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RESUMO

O descarte de efluentes contendo altas concentracoes de sulfato em corpos
hidricos € responsavel por provocar graves problemas ambientais. Uma
alternativa promissora € o tratamento biolégico utilizando bactérias redutoras de
sulfato (BRS), microrganismos responsaveis pela reducao do sulfato e geracao de
alcalinidade. Dessa maneira, o presente estudo avaliou a eficiéncia no tratamento
e a estrutura das comunidades microbianas em 8 reatores anaerobios operados
em bateladas sequenciais tratando efluente sintético rico em sulfato com pH 4,0
utilizando quatro diferentes fontes de inéculo, imobilizados ou néo, operados em
duas fases, alternando entre elas o doador de elétrons. O percentual de remocéao
de sulfato com lactato variou entre 67+3% e 80£2% e com etanol entre 37+11%
e 67+3%. A remocao de DQO com lactato variou de 34+9% a 70+4% e com etanol
de 31+2% a 65%5%. Exceto por um reator, todos os outros apresentaram alta
producao de alcalinidade (principalmente na fase lactato) e consequentemente
atingiram valores de pH de efluente acima de 5,50. A remocao de ferro em todos
os reatores foi acima de 90%. As analises de pirosequenciamento mostraram um
aumento na abundancia relativa de BRS nos reatores ao longo da operacao, com
a presenca dos géneros: Desulfovibrio, Desulfobulbus, Desulfomicrobium e
Syntrophobacteraceae. A analise dos indices de diversidade mostrou que houve
uma diminuicao da riqueza microbiana ao longo da operacdao. O género
Desulfovibrio apresentou uma consideravel abundancia em todos os reatores
imobilizados na fase etanol, enquanto que o género Desulfobulbus se destacou
quando lactato foi o doador de elétrons. Este trabalho demonstrou através dos
parametros operacionais e abundancia microbiana que € possivel obter sucesso

na aclimatacao de um lodo com perfil metanogénico para a remocao de sulfato.

Palavras-chave: Bactérias redutoras de sulfato (BRS). Origem do indculo.

Imobilizacao. Lactato. Etanol. Riqueza microbiana.



ABSTRACT

The disposal of sulfate-rich wastewaters is responsible for causing serious
environmental problems. A promising alternative is the biological treatment
using sulfate reducing bacteria (SRB), which is a specific type of bacteria
responsible for reducing sulfate and generates alkalinity. Thus, the present study
evaluated the efficiency of the biological removal of sulfate and the structure of
the microbial communities in 8 anaerobic reactors operated in sequential
batches treating synthetic sulfate rich wastewater with pH 4.0 using four
different sources of inoculum, immobilized or not, operated in two phases,
alternating the electron donor. The percentage of sulfate removal in the lactate
phase ranged from 67+3% to 80£2% and in the ethanol phase between 37£11%
and 67+3%. The removal of COD in the lactate phase ranged from 34+9% to
7024% and in the ethanol phase from 31+2% to 65+5%. Except for the ETI2-I
reactor, all reactors presented high alkalinity production (mainly in the lactate
phase) and consequently reached effluent pH values above 5.50. Iron removal in
all reactors was above 90%. The pyrosequencing analysis showed an increase in
the relative abundance of SRB in the reactors during the operation, with the
presence of the following genera: Desulfovibrio, Desulfobulbus, Desulfomicrobium
and Syntrophobacteraceae. The analysis of diversity indexes showed that there
was a decrease in microbial richness throughout the operation. The
Desulfovibrium genus showed considerable percentages in all the reactors
immobilized in the ethanol phase, while the Desulfobulbus genus was present in
the lactate phase of all the reactors. This work showed through the operational
parameters and microbial abundance that it is possible to achieve success in the

acclimatization of a sludge with methanogenic profile for the removal of sulfate.

Keywords: Sulfate reducing bacteria (SRB). Source of inoculum. Immobilization.

Lactate. Ethanol. Microbial diversity.
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1 INTRODUCAO

Processos biologicos que envolvem a remocdo de sulfato (SOf7) ocorrem
majoritariamente por meio das bactérias redutoras de sulfato (BRS), que sao
microrganismos anaerobios que utilizam sulfato como principal receptor de
elétrons na oxidacao de compostos organicos. A reducao do sulfato tem como
principal produto o sulfeto (S2-/H2S/HS") e esse processo proporciona a geracao
de alcalinidade com a liberacao de ions bicarbonato (HCO3). Existem dois grandes
grupos de BRS, as que fazem a oxidacdo completa e as que fazem a oxidacao
incompleta da matéria organica. O primeiro grupo tem como produto final gas
carbonico (COz), enquanto que o segundo grupo, o acetato (CH3COO-) (MUYZER;
STAMS, 2008).

Por mais que o sulfato seja um dos anions mais abundantes na natureza, sado
as atividades antropogénicas as grandes responsaveis pelas contaminacoes nos
corpos hidricos. Essas emissoes podem ser domésticas ou industriais, onde
apenas a segunda € considerada preocupante, uma vez que a quantidade de
sulfato emitida no esgoto domeéstico € proporcionalmente inferior. Dentre as
industrias que produzem efluentes contendo sulfato, podem-se destacar os
processos relacionados a producao de papel e celulose, de alcool (fermentacao),
industria farmacéutica, petroquimica, atividades mineradoras, etc. (HAO et al.,
2014; NAGPAL et al., 2000).

Sérios danos podem ser causados ao meio ambiente por consequéncia de altas
concentracoes de sulfato nos corpos hidricos. Na auséncia de oxigénio e nitrato,
o sulfato pode atuar como o Ginico receptor de elétrons, sendo convertido a sulfeto
de hidrogénio (H2S). O sulfeto de hidrogénio por sua vez produz mau odor, €
corrosivo e extremamente toxico aos seres humanos (LENS et al., 1998). Dessa
forma, os efluentes ricos em sulfato devem ser tratados previamente para evitar
qualquer tipo de problema ambiental.

Dessa maneira, além de exercerem um papel crucial no ciclo do enxofre, as

BRS podem auxiliar na biorremediacao de efluentes ricos em sulfato, uma vez
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que esses microrganismos, além de reduzirem o sulfato, também permitem o
aumento do pH do efluente devido a geracao de alcalinidade, e o sulfeto gerado
pode atuar como um agente precipitante de metais. Em funcao de fatores
economicos e de eficacia, a utilizacao das BRS constitui uma alternativa viavel
quando se trata de aguas residuarias acidas e na presenca de metais pesados,
como por exemplo, a drenagem acida de minas (DAM) (ANAWAR, 2013).

No tratamento anaerobio de efluentes ricos em sulfato, inimeros fatores
podem influenciar a eficiéncia do processo, bem como a partida de sistemas
biologicos. Dentre os muitos fatores, alguns exemplos sdo: tempo de detencao
hidraulica, relacao DQO/sulfato, origem do inoculo, pH, temperatura de
operacao, doador de elétrons, tipo de reator, material suporte, etc. (HAN, 2016;
ZHANG; WANG).

A partida da grande maioria dos reatores anaerobios em escala plena requer
elevados volumes de biomassa para inicio do processo. No caso de reatores
sulfetogénicos, esse requisito se torna uma dificuldade, visto que nao existe um
grande numero de reatores sulfetogénicos em operacao que poderiam atuar como
fonte de ino6culo para novos sistemas. Dessa maneira, uma das alternativas para
a partida de reatores anaerobios em grande escala tratando efluentes ricos em
sulfato é a utilizacdo de um inoculo metanogénico. Nesses casos, espera-se um
periodo inicial de adaptacdo do lodo de forma a selecionar a comunidade
microbiana rica em BRS, o que se constitui um parametro importante na escolha
da fonte de origem do indéculo. Além da influéncia da origem, deve-se buscar
sempre formas mais baratas e acessiveis de fonte de carbono, visando a maior
eficiéncia do processo em termos operacionais e financeiros, sem deixar de ser
uma boa estratégia para o desenvolvimento das BRS.

O presente estudo avaliou a eficiéncia da biorremediacao de aguas ricas em
sulfato com base na remocao deste e de ferro, bem como a estrutura das
comunidades microbianas de bactérias redutoras de sulfato em reatores
anaerobios operados em batelada utilizando-se quatro diferentes fontes de
inoculo, imobilizados e mnao imobilizados, e duas fontes de carbono

separadamente.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia da origem do inéculo, da imobilizacao ou nao da biomassa

e do doador de elétrons sobre a eficiéncia da remocao de sulfato e a estrutura da

comunidade microbiana de reatores sulfetogénicos operados em batelada

sequencial em condicoes acidas.

2.2 Objetivos Especificos

a) Determinar a eficiéncia da remocao de sulfato, demanda quimica de

oxigénio (DQO) e ferro em funcao do inoculo (dois oriundos de reatores
tratando efluentes industriais e dois de reatores tratando esgoto),
imobilizacao microbiana ou nao em espuma de poliuretano e utilizacao de

dois doadores de elétrons (etanol e lactato);

b) Avaliar e quantificar o crescimento da populacao de bactérias redutoras de

sulfato em funcado da origem do inoculo, da imobilizacdo ou nao da

biomassa e dos doadores de elétrons;

Determinar a diversidade e a estrutura das comunidades microbianas nos
dominios Bactéria e do grupo de Bactérias Redutoras de Sulfato por meio

de sequenciamento e analise de abundancia.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta secdao sdo apresentados dados para a contextualizacao da pesquisa
realizada, abrangendo os itens reducao biologica do sulfato, tratamento
anaerobio de aguas ricas em sulfato, competicio entre BRS e arqueias
metanogénicas, condicoes ambientais operacionais (incluindo doador de

elétrons, imobilizacao e origem do inéculo) e condicoes gerais.

3.1 Reducao biolégica de sulfato

Bactérias redutoras de sulfato sdo microrganismos procariontes anaerobios
encontradas geralmente em ambientes com auséncia de oxigénio e que obtém
energia para sintese e crescimento de células por meio da oxidacao de compostos
organicos ou hidrogénio molecular (H2), também conhecidos como doadores de
elétrons, e por meio da reducdo de sulfato (S0Z7) a sulfeto (S2-/H2S/HS)
(LOVLEY, 2006). O interesse nesse grupo especifico de microrganismos tem
crescido desde a descoberta de suas fungoes que auxiliam desde a remediacao
ambiental até o funcionamento dos ecossistemas. Portanto, além da participacao
no ciclo do enxofre, as BRS exercem uma variedade de funcodes, como:
biodegradacao de efluentes clorados aromaticos, metilacdo do mercurio e
ciclagem da matéria organica (ATKINSON; SHERWOOD, 1995; RODRIGUEZ et
al., 2016; VIEIRA et al., 2016).

Apdés muitos anos de investigacoes e pesquisas, mais de 120 espécies e 40
géneros pertencentes a trés filos diferentes de bactérias e um filo no Dominio
Archaea foram registrados (BARTON; HAMILTON, 2007). Dentre esses 40
géneros, podem-se dividi-los em dois tipos distintos em relacao a oxidacao de
compostos organicos: completa ou incompleta (Tabela 1), em que as que realizam
a oxidacao completa da matéria organica tém como produto final o CO2, enquanto

que as que realizam a oxidacao incompleta tem como produto final o acetato
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(HAO et al., 2014). As BRS que fazem a oxidacao completa dos compostos
organicos comumente também utilizam o acetato como substrato destinado ao
crescimento, podendo utilizar duas rotas metabodlicas diferentes para sua
oxidacao: ciclo do acido citrico modificado (série ciclica de reacoes que resultam
na conversao do acetato em dioxido de carbono e NADH) ou rota do acetil-CoA
(via autotrofica de fixacao de dioxido de carbono e oxidacao de acetato) (MUYZER;
STAMS, 2008). Normalmente, as BRS que fazem a oxidacao incompleta auto
competem com as que fazem a oxidacao completa por substratos disponiveis no
sistema, e as incompletas acabam se tornando dominantes da rota metabdlica.
Uma vez utilizadas no tratamento de efluentes, as BRS responsaveis pela
oxidacao incompleta podem gerar acumulo de acetato e prejudicar o descarte do
efluente em questao pelo excesso de matéria organica (HAO et al., 2014).

A oxidacado da matéria organica por meio da reducao do sulfato permite que
oito elétrons sejam recebidos pela molécula de sulfato e apenas quatro sejam
doados, em termos equivalentes de demanda quimica de oxigénio, pela molécula
de oxigénio, o que gera uma equivaléncia de dois mols de oxigénio para cada um
mol de sulfato. Considerando-se a massa molar, tem-se a relacao de 0,67 g de 0,
por grama de SOZ~. Essa relacdo de matéria organica (DQO)/sulfato igual a 0,67
significa que havera sulfato suficiente para remover toda a matéria organica
(DQO) presente no efluente pelas BRS (LENS et al., 1998). Dessa maneira,
quando essa relacao for inferior a 0,67, havera uma quantidade insuficiente de
DQO para que todo sulfato seja reduzido. O contrario se aplica quando essa
relacao for superior a 0,67, significando que o excesso de matéria organica
demandara a presenca de outros microrganismos para que todo consumo de
DQO seja realizado, evitando-se excesso de matéria organica no efluente (LENS

et al., 1998).
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Tabela 1 — Principais géneros de BRS e aceptores de elétrons

Aceptor de Elétrons utilizados para crescimento
(além do S0Z7)
Desulfovibrio S0%7/S,0% /Fumarate/Fe(lll)/Mn0O,/NO; /NO3 /O,

Género

Desulfomicrobium $0%7/S,0% /Fumarate/N0O; /DMSO

Desulfohalobium 5027 /5,03 /S°

Desulfonatronum 5027 /5,03
Desulfobotulus S05~

Desulfocella -

Desulfofaba 5027 /5,03
Desulforegula Desulfoviridin
Desulfobulbus S$0%7/S,0% /Graphite/Fe(lll)/NO; /NO5 /0,
Desulfocapsa 5027 /5,03 /S°

Incompletas Desu{}ofustis 50%7/S°
Desulforhopalus S02~ /5,03 /NO3
Desulfotalea 5027 /5,03 /S° /Fe(lll)-citrato
Thermodesulfobacterium S0%/S,0%
Thermodesulfovibrio S02~ /S,0% /Fe(lll) / Arsenate
Desulfosporosinus S02~/5,0% /SO /Fe(Ill)
Desulfotomaculum 502~ /S,0%/S°
. 3-clorobenzoato/Fumarato/S02~/
Desulfomonile /5,02~ /S° /NO;
Desulfothermus S05~
Desulfobacter 5027 /5,03
Desulfobacterium S02~/S,0% /Fumarate
Desulfobacula 5027 /5,03
Desulfococcus S02 /5,03

Desulfofrigus S$0%7/S,0% /Fe(lll)-citrato
Desulfonema S02~ /5,03~ /NO3
Desulfosarcina S027/5,0%/S°

Desulfospira S027/5,0%/S°
Desulfotignum S02~ /5,03 /C0,

Desulfatibacillum S027 /5,03
Completas Desulfarculus S027 /5,03
Desulforhabdus S0%/S,0%

Desulfovirga S0%7/S,0%7/S°
Desulfobacca S02~/S,0%

Desulfospira S027/5,0%/S°
Desulfacinum S027/5,0%/S°

Desulfonauticus 5027 /5,03 /S°
Desulfonatronovibrio 50%7/S,037/5°/0,
Thermodesulforhabdus S05~
Thermodesulfobium S,02~/NO; /NO3
Archaeoglobus 5027 /5,0%

Fonte: Adaptado de HAO et al. (2014).

