodo lll, realizou-se o controlo da idade de lamas para 15 dias, através da purga
deliberada do licor misto. Os dois reatores demonstraram um comportamento semelhante,
mantendo a boa remocdo de COD e melhorando ainda as propriedades de sedimentacgéo,
atingindo-se valores e raz&o de SVIzo/SVIs tdo boas ou melhores que as obtidas no sistema
totalmente aerébio (Mata et al. 2012). No entanto, a remog¢éo de cor desceu drasticamente,
atingindo um minimo de 57% apds o inicio do controlo da idade de lamas. As razBes para
este facto séo desconhecidas, pois obteve-se anteriormente uma boa remogé&o de cor quer
com idade de lamas, quer com concentracdo de biomassa bastante inferiores (periodo |
desta experiéncia e Mata et al. 2015). Realca-se que a purga para controlo da idade de
lamas foi realizada com o licor misto homogeneizado, para nao retirar de forma preferencial
nenhuma das fracBes de biomassa presentes, 0 que torna este resultado dificil de explicar.
Uma hip6tese é que haja uma resposta global da biomassa a sua extragéo, isto €, um
comportamento social das bactérias, como o quorum-sensing (Liu e Tay 2004, Ren et al.
2010), em que a diminuicdo da biodescoloracdo é o resultado desta interagdo com o
ambiente.

Tabela 7.4 — Resultados obtidos para o SBR1 e SBR2 para cada um dos periodos experimentais

Periodo | Periodo Il Periodo IlI Periodo IV
. Agumulagao de Idade de lamas Aumento da
Adaptagao biomassa sem .
controlo de idade controlada a idade de lamas
de lamas 15d (sem controlo).
Dias de operacéo: 4a22 29a40 50 a 60 71a85
SBR1 SBR2 SBR1 SBR2 SBR1 SBR2 SBR1 SBR2
corante corante corante corante
Idade de lamas (dia)
Média 8 12 30 30 16 15 34 35
min — Max 6-11 10-14 25-34 25-37 14-16 14-15 28-43 27-38
TSS no reator (g/L)
Média 4,4 5,0 11 10 10 7,9 12 10
min — Max 3-7 3-7 10-13 7-13 8-11 7-8 10-13 8-12
TSS efluente (mg/L)
Média 0,30 0,19 0,12 0,10 0,09 0,09 0,05 0,04
SVI (mL/gTSS)
SVl 60 33 25 32 22 22 21 17
SVIs 102 57 41 51 30 31 30 20
racio SVl / SVls 0,6 0,6 0,6 0,6 0,7 0,7 0,7 0,9
Dimensao da biomassa
Maior que 0,65 mm (%) 33 32 10 23 2 14 1 13
0,65 a 0,25 mm (%) 5 5 23 6 34 16 46 29
Menor que 0,25 mm (%) 62 63 67 71 64 70 53 58
Remocéao COD (%)
Fase anaerdbia 39 28 45 42 49 40 52 53
Fim aerébia (Total) 75 69 86 81 84 83 86 86
Remocé&o de cor (%) _ S - -
Média 77 82 62 82
min — Max 71-78 79-85 57-71 72-86
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Também importa discutir que no caso de biomassa granular, a idade de lamas pode nao ter
o mesmo significado que nos sistemas de lamas ativadas floculentas, pois os granulos de
maiores dimensdes, que sedimentam mais rapido tendem a manter-se no sistema, atingindo

uma idade de lamas bastante superior & média calculada. Pelo contrario nos sistemas

floculentos, o tempo de retencao no sistema € mais homogéneo em toda a biomassa.

No periodo IV a idade de lamas néo foi controlada, evoluindo naturalmente para valores
elevados, de aproximadamente 35 dias. Este periodo de recuperacdo de idade de lamas,
revelou-se bastante estavel, a biodescoloracdo foi retomada para os valores anteriores,
acima de 80%, e a biomassa apresentou excelentes caracteristicas de sedimentacdo nos
dois reatores, atingindo no SBR2 (corante) os valores de SVI mais baixos de todas as
experiéncias, e mais proximos entre si em termos de SVIs e SVis (20 e 17 mL/gTSS
respetivamente), o que indica uma granulagdo completa e estavel (Schwarzenbeck et al.
2004). Os valores de sdlidos suspensos no efluente tratado confirmam estas observacoes,
uma vez que a perda de solidos é diminuta para um sistema AGS, atingindo-se um efluente
de excelente qualidade, com uma média de 40 mg/L. De referir que Muda et al. 2010
obtiveram um teor de sélidos no efluente entre 300 a 500 mg/L ao tratar um efluente téxtil
por AGS num SBR tubular.

A remocdao total de COD foi também elevada (86%), com uma remoc¢édo acima de 50% na
fase anaerdbia em ambos os reatores, um fator importante para uma granulagéo eficiente de
acordo com Van Loosdrecht e de Kreuk (2006). No SBR2 (corante) o efluente tratado
apresenta um valor médio de COD inferior a 90 mg O2/L, em que 80% do COD foi removido
apo6s 2 h de reacdo (1,5 h anaerdbia + 0,5 h aerdbia), provocando um regime de fome
prolongado, o que é importante para a estabilidade dos granulos (Liu et al. 2007). Este
periodo de fome ocupa 3/5 do ciclo o que esta de acordo com o indicado por Lopez-Palau et

al. (2012) para uma boa granulacgéo.

Observou-se ainda um aumento da fracdo da biomassa com dimensdes intermédias (0,65-
0,25 mm), tendo diminuido a fragdo de menores dimensdes (abaixo dos 0,25 mm). Os
baixos valores de SVI observados sugerem gue a biomassa com dimensao abaixo dos 0,25
mm (29% do total), ndo corresponda ao tipo floculento, mas sim a biomassa constituida por
pequenos agregados mais densos. Na Figura 7.4 podem ver-se imagens desta biomassa,
onde se confirma a existéncia de granulos, desde uma dimensdo méxima de 0,9 mm até

pequenos aglomerados de 0,1 mm, e a auséncia praticamente total de biomassa floculenta.
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Figura 7.4 - Observagfes de microscopia Optica da biomassa do SBR2 (corante) no periodo 1V, dia
85.

No geral, em termos de granulacdo observou-se um melhor desempenho do SBR2
(corante), uma vez que este apresentou valores de SVI um pouco mais baixos e valores de
razdo SVIs/SVIs mais altos, de 0,9 versus 0,7 (SBR2 e SBRL1 respetivamente). Também a
fracdo de biomassa com dimensfes acima de 0,65 mm € de 13% no SBR2 (corante) e de
apenas 1% no SBR1. Aparentemente, os granulos tém melhores caracteristicas em termos
de dimenséao e sedimentabilidade quando alimentados com o efluente téxtil sintético, isto é,
na presencga do corante azo. Esta tendéncia ja tinha sido identificada em estudos anteriores
(Mata et al. 2015) e é concebivel que a maior robustez destes granulos esteja relacionada
com o facto do corante azo atuar como um aceitador de eletrdes na fase anaerébia (apesar
da reduzida quantidade de equivalentes redox envolvidos), permitindo rendimentos

aumentados de energia metabdlica.

O efluente obtido no periodo IV cumpre todos os critérios de qualidade relativamente a cor,
COD e TSS estipulados quer na Portaria 423/97, de 25 de Junho relativa as normas de
descarga para as industrias do sector téxtil, quer do Anexo XVIII do Decreto- Lei 238/98,

para a descarga de aguas residuais (descargas no meio hidrico, ver tabela 2.8).

Em resumo, o periodo IV desta experiéncia demonstra o excelente tratamento obtido para

um efluente téxtil sintético num sistema SBR néo tubular de lamas granulares aerobias.

7.4.3 Descoloracdo e seus metabolitos

No geral, os resultados de descoloracdo obtidos foram excelentes, acima de 80% quando
medidos por espetrofotometria UV-vis, a excecdo do periodo Il como ja discutido (caiu para
57% com a reducdo da idade de lamas para 15 dias). No entanto, os resultados de HPLC
revelaram valores superiores para a biodescoloracdo, de 93% em média. De facto, a
medicéo de cor, ao longo dos ciclos de operacdo do SBR2, avaliada por espetrofotometria a
515 nm néo reflete inteiramente a concentragdo residual do corante AR14. Isto porque se

observa um desenvolvimento de cor acastanhada ap6s a redugdo do corante,
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provavelmente devido as reacdes envolvendo o metabolito de reducdo instavel, a amina orto
2-amino-4-hidroxi-1-naftaleno-sulfonato (2A4HINS) (Field et al. 1995, Kudlich et al. 1999,
Pereira et al. 2009).

