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RESUMO

Os sistemas anaerobios de tratamento de esgotos, como os reatores UASB, sdo considerados
uma das tecnologias mais adotadas em paises com condi¢fes climaticas favoraveis como o
Brasil. Apesar de oferecerem inUmeras vantagens, permanecem no efluente tratado os gases
metano (CHa) e sulfeto (H2S), e nitrogénio amoniacal (NHz3). Portanto, de modo a atender os
padrdes de lancamento e minimizar possiveis impactos ambientais, o efluente anaerdbio
necessita de pos-tratamento. Assim, este trabalho avaliou o desempenho de biorreatores para
pos-tratamento de efluente de reator UASB, tratando esgoto doméstico, sob distintas condi¢fes
operacionais para remocao de CHs, H2S e NHs. Para isso, foram operados 2 reatores: R-controle
e R-ar na Etapa 1 e R-controle e R-indculo na Etapa 2. Na Etapa 1 avaliou-se os efeitos da
microaeragdo e da luz solar em duas fases, de acordo com o tempo de detencdo hidraulica
(TDH), sendo fase 1 TDH 6h e fase 2 TDH 3h. A Etapa 2 consistiu na avaliacdo dos efeitos da
aeracdo intermitente (Al), auséncia de luz e inoculacdo de lodo ativado, lodo anaerdbio e
anammox, com TDH 6h. Esta Etapa foi dividida em trés fases de acordo com as estratégias de
aeracéo, a saber: 2°on/14’off, 7°on/14’off e 21°0n/14’off. Os resultados da Etapa 1 apontaram
maior eficiéncia de remocéo de CHse H2S no R-ar da fase 1. As eficiéncias de remocao de CH4
foram 31% e 55% e de H.S iguais a 61% e 79% para R-controle e R-ar, respectivamente. Na
fase 2 a remogdo de CHa4 ndo ocorreu e as eficiéncias de remogdo de H.S foram 22% (R-
controle) e 33% (R-ar). A oxidagdo completa do sulfeto a sulfato prevaleceu em ambos 0s
reatores e fases, mas a formacdo de enxofre elementar foi maior no TDH 6h. Os resultados
apontaram que a luz e a microaeracdo continua favoreceram a oxidagdo bioldgica do CHs e
H>S. Tais resultados foram confirmados pela presenga de bactérias sulfurosas e ndo sulfurosas,
e metanotroficas, detectadas por sequenciamento de nova geracdo (SNG). A nitrificagdo néo
ocorreu em ambos 0s biorreatores e fases devido auséncia de micro-organismos nitrificantes.
Na Etapa 2, as condicdes testadas (ciclos de Al e concentracfes de OD) nao foram suficientes
para a ocorréncia da nitrificacdo nas fases testadas, tanto no R-controle quanto no R-in6culo. O
H.S foi oxidado em ambos os biorreatores com eficiéncia igual a 42% no R-controle e 36% no
R-inéculo. Em suma, os biorreatores, nas condicOes testadas, foram eficientes para remocéo
dos gases metano e sulfeto do efluente de reator UASB tratando esgoto doméstico, mas nédo
removeram nitrogénio amoniacal.

Palavras-Chave: Microaeracdo, Aeracdo intermitente, Bactérias sulfurosas e ndo sulfurosas,
Bactérias metanotréficas, Nitrificacdo, Efluente anaerébio.
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ABSTRACT

Anaerobic sewage treatment systems, such as UASB reactors, are one of the most used
technologies in warm countries such as Brazil. Despite having lots of advantages, these reactors
have some limitations such as methane (CH4) and sulfide (H2S) dissolved in the effluent and
no nitrogen ammoniacal (NHs) removal. In this context, the effluents from anaerobic reactors
usually require a post-treatment step to meet the discharge limits of environmental legislation
and protect the water bodies. This study aims to evaluate the performance of two bioreactors:
R-control and R-air in stage 1 and R-control and R-inoculum in stage 2 to post treat UASB
effluent, treating domestic wastewater. The experiment was divided into two stages. In stage 1
was evaluated the effects of microaeration and sunlight in two phases (HRT 6h phase 1 and
HRT 3h phase 2). In the stage 2 different intermittent aeration strategies (2min on/14min off,
7min on/14min off e 21min on/14min off), absence of light and inoculation were evaluated. In
stage 1 large H>S and CH4 removal efficiencies were achieved by the microaerated reactor at
HRT of 6 h. At this HRT, H2S removal efficiencies were equal to 61% and 79%, and CH4
removal efficiencies were 31% and 55% for R-control and R-air, respectively. At an HRT of 3
h, H2S removal efficiencies were 22% (R-control) and 33% (R-air) and CH4 removal did not
occur. The complete oxidation of sulfide, with sulfate formation, prevailed in both phases and
bioreactors. However, elemental sulfur formation was more predominant at an HRT of 6 h than
atan HRT of 3 h.The results pointed that sunlight and microaeration favored biological methane
and sulfur removal. Microbial community analysis confirmed by next generation sequencing
(NGS) that the bacteria involved in the biological removal of methane (methanotrophic
bacteria) and sulfide (sulfur and non sulfur bacteria) were present in the bioreactors.
Nitrification did not occur in the bioreactors in both phases due absence of microorganisms in
the nitrogen cycle. In the stage 2 the different intermittent aeration strategies and low dissolved
oxygen concentrations did not contribute to nitrification in both bioreactors. Sulfide removal
efficiencies were 42% in R-control and 36% in R-inoculum.

Key words: Microaeration, Intermittent aeration, Sulfur and non sulfur bacteria,
Methanotrophic bacteria, Nitrification, Anaerobic effluent.
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1 INTRODUCAO

O Brasil detém o maior parque de reatores anaerébios do mundo, considerando-se a aplicacao
da tecnologia para o tratamento de esgoto sanitario (CHERNICHARO et al., 2018a). A
expansdo da tecnologia anaerébia no Brasil é conseqliéncia das pesquisas na area do

saneamento, das condicOes climaticas favoraveis e das vantagens inerentes & mesma.

Reatores anaerobios de fluxo ascendente e manta de lodo (UASB — Upflow Anaerobic Sludge
Blanket) sdo, dentre as tecnologias anaerobias de alta taxa, uma das mais adotadas e tém
crescido desde a sua introducédo na década de 1980. No Brasil, representam a principal tendéncia
atual de tratamento de esgotos com cerca de 40% das ETEs localizadas nas regides Sul, Sudeste
e Centro-Oeste do pais empregando tal sistema em seu fluxograma de tratamento
(CHERNICHARO et al., 2018b). Contribuem para expansdo da adocdo desta tecnologia a
auséncia de aeracdo, producdo de um biogas rico em metano (possibilita a producdo de energia),
baixa demanda por area, custos reduzidos de construcdo e operacdo, dentre outras
caracteristicas (SILVA-TEIRA et al., 2017; DAUD et al., 2018).

Embora apresente inimeras vantagens, o tratamento anaerobio em reatores UASB € incapaz de
remover completamente toda matéria organica presente no esgoto, o nitrogénio na forma de
amonia, patdgenos, além da presenca indesejada de sulfeto e metano dissolvidos no efluente
tratado (SOUZA et al., 2012; SILVA et al., 2018). Dessa forma, o pds-tratamento do efluente
proveniente de sistemas anaerobios tratando esgoto doméstico se faz necessario. Esta etapa
garante a qualidade do efluente no que se refere aos riscos a satde publica, bem como pelos
possiveis danos causados nos corpos receptores pelo langamento de cargas remanescentes
(CHERNICHARO, 2006). Ademais, a importancia do pés-tratamento é fundamental para

atender aos padrbes de lancamento, em voga no pais e no estado de Minas Gerais.

Diversos processos podem ser usados para pos-tratamento de efluente de reator UASB como
biofiltro aerado, filtro anaerdbio, lodos ativados, lagos de polimento, dentre outros. Assim,
tanto métodos fisico-quimicos (adicdo de coagulantes) quanto bioldgicos (aerébio ou
anaerdbio) podem ser adotados para tratamento do efluente antes do langamento (VON
SPERLING, 2016). Comparado com métodos fisico-quimicos, os processos bioldgicos sdo
mais econémicos e podem ser operados em condi¢des ambientais naturais, sem adi¢do de
produtos quimicos e catalisadores caros e sem producdo de lodo quimico, sendo mais desejados

em tratamento de esgotos (GUO et al., 2016).
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Um sistema de pds-tratamento do efluente de reator UASB em biorreatores foi empregado por
nosso grupo de pesquisa (AZEVEDO et al., 2018; GARCIA et al., 2015; 2017). Um dos
objetivos principais foi promover a oxidagdo bioldgica parcial do sulfeto dissolvido (H2S) a
enxofre elementar (S°). Para tanto, os biorreatores foram operados em condigdes anaerdbias e
presenca de luz solar. Nestes estudos foram alterados os tempos de detenc¢éo hidraulica (TDHSs)
dos biorreatores, reduzindo de 24 até 2h, bem como investigado os efeitos da auséncia e
presenca de distintos meios suporte (anéis de polipropileno e espuma de poliuretano) para

imobilizacdo dos micro-organismos.

Nos estudos supracitados, a oxidacdo bioldgica do sulfeto ocorreu primordialmente com
formag&o de sulfato (SO4%") em relagdo a formagéo de S°, por bactérias sulfurosas purpuras e
verdes através da fotossintese anoxigénica. Garcia et al. (2017) observaram concentragdes
medianas de sulfeto variando entre 0,34 a 1,60 mgS.L™, sendo que maiores eficiéncias (90%)
foram obtidas no TDH 12h. Azevedo et al. (2018) reportaram concentracfes medianas de
sulfeto efluente aos biorreatores entre 0,50 a 4,90 mgS.L™?, e eficiéncia de remogao variando
entre 52 até 92%. A carga de sulfeto aplicada aos biorreatores esteve relacionada ao
desempenho no pés-tratamento. Embora as concentrac6es de sulfeto dissolvido no efluente dos
biorreatores tenham sido inferiores as do efluente do reator UASB, nestes estudos em algumas
condicdes os valores ainda foram maiores ao estabelecido para legislac@es vigentes (1 mgS.L
1). Nestes estudos, néo foi observada a remocéo de nitrogénio amoniacal no pds-tratamento e a
remoc¢do de metano do efluente anaerébio ndo foi investigada. Foram obtidas melhorias na
qualidade do efluente em relagcdo a demanda quimica de oxigénio (DQO) e sélidos suspensos
totais (SST). As técnicas de biologia molecular empregadas nas pesquisas apontaram ampla
diversidade microbiana nos biorreatores com potencial de realizacdo de diferentes
metabolismos como reducéo do nitrato, remocdo de matéria organica, oxidacdo de metano e do
sulfeto (AZEVEDO et al., 2018; GARCIA et al., 2015; 2017).

As pesquisas anteriores e o potencial dos biorreatores — considerados aparato experimental Gtil
e de baixo custo para investigacdo e melhorias na remogéo de diversos parametros, incitaram
novas pesquisas para pés-tratamento biolégico de efluente de reator UASB em condicdes de
amostragem variadas. Assim, melhorias na oxidacdo bioldgica do H.S, a remo¢do do CH4
dissolvido e de nitrogénio amoniacal podem contribuir para minimizar limitagdes do tratamento

anaerdbio em reatores UASB, e ainda, reduzir custos e impactos ambientais.
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Neste contexto, o presente trabalho objetivou contribuir para o aprimoramento da qualidade do
efluente de reator UASB tratando esgoto doméstico no pds-tratamento em biorreatores
utilizando a técnica de microaeracéo, aeragdo intermitente e auséncia ou presenga de luz solar.
Para isso, 0 estudo abrangeu a remocao biologica de sulfeto dissolvido (e avaliacdo da principal
rota de oxidacao), a remocdo de metano dissolvido e de nitrogénio amoniacal do efluente de
reator UASB. A comunidade microbiana desenvolvida nos biorreatores foi avaliada a fim de
obter informacg6es das principais vias metabdlicas de remocdo dos componentes nas diferentes

condicdes testadas.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A importancia do pds-tratamento para remocao de metano, sulfeto e
nitrogénio amoniacal

Dentre 0s métodos anaerdbios para tratamento de esgotos, os reatores UASB tém ganhado
destague por apresentarem vantagens em relacdo a economia de energia, recuperacao de biogas
e baixa producao de lodo, contribuindo para a adocao destes em relacdo as préticas tradicionais
de tratamento aerébio de esgotos (STAZI & TOMEI, 2018)

A qualidade do efluente final dos reatores UASB ndo €, muitas vezes, suficiente para atender
aos padrdes restritivos de lancamentos de efluentes, além da possibilidade de causar danos
ambientais, tornando fundamental a ado¢do de uma etapa de pds-tratamento. Este fator justifica
a grande quantidade de sistemas acoplados no Brasil. Um levantamento com 2.187 estacdes de
tratamento de esgotos (ETES) no Brasil apontou que o reator UASB sozinho ou seguido por
qualquer forma de pés-tratamento, lodo ativado e diferentes combinacdes de lagoas tratam o
maior equivalente populacional, representando 95% da populacdo total equivalente (VON
SPERLING, 2016).

Dentre os componentes que torna importante o pds-tratamento destaca-se a presenca de matéria
organica residual, nutrientes, organismos patogénicos e sulfeto dissolvido. Estes constituintes
estédo presentes na resolucédo brasileira CONAMA n° 430/2011(BRASIL, 2011) e Deliberagéo
Normativa Conjunta COPAM/CERH n° 01/2008 do estado de Minas Gerais como padrdes de
lancamento de efluentes. Embora a emissdo de metano para a atmosfera, a exemplo das
emissdes fugitivas a partir do desprendimento do efluente tratado, seja um fator de preocupacéo

ambiental, no Brasil ainda ndo existe uma legislacdo pertinente as emissfes deste gas em ETEs.
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Para os compostos estudados nesta pesquisa e presentes nas resolugdes ambientais, o valor
maximo estabelecido para o sulfeto é de 1 mgS.L™, e para o nitrogénio amoniacal o limite de
langamento é de 20 mgN.L™. Mesmo com os riscos associados a presenca de compostos
nitrogenados, quando presentes em altas concentraces no efluente, a lei federal supracitada
manteve apos alteracdo da lei anterior CONAMA n°357/2005 (BRASIL, 2005) apenas o limite
maximo para nitrogénio amoniacal proveniente de efluentes industriais. Portanto, este limite
ndo é aplicavel a sistemas de tratamento de esgoto sanitario. Assim, os problemas associados a
este composto no ambiente e as possibilidades de futuras restricBes incentivam pesquisas

voltadas para sua remocao.

Adicionalmente a necessidade de atendimento as legislagdes ambientais, o pds-tratamento do
efluente anaerdbio visa minimizar impactos ao meio ambiente e a saide humana. A emissao do
metano na atmosfera tem consequéncias negativas, pois € um gas de efeito estufa
desempenhando um importante papel no aquecimento global. Estima-se que sua concentragéo
esteja em crescente ascengdo, com aumento de aproximadamente 1% ao ano (AIMEN et al.,
2018). A contribuicdo do CHs4 para o aquecimento global pode ocorrer nas estacdes de
tratamento de esgotos (ETE) porque nem sempre ele € utilizado para a geracdo de energia e em
muitos casos ndo é queimado, sendo liberado diretamente para a atmosfera (CHERNICHARO
et al., 2015). Além dos impactos ambientais, a presenca do metano com o efluente tratado

culmina em perda de potencial energético.

O sulfeto, que é formado a partir da reducdo desassimilativa do sulfato presente no esgoto bruto,
¢ emitido com o biogas produzido no reator UASB e/ou dissolvido no efluente tratado. A
formacdo deste gas depende da natureza dos precursores, pH e potencial de 6xido-reducdo do
sistema (CHERNICHARO et al., 2015). O sulfeto € extremamente tdxico, corrosivo e

responsavel pela emanacéo de maus odores (LIN et al., 2018) em reatores UASB.

Os niveis dos gases dissolvidos (metano e sulfeto) no efluente dependerdo da agua residuéria,
bem como da eficacia do processo de tratamento (CHEN et al., 2016). Nos ultimos anos, a
avaliacdo da presenca de gases dissolvidos no efluente anaerdbio tem sido considerada na
adocdo de tecnologias adequadas para pos-tratamento (CHEN et al., 2016; GARCIA et al.,
2017; MATSUURA et al., 2015; SILVA-TEIRA et al., 2017).

As aguas residuarias sdo uma importante fonte de poluicdo por compostos nitrogenados em

corpos d’agua receptores. Portanto, a remocdo eficiente destes é fundamental para evitar a
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eutrofizacdo e desoxigenacao do ambiente (VAN KESSEL et al., 2018). Provenientes do esgoto
bruto, compostos nitrogenados ndo sdo removidos no tratamento anaerébio de reatores UASB.
Convencionalmente a remog&o do nitrogénio amoniacal é realizada através da nitrificagéo e
desnitrificacdo. A demanda por energia para aeracdo, em sistemas em que a introducdo do
oxigénio ocorre de forma mecanizada, e de fonte de carbono nestes processos convencionais
tem feito com que sistemas alternativos, como os realizados em unidade Unica, ganhem espaco
nas pesquisas cujo objetivo seja a remogdo de compostos nitrogenados. Assim, sistemas com
aeracdo minima e que ndo dependem de fonte externa de carbono tém sido desenvolvidos
(SILVA et al.,, 2018). Vale ressaltar que independente do tipo de aeracdo adotado, o
fornecimento de oxigénio deve atender as demandas estequiométricas, de modo a alcancar a

remoc¢do dos compostos presentes na agua residuaria.

As caracteristicas de cada um dos compostos estudados, as transformacdes bioldgicas e

remocao estdo descritas nos topicos seguintes.

2.2 O metano nos sistemas anaerdbios de tratamento de esgotos

Os processos de tratamento anaerdbio tém sido aplicados ndo apenas pelas vantagens
relacionadas ao custo e simplicidade operacional, mas também pela geracéo e coleta do biogas,
o0 qual é passivel de aproveitamento energético devido a sua composi¢éo rica em metano (CHa)
(CHERNICHARO et al., 2018a).

O biogés é produto da conversdo anaerdbia da matéria organica por diversos grupos de micro-
organismos. A composicao global do biogas produzido durante a digestdo anaerdbia varia de
acordo com condicGes ambientais presentes no reator como concentracdo da matéria organica
a ser digerida, parametros fisico-quimicos (pH e temperatura) e da presenca de anions como
sulfatos e nitratos (NOYOLA et al., 2006). No caso do tratamento anaerdbio em reatores UASB
para esgoto sanitario, o biogas pode conter uma concentracdo de CH4 variando de 70 a 81%
(BRASIL, 2016a).

O metano € um composto inflaméavel, inodoro, incolor, com densidade menor que aquela
atribuida ao ar e alto poder calorifico. Em condi¢des normais de temperatura e presséo, a massa
especifica do metano é 0,717 kg/m® e seu poder calorifico inferior é 35,9 MJ/Nm?®. Dessa
maneira, o teor de metano define a quantidade de energia que pode ser extraida do biogas. O
biogas pode ser utilizado para secar termicamente lodos e escumas, bem como para gerar

energia elétrica. Adicionalmente, pode ser empregado como combustivel veicular, industrial e
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residencial (BRASIL, 2016b). No Brasil, entretanto, a maior parte das ETES, quando recupera
0 biogas, simplesmente o queima antes de lancéa-lo para a atmosfera, desperdicando o seu
potencial energético e seus eventuais beneficios econdmicos, sociais e ambientais (BRASIL,
2015).

A producdo do biogas ocorre quando constituintes gasosos na fase liquida excedem
concentracdes de saturacdo. Para uma dada pressao parcial de um constituinte na fase gasosa,
sua concentracdo de saturacdo na fase liquida pode ser calculada pela Lei de Henry. Esta lei
estabelece que a fracdo molar de um determinado constituinte em um liquido, a uma dada
temperatura, é diretamente proporcional & pressdo parcial deste na fase gasosa que o envolve.
De acordo com a Lei de Henry, os valores da constante para o metano indicam ser este um gas
com baixa solubilidade em agua (SOUZA et al., 2011). Entretanto, o CHa recuperado na fase
gasosa esta abaixo do valor estequiométrico de 0,35 Nm?3.kg™ DQO removida, apontando que
uma importante fracéo fica dissolvida no efluente (CHERNICHARO et al., 2015). Dessa forma,
a concentracdo de metano na fase liquida é comumente subestimada pela concentracdo de
saturacdo calculada com a Lei de Henry. Souza et al. (2011) observaram que a concentracédo de
CHa na fase liquida foi de 1,37 a 1,67 maior que a concentracdo de saturagdo esperada por esta
lei para reatores UASB tratando esgoto doméstico.

Quando dissolvido na fase liquida o CH4 pode escapar para a atmosfera através das estruturas
a jusante dos reatores, vazamentos de biogas, provenientes de falhas na estanqueidade dos
reatores e linhas de gas, e como gas residual (BRASIL, 2016a). Estas perdas configuram em
perda de potencial energético, assim como emissdo de gas de efeito estufa (GEE). Isto porque
0 metano é um GEE com potencial de agquecimento global cerca de 28 vezes a do CO, em uma
escala de tempo de 100 anos. O CHa proveniente do tratamento anaerébio de aguas residuarias
é responsavel por 2,8% das emisses globais de gases de efeito estufa. Portanto, emissdes

fugitivas de CH4 para a atmosfera sdo sempre indesejadas (IPCC, 2013).

Souza et al. (2012) observaram perda de 53 a 66% de CHa4 dissolvido no efluente de reatores
UASB em relagdo ao que foi coletado no interior dos separadores trifasicos. Matsuura et al.
(2015) avaliaram a relacdo entre temperatura e quantidade de CH4 dissolvido no efluente de
UASB e no pos-tratamento do efluente em reator de fluxo descendente e esponja em suspensao
(DHS) de dois estagios. Os autores verificaram que na estacdo mais quente (23,5 - 28°C) 46%

do CH4 produzido permaneceu dissolvido e no inverno (10,5 - 13,7°C) esta porcao representou
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68%. Valores muito maiores, aproximadamente 80% do CHys total produzido, pode ser perdido
com o efluente segundo célculos de supersaturacdo realizados por Hartley & Lant (2006).
Souza et al. (2011) quantificaram a produgéo de CH4 em reatores UASB em escala piloto (340
L) e demonstragdo (14 m?), tratando esgoto doméstico e em diferentes condigdes operacionais.
Os resultados globais indicaram que as perdas deste gas dissolvido no efluente anaerdbio foram

consideravelmente elevadas, variando de 36 a 41% do total gerado no reator.

A fim de minimizar a perda de potencial energético e a emissdo de gas de efeito estufa,
tecnologias para remocao e/ou recupercdo do CH4 dissolvido do efluente anaerébio se fazem
necessarias. Diversos métodos ndo bioldgicos para remocao de metano dissolvido ja foram
estudados e podem ser consultados na literatura. Gldria et al. (2016) observaram uma eficiéncia
de recuperacdo de 73% do metano em camara de dissipacdo, tratando efluente de reator UASB.
O uso de membranas para desgaseificacdo ja foi adotado com eficiéncia variando de 72% a
97% (BANDARA et al., 2012; COOKNEY et al., 2012; LUO et al., 2012). Huete et al. (2018)
avaliaram a remocdo de CHj dissolvido em sistema piloto constituido por uma coluna de

dessorcdo com eficiéncia de remocao de 99%.

Utilizar micro-organismos capazes de oxidar o metano presente nos efluentes anaerdbios é
aparentemente umas das estratégias mais viaveis atualmente (MATSUURA et al., 2017, 2015;
SILVA-TEIRA et al., 2017). Os micro-organismos envolvidos nas rotas de remogdo do metano
estdo descritos no topico 2.5.1. Adicionalmente, reacfes de oxidacdo e reducdo envolvendo o
metano e outros contaminantes presentes no efluente tratado (e estudados nesta pesquisa) estao

descritas no tépico 2.5.4.

2.3 O enxofre nos sistemas anaerébios de tratamento de esgotos

A conversdo anaerobia dos compostos de enxofre é ainda um dos obstaculos na operacao dos
reatores UASB. Quando sulfato (SO4%) e outros compostos oxidados a base de enxofre estdo
presentes no esgoto, sdo usados como aceptores de elétrons, durante a oxidacdo de compostos
organicos, produzindo sulfetos (CHERNICHARO, 2016). A reacdo de reducdo do SO4> é
termodinamicamente mais favordvel que muitas reacBes envolvendo outras bactérias
anaerobias. Portanto, a producdo do metano a partir do substrato orgéanico é reduzida na

presenca de sulfato e bactérias redutoras de sulfato (BRS).

Programa de Pés-graduacao em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG



8
O S04 no esgoto pode ter origem de trés fontes potenciais: sulfato presente na agua destinada
para producdo de dgua potavel, adicionado como coagulantes nos processos de tratamento de
agua e langcamento de residuos humanos e/ou industriais (PIKAAR et al., 2014).

O H2S do esgoto ¢é liberado principalmente no biogés, podendo ser também emitido com o
efluente tratado. Altas concentragdes de sulfeto de hidrogénio reduzem a qualidade do biogés,
causam corrosdo do concreto e aco, produzem emissGes com odor desagradavel e sdo toxicas
para o ser humano. Além disso, a presenca de sulfeto na fase liquida causa a corrosdo dos
sistemas de transporte de 4gua e 0 acimulo de material inerte no lodo (KRAYZELOVA et al.,
2015).

O sulfeto de hidrogénio formado pela reducdo do SO4* se encontra na forma dissociada (HS")
ou nao (H2S) dependendo do pH do meio. A forma ndo dissociada € a responsavel pelos
processos de inibicdo aos micro-organismos, uma vez que difunde através da membrana dos
mesmos. O H.S é mais toxico para 0s micro-organismos acidogénicos, em seguida para 0s
acetogénicos e por ultimo para os metanogénicos (POKORNA & ZABRANSKA, 2015;
GUERRERO et al., 2015). Este efeito inibitdrio resultard em diminuicdo na producdo de
metano e, consequentemente, reduzira a producdo de energia potencial no sistema (SOUSA et
al., 2016). Concentra¢fes medianas de H2S no biogas do tratamento anaerobio tratando esgoto
sanitario podem variar de 1.000 a 5.000 ppm (BRASIL, 2015); em reatores UASB tratando
esgoto domeéstico concentra¢es medianas variando entre 1.200 a 2.000 ppm foram observadas
por Souza et al. (2012).

A desulfuragdo do biogas pode ser realizada por métodos fisico-quimicos e biolégicos (CANO
et al., 2018), de modo a aprimorar a qualidade do gas gerado e minimizar efeitos indesejados
como mau odor. Cano et al. (2018) investigaram diferentes tecnologias, biologicas (filtro
bioldgico percolador aerébio e andxico) e fisico-quimicas (tratamento quimico com peréxido
de hidrogénio e adsor¢do em carvao ativado), para remocao de sulfeto de hidrogénio do biogas
gerado em estacdes de tratamento de esgotos. Os resultados indicaram que as tecnologias
bioldgicas sdo mais favoraveis, no que se refere ao impacto ambiental, do que as tecnologias

fisico-quimicas, ou na auséncia de tratamento.

Quando dissolvido no efluente anaerdébio, o sulfeto de hidrogénio pode escapar para a atmosfera
causando problemas como mau odor (CHERNICHARO et al., 2015). A dissociagdo das
especies de sulfeto esta relacionada a temperatura e pH do meio (CHERNICHARO, 2016). Para
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temperatura igual a 25°C e pH inferior a 7 o principal componente dissolvido € a forma néo
dissociada (H2S), para valores de pH acima de 7 predomina a forma dissociada (HS") e a
concentragéo de sulfeto livre (S%) é desprezivel nas faixas de pH associada ao tratamento de
esgotos. Concentracdes ja reportadas de sulfeto de hidrogénio em efluente de reator UASB
tratando esgoto doméstico variaram de 7 a 11 mgS.L™* (SOUZA et al., 2012) e de 5a 11 mgS.L-
1 (AZEVEDO et al., 2018).

Quando presente na fase liquida o sulfeto de hidrogénio pode ser removido por métodos fisico-
quimicos e bioldgicos. Tecnologias fisico-quimicas, em sua maioria, requerem altas dosagens
de produtos quimicos e consumo de energia, resultando em elevagdo dos custos operacionais.
Em contraste, métodos bioldgicos apresentam vantagens atraentes para sua aplicagdo como
baixa producdo de lodo, dispensa adi¢do de catalisadores e potencial recuperacdo de enxofre
elementar (S°). Adicionalmente, podem ser realizados em temperatura e pressdo ambiente, e
produzem menores volumes de subprodutos contaminados, resultando em operagdes mais

seguras e de facil disposicéo / gestdo de residuos (LIN et al., 2018).

O S° produzido a partir da remoc&o bioldgica do sulfeto pode ser usado como matéria-prima
para producéo de acido sulfurico e fertilizantes (CHUNG et al., 2013). Além disso, o interesse
em usar enxofre elementar como matéria-prima para outras aplicacGes, além daquelas, esta

aumentando nos ultimos anos (LIN et al., 2018).

As transformacg@es bioldgicas do ciclo enxofre estdo descritas no topico 2.5.2 e as interacdes
com os demais elementos estudados em 2.5.4.

2.4 O nitrogénio em sistemas anaerdbios de tratamento de esgoto

O nitrogénio pode causar inimeros problemas ambientais, incluindo eutrofizacdo, deterioracao
da qualidade das &guas e riscos a salde humana por vérias de suas formas (amonia, nitrito e
nitrato). Deste modo, a remoc¢do de compostos nitrogenados se torna crucial no tratamento de
esgoto (MARAZIOTI et al., 2003).

Os compostos nitrogenados, com seus inumeros estados de oxidacdo e formas, podem se
alternar no ambiente como resultado de diversos processos bioquimicos (VON SPERLING,
2014). No esgoto doméstico bruto as formas nitrogenadas predominantes sdo o nitrogénio
organico e amonia, que podem ser determinados pelo método de Nitrogénio Total Kjeldahl

(NTK). A ambnia em solucdo pode ser encontrada tanto na forma de ion amonio (NH4"), como
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na forma livre ndo ionizada (NHs). Em pH abaixo de 8 praticamente toda amonia se encontra
na forma de NH4", pH igual a 9,5 aproximadamente 50% encontram-se na forma de NH3 e 50%
NHs" e pH acima de 11 praticamente toda aménia na forma de NHs (VON SPERLING, 2014).

No esgoto sanitario concentrag@es tipicas de nitrogénio organico séo entre 15 a 25 mgN.L™,
amonia entre 20 e 35 mgNHas.L?, enquanto concentracdes de NO2 e NOs™ sdo praticamente
nulas (BRASIL, 2015). A amdnia presente nas ETES ou cursos d’agua podem sofrer
transformacdes e ser oxidada a nitrito (NO2") e este a nitrato (NOz’), processo denominado
nitrificacdo. O NOz™ por sua vez pode ser reduzido a nitrogénio gasoso (N2), através da
desnitrificacdo.

Em sistemas anaerdbios para tratamento de esgotos as concentracdes de nutrientes (nitrogénio
e fosforo) no efluente podem ser um pouco maiores que as afluentes (CHERNICHARO et al.,
2015). Sendo assim, efluentes anaerébios podem constituir importantes fontes de emissdo de
compostos nitrogenados, ressaltando a importancia do pos-tratamento para proteger 0s corpos
d’agua receptores. Processos biolégicos contendo diversos grupos microbianos podem
representar importante estratégia para alcancar a qualidade necessaria do efluente no que se
refere a estes compostos. Os micro-organismos envolvidos no ciclo do nitrogénio estdo

descritos no topico 2.5.3.

2.5 Transformagdes bioldgicas dos elementos estudados

2.5.1 Ciclo biolégico do carbono

Diversos metabolismos microbianos podem estar presentes na oxidacdo do metano
promovendo a remocao deste de efluentes anaerdbios. As rotas, tanto de oxidacdo quanto de
producdo do metano, estdo inseridas no ciclo do carbono. A oxida¢do do metano pode ocorrer
em condi¢des aerdbias ou anoxicas, com diferentes grupos microbianos envolvidos em cada
processo. A maioria dos micro-organismos metanotroficos tém crescimento étimo em pH
moderado (de 5 a 8) e temperatura entre 20 e 35°C, mas crescimento psicrofilico (<15°C),
termofilico (>40°C), em ambiente alcalino (pH>9) e acido (pH<5) tém sido reportados
(SEMRAU et al., 2010).

Sabe-se que os metanotroficos estdo bastante distribuidos em amostras ambientais, sendo

encontrados em péantanos, sedimentos de &gua doce e marinha, lodos de esgoto, agua
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subterranea, dentre outros (SEMRAU et al.,, 2010; SEMRAU et al., 2011; HANSON &
HANSON, 1996).

Bactérias metanotroficas, também conhecidas como bactérias oxidadoras de metano, fazem
parte de um grupo importante de bactérias responsaveis principalmente pela execucgéo do ciclo
global natural do carbono (AIMEN et al., 2018). A oxidacgao aerdbia do metano, realizada por
bactérias metanotroficas, € um processo de quatro etapas que culmina com a formacao de
diéxido de carbonico (Figura 2.1). A reacdo global de oxidacdo aerébia do metano esta
representada na Equacdo 2.1 (HANSON e HANSON, 1996):

CH, + 20, - CO, + 2H,0 AG = - 778 k.mol™ CH4 (2.1)

Bactérias metanotroficas se distinguem de outros micro-organismos pela habilidade de usar o
metano como Unica fonte de carbono e energia (SEMRAU et al., 2010). A maioria é
metanotrofica obrigatoria, capaz de crescer na presenca apenas de compostos de um carbono,
essencialmente metano e metanol (VEILLETTE et al., 2012). No entanto, ha algumas excecdes,
a exemplo das bactérias facultativas com capacidade de utilizar compostos com ligacdo
carbono-cabono tais como acetato, piruvato e etanol, como os representantes dos géneros
Methylocella, Methylocapsa e Methylocystis (SEMRAU et al., 2011).

A oxidacdo do metano inicia com a acdo de enzimas conhecidas como metano monooxigenases
(MMOs), que catalizam a oxidacdo do metano a metanol (CH3zOH) (Figura 2.1) incorporando
um atomo de oxigénio oriundo da molécula de O (SEMRAU et al., 2010). Duas formas de
MMOs sdo encontradas nas metanotréficas, a forma particulada ou associada a membrana
(pPMMO) e a forma soltuvel (SMMO). A forma particulada esta presente na maioria dos
metanotroficos (com excecdo de membros do género Methylocella), estd localizada na
membrana citoplasmaética e possui mais afinidade ao CH4 quando comparada com células que
expressam sMMO. A forma sMMO esta presente em alguns grupos e fica localizada no
citoplasma (HANSON & HANSON, 1996; SEMRAU et al., 2010).

Nas bactérias metanotréficas que apresentam ambas as MMOs, o cobre (Cu) é um fator chave
no controle da atividade destas, porque regula a expressdo dos genes que codificam estas
enzimas. A pMMO ¢ dependente do Cu, ou seja, a primeira etapa da oxidacdo é dependente

deste elemento; por outro lado o Cu determina o tipo de MMO produzida quando ele esta em
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baixas concentracdes (AIMEN et al., 2018; SEMRAU et al., 2010). Deste modo, bactérias

metanotrdficas respondem diferentemente a concentragcdo do cobre presente no meio.

O metanol produzido na primeira reagdo de oxidagdo do metano € entdo oxidado a formaldeido
(CH20), pela enzima metanol desidrogenase (MDH), que € usado para biossintese de material
celular na via anabdlica (Figura 2.1). Posteriormente, o formaldeido pode ser oxidado a
formiato (HCOQO), pela acdo da enzima formaldeido desidrogenase (FADH), e a enzima
formiato desidrogenase (FDH) € entdo responsavel pela oxidacdo do formiato a didxido de
carbono (CO>). As rotas de oxidacdo do formaldeido a CO- representam a via catabdlica de

oxidacédo do metano.

Biomassa

Metanotroficas tipo I T Via anabolica

Ciclo
RuMP

PMMO

| Metano o Metanol IM Formaldeido }ﬂ)| Formiato |i>| C()z‘

Via catabolica

Ciclo
serina

Metanotraficas tipo IT l Via anabolica

Biomassa

Figura 2.1 — Fluxograma do metabolismo de utilizagdo do metano pelas metanotroficas

Nota: pMMO = metano monooxigenases particulada; SMMO = metano monooxigenases soluvel; MDH
= metanol desidrogenase; FADH = formaldeido desidrogenase; FDH = formiato desidrogenase

Fonte: A autora

O formaldeido pode ser assimilado pelas bactérias metanotréficas por duas vias - ribulose
monofosfato (RUMP) e via serina (Figura 2.1). A rota bioquimica de biossintese celular, a partir

do formaldeido, divide as bactérias em metanotréficas tipo |, tipo 1l e tipo X.

Metanotroficas do tipo | (classe Gammaproteobacteria) assimilam formaldeido pela via
ribulose monofosfato (RuMP). Estdo alocadas nesse grupo bactérias dos géneros
Methylococcus, Methylobacter, Methylomonas e Methylocaldum (HANSON e HANSON,
1996). Metanotrdficas tipo Il (classe Alphaproteobacteria) assimilam formaldeido via serina e
compreende os géneros Methylocystis e Methylosinus. Bactérias Methylococcus capsulatus

(classe Gammaproteobacteria) compreendem o tipo X e sdo caracterizadas pelo uso da via
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RuMP para assimilar formaldeido e expressdo de enzimas responsaveis pela via anabolica das
bactérias do grupo Il (HANSON e HANSON, 1996), sdo consideradas um subgrupo das
metanotroficas tipo 1.

Diversas caracteristicas distinguem os principais grupos de metanotroficas aerdbias, incluindo
composic¢do dos acidos graxos, formacao intracitoplasmatica e mecanismo de assimilagéo de
carbono a biomassa (SEMRAU et al., 2010; 2011). As principais caracteristicas dos tipos de

metanotréficas estdo resumidas na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 — Principais caracteristicas dos trés tipos de bactérias metanotroficas (tipo I, Il e

X)

Tipo | Tipo 11 Tipo X
Classe Gammaproteobacteria Alphaproteobacteria Gammaproteobacteria
Morfologia celular Coco ou elipsoide Bacilo ou vibrioide Cocos (sempre em

pares)

Via de assimilagao RuMP Serina RUMP e serina
do carbono (algumas ocasides)
Contetdo G+C no 49-60 62-67 59-65
DNA (%mol)
Fixacao de N&o Sim Sim
nitrogénio
Crescimento ) 3 )
termofilico Néo Nao Sim
(>40°C)
Membranas Feixes de vesiculas Emparelhadas a0 londo Feixes de vesiculas
internas discoides distribuidos P g discoides distribuidos

da periferia celular

por toda celula por toda celula

N° carbono dos
acidos graxos da 14e 16 18 16
membrana

Fonte: Hanson & Hanson (1996) / Madigan et al. (2010) / Semrau et al. (2010)

Com relagdo a presenca do metano e do cobre, elemento que desempenha importante papel na
fisiologia e atividade dessas bactérias, metanotréficas do tipo | dominam em ambientes onde o
metano esta presente em quantidade limitada e com relativamente altos niveis de nitrogénio e
cobre. Em contrapartida, metanotroficas do tipo 11 sdo favorecidas em ambientes com alta
concentracdo de metano, baixos niveis de oxigénio e concentragdes limitadas de nitrogénio e/ou
cobre (AIMEN et al., 2018).
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Os trés grupos de metanotrdficas (tipos I, 11 e X) fazem parte do dominio Proteobacteria, filo
que engloba a maioria das bactérias metanotroficas. Neste filo constam 18 géneros de
metanotréficas aer6bias cultivadas na classe Gammaproteobacteria e 5 em
Alphaproteobacteria, totalizando aproximadamente 60 espécies. Em Gammaproteobacteria se
considerar os grupos ndo cultivados (Crenothrix e Clonothrix) totalizam 20 géneros (KNIEF,
2016). Além do filo Proteobacteria alguns géneros sdo descritos no filo Verrucomicrobia.
Relativamente pouco se sabe sobre este filo, mas as informacdes existentes indicam que estas
metanotroficas desempenham um papel significativo no ciclo global do carbono, embora com
magnitude ainda desconhecida (SEMRAU et al., 2010). Adicionalmente, os géneros referentes
(Methylacidiphilum e Methylacidimicrobium) representam distintas linhagens dentro deste filo,

e se referem a metanotroficas termoacidofilicas.

A classificacao destes grupos com base na morfologia, estrutura da membrana e algumas outras
caracteristicas morfoldgicas esta apresentada na Figura 2.2 abaixo.