O sulfato € o receptor de elétrons terminal para o crescimento das BRS,
porém, quimicamente o sulfato € um receptor desfavoravel do ponto de vista

PN . (\I}
termodinamico, uma vez que seu E

soz-—soz- (potencial de redugao) € muito

negativo (E = -516 mV), o que impossibilita a reducao pelos mediadores

S0Z~-S02~
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de elétrons intracelulares que estdo presentes nas BRS: ferroxidina e NADH.
Dessa maneira, o ion sulfato € ativado pela enzima ATP sulfurilase, de forma que
o par S02~ /502~ possui um potencial de reducdo maior, o que permite a reducao
pela ferroxidina e NADH. Posteriormente, com auxilio de outra enzima
dependente de ATP, o APS sera convertido no sulfito, que € mais reduzido que o
sulfato (Esoég__sz_ = -116 mV) e possui um potencial de reducdo menor,
favorecendo a formacao de sulfeto (MUYZER; STAMS, 2008). Portanto, sao
necessarias duas moléculas de ATP para a reducao de uma molécula de sulfato,
o que significa um ganho liquido de um quarto a um terco de molécula de ATP
por molécula de sulfato reduzida.

As BRS tém a capacidade de utilizar outros aceptores de elétrons para
crescimento ou fermentacao de substratos na auséncia de aceptores inorganicos
de elétrons, entre eles o tiossulfato, sulfito e enxofre podem atuar como
receptores de elétrons. Outros compostos que podem ser utilizados como
aceptores de elétrons sao nitrito, nitrato, amoénio, compostos organicos, ferro III,
uranila, cromato, etc. (Tabela 1). Portanto, nem todos esses aceptores de elétrons
associam o processo de reducao ao processo de crescimento (MUYZER; STAMS,
2008).

Com o desenvolvimento de analises filogenéticas utilizando sequéncias do
rRNA e dos genes dsrAB (presentes em todas BRS) que sdo responsaveis pela
codificacdo de enzimas importantes na respiracdo dissimilatéria do sulfato,
novas espécies vém sendo descobertas. As BRS sao agrupadas em quatro grupos
distintos: BRS mesofilas gram negativas nao formadoras de esporos, BRS gram
positivas formadoras de esporos, BRS termofilicas e RS Arqueia (CASTRO;
WILLIAMS; OGRAM, 2000).
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3.2 Tratamento anaerdobio de aguas ricas em sulfato

A descarga indiscriminada de aguas residuais ricas em sulfato interfere
diretamente no ciclo do enxofre, além de ser prejudicial a qualidade da agua.
Para regulamentar e fiscalizar existem as resolucoes CONAMA 430/11 e 357/05
que estabelecem restricoes para lancamento de efluentes no meio ambiente. As
industrias de papel e celulose, petroquimicas, produtoras de alcool, téxtil,
curtumes, mineracao e fundi¢coes sao as principais emitentes de efluentes ricos
em sulfato. Varias formas de tratamento vém sendo utilizadas, como:
precipitacao quimica, separacao por membranas, troca idnica € osmose reversa.
Porém, a reducao biologica do sulfato € vista como uma alternativa promissora,
uma vez que, além de remover sulfato, produz alcalinidade e ainda remove metais
pesados tornando o processo eficaz e economicamente favoravel. Portanto, além
do papel fundamental exercido pelas BRS no ciclo de enxofre, esses
microrganismos podem ser bastante uteis na biorremediacao de efluentes ricos
em sulfato.

As BRS atuam na biorremediacao por meio da reducao de sulfato e producao
de sulfeto de hidrogénio (Equacao 1), na precipitacdo de metais por meio da
formacao de sulfetos metalicos (MeS) (Equacao 2) e na geracao de alcalinidade

por meio da liberacado de ions de bicarbonato (Equacao 3).

Doador de elétrons + SO2~ — H,S + HCO3 (1)
HS™ + M+ - MeS(S) + H+ (2)
HCO; + 2H* = COyg + Hy0 3)

Além de versateis em relacao a variedade de aceptores e doadores de elétrons
que elas podem utilizar, as BRS também sobrevivem a uma gama diversa de

condicoes ambientais. Ja se detectou/isolou BRS de sedimentos marinhos,
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fontes hidrotermais, vazamentos de hidrocarbonetos e vulcoes de lama, locais
com valores extremos de pH, campos de petrdleo, sedimentos de agua doce e
usinas de tratamento anaerobio de efluentes (MUYZER; STAMS, 2008).

Portanto, por mais que o pH 6timo para desenvolvimento de BRS seja entre 6-
8, percebe-se que esses microrganismos tem a capacidade de crescimento em
ambientes extremos e desfavoraveis, como em pH acido, por exemplo (SANCHEZ-
ANDREA et al., 2014).

Porém, as BRS também podem causar graves problemas para industrias
petroquimicas e agroindustriais, por exemplo. Sua problematica na area
agroindustrial se da no tratamento dos residuos oriundos desse setor, uma vez
que a presenca desses microrganismos pode reduzir o percentual de metano no
biogas, o que energeticamente é considerada uma desvantagem. Ja nas
industrias petroquimicas o problema se da pela formacdo do sulfeto de
hidrogénio que pode causar corrosao e problemas de seguranca de trabalho para
funcionarios desse ramo da industria que trabalham em plataformas maritimas

(MUYZER; STAMS, 2008).

3.3 Competicao entre BRS e arqueias metanogénicas

Ambientes anaerébios com baixos potenciais de oxirreducao e ricos em sulfato
proporcionam a competicao entre as BRS e as arqueias metanogénicas (AM)
(microrganismos anaerobios responsaveis pela producao de metano) pelos
substratos disponiveis no meio.

Ao contrario das BRS, as arqueias metanogénicas usam um numero limitado
de substratos para o crescimento, como hidrogénio, acetato e gas carbonico. Nao
ha registros do uso de acidos organicos (lactato, butirato, propionato, por
exemplo) para crescimento das AM, o que as tornam dependentes de outros
microrganismos que degradam esses compostos gerando os produtos que sao

substratos para elas (MUYZER; STAMS, 2008).
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Dessa maneira, em ambientes ricos em sulfato, hidrogénio e acetato serao
alvo da competicao entre BRS e AM. Cineticamente, a oxidacao realizada pelas
BRS ocorre a uma velocidade maior do que a realizada pelas AM, uma vez que as
BRS possuem variacoes na energia livre de Gibbs (AG°) mais negativas, o que
significa que sao termodinamicamente favorecidas na competicao por substratos
com as arqueias metanogénicas, como pode ser comparado através da Tabela 2

(CHERNICHARO, 2007; MUYZER; STAMS, 2008).

Tabela 2 — Termodinamica das reacoes mediados por BRS e AM

Equacao AG® (kJ/reacao)
Bactérias Redutoras de Sulfato
4H, + SO~ + H* - HS™ + 4H,0 -151,9
Acetato™ + SO~ —» 2HCO5 + HS™ -47,6
Arqueias Metanogénicas
4H, + HCO3 + H* - CH,4+ 3H,0 -135,6
Acetato™ + H,0 - CH,+ HCO3 -31,0

Fonte: Adaptado de MUYZER e STAMS (2008).

Outros dois fatores que favorecem as BRS na competicao por substratos sao
sua maior producao de biomassa e taxa de crescimento especifico como pode ser
visualizado na Tabela 3 (HILTON; OLESZKIEWICZ, 1987; OMIL et al., 1997). A
competicao entre BRS e AM pode ser influenciada também por fatores
ambientais/operacionais, como pH, presenca de nutrientes, temperatura e
relacao DQO/S0;™.

As BRS, além de competirem com as AM, também podem competir entre si
quando a quantidade de sulfato for insuficiente para a completa oxidacdao dos
compostos organicos. E, na auséncia de acetato, as BRS precisam coexistir com

as bactérias homoacetogénicas.
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Tabela 3 — Parametros cinéticos para BRS e AM

Parametro Cinético BRS AM
umax (d-1) 0,120 0,041
Taxa de Crescimento Especifico (gSSV/g acetato removido) 0,050 0,025
Fonte: Adaptado de OMIL et al. (1997).

As BRS, além de competirem com as AM, também podem competir entre si
quando a quantidade de sulfato for insuficiente para a completa oxidacao dos
compostos organicos. E, na auséncia de acetato, as BRS precisam coexistir com

as bactérias homoacetogénicas.

3.4 Condicoes ambientais e operacionais

Ha uma série de fatores que podem influenciar/afetar a eficiéncia de
bioprocessos envolvendo a reducao biolégica de sulfato, podendo eles serem
microbiologicos, operacionais e/ou relacionados a composicao do afluente. O
primeiro esta relacionado a origem do indéculo e aos microrganismos ali
presentes. O segundo dependera da concentracao de sulfato, presenca ou nao de
metais pesados e/ou outras substancias e o pH. E o terceiro pode incluir o
substrato e sua concentracdo, temperatura, concentracdo de H,S, tempo de

detencao hidraulica, entre outros.

3.4.1 Doador de elétrons

A presenca de doadores de elétrons no tratamento de aguas residuarias ricas
em sulfato € essencial para que aconteca o tratamento biolégico por meio de BRS.
Alguns desses efluentes ja possuem altas concentracoes de DQO, satisfazendo a
condicao de doadores de elétrons, porém outros possuem baixa carga de matéria

organica. Sabe-se que para que a reducao de sulfato ocorra de forma eficiente, €
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necessario que se respeite, no minimo, a relacdo massica DQO/sulfato
estequiométrica de 0,67. Portanto, muitas vezes € necessario que se adicione
uma fonte externa de carbono para auxiliar na reducao completa de sulfato.

Os doadores de elétrons oxidados pelas BRS sao, normalmente, aqueles com
baixo peso molecular. Porém, variados tipos de substancias organicas complexas
vém sendo implementadas como fonte de carbono e doadores de elétrons, como
vinhaca, esterco bovino, soro de leite (GODOI et al., 2017; RIBEIRO, 2017).
Compostos organicos sintéticos de baixo peso molecular como lactato, butirato,
acetato, propionato, etanol e outros alcoois também sao usualmente empregados
(VISSER et al., 1993).

Diferentes doadores e receptores de elétrons resultam em diferentes
rendimentos de crescimento de biomassa de BRS. A utilizacao de H, como doador
de elétrons € menos eficiente no crescimento de BRS quando comparado com a
utilizacao de acetato, por exemplo (SPEECE, 1996). A velocidade de consumo de
substratos pelas BRS depende tanto da concentracdao de doadores de elétrons
quanto da concentracao de receptores de elétrons. E essas concentracoes afetam
diretamente o sistema, principalmente a competicao entre as BRS e as AM.

A escolha do doador de elétrons para a reducao biolégica de sulfato se baseia
em trés grandes consideracoes: eficiéncia e/ou habilidade do doador de elétrons
em reduzir ou remover completamente a presenca de sulfato no efluente, o custo
desse doador de elétrons por unidade de sulfato convertida a sulfeto e a facilidade
de obtencao, manuseio e seguranca.

Dentre os muitos doadores de elétrons frequentemente utilizados para
auxiliar na remocao de sulfato, apenas sera aprofundado nessa revisao os que
foram utilizados para o desenvolvimento desse trabalho, apresentados na Tabela

4.
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Tabela 4 — Vantagens e desvantagens da utilizacao de lactato e etanol como

doadores de elétrons para BRS

Substrato Vantagens Desvantagens

- Fonte de carbono e doador de

elétrons preferencial;
- Alto rendimento do crescimento da
Lactato biomassa; - Alto custo;

- Alta producao de alcalinidade;

- Menos suscetivel a toxicidade
causada pelo sulfeto;

- Baixo crescimento de

BRS;
Etanol - Custo relativamente barato; - Oxidacao incompleta nao
- Facilmente oxidado pelas BRS; produz alcalinidade

suficiente e gera acumulo
de acetato no sistema;

Fonte: Adaptado de KAKSONEN e PUHAKKA (2007).

O lactato é amplamente empregado como um substrato organico no
crescimento das redutoras de sulfato pelo fato de ser utilizado como um doador
de elétrons e também ser uma fonte de carbono para muitas espécies desse grupo
de microrganismos. A reducao de sulfato utilizando lactato como doador de
elétrons esta descrita nas Equacoes 4 e 6.

A Equacao 4 representa a reducao de sulfato associada a oxidacado incompleta
do lactato, tendo como um dos produtos finais o acetato. Enquanto que a
Equacao 6 representa a reducao de sulfato a partir da oxidacao do acetato.

Algumas espécies, como a Desulfovibrio desulfuricans, por exemplo, fazem a
oxidacao completa da matéria organica, levando lactato a (€0, (OKABE;
CHARACKLIS, 1992). Porém, a oxidacao completa do lactato nao € realizada pela
maioria das espécies Desulfobacter e Desulfobacterium. E espécies como a
Desulfonema magnum nao crescem em lactato (WIDDEL, 1988).

O etanol é outro doador de elétrons atrativo para as BRS. Uma eficiéncia de
conversao de sulfato de até 80% foi alcancada com altos valores de carga de
sulfato utilizando etanol como doador de elétrons (BARNES et al., 1991; CUNHA
et al., 2018; VIEIRA et al., 2016). De acordo com Nagpal et al. (2000), algumas
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espécies de BRS como Desulfovibrio desulforicans e Desulfobacter postgatei sao
capazes de realizar a oxidacao completa do etanol levando-o a C0O,. Porém,
algumas espécies utilizam a rota incompleta para degradacao do etanol, como

demonstrado nas Equacédes S e 6.

2 lactato + SO}~ — 2acetato™ + 2HCO; + HS™ + H* (4)
2 etanol +S02~ — 2acetato” + HS™ + H* + 2H,0 (5)
acetato™ + SOy~ —» 2HCO; + HS™ (6)

A utilizacao do etanol faz com que as limitacoes na transferéncia de massa se
tornem insignificantes quando comparado com outros doadores de elétrons
(Stucki et al., 1993; van Houten et al., 1994). Porém, assim como todas as outras
fontes de carbono, o crescimento das BRS acaba sendo menor pelo fato da
inibicdo causada ao consorcio microbiano devido ao H,S nao dissociado.

Tanto lactato quanto etanol podem ser oxidados por rotas incompletas,
ocasionando um aumento na concentracao de oxigénio dissolvido na forma de
DQO no efluente final por acimulo de acetato. Porém, esse problema pode ser
revolvido pela presenca de AM que podem utilizar o acetato como substrato em
seu metabolismo em sistemas biologicos que operam com consoércios

microbianos (NAGPAL et al., 2000).

3.4.2 Imobilizacao

Outro fator importante no desenvolvimento de sistemas anaerobios no
tratamento de efluentes ricos em sulfato é a formacdo ou nao de biofilmes.
Biofilmes constituem-se ambientes favoraveis onde consorcios de

microrganismos operam de forma sinérgica em relacao a utilizacao de
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subprodutos (RIBEIRO et al., 2005). Os principais responsaveis pela integridade
estrutural e funcional dos biofilmes, devido as forcas coesivas que exercem, sao
as moléculas de substancias poliméricas extracelulares (EPS), que sao
excretadas por microrganismos que compoe essa estrutura simbiotica e tornam
possivel a estruturacao e desenvolvimento da arquitetura matricial (FLEMMING;
WINGENDER, 2001).