Os resultados obtidos por HPLC encontram-se na Tabela 7.5. O corante AR14 e o
metabolito de reducdo estavel, a amina para 4-amino-1-naftaleno-sulfonato (4A1NS) foram
gquantificados através da reta de calibracdo dos respetivos padrées. O tempo de retencao do
corante € de 26 min e o da amina 4A1NS de 14 min. Um composto ndo identificado surge
aos 3,3 min. Como ndo é possivel fazer a sua quantificacdo apresentam-se os resultados

em area (area.10°).

Tabela 7.5 — Resultados de HPLC obtidos ao longo do periodo experimental em varias fases do ciclo
para os picos do corante, amina e o composto oxidado desconhecido (pico a 3,3 min).

Pico a Amina Corante

Periodo Or?é?aizo Fase do ciclo do SBR2 33min  4AINS  AR14
(area.10°) (mg/L) (mg/L)
inicio do ciclo (0,0 h) 0,0 6,3 17,1
Periodo | 1,5 h anaerobiose 0,0 11,9 0,7
(Adaptagao) 15 0,5har 0,9 0,1 1,8
1,5har 4,4 7,3 1,2
3,5 h ar, fim ciclo (5,0 h) 4,3 10,4 0,7
inicio do ciclo (0,0 h) 0,1 15 20,3
1,5 h anaerobiose 0,1 11,7 2,3
Periodo Il 29 0,5har 2,2 0,2 1,8
(Acumulag&o 15har 10,3 10,6 2,2
de biomassa 3,5 h ar, fim ciclo (5,0 h) 10,2 11,1 2,1
sem controlo
de idade de inicio do ciclo (0,0 h) 0,2 0,3 22,5
lamas) 1,5 h anaerobiose 0,2 7,2 1,4
36 0,5har 4,5 0,5 2,5
15har 17,2 8,5 1,7
3,5 h ar, fim ciclo (5,0 h) 16,8 71 1,8
Periodo IlI inicio do ciclo (0,0 h) 0,0 0,2 24,0
(Idade de 1,5 h anaerobiose 0,0 6,3 5,2
Con'ﬁg}gja . 57 0,5har 2,8 0,1 4,6
15 d) 15har 13,6 3,1 5,0
3,5 h ar, fim ciclo (5,0 h) 13,4 0,1 5,0
inicio do ciclo (0,0 h) 0,9 0,5 20,1
1,5 h anaerb. 0,0 6,6 1,6
79 0,5har 0,4 5,7 1,7
Periodo IV 1,5har 2,6 2,5 1,7
(Aumento da 3,5 h ar, fim ciclo (5,0 h) 3,9 0,0 1,5
idade de
lamas) inicio do ciclo (0,0 h) 0,0 0,0 21,8
1,5 h anaerobiose 0,0 5,8 1,6
85 0,5har 0,3 3,6 1,5
1,5har 2,5 0,2 1,5
3,5 h ar, fim ciclo (5,0 h) 4,6 0,0 15

No periodo | (dia 15) os resultados obtidos para o corante e amina sdo os esperados tendo

em conta 0s respetivos pesos moleculares, a concentracdo de corante AR14 no produto
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comercial (50%) e a estequiometria da reducdo, obtendo-se resultados equivalentes aos do
estudo anterior (Mata et al. 2015), ver Figura 6.11. Isto é, considerando que 20 mg/l de
corante inicial sdo reduzidos, ha uma contribuicdo de 5 mg/L de amina 4A1NS em cada
ciclo, obtendo-se uma concentracao final de 10mg/L da mesma devido as aminas pré-
existentes resultantes do ciclo anterior (renovacdo de volume por ciclo de 50%). Deste
modo, os valores experimentais sdo um espelho desta estequiometria, obtendo-se 10,4
mg/L de 4AINS. Estes resultados estdo de acordo com o reportado por outros
investigadores, a maioria refere que € dificil a mineralizacdo aerdbia de aminas sulfonadas
(Lourenco et al. 2001, Pinheiro et al. 2004, van der Zee e Villaverde 2005).

Ainda no periodo I, observa-se na fase aerdbia o aparecimento de um composto de
oxidag&o nao identificado (pico a 3,3 min). Tendo em conta a estequiometria da redugédo nao
parece ser proveniente da oxidacdo da amina 4A1NS. Este pico tanto pode resultar de
metabolitos oxidados provenientes da outra amina de redugcdo (2A4H1NS), como da
oxidacdo de impurezas presentes no corante (produto comercial - corante AR14 a 50%). E
natural que estas impurezas sejam reagentes ou produtos secundarios da reacao de sintese
do corante. Ainda se pode colocar a hipétese do pico ser resultante da oxidacdo de
compostos presentes no produto comercial Emsize E1. Este produto apresenta sempre um
COD residual apés tratamento (ver 5.4.2), o que indica a presenca de compostos ndo

biodegradaveis.

E de realcar, que este composto oxidado é o mesmo que se obtém apés 20 minutos de
tratamento oxidativo com ozono, aplicado ao efluente final dos primeiros ensaios de
granulacdo com efluente téxtil (ver capitulo 8). Para esta confirmacdo foi realizado um
ensaio de HPLC a uma amostra de mistura de 1:1 de efluente ozonizado e efluente deste
ensaio. Obteve-se um pico perfeito, ao mesmo tempo de retengéo (3,3 min), demonstrando
gue o composto € o mesmo (ver Figura 8.6). Este resultado é extremamente importante pois
demonstra a elevada capacidade oxidativa da biomassa granular presente. No entanto,
apesar da existéncia do metabolito oxidado no fim do ciclo, no inicio do ciclo (ap6s a fase
iddle e enchimento) ele ndo esta presente. Aparentemente o composto oxidado é facilmente
reversivel em condi¢cdes andxicas. Este comportamento mantém-se durante todo o periodo

operacional.

No periodo Il, nos dias de operacdo 29 e 36, observa-se pela primeira vez uma alteracéo
do perfil de concentracdo da amina estavel 4A1NS ao longo do ciclo. Isto €, apesar do valor
de concentragdo da amina no fim da fase anaerdbia ser aproximadamente a prevista, esta
ndo foi detetada ap6s 0,5 h de arejamento, voltando a estar presente apds continuagéo do
arejamento e até ao fim do ciclo. No entanto, apés a fase de iddle e enchimento, a amina

volta a ndo se detetada. Por exemplo para o dia 29, a érea total dos picos do cromatograma
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neste ciclo (soma das areas dos picos com tempo de retencdo até 35 min) é de 52 x10° no
fim da fase anaerdbia, desce para 30 x10° apés 0,5 h de arejamento e volta aos 52 x10°
apoés 1,5 h de arejamento (mantendo-se até ao final do arejamento). O valor previsto para a
amina no inicio do ciclo seria de = 5 mg/L se o padrao de concentragdes anteriores se
mantivesse (Mata et al. 2015 e periodo | desta experiéncia), mas obtém-se valores muito
mais baixos, quase zero no dia 36. Estes resultados sugerem a conversao reversivel da
amina em outras estruturas ndo detetadas por HPLC. Verificou-se também que a amina néo
foi oxidada a 4-hidroxi-1-naftaleno-sulfonato (4H1NS) (ver figura 2.9), pois foi realizada a
andlise por HPLC deste composto e 0 seu cromatograma apresenta um pico perfeitamente
definido a 19,0 min (ver Figura 8.6).

O periodo lll corresponde a um periodo de controlo da idade de lamas. A idade de lamas foi
reduzida de = 30 para 15 dias e verificou-se uma diminuic&do da eficiéncia de descoloracao.
No entanto, relativamente a amina observou-se pela primeira vez no dia 57 o seu
desaparecimento no fim da fase arejada e consequentemente a sua auséncia no inicio do

ciclo seguinte.