Alphaproteobacteria

Methylocapsa acidophila B2
Methylocella slivestris BL2

Methylocystis parvus OBBP
Methylosinus trichosporium OB3b

Methylothermus thermalis MYHT
Maethylohalobius crimeensis

Methylococcus capsulatus Bath
Methylocaldum szegediense OR2

V4

Verrucomicrobia

Methylosphaera hansonii AM
Crenothrix polyspora
Methylosoma difficile LC2

t dum SV96,

Methylomonas methanica
Methylosarcina lacus LW14

lethylomicrobium album BG8
Clonothrix fusca AW-b

Gammaproteobacteria

Figura 2.2 — Relag0es filogenéticas de metanotroéficas criadas com base na sequéncia do
gene 16sRNA

Fonte: Aimen et al. (2018)

A classificacdo das metanotroficas aerébias em tipos | e X como Gammaproteobacteria e tipo
Il Alphaproteobacteria tem se alterado nos ultimos anos, devido & caracterizacdo de varios
novos géneros e espécies. Embora a principal via de fixacdo de carbono ainda seja uma
caracteristica distintiva, varias outras caracteristicas ndo sdo mais encontradas exclusivamente
em um ou outro grupo (KNIEF, 2015). As peculiaridades da classificagdo das metanotroficas
aerObias estdo apresentadas na Tabela 2.2. Nesta nova classificagdo o filo Proteobacteria é

dividido em cinco familias.
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Tabela 2.2 — Resumo da classificagdo geral e caracteristicas principais de metanotréficas

aerobias

Filo

Classe

Ordem

Familia

Género Tipo?

Proteobacteria

Alpha*

Rhizobiales

Methylocystaceae

Beijierinckiacaea

Methylocystis,

Methylosinus lla

Methylocapsa®
Methylocella®
Methyloferula

b

Gamma*

Methylococcales

Methylococcaceae

Methylothermaceae

Crenotrichaceae®

Methylobacter,
Methylomicrobium,
Methylomonas,
Methylosoma,
Methylosphaera,
Methylosarcina,
Methyloglobulus,
Methylomarinum, la
Methyoprofundus,
Methyloparacoccus,
Methylomagnum,
Methylovulum,
“Candidatus

Clonothrixfusca”

Methylogaea,
Methylocaldum, b
Methylococcus

Methylohalobius,
Methylothermus, Ic
Methylomarinovum

“Candidatus Crenothrix
polyspora”™® -

Verrucomicr

nhia

Methylacidiphilaceae

Methyloacidiphilum, Il
Methylacidimicrobium

aclassificacdo conforme apresentado e adotado no estudo de revisdo de Knief (2015); Pndo isoladas e
cultivadas (SEMRAU et al.,, 2010) e, portanto, ndo séo classificadas em nenhum dos tipos de
metanotréficas aerdbias; cCrenothrix pode ser considerado membro de Methylococcacea e baseado no
gene 16S rRNA (KNIEF, 2015).* Alphaproteobacteria, *\Gammaproteobacteria.

Estudo de revisdo desenvolvido por Knief (2015) expde as caracteristicas distintivas dos grupos

que alteram a classificacdo dos trés grupos (I, Il e X) anteriormente conhecida. Em resumo, as

espécies do grupo Beijerinckia (Alphaproteobacteria) ndo sdo consideradas tipo Il, pois a

maioria ndo apresenta sistema de membrana interna e apresentam diferenciacdo no padrao de

acidos graxos; Methylocella e Methyloferula ndo possuem pMMO. A maioria dos membros de

Methylothermaceae possui acidos graxos similares aos do tipo Il. Verrucomicrobia se
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diferencia da maioria por ndo apresentar sistema de membranas intracitoplasmaticas tipico e
acidos graxos distintos. Critérios de diferenciacdo adicionais, como capacidade de fixacdo de
nitrogénio, formacdo de estagios de repouso ou temperatura ideal de crescimento, que foram

inicialmente aplicados, ndo sdo mais indicativos para um ou outro tipo (KNIEF, 2015).

As divisOes das classes estdo apresentadas na Tabela 2.2. Embora uma nova classificagéo tenha
sido proposta para as metanotréficas aerobias, na literatura os trés tipos (I, Il e X) sdo
comumente reportados. Adicionalmente, ha ainda algumas divergéncias em relacdo as

diferencia¢fes dos novos grupos propostos.

2.5.2 Ciclo biologico do enxofre

O sulfeto pode ser produzido por micro-organismos anaerobios como resultado da quebra de
proteinas em aminodacidos e posterior degradacdo de aminoacidos em sulfeto, ou reducéo direta
de sulfato (S04%) a sulfeto (S*) por bactérias redutoras de sulfato (BRS). BRS engloba um
grupo diverso de anaerdbios obrigatérios que prosperam em ambientes anoxicos contendo
materiais organicos e sulfato. Estas bactérias utilizam compostos organicos ou hidrogénio como

doador de elétrons na reducio de SO4> a S* de acordo com a Equacéo 2.2 (TANG et al., 2009)

O grupo de BRS ¢é diverso e esta dividido em sete linhagens filogenéticas, cinco em bactéria e
duas em arquéias (MEULEPAS et al., 2010). Algumas espécies dos géneros Desulfobacter,
Desulfococcus, Desulfonema, Desulfovibrio, dentre outros, sd@o capazes de realizar este
processo (TANG et al., 2009) (Figura 2.3).

SO%Z~ +8e~ + 4H,0 - S?~ + 80H™ (2.2)

O sulfeto pode ser produzido também a partir da reducdo do enxofre por outro grupo de
anaerdbios obrigatdrios, como os géneros Desulfuromonas, Desulfurella, Sulfurospirrilium e
Campylobacter. Estas bactérias podem reduzir enxofre a sulfeto, mas sdo incapazes de reduzir
sulfato a sulfeto (TANG et al., 2009).
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Figura 2.3 — Ciclo bioldgico do enxofre

Nota: Reducao do sulfato (anaerdbia) = bactérias redutoras de sulfato (Desulfovibrio, Desulfobacter);
Reducéo do enxofre (anaerdbia): Desulfuromonas, Desulfurella e Campylobacter; Oxidagao fototréfica
(anaerébia) = bactérias sulfurosas purpuras (Chromatium, Thiocapsa, Thiocystus) e bactérias
sulfurosas verdes (Chlorobium e Chlorobaculum); Oxidacdo quimiolitotréfica (aerdbia) = bactérias
sulfurosas incolores (Thiobacillus, Beggiatoa, etc).

Fonte: Adaptado de Madigan et al. (2010)
O enxofre, na forma de sulfeto de hidrogénio, é oxidado por diversos micro-organismos a
enxofre elementar (S° e SO.* (MADIGAN et al., 2010). Bactérias oxidadoras de enxofre
(BOE) usam formas reduzidas de enxofre como doadores de elétrons e sdo divididas de acordo
com a fonte de energia e condic¢Bes de crescimento — bactérias fototréficas (fotoorganotroficas
ou fotolitotréficas) e bactérias quimiotroficas (quimiorganotroficas e quimiolitotroficas)
(POKORNA & ZABRANSKA, 2015; LIN et al., 2018).

As bactérias fotossintéticas podem ser divididas em quatro familias (LU et al., 2019), a saber:
Rhodospirillaceae (bactérias purpuras nao sulfurosas, do inglés, purple non-sulfur bacteria,
PNSB), Chromatiaceae (bactérias parpuras sulfurosas, do inglés, purple sulfur bacteria, PB),
Chlorobiaceae (bactérias verdes sulfurosas, do inglés, green sulfur bacteria, GSB) e
Chloroflexaceae (bactérias verdes sulfurosas filamentosas com mobilidade deslizante, do
inglés, gliding filamentous green sulfur bacteria, GFB). As caracteristicas e 0 metabolismo

dessas familias estdo descritos na Tabela 2.3.
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Tabela 2.3 — Caracteristicas e metabolismo de bactérias fototroficas

Familia Rhodospirillaceae  Chromatiaceae Chlorobiaceae Chloroflexaceae
Grupo Bactérias verdes
e, i - sulfurosas
Bactéria parpura-  Bactéria parpura-  Bactéria verde .
néo sulfurosa sulfurosa sulfurosa filamentosas com
mobilidade
deslizante
Habitat (s) < . Fluxo de 4gua < -~
. Agua e ambientes . o Agua anaerobia -
tipico(s) 9 agua anaerdbia g Condigéo
ricos em poluentes contendo luz e ) T
o contendo CO; e microaerobia
organicos, solo sulfeto
H.S
pH 6-9 - 6,57 Neutro ou alcalino
Temperatura - 20 —30°C 20-30°C 45 -70°C
Bacterioclorinas a,b a,b Poucoaec,d a,c
Metabolismo Fotoautotrdfico, -
e Fotoautotroéfico,
mixotrofico, Fotoautotréfico Fotoautotréfico mixotrofico
fotoheterotrofico, e
. fotoheterotrofico
heterotrofo
Demanda luz- Luz-anaerobio, luz- Luz-anaerobio, luz-
oxigénio microaerobio, luz- - microaerobio, luz-
hag Luz-anaerobio, - g
aerdbio, escuro- g Luz-anaerébio aerdbio, escuro-
T escuro-anaerobio o
aerodbio, escuro- aerébio, escuro-
anaeraébio anaerobio
Fonte de . Pequenas
Todos os tipos de quenz .
carbono . . substancias Todos os tipos de
carbono orgénico CO: ou acido . .
L - organicas pequenas moléculas
de acidos graxos acetico ; A
QUENOS associadas com organicas
Peq CO, ou H,S
Doador de . H,S e outros H.S, H, e outros  Todos os tipos de
. o Todos os tipos de .
hidrogénio o sulfetos sulfetos carbono organicos
carbono organico . s . N
inorganicos inorganicos pequeno
Sensibilidade Sensivel a HzS Sensivel ao O Sensivel ao O Utiliza S

Fonte: Traduzido e adaptado de Lu et al. (2019)

A oxidacdo fototrofica do sulfeto em anaerobiose (fotossintese anoxigénica) é realizada por

bactérias purpuras e verdes (sulfurosas e ndo sulfurosas). Em bactérias purpuras sulfurosas, o

sulfeto de hidrogénio é usado como doador de elétrons para reducdo de CO,. A quantidade de
luz e sulfeto determina o produto da reago (S° ou SO4%*) (POKORNA & ZABRANSKA, 2015)
(Figura 2.3; Equacdes 2.3 e 2.4). Quando a intensidade de luz é limitada, a quantidade de CO>

é suficiente e ha excesso de sulfeto, o S° serd formado; com luz suficiente, o sulfeto pode ser
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completamente oxidado a SO4> (LIN et al., 2018). Nestas bactérias, o sulfeto ¢ oxidado a S°,
que fica armazenado no interior das células (na maioria dos géneros); posteriormente, o enxofre
desaparece a medida que é oxidado a SO4%*. Alguns géneros de bactérias purpuras sulfurosas
sdo Chromatium, Thiocapsa, Thiocystis, dentre outros (MADIGAN et al., 2010).

Bactérias purpuras também sdo capazes de utilizar compostos orgénicos, sendo, portanto,
consideradas fotolitotréficas facultativas (POKORNA & ZABRANSKA, 2015), e algumas
bactérias purpuras como Thiocapsa roseopersicina podem crescer quimiolitotroficamente na
auséncia de luz (LIN et al., 2018). A fotossintese anoxigénica é realizada ainda por bactérias
verdes sulfurosas, grupo que contém apenas espécies anaerobias obrigatorias e fototroficas
representado pelos géneros Chlorobium e Chlorobaculum. Contrariamente as purpuras
sulfurosas, o enxofre produzido pelas verdes sulfurosas é depositado externamente a célula
(MADIGAN et al., 2010). Em comparacdo as outras bactérias fotossintéticas, as bactérias
verdes necessitam de menor intensidade de luz (TANG et al., 2009) e embora possam realizar
a fotossintese em condi¢cdes anaerdbias, ndo crescem na auséncia de luz (POKORNA &
ZABRANSKA, 2015).

2H,S + CO, + luz - 2S° + CH,O0 (carboidrato) + H,0  AG°®=-75,36 kj.mol! (2.3)
— S0%~ + 2CH,0 (carboidrato) + H,0

Algumas bactérias, denominadas néo sulfurosas, também podem utilizar o sulfeto como doador
de elétrons para reduzir CO> a compostos celulares. Bactérias plrpuras nao-sulfurosas
representam um grupo de bactérias amplamente distribuidas no ambiente e aguas residuérias,
que podem participar da conversdao da energia luminosa em energia quimica através da
fotossintese anoxigénica (CHITAPORNPAN et al., 2013). Estes organismos sdo capazes de
crescer em condigdes fotoautotrofica, fotoheterotrofica e quimiotréfica, com preferéncia pelo
metabolismo fotoheterotréfico (IMHOFF et al., 2005). Além disso, na auséncia de luz podem
crescer em condicBes heterotroficas. A maioria dos géneros se encontra nas subclasses
Alphaproteobacteria e Betaproteobacteria a exemplo dos géneros Rhodopseudomonas sp.,
Rhodobacter e Rhodospirillum. Bactérias verdes néo sulfurosas (ou filamentosas) pertencem

ao filo Chloroflexi.

Bactérias oxidadoras de enxofre quimiolitotroficas séo classificadas em quatro grupos de

acordo com a fonte de carbono e energia (TANG et al., 2009), sdo eles: quimiolitotroficas
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obrigatorias que usam CO, como fonte de carbono e diferentes compostos de enxofre para obter
energia (Thiobacillus e Thiomicrospira), quimiolitotréficas facultativas que podem usar COz e
compostos inorganicos como fonte de energia ou compostos organicos ou mixotroficamente
(Thiobacilli, Thiosphaera pantotropha, Paracoccus denitrificans e algumas espécies de
Beggiatoa), quimiolitoheterotroficas que usam compostos reduzidos de enxofre para obter
energia, mas sdo incapazes de usar CO, (vérias espécies de Beggiatoa e Thiobacillus) e
quimiorganoheterotroficas que oxidam compostos reduzidos de enxofre sem usar energia

decorrente deles (Thiobacterium, Thiothrix e algumas espécies de Beggiatoa).

Bactérias incolores, assim denominadas devido a auséncia de pigmentos, compreendem as
oxidadoras de sulfeto quimiolitotroficas. Estas bactérias oxidam quase todos os compostos
reduzidos de enxofre como sulfeto de hidrogénio (H.S), enxofre elementar (S°), tiossulfato
(S205%) (Equagbes 2.5 a 2.8), dentre outros (GUERRERO et al., 2015; POKORNA &
ZABRANSKA, 2015); o principal produto da oxidacao € o sulfato.

Algumas espécies oxidantes de H.S depositam o S° no interior das células, sendo utilizado
como reserva de energia, a partir da oxidacdo do enxofre a sulfato (MADIGAN et al., 2010). A
oxidacdo quimiolitotrofica do sulfeto, enxofre elementar ou tiossulfato, pode ocorrer em
condicdes aerdbias, quando o aceptor final de elétrons é o oxigénio. Quando em anaerobiose 0
nitrato (NO3") ou nitrito (NO2") sdo usados como aceptores finais de elétrons, levando a
formacdo de S° SO4% e NO2 ou N,. Compreendem bactérias incolores capazes de oxidar
qguimiolitotroficamente o sulfeto géneros como Thiobacillus, Sulfolobus, Thermothrix,
Thiothrix e Beggiatoa (TANG et al., 2009; POKORNA & ZABRANSKA, 2015).

H,S + 2102 - S"+ H,0 AG” =-209,4 K] (2.5)
H,S + 20, —» S0~ +2H* AG® = -798,2 k] (2.6)
S” + ;oz + H,0 - S03~ + 2H* AG® = -587,1K] (2.7)
S,05” + H,0 + 20, —» 2505~ + 2H* AG® = -818,3K] (2.8)

Um resumo das principais rotas de oxidagéo e redugéo, produtos formados e micro-organismos

envolvidos no ciclo do enxofre esta apresentado na Tabela 2.4 abaixo.
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Tabela 2.4 — Resumo das principais rotas do ciclo do enxofre e respectivos géneros
envolvidos

Processo Produto Principais géneros

Desulfobacter, Desulfobacterium, Desulfococcus,
Desulfonema, Desulfosarcina, Desulfoarculus,
Desulfoacinum, Desulforhabdus, Desulfomonile,
Desulfotomaculumacetoxidans,

x : Desulfotomaculumsapomandens,
Redugdo do SO4* 25 Desulfovibriobaarsii, Desulfovibrio,
Desulfomicrobium, Desulfobotulus, Desulfofustis,
Desulfotomaculum, Desulfomonile,
Desulfobacula, Archaeoglobus, Desulfobulbus,
o Desulforhopalus e Thermodesulfobacterium
(&)
:§ Oxidagao incompleta do HS g0 Chlorobium,_ Prosthecochloris,  Pelodictyon,
g (fotossintese anoxigénica) Ancalochloris e C_hloroherpe_ton _(verdes
sulfurosas);  Chromatium,  Thioalkalicoccus,
Thiorhodococcus, Thiocapsa, Thiocystis,
Thiococcus, Thiospirillum, Thiodictyon,
Oxidacao completa do H.S SO~  Thiopedia e  Allochromatium  (plrpuras
(fotossintese anoxigénica) sulfurosas); Rhodopseudomonas sp., Rhodobacter
e Rhodospirillum (purpuras nédo sulfurosas),
Chloroflexus (verde ndo sulfurosa).
5 0 H.S Desulfuromonas, Desulfurella, Sulfurospirriliume
Redugao do S ? Campylobacter.
Oxidacédo incompleta do H.S g0 ) ) . ) )
3 (quimiolitotrofia) ThlopaC|IIus, Amlehloba}cnlus, Achrom_atlum,_
5 Oxidagéio completa do HyS S0P Beggiatoa, Thiothrix, Thioplaca, Thiomicrospira,

(quimiolitotrofia) Thiosphaera e Thermothrix.

2.5.3 Ciclo biolégico do nitrogénio

A amonia livre (NH3) ou ionizada (NH4") é produzida a partir da decomposicdo de compostos
organicos nitrogenados, como aminoacidos e nucleotideos, por diversos grupos de micro-
organismos, num processo denominado amonificacdo (Figura 2.4). Amonia e nitrito (NO2) séo
substratos quimiolitotroficos para oxidacdo aerdbia por bactérias nitrificantes (MADIGAN et
al., 2010).

O primeiro passo da nitrificacdo consiste na oxidacdo da amodnia a NO2, por bactérias
oxidadoras de amonia (BOA, do inglés ammonium oxidizing bacteria) representadas por
géneros incluidos em Betaproteobacteria e Gammaproteobacteria como Nitrosomonas,
Nitrospira e Nitrosococcus. A etapa seguinte a oxidacdo por BOA consiste na oxidacdo do NO2

a nitrato (NO3") por bactérias oxidadoras de nitrito (BON, do inglés nitrite oxidizing bactéria)
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como Nitrobacter, Nitrospira e Nitrococcus (Figura 2.4). A maioria das bacterias nitrificantes
¢ quimiolitotréfica obrigatéria e aerObia obrigatéria (MADIGAN et al.,, 2010). A
estequiometria das reacdes de oxidacdo aerdbia da amonia e do nitrito, esté representada pelas
Equacdes 2.9 e 2.10, respectivamente (AHN, 2006).

Z

™ |

Desnitriﬂcagﬁo

Fixacgéio de nitrogénio
2
o

el [ o]

AOA/BOA BON !
Amonificagio

Nitrificagédo classica

Comammox (nitrificacio completa)

Nitrospira

Figura 2.4 — Ciclo biolégico do nitrogénio

Nota: RDA: reducao desassimilatéria para amonia; AOA: arquéia oxidadora de amodnia; BOA: bactéria
oxidadora de amdnia; BON: bactéria oxidadora de nitrito.

Fonte: Traduzido de Hu & He (2017)

Além destas bactérias, a oxidacdo da amonia pode ser realizada por arquéias (AOA, do inglés,
ammonia-oxidizing archaea) denominadas Candidatus ‘Nitrosopumilus maritimus’ que Sa0
capazes de crescer usando amdnia como Unica fonte de energia (YOU et al., 2009). Desde o
isolamento estas arquéias tém sido detectadas em fontes termais, ecossistemas marinhos, corpos

de agua doce e estacOes de tratamento de aguas residuarias.

55NH, + 760, + 109HCO3 — C5H,0,N + 54NO; + 57H,0 + 104H,CO, (2.9)
400NOj + NH} + 4H,CO3 + 1950, » CsH,0,N + 3H,0 + 400NO3 (2.10)

O nitrato por sua vez pode ser reduzido atraves da desnitrificacdo heterotrofica (Figura 2.4), em
condigBes andxicas. Uma variedade de doadores de elétrons e fontes de carbono podem ser
usados, a exemplo do metanol, conforme representado na Equagdo 2.11(AHN, 2006). A
desnitrificacdo pode ser realizada por uma ampla variedade de micro-organismos, em maioria

anaerdbios facultativos heterotroficos, como os géneros Bacillus, Paracoccus e Pseudomonas
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(MADIGAN et al., 2010); sdo amplamente distribuidos incluindo também arquéias e até
mesmo fungos (ZHU et al., 2016).

NO3 + 1,08CH;O0H + 0,24H,C05 (2.11)
- 0,056C5H,0,N + 0,47N, + 1,68H,0 + HCO3

A oxidagé@o da amonia via nitrito e nitrato foi considerado um processo de duas etapas por um
longo periodo, até que em 2015 foi provada a oxidagdo completa da aménia (comammox) em
um anico micro-organismo (DAIMS et al., 2015; VAN KESSEL et al., 2015) (Figura 2.4).
Estes estudos, pioneiros na identificacdo das bactérias capazes de oxidar a amodnia
completamente a nitrato, indicaram que organismos envolvidos no processo se encontram no
género Nitrospira. Analises do genoma apontaram que as bactérias comammox apresentam um
conjunto de genes funcionais que codificam todas as enzimas, ou seja, para a oxidacdo da
amonia (amoénia monooxigenase — AMO e hidroxilamina desidrogenase — HAO) e do nitrito
(nitrito oxidoredutase — NXR), indicativo do potencial genético para nitrificacdo completa
(DAIMS et al., 2015; VAN KESSEL et al., 2015; CAMEJO et al., 2017). Todas as informagdes
disponiveis apontam para habitats oligotroficos como nichos para comammox Nitrospira,
devido sua alta afinidade pelo substrato (amonia), comparativamente baixa taxa de oxidacéo da

amonia e alta taxa de crescimento comparado aos nitrificantes convencionais (HU & HE, 2017).

Além do método referenciado acima, uma alternativa para oxidacdo da amonia € 0 processo
anammox (do inglés, anaerobic ammonium oxidation), que consiste na oxidacao autotrofica da
amonia. Até o final do século XX acreditava-se que o ion amonio era inerte na auséncia de
oxigénio; apesar de, na década de 1970, ter sido demonstrado estequiometricamente que a
oxidacdo da amdnia na auséncia de oxigénio era possivel (BRODA, 1977). Em 1995 a reacdo
anammox foi pela primeira vez observada em reator desnitrificante de leito fluidizado aplicado
ao tratamento de efluentes de um reator metanogénico, operado para degradacao de residuos da
planta de producdo de fermento, em Delft na Holanda (MULDER et al., 1995). A rea¢do do
processo anammox em que a aménia é oxidada com o NO2 como aceptor de elétrons,
produzindo nitrogénio gasoso (N2) em condic¢des andxicas, esta representada na Equacao 2.12
(NI & ZHANG, 2013) e na Figura 2.4. Ainda que 0 gas nitrogénio seja o produto principal do

processo anammox, cerca de 10% do nitrogénio € convertido em nitrato (AHN, 2006).

O processo anammox é catalisado por um grupo peculiar de micro-organismos anaerdobios

obrigatérios, do filo Planctomycetes. Alguns representantes sdo: Candidatus Brocadia
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anammoxidans, Candidatus Kuenenia stuttgartiensis, Candidatus Scalindua brodae, dentre
outros (AHN, 2006).

NH} + 1,32 NO; + 0,066 HCO3 + 0,13H* AG® = -358k] (2.12)
— 0,066 CH, 09 sNg 15 + 1,02N, + 0,26NO3 /mol NH.*
+ 2,03H,0

Hé& ainda o processo que integra a nitrificacdo parcial/anammox, denominado deamonificacéo.
A deamonificacdo consiste em um processo de duas etapas em que bactérias oxidadoras de
amonia convertem metade da amonia a nitrito e bactérias anammox oxidam anaerobiamente a
amonia residual usando nitrito para produzir nitrogénio gasoso, sem o carbono organico

necessario para a desnitrificacao heterotréfica convencional (WETT et al., 2013).

2.5.4 Interacao dos ciclos biologicos do carbono, enxofre e nitrogénio

Quando carbono, sulfeto e nitrogénio estdo presentes numa mesma agua residuéria podem ser
removidos através da interacdo dos ciclos desses elementos. Esta interacdo esta representada de

forma simplificada na Figura 2.5.

N+
compostos T~
orgénicos =
ﬁ‘---.' metanogénese

Redugéo do sulfato

S0, S, N,

Desnitrificacio
autotrofica

—— Formagdo do metano — metanogénese
— Redug3io do sulfato
—— Oxidagdo do metano acoplada a reducio do sulfato (ANME)
~ Oxidag3o anaerdbia do metano com desnitrificagido (DAMO}
*==-*Oxidag3o aerébia do metano com desnitrificacio (AME-D})
- Desnitrificacdo heterotrofica

Desnitrificacio autotréfica

Figura 2.5 — Interacao entre os ciclos biol6gicos do carbono, enxofre e nitrogénio

Fonte: Adaptado de Guerrero et al. (2015)
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2.5.4.1 |Interacdo entre os ciclos biolégicos do carbono e enxofre

Em condicOes anaerobias, a oxidacdo do metano (CH4) pode ser associada a reducédo do sulfato
(SO4%). Este processo é mediado por uma comunidade sintréfica de arquéias metanotréficas
(Arguéias Anaerdbias Metanotroficas, do inglés, anaerobic methane-oxidizing archaea -
ANME), realizando metanogénese reversa, e bactérias redutoras de sulfato (BRS), que usam
compostos excretados pelas arquéias como doadores de elétrons para reducdo de SOs>
(JAGERSMA et al., 2009; TIMMERS et al., 2017). A metanogénese reversa consiste na
reversao completa da metanogénese hidrogenotrofica (TIMMERS et al., 2017). A reacdo global
de oxidagdo anaerébia do CHs e reducdo do SOs> estd representada na Equagdo 2.13
(TIMMERS et al., 2017):

CH, +S02~ - HCO3 +HS™ + H,0 AG = -16,3 ki/mol CH (2.13)

Arquéias metanotroficas sdo representadas por trés grupos filogeneticamente distintos do filo
Euryarchaeota: ANME-1 (subgrupos a e b), ANME-2 (subgrupos a, b e ¢c) e ANME-3. A
ANME-1 esta relacionada as ordens Methanomicrobiales e Methanosarcinales, a ANME-2
pertence & ordem Methanosarcinales e o0s membros da ANME-3 pertencem a
Methanococcoides spp. (Figura 2.6) (COSTA et al., 2019; TIMMERS et al., 2017). Os grupos
de ANME néo sdo monofiléticos uns com os outros e a distancia filogenética entre os subgrupos
é grande, com similaridade da sequéncia do rRNA 16S de apenas 75 a 92% (KNITTEL &
BOETIUS, 2009).

Methanomicrobiales

Archacoglobales Methanosacta

Methanococcales

Methanolobus
Methanohalophilus

Methanococcoides

Methanosarcina

Figura 2.6 — Arvore filogenética baseada nas sequéncias do rRNA 16S mostrando
mostrando a relagédo de ANME

Fonte: Timmers et al. (2017)
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A presenca de ANME tem sido reportada em ambientes marinhos andxicos e uma diversidade
de habitats continentais. ANME-1 e ANME-2 apresentam uma distribui¢do global, enquanto
ANME-3 estdo restritos a lamas vulvanicas sendo esporadicamente encontradas em outros
ambientes (KNITTEL & BOETIUS, 2009).

Os grupos de ANME podem se associar com BRS especificas. Desulfosarcina e Desulfococcus
se associam principalmente a ANME-1 e ANME-2, e Desulfobulbus com ANME-3 (THAUER,
2011). Além disso, podem ter relacdo com micro-organismos nao redutores de sulfato como
Betaproteobacteria e Verrucomicrobia; e ndo ter relagdo com nenhum outro organismo, como
ja observado para ANME-1 (JAGERSMA et al., 2009). J& foram descritas associacBes de
ANME com Sphingomonas spp. (Alphaproteobacteria) e Burkholderia spp.
(Betaproteobacteria), embora sejam mais raras do que aquelas com Deltaproteobacteria
(KNITTEL & BOETIUS, 2009).

2.5.4.2 Interacdo entre os ciclos do carbono e nitrogénio

A interacdo dos ciclos do carbono (atraveés do metano) e nitrogénio pode ocorrer em aerobiose
ou anaerobiose. A oxidacdo anaer6bia do metano pode ser associada a desnitrificacdo, com
nitrito (NO2") ou nitrato (NO3z”) como aceptores de elétrons, num processo denominado
oxidacdo anaerdbia do metano desnitrificante (do inglés — denitrifying anaerobic methane
oxidation, DAMO) (CAlI et al., 2015). Micro-organismos DAMO apresentam taxa de

crescimento extremamente lenta, de aproximadamente 1 a 2 semanas (ETTWIG et al., 2009).

Bactérias Candidatus Methylomirabilis oxyfera (filo NC10) (DAMO bactéria) foram descritas
como capazes de reduzir NO2™ a nitrogénio gasoso (N2) com metano como doador de elétron.
Neste processo, a bactéria metanotréfica possui a habilidade de acoplar a oxidacdo do CHs a
reducdo do NO2", produzindo oxigénio necessario para a transformacdo inicial do CH4 a
metanol (ETTWIG et al., 2010). Em condicdes anaerdbias é mais comum a metanogénese
reversa acoplada a reducdo no NOsz a NOz, por exemplo, por arquéias Candidatus
Methanoperedens nitroreducens (ANME-2d; DAMO arquéia); este grupo de arquéias pode
ainda manter uma relacdo sintréfica com anammox ou Methylomirabilis oxyfera culminando
com a reducdo a N2 (ALRASHED et al., 2018). As reac0es mediadas por estes micro-
organismos estdo representadas nas Equacgdes 2.14 e 2.15 (RAGHOEBARSING et al., 2006;
TIMER et al., 2017):
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3CH, + 8NOj +8H* - 4N, + 10 H,0 + 3CO, AG® = -928 kJ/mol (2.14)
CH, + 4NO3 — 4NO3 + 2 H,0 + CO, AG®°= -517,2 kd/mol (2.15)

A interagdo de micro-organismos DAMO e anammox pode ocorrer em coluna d’agua e
sedimentos, na interface Oxica/anoxica, onde CHs e compostos nitrogenados estdo presentes.
M. nitroreducens é capaz de reduzir NOs a NO2’, 0 qual € substrato para bactérias anammox e
M. oxyfera. Por outro lado, anammox produzem NOgz™ que é substrato para M. nitroreducens
(HU et al., 2015). As relagdes entre micro-organismos do ciclo do nitrogénio (nitrificantes e
anammox) e carbono (metanotréficas aerdbias e anaerdbias) podem ter implicacGes diversas na
presenca ou auséncia de oxigénio, afetando desta forma, a remocdo de nitrogénio e metano.

Estas relacfes de dependéncia ou inibicdo pelo oxigénio estdo apresentadas na Figura 2.7.

N — Oxidacio anaerébia da amdnia
2

=
I
w
N
=g
—
b ol A ]

Y
el

— Nitrificagdo

— Desnitrificacio

— Oxidacio aerébia do metano

o) Oxidacdo do metano dependente do nitrito

‘l/ — Oxidacio do metano dependente do nitrato
0, Reacio dependente do oxigénio

N03- § Reacioinibida pelo oxigénio

CH, co,

-

v

Figura 2.7 — Representacdo esquemética de um sistema combinado N-damo/anammox

Fonte: Van Kessel et al. (2018)

Adicionalmente, a oxidacdo do metano pode ser acoplada a desnitrificacdo em condigdes
aerobias (do inglés — aerobic methane oxidation coupled to denitrification, AME-D), resultando
na formacao de metanol, formaldeido ou acetato que podem em reacdo subsequente, ser fonte
de carbono para a desnitrificagdo heterotrofica (Equacdo 2.16) (ZHU et al.,, 2016).
Metanotroficas como Methylomicrobium, Methylomonas e Methylobacter ja foram descritas
por serem capazes de realizarem tal processo (ALRASHED et al., 2018).

CH, + 1,10, + 0,72N03 + 0,72H* (2.16)
- 0,36N, + CO, + 2,36H,0
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Cabe ressaltar que embora as metanotroficas e as bactérias oxidadoras de amonia (descritas nos
topicos 2.5.1 e 2.5.3, respectivamente) sejam grupos muito diversos, elas sdo muito similares
no modo como oxidam seus substratos (amonia e metano). Essas semelhancas sdo importantes
ao descrever microfloras que oxidam metano e aménia no mesmo ambiente, pois ambos 0s
grupos de bactérias oxidam fortuitamente uma variedade de compostos. Sabe-se que a maioria
dessas reacBes é catalisada por metano monooxigenase (MMQ) e am6nia monooxigenase
(AMO); estas enzimas sdo analogas, permitindo que nitrificantes e oxidadoras de aménia sejam
capazes de oxidar ambos os substratos (HANSON & HANSON, 1996; COSTA et al., 2019).

2.5.4.3 Interacdo entre os ciclos do enxofre e nitrogénio

A interacdo entre os ciclos do enxofre e nitrogénio pode ocorrer pela desnitrificacao autotréfica

€ pelo processo anammaox.

A desnitrificacdo autotréfica permite com que compostos nitrogenados sejam removidos sem a
adicdo de doadores de elétrons, que seriam necessarios na desnitrificacdo heterotréfica
convencional. A desvantagem deste Ultimo processo no pos-tratamento de efluente anaerdbio é
devido a baixa disponibilidade de matéria organica para que ele ocorra (MORAES et al., 2013).
Assim, o sulfeto por estar presente no efluente anaerdbio pode ser usado como doador de

elétrons para desnitrificacao.

Na desnitrificacdo autotrofica acoplada a oxidacdo do sulfeto (ou outras formas reduzidas como
8%, S203%, S406% € SO3%), formas oxidadas de nitrogénio (NOs e NO2) sdo usadas como
aceptores de elétrons; os produtos da oxidaco sdo S° ou SO4% e, NO3™ e NO™ s&o reduzidos a
N2 (TANG et al., 2009). As Equacdes 2.17 e 2.18 mostram a oxidagdo completa e incompleta,
respectivamente, do S e reducdo do NOs (FAJARDO et al., 2012); a reducdo do NO
acoplada a oxidacdo do S% estd apresentada nas Equagbes 2.19 e 2.20 (POKORNA &
ZABRANSKA, 2015).

$2~ +1,6NO3 + 1,6H* - SOZ~ + 0,8N, + 0,8H,0 AG® =-7439 klfreacio  2.17
S2~ 4+ 0,4NO3 + 2,4H* - S° + 0,2N, + 1,2H,0 AG®=-191,0 ki/reacio ~ 2.18
$2~ 4 0,67NO3 + 2,67H* - S° + 0,33 N, + 1,33 H,0 AG® = -240,3 kifreacio  2.19

S2~ +2,67NO; + 2,67H* —» SOZ~ + 1,33 N, + 1,33 H,0 AG® =-920,3 kifreacio ~ 2.20
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Alguns micro-organismos envolvidos na desnitrificacdo autotrofica estdo englobados no grupo
de bactérias incolores do enxofre como Thiobacillus, Acidithiobacillus, Achromatium,
Beggiatoa, Thiothrix, Thioplaca, Thiomicrospira, Thiosphaera e Thermothrix (TANG et al.,
2009). A maioria das bactérias oxidadoras de enxofre envolvidas na desnitrificacdo autotrofica
sdo aerobias facultativas, podendo usar oxigénio e compostos de nitrogénio como aceptor de
elétrons (como Thiobacillus denitrificans e Thioalkalivibrio denitrificans) (LIN et al., 2018);
h& ainda anaerobias estritas, tal como Sulfurimonas denitrificans, que podem usar apenas NO3’

e NO2 como aceptor de eléetrons.

A razdo molar N/S afeta o produto da desnitrificacdo autotréfica, a saber: N/S igual a 1,6
predomina oxidagio completa a SO4> e reducio completa a N2, N/S >4 ou N/S ~ 1 os produtos
finais sdo0 S04 e NO2 ou S° e N, respectivamente, N < 0,4 os produtos sdo S° e N
(CARDOSO et al., 2006; MAHMOOD et al., 2007 apud LIN et al., 2018). A desnitrificacéo
autotrofica é uma alternativa disponivel ou suplementar a desnitrificacdo heterotrofica no caso
de quantidade insuficiente de matéria organica biodegradavel. Se um sistema contém ambos os
tipos de desnitrificantes, € possivel remover simultaneamente sulfeto, nitrato e substancias

organicas com alta eficiéncia.

A partir das reacdes que ocorrem nos processos de desnitrificacdo com diferentes doadores de
elétrons, Peldz et al. (2017) apresentaram as razdes estequiométricas entre eles conforme

apresentado a seguir (Tabela 2.5).