Existem diversas formas de imobilizacao de biomassa que proporcionam a
formacao de biofilmes, seja por meio da utilizacao de materiais suporte, como:
areia, espumas de diferentes materiais poliméricos, materiais ceramicos, etc, ou
por meio de processo de auto imobilizacdo, como, por exemplo, a formacao de
granulos. Devido a vasta gama de possiveis materiais suporte, muitos estudos
sdo conduzidos com intuito de avaliar o baixo custo comercial desses materiais
suporte (CAMARGO; NOUR, 2001; CHENG et al., 1992) ou até mesmo o grau de
adesao em diversos tipos de materiais com énfase nos aspectos fundamentais
que governam a formacdo de biofilmes (VANDEVIVERE; KIRCHMAN, 1993;
VARRIER et al., 1987). Ambas abordagens sao importantes para o
desenvolvimento de tecnologias na area do tratamento anaerobio de efluentes,
uma vez que combinam teoria e pratica. Um dos grandes motivos pelos quais se
opta pela utilizacdo de células imobilizadas na operacao de reatores € o fato de
essas serem mais tolerantes a compostos toxicos quando comparadas com as
células livres. As camadas exteriores protegem as camadas interiores contra
esses agentes toxicos devido a resisténcia a transferéncia de massa entre
camadas (GANTZER, 1989).

A espuma de poliuretano tem sido vastamente empregada como material
suporte em muitos estudos envolvendo tratamento de efluentes e, de forma geral,
tem sido amplamente utilizada em reatores de leito fixo (RIBEIRO et al., 2005;
RODRIGUEZ et al., 2016; SILVA et al., 2002). Rodriguez e Zaiat (2011) avaliaram
a influéncia da fonte de carbono e da origem do inéculo na dindmica de adesao
da biomassa em reatores anaerobios tratando DAM. Observou-se nesse trabalho
que a concentracao de biomassa esteve diretamente ligada ao tamanho da

molécula de cada substrato, sendo que a combinacao de do acido féormico como
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fonte de carbono e inoculo oriundo de reator metanogénico do tipo UASB resultou
na maior concentracao final de biomassa. Entretanto, as velocidades maximas
de colonizacado foram dependentes da origem do inoculo, tanto para etanol
quanto para lactato, sendo que com sedimento da mineracao obteve-se
resultados mais relevantes para esse parametro.

Varesche et al. (1997) avaliaram a fixacao de biomassa em espumas de
poliuretano em reator anaerobio de fluxo horizontal tratando substrato a base de
glicose. Observaram-se trés diferentes matrizes de microrganismos na espuma
de poliuretano: micro granulos, biofilmes multicelulares médios e células
individuais. A utilizacao de microscopia eletronica de varredura (MEV) utilizada
nesse trabalho possibilitou inferéncias na composicao bacteriologica da
biomassa aderida ao suporte, formada por diferentes tipos morfologicos,
conferindo uma significancia ecologica para as matrizes dentro das estruturas.
De maneira geral, esse estudo comprovou que as matrizes do poliuretano
oferecem condicoes oOtimas de crescimento e retencdo dos microrganismos
anaerobios devido ao favorecimento para o fluxo de substrato e produtos gerados

pelas estruturas do biofilme.

3.4.3 Origem do inéculo

Em se tratando de partida de reatores anaerdbios, um dos fatores cruciais
para que se tenha uma partida eficiente é a origem do inéculo utilizado. Alguns
exemplos de inoculos utilizados em reatores anaerobios, sao: dejetos de
ruminantes, rumen, cama de frangos, sedimentos de cavas de minas, lodo
anaerobio oriundo de reatores que ja estdo em operacao, entre outros (HAO et
al., 2014).

Porém, para o tratamento biologico de aguas residuarias ricas em sulfato,
devido a alta especificidade do efluente, utilizam-se normalmente lodos
anaerobios oriundos de reatores previamente em operacao. Esses lodos podem

ser procedentes de tratamento de efluente doméstico ou de tratamento de
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efluentes industriais, o que pode exigir um periodo de adaptacao para tratamento
de efluentes ricos em sulfato.

Considerando que o esgoto sanitario € um tipo de efluente que contem
basicamente matéria organica e alguns nutrientes, o lodo proveniente dos
reatores que tratam esse tipo de agua residuaria tende a ser mais diversificado e
menos especifico (principalmente no que se diz a adaptacao para reducao de
sulfato). Por outro lado, devido a vasta diversidade de processos industriais, cada
efluente de cada tipo de industria possui caracteristicas fisico-quimica
diferentes, o que significa que a biomassa oriunda de reatores anaerobios
industriais vai possuir uma fauna microbiana conveniente as caracteristicas do
efluente a ser tratado. Isso significa que quanto maior a similaridade das
caracteristicas do efluente tratado com o indéculo escolhido, melhor sera o
desempenho e eficiéncia do reator, principalmente no periodo inicial de
adaptacao.

Além do tipo de efluente tratado pela biomassa, outros dois fatores que podem
ser determinantes na escolha de um inéculo para iniciar a operacao de um reator
sdo a temperatura e o pH de operacao. A temperatura de operacdo de um reator
determinara se os microrganismos ali presentes serdo em sua maioria mesofilos
ou termofilos. O primeiro grupo vive sob temperaturas entre 20° e 40° C,
enquanto que o segundo grupo sobrevive entre 40° e 65° (MADIGAN; MARTINKO;
PARKER, 2003). Dessa maneira, a temperatura do lodo a ser selecionado como
inoculo deve ser feita baseada na temperatura que sera operado o reator em
questao, sabendo que um inéculo adaptado a temperatura de inicio de operacéao
pode proporcionar uma partida mais eficaz do sistema de tratamento.

A escolha de um ino6culo adequado também deve se basear no pH do efluente
previamente tratado, uma vez que isso determina se a microbiota sera em maioria
neutrofila ou acidofila (CHERNICHARO, 2007). A primeira € consequéncia de um
ambiente onde o pH é neutro, enquanto que para segunda, o pH possui valores
mais baixos (acido). Portanto, durante a escolha de um inoéculo, se o pH do
efluente for acido, por exemplo, a escolha de um lodo que opere nas mesmas

condicoes proporcionara uma partida mais segura e, incialmente, mais eficaz,
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uma vez que o tempo de adaptacao de uma comunidade mesofilica para valores
de pH mais baixos pode demorar um tempo maior e, em alguns casos, nem
acontecer efetivamente.

A escolha de um lodo para dar inicio ao tratamento de um efluente especifico
pode ser facilitada quando se encontra uma biomassa ja adaptada as suas
condicoes de operacao. Infelizmente muitas vezes nao se consegue encontrar
uma fonte de inoculo especifica para cada situacdo ou em quantidades
suficientes. Mesmo ao se buscar lodos proveniente de processos industriais, a
maioria ainda sao sistemas metanogénicos, visto que a matéria organica se
constituiu o maior problema, mesmo em efluentes industriais. Entretanto, a
adaptacao do lodo € factivel em diversas situacoes envolvendo microrganismos
anaerobios. Belmont et al. (2006) avaliaram uma lagoa anaerdbia tratando
efluente da industria de papel e celulose contendo altas concentracoes de acidos
resinicos, principalmente acido abiético. Os resultados oriundos dos
experimentos continuos e batelada mostraram que a biomassa anaerdbia foi
capaz de degradar o acido abiético, e as remocoes foram melhorando ao longo do
tempo, o que comprovou a aclimatacao do lodo para esse tipo de efluente.

Um outro tipo de adaptacao de lodos anaeréobios foi desenvolvido por Kettunen
e Rintala (1997), o qual os autores testaram a atividade metanogénica de lodo
anaerobio de tratamento de esgoto utilizando diferentes tipos de substrato e
diferentes temperaturas (mais baixas que as ideais para esses tipos de
microrganismos), e os resultados foram positivos, sugerindo que a adaptacao da
biomassa possibilitou uma alta capacidade de tratamento no processo anaerobio,

mesmo em condicoes psicrofilicas.

3.5 Consideracoes gerais

Distintos trabalhos tém sido desenvolvidos abrangendo processos anaeréobios

de remocao de sulfato envolvendo bactérias redutoras de sulfato, entretanto,
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ainda existem muitas lacunas cientificas a serem investigadas, principalmente
relacionadas a influéncia do inoculo.

Dessa maneira, o proposito deste trabalho € entender melhor quao relevante
€ a fonte do inoculo na partida e no desenvolvimento de um reator. Para ajudar
na avaliacao desse parametro, decidiu-se implementar aos experimentos o efeito
da imobilizacao e da mudanca da fonte de carbono. A escolha de ambos fatores
pode ser justificada pelos efeitos que podem influenciar diretamente na estrutura
das comunidades microbianas. A escolha pela avaliagcao do efeito da imobilizacao
foi baseada na eficiéncia de remocao de sulfato e matéria organica, enquanto que
a mudanca da fonte de carbono de lactato para etanol se justifica por ser o etanol

uma alternativa mais economicamente viavel em sistemas de escala real.
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4 MATERIAIS E METODO

O procedimento experimental foi realizado nos laboratorios de Biotecnologia
Anaerobia e Microbiologia Ambiental no Instituto de Tecnologia da Universidade
Federal de Alfenas/MG - campus Pocos de Caldas e no Argonne National

Laboratory em Lemont/IL nos Estados Unidos.

4.1 Fluxograma experimental

A Figura 1 representa o fluxograma com todas as etapas envolvidas na

metodologia desse trabalho.
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Figura 1 — Detalhamento das etapas realizadas no trabalho
Fonte: Do autor.
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4.2 Reatores em batelada alimentada e indculo

Foram montados oito reatores em frascos de vidro de borosilicato de 500mL,
contendo 350 mL de meio de cultura inorganico (Tabela 7), como demonstrado
na Figura 2. Os reatores foram mantidos em mesa agitadora a 150 rpm e 30° C.

O tempo de ciclo da operacao foi de 48h.

Figura 2: Reator anaerobio em batelada

Fonte: Do autor.

Utilizaram-se dois inoculos provenientes de estacoes de tratamento de esgoto
(ETE) e dois oriundos de estacdes de tratamento de efluentes industriais (um de
tratamento de residuos de abatedouro de aves e o outro de industria de
refrigerante), todos provenientes de reatores UASB (Upflow Anaerobic Sludge Bed
- reator anaerobio de manta de lodo). Cada um dos reatores foi operado com uma
concentracao inicial de solidos volateis totais de 5 gSVT/L. O parametro
operacional que diferiu os dois reatores contendo o mesmo inéculo foi a

imobilizacdo ou nao da biomassa, que foi feita utilizando-se 75 cubos de 1 cm?
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de espuma de poliuretano. O esquema de montagem dos reatores pode ser

visualizado na Tabela 5.

Tabela 5 — Organizacao e Montagem dos Reatores

ETE1- ETE1l- ETE2- ETE2- ETI1- ETI1- ETI2- ETI2-

Reator s 1 s I s 1 s 1
Inoculo ETE 1 ETE 2 ETI 1 ETI 2
Imobilizacao Nao Sim Nao Sim Nao Sim Nao Sim

FONTE: Do autor.

A siglas ETE representam reatores inoculados com lodo oriundo de estacao
de tratamento de esgoto doméstico, enquanto que ETI significa que foi inoculado
com lodo proveniente de estacdao de tratamento de efluente industrial. Os
numeros 1 e 2 sao para diferenciar entre os lodos de mesma origem (esgoto 1 e
2 ou industrial 1 e 2). A letra S e [ apds o hifen significa suspenso e imobilizado,
respectivamente.

A imobilizacao da biomassa na espuma de poliuretano foi realizada por meio
da imersao dos cubos de espuma em lodo (previamente batido em liquidificador),
mantidos em imersao por 24h em geladeira (adaptado de Zaiat et al., 1994). Para
os reatores com biomassa nao imobilizada, a biomassa macerada foi diretamente
suspensa em meio liquido.

Os reatores foram mantidos em mesa agitadora a 150 rpm e temperatura de
30° C. Trabalhou-se com duas fases de operacao, a primeira utilizando como
doador de elétrons e fonte de carbono lactato de so6dio e a segunda utilizando
etanol. A escolha de comecar a operacao utilizando lactato foi pelo fato de ser a
fonte de carbono preferencial para BRS e a mudanca para etanol foi pelo fato do
etanol ser economicamente mais viavel levando em consideracdo uma operacao
em escala industrial (Tabela 6). O meio reacional era trocado trés vezes por
semana e a cada troca os reatores eram submetidos ao fluxo de nitrogénio por

um tempo aproximado de cinco minutos.
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A fase lactato dos reatores inoculados com lodo oriundo de tratamento de
esgoto doméstico tiveram uma duracao de 87 dias, enquanto que a mesma fase
para os reatores inoculados com lodo oriundo do tratamento de efluente
industrial tiveram duracao de 186 dias. Ja as fases etanol dos respectivos
reatores, tiveram duracao de 44 dias para os inoculados com lodo doméstico e

118 dias para os inoculados com lodo industrial.

Tabela 6 — Fases operacionais dos reatores

ETE1-S ETE1-I1 ETE2-S ETE2-I1 ETI1-S ETI1-I ETI2-S ETI2-I

Fase Lactato

Fase II Etanol

Fonte: Do autor.

4.3 Meio de cultura

Os reatores eram alimentados com uma concentracao inicial de sulfato de
1500 mg/L, operando com uma relacao DQO/S0Z™ igual a 1, o que significa que
a concentracao de DQO inicial também era de 1500 mg/L (Tabela 7).

Tabela 7 — Composicao do meio reacional

Constituinte Concentracao (mg/L)

MgS0O4.7H20 213

FeS0O4.7H20 496
ZnCly 42

NaxSO4 1832
NaH>PO4.H20 34
CuS04.5H20 20
NH4Cl 58

Fonte: Adaptado de VIEIRA et al. (2016).
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A composicao do meio reacional se baseou nos procedimentos descritos por
Vieira et al. (2016). O pH inicial (afluente) era ajustado para 4,0 com auxilio de
uma solucao de HCI1 4M, e o ajuste era feito apos a pesagem dos sais, diluicao e
adicao da fonte de carbono. As concentracoes iniciais dos metais eram 100 mg/L,

20 mg/L e 5 mg/L de ferro, zinco e cobre, respectivamente.

4.4 Analises fisico-quimicas

As analises fisico-quimicas do afluente e do efluente foram realizadas no inicio
e no fim de cada ciclo, seguindo os protocolos descritos no Standard Methods for
the Examination of Water and Wastewater (APHA et al., 2012). Foram feitas as
seguintes analises: pH, sulfato, sulfeto, DQO, ferro e alcalinidade.

A analise de pH utilizou o método 4500 — H* B. Para analise de sulfato utilizou-
se o método turbidimétrico 4500 - SOZ~, onde o ion sulfato é precipitado por
cloreto de bario em meio aquoso contendo acido acético, formando micro cristais
de sulfato de bario. A determinacao da concentracao se da através da absorcao
da luz a 420 nm medida em espectrofotometro. A quantificacao do sulfeto
dissolvido foi através do método colorimétrico por espectrofotometro utilizando o
Kit Hach especifico para analise de sulfeto no comprimento de onda de 665 nm.