No periodo IV, a idade de lamas elevada (= 30 dias) foi reposta. Verificou-se que a amina
4A1NS néo esta presente no inicio do ciclo, tendo sido detetada por HPLC apenas no fim da
fase anaer6bia com a estequiometria esperada devido a reducdo do corante alimentado
nesse ciclo. Na fase arejada a concentragdo desta amina diminuiu, sendo praticamente
indetetavel no fim do ciclo. Na literatura consultada, como ja referido, a maioria dos
investigadores indica que a mineralizacdo aerébia de aminas sulfonadas € dificil, havendo
relatos especificos que a mesma nao foi obtida para a amina 4A1NS (Seshadri et al. 1994,
Tan et al. 2005a). Apenas Hosseini Koupaie et al. (2013) referiram que obtiveram uma
remocdo de 64% desta amina na fase aerébia. No entanto, a observacdo dos
cromatogramas destes autores indica que ha concomitantemente, apés a fase aerbbia, o
aumento da area de um pico com menor tempo de retencao (Koupaie et al. 2013,

supplementary data), o que pode indicar a formagédo de um metabolito desta amina.

Na Figura 7.5 podem observar-se os cromatogramas do fim do ciclo, do dia 15 (periodo |) e
do dia 85 (periodo 1V), adaptados para a mesma escala de intensidade. Verifica-se que no
dia 85, apesar da auséncia da amina (pico a = 15 min) ndo se verifica concomitantemente o
aparecimento de outros metabolitos, antes pelo contrario, alguns dos metabolitos existentes
no dia 15 ndo estdo presentes no dia 85. A area total dos picos dos cromatogramas (soma
das &reas dos picos com tempo de retencdo até 35 min) também o confirma, sendo de
46x10° no dia 15 e baixando para 20x10° no dia 85.
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Figura 7.5 — Cromatogramas do periodo |, dia 15 e periodo IV, dia 85, fim do ciclo (observa-se a
auséncia da amina 4A1NS neste Ultimo).

Conclui-se que a amina deixou de ser detetada na fase aerdbia, ficando a duvida se foi
convertida noutra estrutura (como aconteceu no periodo Il) ndo detetada por HPLC (apesar
de neste caso ndo se observar a reversibilidade da mesma), ou se sofreu uma degradagéo
adicional e eventual mineralizagcdo. A mineralizagdo é uma hipoétese plausivel visto que tanto
no dia 29 como no dia 85, o valor da concentracdo da amina no inicio do ciclo é
praticamente zero. No entanto, no dia 29 no fim da fase anaerdbia a concentragdo é de
aproximadamente 10 mg/L (ou seja h& reverséo total), mas no dia 85 a amina existente no
fim da fase anaerdbia é s6 de = 5 mg/L, correspondente apenas a resultante da reducéo do
corante presente na nova alimentacdo. Isto j& se verifica também no dia 79. Estes
resultados reforcam a ideia de que ha mesmo a partir de dia 57 uma degradacdo
consistente da amina na fase aerObia e ndo uma simples conversdo noutra estrutura
reversivel como aconteceu huma fase mais inicial (periodo Il). E possivel que a amina passe

inicialmente por esta estrutura reversivel durante o processo de degradagéo.

Observando-se os dados no seu conjunto, a tendéncia parece ser uma resposta oxidativa
cada vez mais eficaz da biomassa, ao longo do tempo experimental na transformacgéo dos
metabolitos produzidos pela reducéo anaerdbia do corante. Na Figura 7.6 apresentam-se 0s

espectros UV-vis dos compostos envolvidos e espectros iniciais e finais do dia 15 e dia 85.

No gréfico A encontram-se os espectros individuais da amina 4A1NS, do corante AR14, da
mistura de amina e corante e da fonte de carbono com macro e micronutrientes
(corresponde a alimentacdo do SBR1). O espetro da amina 4A1NS apresenta duas zonas
de absorvéncia caracteristicas, a 220 e a 320 nm. O corante AR14 também apresenta
absorvéncia aos comprimentos de onda caracteristicos da amina, mas aos 320 nm nao
apresenta uma curva definida mas sim uma espécie de patamar de absorvéncia entre os

280 e 0s 236 nm. Como era de esperar, a solucdo contendo amina e corante apresenta uma
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absorvéncia cumulativa dos dois compostos. De notar que a solucdo de alimentacdo sem
corante apresenta um pico caracteristico a 194 nm, atribuivel & fonte de carbono, o produto

comercial Emsize E1, hidroxipropil-amido, presente na alimentagdo na forma hidrolisada

(glucose).
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Figura 7.6 - Espectros UV-vis. Gréfico A: do corante AR14, da amina 4A1NS, da alimentacdo sem
corante; Grafico B: inicios do ciclo dia 15 e dia 85; Gréfico C: fim do ciclo dia 15 e dia 85.

Os graficos B e C comparam o dia 15 com o dia 85, no inicio e no fim do ciclo, confirmando
a hipotese de mineralizagdo da amina, visto que no fim do ciclo, as amostras dos dias 15 e
85 apresentam espectros bastante diferentes. No final do ciclo de dia 15 o espectro
apresenta a absorvéncia caracteristica da amina 4A1NS, mas no dia 85 néo (gréfico C). O
espectro do fim do ciclo de dia 85 apresenta no geral um absorvéncia muito menor entre 0s
190 e 0s 390 nm e a auséncia das bandas caracteristicas da amina 4A1NS, aos 220 e 320
nm (gréfico C). Comparando os espectros do inicio do ciclo de dia 15 e 85 (gréafico B)
observa-se que a absorvéncia caracteristica do corante na zona do visivel é igual, mas entre
0s 190 e 390 nm o espectro de dia 85 tem um abaixamento de absorvéncia, o que justifica a

auséncia de amina 4A1NS no inicio deste ciclo detetada por HPLC.
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Os resultados aqui obtidos sdo extremamente importantes, pois demonstram pela primeira
vez a degradacao e eventual mineralizacao na fase aerdbia de um metabolito de redugéo de
corante azo, a amina 4A1NS, pela lamas aerdbias granulares. A elevada capacidade
oxidativa pode dever-se as sinergias do consoércio de microrganismos existentes nos
granulos, bem como ao facto da elevada idade de lamas da biomassa poder permitir o
desenvolvimento de espécies com sistemas enzimaticos ndo usuais em lamas ativadas
floculentas. Por exemplo, as lacases sdo conhecidas por conseguirem degradar uma ampla
gama de compostos aromaticos (Fang et al. 2012) como fendis e aminas arométicas (Wu et
al. 2010), utilizando o oxigénio como aceitador de eletrdes (Pereira et al. 2009). Sabe-se
hoje que estas enzimas existem de forma generalizada em bactérias (Sharma et al. 2007),
tendo ja sido isoladas em biomassa recolhida num sistema de tratamento de efluentes da
industria téxtil (Wu et al. 2010). Deste modo, uma das hipGteses eventuais é que a
mineralizacdo aerdbia da amina 4A1NS possa ocorrer através de lacases bacterianas
produzidas pelas lamas aerdbias granulares.

7.5 Conclusdes

Neste estudo de granulagédo aerObia para o tratamento de um efluente textil simulado em
SBR com fase anaerdbia de 1,5 h e fase aerdbia de 3,5 h, comprovou-se que a agitacédo
mecéanica usada durante a fase reacional dos SBR é responsavel pela desintegracdo dos
granulos aerébios do in6culo, e consequentemente pela existéncia de granulos com
menores dimensdes que o usual nestes SBR nao tubulares agitados. Apesar disso, os
granulos formados neste sistema possuem excelentes valores de SVIs e SVis (22 e 17 mL/g
respetivamente), proximos entre si, apresentando uma excelente sedimentabilidade e uma
fracdo residual de biomassa ndo agregada. Aparentemente a extensdo da fase aerdbia
favoreceu a granulacdo. ApGs estabilizacdo dos indicadores morfologicos, a eficiéncia de
remocado de corante atingiu valores acima de 80%, apesar da fase anaerébia ter a duracdo
de apenas 1,5 h. A reducédo da idade de lamas de 35 para 15 dias resultou imediatamente
numa diminuicdo da remocdo de cor de 82 para 57%. N&o foi possivel explicar este
fendmeno convenientemente visto que anteriormente se obtiveram boas remocdes de cor
com idades de lamas inferiores a 15 dias. E possivel que resulte de um comportamento

social das bactérias em resposta a uma alteracdo do ambiente.