Tabela 2.5 — Razfes estequiométricas entre doadores e aceptores

Razoes NO; NOs
Matéria organica (mg DQO/mg N) 2,4 4,0
S%(mg S/mg N) 1,4 2,3
CH4 (mg CH4/mg N) 0,4 0,7

Um resumo dos ciclos biologicos dos elementos estudados e metabolismo dos micro-

organismos esta apresentado na Tabela 2.6.
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Tabela 2.6 — Sintese dos processos envolvendo os ciclos dos componentes estudados (carbono, enxofre e nitrogénio), os principais grupos de
micro-organismos envolvidos e energia livre de Gibbs

Energia livre de

Processo Metabolismo Equacéo Micro-organismos Gibbs (AG®)
o Methylobacter, Methylococcus,
S Oxidagio do CH Aerébio CH, + 20, — CO; +2H,0 Methylosinus, Methylocapsa, 246 1i1m01cH,0
2 ¢ 4 4T ez 2reri Methylocystis e Methylocella ! 4
Desulfobacter, Desulfobacterium, Depende do doador
Reducdo do SO4* Anaerébio SO + 8¢ +4H,O — S* + 80H™  Desulfovibrio, Desulfomicrobium, P de e
etc
Purpuras: Chromatium,
I . Anaerdbio 2H,S + CO, — 28%+ CH,0 (carb.) + Thiocapsa, Thiocystis.
, , ®
2 Oxidagdo do S (fototréfico) H.0 Verdes: Chlorobium e 75,36 kJfmol
) Chlorobaculum
= 2- + . i 5A(3)
U oxidacio do S* Aerdbia HzS + 20, — 804" + 2H Thiobacillus, Acidithiobacillus, /262 Ki/reagao
_ F\erobio HS +1/2 O+ H*— S°+ H,0 Achromatium, Beggiatoa, -294.4 kj/reacdo®
(quimiolitotrofico) Thiothrix. Thiopl
idago do S° S0+ 1,50, +H,0 — SO + 2H" _HotnX, flopara 587,1 kj/reagio®
Oxidag 2 TH2 4 Thiomicrospira, Thiosphaera, e -+ KJ/Teag
Oxidago do S;05* S$:05> + H,0 + 20, — 25042 + 2H*  Thermothrix (bactérias incolores)  _g1g 3 kj/reacio®
Oxidacio da Nitrosomonas, Nitrospira e
G Aerébio NHs" + 1% O, — NOy + 2H" + H,0 Nitrosococcus (BOA); -274,7 kjlreagdo®
o amonia . e S
= Candidatus ‘‘N. maritimus
S . . X
8 Oxidacdo do NOy Aerdbio NO; + % O, — NOg” Nitrobacter, Nitrospira e -74,1 kj/reagéo®
g Nitrococcus
E NOs; + 1,08 CH30H + 0,24 H,CO3

Desnitrificacdo
heterotrofica

Fonte de carbono

(metanol) — 0,056 CsH/O2N + 0,47 N> + 1,68

H,O + HCO3;

Bacillus, Paracoccus e
Pseudomonas

/Continua
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Energia livre de

Processo Metabolismo Equacéo Micro-organismos Gibbs (AG®)
Oxidacdo comple Aerdbio . . L
ta da amonia (quimiolitoautotrofi NHs* + 20, -NO3 + H,0 + 2H* Can_dldatus [\Iltros_plra_mf[rpsa -348,9 ki/mol®
Candidatus Nitrospira nitrificans
(Comammox) a)
Candidatus Brocadia
2 anammoxidans,
‘g, Candidatus Kuenenia
j= ANammox stuttgartiensis,
= Anaerobio NH;" + NO;” — N+ 2H,0 Candidatus Scalindua brodae, -358kJ /mol ®
Candidatus Anammoxoglobus
propionicus, Candidatus
Scalindua wagnerie
Candidatus Scalindua sorokinii
1,255% + 2NO3 + 2H* — 1,25 SO T. denitrificans, «
+ ?\|2 +H,0 Thiomicrospiradenitrificans, -972,8 kl/reagéo®
Oxidacéo do Desnitrificacdo Thiobacillus versutus,
sulfeto autotréfica S +0,67NO, + 2,67TH* — S° + 0,33 Thiosphaera pantotropha, . ©)
N, + 1,33 H,0 Pseudomonas stutzeri e P. -240,3 kJ/reagéo
denitrificans
3 3CHs +8NO2 +8 H™— 4Nz + Candidatus Methylomirabilis 928 kJ/mol CHa®
8 Oxidagao do CH. 10H,0 + 3CO; Oxyfera
é de?ggm‘gf te Anaerobio CHs +4NO3” — 4NO; + 2 H0 + Candidatus Methanoperedens 503 kJ/mol CHa®
QS CO; nitroreducens
(4]
£ Aerbbio
- s (metanotroficas CH4 + 1,10, + 0,72 NOs
O()j(ldaga(_) .do CH. aerobias e +0:72H" - 0,36 N, + CO, + 2,36 Methylobacter e Methylotenera
esnitrificante e
denitrificantes H.0
convencionais)
Oxidagéo do CH. Methanosarcinales,
acoplada a reducéo Anaerdbio CHs + SO4* — HCO3 + H,0 Methanobacteriales e -16,6 kJ/mol®
do SO* Methanomicrobiales

®: Hanson e Hanson (1996); @: Tang et al. (2009); ®: Madigan et al. (2010); ®: van Kessel et al. (2015); ®: Ahn (2006); ©: Pokorna & Zabranska (2015); (): Wang et al. (2017)

Programa de Pds-graduacdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG



32

2.6 Estratégias operacionais para tratamento de efluentes anaerdbios

2.6.1 Estratégias de aeracao para tratamento de efluentes anaerdbios

Diferentes estratégias de aeracdo tém sido estudadas e aplicadas objetivando a remocao de
compostos remanescentes em efluente anaerdbio. O suprimento de oxigénio é um fator chave,
uma vez que determina, grosso modo, as rotas metabolicas favorecidas através das relacoes de
oxidacdo e reducdo, influenciando o desempenho e eficiéncia do sistema. Diferentes
configuragdes de reatores tém sido aplicadas para a remoc¢éo de metano, sulfeto e/ou nitrogénio
através de técnicas de microaeragdo e aeracao intermitente com biomassa suspensa ou aderida.
Desta forma, os topicos seguintes abordam estudos envolvendos tais técnicas no tratamento de

esgotos.

2.6.1.1 Microaeracdo continua

A microaeracdo tem sido utilizada para tratamento adicional de efluente anaeroébio, sobretudo
como método para dessulfuracdo bioldgica. Esse método consiste na dosagem de pequenas
quantidades de ar dentro de um reator (KRAYZELOVA et al., 2014). Muitas vezes, o termo
indica o0 gas usado no processo, a saber, microaeracao para dosagem de ar e microoxigenacao
para oxigénio puro. A quantidade de ar e oxigénio dosado reflete no termo para denominar o
processo. Para menores dosagens o prefixo “micro” tem sido usado, com 0 aumento gradativo
da dose usa-se limitado, moderado ou aeragdo/oxigenacdo (Figura 2.8) (KRAYZELOVA et al.,
2015).

[ Aeracio ]
[ Acragdo limitada ]
Microaeragdo/
Microoxigenacdo
| o | ] D
1 10 100 Dose de oxigénio

(L0, L ! afluente)

Figura 2.8 — Terminologia para dosagem de ar/oxigénio baseada na quantidade de oxigénio
dosado

Fonte: Traduzido de Krayzelova et al. (2015)

A microaeragdo possui 0 potencial de remocdo de espécies organicas e inorganicas reduzidas e

metano dissolvido (KHAN et al., 2011). Esta técnica ja foi apontada como uma alternativa para
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remocao de sulfeto dissolvido do efluente de UASB (KHAN et al., 2011) e a limitacdo de
oxigénio favorece a oxidacao parcial do sulfeto a S° (CAMILOTI et al., 2016).

A microaeracao também ja foi indicada como método possivel para a remocéo de metano (CHa)
em efluente (KHAN et al., 2011). Hartley & Lant (2006) utilizando reator AMBR (do inglés,
anaerobic migrating bed reactor) realizaram microaeracéo a partir da recirculagdo do biogés,

alcancando uma reducéo na concentracao de metano dissolvido.

A remogédo de nitrogénio amoniacal via metabolismo microbiano pode ser alcangada sem
aeracdo total, quando o processo envolve a combinacdo da nitritacdo parcial e oxidacao
anaerdbia da amonia (anammox) (GILBERT et al., 2014). Em condicdes de oxigénio limitantes
bactérias oxidadoras de amonia (BOA) e de nitrito (BON) competem pelo oxigénio, sendo uma
das principais estratégias para suprimir BON (PEREZ et al., 2014). Uma vez que a atividade
das bactérias oxidadoras de nitrito seja limitante, a competicdo dessas com bactérias anammox
€ minimizada permitindo assim a remoc¢do do nitrogénio amoniacal usando o nitrito como
aceptor de elétrons para produzir nitrogénio gasoso. De modo mais relevante, a aeragdo
intermitente (descrita no topico 2.6.1.2 a seguir) tem sido uma condi¢do metodoldgica Util para
remocao de compostos nitrogenados e proporciona a reducdo dos custos de operacao associados

a aeracdo com elevada eficiéncia de remocéo.

Vale salientar que embora a auséncia de oxigénio seja necessaria no tratamento anaerdbio para
conversdo da matéria organica e producdo de metano pelas metanogénicas, a introducdo
moderada de oxigénio em sistemas anaerdbios pode ndo acarretar em toxicidade aos micro-
organismos anaerobios obrigatorios, devido a penetracdo limitada deste gas no biofilme
(KHAN et al., 2011). No lodo granular as metanogénicas sdo menos afetadas a presenca do
oxigénio dissolvido (OD), devido o gradiente de OD que se forma no granulo, quando
comparado ao lodo floculento. A estrutura em multicamadas no lodo granular anaerdbio
permite com que anaerdbias facultativas sejam predominantes na periferia do granulo, enquanto
as metanogénicas, sensiveis ao oxigénio, ficam localizadas em camadas mais profundas,
protegidas da exposic¢éo ao ar (KRAYZELOVA et al., 2015).

Yu et al. (2014) ressaltaram a importancia em controlar os niveis de OD a fim de evitar prejuizo
no desempenho dos reatores, caso a comunidade microbiana seja afetada. Contudo, Janssen et
al. (1995) néo indicaram o OD como um bom paradmetro para a microaeracao ja que, no caso
dos compostos de enxofre, a formacdo de S° ou SO+* ocorre em concentrages de OD abaixo
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de 0,1 mg.L?, que é o menor limite de deteccdo dos eletrodos de oxigénio comumente
disponiveis. Segundo Krayzelova et al. (2015) o potencial de Oxido-reducdo (pOR) parece

constituir o melhor pardmetro de controle para caracterizar os sistemas microaerdbios.

Uma variedade de pOR ja foi apresentada na literatura como menor que -460 mV
(DUANGMANEE et al., 2007apud KRAYZELOVA et al., 2015), entre -320 a -270 mV
(NGHIEM et al., 2014), -230 a-180 mV (KHANAL et al., 2003), 0 a -200 mV (KOBAYASHI
et al., 2012) e maior que -150 mV (XU et al., 2012). A grande variacdo do potencial de 6xido-
reducdo é provavelmente causada pela singularidade de cada sistema e suas condi¢des
operacionais. Além disso, muitas vezes ndo fica claro se os resultados sdo expressos como
ORPH (eletrodo de hidrogénio) ou como ORPAg (eletrodo de cloreto de prata) como referéncia
(KRAYZELOVA et al., 2015). E ainda, muitos estudos sequer citam qual o pOR foi medido

nos sistemas de tratamento.

A analise da literatura em relacdo as pesquisas empregando a técnica de microaeracdo e
remocdo de compostos como os de enxofre, carbono e/ou nitrogénio de efluente anaerdbio,
permite inferir que ndo ha convergéncia em relagdo a alguns critérios adotados para
aperfeicoamento dos sistemas. Cabe destacar alguns parametros relevantes e que néo
apresentam consenso entre as pesquisas da area como: quantidade de ar ou oxigénio dosado no
reator, escolha do principal pardmetro de monitoramento do sistema, concentracdo de OD,
relagdo com as diferentes configuragdes de reatores (com ou sem meio suporte, com aeracdo

em compartimento separado, por exemplo), com ou sem inoculacdo, dentre outras variaveis.

A taxa de ar aplicada (ou a concentracao ideal de oxigénio dissolvido) é um dos pontos chave
na adocdo da microaeracdo como estratégia operacional para tratamento de efluentes.
Entretanto, muitos estudos ndo reportam ambos os pardmetros e hd muita variacdo nestes
valores. Podem ser observados estudos com concentragio de OD igual a 0,1 mg.L! (SILVA-
TEIRA et al., 2017), 0,02 a 0,35 mg.L? (XU et al., 2017), <2 mg.L™* (COSTA et al., 2019),
<0,1 mg.L* (VALDES et al., 2016); e taxas variadas como 0,75 L.L™.h* (XU et al., 2017),
0,10 L.L1.ht (MATSUURA et al., 2015) a 25,8 L.L1.h"t (SOUSA et al., 2017). Em relago a
configuracdo dos reatores, as medidas do didmetro e da altura, e a razdo entre eles, podem

influenciar na transferéncia do ar dentro do sistema.

Além das questdes supracitadas, a maioria dos trabalhos emprega efluente sintético, dessa

forma a carga aplicada dos poluentes € muito superior as medidas no esgoto real, tornando a
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aplicacdo neste ultimo caso mais complicada. Embora a técnica possa ser eficaz na remocéo de
sulfeto (com formagdo de S°), de CHs dissolvido e NH3 no pos-tratamento do efluente
anaerobio, é importante que para remocao biolégica as condi¢des sejam ideais para crescimento
e manutencdo dos diferentes micro-organismos envolvidos nas conversdes dos elementos no
sistema. Ademais, para que o processo seja eficiente o monitoramento das variaveis
supracitadas deve ser realizado também de forma que a digestdo anaerdbia ndo seja prejudicada
e a introducéo do ar ocorra de modo a melhorar a qualidade global do efluente.

2.6.1.2 Aeracdo intermitente

As transformaces biologicas necessarias para remocao de compostos nitrogenados em efluente
tratado exigem um controle eficaz da disponibilidade de oxigénio para 0s micro-organismos.
Em sistemas convencionais, a remocdo da amonia ocorre pela nitrificacdo aerobia e
desnitrificacdo andxica. Estes processos requerem a adi¢cdo de energia para a aeracdo, quando
sistemas com aeracdo mecanizada sdo adotados, e matéria organica para desnitrificacdo (MA
et al., 2015). Assim, a demanda por sistemas de um Unico estagio tem aumentado, a fim de
evitar a adigéo de carbono externo e alcangar economia de alcalinidade (SILVA et al., 2018).

A descoberta das bactérias anammox permitiu a remoc¢éo autotréfica da amonia, uma vez que
estas bactérias podem reduzir nitrito com amo6nia como doador de elétrons e com CO2 como
fonte de carbono. Na remocéo bioldgica do nitrogénio pelo processo anammox parte da aménia
¢ oxidada a nitrito pelas bactérias oxidadoras de amdnia, posteriormente as bactérias anammox

oxidam a amonia remanescente a N2 usando NO2" como aceptor de elétrons.

A aeracdo intermitente (Al) tem sido um método eficaz na supressdo de bactérias oxidadoras
de nitrito (BON) em reatores de um estagio para tratar efluente doméstico, melhorando a
eficiéncia de remocdo de nitrogénio, além de reduzir requisito de espaco, tempo e demanda de
aeracdo (MORAES et al., 2013). Interromper a aeracdo (periodo anoxico) quando o NO2
comeca a acumular no reator permite que ele seja consumido pelas anammox, uma vez que a
auséncia da aeracgdo inibe o crescimento das BON (MA et al., 2015). No periodo aerado a
amonia é oxidada a NO3z” ou NO2" (MORAES et al., 2013). A Al requer menor suprimento de

ar (em relagdo a aeracdo continua), sem perda da eficiéncia do processo (YANG et al., 2015).

Diversas concentracdes de oxigénio dissolvido e ciclos de aeracdo podem ser encontrados na
literatura para sistemas com Al (Tabela 2.7). Em relacdo a configuracdo dos reatores os que

operam em batelada sequiencial s&o mais comumente utilizados para a simultanea nitrificacéo e
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desnitrificacdo. Entretanto, além da Al, imobilizacdo de biomassa e distingdo na alimentacao
podem ser utilizados para melhorar a eficiéncia do processo como exposto na Tabela 2.7. Com
relacdo aos periodos aerdbio/anoxico, segundo Silva et al. (2018) eles sdo determinantes na

eficiéncia dos processos e a concentracdo de compostos nitrogenados no efluente.

A imobilizacdo da biomassa em meio suporte, aléem de favorecer a retencdo de micro-
organismos, reduz a sua perda com o efluente. Adicionalmente, limitacdes na difusdo do
oxigénio no biofilme leva a condi¢Bes anoxicas na parte interna, favorecendo a desnitrificagdo

nesta regido, enquanto que a nitrificacdo ocorre na superficie aerada (MORAES et al., 2013).

Moraes et al. (2013) e Santos et al. (2018) avaliaram o uso do sulfeto como doador de elétrons
para desnitrificacdo autotréfica com aeracdo intermitente. A importancia da remocédo
simultanea de nitrogénio e sulfeto se da pela presenca destes em efluente anaerdbio. No entanto,
em ambos os trabalhos foi reportado que o sulfeto inibiu a atividade dos micro-organismos
nitrificantes em concentracdes iguais a 220,0 mgSTD.L? (SANTOS et al., 2018) e 11,6
mgSTD.L (MORAES et al., 2013).

Silva et al. (2018) observaram que a aeracdo intermitente contribuiu para diminuicdo da
demanda por alcalinidade, diminuiu consumo de energia para aeracdo e a quantidade de lodo
em excesso. Os autores ressaltaram que ocorreu uma clara dependéncia entre periodos aerados
e ndo aerados para disponibilidade de elétrons e manutencao da atividade dos micro-organismos
na mesma unidade. A remocéo de nitrogénio amoniacal variou de 42 a 82% nos ciclos 60min

on/180min off e 60min on/60min off, respectivamente.

Ma et al. (2015) avaliaram os efeitos da aeragdo intermitente com baixas concentragdes de OD
(<1 mg.L™?) para remocéo de nitrogénio pelo processo anammox. A remocéo de nitrogénio total

variou de 60 a 85% no sistema de tratamento empregado conforme apresentado na Tabela 2.7.

Com base no exposto, pode-se inferir que a adocdo da aeracdo intermitente € uma importante
estratégia operacional para tratamento biologico de compostos nitrogenados de efluentes,

possibilitando redugdo de custos de operacdo em relacéo as técnicas de aeracdo convencional.
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Tabela 2.7— Caracteristicas de reatores submetidos a aeracao intermitente para remocgao de compostos nitrogenados de efluente

anaerobio
Ciclo de aeracéo
. Reator .
Tipo Meio OD/ taxa A
Altura Largura Volume TDH (h) suporte  Aero6bio Anoxico de ar Referéncia
(m) (m) L) (on) (off)
Reator de biofilme L
em batelada 0,33 018 75 18.8 Esp_uma de 116 116 Variavel /  Moraes et
sequencial ’ ’ poliuretano 20 L.h? al. (2013)
30 30
Reator em batelada NI NI 10 Ciclos de Nio 30 60 0,15-0,5/  Maetal.
sequencial 24h 15 90 NI (2015)
15 15
i 1,5-3,5/
Reator de biofilme de NI 32,16 a x 45 15 P Yang et al.
leito movel NI 200 45,84 Nao 30 30 S0 o0
Reator em batelada NI NI 10 125 NEo 8 21 08-1.2 Miao et al.
sequencial ’ o (2018)
Reator de leito Espuma de Santos et
estruturado 0,8 0,14 9,6 18 P 120 60 84 L.h!
submetidoa Al poliuretano al. (2018)
120 60
Reator de leito Espuma de 60 60 Silva et al
estruturado com 0.9 0,14 9,6 12 oﬁuretano 45 75 NI (2018)
recirculagéo e Al P 60 120
60 180
Reator em batelada NI NI* 8 67,2 N&o 30 15 0-0.21/  Qiuetal
sequencial 1L2Lh (2019)
x Sun et al.
Reatores de biofilme NI NI 4 12e24 Nao 2 10 (2019)

NI: ndo informado; *razo altura/diametro igual a 1,4
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2.6.2 Utilizacdo da luz para tratamento de efluentes anaerobios

O tratamento de aguas residuais com bacteérias fotossintéticas (PSB) pode ocasionar a reducao
da poluicdo e recuperacédo de recursos simultaneamente, e pode ser aplicado para diversos tipos
de efluentes, dada a versatilidade deste grupo (LU et al., 2017; MENG et al., 2017). Estas
bactérias apresentam uma diversidade de vias metabolicas tais como autotréfica, heterotréfica

e mixotréfica que permite a adaptacdo em ambientes distintos (LU et al., 2019).

Complementarmente ao uso da luz como fonte de energia, estas bactérias podem usar matéria
organica, sulfeto e nitrogénio amoniacal como doador de hidrogénio e como fonte de carbono

para realizacdo do processo fotossintético (MADIGAN et al., 2010).

No tratamento de esgoto com bactérias fototréficas o fator de influéncia mais importante € a
condicdo luz-oxigénio. Estas bactérias podem sobreviver nas condicdes: anaerobio/luz,
aerdbio/escuro e luz natural/microaerébio (MENG et al., 2017). Na auséncia de oxigénio e
presenca de luz, as bactérias fototroficas realizam fotossintese e fermentacdo para produzir
energia. J& com a presenca de oxigénio e no escuro elas realizam respiracdo para degradar
matéria organica que é usada como fonte de energia e carbono para crescimento (GUPTA et
al., 2013).

Meng et al. (2017) avaliaram os efeitos de diferentes concentra¢es de OD em cultura com
Rhodopseudomonas, em fotobiorreatores (1 L) com meio sintético e alta concentracdo de DQO
(6650,0 mg.L ™) e amonia (290,0 mg.L ™). As concentragdes de OD foram <0,5, 0,5a 1,0, 1,0 a
2,0,2,0a4,0e4,0a8,0mg.L? e luz natural. A melhor remocéo de amonia (83%) e DQO
(93%) foi observada com OD entre 4,0 - 8,0 mg.L?, mas os autores destacaram que as
eficiéncias foram satisfatorias entre 1,0 a 2,0 e 2,0 a 4,0 mgOD.L e recomendadas, ja que

implicaria em reducdo nos custos da aeracéo.

O tratamento de efluente de soja, em escala laboratorial, com cultura pura de Rhodobacter
sphaeroides foi avaliado em trés condicOes de luz e aeracdo: luz artificial/microaeracéo, luz
natural/microaeragdo (0,5 a 1,0 mgOD.L™?) e escuro/aerdbio (2,0 mgOD.L™?) (LU et al., 2017).
Com luz natural e microaeracdo foi observada elevada remogdo de DQO (96%), carbono
organico total (91%), nitrogénio (70%) e fosforo (93%). O nitrogénio e DQO removidos nesta

condicgdo foram convertidos em biomassa. A luz natural e microaeracdo permitiram ambos 0s

Programa de Pés-graduacao em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG



39

metabolismos para as bactérias fototroficas, ou seja, na degradacdo e recuperacdo dos

poluentes.

O tratamento de efluente de cervejaria por Rhodobacter sphaeroides em biorreator de
membrana com luz artificial/anaerébio, luz natural/microaerdbio (0,5 a 1,0 mgOD.L?) e
escuro/aerobio (2,0 mgOD.L™?) foi estudado por Lu et al. (2013). A remogdo de matéria
organica foi maior quando o biorreator foi operado com luz natural/microaeracdo e
escuro/aerdbio, com eficiéncias iguais a 92% e 93%, respectivamente. Da mesma forma, a
producdo de biomassa foi superior nestas condi¢des. Considerando a diferenga na concentracdo
de oxigénio dissolvido nas duas situa¢Bes operacionais, 0s autores concluiram que a avaliagao
conjunta da remocao de poluentes, producdo de biomassa e consumo de energia faz com que a
condicdo luz natural/microaeracdo seja a melhor escolha no tratamento de esgotos com

bactérias fototroficas.

Além das vantagens na remocao de compostos associadas ao metabolismo fototrofico, salienta-
se que estes micro-organismos podem concentrar os nutrientes, possibilitando sua recuperacéo.
Isto foi observado por Hulsen et al. (2016) no tratamento de esgoto doméstico em biorreator de
membrana foto-anaerdbio (luz artificial), sem inoculacdo, para remocdo simultanea de
nutrientes e matéria organica. Apds 22 dias de experimento o reator ficou com cor purpura,
dado o crescimento predominante de bactérias sulfurosas purpuras, confirmado por
sequenciamento de nova geracdo. A eficiéncia de remoc¢do de DQO, nitrogénio e fosforo foi
superior a 90% em quase todos os estagios testados. A assimilacdo de compostos foi confirmada

e afirma a possibilidade de recuperacdo de energia e nutrientes através da biomassa.

Uma cultura mista de bactérias fototréficas foi usada para tratar efluente de estrume de aves
(sintético) com elevada concentragdo de N-NH4", em frascos de 500 mL, com luz artificial e
concentracdes variadas de oxigénio (de micro a oxigenacdo) ou anaerobiose (ZHOU et al.,
2015). A cultura foi efetiva na remoc¢éo de N-NH4* e matéria organica quando as concentragGes
de oxigénio dissolvido foram mais baixas (0,5 a 1,5 mg.L™), na presenca de luz e para

acumulagdo de compostos na biomassa.

O estudo sobre a degradacdo de poluentes do esgoto em reatores fototréficos com luz natural
tratando esgoto doméstico é ainda incipiente. A maioria dos trabalhos ja publicados para
tratamento de efluente, doméstico ou industrial, envolveu cultura pura de bactérias fototréficas.

Biorreatores expostos a luz solar, tratando efluente doméstico real e sem inoculagdo tém sido
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estudados pelo nosso grupo de pesquisa desde o ano 2010, para pds-tratamento de efluente de
reator UASB. O sistema se destacou pelas condi¢des testadas e demonstrou efetividade para
remocdo de sulfeto dissolvido, DQO e sdlidos e formagdo de S° (AZEVEDO et al., 2018;
GARCIA et al., 2017).

2.7 Remocado biol6égica dos elementos estudados em sistemas de
tratamento de esgotos

Este topico abrange estudos sobre a remocdo de metano, sulfeto (e outros compostos de
enxofre) e amonia (e outros compostos nitrogenados) de efluentes de sistemas de tratamento de
esgotos com configuragdes diversas e sob distintas condi¢cGes de aeragcdo (microaeragédo

continua e aeracdo intermitente) e/ou luz.

2.7.1 Remocao bioldgica do metano

A maior parte do metano da atmosfera é produzida através da metanogénese, etapa final da
fermentacdo da matéria organica, que pode ocorrrer em campos de arroz, no trato digestivo de
animais, solos, zonas Umidas e aterros, sedimentos de &gua doce e marinhos, dentre outros
(KNITTEL & BOETIU, 2009). O metano é um gas incolor e inodoro que é emitido de fontes
naturais e antropogénicas, e fornece energia ou calor por combustdo (AIMEN et al., 2018;
STRONG et al., 2015).

Nos sistemas anaerdbios de tratamento de esgotos, parte do metano gerado permanece no
efluente tratado a depender da pressdo parcial deste no biogas, temperatura e grau de
supersaturacdo. O CHs dissolvido é, portanto, liberado na atmosfera quando o efluente tratado
é lancado (MATSUURA et al., 2015). Para diminuir as emissdes de gas de efeito estufa (GEE)
nos sistemas de tratamento anaerébio, o metano dissolvido precisa ser eliminado através de
alternativas de poés-tratamento capazes de remover e/ou recuperar este gas, tornando estes
processos mais vidveis ambientalmente. A coleta e disposicdo do metano sdo tecnicamente
problematicas e dispendiosas. Uma alternativa de baixo custo aos métodos convencionais é a

oxidagdo microbiana do metano (AIMEN et al., 2018).

A quase totalidade das pesquisas envolvendo a remocéo biologica do metano esta associada a
remocao de outros compostos, em especial os nitrogenados, visto que o CH4 é um potencial
doador de elétrons para a desnitrificacdo. Seu uso é vantajoso, uma vez que reduz os custos do
processo, ja que € produzido em sistemas anaerdbios e possibilita sua utilizagdo no local onde

é produzido, sendo ambientalmente e economicamente favoravel; além de contribuir para
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minimizacao da eutrofizacdo (ZHU et al., 2016). A oxidacdo anaerobia do metano acoplada a
desnitrificacdo representa um novo modo de acoplar a remocgéao de metano residual e nitrogénio,
que pode ocorrer em condic¢Bes andxicas sem fonte externa de carbono (VAN KESSEL et al.,
2018).

A literatura da area apresenta trabalhos desenvolvidos para a remocéo simultanea de metano e

nitrogénio de aguas residuarias, conforme exposto a seguir.

Alrashed et al. (2018) avaliaram a oxidacao do metano acoplada a desnitrificacdo em reator de
biofilme de membrana (MBfR). O reator foi alimentado com efluente sintético, metano como
doador de elétrons e inoculado com amostras de lodos ativados. Em condi¢do denominada
hipoxica pelos autores, ou seja, com concentragdes muito baixas de oxigénio (0,2 a 0,3 pg.L?)
até 85% do nitrato foi removido. Analise metagendmica indicou a presenca de genes envolvidos
na oxidagdo aerobia do CH4, da redugdo do NOs e auséncia de arquéias (como as responsaveis
pela metanogénese reversa). Além disso, os resultados sugeriram que ocorreu uma interacdo
sintrofica entre metanotroficas, representadas principalmente pela familia Methylocystaceae, e
diversas bactérias desnitrificantes (Comamonadaceae e Brucellaceae) sugerindo oxidagédo

aerobia do CH4 acoplada a reducéo do NO>™ (Tabela 2.8).

Pelaz et al. (2017) estudaram o pos-tratamento de efluente de biorreator anaerdbio de membrana
(AnMBR) tratando esgoto doméstico, em biorreator anoxico de filme fixo com inoculacédo (lodo
secundario de ETE e lodo termofilico com coexisténcia de metanogénicas e redutoras de
nitrato/nitrito). O objetivo da pesquisa foi avaliar a viabilidade do uso de CHa, S* e matéria
organica, provenientes do tratamento em AnMBR, como doadores de elétrons para remocéo de
NO. e NOs. A matéria organica remanescente foi removida através da desnitrificagdo
heterotréfica. O metano foi oxidado a CO: e o sulfeto a S° mas principalmente a SO4%. O
sistema apontou 100% de eficiéncia de remocdo de NO2 e NOs, que foram convertidos a N2,
sendo que o CHs foi, segundo os autores, o principal doador de elétrons uma vez que estava
presente em maior quantidade na fase liquida. O melhor cenario foi observado com tempo de
detencdo hidraulica de 2h e 18°C (Tabela 2.8).

Silva-Teira et al. (2017) avaliaram a remogdo concomitante de metano e nitrogénio do efluente
de reator UASB em biorreator de membrana (MBR) com cimara anoxica (0,1 mgO2.L 1) a
aerdbia (concentracio média de 2,8 mgO2.L™Y). Os autores observaram remocao de CHs de 80

a 95% (temperatura de 17 a 23°C), remocdo quase total da aménia na camara aerdébia, mas
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parcial do nitrato. Além da oxidagcdo com CHa, possivelmente ocorreram desnitrificagdo
heterotréfica e anammox. A investigacdo dos grupos microbianos envolvidos nos processos
apontou a presenga de metanotroficas tipo I, micro-organismos DAMO, envolvidos na oxidagdo
anaerdbia do metano desnitrificante e anammox, enriquecidos apos inoculagdo com lodo
ativado (Tabela 2.8).

O pos-tratamento de efluente de reator UASB para remogdo de CH4 em reator de fluxo
descendente e esponja em suspensdo de dois estagios (DHS 1 e 2) foi avaliada por Matsuura et
al. (2015). Os reatores DHS foram preenchidos com espuma de poliuretano, o DHS 1 foi
projetado para recuperar metano na forma gasosa e 0 DHS 2 para remogéo do CHg dissolvido
(taxa de ar de 2500 L.m=.d}). O sistema UASB/DHS foi operado em diferentes temperaturas
(10 - 28°C). A quantidade de CHg4 dissolvido no efluente de UASB variou de 46% (verdo) a
68% (inverno) (Tabela 2.8), indicando a influéncia direta da temperatura na perda desse gas em
sistemas de tratamento. O metano residual do DHS 1 foi oxidado no DHS 2, com eficiéncia
superior a 99% em todo periodo experimental. A presenca de bactérias relacionadas aos géneros
Methylomicrobium, Methylomonas, Methylocystis e Methylocaldum detectadas no sistema
confirmaram a remocdo do metano dissolvido no efluente anaerébio por via bioldgica
(MATSUURA et al., 2015). O oxigénio introduzido no pos-tratamento foi, segundo os autores,
um dos parametros mais importantes para remoc¢ao e recuperacdo de metano. Além do CHas, 0
trabalho ainda aponta que parte do oxigénio adicionado ao sistema foi usada por micro-
organismos oxidadores de sulfeto, uma vez que a concentracdo de sulfato aumentou no pés-

tratamento em relacdo ao efluente de UASB.

O pés-tratamento de efluente de reator UASB em reator de fluxo descendente e esponja de
suspensdo (DHS) para oxidacdo bioldgica de metano e aménia, com diferentes taxas de fluxo
de ar e tempos de detencdo hidraulica, foi estudado por Hatamoto et al. (2010). Com TDH de
2h e fluxo de ar igual a 800 L.m.d" a eficiéncia de remocdo de CH4 alcancou 95% (Tabela
2.8). Com esta mesma taxa de fluxo de ar e TDH de 1h, a oxidacdo de amdnia foi de apenas
10%, bem inferior aos 70% alcancado na fase anterior. A oxidacdo do CH4 prevaleceu em
relacdo & da amonia indicando que os grupos de micro-organismos (bactérias oxidadoras de
metano e bactérias oxidadoras de amdnia) competiram pelo oxigénio disponivel. Amostras de
lodo submetidas a analises para identificacdo microbiana apontaram o predominio de géneros
de bactérias afiliados as metanotréficas como Methylobacter e Methylomonas e géneros

nitrificantes como Nitrospira e Nitrosomonas.
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Nas reacBes em que 0 metano € usado como doador de elétrons para a desnitrificacdo e o
oxigénio esté presente em baixas concentrac¢des, o uso do CHa na desnitrificacdo pode ocorrer
de acordo com dois mecanismos principais: organismos desnitrificantes usam o CH4 como
doador de elétrons e NO3/NO2 como aceptores de elétrons, sem a participacdo do oxigénio no
processo; bactérias metanotréficas produzem compostos organicos intermediarios (por
exemplo, metanol) sob baixa pressdo parcial de oxigénio que sdo utilizados por bactérias
desnitrificantes aerobias, anaerdbias ou facultativas (FORESTI et al., 2006).

Em reatores em batelada sequiencial (RBS), Costa et al. (2019) avaliaram a dinamica da
comunidade metanotrofica, oxidagdo do CHs e reducdo do NOs  em condigdes microoxicas (<
2,0 mgOD.L?) e anoxica, de modo intermitente, tratando efluente sintético e inoculo
proveniente de lodo de reator UASB. A oxidagdo do CH4 e consumo de NOs  ocorreram
preferencialmente em condi¢es microaerdfilas. A avaliagdo da comunidade microbiana
através do seqlienciamento do DNAr 16S indicou baixa dominancia e elevada riqueza em
ambos os reatores. Maior abundancia de Methylococcales e Nitrospira foi observada no reator
microaerdfilo (2,0% e 28,3%, respectivamente) em comparagdo ao reator anoxico (inferior a
0,5% e 26,6%, respectivamente). Em contrapartida, maior abundancia de arquéia oxidadora
anaerdbia de metano (Methanosarcinales) foi observada no reator andxico (4,0%) em relacédo
ao microdxico (3,5%). Os autores destacaram que nitrificantes e oxidadoras de metano podem
competir por substrato e se estabeleceram em condigdes de oxigénio limitante. Ademais, a
oxidagdo do metano em condicBes anoxica e hipoxica foi realizada por grupos de micro-

organismos distintos.

A avaliacdo da remocéo simultdnea de amdnia e metano, por nitritacdo parcial-anammox e
oxidacdo anaerdbia do metano com desnitrificacdo, de efluente de digestdo anaerdbia de lodo
em reator de biofilme de membrana (MBfR) foi realizada por Chen et al. (2015). Os processos
de bioconversao e estrutura da comunidade microbiana no biofilme foram avaliados através de
modelos matematicos. Com base nas simulagdes, as eficiéncias de remocéo de am6nia e metano
do sistema foram 99,5% e 93,4%, respectivamente (Tabela 2.8). A distribuicdo dos grupos
microbianos no biofilme indica a prevaléncia de bactérias oxidadoras de amdnia na base e
bactérias DAMO e anammox, em simbiose, na camada externa. Essa distribuicdo esta

relacionada a disponibilidade de substrato e suprimento de oxigénio.

No entanto, ainda ndo esta claro qual seria o efeito nos micro-organismos N-damo quando

expostos a concentracfes dinamicas de oxigénio, como as condi¢cbes de um sistema de
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tratamento de aguas residuarias (VAN KESSEL et al., 2018). Ademais, dado o crescimento
lento destes micro-organismos, a retencdo da biomassa € um importante parametro para a
configuracdo do reator cujo objetivo seja a remocao simultdnea de metano e nitrogénio e pode

ser uma opcao sustentavel para ETEs (WANG et al., 2017).

Segundo Wang et al. (2017) alguns desafios ainda sdo encontrados para adoc¢ao da tecnologia
em escala real como o uso do metano misturado aos demais gases produzidos na digestao
anaerdbia, podendo afetar o desempenho do processo DAMO, o crescimento lento dos micro-

organismos prolongando a formacéo de biofilme e desconhecimento do comportamento destes.

Para remocdo de metano com compostos de enxofre ou nitrogénio deve-se considerar fatores
como a disponibilidade dos substratos, taxa de crescimento dos micro-organismos,
disponibilidade de oxigénio, matéria organica, dentre outros.

Além da taxa de crescimento dos micro-organismos, um fator de relevancia ao se estudar a
interacdo de ciclos bioldgicos para remocdo simultanea de compostos & a ocorréncia
preferencial por determinada via metabdlica de oxidacdo. Em exemplo, pode-se citar o trabalho
desenvolvido por Pélaz et al. (2017) que destacaram que o doador de elétrons preferencial para
desnitrificacdo, apds a matéria organica, seria o sulfeto e, posteriormente, 0 metano. Com isso,
o0 controle da taxa de ar aplicada, a configuracéo do reator e, logo, a transferéncia de oxigénio
sdo importantes pardmetros para regular as transformacdes bioldgicas nos sistemas de

tratamento.

As possibilidades de perda do metano com o lancamento do efluente tratado ressaltam a
importancia em desenvolver novas tecnologias para recuperar ou remover este gas tornando
estes processos mais viaveis ambientalmente. Embora a microaeracao pareca ser uma técnica
util para remocao de CHs dissolvido, que pode contribuir para reducdo de custos provenientes
da aeracdo convencional, sdo ainda incipientes os estudos publicados. Deste modo, 0s processos
precisam ser investigados mais detalhadamente, sobretudo quando o CH4 é usado como doador

de elétrons para remog&o de outros compostos.

A escassez de estudos envolvendo a remogdo de metano de efluente anaerdbio se estende até
mesmo a escala laboratorial. Embora se reconhega a grandeza e elaboracdo das simulacdes
matematicas como as desenvolvidas por Chen et al. (2015), a realidade encontrada nas estacfes

de tratamento de esgotos, e até mesmo nos estudos desenvolvidos em escala piloto, se
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distanciam completamente das condic¢Ges controladas em tais simulag¢fes. Assim, trabalhos que
apresentam a utilizacdo de esgoto real, e ainda, que tratam o efluente anaerobio que sabidamente

apresenta metano dissolvido se tornam valiosos para fins praticos.

Com relacdo a microbiota envolvida nos processos de oxidacdo do metano, a breve revisao de
literatura indica que poucos estudos foram conduzidos com micro-organismos que crescem
naturalmente no sistema. Quando inoculado, bactérias metanotréficas e, principalmente, o0s
grupos envolvidos na remoc¢éo conjunta de compostos nitrogenados configuram em tecnologia
promissora para tratamento de efluente anaerdbio. Em alguns casos, a inoculagdo se faz

necessaria uma vez que o enriquecimento de determinados grupos é dificil.
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Tabela 2.8 — Caracteristicas principais de estudos abrangendo a remocéao biolégica de metano associada a compostos de enxofre e/ou nitrogénio

Sistema para CHadissolvido Perda de CH4 Taxa de
Efluente Sistema remocdo do TDH Temperatura efluente em relacdo a %CH;4 remogao Micro- Inéeulo Variavel Referénc
anaerobio metano (h) (°C) anaerobio producdo total  dissolvido* (mgCHa.L- organismos operacional ia
(volume) (mg.L?) (%) Ld?h)
Alrashed
. MBfR 12/8/ Methylocystaceae . 0,2a0,3
Sintético NA (0,086 L) 4 24 NA NA NA NA e desnitrificantes Sim ug/L OD etal.
(2018)
Domeéstico
com Biorreator de Pelaz et
adicilode  AnMBR filme fixo (26 15-8 18 NA NA 70%W NA - Sim
j al. (2017)
NO2 e L)
NOz
UASB . . Aerobio
(10a Micro-organismos 1 .
Municipal  UASB 12) DAMO: (28mg.L Silva-
s P MBR (56 L) 17-23 29,0 20-30 80 - 95% 112,02 195,0 . Sim 02 e Teira et
sintético (120L) MBR metanotroficas e .
andxico (0,1 al. (2017)
(46a anammox mg.L02)
5,6) gL
Methylomicrobium
. UASB Taxadear  Matsuura
Municipal oo DHSdedois Tg ) 10- 28 19,1 46 - 68 >99%  Methylomonas, .y osgoLm etal.
(155 L) estagios (80 L) DHS (2) Methylocystis e 3 6 (2015)
Methylocaldum '
. Hatamoto
Sintético . DHS(4L)  05-2 20 . . 95% Metanotroficase ;2008800 )
nitrificantes L.m3.d
(2010)
ANME, Nitrospira 10 mL Oz Costa et
Sintético NA RBS (1L) - 30 - - - 71a1272 e oxidadoras Sim puro (<2mg al. (2019)
aerébias OD.LY) ’
s BOA, anammox e
i )
Sintético NA MBfR 96 - 192 25 250 NA 93,4% micro-organismos @ Chen et
) DAMO al. (2015)

*Porcentagem de metano na fase liquida a partir de todo metano produzido; NA: nédo se aplica; ) corresponde a taxa de participacdo como doador de elétrons na
desnitrificacdo, se comparado aos demais doadores de elétrons usados (sulfeto e matéria organica); @ Parametros usados na simulacdo do modelo matematico.
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2.7.2 Remocao biologica do sulfeto

O sulfeto de hidrogénio produzido pela reducdo do sulfato é emitido juntamente com o biogas
e, sua alta solubilidade, faz com que parte dele permaneca dissolvido no efluente tratado,
impactando sobremaneira o sistema de tratamento de esgotos. A concentragéo total do sulfeto
no efluente depende da concentracdo de sulfato afluente e da atividade das bactérias redutoras
de sulfato (BRS) no interior do reator (KHAN et al., 2011). Os problemas inerentes a formacéo
de sulfeto em sistemas anaerobios de tratamento de esgotos tornam o pos-tratamento crucial

para minimizar impactos da emisséo deste gas.