O método colorimétrico 5220 D foi utilizado para DQO, pela reacdao com
dicromato em meio acido, a quente. A quantidade produzida de ions de Cr3* é
que vai determinar a concentracao de DQO. Sua coloracao € absorvida pela luz
do espectrofotometro no comprimento de 620 nm. Para a determinacao de ferro
utilizou a orto-fenantrolina como agente cromogénico. Esse método se baseia na
reducao dos ions férricos a ferrosos por meio da hidroxilamina (agente redutor) e
complexacao dos mesmos por meio da orto-fenantrolina. E as analises de

alcalinidade foram feitas através do método de Ripley (RIPLEY et al., 1986).
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4.5 Analise dos dados e calculo do erro estatistico

Devido ao periodo de fase lag (periodo no qual nao se obteve resultados
apresentando a mesma faixa de valores indicando estabilizacao do sistema)
observado na maioria dos reatores durante o inicio da operacdo e apods a
mudanca de fase, decidiu-se estabelecer a média das ultimas seis analises (antes
da troca de fases ou fim da operacao) como a média de cada fase de operacao,
uma vez que nesse periodo notou-se consisténcia e maior linearidade dos
resultados, sendo esse o motivo pelo qual foi decidido trocar de fase ou desativar
os reatores.

Uma vez que para pequenas amostras a utilizacao do desvio padrao nao é
indicada, utilizou-se a distribuicao de t-Student (Equacao 7) para avaliar o erro

estatistico entre os resultados.

Erro estatistico =t * \/% (7)

Onde n é o numero de componentes na amostra, s € o desvio padrao da
amostra e t € um valor encontrado na tabela da distribuicao de t-Student baseado
no grau de liberdade (n-1) e no intervalo de confianca adotado (no caso desse

trabalho, 95%).

4.6 Avaliacao da populacao de BRS

A quantificacao das BRS foi realizada no inéculo, entre as duas fases de
operacao e ao final da operacao de cada reator por meio da técnica de Numero
Mais Provavel (NMP) como ferramenta de quantificacao. Essa técnica consiste na
avaliacao da quantidade de microrganismos que cresce em um meio seletivo, o

que permite inferéncias quantitativas a respeito da populacao alvo.
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Para o crescimento de BRS, utilizou-se o meio de cultura denominado
Postgate C (representado na Tabela 8), cuja composicao tem como principal
caracteristica a abundancia de ions sulfato.

Utilizou-se agua ultra purificada para solubilizacao dos sais e o ajuste de pH
para 7,2 foi feito com auxilio de uma solucao de NaOH 15 g/L. Apos distribuido
nos frascos, estes foram fluxionados com N2 e autoclavados. Uma solucao de
sulfato ferroso (1,0 % m/v) foi adicionada aos frascos autoclavados com a
finalidade de precipitar o sulfeto produzido pelas BRS e sulfeto de soédio (0,4 %

m/v) foi adicionado como agente redutor.

Tabela 8 - Composicao do meio de cultura Postgate C

Sais e Reagentes Composicao (g/L)
NH4Cl 1,00
KH2PO4 0,50
MgCl2.6H20 0,10
CaCl2.6H20 0,06
Na>SO4 4,50
MgSO4 0,06
Lactato de Sodio 6,00
Extrato de Levedura 1,00
Citrato de Sodio 0,30

1,00mL para cada

Solucao de Resarzurina 1,00 L de solucao

Fonte: (POSTGATE, 1984).

A diluicao seriada da biomassa foi realizada em agua de diluicao especifica
conforme a composicao da Tabela 9.

Para o preparo da amostra para a primeira série de NMPs (a partir do in6culo),
retirou-se uma aliquota de 20 mL e macerou-se com auxilio de um cadinho e
almofariz para desmanchar dos granulos. Apos a maceracao, transferiu-se uma
aliquota de 10 mL para um frasco de antibiotico de 30 mL contendo 5 g de pérolas

e agitou o frasco com biomassa e pérolas manualmente, em angulo de 45° por
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20 minutos com intuito de homogeneizar a amostra e auxiliar no rompimento

dos granulos.

Tabela 9 — Composicao da agua de diluicao

Reagentes Volume (q.s.p. 250 mL)
K>2HPO4 (0,2 M) 1 mL
KH2PO4 (0,2 M) 0,25 mL

Fonte: (POSTGATE, 1984).

Para o preparo das amostras para a série intermediaria e final de NMPs,
utilizaram-se diferentes procedimentos para a extracao da biomassa dos reatores
suspensos e imobilizados. Para os reatores com biomassa suspensa,
homogeneizou-se bem o reator e retirou-se uma aliquota de 1 mL que foi
adicionada diretamente no frasco contendo agua de diluicdo. Para os reatores
imobilizados, retirou-se um cubo de espuma (cujo volume equivale a 1 cm?® = 1
mL) e adicionou em um béquer contendo 9 mL de agua ultra purificada. Com
auxilio de um bastao de vidro, amassou e pressionou bem o cubo de espuma de
poliuretano para extrair o maximo possivel de biomassa presente nele. Apos a
extracao, retirou-se uma aliquota de 1 mL e adicionou-se no frasco ja contendo
agua de diluicao.

Para este trabalho utilizaram-se diversas faixas de diluicao seriada descritas
na Tabela 10 e todas as diluicoes foram feitas em quintuplicatas, como
demonstrado na Figura 3.

A contagem e quantificacao foi feita apos o periodo de incubacao a 30°C por
30 dias. O crescimento de BRS foi avaliado pela presenca de turbidez.
Combinacodes entre respostas positivas foram a base de calculo para estimar o
NMP, através da tabela padrao de probabilidade, que confere o limite de
confianca de 95% (APHA et al., 2012). A Equacao 8 expressa o valor de BRS em

Numero Mais Provavel de células por mililitro de amostra (NMP/mL).



Tabela 10 — Faixas de diluicao utilizadas para cada reator

Reator Diluicoes
Inicial Intermediaria Final
ETE1-S 10-3 a 10-12 10-7 a 10-16 104 a 10-13
ETE1-I 10-3 a 10-12 10-7 a 10-16 104 a 10-13
ETE2-S 10-3 a 10-12 10-6 a 10-15 104 a 10-13
ETE2-I 10-3 a 10-12 10-6 a 10-15 104 a 10-13
ETI1-S 10-3 a 10-12 104 a 10-13 104 a 10-13
ETE1-I 10-3 a 10-12 104 a 10-13 104 a 10-13
ETI2-S 10-3 a 10-12 104 a 10-13 104 a 10-13
ETI2-1 10-3 a 10-12 104 a 10-13 104 a 10-13
Fonte: Do autor.
Amostra
1mL 1mL 1mL
— |102— |103 10°|—— |1010
1mL mL 1mL 1mL
102 103 104 10-10 104
N N . S

Figura 3 - Esquema de diluicao seriada

Fonte: Do autor.

NMP
100mL

10
= Valor de NMP (tabelado) * v

(8)

Sendo V = menor diluicdo da série de combinacoes de tubos positivos.
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4.7 Sequenciamento e analise de abundancia

Foi extraido o DNA total da comunidade de amostras de cada um dos reatores
(inoculo inicial, apés a fase lactato e no fim da operacao apods a fase etanol)
usando o kit de isolamento MoBio PowerSoil DNA. Os genes 16S rRNA foram
amplificados a partir do DNA extraido usando a reacao em cadeia da polimerase
(PCR) na Preparacao de Amostras e Instalacoes de Sequenciamento Ambiental,
no Argonne National Laboratory. Ampliou-se a regiao V4 deste gene em ambas as
bactérias e archaea usando os primers 515F (S’GTGYCAGCMGCCGCGGTAAZ) e
806R (5'GGACTACNVGGGTWTCTAAT3') (WALTERS et al., 2016). Os primers
forward tinham coédigo de barras para permitir a multiplexacdo no Illumina
MiSeq (CAPORASO et al., 2012).

As reacoes de PCR foram realizadas em volumes de 25 uL. Cada reacao
continha 9,5 uL de agua isenta de DNA (Qiagen), 12,5 uL de TetraMix de PCR
AccuStart II (Quantabio), 1 uL de iniciador foward codificado por de Golay
(concentracao 5 uL, final 200 pM), 1 uL de iniciador reverse (concentracao 5 uL,
200 pM final) e 1 uL de DNA molde. As condicoes de reacao de PCR sao as
seguintes: desnaturacao inicial a 94°C durante 3 minutos, seguido por 35 ciclos
de: 94°C durante 45 segundos, 50°C durante 60 segundos e 72°C durante 90
segundos. A reacao foi concluida com um passo de extensao final de 10 minutos
a 72°C. Os amplicons de PCR foram quantificados utilizando o ensaio PicoGreen
(Invitrogen) e medidos num leitor de placas Infinite 200 PRO (Tecan). Uma vez
quantificados, os volumes de cada um dos produtos foram reunidos em um tnico
tubo, de modo que todos os amplicons sdo representados em quantidades
equimolares. Este conjunto foi depois purificado utilizando esferas AMPure XP
(Beckman Coulter) e quantificado novamente utilizando um fluorometro Qubit
(Invitrogen). Apos a quantificacdo, a molaridade da mistura foi determinada e
diluida para 2 nM, desnaturada, e depois diluida para uma concentracao final
de 6,75 pM com um pico PhiX de 10% para o sequenciamento. Os amplicons de

pares (151x12x151 pares de bases) foram entdo sequenciados por Illumina
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MiSeq usando primers e procedimentos de sequenciamento customizados
(CAPORASO et al., 2012).

Apdés o sequenciamento, as bibliotecas de amplicons foram processadas
usando QIIME (CAPORASO et al.,, 2010) e USEARCH (EDGAR, 2010). As
sequéncias foram unidas com PEAR (EDGAR, 2013) usando as configuracoes
padrao e as sequéncias que nao puderam ser unidas foram descartadas.
Sequéncias unidas foram entdo desmultiplexadas e a qualidade filtrada usando
QIIME (versao 1.9.1). Sequéncias de baixa qualidade foram descartadas com base
nos critérios padrao no QIIME (split_libraries_fastq.py). Usando USEARCH
(versao 8.1), as bibliotecas foram desreplicadas e rastreadas para quimeras, que
também foram removidas. As sequéncias remanescentes foram entao agrupadas
em unidades taxonomicas operacionais (OTUs) em um ponto de corte de
similaridade de 97% usando o comando cluster_otus e o algoritmo UPARSE-OTU
(EDGAR, 2013). OTUs representadas por apenas uma Unica sequéncia em todas
as amostras (singletons) foram descartadas. A triagem de qualidade e a remocéao
de singletons deixaram 108.379 sequéncias de alta qualidade do total original de
119.216, deixando uma profundidade média de sequenciamento de
15,482+4,447 sequéncias por amostra. Sequéncias representativas de cada OTU
receberam uma taxonomia usando o banco de dados de referéncia SILVA (versao
132) (QUAST et al., 2013).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Desempenho Geral dos Reatores

Com intuito de avaliar a performance das BRS no tratamento de efluentes
ricos em sulfato com relacao a fonte do inéculo, imobilizacdo ou nao e mudanca
no doador de elétrons, a remocao de sulfato, DQO, producao de sulfeto, pH,
producao de alcalinidade e remocao de ferro foram estudadas em cada um dos
reatores no afluente e no efluente por um periodo de 131 dias (87 dias operando
com lactato e 44 com etanol) para os reatores operados com lodos domeésticos e
304 dias (186 dias operando com lactato e 118 com etanol) para os reatores
operados com lodos industriais. Para avaliacao da performance dos reatores em
cada fase utilizou-se os dados referentes as seis ultimas analises. As
concentracoes de sulfato, DQO, sulfeto do afluente e do efluente, remocoes de
sulfato e de DQO e valores de pH para todos os reatores em todas as fases podem

ser visualizadas na Tabela 11.



Tabela 11 — Remocao de Sulfato, DQO, producao de sulfeto e pH
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Sulfato DQO Sulfeto pH
Reatores Fase Afluente Efluente Remocdo  Afluente Efluente Remocgado Efluente Afluente  Efluente
(mg/L)  (mg/L) (%) (mg/L)  (mg/L) (%) (mg/L)
1573+ 3,99+ 6,68+
Lactato 73 4941247 6915 153731 986158 364 148+13 0,01 0,10
ETE1-S
1381+ 3,99+ 6,82+
Etanol 115 50250 67+4 150442 921455 3943 167¢12 5o 0.16
1573+ 3,99+ 7,03+
Lactato 73 350192 80+2 1537£31 101687 3615 17417 0,01 0,06
ETE1-1
1375+ 3,99+ 7,01+
Etanol 107 318+44 774 1514+42 1035+19 31£2 163+28 0,03 0,08
1573+ 3,99+ 6,71+
Lactato 73 509492 68+6 153731 1003+44 352 160+31 0,01 0,17
ETE2-S
1375+ 3,99+ 6,81t
Etanol 107 398+61 7016 1514442 928139 3943 166+18 0,03 0,07
1573+ 1018+ 4,99+ 7,05+
Lactato A 356456 7784 1537¢31 .- 3449 17027 401 0,07
ETE2-1
1375+ 3,99+ 7,10+
Etanol 107 28053 804 1514442 1018120 331 163+34 0,03 0,12
1427+ 3,98+ 7,12+
Lactato 08 356+319 7516 155647 496481 7014 186+14 0,01 0,07
ETI1-S
1404+ 4,00+ 8,25+
Etanol 204 276190 84+3 153579  573+95 65+5 207+13 0,01 0,43
1427+ 3,97+ 6,84+
Lactato 08 46640 67+3 1556+47 871499 4416 167+34 0,02 0,06
ETI1-I
1404+ 4,00+ 5,54+
Etanol 204 597156 60+4 153579 94740 3845 130+14 0,01 0,80
1427+ 3,97+ 7,10+
Lactato 08 40151 7243 1572445 610478 614 182+7 0,02 0,61
ETI2-S
1449+ 4,00+ 8,08+
Etanol 195 297146 79+3 1535+79 595438 614 199+14 0,01 0,34
1407+ 3,97+ 6,94+
Lactato 08 47035 67+3 155647 796168 49+5 163+19 0,02 0,07
ETI2-I
13734 4,00+ 4,90+
Etanol 155 866+127 37+11 153579 942+19 38+4 S59+17 0,01 0,10

Fonte: Do autor.
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Para os reatores inoculados com lodo doméstico, observou-se que as
remocoes de sulfato nao sofreram significativas alteracoes com as mudancas no
doador de elétrons. Assim como as remocoes de sulfato, as remocoées de DQO
também nao foram dependentes da fonte de energia utilizada. A imobilizacao
também nao acarretou mudancas significativas nesse parametro, resultando em
valores finais de DQO efluente entre 921+£55 e 103519 mg/L. As concentracoes
de sulfeto estiveram entre 148+13 mg/L (reator ETE1-S fase lactato) e 174£17
mg/L (reator ETE1-I fase lactato), indicando que nao houve grandes mudancas.
Os valores de pH do efluente para todos os reatores inoculados com lodo
domeéstico estiveram proximos a neutralidade, indicando geracao de alcalinidade
pelo processo.

Ja para os reatores inoculados com lodo industrial, as remocoes de sulfato
foram de 60+4% (ETI1-I fase etanol) a 84+3% (ETI1-S fase etanol), exceto para o
reator ETI2-1 na fase etanol, que apresentou uma remocao de sulfato de
(37£11%). A remocao de DQO para esses reatores durante a fase com lactato foi
superior quando comparada com os reatores operados com lodo doméstico,
possivelmente pelo fato de que o inéculo industrial estaria mais aclimatado a
acomodar altas taxas de matéria organica. As concentracoes de sulfeto total
dissolvido variaram de 59+17 mg/L (ETI2-I fase etanol) a 207 mg/L (ETI1-S fase
etanol). Exceto pelos reatores ETI1-I e ETI2-1 (ambos na fase etanol), todos os
reatores apresentaram valores de pH superiores a 6,50 no efluente, indicando

producao de alcalinidade.