ApOs recuperagdo da idade de lamas para valores superiores a 30 dias, 0 sistema
demonstrou uma excelente eficiéncia de remogédo de cor e de carga organica (82 e 86%
respetivamente), possuindo o efluente descarregado uma qualidade notavel para sistemas

de lamas granulares aerdbias em termos do teor de solidos em suspensdo, com um valor de
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apenas 40 mg/L. Este efluente cumpre assim com todos os parametros (cor, COD e TSS)
das normas gerais do Anexo XVIII do Decreto-Lei 238/98 para a descarga de aguas

residuais em meio hidrico.

Demonstrou-se ainda que apds biorreducdo do corante AR14, houve transformacdo da
amina 4A1NS durante a fase aerdbia, sem formacédo concomitante de outros metabolitos
detetaveis por HPLC ou varrimento UV-vis, o que sugere a sua biodegradacado e eventual
mineralizacdo. A maior extensdo da fase aer6bia da etapa reacional, em conjunto com 0s
valores elevados de idade de lamas, parece ter permitido o estabelecimento de espécies
com capacidade de formacdo de complexos enzimaticos oxidativos que biodegradam

aminas aromaticas recalcitrantes.
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8.1 Resumo

Nesta fase do trabalho, pretendeu-se verificar se a aplicagdo de processos avangados de
oxidacdo, nomeadamente a ozonizagcdo e a irradiacdo UV, permite completar a
mineralizacdo dos metabolitos da biodescoloracdo de um corante azo presentes no efluente
dum biorreator SBR operado num ciclo de 6 h, com uma etapa reacional dividida em 2 h de
anaerobiose e 3 h de arejamento. As amostras colhidas ao longo dos ensaios de oxidacao
foram analisadas por HPLC, tendo-se examinado, como metabolito principal, a amina 4-
amino-1-naftaleno-sulfonato (4A1NS). Esta est4 presente no efluente do biorreator na
concentracao estequiometricamente correspondente a biorreducdo praticamente total do
corante AR14 presente na respetiva alimentacao. Verificou-se que, logo apdés 5 minutos de
ozonizagao do efluente do SBR, a concentragdo de 4A1NS diminuiu para um residual de 2
mg/L (85% de remogé&o). Contudo, o prolongamento da ozonizagdo por mais de 20 minutos
originou um produto de oxidac&o persistente, caracterizado por um pico cromatogréafico com
um tempo de retengcdo inferior ao de 4A1NS. O tratamento de irradiagdo UV é
aparentemente mais eficiente dado que resulta na eliminagdo completa da amina 4A1NS
sem que surjam novos subprodutos detetaveis pelo método de HPLC utilizado. No entanto,
este resultado requereu um tratamento mais prolongado, tendo sido necessaria uma
exposi¢cado de 20 minutos a radiagdo para se obter um nivel de remogédo de 85% para a
amina 4A1NS. Conclui-se que a aplicacdo destes processos de oxidacdo avancada ao
efluente téxtil simulado, ap6s o tratamento biolégico, € uma hip6tese a desenvolver com

vista & obtencéo de uma mineralizacdo adicional ou total dos metabolitos persistentes.
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8.2 Introducéo

A utilizacdo de sistemas biolégicos com etapas anaerdbia e aerdbia para o tratamento de
efluentes téxteis contendo corantes azo tem sido demonstrada com sucesso na remocao de
cor e carga organica. No entanto, a degradacdo das aminas recalcitrantes resultantes da
reducdo do corante azo ndo tem sido conseguida, demonstrando a necessidade da
aplicacdo de um poés-tratamento para este efeito (Jonstrup et al. 2011, Lotito et al. 2012).
Existem ja alguns estudos em que apds o tratamento biolégico por culturas mistas sao
aplicados, como pdés-tratamento, processos de oxidacado quimica com ozono (Baban et al.
2003, Garcia-Montafio et al. 2008, Kim et al. 2011, Lotito et al. 2012) ou do tipo foto-Fenton.
Num dos estudos apresentados na Tabela 2.11, a ozonizacdo é aplicada na corrente de
recirculacdo do licor misto decantado ao tratamento bioldgico aerdbio, ocorrendo
incrementos significativos na remocgao de caréncia quimica de oxigénio e de cor (Lotito et al.
2012a).

Neste trabalho pretendeu-se verificar se era possivel obter a mineralizagdo dos metabolitos
da biodescoloragéo do corante azo Acid Red 14 presentes no efluente de um biorreator SBR
com etapa reacional incluindo periodos anaerébio e aerébio. Em particular, foi examinada a
conversao da amina estavel 4A1NS, aplicando como péds-tratamentos 0S processos
avancados de oxidacdo (AOP) de ozonizacdo e de irradiacdo UV. Pretendeu-se também
avaliar se era possivel melhorar a qualidade global do efluente através da recirculagdo ao

tratamento biolégico do efluente resultante da aplicagdo dos AOP.

8.3 Materiais e Métodos

8.3.1 Amostra de efluente de SBR em estudo

A amostra estudada foi composta usando os efluentes produzidos em varios ciclos dum
biorreator SBR de granulos aerébios operado em ciclos de 6 h, com a etapa reacional
dividida em 2 h de anaerobiose e 3 h de arejamento e alimentado com um efluente téxtil
sintético contendo o corante AR14. No periodo da recolha da amostra o sistema
apresentava uma remocao de corante e carga organica estaveis e ambas acima de 80%
(dados de operacdo do SBR nao apresentados). O efluente composto foi recolhido durante
dois dias consecutivos, tendo sido filtrado (filtros tipo 1-Qualitative, Cat n°1001090, da

Whatman), homogeneizado e armazenado refrigerado a 4°C até a sua utilizagéo.
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Na caracterizacdo deste efluente por HPLC identificou-se, como metabolito principal, a
amina 4-amino-1-naftaleno-sulfonato (4A1NS), na concentragdo estequiometricamente
correspondente a biorreducédo praticamente total do corante AR14 alimentado ao SBR. Este
mesmo padrédo de reducdo foi descrito por Mata et al. (2015) (capitulo 6, Figura 6.11) e

indica que nao ocorreu degradacdo da amina 4A1NS na fase aerdbia da biorreacéo.

8.3.2 Descricao de processos de oxidacdo avancada (AOP) utilizados
8.3.2.1 Ozonizagéo

Foi utilizado um ozonizador elétrico (Electronic ozonizer) de 60 Watt da marca Hailea,
modelo HLO-820A (débito maximo: 15 L/min, 2000 mg Os/h). O teor residual de ozono foi
medido no meio liquido através de um kit Palintest obtendo-se uma concentracdo residual
de 0,2 mg Os/L nas condigBes operacionais (= ¥ do débito maximo). O reator utilizado
consistiu numa proveta de 1 L com agitagdo magnética, sendo o ozono introduzido pelo
fundo (ver Figura 8.1). O volume de efluente utilizado no ensaio foi de 800 mL e este foi
ozonizado em continuo, durante 60 minutos, tendo-se recolhido amostras de 15 mL do

liguido ao longo deste periodo.

Figura 8.1 — Instalacéo laboratorial utilizada para aplicacéo da ozonizacdo ao efluente SBR

8.3.2.2 Irradiagcdo UV

Para a aplicacdo da irradiacdo UV ao efluente do SBR foi utilizada uma lampada de vapor
de mercurio de média pressao, de 150 watt, da marca Heraeus Noblelight, modelo TQ150
(Kleinnosheim, Alemanha), que emite radiag@o policromatica entre 200 e 600 hm, como se

pode ver na Figura 8.2.
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Os ensaios de irradiacdo foram levados a cabo num fotorreator cilindrico da Heraeus
Nobleligh, de 850 cm® de capacidade (Figura 8.2). Neste reator a lampada encontra-se
colocada no eixo central, rodeada por uma camisa de quartzo na qual circula agua de
refrigeragcdo. Tal permitu manter a temperatura da amostra a cerca de 25°C. O volume de
efluente utilizado foi de 600 mL e este foi irradiado em continuo, durante 30 minutos, tendo-

se recolhido amostras de 15 mL do liquido ao longo deste periodo.
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Figura 8.2 — Espectro de emissdo da lampada de mercurio de média pressdo Heraeus Noblelight TQ
150 (& esquerda); Fotorreator com camisa interna de quartzo utilizado para os testes de irradiacdo UV
aplicados ao efluente do SBR, com a lampada UV instalada (a direita).