A microeracdo ¢ uma condicdo operacional eficaz para remocdo de sulfeto de efluente
anaerdbio, sendo uma estratégia importante para oxidacéo parcial a S°, elemento que pode ser
usado para producdo de acido sulfurico e processos de biolixiviacdo (KHAN et al., 2011).
Diferente do enxofre cristalino comercial, o enxofre produzido a partir da oxidacéo bioldgica
do sulfeto possui vantagens como hidrofilicidade e atividade bioldgica, exibindo uma
capacidade mais forte de dissolver minérios de sulfeto, além de poder ser usado diretamente
como fertilizante (LIN et al., 2018).

Quando o efluente contém grandes quantidades de SO4> é necessario realizar a remogéo deste
composto em dois processos. O primeiro é a redugdo do SO4% a sulfeto pelas BRS. O segundo

é a oxidacéo do sulfeto a S° pelas bactérias oxidadoras do enxofre (XU et al., 2012).

Na literatura podem ser encontradas pesquisas desenvolvidas com diferentes configuracdes de
reatores para remocdo bioldgica do sulfeto, por exemplo, biorreator exposto a luz solar
(GARCIA et al., 2017), biorreator anaerdbio/microaerébio (VALDES et al., 2016),
microaeracdo em reator de membrana de silicone externa (CAMILOTTI et al., 2016), biorreator
de leito fluidizado (MIDHA et al., 2012), microaeracdo em reator de leito granular expandido
(XU et al., 2012), dentre outros.

O efluente de reator UASB foi tratado em reator de biofilme aerado em membrana (RBAM)
com microoxigenagdo (CAMILOTI et al., 2018). O efluente do UASB foi conduzido para a
membrana de silicone do RBAM onde o oxigénio puro foi introduzido, e posteriormente,
recirculado para o reator UASB. Este foi inoculado com lodo granular obtido de uma planta
tratando efluente de cervejaria (escala real), e o efluente tratado foi sintético e suplementado
com sulfato. Seqtienciamento massivo do RNAr 16S foi realizado para identificar a comunidade
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microbiana no reator. A microoxigenacao propiciou uma eficiéncia média de remocdo de
sulfeto dissolvido igual a 90% (Tabela 2.9). A formagcéo de S° foi confirmada pela observagéo
do acumulo deste no interior da membrana, contudo, ndo foi quantificado no efluente tratado.
Alguns géneros de micro-organismos envolvidos no ciclo do enxofre foram detectados, a saber,
Sulfuricurvum, Geovibrio, Flexispira e Sulforospirillum. Os autores observaram que a
introdugdo do oxigénio favoreceu a oxidacdo bioldgica do sulfeto e ndo afetou a remocéo de

matéria organica e produgdo de metano.

Garcia et al. (2017) utilizaram biorreatores expostos a luz solar para promover a remoc¢ao do
sulfeto dissolvido e formag&o de S°. Os autores testaram trés diferentes TDHs (24, 12 e 6 horas)
e verificaram que as melhores eficiéncias encontradas foram para o TDH de 12 h (cerca de
90%) (Tabela 2.9). No menor TDH testado (6h) houve reducéo na eficiéncia de remocao (de
52% a 69%), que foi associada a uma sobrecarga do sistema. Andlises de biologia molecular
apontaram a presenca de bactérias sulfurosas purpuras (Chromatiaceae) e ndo sulfurosas

(Rhodopseudomonas, Rhodobacter, Rhodocista e Blastochloris) em ambos os reatores.

A oxidacdo de sulfeto (S*) e formagcéo de S° ou SO4* foi investigada por Sousa et al. (2017)
em dois diferentes sistemas — reator hibrido (UASB/filtro anaerdbio) e reator UASB
microaerado (acima da zona de digestdo). O efluente final do reator hibrido apresentou baixa
concentragio de S? (3,87% da carga de enxofre total). A oxidacdo completa a SO4% foi
prioritaria no sistema, com aproximadamente 60% do enxofre efluente representado por este
elemento. Entretanto, 30% de toda carga de enxofre afluente foi recuperada como S°. A
oxidacdo do sulfeto foi atribuida a presenca de bactérias fotoautotréficas e fotoheterotroficas
que foram capazes de crescer no filtro em virtude da abertura do topo da unidade, propiciando
contato com o ar e a luz. No reator UASB microaerado as concentracdes de SOs> e S efluente
foram inferiores, representando 60% e 5% do enxofre afluente, respectivamente.
Adicionalmente, nessa condi¢do operacional 46% da carga de enxofre afluente foi recuperada
com S° (Tabela 2.9). Ambos os sistemas favoreceram a oxidagdo bioldgica do sulfeto (e

diminuic&o do odor) e recuperacéo de S°.

A microaeracdo para oxidacgdo do sulfeto foi testada num sistema integrado entre reator de leito
fixo e ordenado com reator de membrana interna (reator anaerébio/microaerdbio), tratando
efluente sintético e inoculado com lodo de UASB (VALDES et al., 2016). O esgoto sintético
foi preparado com Na2SQO4 para obter concentragdo de SO4? igual a 150 mg.L ™ (sem adicao de

sulfeto). Variagdes no fluxo de oxigénio no sistema (de zero até 0,04 L.L"t.min), estiveram
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relacionadas com a concentracdo de sulfeto dissolvido. Uma taxa de remocgédo de 96% foi
observada, com a concentragio de OD variando de 0,05 a 0,1 mg.L* (Tabela 2.9). A oxidac&o
completa ou parcial do sulfeto foi inferida a partir da concentracdo de sulfato efluente, que foi
baixa no processo (concentracdo média 14,3 mg.L™), sem representacio direta da recuperagio
de S°. Sequenciamento massivo indicou a presenca de bactérias oxidadoras de sulfeto aderidas
a membrana com destaque para os géneros Acidithiobacillus, Sulfuricurvum e Pseudomonas.
Géneros de bactérias redutoras de sulfato, a exemplo de Dethiosulfovibrio e Desulfovibrio,

foram detectados nas amostras.

Krayzelova et al. (2014) avaliaram o efeito da microaeracdo na remocdo de sulfeto de
hidrogénio em reator UASB microaerado (UMSB) (do inglés, microaerobic sludge blanket
reactor) tratando efluente sintético de cervejaria e compararam com um reator UASB néo
aerado. Com quantidade de ar igual a 1 L.d! e potencial de oxidaco-reducdo -420 mV, os
autores observaram remocao de sulfeto no biogas (34% no UMSB e 9% no UASB) e no efluente
(41% UMSB e 49% UASB) (Tabela 2.9). No reator UMSB 33% do enxofre esteve presente na
forma de S°, enquanto no reator UASB este valor foi de apenas 6%. A microaeracéo realizada
pelos autores mostrou ser efetiva para remocao do sulfeto e formagéo de S°. A avaliago da
influéncia da atividade metanogénica indicou que a microaeracdo nao causou diminuicdo da
mesma, nao afetando a producédo de metano no processo. A remocdo de DQO também néo foi

prejudicada.

Um biorreator acrescido com meio suporte de polietileno semi-flexivel para crescimento de
biofilme foi criado por Liu et al. (2013) e utilizado para determinar a eficiéncia da
biotransformacdo de S? a S° em diferentes pardmetros operacionais (pH, TDH, temperatura e
OD). O afluente foi composto de agua de torneira com adicdo de sulfeto de sddio (NazS), com
concentracdes variadas de sulfeto afluente. As bactérias oxidadoras de sulfeto foram obtidas a
partir de lodo municipal. A avaliacdo do efeito do pH apontou que a atividade bacteriana foi
maior quando o mesmo variou de 7,8 a 8,2, com remocdo de sulfeto superior a 90% e
recuperacdo de S° (87,6%) (Tabela 2.9). Os testes para avaliar a influéncia de diferentes
concentragdes de OD (1,0 mg.L? a 7,2 mg.L™) apontaram que 0 aumento expressivo na
concentragéo de oxigénio diminuiu a producdo de S° e a remocao de S, quando a concentragéo
afluente de S foi constante (aproximadamente 80 mg.L™). Quando a concentragdo de OD foi
2,5 mg.L? a recuperacéo de S° foi 87,0% superior em relagdo a concentragdo de OD de 7,2

mg.L (65,8% SP) e representou 0 melhor cenério para oxidagéo parcial do sulfeto (Tabela 2.9).
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O tratamento bioldgico de efluente rico em SO.* foi avaliado em dois reatores separados —
reator de leito granular expandido (EGSB) e tanque de aeracao, a fim de investigar a viabilidade
para reducdo de SO4> e oxidacéo bioldgica do sulfeto a S° (XU et al., 2012). Ao afluente foi
adicionado SO4% com concentragdes variando de 330 a 378 mg.L* e testadas diferentes taxas
de aeracio, de modo que OD variasse de 0,02 a 0,35 mg.L™ . Os processos de redugdo do SO4>
e oxidacdo bioldgica parcial do S* variaram nas condicOes de aeracgdo testadas com fluxo
continuo. Do SO+ afluente 81,5 a 98,6% foi reduzido a sulfeto, com OD variando de 0,02 a
0,26 mg.Lt. A quantidade de sulfeto oxidado a S° dependeu da concentragio de oxigénio
dissolvido. Quando o OD variou de 0,08 a 0,10 mg.L™' os autores observaram menor
concentragdo de sulfeto no efluente, a taxa de conversdo a S° atingiu um maximo de 71,8% e a
eficiéncia de remoc&o de SO4% atingiu 81,5% (Tabela 2.9). Valores de OD menores ou maiores

reduziram a conversdo a S°.

Midha et al. (2012) estudaram a oxidagdo bioldgica de sulfeto de efluente sintético em
biorreator de leito fluidizado continuo, acrescido de uma malha de nylon como meio suporte.
O efluente do biorreator foi bombeado para um tanque de aeragdo, com concentragdo de OD
entre 2,0 a 5,0 mg.L ! e recirculado para seu interior. A oxidacao bioldgica do sulfeto variou de
90% a 92% e a recuperacio de S° de 65% a 75% nos trés TDHSs (0,42h, 0,83h e 1,25h) (Tabela
2.9).

A remocéo de sulfeto foi avaliada usando cultura pura de Thiobacillus thioparus TK-1 em reator
airlift acrescido de aeracdo e basalto como meio suporte (MOGHANLOO et al., 2010). As
cargas de sulfeto afluente, presente no afluente sintético, foram variadas para avaliar os efeitos
na eficiéncia do sistema. O melhor desempenho foi obtido quando a carga afluente foi 3.600
gSZ.m3.d?, com 100% de remocdo (Tabela 2.9). Como as concentracbes de oxigénio
dissolvido no reator foram elevadas, representadas pela taxa de 0,40 L.L"2.min, o principal
produto da oxidacéo foi 0 SO+, com concentragéo efluente variando de 50,0 a 490,0 mgSO4*

L1, aproximadamente.

A interacdo entre ciclos do enxofre e nitrogénio requer que um esteja na forma reduzida (doador
de elétrons) e o outro na forma oxidada (aceptor de elétrons) (FORESTI et al., 2006). As rotas
microbianas descritas no topico 2.5.4 desta revisdo da literatura indicam as possibilidades de
remocao simultanea destes compostos e 0s micro-organismos envolvidos. Estudos envolvendo
a oxidacéo de sulfeto e desnitrificagdo autotrofica ou heterotréfica, com H2S como doador de

elétrons séo encontrados na literatura. A aplicacdo do potencial microbiano para desnitrificagdo
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autotrofica com bactérias oxidadoras de enxofre € uma opcao atrativa para tratamento de aguas
residuarias com baixa razdo DQO/N uma vez que ndo € necessario adicionar carbono externo,

reduzindo os custos do tratamento, e h& baixa producéo de lodo (LIN et al., 2018).

A microaeracdo em um biorreator constituido de acrilico para remogéo de sulfeto e nitrato foi
avaliada por Wang et al. (2016) com diferentes concentracOes de oxigénio dissolvido (<0,1;
0,1<0D<0,3; 0,3<0D<0,5; 0,5<0D<0,7 mg.L™?). Com efluente sintético e indculo de lodos
ativados, o biorreator foi microaerado a partir de sua porc¢éo inferior. Quando o OD variou de
>0,1 a <0,3 mg.L™ foi observada a melhor producéo de S° (98,3%), remogéo de NOs™ (91,5%),
DQO (81,0%) e remogé&o de sulfeto (97,8%) (Tabela 2.9). Concentragdes superiores a 0,3 mg.L"
1 OD propiciaram a formagao de sulfato e tiossulfato. Técnicas de biologia molecular (PCR-
DGGE) apontaram que além do desempenho geral do sistema, 0 OD influenciou a diversidade,
estrutura e composicao da comunidade microbiana. Maior abundancia de bactérias oxidadoras
de sulfeto e redutoras de nitrato foi obtida na fase em que o OD foi limitante (>0,1 a <0,3 mg.L"
1Y em conformidade os dados de remoc&o citados acima. O suprimento limitado de oxigénio
pode melhorar a eficiéncia de conversdo a S°e aumentar a eficiéncia de remocao de sulfeto e
nitrato. O estudo indica que a oxidacio do sulfeto a S° pode ocorrer na presenca de oxigénio,
via metabolismo aerébio de bactérias oxidadoras de enxofre, ou de nitrato, via desnitrificacdo

autotrdfica, como aceptores de elétrons.

Xu et al. (2017) avaliaram a oxidac&o do sulfeto e recuperacdo de S° com desnitrificacio em
reator de leito granular expandido em condicGes microaerdbias. Com taxas de fluxo de ar
variaveis (0 a 0,01 L.L™.min%), efluente sintético acrescido de SO4* (1.000,0 mg.L™) e NOs"
(500,0 mg.L ) os resultados indicaram desnitrificacio total, auséncia de amonificacdo e
elevada remocdo de SO4> (79 a 96%). A razdo S%S04> foi maior quando o reator foi

microaerado (27 a 69%) em relacdo a condicdes anaerdbias (11%).

Com base na reviséo de literatura exposta, cabe ressaltar que o aperfeicoamento da remocao do
sulfeto pode ser alcangado via metabolismo dos micro-organismos envolvidos no ciclo do
enxofre, por diferentes processos. Garcia et al. (2017) mostraram a importancia da luz para
crescimento de micro-organismos fototroficos na remocdo do sulfeto dissolvido, via
fotossintese anoxigénica, de efluente de reator UASB tratando esgoto domestico. Da mesma
forma, Sousa et al. (2017) observaram a importancia da luz, e do contato com ar (oxigénio), na

oxidacdo do sulfeto mediada por bactérias fotoautotréficas e/ou fotoheterotréficas.
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Ademais, a microaeracdo tem se mostrado uma das variacdes operacionais mais promissoras
de sistemas anaerébios para remover o sulfeto, com formagdo predominante do S° Dos
trabalhos usando microaeracdo h4 uma variedade de metodologias para a introducéo do ar ou

oxigeénio, e valores de taxas de fluxo de ar ou concentracdo de OD nos sistemas.

Taxa de fluxo de ar de 0,07 L.L .ht em reator UASB (0,46 mgOD.L™) foi o fator crucial para
crescimento de micro-organismos capazes de realizar a oxidac&o parcial do S* e recuperacéo
de S° (SOUSA et al., 2017). Ao integrar uma membrana para microaeragdo (0,05 a 0,10
mgOD.L™Y) em um reator de leito fixo, Valdes et al. (2016) observaram o desenvolvimento de
bactérias oxidadoras de S%, com remogéo quase total e conversdo a S°, em vistas a concentraco
de SO+ efluente. Ao testar 0 aumento progressivo de OD na oxidagéo parcial do sulfeto, Xu
et al. (2012) observaram que concentragdes limitantes (0,08 a 0,10 mg.L™?) foram efetivas na
formacdo de S° e para favorecimento concomitante de bactérias redutoras de sulfato e
oxidadoras do sulfeto num mesmo reator. Da mesma forma, Liu et al. (2013) observaram maior
remocao de sulfeto e producio de S° na menor concentracio de OD testada no estudo (2,55
mgOD.L™), contudo, esta concentracdo € ainda muito superior a maioria dos trabalhos

publicados.

Em suma, na oxidagao bioldgica do sulfeto, o S° é o principal produto em condigdes de oxigénio
limitantes, enquanto 0 SO42 ¢ formado com excesso de oxigénio. A formagdo do S° é mais
desejada que a do SO4%, pois o primeiro pode ser recuperado enquanto o sulfato requer um

tratamento adicional para eliminacdo (MIDHA et al., 2012).

ConcentragOes limitantes de oxigénio podem ainda favorecer a oxidacdo do sulfeto com
desnitrificacdo autotrofica, uma vez que baixas concentracdes de oxigénio podem minimizar os
efeitos inibitdrios do sulfeto sobre a atividade desnitrificante (CHEN et al., 2010). Huang et al.
(2015) observaram que bactérias oxidadoras de sulfeto foram responsaveis pela maior
conversdo do S% afluente a S° usando NO3s~ como aceptor de elétrons na presenca de acetato.
Wang et al. (2015) associaram a microaeracdo (0 a 0,7 mgOD.L™?) a oxidagdo do sulfeto via
desnitrificacéo autotréfica. As menores concentragdes de OD (0,1 a 0,3 mg.L™) foram propicias

para a atividade de bactérias oxidadoras de S e redutoras de NOs".

Com base na Tabela 2.9 e reviséo da literatura apresentada pode-se observar que diferentes

configuracOes de reatores e sistemas acoplados tém sido propostos para a remocéo de sulfeto
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dissolvido. Com objetivo de aprimorar os sistemas de tratamento, 0s aparatos experimentais

séo por vezes desenhados para remocéo de outros compostos como 0s de nitrogénio e carbono.

A maioria dos estudos emprega efluente sintético e inoculacéo de cultura pura ou mista, tendo
em vista a facilidade do controle das condigdes do sistema e, alem disso, de serem importantes
pontos de partida para o entendimento dos processos. Contudo, mesmo 0s poucos trabalhos que
utilizaram efluente real e biomassa crescendo naturalmente nos sistemas demonstraram a
eficacia dos mesmos, o0 que torna mais proximo a aplicacdo em escala real. O suprimento de ar,
a configuracdo e escala dos biorreatores também sdo importantes critérios no aprimoramento
da oxidacao bioldgica do sulfeto com formacéao de enxofre elementar, um composto de interesse
econémico. Outro fator que pode ser considerado na elaboracdo do aparato de pos-tratamento
para remocdo biologica do sulfeto do efluente anaerobio é a inser¢do de meio suporte como
alternativa para aumentar a superficie de crescimento de micro-organismos e retencdo dos

mesmaos.

Em sintese, persistem ainda gargalos e divergéncias em relacdo as melhores condigcdes
operacionais para oxidagao parcial do H,S a S° em sistemas de baixo custo, empregando esgoto
domeéstico, submetidos a microaeracdo e que priorizem o tratamento primordialmente

bioldgico.
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Tabela 2.9 — Estudos envolvendo processos biolégicos para remocao de sulfeto em diferentes sistemas tratando efluente anaerébio

Sistema Carga de Produgéo S° Outros
TDH  Volume ) Remocdo S* (mg.L Y/ compostos de S . Variavel N
Efluente empregado / S* afluente ~ In6culo . Referéncia
Reator (h) (L) (gS.m.d) (%) Recuperacao de no efluente operacional
g>-m=. S0 (%) (mg.LY)
2,2 Lodo Microaerago:
) i (UASB) W @ S04 (40,2 - granular 3.4 Camiloti et
Sintético UASB + RBAM 20 90 0/21 47.1) de 0,000371L.m d al. (2018)
(RBAM) cervejaria
- Biorreator (sem S04 (4,0 - « Garcia et
Domeéstico meio suporte) 24 30,0 3,5 30-65 0/4-33 7,000 Né&o Luz solar al. (2017)
Biorreator 9 .
Domeéstico (biobob como 12 30,0 7,0 90 0/1-28 SOs (8(’3()) -14.0) Né&o Luz solar GlarC|a et
suporte) al. (2017)
Biorreator (anéis 5 i .
Domeéstico plasticos como 6 30,0 14,0 52 - 69 0/10-15 S04 ((23’)0 6.0) Néo Luz solar Clsarua et
suporte) al. (2017)
27,0
- UASB + filtro (UASB) 9 Lodo Sousa et
Domeéstico anaerébio 115 250 16,4 40 6,66 / 30 S04+ (12,5) anaerébio Luz solar al. (2017)
(filtro)
Luz solar e
- UASB 2 Lodo microaeragao Sousa et
Domestico microaerado 12 18,0 a7 8 4,62146 SO (21) anaerébio (0,43 L.LLmin"  al. (2017)
Y
Reator de leito Microaeragdo: 0
o fixo ordenado + S04% | S,05% Lodo 2" Valdés et
Sintetico reator de 216 62/20 i % i 14,3/13,1 anaerébio 204 Ll'L M a1, 2016)
membrana interna
Lodo Microaeracdo:  Krayzelova
Sintético® UMSB 8 2,7 NA -133 0 ranular 0,0002 L.L- etal.
g Lmint (2014)
< Biorreator com . ;
Agua preenchimento em 1 4,0 NI >90 -187,6 SO4%(4,9) © Lodo 0OD:05 i2,5 Liu et al.
com Na,S -~ municipal mg.L (2013)
polietileno
/Continua
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Sistema Caraa de Produgso S° Outros
TDH  Volume ;. g Remocéo S* (mg.L Y/ compostos de S . Variavel A
Efluente empregado / S* afluente x Inéculo . Referéncia
Reator (h) (L) (gS.m.dY) (%) Recuperacéo no efluente operacional
gs.m= de S° (%) (mg.LY)
< Biorreator com i
Agua com - i 2 © Lodo i 1 Liuetal.
NasS preenchlmento em 1 4,0 NI >90 /65,8 SO4% (26,7) municipal OD: 7,2mg.L (2013)
polietileno
. 4,0 .
s EGSB + unidade y i S04 (5,3 - Inéculo  OD:0,02a0,35 Xu et al.
SINEUCO 4o deragio (UA) 1 (EI,E?uS/-I\B)) 0 NA 19.2-718 176,0) de EGSB mg.L (2012)
s . . Cultura
Sintético Biorreator de leito 0,42 5.600 . ) .
com adicio fluidizado 0,83 0,25 2.800 90 - 92 65-75 SO (50-100) Mistade  OD:20a50  Midnaet
¢ lodo mg.L al. (2012)
de sulfeto continuo 1,25 1.600 ativado ' '
S y Cultura Moghanloo
2
Sntee, Airlift 33 4.2 3,600 100 NI 50449(()58)'0 & purade 040LLLmin?  etal,
’ TK-1 (2010)
Biorreator de OD: <0,1 a<0,7
Sintético acrilico 8.8 37 8.720 97,8 21983 : atﬁfjggo mg.L a‘f"?ggleg)
microaerado '
40 0a0,01L.L
Sintético EGSB + tanque ' Inéculo L min* (OD: Xu et al.
com SO de aeragéo (TA) 10 (ZE ((STSAB)) NA 69 NI de EGSB 0,02a0,35 (2017)
mg.L?)

Mefluente sintético introduzido com carga de sulfato afluente variando de 94 a 165 gS.L1.d"1; @S0 presente na biomassa em uma das fases do estudo; @dados
referentes a producéo total de SO42 em %; @Wefluente sintético com carga de sulfato afluente igual a 0,084 gS L1.d1. ®dados referentes a variacdo de pH de
7,8 a 8,2 com OD igual a 2,5 mg.L?, 4,95% SO42 produzido; ©26,72% S04 produzido;NI: ndo informado; NA: n&o se aplica.
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2.7.3 Remocéo bioldgica de compostos nitrogenados

Considerando os problemas associados aos nutrientes no ambiente aquatico, a remog¢édo de
compostos nitrogenados presentes no efluente anaerdbio se faz necessaria. Uma variedade de
processos fisico quimicos e bioldgicos podem ser aplicados para este fim. Como 0s processos
bioldgicos sdo efetivos e relativamente mais baratos tém sido amplamente adotados (AHN et
al., 2006).

A remocdo biologica de nitrogénio em estacGes de tratamento de esgotos (ETES) pode ser
convencionalmente alcangada em dois processos separados - nitrificacao autotrofica seguida de
desnitrificacdo heterotréfica (MORAES et al., 2013). A primeira etapa requer a presenca do
oxigénio e a segunda ocorre em condi¢bes anoxicas quando o nitrato € convertido a gas
nitrogénio (N2) (CARDOSO et al., 2006). Muita energia é requerida na aeracdo, essencial para
a nitrificacdo, enquanto que matéria organica é necessaria para desnitrificagdo heterotréfica
(MA et al., 2015). A auséncia de doadores de elétrons para desnitrificacdo heterotréfica,
consequéncia do seu rapido consumo no tanque de aeracdo pelas bactérias (SANTOS et al.,
2018), eleva os custos do tratamento. Dessa forma, alternativas mais viaveis de pos-tratamento
de efluente anaerdébio tém sido estudadas, como a reducdo da quantidade de ar introduzido
(microaeracdo) ou a descontinuidade da aplicagdo (aeracdo intermitente). Além da viabilidade
econdmica, 0 modo de aeragé@o pode priorizar determinados grupos microbianos como exposto

neste revisao.

A remocdo de nitrogénio foi avaliada em reator UASB microaerdbio de escala laboratorial com
biomassa enriquecida de lodo ativado e efluente sintético (ZHENG et al., 2012). Remocéo de
nitrogénio amoniacal superior a 90% foi obtida quando a concentracdo de oxigénio dissolvido
variou de 0,7 a 0,9 mgOD.L™. O sistema proporcionou simultdnea remocgio de DQO e

nitrificacdo, e reduziu o suprimento de ar em 60% em relagdo ao método convencional.

Augusto et al. (2018) avaliaram a remogdo de amonia em reator de biofilme aerado por
membrana empregando nitritacdo parcial e anammox com indculo de lodo ativado. O esgoto
sintético apresentou cargas de nitrogénio iguais a 50 gN.m=.d> e 100 gN.m3.d? e oxigénio
dissolvido introduzido nas concentragdes 0,42 mgOD.L? e 0,53 mg.L?, respectivamente,
representando taxas de ar de 0,37, 0,74 e 1,10 L.LY.min’. Foi observada uma eficiéncia de

remocao de amonia de até 84%. No entanto, quando os niveis de oxigénio foram mais elevados
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a eficiéncia reduziu para 69% devido a um deshalanco na comunidade microbiana e,

consequentemente, diminuicdo na eficiéncia do reator.

Keene et al. (2017) avaliaram os efeitos na nitrificacdo com a diminuicdo da aeracdo em um
reator piloto de alimentacdo continua. Os autores observaram que é possivel obter uma
nitrificagdo eficiente com a média de OD de 0,33 mg.L™t. Em baixas concentracdes de OD a
amonia foi completamente oxidada e a eficiéncia de remocdo de nitrogénio total foi de 96%.
Sequenciamento do RNA ribossomal 16S indicaram que a comunidade microbiana se adaptou
as baixas concentrac6es de OD e predominio de Nitrosomonas entre as bactérias oxidadoras de

amonia.

Os micro-organismos responsaveis pela oxidacdo da amonia em reator com baixas
concentracdes de OD foram investigados por Fitzgerald et al. (2015). Foram empregados dois
reatores, ambos alimentados com lodo proveniente de ETE. No entanto, uma das ETE era
operada para alcancar nitrificacdo/desnitrificacdo e o lodo adaptado a baixas concentracGes de
OD, e a outra ETE ndo era operada para remogéo de nitrogénio. Os reatores foram alimentados
com efluente sintético com concentragdo de nitrogénio amoniacal igual a 30,0 mg.L e o
oxigénio foi mantido abaixo de 0,30 mg.L™t. Em ambos os reatores foi observada nitrificagio
completa em baixas concentragdes de OD (0,20 a 0,24 mg.L™?), embora um atraso no reator

com lodo néo adaptado tenha sido observado.

A simulténea nitrificacdo e desnitrificacdo ocorre quando ambas as reacdes acontecem em uma
Unica unidade operacional. O processo de remoc¢éo simultanea apresenta vantagens em relacdo
a remocao convencional como menos unidades de tratamento, reducéo dos custos operacionais

e menor demanda por oxigénio e alcalinidade (SILVA et al., 2018).

O processo anammox é uma alternativa viavel para a remogéo autotrofica do nitrogénio. Uma
das vantagens deste processo € que dispensa a adi¢cdo de carbono organico, permitindo que a
matéria organica do efluente possa ser anaerobicamente convertida em biogas (CHa),
contribuindo para maxima recuperacdo da energia do esgoto. Adicionalmente, o consumo de

energia e reduzido, uma vez que a demanda de oxigénio é reduzida em 60% (MA et al., 2015).

A remocao autotrofica do nitrogénio através da nitritagdo parcial/anammox € um processo de
um estagio e pode ser usada para remogéo de aguas residudrias ricas em amonia. Na nitrificacdo

parcial/anammox as nitrificantes ficam localizadas na camada externa do biofilme enquanto as
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anammox crescem na camada interna. Assim as nitrificantes podem acessar o substrato
disponivel com maior facilidade que as anammox. A retencdo de micro-organismos em meio
suporte pode acarretar em melhorias no sistema de tratamento uma vez que o tempo de

duplicacdo das bactérias anammox € elevado.

De acordo com as rotas metabdlicas dos micro-organismos envolvidos no ciclo do nitrogénio,
controlar o crescimento das bactérias oxidadoras de nitrito é fundamental para permitir a
remocao autotrofica do nitrogénio via anammox em sistemas de tratamento de esgotos. O
controle da aeragdo do sistema tem se mostrado uma das alternativas mais vantajosas para
controlar tais processos, seja através da limitacdo do oxigénio disponivel (microaeracdo) ou
com aeracdo intermitente (Al). O suprimento de oxigénio para a producdo de NO,™ deve ser
rigidamente regulado para evitar a inibicdo do oxigénio, a superproducdo de NO2 ou a

nitrificacdo completa em nitrato e o crescimento de heter6trofos (VAN KESSEL et al., 2018).

Ma et al. (2015) avaliaram aeracdo intermitente com baixa concentracdo de OD para suprimir
bactérias oxidadoras de nitrito (BON) em reator de nitritacdo/anammox de um estagio para
remocdo de nitrogénio. Os autores observaram mudanca na comunidade microbiana apos
aeracdo intermitente com supressao de BON. Quando a remocao de nitrogénio total (NT) foi
estavel e alcancou aproximadamente 85%, analises dos granulos apontaram predominio de
anammox com poucas bactérias oxidadoras de aménia (BOA). Com 15min on e 5min off a
remocao de NT alcangou 88%, com baixas concentragdes de NO2 e NT efluentes, temperatura
21,6°C. O aumento da temperatura, com aquecimento do sistema, foi fundamental para
aumentar atividade anammaox e possibilitou a diminuicéo do periodo anéxico de 90min on para
15min off.

Yang et al. (2015) investigaram a nitrificacdo parcial/anammox em reator de biofilme e leito
movel e observaram eficiéncia de remocdo de 84 e 88% em aeragcdo continua e aeracéo
intermitente (45min on/15min off), com OD de 3,0 e 3,5 mg.L™, respectivamente. O baixo
suprimento de oxigénio, quando o ciclo foi 30min on/30min off culminou com menor remogao
de nitrogénio (40%). Analises da comunidade microbiana indicaram predominio de bactérias
oxidadoras de amonia e anammox no biofilme e menor quantidade de oxidadoras de nitrito e
heterotroficas. Os autores observaram que a aeragdo intermitente requer menor suprimento de

ar sem acarretar perda na eficiéncia do processo.
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Miao et al. (2018) avaliaram os efeitos da razdo C/N na remocdao de nitrogénio em reator em
batelada seqtiencial com periodo anoxico superior ao aerébio (8min on/21min off ) e oxigénio
dissolvido variando de 1,5 a 3,0 mgOD.L™. O aumento da razdo C/N de 1,1 a 2,0 levou a uma
melhora na remocao de nitrogénio amoniacal e total. Este aumento de C/N acarretou uma
diminuicdo na atividade das bactérias oxidadoras de nitrito, mas ndo na abundancia das mesmas
(confirmado pelo qPCR), que pode ter sido ocasionada pela maior retencédo celular. A Al pode
ter sido o fator crucial para inibi¢éo da atividade das BON.

VariagBes nos métodos de fornecimento de ar (microaeragdo ou aeragdo intermitente) podem
resultar em eficiéncias elevadas de remocao de amonia e reduzir os custos do processo, além
de produzir um efluente final de acordo com os padr@es ambientais e proporcionar menor

geragdo de impactos aos corpos d’agua receptores, no que se refere ao despejo de nutrientes.

2.7.4 Consideracdes sobre a remocao simultanea dos elementos estudados

A possibilidade de interacdo entre os ciclos dos elementos (carbono, enxofre e nitrogénio)
permite que, quando presentes em aguas residudrias, 0s contaminantes possam ser removidos

simultaneamente.

A interacdo dos ciclos do nitrogénio, enxofre e carbono foi proposta através de um modelo
matematico desenvolvido por CHEN et al. (2016). Os autores propuseram que a remocao
simultanea de amonia, metano e sulfeto dissolvidos em reator de biofilme de membrana pode
ser superior a 90% com o suprimento de oxigénio, através da atividade de micro-organismos
oxidadores de amonia, bactérias anammox, arquéias anaerdbias oxidadores de aménia,
bactérias aerdbias oxidadoras de amodnia e bactérias oxidadoras de enxofre. Os autores
destacaram que a comunidade microbiana se distribui no biofilme de acordo com a

concentracédo de substrato e oxigénio nas camadas.

O pos-tratamento de efluente anaerébio em reator DHS para oxidacdo do metano e
compreensdo da competicdo pelo oxigénio pelas bactérias oxidadoras de metano, amonia,
matéria organcia e sulfeto foi avaliada por Hatamoto et al. (2011). Quando o suprimento de ar
foi abundante a eficiéncia de remoc¢do de sulfeto, metano, aménia e matéria organica foi
superior a 90%. A medida que o oxigénio foi se tornando limitante, a oxidacdo da amonia foi a
primeira a cessar, seguida pela remog&o do metano e por fim do sulfeto. A maior sensibilidade

da oxidacdo da amonia foi atribuida a menor afinidade ao oxigénio pelas bactérias oxidadoras
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de amonia e menor energia livre quando comparada a da oxidacdo do acetato, propionato,
metano e sulfeto (HATAMOTO et al., 2011).

O uso de processos convencionais de nitrificacdo e desnitrificagdo sem a adi¢éo de doadores de
elétrons para a remoc¢do de nitrogénio é um desafio quando o reator anaerdbio é a primeira
unidade no tratamento de esgoto doméstico (FORESTI et al., 2006). Isto ocorre porque a
quantidade de matéria organica no efluente do reator anaerébio é normalmente inferior do que
a necessaria para a desnitrificacdo. De modo a contornar tal infértunio, podem ser usados como
doadores de elétrons — &cidos graxos volateis, metano e compostos reduzidos de enxofre (Figura
2.9). Uma das vantagens deste processo é que os subprodutos do tratamento anaerébio podem
ser usados como doadores de elétrons no poés-tratamento, reduzindo os custos. O uso do sulfeto
e metano como doadores de elétrons minimiza os efeitos negativos no sistema de tratamento e

no meio ambiente, uma vez que as emissdes destes gases para a atmosfera sao reduzidas.

A Figura 2.9 apresenta um esquema dos possiveis doadores de elétrons para remocdo de

compostos nitrogenados, ilustrando a interacdo entre os diferentes ciclos de nutrientes.

H,S ouCH, |
;
0, 0, Doador de elétron Biogis
#} !
NHy* NOy l 5 NOy } N
2 | 1 3 | 12
3 2 Doador de elétron
NI Noy l

Figura 2.9 — Possiveis vias para remocao/recuperagao de nitrogénio de esgoto tratado
anaerobicamente
Nota: Compostos apresentados em caixas azuis estdo presentes em efluentes de reatores anaerébios.
(1) Nitrificagdo convencional + desnitrifcacdo para remocdo de N; (2) Nitrificacdo parcial +
desnitrificacao; (3) Desnitrificagdo quimiolitotréfica de nitrito com amonia como doador de elétron

(Anammox); (4) Redugédo do sulfato via oxidagdo da amonia; (5) Desnitrificacdo quimiolitotrofica com
sulfeto ou metano.

Fonte: Foresti et al. (2006)

Na desnitrificacdo autotréfica ocorre a remocao simultanea de sulfeto e compostos nitrogenados
e consiste na oxidagdo do sulfeto (ou outros compostos reduzidos de enxofre como S° e S;03>

) e reducdo de NO2™ ou NO3™ produzindo sulfato. A composicdo dos produtos finais e a taxa de
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remocao de ambos os ions depende da razdo molar N/S, razéo de sulfeto e nitrato e concentracéo
inicial de sulfeto (POKORNA & ZABRANSKA, 2015). Adicionalmente, importantes fatores
operacionais sdo considerados para a ocorréncia deste processo como temperatura mesofilica,
concentracdo de oxigénio e compostos inibitdrios (nitrato, nitrito e sulfeto) (GUERRERO et
al., 2015).

Xu et al. (2017) investigaram a estrutura da comunidade microbiana e bactérias dominantes
estimuladas por condi¢es microaerdfilas em reator de leito granular expandido (EGSB) em
escala laboratorial, para co-reducdo de sulfato e nitrato, tratando efluente sintético com
inoculacéo de lodo de ETE. A aeragéo foi realizada em compartimento separado e as taxas de
ar variaram de 0,001 20,039 L.L1.h"* (OD de 0,07 a 0,35 mg.L™?), além de etapas com condicoes
anaerdbias. Os autores observaram completa desnitrificacdo e eficiente remocéo de sulfato (até
96%), com influéncia direta da taxa de oxigénio aplicada, ou seja, nas maiores concentracoes
de OD houve uma reducdo na eficiéncia de remogdo do SO4*, quando comparado com
condi¢cdes microaerdbias e anaerobias. Condi¢Ges microaerdbias proporcionaram maior
formacado de S° com producdo maxima (69%) alcancada com concentracdo de OD de 0,10 a
0,14 mg.L?, quando comparado com estagios anaerdbios (11%). A remocdo de matéria
organica também foi melhorada, de 52% para 90%, ao mudar as condi¢des de anaerdbia para
microaerobia. O sequenciamento massivo (lllumina) apontou o dominio de grupos como
Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria, Spirochaetae e Synergistetes quando o oxigénio

esteve em quantidades limitadas.

Simultanea nitrificacdo/desnitrificacdo com oxidacao do sulfeto em um Unico reator para pos-
tratamento de efluente anaerdbio foi avaliada em reator de leito estruturado (SANTOS et al.,
2018) e reator de biofilme em batelada sequencial (MORAES et al., 2013), ambos com aeracao

intermitente.

A simultanea nitrificacdo e desnitrificacdo acoplada a oxidacdo do sulfeto em um Gnico reator
tratando efluente de reator UASB alimentado com efluente sintético ndo foi eficiente nas
condigdes testadas por Moraes et al. (2013), necessitando desta forma, de uma etapa adicional
de tratamento. Os ciclos de aeracdo foram de 116min aerados e 116min anoxico e concentragdo
de sulfeto variando de 0,0 a 55,0 mg.L™%. A taxa de ar aplicada foi de 0,04 L.L.mint e 0 OD
variou de acordo com a concentracao de sulfeto aplicada. Segundo os autores, a ocorréncia de

ambos 0s processos em um unico reator requer controle operacional rigoroso com relacéo a
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concentragéo de sulfeto, que mesmo em baixa concentragdo (11,6 mgSDT.L™?) causou reducéo
da eficiéncia de nitrificacdo de 97 para 77% (MORAES et al., 2013). Neste estudo foi avaliado
0 pos-tratamento do efluente de reator UASB tratando efluente sintético similar ao esgoto

doméstico e inoculagéo.

A dinamica e impacto do sulfeto em processo combinado de nitrificacdo e desnitrificagéo
autotrofica em reator de leito estruturado com recirculacao e aeracdo intermitente (60min on e
120min off) foi avaliada por Santos et al. (2018). O sistema foi operado com efluente sintético
e inoculagéo (lodo de reator UASB de matadouro de aves). Uma inibicdo parcial da nitrificagéo
(eficiéncia de oxidacdo da amonia igual a 54 e 59%) foi observada devido a toxicidade causada
pelo sulfeto (220,0 mgSDT.L™).