5.1.1 Sulfato

A remocao de sulfato € o principal indicador de presenca das BRS em
sistemas de tratamento de efluentes, uma vez que o sulfato € o principal receptor

de elétrons nas rotas metabdlicas desses microrganismos. A concentracoes de
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sulfato do afluente e do efluente ao longo do tempo de operacao dos reatores
encontram-se na Figura 4.

Para todos os reatores inoculados com lodos oriundos de ETE percebeu-se a
presenca de uma fase lag (periodo no qual nao se obteve resultados apresentando
a mesma faixa de valores indicando estabilizacao do sistema) no inicio da
operacao dos reatores. Estes sistemas requerem um periodo de adaptacao para
a selecao de biomassa capaz de se auto sustentar sob as condi¢cdes impostas
pelas aguas residuais. (HU et al., 2015). Os tempos de duracao da fase lag para
os reatores ETE1-S, ETE1-I, ETE2-S e ETE2-1 foram 36, 40, 31 e 36 dias,
respectivamente. Os reatores com biomassa imobilizada demoraram pelo menos
4 dias a mais para estabilizarem quando comparados com o mesmo inéculo,
porém suspenso. A imobilizacdo da biomassa leva uma organizacao do biofilme
e o estabelecimento de um processo de estratificacdo dos microrganismos ao
longo da matriz da espuma de poliuretano.

Os reatores ETE2 (suspenso e imobilizado) tiveram uma fase lag mais curta
que os reatores inoculados com ETE1 (suspenso e imobilizado), o que significa
que a origem do inoéculo foi um fator relevante quanto a partida de sistemas
anaerobios para remocao do sulfato.

Assim como os reatores inoculados com lodo doméstico, os inoculados com
lodo industrial também apresentaram uma fase lag para remocao de sulfato,
porém, esses reatores demoraram em torno de 122 dias para estabilizarem os
valores de remocao de sulfato, indicando a baixa presenca de BRS no ino6culo, o
que demandou um tempo significativamente mais longo para que o sistema se

tornasse sulfetogénico.
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Os dois tipos de lodo industrial (abatedouro de aves e industria de
refrigerantes) utilizados neste trabalho possuiam uma comunidade microbiana
apta a tratar efluentes ricos em matéria organica (altas cargas de DQO), os
caracterizando como reatores majoritariamente metanogénicos, o que explica o
fato de demandarem um tempo significativamente superior para adaptacao da
microbiota ao efluente rico em sulfato. Costa et al. (2017) e Neto (2015) operaram
reator em batelada sequencial tratando DAM, ambos utilizando inéculo com
origem industrial observaram tempos de partida mais longos quando
comparados com as outras fases de operacao. O primeiro operou por um periodo
de 65 dias durante a fase de adaptacao (enquanto que as outras fases duraram
58, 42, 40, 40 e 25 dias). Ja o segundo operou por 64 dias (enquanto que as
outras fases duraram 44, 14, 24, 41 e 31 dias).

Liu et al. (2002) avaliaram a diversidade microbiana de um reator UASB
tratando efluente de cervejaria e observou que 62,4% dos microrganismos
presentes eram oriundos do dominio arqueia, enquanto que o restante
representava o dominio bactéria, apenas 9,4% eram células do género
Desulfovibrio spp. (BRS), indicando baixas porcentagens de BRS. Wang et al.
(2012) analisaram 14 plantas de tratamento de esgoto na China e verificaram
que as caracteristicas das aguas residuarias tiveram a maior contribuicao para
a variancia da comunidade bacteriana (25,7%), seguida pelos parametros
operacionais (23,9%) e a localizacao geografica (14,7%).

Os reatores inoculados com lodo doméstico com melhor desempenho de
remocao de sulfato foram os reatores imobilizados: ETE1-I (80+£2%) na fase de
operacao com lactato e ETE2-1 (80+4%) na fase de operacao com etanol, como
pode ser visualizado na Figura 5.

Para os reatores inoculados com o lodo domeéstico 1, observaram-se remocoes
de 69+5% e 80+2% para os reatores ETE1-S e ETE1-I, respectivamente, na fase
de operacao com lactato enquanto que na fase de operacao etanol ocorreu uma
ligeira diminuicao nas taxas de remocao (desconsiderando o erro estatistico).
Santos (2016) observou o mesmo efeito em seus reatores operados em bateladas

sequenciais tratando efluente rico em sulfato. Quando os reatores foram
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operados com relacao DQO/Sulfato igual a 1, na presenca de etanol a remocao
de sulfato foi de 73+8%, enquanto que na presenca de lactato, a remocao
observada foi de 80£8%. Esses resultados concordam com a hipotese de que o
lactato € uma fonte de carbono mais preferencial do que o etanol para as BRS
(KAKSONEN; PUHAKKA, 2007). Contudo, o mesmo nao foi observado para os
reatores ETE2-S e ETE2-I, em que os valores de remocao de sulfato utilizando

lactato foram 68+6% e 77+4% e com etanol, 70£6% e 80+£4%, respectivamente.
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Figura 5 — Porcentagem de remocao de Sulfato
Fonte: Do autor.

Os reatores imobilizados inoculados com lodo industrial ETI1-I e ETI2-I
apresentaram valores menores de remocao de sulfato na fase etanol quando
comparados com os outros reatores, totalizando uma remocao de 60+4% e
37+11%, respectivamente. Enquanto que os reatores com biomassa suspensa,
ETI1-S e ETI2-S, durante a fase etanol alcancaram valores de remocao de 84+3%
e 7913%, respectivamente. Vieira et al. (2016) utilizando reator em batelada
tratando DAM sintética e variacao do pH inicial e concentracao de metais

observaram remocoes de sulfato de 38,5+3,7% e 52,2+3,0% apos a diminuicao
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do pH inicial do afluente (7 para 4, respectivamente) e utilizando etanol como
fonte de carbono.

Sarti e Zaiat (2011) utilizando um reator batelada para o tratamento de aguas
ricas em sulfato avaliaram o efeito da concentracao de deste ao longo da operacao
do reator e obtiveram valores de remocao variando de 71 até 99%. Neto (2015),
também operando um reator batelada sequencial, porém no tratamento de DAM
obteve valores de remocao de sulfato variando de 43 a 65%. Mockaitis et al.
(2010) avaliaram a influéncia da carga de sulfato e DQO utilizando reator
anaerobio de batelada sequencial e obtiveram valores de remocao minima de
sulfato de 23% e maximo de 72%.

A menor remocao de sulfato observada na presenca de etanol para os reatores
imobilizados com lodo industrial pode estar relacionada nao a fonte de carbono
em si, mas ao cisalhamento das espumas de poliuretano desses reatores em
funcao do longo periodo de exposicdao ao movimento da mesa giratoria (“shaker”)
na qual os reatores se encontravam para manutencao da agitacao e temperatura
constantes. A diferenca entre os tamanhos das espumas que sofreram
cisalhamento (reatores inoculados com lodos industriais) e as que nao sofreram
cisalhamento (reatores inoculados com lodos domésticos) pode ser visualizada
na Figura 6. Além do tempo de operacao dos reatores inoculados com lodos
industriais ter sido maior, a diferenca da comunidade microbiana constituindo o
biofilme na espuma de poliuretano também pode ter sido um fator relevante para
justificar o cisalhamento apenas nos reatores imobilizados inoculados com lodo
de origem industrial. Daniel (2005) operou um reator de batelada sequencial
imobilizado também observou o mesmo efeito nas espumas de poliuretano, que
ao longo do tempo de operacao foram diminuindo de tamanho, ficando
arredondadas e por consequéncia perdendo biomassa.

O cisalhamento resultou em perda de biomassa, agravando os valores das
concentracoes de sulfato no efluente final, principalmente para o reator ETI2-I,
que apresentou 8661127 mgS02~ /L ao final do ciclo de 48h utilizando etanol

como fonte de carbono.
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b

Figura 6 — Espumas de poliuretano apos a operacao dos reatores (onde a corresponde
as espumas dos reatores industriais e b dos domésticos)

Fonte: Do autor.

Visto que os valores de porcentagem de remocao de sulfato para cada reator
em cada fase se basearam nos ultimos dias de operacdao (periodo de
estabilizacdo), os reatores nao apresentaram diferencas significativas com
relacao a origem do inoculo, fonte de carbono e imobilizacao (exceto pelo ETI-2
na fase etanol, onde ocorreu cisalhamento das espumas). Dessa maneira, apenas
a fase lag que apresentou diferencas significativas, indicando que a utilizacao do
lodo doméstico € mais viavel por apresentar um tempo de aclimatizacdo menor
que a metade do tempo exigido pelos lodos industriais.

Por mais que os valores de remocao de sulfato em todas as fases para todos
os reatores (exceto pelo reator ETI2-I na fase etanol) tenham sido superiores a
60%, as concentracoes de sulfato no efluente ainda excedem 250 mg/L, que € o
limite de concentracao de sulfato estabelecido para descarte em aguas doce

classe 1 pelo CONAMA 357/11.
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5.1.2 DQO

As variagoes nas concentracoes de DQO ao longo do tempo de operacao para
os todos reatores estao representadas na Figura 7.

Para os reatores inoculados com lodo doméstico, ndo se observou fase lag
para a remocao de DQO, diferentemente do observado para a remocao de sulfato.
Os lodos oriundos de estacoes de tratamento de esgoto sanitario sao
normalmente expostos a concentracoes médias de matéria organica entre 500-
700 mg/L de DQO, valores inferiores comparados as concentracoes utilizadas
nesse trabalho (1500 mg/L). Mesmo apoés longo periodo de contato do lodo com
maiores concentracoes de DQO, nao se observou uma adaptacao desses sistemas
com melhora da remocéao global de matéria organica, que se manteve em torno
de 35% para todos os reatores inoculados com lodo de esgoto domeéstico,
independentemente da fonte de carbono ou da estruturacao da biomassa (Figura
8).

Ja os reatores inoculados com lodo industrial apresentaram uma fase lag
caracterizada por um aumento de DQO efluente, exceto pelo reator ETI2-S, que
apresentou uma fase lag com posterior melhora na remocao de DQO quando
comparado ao inicio da operacao, visto que esse reator foi o Gnico que nao
apresentava remocao de DQO no inicio. No inicio da operacdo dos reatores em
batelada com lodo industrial observou-se uma remoc¢ao de DQO proxima a 100%
(exceto em ET1-S), indicando que estes lodos possuiam elevada atividade
metanogénica em funcado das caracteristicas dos efluentes a que estavam
previamente submetidos. O indéculo dos reatores ETI1 € oriundo de um reator
UASB tratando efluente de industria de refrigerantes, que contém uma
concentracdao de DQO variando entre 1200-8000mg/L (CHEN et al., 2006) e o
usado nos reatores ETI2 é oriundo de reator UASB utilizado para o tratamento
de residuo de abatedouro de aves, cuja média de DQO encontrada nesse tipo de

afluente varia entre 700-4700mg/L (STEFFEN; ROBERTSON; KIRSTEN, 1989).



Lactato Etancl . Lactato __ Etanol
e e LT L 1750
] 1 L
15004 ..o L T e M i, U, 0 TN TR DR E e o 1.1 1500
] 1 L
L T e T hrg L1250
= 4 - ] I L
‘&1000_..&._.. By SR e E i e e i [ s L1000
£ 4 SRS NS ; _
S s e T Ve Dol e e faol e o750
o 1 ' é o8t B
SO0 sryiat e T L s RN i ?! ...... 've o . ?‘..,,500
|I % o .E : F L] |
PR e e ) & o R T L 250
) ETE1-S | "9¢,8% 1 ETI1-S
0 1 1 :‘ I 1 . 1 1 L ‘: 1 1 L L 10
AFBO | - vee e B P T L1750
| | 1 L
1500 - - de re o L Tm e M LI B ot VG TR e B Y L5 e L P RSP 11 -1 1500
| 1 L
1250+ ee e e s b Ll gt k1250
< st b e | '
E l.gat bt s Y 3 e e L
2 o0y NT %i_;; = 1:-"4! # % e ii:gﬁ R T
o of =T . - 1
8 e o T PR I 750
a 1 :’ L L
0] 0 : .................. .ji .................. : .................... L 500
) i 1 b
250-: ------------------ O TR R R b I 250
) ETE1-l | «* | ETIM-I
0 1 1 : 1 1 1 1 1 : 1 1 1 »0
17B0H e e Viemeaaa oo s e e e e L1750
] 1 L
1500 .- L T mte = A Ty iﬁﬁ I A b | 1500
| X i |
12600 - Selioch ol e £§ --------------------- Lemp et I 1250
= ) F 3 1 r
=2 1000_...*0.V.ﬁ .......... s 0 Voiweiiotageionl fl 9N - fe L 1000
B0 e R gy W il g ¥ : ,
@ 7m0 B il e s LS L 750
= : : PP n'
SORE S e e o oo DL k500
] 1 L
1o T P DR RPN PRSP i 250
ETE2-S | ETI2-S
U_ 1 1 1 1 1 1 1 ol 1 1 L 1 _D
EOEE I S e ey s L1750
! k
(L1 S R N, W iR S st IR o 1 O S £ - L-E 1500
1 b
12504 - o e + AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA e L 1250
;_‘ 1 4 _ . ¢ o o ! r
K 1000----3-'_'-%-;. Eb;i%-- !ﬁ--%-ﬁﬁﬁ ...................... i:ﬁﬁ' ..... & 41000
. : . L
S B e e : ﬁv--!-g--:-f ------------------ L 750
o : . ! |
BOG| - - fvte cva ot sl e Peeatinoiil n e Lel L Sl I 500
1 . "* 1 L
PhEG e e oo e L e L 250
1 ‘ - 1
) ETE2-I ®e%0 00 1 ETI2-I
0 : : —— : ——— — ———+Lo
0 25 50 75 100 125 50 100 180 200 250 300
Tempo (d) Tempo (d)

Concentragao de DQO no afluente

Figura 7 — Concentracdao de DQO no afluente e no efluente ao longo do tempo, com

incerteza de 5%

Fonte: Do autor.