8.3.3 Ensaio de tratamento bioldgico apés aplicacdo de AOP

ApOs a aplicacdo dos tratamentos AOP, uma parte do efluente foi sujeito a um unico ciclo de
tratamento biologico, composto por 2 h de reacdo anaer6bia e 3 h de reacdo aerdbia,

simulando o processo de recirculacéo deste efluente ao biorreator SBR (Figura 8.3).
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Figura 8.3 — Representacdo do ensaio realizado para simulacdo da recirculacdo do efluente ao SBR,
apos aplicacédo dos tratamentos AOP (a esquerda); sistema laboratorial utilizado para a aplicagdo de

um ciclo de tratamento biolégico ao efluente dos AOP (a direita).
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O sistema laboratorial utilizado para aplicar um ciclo de tratamento biolégico a amostras de
cada um dos efluentes dos AOP encontra-se representado na Figura 8.3. As amostras foram
utilizadas apos tratamentos de ozonizacao e de irradiacdo UV com as duracdes de 60 e de
30 min, respetivamente. O reator biologico utilizado foi uma proveta de 1 L, sendo a fase
anaeroObia operada sob agitacdo magnética (placa Heidolf MR 3001) e a fase aerdbia sob
agitacdo idéntica acrescida de arejamento usando um difusor de aquario e um compressor
(Aquapor air pump AC9602). A biomassa foi recolhida do SBR e lavada com solugdo de
macro e micronutrientes antes da sua utilizacdo. No reator (proveta 1 L) 100 mL de
biomassa em solugéo de nutrientes foi adicionada a 250 mL do efluente resultante de cada
processo AOP (sem adicdo de fonte de carbono). As concentracfes de biomassa granular
obtidas foram de 3,2 e de 3,5 gTSS/L nos reatores que receberam as amostras de efluentes

da ozonizagédo e da irradiacdo UV, respetivamente.

8.3.4 Métodos Analiticos

A medicdo da concentracdo de ozono no meio liquido foi realizada através dum kit da
Palintest, ref. AP 056 (gama 0 - 2 mgOs/L), medida espectrofotométrica a 520 nm) seguindo

as indicacdes do fornecedor. O fotometro utilizado foi da marca Palintest, Photometer 5000.

Os teores de soOlidos suspensos totais (TSS) foram medidos através métodos

normalizados (APHA 1998) em amostras do licor misto dos reatores (provetas 1 L).

Para as andlises de HPLC, a obtencdo de espectros UV-vis e a determinagdo da caréncia
quimica de oxigénio (COD) as amostras foram centrifugadas durante 10 min a 4000 r.p.m. e

as medicdes foram efetuadas no sobrenadante.

As andlises de HPLC foram realizadas num sistema Merck-Hitachi (Alemanha), que
compreende uma bomba inteligente L-6200A, um detetor UV-Vis L-4250 e um amostrador
automatico L-7200, com uma interface D7000 controlada por computador. O sistema estava
equipado com uma coluna de fase reversa RP-18, LiChroCART 250-4 (Merck, Alemanha) e
a detecdo espectrofotométrica foi realizada a 220 nm. A fase moOvel era composta por
tampao de fosfato de sédio (25 mM, pH = 5,5) e acetonitrilo, com um caudal de 0,7 mL/min.
O programa utilizado consistiu em (os valores dados sdo da razdo volumétrica
tampé&o:acetonitrilo): um gradiente linear de 30 min de 100:0 a 50:50, seguido de um
gradiente linear de 5 minutos até 15:85 e terminando com um degrau para 100:0, tendo sido
mantido este valor final por um periodo adicional de 10 min. A identificagdo e quantificacéo
dos picos nos cromatogramas foi realizada através de solu¢des padréo de corante Acid Red

14 (Sigma, EUA) e de amina 4A1NS (4-amino-1-naftaleno sulfonato) (Sigma, EUA), ambos
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em 4gua destilada. O desvio padrdo (STD) do método foi determinado com os valores
obtidos em 10 analises repetidas para a mesma amostra. Para a amostra padrao de 1 mg/L
obteve-se um valor de STD de 5,7% para o corante e de 2,7% para a amina. Para a amostra
padrdo de 10 mg/L obteve-se um valor de STD de 1,0% para o corante e de 0,5% para a

amina.

Os espectros UV-vis entre 190 e 800 nm dos sobrenadantes das amostras centrifugadas
foram medidos contra agua destilada num espectrofotdmetro Specord 200 (Analytik Jena,

Alemanha) com células de quartzo com 1 cm de percurso optico.

Os valores da caréncia quimica de oxigénio (COD) foram determinados através do
método normalizado de digestdo com dicromato de potassio e titulagcdo com sulfato ferroso
amoniacal (APHA 1998) utilizando um digestor AccuBlock™ Digital Dry Bath (Model: D1200)

da Labnet International, Inc. (EUA).
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8.4 Resultados e Discussao

8.4.1 Ozonizacao

A amostra do efluente sintético téxtil tratado no SBR foi sujeita a ozonizagcdo em continuo e
recolheram-se amostras ao longo do tempo. Na Figura 8.4 apresenta-se o resultado obtido
por HPLC para a concentragdo da amina 4A1NS entre os O e os 60 min de ozonizag&o, bem
como o0s espectros de UV-vis (190-800 nm) correspondentes as amostras mais

representativas.
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Figura 8.4 — A - Evolucdo da concentracdo da amina 4A1NS determinada por HPLC ao longo do
processo de ozonizacao do efluente téxtil simulado tratado em SBR; B -Espectros UV-vis de amostras
colhidas ao tempo 0 (efluente SBR) e aos tempos 10 e 60 min da experiéncia.

7

Verifica-se que logo ap6s 5 min de ozonizagdo a concentracdo de amina 4A1NS é
marcadamente reduzida ficando apenas um residual de 2 mg/L, o que corresponde a 85%
remocdo (Figura 8.4 A). Aparentemente, este residual de amina ndo é convertido mesmo
com o prolongamento da ozonizagéo até um total de 60 min. Nos espectros UV-vis (Figura
8.4 B) identifica-se claramente o desaparecimento do pico caracteristico da amina a 320 nm
(ver Figura 7.6 A), confirmando os resultados cromatograficos. Também se verifica que o
prolongamento da ozonizagdo de 10 para 60 min fez aumentar a absorvéncia na gama 200-

230 nm, sugerindo uma transformacéo oxidativa adicional.

Observando os cromatogramas obtidos em HPLC (Figura 8.5), verifica-se que a partir de 20
min de ozonizacdo h& o surgimento de um pico a um tempo de retencdo reduzido (3,3
minutos). Na Figura 8.5 pode observar-se também que ndo se registou o aparecimento de
outros picos significativos nos cromatogramas obtidos durante o ensaio de ozonizagao.
Contudo, o valor de COD néo se alterou ap6s 60 min de ozonizacado, indicando que n&o

ocorreu mineralizag&do dos solutos organicos.
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Figura 8.5 — Cromatogramas obtidos em HPLC de amostras colhidas durante a experiéncia de
ozonizagdo do efluente téxtil simulado tratado em SBR. S&o também inidicados os valores de COD
medidos nas amostras inicial e final do processo.