Lu et al. (2018) observaram que altas concentracdes de sulfeto (acima de 200,0 mgSDT.L™Y)
podem causar efeitos inibitorios na desnitrificacdo autotrofica e oxidacdo do sulfeto em
condicdes andxicas. Segundo os autores, isto pode ser explicado pelo fato do sulfeto se ligar a
cofatores metélicos da enzima nitrato redutase causando inibicdo temporéria da atividade

desnitrificante.

Chen et al. (2010) avaliaram os efeitos da inibicdo do sulfeto sob condigdes anaerdbias e
microaerdbias (concentracdo de oxigénio dissolvido de 0,4 a 0,8 mg.L™?) em desnitrificantes
heterotroficas e autotroficas. Na auséncia de oxigénio, 200,0 mg.L™ de sulfeto causou inibicdo
parcial do consércio H7 (Penibacillus sp. e Aneurinibacillus aneurinilyticus) levando a
diminuicdo da remogcao de sulfeto e nitrato; quando a concentragio de sulfeto foi 280,0 mg.L™*
a remocdo destes compostos foi praticamente zero. Na microaeragdo, mesmo com aumento
crescente da concentragdo de sulfeto até 280 mg.L™, ndo foi observada inibicdo total das
bactérias, sendo observado consumo de nitrato, acetato e sulfeto. Importante salientar que
embora as condi¢Bes microaerdbias tenham melhorado o desempenho do reator (reator de leito
granular expandido em escala bancada) as concentracfes de sulfeto testadas sdo muito
superiores as reportadas em sistemas de tratamento de esgotos sanitarios, ndo sendo aplicado a

estudos que envolvam a remocéo de efluente real.

Segundo Chen et al. (2010) o oxigénio introduzido em quantidades limitadas reduziu os efeitos

inibitdrios do sulfeto sobre a atividade desnitrificante e melhorou o desempenho dos granulos.
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A habilidade de metanotroficas em utilizar aceptores de elétrons alternativos, além do oxigénio
quando este estd em concentragdes limitantes, aumenta sua sobrevivéncia, e diminui a
dependéncia por este gas. Quando o nitrato € usado como aceptor de elétrons, a quantidade de
oxigénio necessaria para oxidagcdo do metano reduz pela metade (KITS et al., 2015). Contudo,
poucos estudos foram encontrados utilizando a microaeracdo para remogdo de metano e
compostos nitrogenados de efluente anaerébio. Isto pode ser devido as dificuldades no cultivo
e longo periodo de duplicacdo das bactérias DAMO e arquéias ANME, o que implicaria ainda

em maiores problemas em estudos em escala real.

A interacdo microbiana que pode ser alcangada através dos ciclos dos nutrientes — carbono,
enxofre e nitrogénio, representa uma possibilidade para pos-tratamento de efluente anaerobio.
Isto porque conforme descrito na presente revisdo de literatura, compostos nitrogenados (em
especial aménia), de enxofre (sulfato e sulfeto) e de carbono (matéria organica e metano) sao
comumente detectados nesses efluentes e ha possibilidade de sinergia entre os micro-

organismos.

De modo geral, pode-se dizer que quase todos os estudos encontrados na literatura usam
efluente sintético e inoculacdo, de cultura pura ou mista, em configuracoes diversas de reatores.
Com relacdo a inoculacédo, sua necessidade é justificada pelo fato de alguns grupos serem de
dificil cultivo ou apresentarem crescimento lento. Ainda séo escassos os trabalhos avaliando a
interacdo dos trés ciclos, sendo mais comum os estudos com uso de sulfeto ou metano como
doadores de elétrons para remocdo de compostos nitrogenados e com variacdes nas formas de

aeracéo.

Permanece ainda como lacuna a ser preenchida a avaliacdo da remocdo de compostos de
carbono, sulfurosos e nitrogenados tratando esgoto doméstico real, com metano, sulfeto e
amonia em concentrages tipicas do esgoto, de modo a aproximar das realidades encontradas
nas ETES e reduzir os custos do tratamento. Em consenso, a microaeragdo continua ou aeragdo
intermitente se mostraram efetivas quando aplicadas a cada um dos ciclos ou para a interacao
entre eles. Assim, essas condi¢Bes operacionais podem ser ferramentas Uteis no pos-tratamento

de efluente anaerdbio, objetivando minimizar impactos no langamento do efluente.
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3 SINTESE DA REVISAO DE LITERATURA

Embora o tratamento anaerdbio de esgoto domestico em reatores UASB seja uma tecnologia
bem consolidada e de ampla aplicacdo em paises em desenvolvimento como o Brasil, a presenca
de gases dissolvidos (sulfeto e metano) e nitrogénio amoniacal no efluente tratado torna
necessaria a etapa de pds-tratamento. A adocao do sistema acoplado (UASB seguido de unidade
de pos-tratamento) representa, dessa forma, uma garantia da qualidade do efluente final,
minimizando possiveis danos causados pelo langamento do efluente tratado no ambiente e

atendimento aos padrdes de langamento.

O favorecimento de rotas bioldgicas contribui para a remogao de compostos remanescentes do
efluente anaerdbio. Estratégias operacionais como introducdo de ar (de modo continuo ou
intermitente) e presenca de luz podem ser adotadas para aprimorar a eficiéncia do sistema, isto
porque podem favorecer o crescimento de determinados grupos de micro-organismos.
Adicionalmente, estas estratégias podem proporcionar uma reducdo dos custos, uma vez que a
aeracdo convencional é uma das atividades que mais onera os sistemas de tratamento (KNEE
etal., 2017) e a luz permite o crescimento de micro-organismos fotossintéticos, que sdo capazes

de remover e recuperar compostos simultaneamente (LU et al., 2019).

Contudo, os dados da literatura muitas vezes ndo convergem para informar quais os melhores
parametros para alcancar maior eficiéncia global do sistema. Variacdes encontradas na
literatura se referem a quantidade de ar dosada, assim como da aplicacao de ciclos com e sem
ar (aeracdo intermitente), a melhor configuracdo do reator, dentre outras. A introducéo de ar
pode remover gases dissolvidos por stripping, devendo ser aplicada com cautela, uma vez que
o0 lancamento destes na atmosfera pode causar efeitos negativos. Vale ressaltar que o controle
entre a remocao bioldgica e/ou fisica (para o caso dos gases) € um desafio no pos-tratamento.
De modo geral, a decisdo por um método de pos-tratamento para o efluente do reator UASB é
uma tarefa desafiadora, no que se refere ao sistema mais adequado, confiavel, eficiente, de facil
operacdo e manutencdo e economicamente e tecnicamente viavel conforme ressaltado por
Chernicharo (2006).

A grande diversidade de grupos microbianos envolvidos nas rotas de oxidagdo do metano,
sulfeto e/ou nitrogénio, reiteram a possibilidade de remocdo destes contaminantes por via
bioldgica do efluente anaerdbio sob diferentes estratégias de aeragéo e incidéncia ou nao de luz.

A diversidade de estudos apresentados nesta revisdo para a remogdo destes compostos e as
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estratégias operacionais com todas as suas variaveis, ressalta a importancia em buscar métodos
que sejam mais viaveis economicamente, de acordo com a realidade local, de modo que os
impactos causados pelo lancamento do efluente tratado sejam menores. Isto porque a remocao
concomitante dos trés compostos (metano, sulfeto e nitrogénio amoniacal) ¢é dificil de ser
alcancada, sobretudo, quando o efluente € real e que apresentam assim variacbes na
composi¢do. Além disso, lacunas e dificuldades podem ser encontradas a exemplo: remocéo de
metano de efluente doméstico real, recuperacdo de enxofre elementar, ampliacdo para escala
plena, utilizacdo de esgoto doméstico real, auséncia de inoculagdo, dentre outras. No entanto,
0s problemas associados a estes compostos no ambiente e as restricbes nos padrdes ambientais

(ou futuras possibilidades) incentivam pesquisas voltadas para a remogé&o.

A remocéo de compostos remanescentes, em especial sulfeto dissolvido, de esgoto doméstico
tem sido estudada pelo nosso grupo de pesquisa desde 2010. Para tanto foram construidos dois
biorreatores em acrilico transparente (para penetracdo da luz solar), operados em modo
continuo e fluxo ascendente, para pos-tratamento do efluente de reator UASB. Primeiramente
os biorreatores foram operados em tempos de detencéo hidraulica (TDHSs) iguais a 24h, 12h e
6h, auséncia e presenca de meio suporte (anéis de polipropileno e espuma de poliuretano) e
auséncia de oxigénio (GARCIA et al., 2017). A maior eficiéncia de remocdo de sulfeto foi
observada no TDH foi 12h (mediana de 90%) para os reatores com meio suporte. Em todas as
condicBes testadas foi observada formagao de SO4%. O S° foi biologicamente formado a partir

da oxidacgéo do sulfeto, com algumas variagdes entre meios suportes e fases.

A pesquisa supracitada foi eficiente na remocéo de S? e formacéo de S° no entanto, lacunas
em relacdo a eficiéncia do sistema para a remocdo de matéria organica e sélidos e mais
conhecimento sobre as possiveis transformagdes de compostos nitrogenados permaneceram.
Dessa forma, Azevedo et al. (2018) em trabalho complementar, avaliaram a remocéo de sulfeto,
matéria organica (DQO), compostos nitrogenados e de sélidos no pds-tratamento em menores
TDHs (6h, 4h e 2h). O sistema de pds-tratamento foi eficiente na remocéo de DQO efluente do
reator UASB; 0 meio suporte favoreceu maior retencdo de solidos suspensos no biorreator e
remocdo de sulfeto (igual a 92% no TDH 6h). As concentragdes de compostos nitrogenados
observadas no afluente e efluente dos biorreatores apontaram que ndo ocorreu nitrificagdo uma

vez que o sistema foi operado em condigdes anaerobias.
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Analises de biologia molecular das pesquisas supramencionadas apontaram a presenca de uma
ampla gama de micro-organismos como bactérias purpuras ndo sulfurosas e fototrdficas,
bactérias fototroficas purpuras, verdes sulfurosas, grupos relacionados a desnitrificacdo e
metanotroficas obrigatdrias. A diversidade microbiana nos biorreatores, a partir de crescimento
natural (sem inoculacéo), incitou o desenvolvimento de pesquisas adicionais para avaliacdo de
remocdo de metano dissolvido, favorecimento da oxidacdo parcial do sulfeto e remocdo de

nitrogénio amoniacal.

Com base na revisdo de literatura e no histérico das pesquisas desenvolvidas pelo nosso grupo,
usando biorreatores expostos a luz solar para o pds-tratamento de efluente anaerdbio, o presente
trabalho foi proposto para remocao concomitante de metano, sulfeto e nitrogénio amoniacal de
efluente de reator UASB. Os resultados obtidos nos estudos anteriores do grupo, para 0 mesmo
sistema de pds-tratamento suscitaram a necessidade de pesquisas adicionais. A remocao
simultdnea destes compostos em efluente anaerébio por vias bioldgicas tratando esgoto

doméstico real ainda ndo foi investigada.

4 PREMISSAS E HIPOTESES DE INVESTIGACAO

Diante da revisdo de literatura e do histérico dos trabalhos realizados pelo nosso grupo de

pesquisa, as seguintes premissas e hipoteses foram levantadas:

. o Objetivos
Premissas Hipoteses .
Especificos
Metano, sulfeto e nitrogénio amoniacal estdo  Biorreatores preenchidos com meio Essa hipétese

presentes em efluente anaerébio. Reatores suporte, submetidos a microaeracdo fundamenta o objetivo
preenchidos com meio suporte para pos- continua e luz solar promovem a especifico 1.
tratamento deste efluente permitem maior remocdo simultinea de metano,

retencdo  dos  micro-organismos com sulfeto e nitrogénio amoniacal.

diferentes caracteristicas e a estratificagdo no

biofilme permite metabolismo anaerdbio e

aerdbio (CHEN et al., 2016). A microaeracao

pode favorecer o metabolismo de

metanotréficas aerdbias (KITS et al., 2015),

oxidadoras de aménia (KEENE et al., 2017)

e de sulfeto (KRAYZELOVA et al., 2014).

Bactérias fotossintéticas podem ser usadas

para alcangar elevada eficiéncia de remogéo

de sulfeto e ambnia de efluentes (YANG et

al., 2018).
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A microaeracdo tem se mostrado uma técnica
importante para estimular o metabolismo de
diversos grupos microbianos envolvidos na
oxidacdo do sulfeto. Os baixos niveis de
oxigénio permitem a oxidacdo do sulfeto a
enxofre elementar (S° pela via aerdbia, e a
luz permite a oxidagdo via fotossintese
anoxigénica. Ambos o0s processos ocorrendo
no mesmo reator aumentam a eficiéncia de
remocdo de sulfeto e, consequentemente,
maior formacdo de S° que pode ser
recuperado da fase liquida.

A microaeracdo e luz favorecem a
oxidacdo parcial do sulfeto a enxofre
elementar em detrimento da oxidacgéo
completa, com formacéo de sulfato.

Essa hipétese
fundamenta o objetivo
especifico 1.

A aeracdo intermitente (Al) é um método
eficaz para promover nitrificacdo parcial ou
total, e assim contribuir para remocgdo de
nitrogénio amoniacal em efluente anaerdbio.
A alterndncia entre periodos aerdbios e
anoxicos previnem a inibicdo das bactérias
anammox pelo oxigénio e permitem alcancar
equilibrio microbiano (QIU et al., 2019).
Longos periodos anoxicos podem inbir a
atividade das bactérias oxidadoras de nitrito e
enriquecer anammox (MIAO et al., 2018). A
inoculagdo (lodo ativado, lodo anaerdbio e
anammox) juntamente com a Al pode
propiciar o crescimento de micro-organismos
envolvidos na oxidacdo do metano, sulfeto e
amonia presentes no efluente anaerdbio.

A aeracdo intermitente resulta em
melhores eficiéncias de remogdo de
compostos nitrogenados e/ou sulfeto
e metano no pos-tratamento do
efluente de reator UASB.

Essa hipétese
fundamenta o objetivo
especifico 2.

O perfil da comunidade microbiana nos
sistemas para tratamento de esgotos varia de
acordo com a disponiblidade de substrato
(presenca de metano, sulfeto e/ou nitrogénio
amoniacal) e das condi¢Bes operacionais
adotadas (microaeragdo continua, Al e
incidéncia ou ndo da luz).

A adoc¢do de varidveis operacionais
que favorecam o metabolismo dos
grupos microbianos envolvidos na
remocédo de metano, sulfeto e aménia,
aumenta a diversidade destes grupos
e aremocao destes compostos no pés-
tratamento.

Essa hipétese
fundamenta o objetivo
especifico 3.

5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Avaliar os mecanismos de conversdo biolégica na remocgédo simultdnea de metano, sulfeto e

nitrogénio amoniacal, bem como o comportamento de biorreatores, no pds-tratamento de

efluente de reator UASB tratando esgoto domeéstico.
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5.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a influéncia da microaeracdo continua na remogéo biologica de metano, sulfeto e
nitrogénio amoniacal, bem como a eficiéncia de formagéo de S°, em biorreatores expostos &
luz solar, em distintos tempos de detencdo hidraulica.

2. Avaliar os efeitos de diferentes estratégias de aeracdo intermitente, auséncia de luz e
inoculacdo na remocao de nitrogénio amoniacal, bem como metano e sulfeto dissolvidos.

3. Investigar a diversidade da comunidade microbiana nos biorreatores durante as fases de
estudo para compreensdo dos processos bioldgicos de remocgdo de metano, sulfeto e

nitrogénio amoniacal.
6 MATERIAL E METODOS

6.1 Descricdo geral das etapas da pesquisa e delineamento experimental

A presente pesquisa foi dividida em duas etapas, de acordo com as estratégias operacionais para
remocao de metano, sulfeto e nitrogénio amoniacal do efluente de reator UASB. Na Etapa 1
foram avaliados os efeitos da microaeracdo continua, presenca de luz solar e auséncia de
inoculacéo; e a Etapa 2 a aeracdo intermitente (Al), auséncia de luz e inoculagdo. Cada etapa
foi dividida em fases - de acordo com os tempos de detencdo hidraulica (TDHs) (Etapa 1) e
diferentes ciclos aerdbios/anoxicos (Etapa 2) (Figura 6.1). Na Figura 6.1 estdo evidenciadas as
caracteristicas gerais de cada etapa e fases e 0s objetivos especificos relacionados. Parte das
atividades foi realizada em campo (CePTS), e relaciona-se a operacdo dos reatores, e a outra
parte nos Laboratérios de Microbiologia, Fisico-Quimica e de Anélises Instrumentais do
Departamento de Engenharia Sanitaria e Ambiental (DESA) da Escola de Engenharia da
UFMG.
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da fase Biorreatores operacionais Objetive (5)
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K TDH 6h amomndacal, bem como metano e sulfeto
Al + escuro + dissolvidos
© AL 21 min inbeulo
2 onl4minof

Figura 6.1 — Esquema experimental da pesquisa estruturada em 2 etapas e suas
respectivas fases

O histérico de utilizacdo deste sistema de tratamento de esgotos domeésticos
(UASB/biorreatores) pelo nosso grupo de pesquisa incitou o presente estudo, com novas
condicBes operacionais, objetivando melhorias na qualidade do efluente anaerdbio. No decorrer
da Etapa 1 e conhecimento da eficiéncia de remogéo dos compostos estudados — metano, sulfeto
e nitrogénio amoniacal, decidiu-se pelo delineamento e ajustes previamente pensados para a

Etapa 2.

A Etapa 1 consistiu em testar os efeitos da microaeracdo continua em um reator (R-ar) em
relacdo ao controle (R-controle) a fim de avaliar a remoc¢do dos compostos estudados. Ambos
0s biorreatores estiveram expostos a luz solar e ndo receberam inoculagéo. Esta etapa foi

dividida em 2 fases - fase 1 com biorreatores operados com TDH 6h e a fase 2 com TDH 3h.

O objetivo da Etapa 2 foi a remocdo simultdnea dos compostos supracitados, em especial
nitrogénio amoniacal. Para isso, os reatores foram cobertos, evitando a entrada da luz solar, foi
realizada aeracdo intermitente e inoculacdo de micro-organismos. Foram testados trés
diferentes ciclos de aeracdo, operacdo com TDH 6h e a diferenca entre os biorreatores foi a
inoculacéo (lodo ativado, lodo anaerobio e anammox) de um reator (R-inoculo) em relagéo ao

outro (R-controle).
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As taxas de ar aplicadas, os ciclos de aeracao intermitente, os instrumentos de introducéo do ar,
as andlises realizadas nas amostras afluente e efluente, bem como outros detalhes estdo descritos
nos topicos seguintes.

6.2 Areade estudo

A pesquisa foi realizada no Centro de Pesquisa e Treinamento em Saneamento (CePTS) da
UFMG, localizado junto a Estacdo de Tratamento de Esgotos do ribeirdo Arrudas (ETE
Arrudas) da COPASA, em Belo Horizonte, Minas Gerais. Uma fragdo do esgoto bruto afluente
a ETE ap0s passar por tratamento preliminar (grade grossa manual, grade fina mecanizada e
desarenador) era direcionado ao CePTS. Posteriormente, parte deste esgoto era encaminhado
ao reator UASB para tratamento e, posteriormente, o efluente anaerdbio alimentou os
biorreatores. A Tabela 6.1 apresenta a caracterizacéo do esgoto bruto, que foi coletado sempre

durante o periodo da manha.

Tabela 6.1 — Caracteristicas do esgoto bruto afluente ao reator UASB

Parametros Mediana Média Desvio Padréo
DQOxotat (MGDQO1otar. L 1)? 326 346 122
N-amoniacal (mgNH,*.L™1)? 33 35 14
S04 (MgSO.2.L 1) ! 31,0 31,4 42
S% (mgS%.LY)2 1,9 2,0 1,2

Resultados obtidos a partir de * 20 amostras simples e 25 amostras simples.

6.3 Descricdo do aparato experimental

O reator UASB (escala piloto) foi construido em polietileno (corpo do reator) e fibra de vidro
(no separador trifasico) com volume total de 340 L, @ 30 cm e h=400 cm. Os dois biorreatores
(R-controle e R-ar/R-indculo), construidos em acrilico, com volume Util total de 30,4 L cada,
@ 35 cm e h=40 cm. O fluxograma geral do aparato experimental esta demonstrado na Figura
6.2.
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Figura 6.2 — A — Sistema acoplado UASB seguido dos biorreatores, sendo R1 o reator
controle (R-controle) e R2 o reator com altera¢des (R-ar/in6culo) nas Etapas 1 e 2

Fonte: Este trabalho e adaptado de Garcia et al. (2017)

Na cadmara cilindrica dos biorreatores, o cesto interno foi projetado para manter o material de
enchimento e permitir maior retencdo de micro-organismos, e as perfuracdes do cesto
permitiam a passagem do liquido para o interior do cesto. Além disso, os biorreatores foram
projetados com configuracdo similar ao decantador do reator UASB — fundo em cone e fluxo
ascendente e alimentacdo continua (Figura 6.3). Para permitir a penetracao de luz solar (Etapa
1), os biorreatores foram construidos com material transparente; na Etapa 2 eles foram cobertos

impedindo a entrada da luz na porc¢ao cilindrica dos reatores.

Para aumentar a retencdo de micro-organismos, advindos com o efluente do reator UASB ou
através de inoculacéo (de acordo com a etapa), anéis de polipropileno (Figura 6.4) foram usados
como meio suporte, para imobilizacdo dos micro-organismos, em todas as fases operacionais e
em ambos os biorreatores. Cada biorreator foi preenchido com 230 anéis de polipropileno,
sendo cada um deles com @ 45 mm, h=35 mm e 86 m?m® de area superficial, que

permaneceram de modo estatico no interior dos biorreatores.
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Figura 6.3 — Biorreatores construidos em material transparente evidenciando perfuracdes
no cesto inox destinado a colocacéo de meio suporte (seta vermelha) e fundo cénico (seta
azul)

Fonte: A autora

As principais caracteristicas dimensionais do reator UASB e dos biorreatores estdo resumidas

na Tabela 6.2. O tempo de detencdo hidraulica do reator UASB foi mantido em

aproximadamente 5 horas.

H=35mm

@=45mm

Fonte: Azevedo et al. (2018)

Figura 6.4 — Anel de polipropileno usado como meio suporte para crescimento microbiano

Tabela 6.2 — Principais caracteristicas e dimensdes dos reatores

Caracteristicas UASB Biorreatores
Material Polietileno (corpo do reator) Acrilico
Volume (L) 340 30
Altura (cm) 400 40
Diametro (cm) 30 35
5% variavel

TDH (h)
* O TDH foi alterado para 7h durante um periodo e retornado para 5h
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6.4 Descricao das etapas da pesquisa

Os tempos de detencdo hidraulica (TDH) de operacdo dos biorreatores foram adotados com
base em resultados de trabalhos anteriores desenvolvidos por integrantes do grupo de pesquisa
do Laboratério de Microbiologia da Escola de Engenharia (UFMG) (AZEVEDO et al., 2018;
GARCIA et al., 2015, 2017). A partir destes, estabeleceu-se os TDH de 6 horas e 3 horas,
representando as vazoes de 120 L.d* e 240 L.d%, respectivamente. Entretanto, na Etapa 2 os
biorreatores foram operados apenas no TDH 6h. Os célculos foram realizados sem considerar

a porosidade do meio suporte que preencheu ambos os biorreatores, e que corresponde a 93%.

A pesquisa foi dividida em duas etapas, a saber: microaeracdo continua/luz solar (Etapa 1) e
aeracdo intermitente/escuro (Etapa 2), totalizando 27 meses de operacdo dos reatores (de agosto
de 2017 a dezembro de 2019). Neste periodo estdo incluidos os tempos de aclimatacdo dos
biorreatores, para crescimento da biomassa, 0s periodos de coleta de cada fase e os periodos em
qgue houve interrupcbes no monitoramento por problemas operacionais. O periodo de
monitoramento da Etapa 1 foi de 19 meses, sendo 9 meses para a fase 1 e 10 meses para a fase
2. Na Etapa 2, os biorreatores foram monitorados durante 8 meses, com aproximadamente 2,5

meses para cada fase.

Para partida dos biorreatores adotou-se um TDH igual a 8h, superior as fases operacionais a
fim de proporcionar crescimento dos micro-organismos. Para o inicio de cada etapa optou-se
por manter a aclimatacdo por, aproximadamente, quatro semanas. Ao final da primeira etapa 0s
biorreatores foram completamente esvaziados, para obtencdo de amostras para balanco de
enxofre. Contudo, esse esvaziamento ndo ocorreu ao final da Etapa 2 devido a pandemia do
Covid-109.

6.4.1 Etapa 1 - Microaeracdo continua/luz solar

A determinacdo da quantidade de ar introduzida no biorreator foi baseada em Janssen et al.
(1995), que observaram que o controle na formagc&o de sulfato (SO4%) e enxofre elementar (S°)
pode ser feito atraves da quantidade de oxigénio. As diferentes formas de enxofre formadas a

partir das relagdes de consumo de O,/S? foram apresentadas pelos autores conforme Figura 6.5.
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Figura 6.5 — Relacdo de consumo oxigénio/sulfeto e os principais produtos da oxidacao do
sulfeto

Com base nos resultados obtidos por Janssen et al. (1995) e objetivando a formagcdo maxima
de S%decidiu-se por tomar como ponto de partida as relagdes de 0,5 mol. L. h™t Oz/mol. L. h-
1522 1,0 mol. L. h't Oz/mol. L. h'1S% | representando de 0,6 a 2,4 gO,.d™! nesta pesquisa. A
vazdo de ar a ser introduzida no biorreator (R-ar) foi entdo estimada com base nas concentragdes
afluente de enxofre obtidas em estudos anteriores, um total de aproximadamente 0,010 gS.L*
(AZEVEDO, 2017). Associando as relagdes estequiométricas propostas por Janssen et al.
(1995) e a concentragdo esperada de enxofre afluente nos biorreatores, foram calculadas as
vazdes de ar a serem introduzidas — de 1,5 a 6,0 mLar.mint. Dadas as limita¢des dos intrumentos
de aeracdo utilizados, a quantidade de ar usada foi mantida no minimo da capacidade de aeragéo
da bomba, aproximadamente 4 mLa.mint (0,008 L.L1.h?). A Etapa 1 foi dividida em duas
fases, de acordo com a variagédo do tempo de detencéo hidraulica (TDH) nos biorreatores — fase
1 TDH 6h e fase 2 TDH 3h.

A microaeracdo foi realizada de modo continuo através de instrumentos utilizados para aeracédo
de aquério. O ar foi introduzido no R-ar por uma mangueira de silicone, ligada a bomba de
aquario (marca Boyu, modelo S-510), que por sua vez foi conectada a uma mangueira perfurada
instalada na base na parte cilindrica do reator (por¢éo inferior do cesto inox) (Figura 6.6). Desse
modo as bolhas podiam ser geradas e distribuidas de modo ascendente juntamente com o
afluente. Foi introduzido na saida da bomba um dispositivo plastico com regulagens para
controle da quantidade de ar entrando na mangueira e, consequentemente, no biorreator. O
ajuste das vazoes de ar foi feito observando o volume da expansdo em seringa esmerilhada por
tempo. Em resuno, a bomba de ar era conectada a seringa, por uma mangueira. Assim que a
bomba era ligada tomava-se nota do volume expandido da seringa e o tempo. Dessa forma,
eram ajustadas as vazdes de ar aplicadas no biorreator. A montagem dos instrumentos de
aeracao esta apresentada na Figura 6.6. A Tabela 6.3 abaixo resume as condi¢es operacionais
da Etapa 1.
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Figura 6.6 — Dispositivos utilizados para microaeracdo. A: Bomba de aquario e controlador
de ar, B: seringa esmerilhada para medi¢c&o de vazao de ar, C: mangueira perfurada alocada
no fundo do cesto inox

Tabela 6.3 — Descricdo das fases e condi¢cdes operacionais nos biorreatores na Etapa 1

Fases TDH Biorreatores Especificaces
oh R-controle Luz solar + anaerobio
1 R-ar Luz solar + microaeragdo (0,008 L.L.h?)
) 3 R-controle Luz solar + anaerébio
R-ar Luz solar + microaeragdo (0,008 L.L.h?)

6.4.2 Etapa 2 - Aeracéo intermitente/inoculacéo

A fim de obter a remocao de nitrogénio amoniacal via nitrificacdo parcial e processo anammox
concomitante a remocdo de metano e/ou sulfeto, foi realizada a aeracdo intermitente nos
biorreatores. Considerando a auséncia de micro-organismos nitrificantes e anammox no
efluente do reator UASB, confirmado pelos estudos anteriores, um dos biorreatores foi

inoculado (R-in6culo).

Um total de 20,05 L de in6culo foi introduzido no R-inoculo. Deste volume, 10 L foram de lodo
proveniente da linha de recirculacdo do sistema de lodos ativados com atividade nitrificante da
Estacdo de tratamento de esgotos do Ribeirdo Arrudas, 10 L de lodo anaerébio proveniente de
reator UASB tratando esgoto doméstico e 50 mL lodo com atividade anammox; com
concentragéo de solidos totais volateis (STV) da mistura igual a 21 gSTV.L™. Antes da partida
do sistema, a mistura do indculo com o meio de cultura, composto de efluente de reator UASB
e solucdo de nitrito de sodio (66 mg.L™), foi recirculada no R-indculo por 14 dias, a fim de
permitir crescimento e aderéncia da biomassa ao meio suporte. O lodo misto adicionado ao
reator foi baseado em Ye et al. (2018) que propuseram a adi¢do de indculo misto composto por

lodo aerdbio, lodo anaerdbio, lodo com atividade simultanea de nitrificacdo parcial/anammox
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e desnitrificacdo, e lodo anammox em RBS objetivando a reducéo do tempo de partida de reator

anammox, cujo proposito foi a remocao de nitrogénio.

Ambos os reatores foram cobertos com lona preta para impedir a entrada de luz solar e
submetidos a aeracdo intermitente (Al) desde o inicio da operagdo. O reator controle (R-
controle) foi operado nas mesmas condi¢Ges com Unica diferenca que este ndo foi inoculado,

assim toda biomassa deste reator foi proveniente do efluente do reator UASB.

O sistema de aeracao foi composto por um compressor de ar (marca Boyu) conectado por uma
mangueira de silicone até a mangueira perfurada instalada na base na parte cilindrica do reator,
assim como no sistema de microaeracao da Etapa 1. A capacidade de aeracdo do compressor,
de acordo com fabricante é de 2 L.min"! por saida, como o dispositivo usado continham 2 saidas
o total é de 4 L.min? (240 L.hY). Para ligar e desligar o compressor foi utilizado um
temporizador automatico modelo MT-2001 (Didziel), que conta com 720 programacdes,

permitindo curtos intervalos de programacdes.

A Etapa 2 foi dividida em trés fases, de acordo com os ciclos de aeragdo adotados conforme
Tabela 6.4. Ambos os biorreatores foram operados com TDH de 6h em todas as fases.

Tabela 6.4 — Descrigédo das fases e condi¢cdes operacionais nos biorreatores na Etapa 2

Fase aerobia  Fase andxica

Fases ) ] Biorreatores Especificagdes
(min) (min)

R-controle Al + escuro

1 2 14 o ] y
R-indculo Al + escuro + inoculacéo
R-controle Al + escuro

2 7 14 L . ~
R-in6culo Al + escuro + inoculagdo
R-controle Al + escuro

3 21 14

R-in6culo Al + escuro + inoculagdo

6.5 Amostragem e monitoramento

6.5.1 Amostragem da fase liquida

As amostras liquidas representaram esgoto bruto, efluente do reator UASB e efluente dos
biorreatores (R-controle e R-ar/R-indculo) que foram obtidas duas vezes por semana. Para cada

composto analisado a frequéncia de amostragem foi especifica, conforme detalhado nos tdpicos
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seguintes. As amostras coletadas em frascos plasticos foram acondicionadas em caixa de isopor

com gelo até o transporte para os laboratérios de andlises.

Para andlises de gases dissolvidos (sulfeto e metano) o ponto de coleta foi logo apos o efluente
deixar os reatores - Ponto 1 para efluente de UASB e Ponto 3 para efluente dos biorreatores
(Figura 6.7). Para analises de metano e sulfeto dissolvidos, a coleta foi realizada tomando o
cuidado para evitar a turbuléncia do liquido minimizando, dessa forma, a perda destes gases.
Para as demais analises, o efluente do reator UASB foi coletado em um ponto imediatamente

antes do mesmo adentrar aos biorreatores (Ponto 2, Figura 6.7).

3 > Ponto1l

_J|_: —h_—.—

UASB
Ponto 3 Ponto 3
Eftuentedo R1 Eftuentedo R2
R1 R2
Ponto 2
| )
.
Esgoto bruto il\ Eftuentedo reator UASB
= (afluente dos biorreatores)

Figura 6.7 — Ponto de coleta para analise de gases dissolvidos e demais parametros

6.5.2 Amostragem da fase sélida

Amostras sélidas correspondem a biomassa aderida nos anéis plasticos e do lodo acumulado na
porcao conica dos biorreatores. As amostras foram submetidas a analises de biologia molecular
e armazenadas para analises fisico-quimicas (de enxofre elementar). Amostras da biomassa
foram obtidas a partir da raspagem de anéis plasticos, escolhidos aleatoriamente no interior de
cada biorreator, e tomando o cuidado para escolher anéis de diferentes alturas e da periferia e
centro da porcdo cilindrica. Para coleta do lodo procedeu-se com a abertura da valvula de

descarte situada na porcéo inferior dos biorreatores.
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6.6 Parametros monitorados na fase liquida

6.6.1 pH, potencial de oxidacéo reducéo, oxigénio dissolvido e temperatura

Em cada coleta foram monitorados em campo os parametros pH, oxigénio dissolvido (OD),
temperatura e potencial de oxidacdo-reducdo (pOR) utilizando sondas multiparamétricas
(modelo HACH HQ40D). As sondas eram introduzidas no interior dos biorreatores e em
amostras do efluente do UASB. Determinou-se o0 pOR a partir de eletrodo combinado de platina
com referéncia Ag/AgCl. Os valores obtidos foram corrigidos para o eletrodo padrdo de
hidrogénio conforme instrugGes do fabricante.

Na Etapa 2, em que os biorreatores foram aerados de modo intermitente, a medi¢do dos
parametros supracitados era realizada majoritariamente uma Unica vez durante a coleta, ou seja,

ndo era feita com a bomba ligada e desligada.

6.6.2 Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

As amostras do esgoto bruto, efluente de UASB e efluente dos biorreatores foram coletadas
duas vezes por semana. Em laboratorio foram analisadas por método colorimétrico conforme
procedimento padrdo descrito no Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (APHA, 2012).

6.6.3 Série de Sdlidos

Solidos suspensos totais (SST) e volateis (SSV) foram monitorados no afluente e efluente dos
biorreatores pelo método gravimétrico (APHA, 2012).

6.6.4 Enxofre

6.6.4.1 Sulfeto dissolvido

As analises de sulfeto dissolvido foram realizadas segundo metodologia adaptada de Plas et al.
(1992). A determinacao consiste num método colorimétrico e a curva padréo feita com solucao
padrdo de sulfeto. Os cuidados nas coletas e os procedimentos de pré-tratamento foram
realizados de acordo com o método 4500 presente no Standard Methods for the Examination
of Water and Wastewater (APHA, 2012).

Em suma, no campo as amostras foram coletadas evitando ao maximo a turbuléncia e,
posteriormente, os solidos removidos adicionando 200 pL hidroxido de sédio 6N e cloreto de

aluminio. Apo6s o periodo de sedimentagdo, 200 puL do sobrenadante era adicionado em tubos
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falcon contendo 10 mL de acetato de zinco, previamente preparados em laboratorio. As

amostras foram avaliadas em triplicata.

No laboratorio era adicionado em cada tubo falcon 1 mL da solucéo (0,5% w/v) dimetil-p-
fenilenodiamina (DMPD) e 70 pL da solugdo (10% wi/v) de sulfato férrico amoniacal. Apds 20
minutos de reacdo as amostras eram lidas em espectrofotdmetro com comprimento de onda de
663 nm.

6.6.4.2 Sulfato

O método turbidimétrico (APHA, 2012) foi usado para avaliar a concentragdo de sulfato (SO4*
) nas amostras. O principio desse método baseia-se na precipitacio do fon SO4% em meio &cido
acético com cloreto de bério (BaClz), formando cristais uniformes de sulfato de bario (BaSOa)
(Equagéo 6.1). A absorbancia da suspensdo de BaSO4 é medida em espectrofotdmetro com
comprimento de onda de 420 nm e a concentragdo de SO4% determinada segundo uma curva

padrdo. As amostras foram avaliadas em triplicata.
SO~ + BaCl, - BaS0, + Cl, (6.1)

6.6.4.3 Enxofre elementar

O enxofre elementar presente nas amostras liquidas foi extraido com cloroférmio e quantificado
por cromatografia liquida (HPLC) com coluna PRP1 de fase reversa (15cm X 4,1mm) segundo
especificacdo de Lauren e Watkinson (1985) e Henshaw et al. (1998). Para 40 mL de amostra
era adicionado 10 mL de cloroférmio. Apos agitacdo a 250 rpm (overnight) as amostras eram

filtradas em filtro seringa com poro de 0,45 um e entdo submetidas a analise cromatogréfica.

Devido a problemas no equipamento de HPLC do Departamento de Engenharia Sanitéria e
Ambiental/UFMG as analises de S° foram realizadas no Laboratério de
Caracterizacdo Molecular e Espectrometria de Massas da Universidade Federal de Ouro
Preto/MG.

6.6.4.4 Eficiéncia do sistema e distribuicio das espécies de enxofre

As transformacdes biologicas referentes ao ciclo do enxofre foram avaliadas atraves da
determinagdo das concentragdes do S° SOs* e S? no efluente do reator UASB e dos

biorreatores, e para o sulfato também no esgoto bruto.
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A fim de compreender a principal via de oxidacdo do sulfeto (parcial ou total) a partir de todo
sulfeto afluente aos biorreatores foram calculadas também as razdes SCproduzido/ S afluente € SO42"

oroduzido/ S afluente, levando em consideracio apenas a massa de enxofre.

O balanco de enxofre foi realizado conforme Sousa et al. (2017) através da analise das cargas
das espécies de enxofre que entraram e sairam dos biorreatores. A partir disso foi calculada a
representividade (em porcentagem) de cada fragio de enxofre (S° SO4% e S*) em relagdo ao

enxofre total afluente.

6.6.5 Serie Nitrogenada

As concentracdes de nitrogénio amoniacal (N-NH4"), nitrito (N-NO2") e nitrato (N-NOz") foram
medidas no esgoto bruto, efluente de UASB e dos biorreatores. Para amonia e nitrito foi
utilizado o método colorimétrico, segundo especificacbes do Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (APHA, 2012) e para nitrato o kit Nitraver® 5 nitrate
reagente Hach, segundo orientacdes do fabricante.

6.6.6 Alcalinidade

Para determinacdo da alcalinidade foi utilizado o método titulométrico segundo especificacfes
do Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2012).

6.6.7 Metano

Para avaliacdo do metano dissolvido amostras foram coletadas sem turbuléncia, evitando desse
modo o desprendimento do gas dissolvido. O efluente do reator UASB foi coletado no ponto

imediatamente ap0s a regido em que o efluente deixa o reator (Figura 6.7).

Os procedimentos de analise de metano dissolvido no efluente foram os mesmos adotados por
Souza et al. (2011) a partir de adaptaces do protocolo realizado por Alberto et al. (2000) e
Hartley & Lant (2006). As amostras foram coletadas em frascos de antibidtico evitando
turbuléncias, vedados e armazenados sob refrigeracdo até o0 momento da analise. Antes desta,
os frascos foram retirados da refrigeracdo, incubados a 25°C e aclimatados por
aproximadamente 50 minutos. Apos este periodo foram submetidos aagitacdopor 10 minutos

para permitir equilibrio da fase liquida com a gasosa.