+ Concentragao de DQO no efluente

DQO (mg/L)

DQO (mgiL)

DQO (mgrl)

DQO (mg/L)

55



56

100

904
80 4
70
604
50
404

30

% de Remocdo DQO

20 A

10 H

ETE1-S ETE1-l ETE2-S ETE2-I ETI1-S ETI-1 ETI2-S ETIZ-I

[ JLactato [ Etanol

Figura 8 — Grafico de porcentagem de remocao de DQO
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Portanto, o que se observou para os reatores operados com lodos industriais
foi uma mudanca na caracteristica do lodo em funcao da exposicao a um efluente
contendo sulfato como principal receptor de elétrons. A remocao de DQO foi
gradativamente diminuindo e estabilizou-se apos cerca de 100 a 150 dias de
operacao, indicando um direcionamento no fluxo de elétrons para a reducao do
sulfato e geracao de DQO residual devido a producao de acetato pelas BRS
incompletas presente no inéculo. Como esperado, os reatores operados por longo
tempo apresentam alta diversidade microbiana, como sera discutido no item 6.3
(HIRASAWA, 2008), conferindo uma grande capacidade de adaptacao do lodo ao
novo efluente, com modificacoes na comunidade microbiana, e ainda
possibilitando que a matéria organica possa ser empregada por meio de
diferentes vias metabolicas além da sulfetogénese, como a metanogénese e a
fermentacao (VIEIRA et al., 2016). Maiores detalhes a respeito da mudanca na
comunidade microbiana serdao apresentados posteriormente pelas analises de

biologia molecular.
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Os valores de concentracoes de oxigénio dissolvido na forma de DQO residual
encontrados no efluente dos reatores ETE indicam que o tratamento nao foi
eficiente, uma vez que ultrapassam os limites estabelecidos pelos orgaos que
controlam as emissoes de efluentes em corpos hidricos. As concentracoes de
oxigénio em termo de DQO médias na fase lactato para os reatores ETE1-S,
ETE1-I, ETE2-S e ETE2-I foram, respectivamente: 986£58 mg/L, 1016+87 mg/L,
1003+44 mg/L e 1018+137 mg/L. Enquanto que na fase de operacao com etanol,
esperava-se uma diminuicao nesses valores pelo fato da fonte de carbono
utilizada possuir um carbono a menos em sua composicao, porém os valores
praticamente nao sofreram alteracao: 921+55 mg/L, 1035£19 mg/L, 928139
mg/L e 1018+20 mg/L para os reatores ETE1-S, ETE1-I, ETE2-S e ETE2-I,
respectivamente.

Sarti et al. (2010) observaram em seus experimentos tratando efluente rico
em sulfato em reator anaerobio em batelada sequencial imobilizado, utilizando
carvao ativado como material suporte que o aumento na carga aplicada de sulfato
causou uma diminuicdo gradual na eficiéncia de remocao de DQO (70% para
41%) ao longo das fases de operacao, enquanto que a remocao de sulfato em
todas as etapas se manteve acima de 85%.

Para os reatores inoculados com lodo industrial, a imobilizacao da biomassa
resultou em valores menores de remocao. Os valores de remocao para os reatores
com biomassa suspensa ETI1 e ETI2 foram 704 e 61+4% (fase lactato) e 65+5 e
61+4% (fase etanol), respectivamente. Enquanto que a remocdo de DQO nos
reatores com biomassa imobilizada ETI1 e ETI2 foram 44+6 e 49+5% (fase lactato)
e 3815 e 38+4% (fase etanol), respectivamente. Essa diferenca nos resultados de
remocao de DQO quanto a imobilizacdo indica que o fato de ter destruido os
granulos (forma na qual a biomassa se encontrava antes de ser triturada em
liquidificador) e imobilizar a biomassa em espuma de poliuretano afetou de tal
maneira o desempenho dos microrganismos a ponto de, no momento de
estabilizacdo, alcancar valores menores de remocao de DQO que a biomassa

suspensa.
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Visto que as concentracoes de oxigénio dissolvido na forma de DQO sao
superiores ao limite estabelecido pelos 6rgaos ambientais para descarte no corpo
hidrico, conclui-se que essa forma de tratamento foi ineficiente para remover o
doador de elétrons adicionado ao efluente. Os altos valores de concentracoes de
oxigénio dissolvido na forma de DQO no efluente pode ser justificada pela
atividade das BRS incompletas, que geram acetato como produto final de suas
rotas metabolicas. Uma solucao para esse problema seria a implementacao de

um pos-tratamento visando a remocao de matéria organica.

5.1.3 Sulfeto

A concentracao de sulfeto presente no efluente ao longo do tempo de operacao
nos reatores operados com lodo doméstico e industrial pode ser visualizada na
Figura 9.

Observou-se em todos os reatores inoculados com lodo doméstico um
aumento na producao de sulfeto ao longo do tempo, o qual pode ser associado
aos graficos de concentracao de sulfato, onde foi observada diminuicao de sulfato
no efluente, caracterizada pela adaptacdo da biomassa para processos
sulfetogénicos. A maxima producdao meédia de sulfeto dentre os reatores
inoculados com lodo doméstico foi obtida no reator ETE1-I, na fase do lactato
(174+17 mg/L). Enquanto que a menor producao média de sulfeto foi observada

no reator ETE1-S na fase do etanol (148+13 mg/L).
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As espécies de sulfeto produzidas a partir da reducao do sulfato sao
extremamente influenciadas pelo pH, de acordo com o equilibrio entre H>S, HS-
e S2- apresentado na Figura 10. Em pH abaixo de 6 percebe-se uma
predominancia de H2S na fase aquosa, e acima de 8 da espécie HS-. Porém, na
faixa de pH entre 6,0 e 8,0, em torno do pKi da reacao de equilibrio entre as
espécies HoS e HS- que é 6,99 alteram-se significativamente as concentracoes
das duas espécies. As concentracoes da espécie S2- € estavel em pH abaixo de

14,0 (sempre proxima de zero), somente acima de pH 16,0 que a concentracao

dessa espécie se torna predominante (LEWIS, 2010).
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Figura 10 - Distribuicao das espécies de sulfeto em funcao do pH

Fonte: (LEWIS, 2010).

Por meio da Equacao 9 € possivel entender de forma clara como € a reacao de
equilibrio entre o sulfeto de hidrogénio e o hidrogeno sulfeto, dominada pelo pKi

(LEWIS, 2010). Com auxilio das Equacoes 10 e 11, que se baseia no equilibrio

termodinamico das espécies quimicas do sulfeto, &€ possivel calcular as

quantidades médias de H2S e HS- para cada reator em cada uma das fases de

operacao (KALYUZHNYI; FRAGOSO; MARTINEZ, 1997).

K
H,S &3 HS™ + H* (9)
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1
[H2S1aq = Toygea—prn * [STD] (10)

[HS_]aq = [STD] - [HZS]aq (11)

As porcentagens de sulfeto de hidrogénio e hidrogeno sulfeto em cada um dos
reatores em cada uma das fases, baseado na concentracao média de sulfeto total
dissolvido (STD) para cada fase, pH médio do efluente de cada fase e pKi1 = 6,99,

esta apresentada na Figura 11.
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Figura 11 — Porcentagens de distribuicao das médias das espécies de sulfeto

Fonte: Do autor.

Observa-se a presenca de quase 100% de H2S nos reatores ETI1-1 e ETI2-I
durante a fase etanol, o que pode ser justificado pelos baixos valores de pH do
efluente nessas fases: 5,54+0,80 e 4,90+0,10, respectivamente. Atrelado ao fato
da diminuicao do tamanho da espuma de poliuretano com as altas concentracoes
de sulfeto de hidrogénio, pode justificar os baixos valores de remocao de sulfato

e DQO para esses reatores nessas fases, principalmente para o reator ETI2-I,



62

uma vez que a toxicidade do sulfeto de hidrogénio € uma consequéncia recorrente
em reatores sulfetogénicos (LENS et al., 1998).

Os reatores ETI1-S e ETI2-S foram os reatores que apresentaram maiores
percentuais de HS-, principalmente na fase de operacdao com o etanol: 95% para
o reator ETI1-S e 93% para ETI2-S. O sulfeto de hidrogénio (H2S) € a forma mais
toxica dentre as espécies de sulfeto, estando na sua forma nao dissociada essa
molécula pode permear na membrana celular dos microrganismos e ser
responsavel pela desnaturacao de proteinas, gerando toxicidade, comprometendo
a performance do sistema (STEFANIE et al., 1994). Comparado com os outros
reatores, ETI1-S e ETI2-S foram os que mais removeram DQO, na fase lactato
7014% e 61+4% e na fase etanol 65t5% e 61+4%, respectivamente. Dessa
maneira, o fato desses reatores possuirem baixas concentracoes de H2S implicou
em um efeito menos toxico para as AM, permitindo maiores remocoes de matéria
organica, uma vez que as AM sao o grupo de microrganismos mais sensivel a
presenca de sulfeto nao dissociado. (ISA; GRUSENMEYER; VERSTRAETE, 1986).

Nos reatores ETI1-I e ETI2-I observaram-se altos indices de sulfeto de
hidrogénio na fase etanol. Isso ocorreu pelo fato do cisalhamento das espumas
de poliuretano originando uma queda do desempenho dos reatores, acarretando
numa diminuicao de pH que aumentou as concentracoes de H»S, deixando o
sistema ainda mais fragil pela toxicidade do H2S. Santos (2016) observou em seus
reatores operados em batelada sequencial tratando efluentes ricos em sulfato
que os reatores com melhor performance no tratamento foram aqueles que
tiveram baixas concentracoes de H>S, enquanto que os de pior performance

obtiveram quase 100% de concentracao de sulfeto de hidrogénio.

5.1.4 pH

Em se tratando de sistemas anaerobios, o controle de parametros como

alcalinidade e pH € essencial para ter uma otimizacao da remocao de matéria
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organica, e em casos especificos de reatores sulfetogénicos, remocao de sulfato.
Mudancas bruscas nessas variaveis podem comprometer o processo como um
todo, afetando os microrganismos presentes no sistema (CHERNICHARO, 2007).
Observou-se producao de alcalinidade para todos os reatores em todas as fases
de operacao. Os valores de pH do efluente foram superiores a 6,7 para todos os
reatores em todas as fases, exceto pelos reatores ETI1-I e ETI2-I na fase etanol.
Os valores de pH do efluente e do afluente ao longo do tempo de operacao estao
apresentados na Figura 12.

Todos os reatores inoculados com lodo doméstico apresentaram uma
pequena fase lag nos primeiros dias de operacao, aumentando em torno 0,5
unidade de pH em 30 dias. A mudanca de fase nesses reatores nao foi agravante,
apenas o reator ETE2-S que teve uma queda 0,6 unidade de pH nos primeiros
20 dias da fase etanol.

Ja os reatores inoculados com lodo industrial mantiveram valores de pH
constate durante a fase lactato, exceto pelo reator ETI2-S que apresentou uma
fase lag de aproximadamente 100 dias, visto que no inicio da operacdo nao
ocorria remocao de sulfato e de matéria organica. Porém, na fase etanol, houve
diferenca entre os reatores imobilizados e suspensos, onde os primeiros
apresentaram um decaimento no pH de 6,84+0,06 e 6,94+0,07 para 5,54+0,80 e
4,90£0,10 (ETI1-I e ETE2-I, respectivamente) e os segundos apresentaram um
aumento de 7,12+0,07 e 7,10+0,61 para 8,25+0,43 e 8,08+0,34 (ETI1-S e ETI2-
S, respectivamente). Acredita-se que o motivo da queda nos valores de pH para
os reatores inoculados com lodo industrial e imobilizados tenha sido uma
resposta negativa causada pelo cisalhamento da espuma de poliuretano ocorrido

devido ao movimento da mesa giratoria.
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Figura 12 — Variacao de pH do afluente e do efluente ao longo do tempo, com incerteza

de 5%.
FONTE: Do autor.
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Martins et al. (2011) utilizando um reator anaerobio de leito fixo com fluxo
ascendente tratando DAM de duas fontes distintas chegou a mesma conclusao
para ambas: houve um aumento de pH de 2,8 para 6,5, com remocoes de 72%
de sulfato e 99% de metais. Cunha et al. (2018) operando reator anaerdobio de
manta de lodo (UASB) tratando DAM sintética com pH 4,0 utilizando etanol como
fonte de carbono observou em todas as fases de operacao o pH do efluente acima
de 6,0, tendo um valor médio de pH do efluente de 6,3+0,6.

Em sistemas anaerobios com reducao de sulfato, a geracao de alcalinidade
esta diretamente ligada ao consumo da matéria organica, uma vez que o consumo
da fonte de carbono pela rota completa gera CO2, que devido ao seu valor de pKa
(6,35) vai a bicarbonato (HCO3), que € o maior responsavel pela geracao de
alcalinidade. A oxidacao completa e a incompleta de lactato gera alcalinidade,
uma vez que a molécula de lactato possui trés carbonos, entdo mesmo na rota
incompleta que produz acetato, um dos carbonos €& levado a bicarbonato.
Enquanto que para o etanol apenas a rota completa gera alcalinidade, uma vez
que a molécula de etanol possui apenas dois carbonos. As Equacoes 12 e 13

representam a oxidacao completa de lactato e etanol, respectivamente.
2C3H;03 +3S0;~ —» 6HCO3 + 3HS™ + H™ (12)
2CH;CH,0H + 35S0~ + 2H* - 4HCO3; + 3H,S + 2H,0 (13)
Utilizando a quantidade de DQO consumida pelo sistema com auxilio da
Equacao 14 e 15, pode-se calcular a quantidade de ions H* consumidos em
funcao da producao de ions bicarbonato (Equacao 16). Por meio da Equacao 17,
pode-se calcular quantas unidades de pH deveriam ter sido aumentadas
estequiometricamente em relacao ao pH do afluente.

C3Hy05 + 30, — 3CO, + 3H,0 (14)

CHsCH,O0H + 30, - 2C0, + 3H,0 (15)
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HCO; + HY -» (€0, + H,0 (16)
pH = —log[H] (17)
A Tabela 12 mostra as unidades de pH correspondentes a quantidade de ions
bicarbonatos produzidos, o pH estequiométrico calculado e o pH real do efluente

em cada fase de cada um dos reatores.

Tabela 12 — Aumento pH estequiometricamente

DQO i
Reator Fase removida [HCOs]  Aumento pH L. pH
(mg/L) (mol/L) do pH Estequiométrico real
lactato 554 0,02 1,76 5,75 6,68
ETEL-S  onol 593 0,01 1,91 5,90 6,82
ETE1-I lactato 521 0,02 1,79 5,78 7,03
etanol 479 0,01 2,00 5,99 7,01
lactato 534 0,02 1,78 5,77 6,71
ETE2-S  tanol 586 0,01 1,91 5,90 6,81
lactato 519 0,02 1,79 5,78 7,05
ETE2-T  tanol 496 0,01 1,99 5,98 7,10
ETIL-S lactato 1060 0,03 1,48 5,46 7,12
etanol 962 0,02 1,70 5,70 8,25
ETI1I lactato 685 0,02 1,67 5,64 6,84
etanol 588 0,01 1,91 5,91 5,54
ETI2-S lactato 946 0,03 1,53 5,50 7,10
etanol 940 0,02 1,71 5,71 8,08
ETIO-I lactato 760 0,02 1,62 5,59 6,94
etanol 593 0,01 1,91 5,91 4,90

Fonte: Do autor.

Considerando apenas a rota completa da degradacao de lactato e etanol, para
todos os reatores, tem-se que o valor do pH estequiomeétrico € inferior ao valor do
pH real, exceto pelos reatores ETI1-I e ETI2-I com etanol. O ion bicarbonato,
entretanto, nao € o Unico responsavel pela neutralizacdo de ions H* em reatores

anaerobios, visto que a alcalinidade € fruto dos sais de acidos fracos, sendo 70%
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dessa alcalinidade oriunda do bicarbonato originado da oxidacao da matéria
organica, enquanto que os outros 30% sao de fosfatos, carbonatos, etc
(CHERNICHARO, 2006). Outro fator que influencia diretamente no pH do sistema
em sistemas sulfetogénicos € a presenca do ion sulfeto que, seja na forma de
sulfeto de hidrogénio (H2S) ou hidrogeno sulfeto (HS-), ambos “roubam” ion H+
do sistema para estabilizar o sulfeto produzido (S27), contribuindo de forma
indireta para a alcalinizacao do meio.