Colocou-se a hipétese do pico que surgiu nos cromatogramas a 3,3 minutos corresponder a
um derivado mais oxidado da amina 4A1NS, especificamente 4-hidroxi-1-naftaleno sulfonato
(4H1INS), por analogia com a previsdo de mecanismos de degradacdo microbiana em
aerobiose para as aminas resultantes da reducédo do Acid Red 14 (metabolito 5 da Figura
2.9, Gao et al. 2010). E de referir que a previsdo indica que esta transformac&o microbiana
aerdbia é improvavel (substituicdo do grupo amina pelo grupo hidroxilo na posicdo 4), mas
no presente caso foi utilizado um agente oxidante forte, pelo que seria uma hipétese a
considerar. Assim, para testar esta hip6tese, foi analisada em HPLC, nas mesmas
condi¢cBes, uma solucdo de 4H1INS em agua, cujo resultado se encontra na Figura 8.6. Em
algumas das amostras de efluentes do SBR durante a operacao com inoculo da ETAR de
Frielas (Capitulo 7), também foi identificado um pico ao tempo de retengéo de 3,3 min. Num
primeiro passo da tentativa de perceber se se trata do mesmo composto, foi analisada em
HPLC, nas mesmas condi¢des, uma amostra composta constituida por 50% (em volume) de
efluente ozonizado durante 60 min e 50% de efluente retirado do SBR no dia 29 do periodo
operacional descrito no Capitulo 7. O cromatograma correspondente a esta mistura

encontra-se também na Figura 8.6.

Verifica-se que se obtém um Unico pico aos 3,3 min para a amostra da mistura, o que indica
gue as duas amostras continham provavelmente o0 mesmo composto. Contudo, este ndo € o
4H1NS visto que cromatograma da respetiva solucdo em agua apresenta um Unico pico ao

tempo de retengéo de 19,0 min.
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Figura 8.6 — Cromatogramas obtidos em HPLC duma mistura 1:1 de efluente ap6s 60 min de
ozonizacao com efluente do SBR colhido no dia 29 da experiencia descrita no Capitulo 7 e de uma
solucdo aquosa de 4H1INS (4-hidroxi-1-naftaleno-sulfonato).

O pico a 3,3 min nao foi assim, identificado, podendo ser um produto oxidado proveniente
das impurezas do corante comercial AR14 (50% de pureza), ou ser um dos metabolitos de
oxidacdo da amina instavel 2A4HINS resultante da quebra da ligacdo azo de AR14, ou
ainda ser um produto oxidado proveniente de impurezas do derivado de amido utilizado

como fonte de carbono na composigéo do efluente téxtil simulado.

Em estudos anteriores o destino das aminas ap0s ozonizagéo do efluente de um biorreator
em que ocorrera a descoloracéo de corantes azo néo foi seguido (Baban et al. 2003, Garcia
Montano et al. 2008, Kim et al. 2011 e Lotito et al. 2012a), mas Baban et al. (2003) reportam
gue 10 min de ozonizagdo produzem um efluente sem toxicidade, o que provavelmente
corresponde a conversdo das aminas recalcitrantes. Da mesma forma, Garcia-Montano et
al. (2008) indicam que os produtos resultantes do tratamento anaerdébio dum efluente
contendo um corante azo sdo mais toxicos que o corante inicial, mas apds ozonizagdo a
mistura deixa de apresentar toxicidade. Estes autores reportam valores de 48% e 83% para
e eficiéncia de mineralizacdo destes produtos numa gama de pH &cido-neutro e com o valor
de pH a 10,5 respetivamente. Indicam ainda que esta diferenca se deve a circunstancia do
agente oxidante ser, no primeiro caso, a molécula de ozono e, no segundo, o radical
hidroxilo (HO*) que tem um potencial de oxidagdo mais elevado (2,8 V) do que o de ozono
(2,1 V) (Solis et al. 2012 e Robinson et al. 2001).

No caso do presente estudo, sendo a ozonizacdo aplicada a pH neutro € natural que o
agente oxidante seja maioritariamente o ozono. Por outro lado, e apesar de ndo se terem
realizado testes de toxicidade, é razodvel admitir que a aplicagdo de 5 min de ozonizacao,

ao converter 85% da amina aromética recalcitrante (4A1NS) presente na solucao inicial,
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origine um efluente nao téxico, sendo um processo de pds-tratamento aparentemente eficaz

como complemento do tratamento bioldgico.

8.4.2 Irradiacdo UV

Na Figura 8.7 sdo apresentados os resultados analiticos da experiéncia de irradiacdo UV
duma amostra do efluente téxtil simulado tratado em SBR, medidos em amostras retiradas
do reator ao longo do tempo, por um periodo de 30 min. Nomeadamente, apresenta-se 0s
resultados de quantificacdo da amina 4A1NS por HPLC, bem como os espectros adquiridos

na gama UV-vis (190-800 nm) correspondentes as amostras mais significativas.
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Figura 8.7 — A: Evolugcdo da concentracdo da amina 4A1NS determinada por HPLC ao longo do
processo de irradiacdo UV do efluente téxtil simulado tratado em SBR; B: Espectros UV-vis de
amostras colhidas ao tempo 0 (efluente SBR) e aos tempos 10 e 30 min da experiéncia.
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Verifica-se que para se atingir uma concentragéo residual de 2 mg/l de amina 4A1NS por
irradiacéo UV (85% de remocdao) é necessario um periodo de 20 min. Os espectros UV-vis
de amostras ao longo do tratamento confirmam o resultado anterior, pois aos 10 min ainda é

identificavel o pico caracteristico da amina 4A1NS a 320 nm.

Um periodo total de irradiacdo UV de 30 min parece eliminar, para além da amina
examinada, a quase totalidade dos metabolitos detetados no cromatograma inicial, como se
observa na Figura 8.8. Neste caso, ao contrario do que se passou com a 0zonizagdo, ndo
h& aparecimento de novos produtos de oxidacdo. O espectro UV-vis (Figura 8.7.B) mostra
gue h& uma diminuicdo na absorvéncia na zona perto de 220 nm e também na zona perto
de 254 nm, zonas caracteristicas dos anéis aromaticos antraceno e benzeno,

respetivamente (Goncgalves 1996).
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Em termos de COD verifica-se (Figura 8.8) que a aplicacdo deste tratamento de AOP
praticamente ndo mineralizou o conteudo organico das amostras (< 5% de eliminagéo, apos

irradiacdo UV) tal como se verificou com a aplicacao da ozonizacao.
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Figura 8.8 — Cromatogramas obtidos em HPLC de amostras colhidas durante a experiéncia de
irradiacao UV do efluente téxtil simulado tratado em SBR. Sdo também indicados os valores de COD
medidos nas amostras inicial e final do processo.

N&o se encontraram estudos similares na bibliografia consultada, ou seja, irradiacdo UV
como pés-tratamento a efluentes do biotratamento de efluentes téxteis contendo corantes
azo. Por outro lado, num estudo em que a irradiacéo UV foi utilizada como pré-tratamento, a
mesma nao foi aplicada sozinha mas sim em conjunto com H>O> (Dokuzoglu e Alkan 2010)
por forma a gerar radicais hidroxilo. A adicdo de H,O; neste pds-tratamento por irradiacao
UV poderia facilitar substancialmente o processo de remocdo da amina recalcitrante,

tornando-se um processo mais atrativo em termos econémicos.

Em resumo, a irradiacdo UV é eficiente na eliminacdo da amina recalcitrante 4A1NS mas é
necessaria a sua aplicacdo por 20 min para se obter 85% de remocé&o, 0 que pode tornar
este pos-tratamento demasiado oneroso devido ao elevado consumo de energia, em

especial se comparado com 0s 5 min de ozoniza¢do necessarios para o mesmo efeito.

8.4.3 Efeito do tratamento bioldgico apds aplicacdo de AOP

O desempenho do reator de tratamento biolégico alimentado com o efluente apés aplicacédo
dos dois tipos de AOP atras descritos foi seguido por HPLC, espectrofotometria UV-vis e

quantificacdo de COD, encontrando-se na Figura 8.9 os resultados destes ultimos.
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Verifica-se que o tratamento biolégico incrementou ligeiramente a remocdo de COD de
forma equivalente no efluente ozonizado e no efluente sujeito a irradiagdo UV (entre 15 a
20%). No entanto, o espectro UV-vis indica que ndo ha alteracdo de perfil no efluente
ozonizado apoés o tratamento bioldgico. Pelo contrério, no efluente sujeito a irradiagcdo UV,
apoés o tratamento o biolégico deteta-se um decréscimo de absorvéncia tanto aos 220 nm
como aos 254 nm, mas a banda a 194 nm mantém-se inalterada (zona de absorvéncia
atribuivel a fonte de carbono), o que pressupde alguma degradacao bioldgica de estruturas
contendo anéis aromaticos.
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Figura 8.9 — Espectros UV-vis das amostras tratadas por processos AOP no inicio e fim do ciclo
bioldgico (ozonizagéo - Os; irradiagdo UV - UV); valores de COD medidos nas amostras provenientes
dos processos AOP no inicio e fim do ciclo biolégico.