Do headspace do frasco foram coletados 0,5 mL do gas que foi entdo analisado por

cromatografia gasosa no cromatdgrafo Perkin Elmer (gas de arraste hélio e coluna empacotada
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carbowax). Em seguida, os frascos foram pesados e, a partir da tara de cada frasco,
foideterminada a massa de &gua e, consequentemente, o volume de liquido em cada (massa
especifica da dgua de 1,0 g.mL™?) e, por fim, determinado o volume da fase gasosa por diferenca
em relacdo a capacidade total do frasco. A concentracdo de metano dissolvido foi determinada
seguindo Equacéo 6.2 a seguir (SOUZA, 2010):

%CH, |, ,
e T A DI
[cr,] 100

dizsol =

V:

(6.2)

Na qual:

[CH4]dissolvido: Concentracdo de metano dissolvido em mg.L? ;

[%CH4]gss: Concentragdo percentual de metano na fase gasosa do frasco (%);
D: Densidade do metano (calculada como 595,4 mg.L* a 25° C e 0,91 atm);
Vgss: Volume da fase gasosa (mL);

Pr: Pressdo atmosférica (0,910 atm para a cidade de Belo Horizonte, MG);
Pv: Pressdo de vapor de agua (0,032 atm a 25°C);

Ku: Constante da Lei de Henry para metano (21,5 mg.L.atm™ a 25°C);

V.: Volume da fase liquida (mL).
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Um resumo dos parametros fisico-quimicos monitorados esta apresentado na Tabela 6.5.

Tabela 6.5 — Pardmetros monitorados, freqiiéncia e pontos de amostragem

A Método Frequéncia Pontos de A
Parametro - Referéncia
adotado de analise amostragem
EB, efluente de
Sz Colorimétrico  2x semana UASB e dos Plas et al. (1992)
biorreatores
Compostos EB, efluente de
P SOZ  Turbidimétrico  2x semana UASBedos  APHAetal. (2012)
de enxofre .
biorreatores
Cromatografia Efluente de UASB  Lauren e Watkinson
S0 liquidadealta 2xsemana e dos biorreatores  (1985) ; Henshaw et
performance al. (1998)
EB, efluente de
NH4* Colorimétrico UASB e dos APHA et al. (2012)
biorreatores
(.:ompostos NOs Colorimétrico 2x semana . Kit Nitraver® 5
nitrogenados Efluente de UASB nitrate reagent Hach
NO2 Colorimétrico . APHA et al.(2012)
e dos biorreatores
Alcalinidade  Titulométrico APHA et al.(2012)
EB, efluente de
DQO Colorimétrico ~ 2x semana U.ASB e dos APHA et al. (2012)
Compostos biorreatores
fi Efl ASB
de carbono CH. Cromatografia 2% semana uentg de UASB e Souza (2010)
gasosa dos biorreatores
EB, efluente de
. T V . '
Sélidos SS S/SSFS / Gravimétrico 1x semana UASB e dos APHA et al. (2012)

biorreatores

6.7 Analise microbiolégica

Para caracterizacdo da comunidade microbiana, amostras da biomassa aderida aos anéis de

polipropileno e do lodo foram analisadas através de técnicas de biologia molecular para

compreender os processos bioldgicos que ocorreram nas diferentes regides dos biorreatores

(porcBes cilindrica e conica), submetidos a diferentes condi¢des operacionais. As analises

foram realizadas apenas para as amostras coletadas ao final da Etapa 1, embora o material

coletado na Etapa 2 esteja armazenado (congelado a -80°C) para futura avaliacao.

6.7.1 Caracterizacdo da comunidade microbiana

A investigagdo da comunidade microbiana presente nos biorreatores foi realizada atraves de

sequenciamento massivo do amplicon 16S rRNA gene. Com ajuda de uma espatula a biomassa

aderida nos anéis foi removida e congelada, da mesma forma amostras do lodo foram
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preservadas. Estas amostras foram obtidas ao final das fases da Etapa 1. As técnicas empregadas

foram: extracdo de DNA e seqlienciamento de nova geracdo (SNG).

e [Extracdo de DNA

As amostras coletadas nos biorreatores foram centrifugadas a 4000 rpm por 20 minutos e
lavadas por trés vezes sucessivas com tampdo fosfato-salino (PBS 1X, NaCl, Na;HPOQsg,
NaH2POs, pH = 7,2-7,4). Aliquotas de 0,5g foram submetidas a extragdo do DNA genémico
dos micro-organismos com o kit de extracdo FastDNA™ Spin for Soil (MPBiomedicals), de

acordo com as instrucdes do fabricante.

Para a verificacdo do resultado da extracdo, aliquotas de 3,0 pul do DNA extraido das amostras
foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1,2% (80 volts, 40 minutos). O DNA foi

quantificado em espectrofotdmetro Nanodrop 1000 (ThermoScientific).
e Sequenciamento de nova geracdo (SNG) para anélise da diversidade microbiana

O DNA extraido das amostras dos reatores foi submetido a anélise pela técnica de
sequenciamento de nova geracao (SNG) com objetivo de avaliar em detalhes as comunidades
microbianas dos reatores durante as diferentes fases de operacdo da Etapa 1 (microaeracao

continua).

O sequenciamento foi realizado utilizando a plataforma MiSeq (Illumina) na Universidade
McGill (McGill University, Montreal, Canadd) e Genome Quebec Innovation Centre
(Montreal, Canadd) usando primers 926F (50-AAACTYAAAKGAATWGRCGG-30) e 1392R
(50 -ACGGGCGGTGWGTRC-30 ), que tem como alvo a regido V6-V8 do RNAr 16S de
Archaea e Bacteria (BOLYEN et al., 2019; GUILFORD et al., 2019). As sequéncias obtidas
foram analisadas utilizando-se o software QIIME - Quantitative Insights IntoMicrobial Ecology
(quiime2-2019.4) (CAPORASO et al., 2011), juntando sequéncias forward e reverse, e
removendo sequéncias de baixa qualidade e quiméricas. As sequéncias restantes foram
agrupadas em unidades taxonémicas operacionais (Operational taxonomic units - OTUs) com
97% de similaridade (método usearch6l) utilizando o banco de dados SILVA (Silva
132 99 926F1392R_CLASSIFIER_2019 4).
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6.8 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos & estatistica descritiva utilizando Excel, 0 mesmo software
utilizado para elaboracdo dos graficos box-plot. O teste de multiplas amostras independentes
de Kruskal-Wallis, com nivel de significancia de 5%, foi adotado para comparacdo entre as
amostras do efluente do reator UASB e dos biorreatores. Para comparagdo entre as
concentracdes medianas dos compostos e eficiéncias de remocéo entre os biorreatores foi usado
0 teste de comparacdo de duas amostras independentes de Mann-Whitney, com nivel de

significancia de 5%; ambos os testes foram realizados utilizando-se o software Statistica 10.0.

7 RESULTADOS E DISCUSSAO

A presente tese apresenta um estudo da aplicacdo de diferentes estratégias operacionais em
biorreatores para pos-tratamento de efluente de reator UASB visando a remoc¢do de metano,
sulfeto e nitrogénio amoniacal. Para isso, o estudo foi dividido em duas etapas — Etapa 1
(microaeracdo + luz solar) e Etapa 2 (aeragéo intermitente + escuro + inoculagao). Os resultados
obtidos em cada etapa, com suas respectivas fases, estdo apresentados a seguir.

7.1 Efeito damicroaeracédo no pos-tratamento de efluente de reator UASB
em biorreatores (Etapa 1)

Os resultados apresentados neste topico se referem ao objetivo especifico 1. Uma parcela dos
resultados aqui apresentada foi publicada no artigo “Impact of microaeration bioreactor on
dissolved sulfide and methane removal from real UASB effluent for sewage treatment”
(CABRAL et al., 2020). Water Science and Technology, v.81 (9), p.1951-1960, 2020.

7.1.1 Testes para microaeracao no biorreator

Ap6s a montagem do aparato de aeragdo (descrito no item Material e Métodos) foram realizados
testes para avaliar e ajustar a vazao de ar introduzida no biorreator (R-ar) durante a Etapa 1.

Dada as divergéncias nas taxas de ar aplicadas na literatura, optou-se por calcular estas com
base nas relacdes estequiométricas de oxidacdo parcial do sulfeto (e formagcéo de S°) propostas
por Janssen et al. (1995). A menor vazéo de ar estimada com base nesta estequiometria foi igual
a 1,5 mL.min? de ar, no TDH 6h (0,003 Lar.Lreator :.n™). No entanto, a vazdo média de ar
alcancada atraves do dispositivo (bomba de aquario) inicialmente usado para microaeracgéo foi
de 4 mL.min™ de ar (0,008 Lar.Lreator >.h2).
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7.1.2 Monitoramento de parametros com sonda multiparamétrica

Os valores de oxigénio dissolvido (OD), potencial de oxidagdo-reducdo (pOR), pH e

temperatura obtidos estdo apresentados na Tabela 7.1.

Tabela 7.1 — Parametros monitorados no interior dos biorreatores (R-controle: sem
microaeracdo, R-ar: com microaeracdo) na Etapa 1

Fases  Biorreator (mcg).llj_‘l) (Enc\)/?* pH Tem[(:)oecr:?tura
1 R-controle 0,31 (0,7) -90,6 (21,5) 7,19 (0,2) 24,2 (2,5)
(TDH &h) R-ar 0,33(05) -82,3(22,6) 7,15(0,2) 249(24)
) R-controle 0,26 (0,1) -91,8(53,0) 7,10(0,2) 21,9 (2,7)
(TDH 3h)

R-ar 025(0,1) -87,9(22,9) 7,10(0,2) 22,8(2,7)

Valores se referem a mediana (desvio padrao)
* Eletrodo de hidrogénio

Em relagdo ao oxigénio dissolvido, os dados apresentados na Tabela 7.1 indicam que as
concentracdes de OD ndo foram distintas entre o R-controle e R-ar. Como o limite de detec¢édo
de sensores de oxigénio é baixo, o potencial de oxidacdo-reducdo tem sido considerado por
alguns autores como melhor pardmetro para monitoramento de sistemas microaerados
(JANSSEN et al., 1995; KRAYZELOVA et al., 2014). Entretanto, com base nos resultados
apresentados na Tabela 7.1 e na estatistica dos dados, observou-se que mesmo este parametro
ndo diferiu significativamente pelo teste de Mann-Whitney (5%) entre os biorreatores, podendo

ser um indicativo de gque a quantidade de ar introduzida foi insuficiente.

Durante a fase 1 (TDH 6h) nota-se que a concentracao de OD foi superior no R-ar (0,33 mg.L"
1Y em relagdo ao R-controle (0,31 mg.L™?), e em conformidade com a condigdo operacional.
Contudo, estes valores ndo foram significativamente diferentes de acordo com teste de
comparacdo de amostras independentes de Mann-Whitney (5% de significancia). Os valores
estdo de acordo com as medicOes para potencial de oxi¢do-redugéo, ou seja, maior no reator
microaerado (-82,3 mV para eletrodo de hidrogénio) em relacdo ao R-controle (-90,6 mV para
eletrodo de hidrogénio). Na fase 2 (TDH 3h) os resultados de OD e pOR ndo estiveram em
concordancia com as condi¢des nos biorreatores. A concentracdo de OD foi superior no R-

controle, porém o pOR foi inferior neste reator.
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Com base na revisdo de literatura apresentada neste documento, pode-se observar que uma
variedade de concentragdes de OD foram consideradas eficientes no tratamento de efluente
anaerébio como <0,3 mg.L* (WANG et al., 2016) e < 0,1 mg.L* (XU et al., 2012) em sistemas
com biomassa livre, e, igual a 2,5 mg.L™* (LU et al., 2013), entre 0,05 e 0,1 mg.L™* (VALDES
et al., 2016), dentre outros, em reatores com biomassa aderida. Yu et al. (2014) observaram
que um nivel relativamente alto de oxigénio dissolvido como 0,33 mg.L™, em reator anaerébio
de leito granular expandido (EGSB), foi suficiente para inibir bactérias redutoras de sulfato e
oxidadoras de enxofre. No entanto, outros estudos apontam concentra¢des mais elevadas de OD

sem inibir a atividade destas bactérias.

Observa-se que a microaeracao ndo afetou as condi¢des andxicas no R-ar uma vez que o pOR
se manteve negativo. A baixa concentracdo de oxigénio detectada no R-ar pode estar
relacionada a baixa taxa de transferéncia deste gas para fase liquida, sobretudo no menor TDH,
e pelo tamanho das bolhas de ar formadas. Estes fatores podem estar associados tanto a taxa de
ar aplicada quanto a configuracdo do reator. No que se refere a configuracéo, a altura da coluna
de liquido pode ter sido baixa para a distribuicdo e formacao ideal das bolhas no interior do

reator.

A dosagem de ar deve ser sempre controlada e monitorada a fim de possibilitar a oxidacdo dos
poluentes desejados, mas impedindo um disturbio aos micro-organismos do sistema de
tratamento. No entanto, ha uma dificuldade na escolha do pard@metro para monitoramento. Isto
porque baixas concentracdes de OD ndo podem ser avaliadas através de alguns instrumentos de
medicdo e porque com relacdo ao pOR ha uma variedade de valores para caracterizar sistemas
microaerdbios (JENICEK et al., 2010). Ademais, com relacdo a este Ultimo parametro, a
maioria dos trabalhos ndo deixa claro se os resultados sdo expressos em relagdo ou ndo ao

eletrodo de hidrogénio.

O pH tem grande relevancia no monitoramento dos sistemas de tratamento anaerébio de
esgotos, sobretudo em relacdo a influéncia que exerce nas formas de sulfeto. De acordo com 0s
dados apresentados na Tabela 7.1 em ambos os biorreatores e fases predominou pH proximo a
neutralidade e que favorece que 50% do sulfeto esteja na forma dissociada (HS") e 50% néo
dissociada (H2S).
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7.1.3 Monitoramento do metano dissolvido

O metano dissolvido no efluente do reator UASB pode potencialmente desprender para a
atmosfera na forma de gas residual, impactando negativamente 0 meio ambiente, dado o
potencial de efeito estufa deste gas. Dessa forma, sistemas de pds-tratamento do efluente
proveniente do reator UASB que visem a remog&o ou recuperacdo do metano dissolvido sdo de

extrema importancia.

As concentraces medianas de metano no efluente do reator UASB iguais a 20,0 mgCHa.L™*
em ambas as fases da Etapa 1, confirmaram que parte deste gas, formado no tratamento
anaerdbio, permaneceu dissolvido. A importancia do pds-tratamento se da a fim de evitar que
0 metano seja lancado na atmosfera a partir do desprendimento da fase liquida. Esse valor foi
similar ao observado por Souza et al. (2011) que determinaram concentracdes de metano
dissolvido no efluente de reatores UASB (escala piloto, demonstracéo e real), TDH de 5 a 12h,
na faixa de 18,0 a 22,0 mg CHa.L™? tratando esgoto doméstico, representando 36 a 41% do
metano total produzido. Silva-Teira et al. (2017) observaram 29,0 mgCHa.L™ em efluente de
UASB tratando esgoto sintético, correspondendo de 20 a 30% do metano total produzido no

reator com temperatura igual a 21 £ 2 °C.

As concentragdes de metano no efluente do reator UASB e dos biorreatores em ambas as fases
da Etapa 1 estdo apresentadas na Figura 7.1. O grafico aponta a reducdo do metano no pos-
tratamento durante a fase 1, principalmente no R-ar. As concentracdes medianas no efluente
dos biorreatores foram 14,0 e 9,0 mgCHa.L™* para R-controle e R-ar, respectivamente (Figura
7.1). As concentragdes medianas de CH4 foram significativamente menores nos biorreatores
em relacdo ao efluente do reator UASB, bem como significativamente menor no R-ar em
comparacdo ao R-controle na fase 1. Na fase 2, 0 metano ndo foi removido no R-controle e a

remocao foi muito baixa no R-ar.
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Figura 7.1 — Box-plot das concentra¢cdes medianas de metano no efluente do reator UASB,
R-controle (sem microaeracgdo) e R-ar (com microaeragéo) nas fases 1 (TDH 6h) e 2 (TDH
3h) da Etapa 1

Do metano afluente aos biorreatores, a maior remocao foi obtida na fase 1, com eficiéncia igual
a 30% no R-controle e 55% no R-ar (Figura 7.2). A comparacdo das eficiéncias de remogéo
pelo teste de Mann-Whitney indicou que no R-ar a eficiéncia foi significativamente superior ao
R-controle. Na fase 2 ndo ocorreu remocao de metano em ambos 0s biorreatores. Embora um
residual de metano tenha permanecido no efluente dos biorreatores, os valores mencionados
indicam que o poés-tratamento, sobretudo a microaeragdo, favoreceu uma remocdo
significativamente maior do CHs dissolvido no R-ar em TDH mais elevado, em que a
transferéncia de oxigénio foi favorecida no sistema. Ademais, observa-se que as eficiéncias de
remocao foram inferiores com o aumento das cargas de CH4, que foram iguais a 80,0 g.m=.d
e 160,0 g.m=.d? nas fases 1 e 2, respectivamente. Hatamoto et al. (2011) observaram que a
diminuicdo do TDH pela metade (de 2h para 1h) diminuiu em 50% a remoc¢do de metano em

reator DHS com microaeracéo.
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Figura 7.2 — Box-plot da eficiéncia de remocao de metano dissolvido nos biorreatores (R-
controle: sem microaeragao, R-ar: com microaeracéo) na fase 1 (TDH 6h) da Etapa 1

A taxa de remocdo de metano no R-controle na fase 1 (TDH 6h) foi superior ao da fase 2 (TDH
3h) em concordancia com as eficiéncias de remocao acima reportadas. Contudo, a diminuicéo
do TDH e, logo, aumento da vazdo ndo implicou em reducdo consideravel da taxa de remocéo
de metano no R-ar, com valores iguais a 44,0 e 40,0 mgCH..L™.d? nas fases 1 e 2
respectivamente. A Figura 7.3 sintetiza a taxa e eficiéncia de remocdo de metano nos

biorreatores nas fases estudadas.

Alrashed et al. (2018) esudaram a oxidacdo do metano acoplada a desnitrificacdo em reator de
biofilme de membrana e observaram influéncia do TDH no desempenho do sistema. A reducéo
do TDH de 12h para 4h, e logo, aumento da vazao, diminuiu drasticamente a remoc¢éo de NOz
e contribuiu para maior concentracdo de CHa no efluente. Este resultado foi associado a cinética
de oxidagdo do metano pelos micro-organismos. No presente trabalho, a reducdo do TDH da
fase 1 para a fase 2 pode ter interferido na cinética de oxidacdo do metano pelas bactérias
metanotroficas, e ndo no transporte de massa de metano nos biorreatores, uma vez que 0s grupos
envolvidos na oxidagdo do metano foram detectados quando o TDH foi igual a 3h (como sera
apresentado no item 7.2.2), mas a remocdo de metano foi bem inferior em relacdo a fase

anterior. No entanto, o processo de desnitrificacdo acoplado a oxidagéo do metano néo seria
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possivel nesta pesquisa uma vez que a nitrificacdo ndo foi estabelecida no interior dos

biorreatores.
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Figura 7.3 — Taxa e eficiéncia de remoc¢éo de metano dissolvido nos biorreatores (R-
controle: sem microaeracao, R-ar: com microaeracgdo) nas fases 1 (TDH 6h) e 2 (TDH 3h)

7.1.4 Monitoramento dos compostos sulfurosos

As concentracGes medianas de sulfeto dissolvido efluente na fase 1 (TDH 6h) foram 13,0, 6,0
e 3,0 mgS?.L* e nafase 2 (TDH 3h) 19,0, 15,0 e 13,0 mgS%.L"! para UASB, R-controle e R-
ar, respectivamente (Figura 7.4). Em ambas as fases as concentracGes medianas de sulfeto
efluente aos biorreatores foram significativamente menores em relacédo ao afluente (efluente do
reator UASB). O pds-tratamento do efluente do reator UASB foi responsavel pela remocéao do
sulfeto dissolvido, assim como observado nos estudos anteriores usando 0 mesmo aparato
experimental, porém na auséncia de oxigénio (AZEVEDO et al., 2018; GARCIA et al., 2015,
2017).

A presenca de sulfeto no efluente anaerobio ja foi reportada por diversos autores com valores
de perda variando de 57 a 64% (SOUZA, 2011) e 90% da produgdo tedrica com pH neutro
(SANTOS et al., 2018). A concentragédo de sulfeto no efluente de reator anaerobio depende das
caracteristicas do esgoto, ou seja, varia de acordo com a composic¢ao do esgoto, que esta por
sua vez relacionado aos habitos socio-econémicos da populacdo contribuinte (MORAES et al.,
2013).
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A concentracao de sulfeto no efluente do R-ar foi inferior ao R-controle nas duas fases testadas,
embora sem diferenca significativa entre eles. Contudo, os valores foram superiores ao
permitido pela legislagdo nacional (Resolugio CONAMA 430/2011, BRASIL, 2011) e do
estado de Minas Gerais (DN Conjunta COPAM/CERH-MG 01/2008) que dispdem sobre
padrdes de lancamento de efluentes e estabelecem o limite de 1mgS.L?. Indicando a
necessidade de aprimoramento do sistema para melhoria na qualidade do efluente no que se

refere a este parametro.
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Figura 7.4 — Box-plot das concentracdes medianas efluente de sulfeto no efluente do reator
UASB, R-controle (sem microaeracdo) e R-ar (com microaeracdo) nas fases 1 (TDH 6h) e 2
(TDH 3h) da Etapa 1

A carga de sulfeto aplicada nos biorreatores na fase 1 foi de 52 gS.m=.d"! e na fase 2 foi de 152
gS.m=3.dL. A reducdo do TDH, e consequentemente 0 aumento da carga de sulfeto aplicada na
fase 2, pode ndo ter ndo permitido a transferéncia adequada do oxigénio para a fase liquida ou
a guantidade de ar dosada ndo foi suficiente para promover a oxidacdo bioldgica do sulfeto.
Como as cargas de sulfeto aplicadas nas duas fases da Etapa 1 foram muito discrepantes, avaliar

a eficiéncia de remocdo de sulfeto permite melhor analise do desempenho do sistema.

Na Figura 7.5 é possivel observar que maiores eficiéncias foram alcancadas no R-ar em relagéo
ao R-controle em ambas as fases, mas sem diferenca significativa entre os biorreatores. No R-
ar 79% e 33% do sulfeto foi removido e no R-controle 64% e 22% nas Fases 1 e 2,

respectivamente.
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Ao comparar as taxas de remocédo de sulfeto nos biorreatores e fases, pode-se observar que
menores taxas de remocdo foram obtidas no R-controle (Fases 1 e 2) em conformidade com as
eficiéncias de remocéo (Figura 7.6). No entanto, no R-ar a taxa de remocdo no TDH 6h foi de
40 mgS%.Lt.d? (1,6 mgS¥.L1.h'Y) e no TDH 3h foi superior e igual 48 mgS?-.L1.d? (2,0 mgS*
.L.h™). Mesmo com remocao inferior em relagdo a fase anterior, 0 R-ar na Fase 2 contribuiu
para uma remogado superior em comparacdo ao controle. Os resultados apontam que a luz,
juntamente com a microaeracao, podem favorecer a oxidacdo do sulfeto no pés-tratamento.
Contudo, vale ressaltar que embora a carga aplicada na Fase 2 tenha sido muito superior a
anterior, a taxa de remocao foi similar nos TDHs 6h e 3h, o que pode ter sido ocasionado pela
baixa concentracdo de oxigénio dissolvido ou a carga ter sido muito elevada para favorecer o
metabolismo microbiano.
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Figura 7.5 — Taxa e eficiéncia de remocéao de sulfeto dissolvido nos biorreatores (R-controle:
sem microaeragéo, R-ar: com microaeracdo) nas Fases 1 (TDH 6h) e 2 (TDH 3h) da Etapa 1

Nota: Eficiéncia de remocao = mediana relativa 25 dados (Fase 1) e 11 dados (Fase 2).

Estudos anteriores utilizando o mesmo aparato experimental, porem sob condicGes distintas,
apontaram resultados diferentes dos encontrados no presente trabalho. Azevedo et al. (2018) e
Garcia et al. (2017) operaram os biorreatores com distintos tempos de detencdo hidraulica
(TDH) e auséncia de oxigénio. Eficiéncias de remogéo de sulfeto no biorreator com anéis de
polipropileno/anaerobio foram iguais a 92% (TDH 6h), 53% (TDH 4h) e 70% (TDH 2h)
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(AZEVEDO et al., 2018). Ja Garcia et al. (2017) observaram 30% (TDH 24h), 90% (TDH 12h)
e 52% (TDH 6h) no biorreator com anéis de polipropileno/anaerébio.
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Figura 7.6 — Box-plot da eficiéncia de remocéo de sulfeto dissolvido nos biorreatores (R-
controle: sem microaeragdo, R-ar. com microaeracdo) nas Fases 1 (TDH 6h) e 2 (TDH 3h)
da Etapa 1

Ao comparar a eficiéncia maxima obtida no presente estudo (79% no R-ar) com o estudo de
Azevedo et al. (2018) a microaeracdo parece ndo ter sido suficiente para aprimorar a remogao
de sulfeto no pds-tratamento. A carga de sulfeto medida pelos autores citados, com TDH 6h,
foi de 22,0 gS.m3.d!, menos da metade obtida nesta pesquisa (52,0 gS.m=.d}) e pode ser o
fator responsavel pela menor eficiéncia do sistema de pos-tratamento. Ao comparar 0S
resultados com os obtidos por Garcia et al. (2017), cuja carga foi 14,0 gS.m3.d* com TDH 6h,
pode-se inferir que a introducdo do ar pode levar uma melhora na qualidade do efluente final,
desde que avaliadas outras variaveis como a dindmica de distribuicdo das bolhas de ar e a taxa
de fluxo de ar, no que se refere a presenca deste gas.

A eficiéncia de remocéo de H>S no R-ar (TDH 6h) foi similar ao obtido por Sousa et al. (2017).
Os autores avaliaram a remoc¢do de sulfeto em reator UASB microaerado tratando esgoto

municipal, com TDH 12h e taxa de fluxo de ar de 25,8 L.L™%.h". A eficiéncia de remogio de
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sulfeto foi de 78% e do total de enxofre afluente ao reator, 46% foi recuperado na forma de S°,

representado por 4,6 mgS°.L™L.

Para avaliar a principal via de oxidacao do sulfeto no pos-tratamento foram conduzidas analises
da concentragéo de sulfato (SO4%) e enxofre elementar (S°). Algumas fracdes de enxofre néo
foram medidas, como a precipitada, adsorvida no lodo e biomassa e tiossulfato. Portanto,
algumas diferencas no balango podem ser decorrentes destes compostos. Ademais, apenas uma

parte das amostras foi analisada até a concluséo deste trabalho.

As concentracdes medianas de S° foram 3,4, 3,7 e 5,4 mgS®.L naFase 1€ 2,2, 4,2 e 4,9mgS®.L
! na Fase 2 no efluente de UASB, R-controle e R-ar, respectivamente. N3o foi observada
diferenca significativa nas concentrac@es de S° afluente e efluente aos biorreatores, bem como
entre R-controle e R-ar. As concentracdes medianas de SO42 efluente do reator UASB foram
iguais a 15,0 e 14,0 mgSO4%.L™" nas Fases 1 e 2, respectivamente. A redugio do SO+> no
sistema anaerobio em relagdo ao esgoto bruto (29,0 mgSO4.L 1) culminou com o aumento da
concentracdo mediana de sulfeto no efluente do reator UASB, conforme anteriormente
apresentado.

Para avaliar se o enxofre produzido no sistema ocorreu preferencialmente por via bioldgica ou
quimica, utilizou-se o diagrama de Pourbaix ou diagrama pH-Eh (Figura 7.7) (RICKARD &
LUTHER, 2007). Neste estdo definidas as fases estaveis em um sistema a 25°C e pressao total
igual a 1 bar e a avaliacéo € feita utilizando os dados obtidos de pH e pOR (aqui apresentados
no item 7.1.2). Com base no diagrama de Pourbaix e nos resultados obtidos observa-se que as
condic@es internas nos biorreatores foram favoraveis para a ocorréncia da rea¢do quimica de
formag&o do SO4%. Como a ocorréncia de reacdo quimica para formaco de S° ndo foi apontada

pelo diagrama de Pourbaix, pode-se inferir que a mesma ocorreu por vias biologicas.
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Figura 7.7— Diagrama de Pourbaix (pH-Eh) para espécies de enxofre estaveis em solugéo
aquosa (25 °C, 1 bar total pressure) em relacdo ao pH e pOR

Nota: linhas azuis indicam valores de pH e potencial redox obtidos, e ponto de associacdo esta indicado
pela seta vermelha.

Fonte: RICKARD & LUTHER (2007).

As concentracdes de sulfato medidas no presente trabalho foram superiores aos apresentados
por Azevedo et al. (2018) que observaram concentragdo maxima de 9,6 mgSO4>.L! e com
maior proximidade aos obtidos por Garcia et al. (2015, 2017) (verificaram até 17,0 mgSO4>.L-
1. Todos os trabalhos citados foram conduzidos com esgoto doméstico da mesma regido de

contribuicéo.

Na Fase 1 (TDH 6h), enquanto a concentracdo de sulfeto no efluente dos biorreatores diminuiu,
foi observado um aumento na concentracdo de sulfato indicando a ocorréncia da oxidagédo
completa do sulfeto. Os valores obtidos foram 22,0 mgSO4>.L? (R-controle) e 26,0 mgSO4>
L (R-ar) (Figura 7.8). A concentracdo mais elevada de sulfato no efluente do R-ar, em relagdo
ao R-controle, indica que a introducdo do ar favoreceu a oxidacdo completa do sulfeto. Na fase
2 (TDH 3h) a concentragdo de SO4% no pos-tratamento néo alterou consideravelmente (Figura
7.8). A reducdo do sulfato ocorreu no reator UASB, mas a atividade das bactérias redutoras de
sulfato parece néo ter sido consideravel nos biorreatores possivelmente pelas condi¢des internas

e micro-organismos presentes conforme sera discutido no topico 7.2.
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Figura 7.8 — Box-plot das concentra¢cdes medianas de sulfato no efluente do reator UASB,
R-controle (sem microaeracdo) e R-ar (com microaeragéo) nas Fases 1 (TDH 6h) e 2 (TDH
3h) da Etapa 1
A distribuicdo das fracdes de enxofre medidas no efluente dos biorreatores a partir de todo
enxofre afluente (proveniente do reator UASB) esta apresentada na Figura 7.9. Os dados desta
figura confirmam a maior produgdo de SO4* em relagdo a todo enxofre afluente aos
biorreatores, na Fase 1 em relacdo a Fase 2. Na Fase 1, de toda carga de enxofre proveniente
do reator UASB, 23% e 28% foi convertido em SO4%, 20% e 9% permaneceram como S e
11% e 17% convertido a S° no R-controle e R-ar, respectivamente. Na Fase 2 estas fracdes
corresponderam a 12% e 11% de SO4%, 44% e 38% de S*" e 12% e 15% S° no R-controle e R-

ar, respectivamente.

Como o objetivo principal foi a remocao de sulfeto presente no efluente do reator UASB nos
biorreatores e, sobretudo, sua oxidacdo parcial a S° foram calculadas as razbes entre
SO%ormado/S% afluente € SO4% formado /S% afiuente (Tabela 7.2). Embora a quantidade de S° produzido
tenha sido menor que o SO4* em todos os reatores e fases, nota-se através da razéo
supramencionada que mais S° foi formado no R-ar (TDH 6h) (Tabela 7.2). O S°é produzido
com suprimento limitado de um agente oxidante ou alta concentracdo de sulfeto no meio, isto
é, com razdo molar da concentracdo de oxigénio e sulfeto mais baixa. Quando produzido por
vias bioldgicas o S° tem carater hidrofilico e pode ser separado da fase liquida (POKORNA &
ZABRANSKA, 2015).
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Figura 7.9 — Percentuais relativos as espécies de enxofre formadas nos biorreatores R-
controle (sem microaeracgdo) e R-ar (com microaeragéo) em relagdo as fracoes afluente, nas
Fases 1 (TDH 6h) e 2 (TDH 3h) da Etapa 1

Nota: o balanco de massa das espécies de enxofre efluente aos biorreatores em relagdo a soma da
massa das fracdes de enxofre afluente.

Amostras do lodo e biomassa aderida aos anéis ndo foram analisadas quanto & presenca de S°,
por interrupcdo na execucdo das analises em decorréncia da pandemia do covid-19,

comprometendo de certa forma o balanco de enxofre proposto no sistema.

Tabela 7.2 — Carga de sulfeto, eficiéncia de remocédo de sulfeto (mediana) e razdo entre
enxofre elementar e sulfato formados em relacdo ao sulfeto afluente.

Cargad -
Fases Biorreator saurI%Stoe Remogao de S%rmade/S® SO&Zformado /S?
(gs?medyy  Sulfeto (%6) auene (%0)° ente (%6)2
R-controle 61 23 5
1-TDH 6h Rear 52 i 2 5
R-controle 22 o4 20
2- TDH 3h R-ar 152 3 e 2

1: razdo entre a massa de S°no efluente e de S? afluente. 2:;razdo entre a massa de S de SO42 no
efluente e de S? afluente.

Muitos estudos da literatura apresentam balanco de massa de enxofre por férmulas, ou seja,
sem analise laboratorial de S° Além disso, alguns estudos apontam a dificuldade de
recuperacdo quando o enxofre elementar ndo esta presente na fase liquida. Pelaz et al. (2017)
observaram formacdo de S° visualmente, sem anélise fisico-quimica e ressaltaram a

impossibilidade de remocéo, pois 0 mesmo estava aderido as paredes do reator.
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Na presente pesquisa, como analises de S° no lodo e biomassa ndo foram realizadas no foi
possivel afirmar se a presenca deste no efluente foi superior em relagdo as fracées no lodo

acumulado no fundo dos biorreatores e/ou na biomassa aderida nos anéis.

As diferencas observadas no balango de enxofre podem estar relacionadas as fracBes néo
medidas. Discrepancias em balancos de enxofre ja foram relatadas por diversos autores
(HURSE & KELLER, 2004), ou ainda balangos foram realizados com base em transformactes
tedricas dos compostos de enxofre (HUANG et al.,, 2015). Diversos fatores podem ter
interferido na formacéo do produto da oxidacao do sulfeto no presente trabalho, como a taxa de
transferéncia de oxigénio, a presenca dos micro-organismos provenientes do reator UASB, a
penetracdo da luz no interior dos biorreatores e a taxa de ar aplicada bem como a concentracéo
de OD.

Com relacdo a intensidade de luz nos biorreatores, a curva de van Niel pode ser usada para
interpretacdo dos resultados juntamente com as demais variaveis do sistema. Proposta por Cork
et al. (1985), a curva indica a quantidade de energia luminosa necessaria para oxidar uma dada
concentraco de sulfeto a S°, definida pela Equagéo 7.1.

Com maior intensidade luminosa e suficiente CO,, 0 S° acumula quando ha excesso de sulfeto.
Quando houver diminuicéo da quantidade de sulfeto, 0 mesmo pode ser completamente oxidado
a SO4% (Equagdo 7.2). O reator usado no estudo de Cork et al. (1985) foi um tanque cilindrico
com agitacdo de volume igual a 800 mL e cultura pura Chlorobium limicola (bactéria sulfurosa
verde). Neste trabalho a luz (artificial) foi um fator limitante, pois o formato do biorreator
permitiu a incidéncia apenas na superficie externa. A curva de van Niel muda com diferentes
configuracBes de reatores, mas a forma permanece a mesma (LIN et al., 2018). Estes autores
destacaram a dificuldade na aplicacdo de fotobiorreatores em escala plena, principalmente para
os tubulares, em que o aumento de escala seria muitas vezes inviavel, e a dificuldade na

recuperacéo do S reportada por muitos autores.

2H,S + CO, — 2S° + CH,O0 (carboidrato) + H,0 7.1
H,S + 2C0O, + 2H,0 — SO;~ + 2CH,O0 (carboidrato) + H, 7.2
O diametro dos biorreatores (35 centimetros) empregados na presente pesquisa € 0

preenchimento com meio suporte ndo permitiram a penetracdo da luz por toda extensdo do

corpo cilindrico. Além disso, como foi luz natural, houve periodos sem luz (noturno) e com
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variacdes na intensidade da mesma, de acordo com as condic¢des climaticas. Durante as coletas,
como os reatores eram abertos para inser¢cdo da sonda multiparamétrica, era possivel observar
que havia maior acimulo de biomassa, principalmente de cor esverdeada e purpura, nos anéis
da periferia e entre o cesto inox e a parede acrilica, ou seja, onde a incidéncia da luz solar era
superior. Uma quantidade muito menor de biomassa era observada nos anéis do centro dos
biorreatores. Dessa forma, como a taxa de oxidacdo de sulfeto esté sujeita ao crescimento de
bactérias oxidadoras de enxofre fototroficas, que por sua vez dependem da irradiacdo incidente
(LIN et al., 2018), a luz e a carga de sulfeto podem ter sido fatores limitantes na oxidacéo do

sulfeto e formacéo de S°.

Com dosagem controlada de oxigénio, bactérias oxidadoras de enxofre quimiolitotroficas sao
capazes de oxidar sulfeto a S° (TANG et al., 2009). No entanto, na pratica manter a relacéo
oxigénio e sulfeto constante, sobretudo no tratamento de esgoto real, é dificil uma vez que a
concentracdo de sulfeto muda com o tempo. Este grupo de oxidadoras de enxofre ndo foi

detectado nos biorreatores conforme sera apresentado no tépico 7.2.3.

Em relacdo ao oxigénio dissolvido, algumas concentracbes e razdes molares ja foram
apresentadas na literatura como sendo ideais para oxidacao parcial do sulfeto. Sob condicdes
limitadas de oxigénio, ou seja, oxigénio dissolvido em concentracdes abaixo de 0,1 mg.L?, S°
é o principal produto da oxidagdo do sulfeto, enquanto o SO4> é formado sob condicoes
limitantes de sulfeto (JANSSEN et al., 1995; HULSHOFF POL et al., 1998).

Para a oxidagdo bioldgica, a avaliagdo dos micro-organismos (apresentada no tépico 7.2.3)
confirma esta via de remocéo de sulfeto e principais grupos detectados.

7.1.5 Monitoramento dos compostos nitrogenados

De acordo com a caracterizacdo do esgoto bruto apresentada no topico Materiais e Métodos, a
concentracdo mediana de nitrogénio amoniacal foi de 33,0 mgNHs.L™. No efluente do UASB
as concentracdes medianas de NHz foram 41,0 e 40,5 mgNHs.L? nas Fases 1 e 2,
respectivamente, sem diferenca estatistica entre elas (Figura 7.10). Concentragdes similares de
nitrogénio amoniacal em efluente de reator UASB tratando esgoto doméstico foram observadas
por Pantoja-Fiho et al. (2014) com valores entre 32,1 e 35,6 mg NHs.L ™. Santos et al. (2018)
aplicaram efluente sintético em reator anaerobio com elevadas concentracdes (de 71,5 a 144,0

mg NHs.L1) e observaram que ap0s tratamento, as concentracdes efluentes ainda foram altas
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(de 64,8 a 132,6 mg NHaz.L). Como esperado para tratamento anaerobio, a remogio de

nitrogénio amoniacal ndo ocorre quando tais tecnologias sdo usadas para tratamento de esgotos.
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Figura 7.10 — Concentragfes medianas de nitrogénio amoniacal no efluente do reator
UASB, R-controle (sem microaeragéo) e R-ar (com microaeracdo) nas Fases 1 (TDH 6h) e 2
(TDH 3h) da Etapa 1

No pds-tratamento, as concentragdes medianas efluente aos biorreatores foram 44,0 e 46,0 mg
NHs.L™? no R-controle e 44,0 e 43,0 mg NHs.L™ no R-ar nas Fases 1 e 2, respectivamente. Os
resultados indicam que ocorreu amonificacdo no reator UASB e no pos-tratamento, em ambas
as fases (TDHs 6h e 3h) (Figura 7.10).

A auséncia de nitrificacdo nos biorreatores do presente estudo pode estar associada a baixa
disponibilidade de oxigénio para as bactérias do ciclo do nitrogénio (em especial as oxidadoras
de amonia) e/ou pela auséncia de micro-organismos desse ciclo, uma vez que néo foi realizada
inoculacdo e os micro-organismos presentes nos biorreatores sdo provenientes do reator UASB.
Vale destacar que em se tratando de tratamento biolégico a competicdo entre os micro-
organismos, de acordo com as condicGes internas nos biorreatores, determina a principal via de
remocao de contaminantes. Em relacéo aos trés elementos estudados, a baixa disponibilidade
de oxigénio, proveniente da microaeracéo, e a energia livre de Gibbs (AG®) liberada nas reagdes
de oxidacdo do metano, sulfeto e nitrogénio amoniacal determinaram a eficiéncia do sistema.
Conforme apresentado na revisao da litertura do presente documento (Tabela 2.6) uma energia
livre de Gibbs superior a -700 kj pode ser liberada na oxidacdo do metano e sulfeto, em
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contrapartida na oxidacéo da amonia aproximadamente -270 kj de energia € liberada. Com isso,
a pequena quantidade de oxigénio adicionada no R-ar foi usada primordialmente para oxidagéo
do metano e sulfeto, ficando a oxidagdo da amonia desfavorecida no interior dos biorreatores.
Dessa forma, na auséncia dos ions nitrito e nitrato, ndo seria possivel a ocorréncia de
desnitrificacdo autotrofica acoplada a oxidacao do sulfeto, tampouco com metano como doador

de elétrons.