Exceto pelo reator ETI2-I que apresentou pH do efluente 4,90£0,10 durante
a fase etanol, todos os outros reatores apresentaram valores que se enquadram
nas normas do CONAMA 430/11 que permite eliminacao de efluentes com pH

entre 5 e 9.

5.1.5 Alcalinidade e Ferro

A geracao de alcalinidade pode ser visualizada por meio da Figura 13.
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Figura 13 — Alcalinidades parcial, intermediaria e total do efluente

Fonte: Do autor.
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Sabe-se que a oxidacdo completa do lactato por meio da sulfetogénese gera 3
moléculas de bicarbonato (alcalinidade) por cada mol de substrato (Equacoes 4
e 6), enquanto que a oxidacao completa do etanol gera apenas 2 mols de
alcalinidade (Equacodes S e 6). Portanto, a oxidacao incompleta do lactato gera 1
mol de alcalinidade enquanto que a do etanol ndo gera nenhum. Dessa maneira,
por meio da Figura 13 pode-se confirmar que a alcalinidade gerada pelo etanol

foi inferior do que a gerada pelo lactato, como previsto.

2 lactato + SO}~ - 2acetato™ + 2HCO; + HS™ + H* (4)
2 etanol + SO~ - 2acetato” + HS™ + H* + 2H,0 (5)
acetato” + S0;~ - 2HCO; + HS™ (6)

Quanto a imobilizacao, verifica-se que entre os reatores inoculados com
biomassa oriunda de lodo doméstico, os imobilizados apresentaram valores
superiores de alcalinidade. O oposto aconteceu com os reatores inoculados com
biomassa oriunda de lodo industrial, apresentando valores de alcalinidade
superior para os suspensos. Entretanto, a origem do ind6culo nao influenciou os
resultados de alcalinidade de forma perceptivel. Sampaio (2015) operando reator
UASB tratando DAM observou valores de alcalinidade em sua fase inicial de
operacao proximos aos encontrados nesse trabalho (125+42 mg/L).

Os valores para remocao de ferro foram acima de 90% em todas as fases para
todos os reatores e podem ser visualizados de maneira detalhada na Tabela 13.

Exceto pelo reator ETI2-S na fase lactato, todos os outros reatores
apresentaram concentracoes de ferro no efluente inferiores a 15 mg/L - limite

estabelecido pelo CONAMA na resolucao 430/11.



Tabela 13 — Remocao média de ferro para cada etapa experimental

69

Reatores D;Z‘i%;:e Afluente (mg/L) Efluente (mg/L) Remocao (%)
ETEL-S Lactato 96,79+2,60 0,55+0,60 99,43+0,63
Etanol 97,86+3,93 0,70+0,94 99,29+0,92

ETE1-I Lactato 96,79+2,60 0,31+0,18 99,68+0,19
Etanol 98,60+3,74 0,38+0,14 99,61+0,14

ETE2-S Lactato 96,79+2,60 0,24+0,21 99,76+0,22
Etanol 98,35+3,73 0,34+0,17 99,65+0,17

ETE2-I Lactato 96,79+2,60 0,25+0,15 99,74+0,15
Etanol 98,60+3,74 0,25%0,15 99,75+0,15

ETI1-S Lactato 98,07+3,60 0,31+0,17 99,69+0,18

Etanol 92,22+9,22 0,32+0,28 99,65+0,31

ETI1I Lactato 98,28+3,66 0,28+0,18 99,70+0,18

Etanol 91,4249,02 1,27+1,76 98,60+2,06

ETIO-S Lactato 98,07+3,59 19,18+4,39 91,47+4,49

Etanol 92,22+9,22 7,81+7,29 91,76x7,70

ETIOI Lactato 98,07+3,59 0,48%1,29 99,39+1,52

Etanol 92,22+9,22 8,01£14,29 96,57+4,64

Fonte: Do autor.

Zhang e Wang (2013) conduzindo experimentos avaliando reatores em
batelada para tratamento de efluente de mina de carvao e utilizando lactato e
etanol como fonte de carbono observaram alta eficiéncia na neutralizacdao do
efluente e altas remocoes de sulfato (86,3 e 84,1%) e metais (Fe: 97,5 e 90,7%;
Cu: 100 e 100%; Zn: 73,3 e 86,7%). Costa et al. (2017) verificou remocao de 99%,
93-96% e 100% de remocao de ferro, cobre e zinco, respectivamente, em seu
estudo avaliando a remocao de metais e sulfato de DAM utilizando etanol como
doador de elétrons em reator anaerobio de batelada sequencial. Dev et al. (2017)
utilizando reator continuo de leito preenchido (PBR) no tratamento da DAM real
(coletada nas industrias de mineracao: um de carvao e outro de metais), observou
uma remocao de metais entre 94-98%. As remocoes de Fe, Cu e Zn totais foram
97,5, 98,2 e 97,5% no reator 1 (tratando a DAM oriunda da mina de carvao) e
94,7, 95,7 e 96,7% no reator 2 (tratando a DAM oriunda da mina de metais),

respectivamente.
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5.2 Quantificacao das Populacoes

Para analise de crescimento das BRS durante a operacao dos reatores e
comparacao durante as etapas de operacao, determinou-se a concentracao inicial
de BRS dos lodos utilizados para inocular os reatores (feita antes de iniciar a
operacao com lactato), a intermediaria antes da mudanca de doador de elétrons
(no fim da fase lactato) e ao final no ultimo dia de operacao dos reatores (apos a
fase etanol). Avaliando trés sequencias de diluicao consecutivas e a combinacao
entre tubos positivos e negativos, os valores de NMP/100mL e os valores de
células/100mL (através da Equacao 8) correspondentes a cada reator em cada
etapa estao apresentados na Tabela 14.

A Figura 14 representa graficamente os valores de NMP (células/100mL)

obtidos por meio da Equacéao 8.

NMP (células/100ml)

ETE1-S ETE1-l ETE2-S ETE2-I ETI1-S ETI1-I ETI2-S ETI2-I

| Inicial [ Intermediaria [ Final

Figura 14 — NMP inicial, intermediaria e final dos reatores
Fonte: Do autor.
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Tabela 14 - Quantificacao da populacao de BRS através da técnica de NMP

Reatores Etapa Faixa de Diluicao PZ;E?/ZS NMP/100mL (Célulalt\g/[fo OmL)
Inicial 10-10, 10-11 e 10-12 3-2-0 14 1,4x1012
ETE1-S Intermediaria 109, 10-10e 10-11 1-0-0 2 2,0x1010
Final 106, 10-7e 108 2-0-1 6,8 6,8x107
Inicial 10-10, 10-11 e 10-12 3-2-0 14 1,4x1012
ETE1-I Intermediaria 107, 108 e 10° 2-0-1 6,8 1,4x108
Final 105, 106 e 107 3-1-0 11 1,1x107
Inicial 107, 108 e 109 4-4-0 34 4,8x108
ETE2-S Intermediaria 106, 10-7e 108 4-2-0 22 2,2x108
Final 107, 108 e 109 3-2-0 14 1,4x10°
Inicial 107, 108 e 109 4-4-0 34 4,8x107
ETE2-1 Intermediaria 107, 108 e 109 1-0-0 2 2,0x107
Final 104, 105 e 10-° 4-0-0 13 1,3x106
Inicial 109, 10-10 ¢ 10-11 3-0-2 13 1,0x10°
ETI1-S Intermediaria 10-1%, 10-12 e 10-13 5-5-5 >1600 >1,6x1015
Final 10-11, 1012 e 1013 4-4-2 47 4,7x1013
Inicial 108, 10%e 1010 3-0-2 13 1,3x10°
ETI1-1 Intermediaria 10-8, 109 e 10-10 2-0-1 6,8 6,8x10°
Final 10-11, 1012 e 1013 2-1-1 9,2 9,2x1012
Inicial 104, 105 e 10-° 4-4-1 40 4,6x105
ETI2-S Intermediaria 106, 10-7e 108 5-1-0 33 3,3x108
Final 106, 10-7e 108 5-4-1 170 1,7x10°
Inicial 104, 105e 10° 4-4-1 40 4,6x105
ETI2-1 Intermediaria 106, 10-7e 108 4-0-2 21 2,1x108
Final 107, 108 e 109 3-3-2 24 2,4x109°

Fonte: Do autor.

Pode-se observar que houve uma diferenca no crescimento das populagoes de

BRS entre os reatores inoculados com lodo doméstico e com lodo industrial. Os

reatores inoculados com lodo doméstico apresentaram um decaimento da

populacao ao longo das fases, exceto pelo reator ETE2-S que apresentou um

pequeno aumento da populacao no fim da fase etanol. Enquanto que os reatores

inoculados com lodo industrial apresentaram um crescimento da populacao ao

longo das fases de operacdo, exceto pelo reator ETI1-S que apresentou um

declinio apods a fase etanol. Esse aumento das populacoes de BRS nos reatores

inoculados com lodo industrial pode ser justificado pela alta especificidade do

efluente que era tratado pelo lodo em questdo, acarretando uma pequena

diversidade de microrganismos quando comparado a biomassa oriunda de
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reatores tratando esgoto doméstico, tendo como consequéncia baixas populacoes
de BRS.

Um aumento da populacao de BRS era esperado para todos os reatores, uma
vez que as condicOes operacionais (altas cargas de sulfato, pH acido e relacao
DQO/sulfato proxima de 0,67) eram favoraveis para isso. Porém, ao longo da
operacao dos reatores ocorreu perda de biomassa, tanto para os reatores
imobilizados quanto para os suspensos, o que pode ter sido crucial para inibir o
crescimento das BRS nos reatores inoculados com lodo domeéstico. Essa perda
de biomassa ocorria, principalmente, no momento das trocas de meio, tanto para
os reatores com biomassa suspensa (troca de meio era feita com auxilio de
centrifuga) ou imobilizada (toda a biomassa que se desprendia da espuma era
eliminada de acordo com a maneira que a troca de meio era realizada, com auxilio
de uma peneira).

Dentre todos os reatores, o reator ETI1-S foi o que apresentou maior aumento
de populacao de BRS, principalmente na fase lactato, onde alcancou o valor de
1,6x1015 células/100mL. E mesmo apdés o pequeno declinio para 4,7x1013
células/100mL na fase etanol, permaneceu superior aos outros reatores. O que
pode justificar os altos valores alcancados de remocao de sulfato e DQO por esse
reator quando comparado com os outros reatores, alcancando a maior remoc¢ao

de sulfato na fase etanol (84%) e a maior remocao de DQO na fase lactato (70%).

5.3 Sequenciamento e analise de abundancia

Para avaliacdo da abundancia foram retiradas amostras iniciais dos quatro
lodos antes do inicio da operacao dos reatores, amostras intermediarias retiradas
apos a fase de operacao com lactato e amostras finais retiradas apos a fase de
operacao com etanol.

Com auxilio do software Past3 foi possivel calcular os indices de Simpson_1-
D, Shannon_H, Equitabilidade e Chao-1 para cada uma das amostras

sequenciadas, como descrito na Tabela 15.
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Tabela 15 - Indices de Diversidade e Equitabilidade

Amostra Simpson_1-D Shannon_H Equitabilidade_J Chao-1

Lodo ETE 1 0,8595 2,715 0,4974 235
ETE1-S (lactato) 0,7546 1,986 0,4403 91
ETE1-S (etanol) 0,8464 2,540 0,5334 117
ETE1-I (lactato) 0,8282 2,439 0,4888 147
ETE1-I (etanol) 0,8274 2,320 0,4715 137
Lodo ETE 2 0,6556 2,122 0,3887 235
ETE2-S (lactato) 0,8816 2,600 0,5413 122
ETE2-S (etanol) 0,8585 2,551 0,5258 128
ETE2-I (lactato) 0,9009 2,911 0,5506 198
ETE2-I (etanol) 0,6609 1,814 0,3866 109
Lodo ETI 1 0,9355 3,493 0,6476 220
ETI1-S (lactato) 0,9349 3,152 0,6300 149
ETI1-S (etanol) 0,9258 2,991 0,6145 130
ETI1-I (lactato) 0,9449 3,403 0,6552 180
ETI1-I (etanol) 0,8925 2,819 0,5774 132
Lodo ETI 2 0,9715 4,223 0,7395 302
ETI2-S (lactato) 0,9271 3,137 0,6253 151
ETI2-S (etanol) 0,9408 3,325 0,6618 152
ETI2-I (lactato) 0,9148 3,128 0,6010 182
ETI2-I (etanol) 0,7613 1,764 0,4465 52

Fonte: Do autor.

O indice Chao-1 é responsavel por determinar a riqueza da amostra, quanto
maior o valor de Chao-1, maior o numero de géneros diferentes encontrado (maior
a riqueza). Para todos os reatores, o indice Chao-1 foi superior no inéculo,
indicando que houve uma diminuicao da riqueza microbiana. O Reator ETI2-I

antes de ser inoculado possuia um indice Chao-1 de 302, que apoés a fase etanol
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caiu para 52, indicando uma selecao da populacao microbiana ali existente
devido as condicoes operacionais. Exceto pelos reatores ETE1-S, ETE2-S e ETI2-
S, todos os outros reatores tiveram uma diminuicao (expressiva ou nao) no indice
Chao-1 com a mudanca de fase lactato-etanol.

O indice de Shannon_H esta diretamente relacionado a diversidade. Dessa
maneira, quanto maior seu valor, mais diversa sera a populacdao microbiana.
Porém, geralmente os valores ficam entre 1,5 e 3,5. Esse indice também pode ser
definido como o grau de incerteza em prever a qual género pertenceria um
individuo retirado aleatoriamente da populacao (LUDWIG; REYNOLDS, 1988). A
amostra do lodo ETI-2 foi a responsavel pelo maior valor de Shannon_H (4,223).
Exceto pelos reatores inoculados pelo lodo ETE-2, todos os outros reatores
apresentarem maiores valores de Shannon_H para o inéculo do que para
qualquer uma das fases de operacao. Os menores valores de Shannon_H foram
para o reator ETI2-I (1,764) e ETE2-I (1,814), ambos na fase etanol.

Briones et al. (2007) ao estudar a diversidade microbiana em dois diferentes
biorreatores tratando efluente rico em carboidratos e sulfato em diferentes
periodos notou uma diminuicao de 3,90 para 3,85 no periodo 1 e de 3,79 para
2,80 no periodo 2 no reator AMBR (indicando uma diminuicédo na diversidade) e
3,59 para 3,91 no periodo 1 (indicando um aumento na diversidade) e 3,82 para
3,19 (indicando uma diminuicdo na diversidade) no periodo 2 no reator UASB.

O indice de Simpson_1-D fornece a ideia da probabilidade de se coletar
aleatoriamente dois individuos da comunidade e, obrigatoriamente, eles
pertencerem a géneros diferentes (SIMPSON, 1949). Neste trabalho, o lodo ETI-2
apresentou o maior valor, 0,9715, o que significa uma probabilidade de 97,15%
de se coletar dois individuos da comunidade e eles pertencerem a géneros
diferentes. O menor valor de Simpson_1-D foi para o Lodo ETE 2 (0,6556). Nas
amostras dos inoculos e dos reatores nao foi observado um padrao em relacao ao
indice de Simpson_1-D.