Em termos das informacdes das andlises por HPLC o efluente ozonizado mantém, apdés
tratamento biol6gico, o residual de amina 4A1NS de cerca de 2 mg/L e o pico a 3,3 min tem
um decréscimo de area insignificante (1,5 e 1,2 x10° de area, no inicio e no fim do ciclo
biol6gico, respetivamente), isto é, ndo se observam alteracdes no perfil de produtos. O
cromatograma HPLC do efluente irradiado com UV mantém-se igual antes e depois do
tratamento biol6gico, ndo se identificando picos com area significativa em nenhum dos

casos.

A vantagem da recirculagéo do efluente ao SBR, ap0s aplicacdo da ozonizacdo, ndo parece

ser muito significativa.

No caso da recirculacdo do efluente ao SBR ap06s irradiacdo UV, parece haver vantagens
um pouco mais significativas. Para além do incremento da remo¢do de COD h& uma

diminuicdo na abundancia de estruturas aromaticas. No entanto s aplicando testes de
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toxicidade (antes e depois do biolégico) se poderia decidir se as vantagens compensariam a
introducdo de mais este passo no processo de tratamento do efluente téxtil.

8.4.4 Comparacédo entre os AOP aplicados e a degradacdo biolégica aerébia obtida
em SBR com in6culo AGS da ETAR de Frielas

Os ensaios de aplicacdo de AOP ao efluente tratado em SBR decorreram cronologicamente
antes da experiéncia do SBR inoculado com AGS de Frielas (Capitulo 7), na qual se obteve
a remocao aparente da amina 4A1NS por via bioldgica na fase aerdbia.

Na Figura 8.10 comparam-se os perfis espectrais UV-vis de amostras finais dos trés casos
em gue se obteve a remocdo da amina 4A1NS, nomeadamente, ozonizacao, irradiacdo UV
e via biolégica aerdbia. Verifica-se que os dois AOP aplicados ndo geram o mesmo perfil
espectral, indicando que, embora a amina seja reduzida a uma concentragdo muito baixa

em ambos, 0s compostos presentes no efluente final ndo sdo os mesmos.
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c ! ‘\".
‘g i -+-60 min Ozonizagdo
j- L
2 1\ ---30 min irradiagdo UV
2 i
<
0,5
0
190 290 390 490 590 690 790

Figura 8.10 — Espectro UV-vis do efluente tratado em SBR e recolhido no dia 85 do ensaio com
in6culo de Frielas (oxidacdo biolégica, Capitulo 7) e amostras de efluente tratado em SBR apds
aplicacdo de processos de oxidag¢édo avancada, ozonizagao e irradiacao UV.

Como j4 referido, o efluente irradiado com UV apresenta, em comparacdo com o efluente
ozonizado, menor valor de absorvéncia a 220 nm e maior a 254 nm, sendo estas zonas
caracteristicas de compostos com anéis aromaticos, derivados de antraceno e benzeno,
respetivamente (Goncgalves 1996). Este resultado pode indicar que com a irradiacdo UV

ocorre uma abertura do anel de antraceno (mas numa escala reduzida) gerando um anel
benzénico substituido.
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Observando o espectro do efluente em que a amina foi oxidada biologicamente (Figura 8.10)
€ notavel que este seja 0 que apresenta menor absorvéncia entre os comprimentos de onda
de 190 e 390 nm, sugerindo uma degradacédo mais extensa de metabolitos do corante ou de
outros compostos presentes no efluente. Tal sugere que o sistema bioldgico desenvolveu

um poderoso e eficiente complexo enzimatico oxidativo.

8.5 Conclusbes

A eliminacdo da amina 4A1NS, resultante da reducdo do corante azo Acid Red 14, foi obtida
com sucesso pela aplicacdo de dois processos de oxidacdo avancada a um efluente
previamente tratado em SBR, nomeadamente, a ozonizacdo e a irradiacdo UV. Uma
eficiéncia de remocdo de 85% para a amina 4A1NS pode ser obtida com 5 minutos de
ozonizagdo ou 20 minutos de irradiacdo UV. Verificou-se ainda que a ozonizagdo mais
prolongada (até 60 min) provocou o aparecimento de um composto com um tempo de

retencdo cromatografico curto, que ndo corresponde a hidroxilagdo da amina.

A recirculacdo ao tratamento biolégico apds aplicacdo dos dois processos avancados de
oxidagdo promove um incremento na remogao da caréncia quimica de oxigénio superior ou
igual a 15%. Contudo, apenas no caso do efluente sujeito a irradiacdo UV foi possivel

detetar-se remocao adicional dos solutos aromaticos presentes.

Conclui-se que qualquer destes processo avancados de oxidacdo (AOP) pode ser aplicado
como tratamento de afinacdo a jusante do tratamento bioldgico de efluentes téxteis por
lamas ativadas, com vista a eliminacdo das aminas aromaticas recalcitrantes resultantes da

reducdo de corantes azo.
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9.1 Conclusbes

Na primeira etapa do trabalho, os testes de biodescoloracdo anaerébia de corantes azo por
lamas ativadas, realizados em regime descontinuo, conduziram a resultados que permitiram
conceber um teste expedito para a selecdo de corantes mais amigos do ambiente. Neste
conceito, incluem-se uma maior suscetibilidade a biodescoloracdo em reatores de
tratamento biologico de aguas residuais téxteis e uma menor tendéncia para adsorgdo a
respetiva biomassa, o que limitaria a valorizacéo desta como fertilizante de solos agricolas.

Nesta base, foi elaborado um pedido de patente nacional, jA concedido.

Durante o desenvolvimento do teste de biodescoloracdo, foram testadas diferentes
hipoteses para o controlo abidtico. Os resultados fornecem pistas relevantes no esforco
continuado da investigagéo nesta area, nomeadamente no que diz respeito a elucidagéo dos
mecanismos biolégicos que conduzem a biodescoloracdo. Verificou-se que, na presenca
dos inibidores azida ou dicumarol, a inibicdo da biodescoloragédo sofria reversdo quando a
biomassa era sujeita a um periodo de arejamento na auséncia de nutrientes (regime de
fome), sendo o efeito tanto mais notério quanto mais prolongado era este periodo. Contudo,
esta perda do efeito de inibicAdo requeria a presenca de glucose durante o teste de
biodescoloragcdo. O conjunto de resultados sugere que o stress induzido pelas condictes
oligotroficas impostas a biomassa despoleta um mecanismo de respiragdo do corante,
alternativo a via que sofre inibicdo por azida ou dicumarol e dependente da disponibilidade
de glucose. Tal reforca a tese de que os mecanismos de biodescoloracdo fazem parte de
um conjunto inespecifico de vias metabodlicas envolvidas na respiragdo celular, néo

requerendo necessariamente enzimas especificas, conhecidas como azorredutases.

A primeira etapa das experiéncias realizadas com biorreatores de granulos aerébios
alimentados com aguas residuais téxteis simuladas (ainda sem corante) demonstrou a
possibilidade de producédo de lamas granulares aerdbias, a partir de lamas com morfologia
de flocos, num reator SBR n&o tubular, agitado mecanicamente e operado com a fase
reacional do ciclo totalmente aerébia. Desenvolveu-se biomassa em que o0s granulos com
dimenséo de cerca de 0,7 mm eram dominantes, exibindo um valor de SVls tipico de 25
mL/g e uma eficiéncia média de remocdo de COD de 88%, para uma carga organica
alimentada de 2,0 kg COD/(m3.d). A biomassa obtida foi armazenada durante 7 meses a
25°C e 4°C e subsequentemente utilizada para reiniciar a operacdo dos biorreatores nas
mesmas condi¢cdes operacionais. Verificou-se que os granulos armazenados mantiveram
bons niveis de integridade e viabilidade, permitindo ao sistema reacional a recuperacao do
seu desempenho 6ptimo em poucos dias (< 10 dias). Este resultado permite estabelecer o

potencial do sistema de lamas granulares no contexto do tratamento de &guas residuais
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téxteis, em que a operacdo intermitente ou sazonal tem fortes possibilidades de ser

necessaria.