Azevedo (2017) também ndo observou oxidacdo da amodnia usando mesmo aparato
experimental em condi¢Ges anaerdbias sem inoculagdo. Nesta pesquisa as concentraces
medianas de amonia efluente ao reator UASB foram 51,9 mgNH4*.L "t e no pés-tratamento 50,1
mgNH4".L 1. Zheng et al. (2012) avaliaram a remog&o de aménia em reator UASB microaerado
(0,3 a0,5 mgOD.L™) com efluente sintético e inoculaco de lodo ativado, previamente inserido
em coluna aerada com o efluente e incubado por 12h a 30°C. Mesmo com a inoculacdo a
remocao de nitrogénio amoniacal foi baixa (24%) quando comparada a maiores concentragdes
de OD (de 0,7 a 0,9 mgOD.L™?) com eficiéncia superior a 90% remocao. Santos et al. (2018)
obtiveram oxidagdo quase completa da amonia a nitrito, com oxigénio dissolvido igual a 2,86
mgOD.L™, em sistema composto por reator de leito estruturado com recirculagdo para pos-

tratamento de efluente anaerdbio sintético.

De fato, além da provavel auséncia de micro-organismos nitrificantes no reator UASB e,
portanto, no efluente que alimentou os biorreatores, a concentracdo de oxigénio dissolvido foi
possivelmente muito baixa para propiciar tais grupos. As concentracfes medianas de OD nas
Fases 1 e 2 foram muito inferiores as reportadas na literatura como eficientes para a nitrificacéo

e iguais a 0,34 e 0,23 mg.L™ de OD, respectivamente.

7.1.6  Monitoramento da matéria organica

A avaliacdo do desempenho do sistema na remoc¢do de matéria organica para a Etapa 1 esta
apresentada na Figura 7.11. Com base nas concentragdes medianas apresentadas pode-se
observar que o reator UASB reduziu a demanda quimica de oxigénio (DQO) de 324,0
mgDQOr.L* do esgoto bruto para 124,0 mgDQO~.L™, representando uma reducgdo de 62%.
Maior remogédo de DQOr+ foi observada na Fase 2 (TDH 3h) com concentracdo efluente ao
reator UASB igual a 94 mgDQO~.L?, representando uma eficiéncia de remogédo de 71%.
Similarmente concentragdo mediana de DQO na faixa de 85 a 150 mg.L* em efluente de reator
UASB tratando esgoto domeéstico foi observado por Silva et al. (2018), mesmo quando grandes

variagdes na concentracdo afluente foram testadas. Valores de eficiéncia de remocéo de DQO
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entre 60 a 80% podem ser alcangados quando sistemas de tratamento anaerobio sdo aplicados
em temperaturas entre 20 e 25°C e taxa de carga organica de aproximadamente 2 a 3 kg DQQ.m"
3.d! (SILVA-TEIRA et al., 2017). Estes autores observaram remogao de DQO superior, igual
a 84%, em reator UASB tratando efluente sintético a 21°C e TDH entre 10h e 12h. A diferenca
na eficiéncia de remocédo de DQO entre o presente estudo e o supracitado pode estar relacionada

ao tipo de efluente, bem como pelo maior TDH usado por aqueles autores.
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Figura 7.11 — Concentracdo de DQO total no efluente do reator UASB e biorreatores (R-
controle: sem microaeragdo, R-ar. com microaeracao), nas Fases 1 (TDH 6h) e 2 (TDH 3h)
da Etapa 1

Os biorreatores aplicados nesta pesquisa para pos-tratamento de efluente de reator UASB
possibilitaram a reducdo da concentracdo de matéria organica, contudo, os valores ndo foram
expressivos. A concentragio mediana efluente foi de 120,0 mgDQOr.L e 110,0 mgDQOrT.L?,
para R-controle e R-ar, respectivamente, na Fase 1 e 97,0 mgDQOr.L e 85,0 mgDQO~.L*
para R-controle e R-ar, respectivamente, na Fase 2 (Figura 7.11). Estas concentracgdes estiveram
de acordo com o observado por Azevedo et al. (2018) que relataram concentragdo mediana
igual a 91,5 mgDQO.L™ em biorreator anaerdbio exposto a luz solar em TDH de 6h, tratando

efluente proveniente de reator UASB alimentado com esgoto doméstico.

Embora a remocdo no pos-tratamento ndo tenha sido elevada, as concentragdes de DQO

medidas em todas as amostras (efluente do reator UASB e dos biorreatores) estiveram abaixo

Programa de Pés-graduacao em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG



103

do limite de 180,0 mgDQOr.L?, estabelecido pela Deliberacio Normativa Conjunta
COPAM/CERH n°01/2008, do estado de Minas Gerais.

Os dados obtidos apontam ainda que a variagdo do TDH ndo afetou significativamente a
remocdo de DQO. Maior eficiéncia de remocdo de DQO residual foi obtida no biorreator
microaerado em ambas as fases, contudo ndo houve diferenca significativa em relacdo ao R-
controle. Este resultado e os dados da literatura apontam que a microaeracdo nao afeta a
eficiéncia de remocédo de DQO (CAMILOTI et al., 2018; KRAYZELOVA et al., 2014).

7.1.7 Monitoramento dos sélidos suspensos

Anélises de solidos (suspensos totais, fixos e volateis) foram realizadas para as amostras
afluente e efluente aos biorreatores. A partir da Figura 7.12 nota-se uma reducdo da
concentracdo de SST nos biorreatores em relacdo ao efluente do reator UASB com valores
iguais a 25,0, 16,0 e 18,0 mgSST.L* na Fase 1 e 75,0, 27,0 e 27,0 mgSST.L ™ na Fase 2 para
efluente do reator UASB, R-controle e R-ar, respectivamente. As concentragdes medidas em
todas as amostras estiveram abaixo do limite de 100,0 mg.L? estabelecido pela Deliberagdo
Normativa Conjunta COPAM/CERH n° 01/2008 do estado de Minas Gerais.
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Figura 7.12 — Box-plot das concentragbes medianas de SST no efluente do reator UASB, R-
controle (sem microaeracéo) e R-ar (com microaeragéo) nas Fases 1 (TDH 6h) e 2 (TDH 3h)
da Etapa 1
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As eficiéncias de remocéo de sélidos suspensos totais (Figura 7.13) entre os biorreatores ndo
foram significativamente diferentes. Os dados obtidos para SST no pos-tratameto apontam que
a bolhas de ar geradas pela microaeracdo nao causaram maior desprendimento de sélidos no R-

ar, quando comparado ao R-controle.
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Figura 7.13 — Box-plot da eficiéncia de remocao de SST nos biorreatores (R-controle: sem
microaeracdo, R-ar: com microaeragdo) nas Fases 1 (TDH 6h) e 2 (TDH 3h) da Etapa 1

7.2 Analise da diversidade microbiana pela técnica de sequenciamento
de nova geracao (SNG)

Os resultados apresentados neste item se referem ao objetivo especifico 3 e estdo apresentados
antes dos resultados referentes ao objetivo especifico 2, pois 0 SNG foi realizado apenas para
amostras coletadas na Etapa 1. Dessa forma, considerou-se que apresenta-los em sequéncia aos

resultados fisico-quimicos melhoraria a compreensdo dos mesmos.

Ao final de cada fase (Fase 1 — TDH 6h e Fase 2 — TDH 3h) da etapa de microaeracao continua
(Etapa 1) amostras da biomassa aderida nos anéis de polipropileno, usados como meio suporte,
e do lodo acumulado na porcdo conica dos biorreatores, foram coletadas para analise da
diversidade da comunidade microbiana. Para isso foi utilizada a técnica de seqlienciamento de

nova geragdo (SNG) por meio da plataforma llluminaMiSeq.

Cabe ressaltar que além das condicOes operacionais distintas entre R-controle e R-ar durante a

operacdo deles ocorreram problemas técnicos, tais como rompimento de mangueiras e, logo,
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interrupcao na alimentacéo, esvaziamento parcial ou total de biorreatores, dentre outros. Essas
situacBes adversas podem ter contribuido também para variagcbes nos grupos detectados em
cada biorreator.

Foram obtidas de 68.006 a 102.583 sequéncias no reator controle (R-controle, abreviado nas
tabelas e figuras como R-c) e de 64.306 a 89.255 no reator microaerado (R-ar) nas duas fases
de estudo (Tabela 7.3). A abundancia (numero de reads) e riqueza (nimero de OTUSs) variaram

entre as amostras dos biorreatores e fases (Tabela 7.3).

De todas as amostras analisadas e nas duas fases, foi observada menor diversidade no R-
controle nos anéis (410,4 pelo indice Chao 1 e 365,9 pelo Shannon) e maior diversidade neste
mesmo biorreator nas amostras do lodo (913,5 pelo Chao 1 e 721,5 pelo Shannon) na Fase 2
(Tabela 7.3). Na Fase 1 (TDH 6h) maior diversidade foi observada nas amostras do lodo
(acumulado na porcdo conica dos reatores) de ambos os reatores quando comparado as amostras
dos anéis pelos indices Chao 1 e Shannon. Entre os biorreatores, a diversidade foi superior no
R-ar em relacdo ao R-controle de acordo com os indices supracitados, com exce¢do na amostra

do lodo que foi inferior no R-ar pelo indice Shannon.

O numero de UTOs (Unidades taxondmicas operacionais, do inglés, Operational taxonomic
unit) de todas as amostras avaliadas esteve proximo ao indice Chaol, indicando que o

sequenciamento recuperou quase toda a diversidade de tdxons das amostras (Tabela 7.3).

Tabela 7.3 — NUumero de sequéncias, UTOs e indices de diversidade Simpson, Chaol e
Shannon calculados para os biorreatores (R-c e R-ar) de amostras da biomassa aderida nos
anéis e do lodo, nas duas fases (TDH 6h e 3h)

Fase 1 (TDH 6h) Fase 2 (TDH 3h)

Anéis Lodo Anéis Lodo

R-c* R-ar R-c R-ar R-c R-ar R-c R-ar

N® de sequéncias - o1 70937 68.006 84788 102583 64.306 78.060 89.255

lidas

N° de UTOs 436 499 612 685 407 826 904 434
Chaol 436,1 499,2 615,7 687,1 410,4 831,8 9135 4415
Shannon 5411 5789 6259 5842 365,9 7206 7215 4693
Simpson 0,9223 10,9425 0,9520 10,8871 0,7172 09766 0,9767 0,8911

*R-c: R-controle
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A seqguir estdo apresentados os resultados em nivel de filo com abundancia igual ou superior a
1%. Posteriormente, resultados em nivel de género separado para cada elemento estudado,
metano atraves do ciclo do carbono, enxofre e nitrogénio. Foram priorizados os géneros com
abundancia superior a 0,5%. Contudo, alguns grupos de relevancia para os ciclos dos elementos
supramencionados, que foram detectados em menor abundancia, foram também apresentados

no texto.

7.2.1 Diversidade em nivel de filo

A diversidade de filos com abundancia igual ou superior a 1% em pelo menos uma amostra esta
apresentada na Figura 7.14, totalizando 12 filos. Os valores da abundancia relativa destes filos
podem ser consultados na Tabela A.1 do Apéndice. Destes 12 filos Bacteroidetes, Chloroflexi,
Euryarchaeota (dominio Archaea), Firmicutes e Proteobacteria foram os mais abundantes e
representaram juntos de 81% a 95% de todos os filos detectados em todas as amostras. Na
Tabela 7.4 esta apresentada a abundancia relativa destes cinco filos em cada amostra dos
biorreatores e fases. Todos os filos com abundancia igual ou superior a 0,5% estéo apresentados
na Tabela A.2 do Apéndice.

TDH 3h
l I Acidobacteria

90% +— .
80% - |__ ® Actinobacteria
70% - | ® Archaeplastida
m Bacteroidetes
60% - ~ mCaldiserica
50% - ___© Chloroflexi
40% - Cyanobacteria
® Euryarchaeota
30% 1 ® Firmicutes
20% - = Proteobacteria
10% - Spirochaetes
m Synergistetes
0% - e BN

Abundancia relativa

An/R-c An/R-ar Lo/R-c Lo/R-ar An/R-c An/R-ar Lo/R-c Lo/R-ar

Figura 7.14 — Abundancia relativa dos principais filos (>1%) detectados nas amostras
estudadas.

Nota: An (anéis de polipropileno); Lo (lodo); R-c (reator controle); R-ar (reator microaerado).
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Com base na distribuicdo dos filos, apresentada na Figura 7.14, observa-se que no TDH 6h
(Fase 1) a comunidade microbiana diferiu entre as amostras da biomassa dos anéis e do lodo
dos biorreatores, notadamente a abundancia de Proteobacteria foi superior nos anéis e
Euryarchaeota foi maior no lodo. Entretanto, a mesma figura aponta que a microaeracéo nao
alterou consideravelmente a diversidade dos micro-organismos, quando comparado ao R-
controle nesta fase. Do contréario, na Fase 2 (TDH 3h) houve uma diferenca na diversidade de
micro-organismos entre a biomassa dos anéis e do lodo, bem como entre R-controle (reator

controle) e R-ar (reator microaerado).

Na Fase 1 (TDH 6h) os filos Bacteroidetes, Chloroflexi, Euryarchaeota, Firmicutes e
Proteobacteria representaram de 90% a 95% do total das amostras de ambos os reatores (R-
controle e R-ar), com maior abundancia do filo Protebobacteria, com excegdo do lodo do R-ar
em que maior abundéncia de Euryarchaeota foi detectada (Tabela 7.4). O filo Protebobacteria
compreende individuos com uma enorme diversidade metabolica, fisiolégica e morfoldgica e
de grande importancia para o ciclo global do carbono, nitrogénio e enxofre (SPAIN et al.,
2009). Euryarchaeota é representado por arquéias metanogénicas, halofilas extremas e
termoacidéfilas (BROCHIER-ARMANET et al., 2008 apud GARCIA et al., 2017), e
compreende arquéias anaerébias metanotroficas (ANME, do inglés, Anaerobic Methane-

Oxidizing Archaea).

Amostras do lodo da Fase 1 tiveram elevada abundancia também do filo Firmicutes. Este filo
contém bactérias capazes de utilizar diversos substratos organicos, com capacidade hidrolitica
e fermentativa, bem como bactérias sintroficas que podem degradar acidos graxos volateis
produzindo hidrogénio, que é degradado por metanogénicas hidrogenotroficas (RIVIERE et al.,
2009). Membros deste filo estdo divididos em Clostridia (anaerobios), Bacilli (aerdébios
facultativos ou obrigatorios) e Mollicutes (WOLF et al., 2004). Além disso, o filo Firmicutes

possui membros capazes de realizar desnitrificacdo heterotréfica (XU et al., 2017).

A reducdo do TDH para 3h (Fase 2) alterou a distribuig&o dos grupos microbianos conforme
apresentado na Figura 7.14 e Tabela 7.4. Nesta fase, os cinco filos mais abundantes
representaram 81% a 89% do total das amostras. Além do Proteobacteria destaca-se a elevada
abundéncia de Chloroflexi nas amostras dos anéis do R-controle. O filo Chloroflexi possui
membros filamentosos fototréficos oxidadores de sulfeto ou bactérias verdes ndo sulfurosas
(FERNANDEZ et al., 2008; DAHL, 2017) e ja foi identificado em biorreatores expostos a luz
solar removendo sulfeto de efluente de reator UASB tratando esgoto doméstico (GARCIA et
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al., 2017), em reatores DHS removendo metano, aménia e sulfeto (HATAMOTO et al., 2011)
e é comumente detectado em reatores com atividade anammox (PEREIRA et al., 2017). Nota-
se ainda que ocorreu uma reducdo na abundéncia de micro-organismos dos filos Euryarchaeota
e Firmicutes, sobretudo nas amostras dos anéis do R-controle e lodo do R-ar. A reducao destes
filos pode estar relacionada a maior abundancia de Cyanobacteria nessas amostras (Figura 7.14

e Tabela A.1 do Apéndice) e, consequentemente, inibi¢do pela presenca do oxigénio.

Na tabela 7.4 estdo apresentadas as abundéancias relativas dos cinco filos mais abundantes nas
amostras dos anéis de polipropileno e lodo, dos biorreatores, nas duas fases (Fase 1 — TDH 6h
e Fase 2 —TDH 3h).

Tabela 7.4 — Abundancia relativa (%) dos cinco principais filos observados nas amostras
dos reatores (R-c e R-ar), nas Fases 1 (TDH de 6h) e 2 (TDH 3h) da Etapa 1

Fase 1 Fase 2
(TDH 6h) (TDH 3h)
Anéis Lodo Anéis Lodo
R-c* R-ar R-c R-ar R-c R-ar R-c R-ar
Bacteroidetes 3 2 0 0 4 7 3 17
Chloroflexi 3 2 2 1 63 1 1 26
Euryarchaeota 1 1 24 46 1 6 21 0
Firmicutes 1 3 12 20 1 5 17 1
Proteobacteria 86 87 52 24 21 64 39 40
Total (%) 94 95 90 91 90 83 81 84

*R-c: R-controle

Yang et al. (2018) submeteram uma cultura mista de bactérias fotossintéticas a diferentes
condigdes de luz (natural e artifical) e com e sem oxigénio em biorreator de membrana com
efluente sintético. Os autores observaram maior diversidade de filos quando houve luz
artificial/anaerébio em relagéo a luz natural/microaerdbio (0,5 a 1,0 mgOD.L™?). Nesta condigdo
os filos predominantes foram Proteobacteria, Bacteroidetes e Firmicutes. Garcia et al. (2017)
usaram o mesmo aparato experimental da presente pesquisa para avaliar a remogéo do sulfeto
de efluente de reator UASB. As analises de pirosequenciamento empregadas indicaram maior
abundancia dos filos Synergistetes, Proteobacteria, seguidos por Firmicutes. As diferencas nas
abundancias dos filos detectados podem estar relacionadas a auséncia de ar e maiores TDHs
(24 e 12h) da pesquisa realizada por aqueles autores.

Os micro-organismos pertencentes as classes Beta e Gamma de Protebacteria e Bacteroidetes

foram dominantes em reator DHS removendo sulfeto, metano e amdnia de efluente de reator
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anaerébio (HATAMOTO et al., 2011). Xu et al. (2017) avaliaram a distribuicdo de filos em
reator microaerado e anaerdbio, acrescido de meio sintético com sulfato e nitrato objetivando a
co-reducdo destes. No reator microaerado houve predominio de Proteobacteria (54,57%)
(especialmente Gammaproteobacteria e Betaproteobacteria); no reator anaerobio 0s grupos
mais abundantes foram Synergistetes (12,25%), Bacteroidetes (14,65%), Chloroflexi (7,84%) e
Firmicutes (15,17%). Chen et al. (2017) detectaram filos similares em reator para co-reducédo
de nitrato e sulfato, com predominio de Proteobacteria, Spirochaetae, Firmicutes,
Synergistetes e Chloroflexi, perfazendo 83,5 a 92,8% do total de amostras, porém em
anaerobiose. Os grupos detectados se assemelham aos do presente estudo, exceto pela
abundancia relativa, diferenca esta que pode estar relacionada a fatores como inoculagao e tipo
de efluente (sintético ou real).

A predominancia de Proteobacteria em processo de co-reducéo de sulfato e nitrato em diversos
estudos foi segundo Xu et al. (2017) indicativo que o grupo desempenha papel importante no
consorcio microbiano, independente da configuracdo do reator, indculo e outros parametros
operacionais. No presente estudo, este filo foi encontrado em maior abundéncia em todas as
amostras com excecdo apenas do R-controle na Fase 2, porém este processo ndo ocorreu nos

biorreatores, uma vez que ndo houve nitrificacdo no pds-tratamento.

7.2.2 Micro-organismos envolvidos no ciclo do carbono

7.2.2.1 Micro-organismos envolvidos nas rotas do metano

Metanotréficas aerdbias ocorrem em ecossistemas terrestre, aquatico e marinho, tipicamente na
interface dxica/andxica, onde o oxigénio esta disponivel como aceptor de elétrons e 0 metano
como fonte de carbono e energia, o qual é liberado como produto final da degradacdo da matéria
organcia (KNIEF, 2015).

Dos dois filos que englobam bactérias metanotréficas aerdbias (Proteobacteria e

Verrucomicrobia), foram detectados apenas grupos do filo Proteobacteria.

Metanotroficas aerobias dos géneros Methylococcus (ordem Methylococcales) e Methylocystis
(ordem Rhizobiales) foram detectadas em pelo menos uma das amostras. Como a abundéncia
de Methylococcus ndo alcangou 1% em nenhuma amostra, mas € um grupo de importancia na
oxidacdo do metano, a presenca do mesmo foi considerada na apresentacdo e discussdo dos
resultados. As abundancias destes géneros nas amostras analisadas da biomassa aderida aos

anéis de polipropileno e no lodo acumulado na por¢éo conica dos reatores (R-controle e R-ar),
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nas Fases 1 (TDH 6h) e 2 (TDH 3h) estdo apresentadas na Tabela 7.5. Bactérias do género
Methylocaldum foram detectadas em abundancia inferior a 0,1% (0,07%), sendo observada

somente na amostra do lodo do R-controle no TDH 6h.

Diferencas nas abundancias dos géneros com a condicao avaliada (com e sem microaeracéo)
foram observadas; embora bactérias metanotréficas fossem detectadas em todas as condigoes.
A abundancia de bactérias do género Methylococcus foi superior na auséncia da microaeracao,
enquanto Methylocystis na presenca da microaeracao. Este resultado sugere que o ar introduzido
pode ter selecionado os micro-organismos envolvidos na oxidagdo do metano e provenientes
do reator UASB.

Tabela 7.5 — Abundancia relativa (%) dos géneros de metanotréficas observados nas
amostras dos reatores R-controle (R-c) e R-ar, nas Fases 1 (TDH de 6h) e 2 (TDH 3h) da

Etapa 1
Fase 1 Fase 2
(TDH 6h) (TDH 3h)
Anéis Lodo Anéis Lodo
Géneros R-c* R-ar R-c R-ar R-c R-ar R-c R-ar

Methylococcus 0,49 0,13 0,00 0,00 0,33 0,00 0,00 0,02
Methylocystis 0,71 2,06 0,64 0,14 009 0,20 0,14 0,03
Total (%) 1,2 2,19 0,717* 014 042 0,20 0,14 0,05

*R-c: R-controle; ** soma inclui a abundancia do género Methylocaldum detectado na amostra.

Maior abundancia relativa de bactérias do género Methylococcus foi observada nos anéis R-
controle em ambas as fases. Este resultado sugere que este grupo pode ter contribuido para a

remocao do metano neste reator, cuja eficiéncia que foi igual a 30%.

O género Methylococcus faz parte da classe Gammaproteobacteria, familia Methylococcaceae,
um grupo com ampla diversidade e distribuicdo no ambiente. Algumas cepas apresentam
crescimento 6timo a 45°C, por exemplo, Methylococcus capsulatus. Por expressarem a enzima
nitrogenase, bactérias Methylococcus possuem a habilidade de fixar nitrogénio (SEMRAU et
al., 2010).

A abundancia de Methylocystis na biomassa dos aneis foi superior no R-ar em relacdo ao R-
controle, em ambos os TDHs. Em contrapartida, nas amostras do lodo este mesmo grupo esteve
em menor abundancia no reator microaerado em relacdo ao controle. De todas as amostras

analisadas, a maior abundéancia de bactéria metanotréfica foi observada no R-ar e TDH 6h,
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condizendo com remocdo de metano significativamente superior de todo periodo analisado
(55%).

O género Methylocystis pertencente a classe Alphaproteobacteria, familia Methylocystaceae,
apresenta metanotroficas acidofilicas, que podem crescer tanto na presenca do metano quanto
do acetato, facultativas, acidofilas ou mesofilas e sdo encontrados em muitos ambientes
(SEMRAU et al., 2011). Este género foi detectado em reator DHS tratando efluente sintético
de reator anaerdbio com eficiente remogdo de metano em distintas taxas de ar aplicadas
(HATAMOTO et al., 2011).

A revisdo de literatura apresentada na presente tese mostrou que sistemas de tratamento
empregados para avaliacdo da remocdo de metano dissolvido sem inoculacdo de micro-
organismos sdo escassos. Portanto, de certo modo, os estudos que envolvem crescimento
natural de micro-organismos podem apresentar algumas dificuldades para promover o
crescimento de determinados grupos, e representam desafio na literatura da area. Como ja
citado, em nenhum momento desta etapa o sistema foi inoculado, ou seja, 0s micro-organismos
detectados nas amostras dos biorreatores foram provenientes do reator UASB, que também teve
crescimento natural em seu interior. Este crescimento natural dos micro-organismos no sistema
completo esteve associado, dentre outros fatores, a disponibilidade de substrato nos reatores.
Da mesma forma, os estudos de Garcia et al. (2015, 2017) que ao avaliarem 0 mesmo sistema
de tratamento, com condicdes operacionais distintas (auséncia de oxigénio e variados TDHSs),
observaram a presenca de bandas relacionadas ao género Methylomonas sp.
(Gammaproteobacteria) nos biorreatores usados para pés-tratamento de efluente de reator
UASB tratando esgoto doméstico da mesma regido de contribuicdo. A presenca deste grupo no
pos-tratamento foi associada a disponibilidade do metano que permaneceu dissolvido no
efluente do reator UASB.

O presente estudo e os de Garcia et al. (2015, 2017) foram conduzidos com efluente real e a
diferenga nos grupos de metanotroficas detectados esta provavelmente relacionado as
diferencas no TDH e meio suporte (aqueles autores trabalharam com TDH igual a 24h e o reator

ndo apresentava meio suporte).

A presenga de bactérias metanotroficas aerobias em ambiente anaerdbio ou anoxico ja foi
relatada na literatura (SINISCALCHI et al., 2017; FERRER et al., 2011; SCHUBERT et al.,

2006). No presente trabalho, embora o R-controle seja considerado um reator controle em
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relacdo a microaeragdo e que, portanto, esperaria auséncia de oxigénio, a abertura do mesmo
para introducdo de sondas multiparamétricas pode ter contribuido para a entrada de ar no
momento das coletas e, logo, permitindo o crescimento de bactérias aerébias e/ou facultativas.

Além dos géneros supracitados de bactérias metanotroficas aerdbias, foram detectados outros
grupos envolvidos no ciclo do carbono, que podem estar envolvidos na producdo ou oxidagédo
do metano. Destaca-se a presenca de arquéias metanogénicas que podem realizar metanogénse
reversa e sao classificadas dentro do grupo ANME (arqueias metanotréficas anaerdbias),
pertencentes ao filo Euryarchaeota (JAGERSMA et al., 2009). Estes micro-organismos foram
encontrados em ambos 0s reatores com maior abundancia nas amostras do lodo (Tabela 7.6)

onde nédo ocorreu introducdo de ar.

Os géneros Methanobacterium, Methanobrevibacter e Methanospirillum detectados neste
estudo, juntamente com Methanospirillum e Methanocorpusculum, sdo os mais comumente
detectados em reatores anaerobios (LECLERC et al., 2004). Além destes, o género
Methanosaeta, formado por metanogénicas acetoclasticas, foi detectado em todas as amostras
com maior abundancia nas amostras do lodo do R-ar (TDH 6h) e R-controle (TDH 3h).
Arquéias do género Methanosaeta podem ter contribuido para producdo do metano no pos-
tratamento a partir da degradacao do acetato (ndo avaliado) produzido na degradacdo da matéria

organica disponivel no sistema.

Cabe salientar que a abundancia dos géneros no lodo reduziu com a diminui¢do do TDH de 6h
para 3h. Similarmente, Garcia (2010) observou uma diminui¢cdo na abundancia dos géneros
Methanobacterium e Methanobrevibacter em reatores anaerdbios expostos a luz solar tratando
efluente de reator UASB ao reduzir o TDH.

As bactérias ANME podem realizar oxidacao do metano acoplada a reducéo do sulfato e sempre
ocorrem em associacdo com BRS. Embora 0os mecanismos dessa associacdo nao estejam
completamente compreendidos, a evidéncia da metanogénese reversa € um indicativo da
transferéncia de elétrons para reducdo sulfato (MEULEPAS et al., 2010). As BRS foram
detectadas em abundéncia muita baixa em todas as amostras coletadas dos biorreatores
(conforme detalhado no item 7.2.3). Dessa forma, dificilmente o processo de oxidagdo
anaerobia do metano com reducdo do sulfato ocorreu no pos-tratamento. Do contrério, a
presenca destes grupos pode ter prejudicado a eficiéncia do sistema no que se refere a remocéo
do metano do efluente anaerobio.
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Tabela 7.6 — Abundancia relativa (%) dos géneros de arquéias metanogénicas nas amostras
dos reatores R-controle (R-c) e R-ar, nas Fases 1 (TDH de 6h) e 2 (TDH 3h) da Etapa 1

Fase 1 Fase 2
(TDH 6h) (TDH 3h)
Anéis Lodo Anéis Lodo

R-c* R-ar R-c R-ar R-c R-ar R-c R-ar

Methanobacterium 0,3 057 20,66 40,18 041 35 1258 0,18
Methanobrevibacter 0,02 0,02 0,37 0,82 002 011 0,35 0,01
Methanospirillum 0,04 0,0 0,04 0,13 0,04 053 1,96 0,01
Methanosaeta 0,25 0,55 2,84 513 024 185 4,86 0,13
Total (%) 0,61 1,14 2391 46,26 0,71 599 1975 0,33

Géneros

“R-c: R-controle

Além das bactérias metanotrdficas supracitadas, foi detectado o género Methyloversatilis nas
amostras do lodo do R-ar na Fase 2 (TDH 3h) com abundéancia igual a 0,10%. Este género
compreende bactérias metilotréficas facultativas que crescem em uma variedade de substratos
organicos (DING et al., 2018).

7.2.2.2 Micro-organismos envolvidos na degradacédo da matéria orgénica

Dois filos que incluem grande parte dos micro-organismos envolvidos na degradacao da matéria
organica (Firmicutes e Euryarchaeota) foram mais abundantes nas amostras do lodo do R-
controle e R-ar na Fase 1. Além destes, o filo Proteobacteria que inclui géneros fototréficos e
heterotroficos foram abundantes nas amostras dos anéis, principalmente na Fase 1, conforme

apresentado na Tabela 7.4.

Ao analisar as abundancias dos géneros de bactérias fermentativas e bactérias sintroficas
acetogénicas, observa-se que foram superiores nas amostras dos anéis (Tabela 7.7). Isto indica
que os processos de hidrdlise a acetogénese podem ter ocorrido primordialmente nos anéis dos
biorreatores, enquanto as condi¢fes no lodo (auséncia de oxigénio) foram possivelmente mais
propicias para ocorréncia da metanogénese, uma vez que as arquéias estiveram em maior

abundéancia nesta regiéo.

A porcéo conica dos biorreatores, onde ocorreu acumulo de lodo, néo tinha contato direto com
0 oxigénio atmosférico, tampouco com a aeracdo. Dessa forma, a maior abundancia de micro-
organismos metanogénicos no lodo, quando comparado com os anéis, dos biorreatores da Fase

1 pode estar associada a auséncia de oxigénio na mesma.
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A reducdo do TDH para 3h (Fase 2) acarretou uma diminuicdo da abundancia de bactérias
fermentativas e acetogénicas, assim como as metanogénicas conforme ja mencionado. No
entanto, observa-se que as bactérias também foram mais abundantes nos anéis, enquanto as
arquéias no lodo, como foi observado na Fase 1. Mesmo havendo uma redu¢do na abundancia
dos micro-organismos envolvidos na digestdo anaerébia na Fase 2, ndo foi observado um

impacto na remogdo de DQO no po6s-tratamento.

Os demais géneros de bactérias fermentativas e acetogénicas detectadas em abundancia <0,5%
estdo apresentados na Tabela A.3 do Apéndice.
Tabela 7.7 — Abundancia relativa (%) dos géneros de bactérias fermentativas e

acetogénicas nas amostras dos reatores R-controle (R-c) e R-ar, nas Fases 1 (TDH de 6h) e
2 (TDH 3h) da Etapa 1 (com abundancia >0,5% em pelo menos uma amostra)

Fase 1 Fase 2
(TDH 6h) (TDH 3h)
GEneros Anéis Lodo Anéis Lodo
R-c R-ar R-c R-ar R-c R-ar R-c R-ar
Bacillus 0,15 1,32 0,01 0,13 0,00 0,00 0,02 0,00
Clostridium sensu stricto 1 0,23 0,53 4,45 6,87 0,14 1,68 6,33 0,16
Total (%) 0,38 1,85 4,46 7,00 0,14 1,68 6,35 0,16

7.2.3 Grupos de micro-organismos envolvidos no ciclo do enxofre

As analises do sequenciamento indicaram abundancia muito baixa (<0,05%) de bactérias
sulfurosas verdes do género Chlorobium no lodo de ambos os reatores e fases, e auséncia nas
amostras dos anéis. O género Chlorobaculum foi detectado em maior abundancia nos anéis do
R-ar (1,64%) e lodo do R-controle (1,01%), ambos da Fase 2 (Tabela 7.8). O potencial de 6xido-
reducdo (pOR) negativo em ambos os biorreatores e fases pode ter favorecido a permanéncia
deste grupo proveniente do reator UASB. De fato, sulfobactérias verdes do género Chlorobium
ja foram detectadas na escuma do reator UASB, tratando esgoto doméstico (GARCIA, 2014).
Adicionalmente, a baixa abundancia de bactérias sulfurosas verdes nos anéis de polipropileno
na Fase 1 pode estar relacionada ao oxigénio dissolvido, mesmo que presente em baixas

concentragdes, uma vez que estas bactérias sdo estritamente anaerobias (LIN et al., 2018).

Bactérias do género Chlorobium foram detectadas em biorreatores anaerdbios expostos a luz
solar, com meio suporte e TDHs 24 e 12h com remocéo de sulfeto superior a 90% e formagéo
de S°(GARCIA et al., 2017).
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Dentre as bactérias sulfurosas purpuras o unico género detectado foi Allochromatium com
maior abundancia no lodo do R-controle (0,59%) no TDH 3h, na biomassa aderida nos anéis
do R-ar (0,41%) e R-controle (0,36%) no TDH 6h (Tabela 7.8). A analise de S° do lodo (n&o
foi realizada) e seria complementar a do SNG ao indicar se estes micro-organismos realizaram

a fotossintese anoxigéncia com oxidacdo parcial do sulfeto.

Bactérias do género Allochromatium sdo ecologicamente versateis e habitam diferentes
ambientes com a presenca de sulfeto de hidrogénio como lagos, estuarios, pantanos e po¢os
com esgotos. Allochromatium vinosum sdo capazaes de mudar de oxidacdo anaerdbia para
aerobia do enxofre e crescerem quimiotroficamente no escuro com tiossulfato e limitacéo de
oxigénio (GHOSH & DAM, 2009).

Tabela 7.8 — Abundancia relativa (%) dos géneros de bactérias sulfurosas purpura e verde
nas amostras dos reatores R-controle (R-c) e R-ar, nas Fases 1 (TDH de 6h) e 2 (TDH 3h)

da Etapa 1
Fase 1 Fase 2
(TDH 6h) (TDH 3h)
Anéis Lodo Anéis Lodo

Géneros
R-c R-ar R-c R-ar R-c R-ar R-c R-ar

Allochromatium 0,36 0,41 0,01 0,02 0,03 0,00 0,00 0,59
Chlorobium 0,00 0,00 0,02 0,02 0,00 0,00 0,03 0,03
Chlorobaculum 0,07 0,09 0,13 0,02 0,00 1,64 1,01 0,01
Total (%) 0,43 0,50 0,16 0,06 0,03 1,64 1,04 0,63

Segundo Lin et al. (2018) as bactérias sulfurosas pUrpuras sdo mais versateis, pois crescem
fotoautotroficamente e fotoheterotroficamente, e onde a carga orgéanica € elevada estas bactérias
frequentemente dominam em relacdo as verdes. No entanto, as verdes sulfurosas, em
comparagdo com outros organismos fototréficos, podem desempenhar sua funcdo em condicdes
de intensidade de luz muito mais baixa (TANG et al., 2009), mas ndo na auséncia dela
(POKORNA & ZABRANSKA, 2015).

As familias Chlorobiaceae, que compreende as bactérias verdes sulfurosas Chlorobium e
Chlorobaculum e a familia Chromatiaceae, a qual pertence o género Allochromatium de
bactéria sulfurosa purpura fazem parte dos principais tipos de bactérias fotossintéticas. O
metabolismo fotossintético destas bactérias permite que usem luz como fonte de energia e

utilizem compostos orgénicos, sulfeto e amonia como doador de hidrogénio e fonte de carbono
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para fotossintese. Adicionalmente, o crescimento de bactérias fotossintéticas pode ocorrer em
baixas concentracOes de OD (<0,1), pOR entre -330 a -100mV e luz natural (LU et al., 2019).

Pokorna e Zabranksa (2015) apontaram que um dos principais problemas associados com a
utilizacdo de bactérias fototréficas oxidadoras de sulfeto consiste na taxa de crescimento lento
e, portanto, a fonte de luz deve ser suficientemente forte, aumentando os custos operacionais.
A iluminacdo, natural ou artificial, e design de fotobiorreatores sdo os principais fatores para
determinar o sucesso na aplicacdo de bactérias oxidadoras de enxofre fototroficas (AN & KIM,
2000); o crescimento dos micro-organismos e a taxa de oxidagéo do sulfeto sdo dependentes da
intensidade da luz (HURSE et al., 2008 apud LIN et al., 2018).

O presente estudo, assim como os reportados na revisao de literatura deste documento, aponta
que a luz natural pode propiciar o crescimento de bactérias fototroficas em sistemas de
tratamento de esgotos, mas a abundancia destes pode ser reduzida caso a incidéncia de luz e
demais condi¢fes internas do sistema ndo seja favoravel para o crescimento. Estes fatores
associados a auséncia de inoculacdo, ou seja, a biomassa ser a mesma que cresceu no reator
UASB, foram fundamentais na determinacdo do perfil da comunidade microbiana no pos-

tratamento.

A maior abundancia de bactérias do ciclo do enxofre nas amostras dos biorreatores foi de
bactérias ndo sulfurosas — parpuras e verdes (Figura 7.15). Com base nesta figura observa-se
que na Fase 1 a distribuicdo dos grupos foi semelhante entre R-controle e R-ar e maior
diversidade foi observada nos anéis em relacdo ao lodo. A reducdo do TDH na Fase 2 acarretou

em diferenga na abundancia de micro-organismos entre os biorreatores nos anéis e lodo.
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Figura 7.15 — Géneros de bactérias ndo sulfurosas purpuras e verdes detectados nas

Nota: An (anéis de polipropileno); Lo (lodo); R-c (reator controle); R-ar (reator microaerado).