Outro indice de diversidade que é derivado do indice de Shannon €é a
Equitabilidade_J, o qual permite representar a uniformidade da distribuicao dos

individuos entre os géneros existentes, onde valores proximos a O tendem a
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uniformidade minima e valores proximos a 1 tendem a uniformidade maxima
(Pielou, 1966). Assim como para todos os outros indices de diversidade, para a
Equitabilidade_J o maior valor também foi para o lodo ETI 2 (0,7395), indicando
alta uniformidade dos dados para essa amostra. Assim como o indice de
Simpson_1-D, o lodo ETE 2 apresentou o menor valor de Equitabilidade_J
também (0,3887), indicando baixa uniformidade. Briones et al. (2007), ao estudar
a diversidade microbiana em dois diferentes biorreatores tratando efluente rico
em carboidratos e sulfato em diferentes periodos observou apenas valores de
Equitabilidade_J superiores aos encontrados nesse trabalho, para o reator AMBR
os valores variaram de 0,88 a 0,82 no periodo 1 e 0,83 a 0,88 no periodo 2. Ja
para o reator UASB no periodo 1 a variacao da Equitabilidade_J foi de 0,83 a
0,87, enquanto que no periodo 2 foi de 0,84 a 0,91.

O baixo valor do indice de Shannon_H (diversidade) e de Chao-1 (riqueza) para
a amostra da fase etanol do reator ETI2-I, mostram que o cisalhamento da
espuma de poliuretano acarretou em uma baixa performance desse reator,
principalmente na remocao de sulfato, devido a perda que houve de
microrganismos no momento da decantacao na troca de meio.

Para analise de abundancia de cada fase dos reatores (lactato e etanol) e do
lodo utilizado para inocular esses reatores, os graficos foram agrupados em uma
mesma figura (Figuras 15, 16, 17 e 18).

O género dominante no inoculo ETE 1 utilizado para inocular os reatores
ETE1-S e ETE2-S é o Pseudomonas (27,02%) seguido por 20,79% de
Paraclostridium. O primeiro foi totalmente extinto tanto no reator ETE1-S quanto
no reator ETE1-I nas duas fases, enquanto que o segundo foi totalmente extinto
no ETE1-S em ambas as fases e apenas 5,39% (fase lactato) e 6,16% (fase etanol)
estiveram presentes no reator ETE1-I (Figura 15).

Pseudonomas € um género de bactérias gram-negativas nao formadoras de
esporos que sao classificadas como aerobias, porém algumas excecoes foram
descobertas através de espécies desse género presentes em biofilmes (HASSET et
al., 2002). Paraclostridium € um género da familia Peptostreptococcaceae, a qual

todos os membros sao anaerobios com metabolismo do tipo fermentativo. Os
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membros dessa familia sao encontrados em diferentes habitats, incluindo o corpo
humano, estrume, solo e sedimentos (SLOBODKIN, 2014).

O género Anaerolineaceae apresentou uma abundancia relativa de 9,74% no
lodo ETE 1. Este género caracteriza-se por microrganismos gram-negativos nao
formadores de esporos e anaerobios. Espécies desse género sao encontradas em
diversos habitats e podem ser consideradas essenciais nas populacoes
microbianas de digestores anaerobios (LIU et al., 2017). No reator ETE1-S na fase
lactato a abundancia caiu para 8,19% (terceiro género mais abundante) e na fase
etanol teve um aumento significativo para 19,33% (segundo género mais
abundante). Enquanto que no reator ETE1-I a fase lactato teve um aumento
(21,77%) e a fase etanol teve um aumento para 28,93% (sendo o segundo género
mais abundante na fase lactato e o mais abundante na fase etanol).

O género mais abundante na fase lactato (41,79%) e etanol (30,09%) do reator
ETE1-S € o Bacillus (bactérias em forma de bastonete, gram-positivas,
obrigatoriamente ou facultativamente aerdbias formadoras de esporos) (BARON
et al., 1996).

O género Desulfovibrio € o segundo mais abundante na fase lactato (23,67%)
e o terceiro mais abundante na fase etanol (13,13%) no reator ETE1-S. Enquanto
que no reator ETE1-I na fase lactato esse género tem 9,76% de abundancia e na

fase etanol 25,39% de abundancia (segundo mais abundante).
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Figura 15 — Analise de abundancia do Lodo ETE 1 e reatores ETE1-S e ETE1-I
nas fases lactato e etanol

Fonte: Do autor.

O género Desulfovibrio € parte das bactérias redutoras de sulfato e engloba as
redutoras incompletas. Os microrganismos pertencentes a este género exercem
uma funcao de extrema importancia em sistemas anaerdbios de tratamento de

efluentes acidos com presenca ou nao de metais (ZHANG; WANG, 2016).
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O género mais abundante na fase lactato do reator ETE1l-I foi o
Desulfomicrobium com 32,38%, que sofreu uma diminuicao de mais da metade
na fase etanol (10,82%). Desulfomicrobium € um género caracterizado por
microrganismos de células curtas, retas ou elipticas, gram-negativos, anaerobios
e pertencentes do grupo das BRS incompletas que utilizam como doadores de
elétrons lactato, piruvato, etanol, entre outros compostos organicos (BOONE,
2015).

Assim como no lodo ETE 1 (in6culo dos reatores ETE1-S e ETE1-I), o género
Pseudomonas foi o mais abundante no lodo ETE 2 (56,85%), e tanto para o reator
ETE2-S e ETE2-I, o percentual desse género foi a zero tanto na fase lactato
quanto na fase etanol (Figura 16). Tong et al. (2012) avaliaram a comunidade
microbiana de reatores lodos ativados de 14 plantas de tratamento de esgoto
domeéstico na Asia e na América do Norte, e a ordem Pseudomonales (a qual o
género Pseudomonas faz parte) foi encontrada em todos as amostras.

Os géneros Paraclostridium e Clostridium Sensu Strictu 13 (ambos
pertencentes a mesma ordem Clostridiales, caracterizadas por serem bacilos
anaerobios) presentes no inoculo ETE 2 (4,41%) so6 estiveram presentes na fase
lactato do reator imobilizado ETE2 (7,74%).

O género Desulfovibrio no lodo ETE 2 era praticamente inexistente (0,01%),
porém no reator ETE2-S na fase lactato e etanol apresentou uma abundancia de
9,73% e 11,00%, respectivamente. Enquanto que no reator ETE2-I foi o género
mais abundante em ambas as fases, 21,79% (lactato) e 55,65% (etanol).

O género Desulfobulbus (BRS incompleta, gram-negativa e pode utilizar varios
compostos organicos como doadores de elétrons) (BOONE, 2015) foi o mais
abundante na fase lactato (19,36%) do reator ETE2-S, que também apareceu na

fase lactato do reator ETE2-I com uma abundancia de 2,85%.
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Figura 16 — Analise de abundancia do Lodo ETE 2 e reatores ETE2-S e ETE2-I
nas fases lactato e etanol

Fonte: Do autor.

O género Anaerolineaceae apresentou um crescimento na abundancia relativa
do lodo ETE2 (2,88%) para 16,90% e 16,13% na fase lactato dos reatores ETE2-

S e ETE2-I, respectivamente. Enquanto que na fase etanol houve um crescimento
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apenas no reator ETE2-S (30,03%), uma vez que o reator ETE2-I apresentou uma
diminuicao na abundancia desse género, caindo para menos da metade (7,28%).

O reator suspenso ETE2 tanto na fase lactato quanto na fase etanol
apresentou o género Bacillus como segundo mais abundante. O género
Syntrophobacteraceae (género que engloba as BRS incompletas comumente
encontrado em lodo oriundo de tratamento de esgoto doméstico) (MCINERNEY et
al., 2005) estave presente numa abundancia minima no inoculo ETE 2 (0,01%),
e na fase lactato dos reatores ETE2-S e ETE2-I apresentou uma abundancia de
2,29% e 8,76%, respectivamente. Enquanto que na fase etanol essa abundancia
aumentou para 7,68% no reator ETE2-S e para 14,07% no reator ETE2-1.

O perfil de abundancia dos reatores inoculados com lodo industrial foi muito
distinto daqueles inoculados com lodo oriundo de esgoto doméstico. No inoculo
ETI 1, o género mais abundante € Methanobacterium com 18,15%, que também
esteve presente na fase lactato nos reatores ETI1-S e ETI1-I (10,15% e 11,82%,
respectivamente) e na fase etanol (9,70% e 8,92%, respectivamente), como pode
ser visualizado na Figura 17. O género Methanobacterium pertence ao dominio
das arqueias metanogénicas e também sao hidrogenotroficas e produzem metano
a partir de Hz e CO» (LIU et al., 2017).

Os géneros Serratia (gram negativa, anaerobia facultativa) e Pseudomonas
foram o segundo e o terceiro género mais abundante no lodo ETI 1, porém
desapareceram ao longo da operacao dos reatores inoculados com esse lodo.

Durante a fase lactato do reator ETI1-S, o género mais abundante foi o
Ruminococcaceae, com 13,69% (estritamente anaerobio). Ja na fase etanol desse
mesmo reator, o género mais abundante foi Klebsiella (anaerobias facultativas),
com 13,18%, estando presente apenas nessa fase do reator e no inoculo ETI 2

(2,35%).
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Figura 17 — Analise de abundancia do Lodo ETI 1 e reatores ETI1-S e ETI1-I
nas fases lactato e etanol

Fonte: Do autor.

O género Aminicenantales que nao esteve presente no inoculo ETI 2, foi o
segundo mais abundante na fase etanol dos reatores ETI1-S e ETI1-I, com
11,63% e 12,02%, respectivamente. O segundo género mais abundante no reator
ETI1-I na fase lactato foi o Desulfobulbus com 11,00%, o qual também estava

presente na fase lactato do ETI1-S (6,21%).
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O género Anaerolineaceae esteve presente tanto no inoculo ETI 1, quanto nas
duas fases dos reatores ETI1-S e ETI1-I. O maior percentual de abundancia desse
género nesses reatores foi encontrado na fase lactato do reator imobilizado ETI1
(9,02%). E o género mais abundante na fase etanol do reator imobilizado ETI1 foi
Desulfovibrio, com 25,21%, sendo a unica fase dos reatores inoculados com o
lodo ETI1 a apresentar um percentual de abundancia relevante para esse género
de BRS.

No inoculo ETI 2, os dois géneros mais abundantes foram extintos ao longo
da operacao dos reatores inoculados com ele (ETI2-S e ETI2-I), sao eles:
Rhodanobacter (7,98%) e Methylophilaceae (6,78%) (Figura 18). Visto que os dois
géneros mais abundantes da amostro lodo ETI 2 tiveram menos que 8% de
abundancia, explica-se o porqué do indice Shannon_H (diversidade) ter dado um
valor tao superior (4,223) comparado as outras amostras.

O género Desulfobulbus, assim como ocorrido na fase lactato dos reatores
inoculados com os lodos ETE 2 e ETI 1, também teve um percentual significativo
na fase lactato para os reatores ETI2-S (10,32%) e ETI2-I (21,58%), o qual no
segundo foi o género mais abundante.

Apenas o reator ETI2-S (ambas as fases), entre os reatores inoculados com o
lodo ETI 2, apresentou microrganismos do dominio Archaea (género
Methanobacterium), mesmo que em baixo percentuais (3,44% na fase lactato e
4,15% na fase etanol).

Para o reator ETI1-S, os dois géneros mais abundantes em ambas as fases
pertencem a familia Anaerolineceae. Na fase etanol do reator ETI2-I, o género
mais abundante &€ o Desulfovibrio (34,05%), seguido do género Acidocella

(31,47%).
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Figura 18 — Analise de abundancia do Lodo ETI 2 e reatores ETI2-S e ETI2-I
nas fases lactato e etanol

Fonte: Do autor.

A presenca da fase lag para remocao de sulfato em todos os reatores (Figura
4) pode ser explicada pela auséncia de BRS em todos os inoculos. Porém, com os
dados do sequenciamento da fase lactato dos reatores ja € possivel observar a

presenca de BRS em todos os reatores.
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O mesmo pode ser verificado com as altas taxas de remocao de DQO
observadas no inicio da operacao dos reatores ETE1-S e ETE1-I (Figura 7), que
se justifica pela presenca e do género Methanbacterium, pertencente ao dominio
Archeae, que foi o género mais abundante (18,15%). Ao longo da operacao,
percebe-se um aumento na DQO residual, que pode ser justificada pelo aumento
da especificidade do lodo, se tornando mais sulfetogénico (surgimento de géneros
de BRS: Desulfobulbus, Desulfovibrio) e menos metanogénico (o percentual do
género Methanobacterium diminui ao longo das fases).

A auséncia de arqueias metanogénicas com um percentual significativo de
abundancia nos inéculos de origem domeéstica atrelado a presenca e aumento de
abundancia apenas de BRS incompletas (produto final da oxidacao da matéria
organica gera DQO residual — acetato) fez com que os reatores inoculados com
esses lodos apresentassem baixos indices de remocao de DQO tanto na fase
lactato quanto na fase etanol.

A auséncia de géneros de BRS nos indculos oriundos de lodo industrial e o
aparecimento de percentuais de abundancia significativos ao longo da operacao
dos reatores inoculados com os lodos ETI 1 e ETI 2 também pode ser verificado
através da Figura 14, que mostra os resultados das NMPs, onde é possivel
visualizar o crescimento das populacoes de BRS, principalmente na fase etanol
dos reatores imobilizados onde o género Desulfovibrio se destacou.

O género Desulfovibrio, por mais que tenha aparecido na fase lactato e etanol
de reatores suspensos e na fase lactato de reatores imobilizados, sua presenca
de maior destaque em todos os reatores foi na fase etanol dos reatores
imobilizados, sendo o segundo género mais abundante no reator ETE1-I e o mais
abundante nos reatores ETE2-I, ETI1-I e ETI2-I.

O género Desulfobulbus apresentou percentuais de abundancia relevantes na
fase lactato de todos os reatores (mais abundante no reator ETE1-I, ETE2-S e
ETI2-I e segundo mais abundante ETI1-I), exceto nos reatores ETE1-S e ETE1-I

inoculados com o lodo ETE 1.
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6 CONCLUSAO

O estudo desenvolvido avaliando os parametros fonte do in6culo, imobilizacao
e doador de elétrons pode ser considerado relevante e apresentou resultados
significativos para a eficiéncia na remocao de sulfato, DQO, producao de
alcalinidade, crescimento das populacoes de BRS e influéncia na abundancia dos
géneros dentro dos dominios Bacteria e Archeae. As principais conclusoes, foram:
- Houve uma adaptacao dos inoculos utilizados para remocao de sulfato, visto
que nenhum deles tinha perfil sulfetogénico, e ao longo da operacao os mesmos
atingiram remocao de sulfato de no minimo 60% (exceto o reator ETI2-I fase
etanol);
- Exceto pelo reator ETI2-I (que perdeu muita biomassa devido ao cisalhamento
das espumas), todos os reatores apresentaram alta producao de alcalinidade e
consequentemente atingiram valores de pH de efluente que se enquadram nas
normas ambientais de descarte nos corpos hidricos;
- A fonte do ino6culo foi um fator que diferenciou o crescimento/decaimento das
populacoes de BRS, uma vez que os reatores inoculados com lodo doméstico
apresentaram declinio das populacoes de BRS enquanto que os reatores
inoculados com lodos industriais apresentaram aumento das populacoes;
- Visto a dificuldade de encontrar lodos sulfetogénicos e a necessidade de grandes
quantidades de biomassa necessaria para inocular reatores em escala real, esse
trabalho demonstrou que é possivel obter sucesso na aclimatacao de um lodo

com perfil metanogénico para a remocao de sulfato.
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