No primeiro ensaio de desenvolvimento de biomassa granular a partir de biomassa em
flocos, em biorreator alimentado com efluente téxtil simulado com um ciclo operatério que
incluia uma etapa reacional anaerébia prolongada (3 h), o processo de granula¢do nao foi
completado. Utilizou-se a mesma configuracdo de reator SBR nao tubular com agitacao
mecénica, e foram operados dois reatores em paralelo, um alimentado com uma agua
residual simulada contendo o corante azo Acid Red 14 e o outro com a mesma alimentacao,
sem o corante (controlo). A granulacdo foi induzida, como anteriormente, pela reducdo
gradual do tempo de sedimentacdo, mas a biomassa ndo chegou a exibir valores de SVIs e
SVlz similares, uma caracteristica chave associada a granulos completamente
desenvolvidos. Um dos fatores observados, de entre os apontados como responsaveis pela
granulacéo incompleta, foi a formagdo de exopolimeros na forma dispersa, ndo associada
aos granulos de biomassa. A presenca do corante azo na alimentacdo conduziu a niveis de
remocdo de COD mais elevados durante a fase anaerébia, bem como a granulos mais
definidos e com valores de SVI mais baixos, em comparac¢do com o observado no biorreator
de controlo. Foi adicionalmente testado um regime operatorio com arejamento intermitente
durante a etapa reacional do ciclo, que resultou na reducdo da quantidade de EPS disperso
visivel em observacdes de microscopia e levou a formacao de agregados de biomassa mais
densos. No geral foram obtidas eficiéncias de descoloracdo acima de 80% e de remocéo de
COD até 80%. Verificou-se que a passagem para o regime de arejamento intermitente
alterava o perfil de descoloracéo, levando a valores inferiores de taxa inicial de redugédo do
corante. Este efeito ndo pdde ser relacionado nem com os valores de potencial de oxidag&o-
reducdo nem com os de oxigénio dissolvido, medidos no biorreator. Tal aponta para a
hiptese de terem ocorrido alteracbes metabodlicas ou de constituicdo da populacdo
microbiana, que também levaram as alteracdes morfoldégicas e de sedimentabilidade

observadas.

Os resultados obtidos no segundo ensaio em biorreatores SBR, em que a inoculagéo foi
feita com granulos aerdbios provenientes da ETAR de Frielas, comprovam o excelente
desempenho potencial dos sistemas aerGbios com lamas granulares no tratamento de
efluentes téxteis contendo corantes azo. Observou-se que a agitacdo mecénica, ainda que
usada somente durante a fase reacional anaerébia do ciclo operatério (1,5 h), conduziu a
desintegracao dos granulos do in6culo. Desenvolveram-se, contudo, novos granulos que,
apesar das suas menores dimensfes, exibiam valores excelentes de SVIs e SVls,
respetivamente, 22 e 17 mL/g. Estes valores tdo baixos indicam uma Optima
sedimentabilidade e o facto de serem muito proximos indica que a fracdo de biomassa néo

agregada é residual. Apds estabilizacdo dos indicadores morfolégicos e de desempenho
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operacional, a eficiéncia de remocao de corante atingiu valores acima de 80%, apesar da
fase anaerobia ter a duragdo de apenas 1,5 h. Verificou-se que a introdu¢do de uma purga
controlada de biomassa dos biorreatores, com o objetivo de reducédo da idade de lamas de
35 para 15 dias, resultou numa imediata diminuicdo do rendimento de remocéo de cor, de
85 para 57%. Esta resposta tdo rapida do sistema ndo encontrou uma explicacao satisfatoria
no conjunto das analises realizadas, mas é um fator importante que urge estudar, pelo seu
efeito numa das variaveis criticas de desempenho (descoloracdo). Ainda neste ensaio,
observou-se pela primeira vez a aparente bioconversdo de um dos metabolitos primarios da
biorreducdo do corante, durante a fase aerébia do ciclo operacional. A maior extensao da
fase aerdbia da etapa reacional, em conjunto com a gama alta de valores de idade de lamas
atingida pela biomassa, poderd ter permitido o desenvolvimento nos granulos de uma
populacdo microbiana com capacidade de biodegradacdo de aminas aromaticas

recalcitrantes.

Foram ainda realizados ensaios de ozonizacdo e irradiacdo UV, aplicados ao mesmo
efluente téxtil simulado apds o seu biotratamento em SBR laboratorial com ocorréncia de
biodescoloracéo. P6de concluir-se que a irradiacdo conduz a uma conversdo mais eficiente
de um dos metabolitos priméarios da biorreducao do corante AR14, a amina 4A1NS. No final
deste tratamento, observou-se o desaparecimento do pico cromatografico (HPLC)
correspondente a esta amina, ndo se observando 0 aparecimento de novos picos
indicadores da formacado de produtos reacionais subsequentes. Verificou-se igualmente que
ap6s um tratamento de ozonizagdo com a duracdo de 5 min, o pico cromatografico da amina
4AINS foi reduzido a uma dimensao correspondente a perto de 85% remocdo. Contudo, o
prolongamento do tratamento para além de 20 min levou ao aparecimento de um pico
adicional com tempo de retengdo mais curto. Em termos de eficiéncia, ha a notar que, para
se atingir o mesmo grau de remocdo da amina 4AINS (85%) por irradiacdo UV, foi
necessario uma duragdo minima de tratamento de 20 min. Os processos de oxidacao
avancada testados revelaram-se, assim, hipéteses prometedoras para o pos-tratamento de

efluentes téxteis pré-tratados em biorreatores de lamas ativadas.

9.2 Perspetivas de trabalho futuro

Face as dificuldades analiticas na identificacdo e quantificacdo precisa dos produtos de
biodegradacdo e oxidacdo avancada de corantes, sentidas no decorrer to trabalho, seria
importante complementé-los com a realizacdo de testes de avaliacdo de toxicidade. Deste
modo, a incerteza quanto a identidade e, em consequéncia, a perigosidade dos produtos

emitidos para o meio hidrico seria minimizada. Sugere-se que a toxicidade seja avaliada
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com ensaios padronizados, em amostras do efluente simulado alimentado e em amostras
colhidas ap0s as etapas reacionais anaerdbia e aerdbia nos biorreatores SBR, bem como a
diferentes tempos de tratamento nas etapas de ozonizacéo e irradiagdo UV. Tal informagéo
seria de grande importancia para a quantificacdo do risco associado aos produtos
persistentes resultantes das diferentes fases de tratamento, permitindo ajustar as condi¢cdes
operacionais de forma a minimiza-lo. Em particular, pretende-se aqui obter uma medida das
consequéncias da aparente maior capacidade de conversdo de metabolitos da
biodescoloracao exibida pelo sistema de granulos aerdbios desenvolvido em biorreator SBR
com idade de lamas mais elevada e etapa de arejamento mais prolongada. Se se comprovar
que os niveis de destoxificacdo eventualmente resultantes da etapa biolégica sdo
comparaveis aos gerados com 0s pds-tratamentos por oxidagdo avancada, tal reforcara o
potencial dos granulos aerdbios para o tratamento de efluentes téxteis.

Tendo em conta as dificuldades encontradas no presente trabalho com a estabilidade dos
granulos desenvolvidos em SBR com agitagcdo mecénica, outro aspeto a estudar no futuro é
a otimizagdo da hidrodinamica do biorreator. Em especial dever&o ser testadas alternativas
para a agitacdo na fase anaerdbia, de forma a permitir a manutengdo da integridade dos

granulos e o seu crescimento, sem comprometer a biodescoloragéo.

ApOs resolugéo técnica da questdo anterior, poder-se-ia avangar para testes de tratamento
de efluentes colhidos em instalagfes industriais téxteis, neste sistema de granulos aerobios
em SBR néo tubular. Em caso de sucesso nestes testes, poder-se-ia partir para um projeto

em parceria empresarial para conce¢do de um prototipo a escala piloto.
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