Dentre as bactérias ndo sulfurosas verdes destaca-se a presenca do género Chloroflexus (familia
Chloroflexaceae) que apresentou elevada abundancia nos anéis do R-controle (61,91%) e lodo
do R-ar (25,18%) na Fase 2 (Tabela 7.9). Bactérias ndo sulfurosas verdes sdo organismos
oxidadores de sulfeto, filamentosos e fototréficos (DAHL, 2017). Portanto, parte do sulfeto
removido nessa fase pode ter sido resultante do metabolismo deste grupo. Chloroflexus foram
detectadas em biorreator durante tratamento de esgotos sob condi¢cGes microaerdbias com co-
reducdo de sulfato e nitrato (XU et al., 2017). A familia Chloroflexaceae esta entre os principais
grupos de bactérias fotossintéticas cuja demanda por luz e oxigénio permite que sejam

encontrados nos seguintes ambientes: luz/anaerébio, luz/microaerdbio,

amostras estudadas

escuro/aerdbio e escuro/anaerdbio (LU et al., 2019).
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Tabela 7.9 — Abundancia relativa (%) dos géneros de bactérias ndo sulfurosas puarpuras e
verdes nas amostras dos reatores R-controle (R-c) e R-ar, nas Fases 1 (TDH de 6h) e 2
(TDH 3h) da Etapa 1

Fase 1 Fase 2
(TDH 6h) (TDH 3h)
Géneros Anéis Lodo Anéis Lodo
R-c R-ar R-c R-ar R-c R-ar R-c R-ar

Chloroflexus 0,20 0,18 0,19 0,16 61,91 0,01 0,04 2518
Blastochloris 26,68 27,79 24,56 6,31 0,20 26,84 14,13 0,55
Rhodobacter 0,11 0,45 0,16 0,60 0,02 0,03 0,09 0,09
Rhodoblastus 1,14 2,91 0,36 0,70 0,00 1,13 0,52 0,01
Rhodocista 0,39 0,04 0,00 0,00 4,63 0,01 0,01 18,20
Rhodoplanes 9,17 6,75 5,50 1,53 2,79 8,38 0,97 391
Rhodopseudomonas 27,23 24,72 4,77 1,72 0,40 3,88 1,91 0,31
Total (%) 6491 62,84 3554 1103 69,96 40,27 17,67 48,25

Dentre as bactérias ndo sulfurosas purpuras os géneros Rhodoplanes, Rhodopseudomonas e
Blastochloris foram detectados em maior abundancia em todas as amostras (Figura 7.15 e
Tabela 7.9). Bactérias ndo sulfurosas pdrpuras podem oxidar enxofre e sdo tipicamente capazes
de crescer por metabolismo fotoautotrofico, fotoheterotrofico e quimiotrofico, com preferéncia
pelo modo fotoheterotréfico (IMHOFF et al., 2005; CHITAPORNPAN et al., 2013;DAHL,
2017). Muitos membros que realizam metabolismo fotoautotréfico fazem a oxidagéo parcial do
sulfeto a enxofre elementar (GHOSH & DAM, 2009). No entanto, o sulfato é o produto final
principal de muitos Rhodovulum spp., Rhodopseudomonas palustris ou Blastochloris
sulfoviridis (GHOSH & DAM, 2009). As caracteristicas deste grupo ndo somente permitem
que ocupem uma ampla variedade de hébitats, mas também uma vantagem na competicdo com
as verdes sulfurosas em ambientes com limitacdo de luz (MADIGAN et al., 2010). Séo
comumente encontradas em sistemas de tratamento de aguas residuarias, embora ndo

necessariamente por estarem envolvidas na oxidacgdo do sulfeto (LIN et al., 2018).

De todos os géneros de bactérias ndo sulfurosas parpuras apenas Rhodobacter (ordem
Rhodobacterales) foi encontrado em abundancia inferior a 1% em todas as amostras. Bactérias
deste género foram detectadas em biorreator anaerobio preenchido com espuma de poliuretano
(TDH 12h) removendo sulfeto de efluente de reator UASB (GARCIA et al., 2017). O género

Rhodoblastus (ordem Rhizobiales) sé ndo foi detectado nos anéis do R-controle (TDH 3h) e em

Programa de Pés-graduacao em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG



119

abundancia inferior a 0,05% em amostras do lodo no R-controle (TDH 6h) e R-ar (TDH 3h)
(Tabela 7.9). A avaliagéo da remocdo de poluentes (DQO) por Rhodobacter sphaeroides em
biorreator de membrana indicou que a melhor condi¢do é na presenca de luz natural e
microaerobio (0,5 a 1,0 mg.L?), quando comparado com luz artificial/anaerébio e
escuro/aerdbio (LU et al., 2013). A maior abundancia deste género no R-ar da Fase 1 pode estar
relacionada a presenca do oxigénio introduzido, e ter relagdo tanto com a remocdo de sulfeto

quanto de matéria organica.

O género Rhodocista foi encontrado nas amostras dos anéis do R-controle e no lodo do R-ar
com abundancia relativa iguais a 4,63% e 18,20%, respectivamente, na Fase 2. Nas demais
amostras este género esteve presente com abundancia inferior a 0,5%. O género Rhodoplanes
foi detectado em abundancia superior a 1% em todas as amostras, com maiores valores nos
anéis do R-controle (9,17%) e anéis do R-ar (8,38%) nas Fases 1 e 2, respectivamente.
Representantes do género Rhodopseudomonas estiveram presentes em maior abundancia na
Fase 1, especialmente nas amostras dos anéis de ambos os reatores (Tabela 7.9). Representantes
deste género ja foram reportadas por promoverem elevada remoc¢do de DQO e N-NHz em

fotobiorreator em batelada com concentrages de OD >2 mg.L™ (MENG et al., 2017).

Elevada abundancia relativa (>1%) de Blastochloris foi observada em todas as amostras com

excecdo das amostras dos anéis do R-controle e lodo do R-ar no TDH 3h.

Das bactérias quimiotréficas oxidadoras de enxofre (bactérias incolores) os géneros
Acidithiobacillus, Thiobacillus e Thiothrix foram detectadas em baixissima abundancia nos
biorreatores (<0,5%). A maior abundancia observada foi de Thiobacillus nas amostras dos anéis
do R-ar da Fase 2 e igual a 0,24%. Algumas espécies de Thiobacillus, Thiomicrospira e
Thiosphaera exibem diferentes caracteristicas metabdlicas crescendo anoxicamente usando
NOs ou NO2 como aceptor final de elétrons (desnitrificacdo autotréfica) (HATAMOTO et al.,
2011); Thiobacillus j& foram detectadas também em reator EGSB para reducédo de sulfato e
nitrato (XU et al., 2017). Embora conhecidas pelo metabolismo versétil, as condi¢Ges do
sistema UASB/biorreatores ndo favoreceu o crescimento deste grupo, seja pela disponibilidade
de oxigénio ou pela disputa com as demais bactérias envolvidas na oxidacao do sulfeto. Estudo
anterior desenvolvido pelo nosso grupo apontou a presenca de bactéria incolor (Thiobacillus

sp.) na escuma do reator UASB, 0 mesmo usado como afluente aos biorreatores da presente
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pesquisa. A presenca deste grupo foi associada ao potencial de remocéo de sulfeto neste sistema

e pela presenca do oxigénio na superficie de decantacdo (GARCIA, 2014).

Outros grupos de bactérias foram detectados nas amostras e puderam estar envolvidos nas rotas
do enxofre no sistema. Acinetobacter capazes de oxidar sulfeto (RAMOS et al., 2013) foram
observadas em maior abundancia no lodo do R-ar (0,60%) e lodo do R-controle (0,14%), na
Fase 1. Foi detectado Pseudomonas em abundancia muito baixa e igual a 0,02% nos anéis do
R-ar (TDH 6h) e lodo do R-ar (TDH 3h). Estas bactérias pertencem a Gammaproteobacteria e
sdo capazes de oxidar sulfeto quimiolitotroficamente com nitrato como aceptor de elétrons e ja
foram observadas em reator para co-reducéo de nitrato e sulfato com formagéo de S° (CHEN et
al., 2017; XU et al., 2017). Yang et al. (2018) apontaram que este género esteve correlacionado
a remogao de N-NH4" e N-NOs™ na presenca de luz, contudo em condicGes aerdbias (OD igual
a 2 mg.L ™). Paracoccus foi observado com abundéncia superior a 0,5%, sendo os maiores
valores para amostras do lodo do R-ar (0,60%) na Fase 1 e lodo do R-controle (0,53%) na Fase
2. Este género foi responsavel pela oxidacdo do S* a S° em reator destinado a simultinea

dessulfurizacéo e desnitrificacdo (CHEN et al., 2014).

A elevada abundancia de bactérias ndo sulfurosas em relacdo as sulfurosas e incolores indica
que o sulfeto foi removido principalmente por estes micro-organismos e pode ter ocorrido
devido versatilidade metabolica das primeiras. O somatério da abundancia relativa das bactérias
ndo sulfurosas purpuras e verdes nas amostras e fases analisadas aponta maior valor nos anéis
do R-controle (69,96%) da Fase 2, seguido pelos anéis do R-controle (64,91%) e R-ar (62,84%)
da Fase 1. A maior remocdo de sulfeto no R-ar (79%) na Fase 1 ndo condiz com maior presenca
de bactérias oxidadoras de sulfeto (sulfurosas e ndo sulfurosas), que estiveram em maior
abundancia no R-controle da Fase 2 cuja remocéo de sulfeto foi menor em relagdo aos demais

reatores e igual a 22%.

Com relacdo a presenca de géneros de bactérias redutoras de sulfato (BRS), foram detectadas
em baixa abundancia relativa nos biorreatores (Tabela 7.10). Este resultado justifica a auséncia
de reducio do sulfato afluente nos biorreatores cujas concentragdes medianas foram 15 mgSO4>
L1, 22 mgS04%.Lt e 26 mgSO4*.L "t na Fase 1 e 14mgS0O4>.L 1, 12 mgSO+*.L e 12 mgSO4*
.L*na Fase 2 para efluente de UASB, R-controle e R-ar, respectivamente. Além disso, a baixa
abundancia de BRS pode indicar que ndo houve oxida¢do do metano acoplada a reducéo do

sulfato.
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Tabela 7.10 - Abundéncia relativa (%) dos géneros de bactérias redutoras de sulfato nas
amostras dos reatores R-controle (R-c) e R-ar, nas Fases 1 (TDH de 6h) e 2 (TDH 3h) da
Etapa 1

Fase 1 Fase 2
(TDH 6h) (TDH 3h)

Anéis Lodo Anéis Lodo
R-c R-ar R-c R-ar R-c R-ar R-c R-ar
Desulfobulbus 0,00 0,00 0,03 0,06 0,00 0,00 0,00 0,00
Desulfomonile 0,02 0,12 0,12 0,24 0,00 0,19 0,12 0,00
Desulfovibrio 0,19 0,13 0,00 0,01 0,10 0,49 0,61 0,17
Sphingomonas 0,00 0,02 0,00 0,00 0,35 0,00 0,00 0,10
Syntrophorhabdus 0,01 0,03 0,17 0,22 0,01 0,37 0,86 0,02
Total (%) 0,22 0,30 0,32 0,53 0,46 1,05 1,59 0,29

Géneros

Além dos micro-organismos responsaveis pela oxidagdo do sulfeto e reducédo do sulfato, outros
grupos do ciclo do enxofre foram observados em baixas abundancias relativas. Desulfurella foi
observado com baixissima abundéancia (0,01%) no lodo do R-ar e Geobacter com 0,03% nos
anéis do R-ar, ambos na Fase 2. Estes géneros podem reduzir enxofre elementar a sulfeto (XU
etal., 2017).

A maior formacéo de sulfato em relacdo ao enxofre elementar neste estudo pode ser associada
a disponiblidade de sulfeto juntamente com a incidéncia de luz. De acordo com a estequiometria
de oxidacéo do sulfeto e pela curva de van Niel, com limitacio de luz e excesso de sulfeto o S°
¢ formado, do contrario, com maior disponibilidade de luz e menor de sulfeto o sulfato é
formado. Estas condic@es luz/sulfeto juntamente com as condi¢bes do reator UASB, de onde
0S micro-organismos foram provenientes, e dos biorreatores (com ou sem introducdo de ar),
foram responsaveis por priorizar a rota de oxidag&o total de sulfeto a sulfato. De fato, os estudos
cuja formacio de S° é muito elevada ha o emprego de efluente sintético com altas cargas de
sulfeto, o que difere consideravelmente das cargas comumente medidas no esgoto doméstico,
a exemplo do presente estudo. A baixa abundancia de grupos fototroficos indica a baixa
disponibilidade da luz nos biorreatores. Cork (1985) apontaram a luz como fator limitante em

reatores cilindricos, onde a incidéncia na superficie externa é superior.

7.2.4 Grupos de micro-organismos envolvidos no ciclo do nitrogénio

N&o foram detectados géneros de bactérias nitrificantes como os envolvidos na oxidacdo da

amonia, a exemplo de Nitrosomonas, Nitrosococcus e Nitrospira, bem como oxidadoras de
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nitrito como Nitrobacter. Este resultado esta de acordo com auséncia de remocéo de nitrogénio
amoniacal no pos-tratamento. Da mesma forma, ndo foram detectados grupos envolvidos na
desnitrificagdo autotrofica como Thiobacillus denitrificans, Thiomicrospira denitrificans e
Pseudomonas stutzeri. Alguns grupos envolvidos na desnitrificacdo heterotréfica foram
detectados nas amostras analisadas, com abundancia superior a 1% apenas na amostra do lodo
do R-ar na Fase 2 (Tabela 7.11). N&o foram observadas sequéncias relacionadas a ordem

Brocadiales.

7.2.5 Resumo dos principais processos ocorrendo nos reatores em funcdo da amostra
(biofilme dos anéis e lodo) e do TDH

A distribuicdo dos grupos de micro-organismos, envolvidos nos ciclos do carbono, enxofre e
nitrogénio, com base nas condi¢fes operacionais e fases esta apresentada na Tabela 7.11.

Com base nesta tabela foram feitas consideracGes em relacdo a presenca e abundancia dos
grupos microbianos e a ocorréncia dos processos, de acordo com as analises fisico-quimicas,

por ciclo dos elementos.
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Tabela 7.11 - Distribuicao fisiologica e abundancia de micro-organismos em nivel de
género,detectados nas amostras dos anéis e lodo dos biorreatores em ambas as fases da

Etapa 1
Fase 1 Fase 2
Grupos (TDH 6h) (TDH 3h)
— 5 —
microbianos Anéis Lodo Anéis Lodo
R-c R-ar R-c R-ar R-c R-ar R-c R-ar
Bacterias 0,54 069 062 128 007 2,03 1,62 0,08

sulfurosas®

Bactérias
fototréficas ndo 64,91 62,84 35,54 11,03 69,96 40,27 17,67 48,25
sulfurosas*

Bactérias

redutoras de 0,22 0,31 0,52 0,85 0,46 2,25 2,66 0,29
sulfato®

Bacterlas, . 12 219 0,71 0,14 0,42 0,20 0,14 0,05
metanotréficas®

ArquelasA o 0,61 1,14 23,91 46,26 0,71 5,99 19,75 0,33
metanogénicas

Bgc'Fe_rlas nd nd nd nd nd nd nd nd
Nitrificantes

Desnitrificantes

heterotrdficas e 0,98 1.82 0,62 0,85 0,78 0,37 0,66 2,66

redutoras de
nitrato®

Nd: Ndo detectado; *Amostra da biomassa aderida nos anéis de polipropileno; 2Amostra do lodo
acumulado na porcéao inferior dos biorreatores; 3Sequéncias relacionadas a bactérias sulfurosas verdes
— Chlorobaculum (Chlorobiales) e Chlorobium (Chlorobiales), e puarpuras Allochromatium
(Chromatiales); bactérias oxidadoras de enxofre Paracoccus (Rhodobacterales), Acinetobacter
(Pseudomonadales) e Pseudomonas (Pseudomonadales); bactérias incolores Acidithiobacillus
(Acidithiobacillales), Thiobacillus (Betaproteobacteriales) e Thiothrix (Thiotrichales);*Sequéncias
relacionadas a bactérias nao sulfurosas - verdes do género Cloroflexus (Chloroflexales) e purpuras dos
géneros Blastochloris (Rhizobiales), Rhodobacter (Rhodobacterales), Rhodoblastus (Rhizobiales),
Rhodocista (Azospirillales), Rhodoplanes (Rhizobiales) e Rhodopseudomonas (Rhizobiales);
5Sequéncias relacionadas a bactérias redutroras de sulfato dos géneros Desulfomonile, Desulfobulbus,
Desulfovibrio (Desulfobacterales), Smithella (Syntrophobacterales), Sphingomonase
Syntrophorhabdus; Sequéncias relacionadas a bactérias metanotréficas dos géneros Methylococcus
(Methylococcales), Methylocystis (Rhizobiales) e Methylocaldum (Methylococcales); “Sequéncias
relacionadas a arquéias metanogénicas que poderiam fazer a metanogénese reversa e serem
consideradas metanotroficas (ANME) dos géneros Methanobacterium (Methanobacteriales),
Methanobrevibacter (Methanobacteriales), Methanospirillum (Methanomicrobiales) e Methanosaeta
(Methanosarcinales); 8Desnitrificantes heterotréficas e redutoras de nitrato* dos géneros Acidovorax,
Azoarcus, Dechloromonas e Ralstonia (Betaproteobacteriales), Azospirillum (Azospirillales), Bacillus
(Bacillales), Flavobacterium (Flavobacteriales), Hyphomicrobium* (Rhizobiales), Paracoccus
(Rhodobacterales), Pseudomonas (Pseudomonadales) eThermomonas (Xanthomonadales).
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e Consideracdes em relacé@o aos grupos envolvidos no ciclo do carbono

Em relacéo as bactérias metanotréficas maior abundéncia foi obtida no R-ar da Fase 1 e igual
a 2,19%. Neste reator a eficiéncia de remocdo de metano foi significativamente maior (55%)
que no R-controle (30%) desta fase, bem como em relacdo aos biorreatores da Fase 2. A maior
abundancia de metanotréficas nos aneis do R-ar indica que a oxidacdo do metano ocorreu
primordialmente na por¢éo cilindrica do reator, onde a biomassa esteve aderida aos anéis de
polipropileno. Além da influéncia da microaeracdo, a avaliacdo da distribuicdo dos grupos
microbianos aponta que a reducdo do TDH afetou negativamente a abundéncia dos mesmos,
uma vez que nos biorreatores da Fase 2 os valores foram bem inferiores. Isto pode estar
relacionado a menor taxa de transferéncia de oxigénio ocasionada pelo aumento da vazédo do

liquido.

Na Tabela 7.11 estdo representados em “Arquéias metanogénicas” géneros de arqueéias
metanogénicas, também conhecidas como metanotréficas anaerdbias (ANME), devido a
capacidade de realizarem metanogénese reversa. Todos os géneros detectados neste trabalho
sdo pertencentes as ordens reportadas na literatura como capazes de realizar a metanogénese
reversa (Tabela 7.6). A maior abundancia destes micro-organismos foi observada no lodo dos
biorreatores na Fase 1 (23,91% R-controle e 46,26% R-ar). A reducdo do TDH implicou em
menor abundancia destes grupos no lodo de ambos os biorreatores, mas aumento nos anéis do
R-ar (5,99%). Importante salientar que estas arquéias podem realizar a oxidacdo anaerobia do
metano acoplada a reducdo do sulfato. Entretanto, a abundéncia de BRS foi muito baixa nos
biorreatores indicando que provavelmente este processo ndo ocorreu no sistema, mesmo com a
presenca de géneros de BRS (como Desulfobulbus e Sphingomonas) reportados como capazes

de se associarem a ANME.

Ainda com relacdo as arquéias metanogénicas, e com base na abundancia deste grupo nas
amostras (Tabela 7.10), pressupde-se que se envolvidas nas rotas de formacdo de metano, a
atividade foi superior no lodo na Fase 1, uma vez que a presenca deste grupo foi muito baixa
nas amostras dos anéis. Em adic&o, ressalta-se que a maior remogéo de CH4obtida neste estudo,
representada por 55% no R-ar no TDH 6h, pode ter sido superior a este valor, isto porque no
R-ar a abundéancia de arquéias metanogénicas foi mais elevada (igual a 46,26% no lodo).
Mesmo nestas condi¢des as metanotréficas, presentes em abundancia bem inferior (2,19 nos

anéis e 0,14% no lodo do R-ar), foram capazes de oxidar o metano presente no efluente
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anaerdbio. A reducdo do TDH para 3h diminuiu a abundancia destas arqueias no lodo, em

especial no R-ar e um pequeno aumento foi observado nos aneis deste mesmo reator.

e Consideracdes em relacédo aos grupos envolvidos no ciclo do enxofre

Com relacéo aos micro-organismos envolvidos na oxidagao do sulfeto, observa-se que bactérias
ndo sulfurosas foram encontradas com abundancia superior a 1% em todas as amostras. Maiores
abundancias foram observadas nas amostras dos anéis de ambos os reatores no TDH 6h
(64,91% no R-controle e 62,84% no R-ar), e dos anéis do R-controle (69,96%) no TDH 3h. No
que se refere as bactérias sulfurosas parpuras e verdes, que em relacdo as ndo sulfurosas
estiveram em abundancia muito menor, valor superior a 1% foi observado apenas no lodo R-ar
(1,28%) na Fase 1, anéis do R-ar (2,03%) e lodo do R-controle (1,62%) da Fase 2.

Nas duas fases, a abundancia de bactérias oxidadoras de enxofre foi superior nos anéis em
relagdo ao lodo, com excegdo apenas do R-ar no TDH 3h. Ao avaliar o efeito da microaeragéo
na distribuicdo dos grupos, observa-se que o somatorio da abundancia de bactérias sulfurosas e
ndo sulfurosas foi superior no R-controle em relacdo ao R-ar na Fase 1. Como no R-controle a
diferenca se deu pela maior abundancia no lodo e, neste biorreator a remocao de sulfeto foi
inferior (64% R-controle e 79% R-ar), supbe-se que a oxidacdo do sulfeto nos biorreatores
ocorreu preferencialmente através da biomassa dos anéis. Vale ressaltar que a incidéncia de luz
solar era maior na porcdo cilindrica, onde os anéis de polipropileno foram colocados; esta
mesma porc¢ado do reator foi microaerada (R-ar) e entrava em contato com ar para introducéo de
sonda. Estes fatores podem ter contribuido para varia¢do na distribuigdo dos grupos entre anéis
e lodo, e maior abundancia de grupos com maior versatilidade metabdlica como as néo

sulfurosas.

A partir da distribuicdo dos géneros de bactérias do ciclo do enxofre observa-se que a reducéo
do TDH e, logo, aumento da carga aplicada de sulfeto, ndo alterou a abundancia de bactérias
oxidadoras de sulfeto nas amostras dos anéis do R-controle da Fase 2. No entanto, no R-ar com
a reducao do TDH houve uma diminui¢do na abundancia dos grupos nos anéis e aumento no
lodo, ocorrendo uma equiparidade na distribui¢do dos grupos entre estas amostras. O aumento
da carga de sulfeto na Fase 2 pode ter influenciado a taxa de oxidacdo pelas bactérias, ja que

baixas eficiéncias foram observadas nos dois biorreatores (22% no R-controle e 33% no R-ar).

Bactérias redutoras de sulfato foram detectadas apenas em abundancia superior a 1% na Fase

2, em especial na biomassa do R-ar (2,25%) e lodo do R-controle (2,66%). Nesta fase as
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concentragdes medianas de sulfato afluente (13,0 mgSO.%.L?) e efluente (12,0 mgSO4%.L*t
ambos os biorreatores) ndo variaram, indicando que mesmo presentes no sistema (nos anéis do
R-ar e lodo do R-controle) a atividade destas bactérias ndo culminou com reducéo do sulfato a
ponto da sua concentracdo efluente reduzir, uma vez que o sulfeto presente na fase liquida

estava sendo oxidado completamente a sulfato mascarando seu consumo.

e Consideracdes em relacdo aos grupos envolvidos no ciclo do nitrogénio

Conforme citado anteriormente, ndo foram detectados géneros de bactérias oxidadoras de
amonia e de nitrito, devido a auséncia de inoculagdo. No entanto, foram detectados micro-
organismos desnitrificantes heterotroficos como os géneros Pseudomonas, Bacillus e
Paracoccus, com abundancia superior a 1% nos anéis do R-ar (Fase 1) e lodo do R-ar (Fase 2)
(Tabela 7.11). Estes micro-organismos podem ter contribuido para consumo de matéria
organica e remocao de nitrato, que esteve abaixo do limite de detec¢do nas amostras.

7.2.6 Conclusdes dos resultados fisico-quimicos e SNG obtidos na Etapa 1 (microaeracao
continua e luz solar)
Os biorreatores foram responsaveis pela remoc¢éo de metano dissolvido apenas na Fase 1 (TDH
6h) com eficiéncia significativamente superior no R-ar (55%) em relagéo ao R-controle (30%).
Maior abundancia de bactérias metanotroficas, com presenca de Methylococcus e
Methylocystis, foi observada no R-ar desta fase condizendo com as eficiéncias de remocao.
Menor abundéncia (<0,5%) destes géneros foi observada em ambos 0s biorreatores na Fase 2,
em que ndo foi observada remocdo de CHa. A reducdo do TDH de 6h para 3h pode ter
prejudicado a taxa de transferéncia de oxigénio, prejudicando o metabolismo destes grupos,

além do aumento da carga afluente de 80,0 g.m=.d"* (Fase 1) para 160,0 g.m=.d* (Fase 2).

Foi observada uma reducéo significativa na concentracdo de sulfeto dissolvido no efluente dos
biorreatores em relacdo ao afluente. A remocéo do sulfeto foi superior na Fase 1 (TDH 6h) com
eficiéncias de remocdo iguais a 79% (R-ar) e 64% (R-controle). Em ambos os biorreatores
foram detectados grupos de bactérias sulfurosas e ndo sulfurosas, com maior abundancia nos
anéis em relacdo ao lodo. Entretanto, a maior relagcdo S%ormado/S*afuente N0 R-ar da Fase 1, indica
que neste biorreator a oxidacéao parcial do sulfeto foi favorecida. Além da oxidacdo parcial do
sulfeto, 0 aumento da concentragéo de sulfato indica que a oxidagao total ocorreu em ambos os

reatores; este processo foi resultante principalmente da oxidagdo quimica no sistema. A baixa
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abundancia de BRS e continua formagdo de SO.* justificam a presenca de sulfato no pos-

tratamento.

Menores eficiéncias de remocdes de sulfeto foram obtidas na Fase 2 e podem, assim como
observado para o gas metano, estar relacionado a menor taxa de transferéncia de oxigénio, além
do aumento da carga de sulfeto afluente de 52,0 g.m=3.d** (TDH 6h) para 152,0 g.m=.d* (TDH
3h). Ainda nesta fase foram observadas baixas relagdes S%ormado/S% afiuente € SO4? formado /S? afiuente
mesmo com a presenca de sulfobactérias verdes e bactérias ndo sulfurosas, e maior abundancia
de BRS. Como as eficiéncias de remocgédo da Fase 2 foram menores, pode-se concluir que a
contribuicdo da remogdo do sulfeto dissolvido por stripping ndo foi consideravel, o que poderia
ocorrer com aumento da vazdo do liquido. FracGes ndo medidas no efluente, a exemplo do
tiossulfato, poderiam contribuir para melhor compreensédo dos resultados desta fase. Em todas
as amostras e fases as concentragdes de sulfeto efluente foram superiores ao permitido pelas
legislacdes vigentes (1,0 mg.L™).

Como nédo foi realizada inoculagdo na Etapa 1 e 0s micro-organismos detectados nos
biorreatores foram provenientes do reator UASB, ndo foram detectados micro-organismos
nitrificantes no pos-tratamento, mesmo com a introducdo de pequenas quantidades de ar.
Consequentemente, as concentracdes de nitrogénio amoniacal efluentes aos biorreatores foram

tdo elevadas quanto as concentracdes afluente.

7.3 Efeito da aeracédo intermitente, auséncia de luz e inoculacdo no pés-
tratamento de efluente de reator UASB (Etapa 2)

Com base nos resultados obtidos na Etapa 1, e na auséncia de nitrificacdo nos biorreatores
usados para pos-tratamento de efluente de reator UASB, alteracdes nas estratégias operacionais
se tornaram necessarias buscando alcancar a remoc¢do simultanea dos elementos estudados

durante a Etapa 2.

Considerando que na primeira etapa os biorreatores ndo foram inoculados e que a biomassa era
proveniente de reator UASB, em gue ndo ha conversao de compostos nitrogenados, para a Etapa
2 optou-se por realizar inoculagdo com lodo com atividade nitrificante. Além disso, com base
nos estudos na area, a aeracdo intermitente (Al) foi adotada a fim de suprimir bactérias
oxidadoras de nitrito, buscando a ocorréncia da nitrificacdo parcial e anammox, mas também

contribuindo com a disponibilidade do oxigénio para demais grupos de interesse. Os
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biorreatores na Etapa 2 foram cobertos, evitando a penetracdo da luz solar, e dessa forma o

crescimento excessivo de algas, 0 que acarretaria prejuizo do sistema.

A Etapa 2 se refere, portanto, ao objetivo especifico 2 apresentado nesta tese. O reator controle
(R-controle) foi submetido a Al, auséncia de luz e ndo foi inoculado, enquanto o R-indculo

esteve nas mesmas condigfes com excecdo da presenca de inoculagao.

Apos & definicdo do primeiro ciclo de aeracdo (2min on e 14min off) e inicio da operacdo do
sistema, 0 monitoramento da eficiéncia do pos-tratamento foi realizado, principalmente, através
das analises de nitrogénio amoniacal no efluente dos biorreatores. A medida que era observado
que o NHs ndo estava sendo removido, os ciclos de aeracdo foram alterados (com periodos
aerados mais longos) a fim de obter o melhor desempenho do sistema. Mesmo nessas condigdes,
os demais parametros eram avaliados, com excec¢ao do metano, que ndo foi monitorado durante

as trés fases da Etapa 2 porque o0 equipamento estava inoperante.

Os resultados referentes aos parametros monitorados através de sonda multiparamétrica estdo

apresentados na Tabela 7.12.

Tabela 7.12 — Parametros monitorados no interior dos biorreatores (R-controle: sem
inoculagdo, R-in6culo: com inoculagéo) na Etapa 2

. oD pOR Temperatura
Fases Biorreator (mg.LY) (MV)* pH °C)
L R-controle 0,30 (0,3) 949 (356)  7,1(0,2) 19,9 (2,1)
b} s 1)
(27on/1#of™  plinseulo 0,18(0,3)  -102,0(42,9) 7.0(0.2) 204 (2.1)

) R-controle 022(0,1)  -1447(157,7) 7,1(0,3) 24,7 (2,9)

s » )
(Ton/14f)? o 4 sculo 019(0,1)  -1156(166,2) 7,2(04)  252(32)

3 R-controle 024(0,1)  -1349(168,4) 7,3(0,1) 27,6 (3,3)

’ s ®3)
@UonIFOM™  Rinseulo  020(00)  -139.8(667)  70(01)  295(35)

Resultados obtidos a partir da mediana relativa de 19®, 10@e 5@ amostragens. Em parénteses:
Desvio padréo. *Eletrodo de hidrogénio

Cabe ressaltar que durante as coletas ndo era realizada medicdo dos pardmetros em periodo
aerado e anoxico. De modo esporadico estas medi¢Ges em cada periodo eram realizadas a fim
de verificar se havia muita diferenca nos valores. Como ndo foram notadas diferencas

consideraveis, na maioria das coletas media-se apenas uma unica vez e antes de iniciar a coleta
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da amostra liquida. Portanto, na Tabela 7.12 estdo apresentadas as medianas de todos os valores

obtidos em cada fase.

Com relacdo ao oxigénio dissolvido, os valores medidos nas trés fases operacionais da Etapa 2
foram baixos e pode estar relacionado tanto pela taxa de ar aplicada quanto pelo consumo
microbiano. Baixas concentracdes de OD (0,08 a 0,25 mg.L™) ja foram reportadas como
eficientes para remocéo de nitrogénio por nitrificacdo parcial/anammox com eficiéncia superior
a80% com média de OD igual a0,15 mg.L* (MA et al., 2015). Kneene et al. (2017) observaram
eficiente nitrificagdo com concentracdes limitadas de oxigénio (0,33 mg.L™?) e Fitzgerald et al.
(2015) com OD inferior a 0,30 mg.L™. Concentragbes de OD iguais a 0,37 mg.L™* (LIU &
WANG, 2013) e 0,50 mg.L* (BELLUCCI et al., 2011) proporcionaram completa nitrificag&o.
Concentrac6es superiores foram reportadas em sistemas com aeracdo intermitente com OD de
0,8 a 1,2 mg.L? e remocdo de aproximadamente 80% de nitrogénio amoniacal (MIAO et al.,
2018), 2,8 a 5,0 mgOD.L* (SANTOS et al., 2018), 3,0 mgOD.L™ e remogéo superior a 80%
(YANG et al., 2015).

Com base no exposto, nota-se que concentracdes variadas de oxigénio dissolvido, e até mesmo
inferiores as comumente adotadas em sistemas aerados, podem ser eficientes para remogéo
bioldgica de nitrogénio. Contudo, a presenca de outros contaminantes no afluente, que podem
requerer 0 oxigénio para remocao, pode ter prejudicado as nitrificantes na competicao por este
gés.

O potencial de 6xido-reducdo (pOR) indicou que mesmo nas fases em que os periodos aerados
foram superiores aos anoxicos os valores ndo foram positivos.Valores 6timos de pOR para
nitrificacdo estdo entre 100 e 300 mV e entre -50 a 50mV para desnitrificacdo (WANNER,
1991 apud MORAES et al., 2013). Os baixos valores de pOR podem estar relacionados a
maiores concentragdes de agentes redutores, como o sulfeto produzido no reator anaerdbio pelo
metabolismo BRS (GONCHARUK et al., 2010 apud SANTOS et al., 2018). De fato, o sulfeto

esteve presente em ambos 0s biorreatores nas fases analisadas conforme apresentado a seguir.

As concentragdes medianas de nitrogénio amoniacal, nitrito e nitrato afluente e efluente aos
biorreatores indicaram que ndo ocorreu nitrificacdo no pos-tratamento (Tabela 7.13). As cargas
de aménia aplicadas aos biorreatores foram 67,0, 76,0 e 148,0 g.m™>.d nas Fases 1, 2 e 3,
respectivamente. Segundo Santos et al. (2018) a capacidade de oxidagdo da amonia é

influenciada pela maior taxa de carga de nitrogénio. Estes autores observaram maior carga de
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nitrogénio removida quando a carga aplicada aumentou de 81,0 para 173,0 g.m=.d%, embora
em ambas as condic@es as eficiéncias de remocdo de N-NH4" tenham sido iguais a 54 e 59%,

respectivamente.

No presente trabalho, em todas as fases estudadas foi observado aumento na concentragao de
nitrogénio amoniacal efluente aos biorreatores, em comparagédo ao afluente. A ocorréncia de
amonificacéo esteve de acordo com a alcalinidade monitorada durante esta etapa. Os resultados
indicaram que houve uma producao de alcalinidade nos biorreatores, com medianas iguais a
230,0 mgCaCOs.Lt (R-controle) e 215,0 mgCaCOs.L! (R-in6culo), em relagdo ao afluente
(mediana igual a 202,0 mgCaCOs.L ™). Enquanto o consumo de alcalinidade indica a ocorréncia
da nitrificacdo, sua producdo pode estar relacionada a amonificacdo e desnitrificacdo
heterotrofica (OH et al., 2001; SANTOS et al., 2016).

As baixas concentragBes de nitrito (menor que 1 mg.L™?) em todas as amostras indica que a
presenca deste ndo foi responsavel pela inibicdo de micro-organismos oxidadores de aménia do
sistema. Santos et al. (2018) atribuiram a queda na nitrificagdo, decorrido um periodo de
operacéo de reator de leito estruturado com recirculagdo e aeragédo intermitente, pelo aumento
da concentracdo do nitrito, sugerindo que este ultimo foi responsavel pela inibicdo da
comunidade nitrificante.

Tabela 7.13 — Principais resultados obtidos em relacdo aos compostos nitrogenados nas
fases estudadas da Etapa 2

Fases
1 2 3
(2’on/14’off) (7’on/14’ off) (21°0n/14’ off)

UASB R-c R-i UASB R-c R-i UASB R-c R-i

Carga
aplicada 67,0 76,0 148,0
(g.m3.d?)
(ml\glJHI_s'l) 170 190 200 190 290 300 370 380 380
(n':g)f_l) 02 02 01 02 02 02 01 02 01
NOs'1 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
(mg.L7)

R-c (R-controle) e R-i (R-inéculo). Resultados obtidos a partir da mediana relativa de 16M,
13@ e 10® amostragens. Em parénteses: Desvio padrdo
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Os resultados obtidos no presente estudo indicam, portanto, que mesmo o aumento da carga de
nitrogénio amoniacal da Fase 1 para a Fase 3 ndo favoreceu o processo de nitrificacdo nos
biorreatores, destacando que as concentragdes superiores de NHz foram observadas no R-
indculo em relacédo ao efluente de reator UASB. De modo adicional, os periodos aerados foram
inferiores ao anoxicos, bem como da maioria dos trabalhos encontrados na literatura. Silva et
al. (2018) destacaram em sua pesquisa que ha uma clara dependéncia e importancia entre
periodos aerados e ndo aerados para disponibilidade de elétrons e manutencdo dos micro-

organismos.

Os ciclos de Al adotados nos biorreatores para pds-tratamento de efluente de reator UASB
tratando esgoto domeéstico e as baixas concentracdes de oxigénio dissolvido podem ter
ocasionado a ineficiéncia na remocéo de nitrogénio amoniacal, uma vez que a atividade das

bactérias oxidadoras de amonia pode ter ficado limitada nestas condicdes.

Como o sulfeto é um subproduto da digestao anaerdbia e que, portanto, esta presente no efluente
tratado, sua oxidacdo acoplada a reducdo de compostos nitrogenados tem sido amplamente
estudada. O uso do sulfeto como doador de elétrons para desnitrificacdo autotrofica no pos-
tratamento de efluente anaerdbio é vantajoso uma vez que nestes casos a concentracdo de
matéria organica € baixa. No entanto, na presente pesquisa a auséncia de nitrificacdo e a baixa
disponibilidade de nitrito e nitrato no efluente do reator UASB ndo favoreceram a ocorréncia
da nitrificacdo autotrofica acoplada a oxidagéo do sulfeto.

As concentragdes medianas de sulfeto foram em todo periodo de monitoramento da Etapa 2
iguais a 30,0, 6,3 e 11,3 mg.L* para efluente de reator UASB, R-controle e R-indculo, na devida
ordem (Figura 7.16). Estes valores representam eficiéncias de remocdo iguais a 42% (R-
controle) e 36% (R-indculo). Assim como na Etapa 1 deste trabalho, e pelos estudos
desenvolvidos pelo nosso grupo (AZEVEDO et al., 2018; GARCIA et al.,, 2017), os
biorreatores operados para pos-tratamento de efluente de reator UASB tratando esgoto
doméstico foram eficientes na remogédo de sulfeto dissolvido. Entretanto, as concentracfes
efluente a ambos os biorreatores foram maiores que a permitida pela Resolucdo CONAMA
430/2011 (BRASIL, 2011) que estabelece o limite de 1 mgS.L™.
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Figura 7.16 — Box-plot das concentracdes medianas de sulfeto no efluente do reator UASB,
R-controle (sem inoculacéo) e R-indculo (com inoculagéo) nas fases da Etapa 2
A ocorréncia de oxidacdo total do sulfeto nos biorreatores foi confirmada pelo aumento da
concentragdo de sulfato no R-controle (33,0 mgS0O4%.L?) e R-in6culo (39,0 mgSO42~.LY) em
relacdo ao afluente (9,0 mgSO4%".LY) em todo periodo amostral (Figura 7.17). De acordo com
o diagrama de Pourbaix, apresentado juntamente com os resultados da Etapa 1 (Figura 7.7) e
com os resultados de pH e pOR medidos na Etapa 2, pode-se inferir que a reagcdo quimica de
formacéo do SO4? prevaleceu. Ndo foram analisadas as concentragdes de S° nestas amostras,

mas estdo armazenadas para futura analise.
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Figura 7.17 — Box-plot das concentra¢cdes medianas de sulfato no efluente do reator UASB,
R-controle (sem inoculagéo) e R-indculo (com inoculagéo) nas fases da Etapa 2

Alguns estudos apontam ainda que a presenca do sulfeto possa levar a inibicdo da comunidade
nitrificante, com toxicidade superior para oxidadoras de nitrito em relacdo as oxidadoras de
amonia. Santos et al. (2018) observaram reducdo na remocdo de nitrogénio total (50%) e
nitrogénio amoniacal (54%) provavelmente por efeito inibitério do sulfeto gerado no reator
anaerdbio com concentracéo igual a 220 mgSTD.L™. Moraes et al. (2013) observaram efeitos
inibitorios na nitrificacio causada pelo sulfeto (11,6 mgSTD.L) em reator em batelada
sequencial com Al (116min on/116min off), levando a uma reducéo da eficiéncia de remogéo
de 97 para 77%. Os autores destacaram que 0s micro-organismos do inéculo, proveniente de
lodo ativado, ndo se adaptaram a presenca do sulfeto. A concentracdo de sulfeto medida pelos

autores foi similar a obtida na presente pesquisa.

Sears et al. (2004) observaram completa inibicdo da oxidacdo da ambnia com concentracao de
sulfeto igual 0,5 mgSTD.L? e condicBes aerdbias em reator em batelada com fluxo continuo,
indicando a sensibilidade das bactérias oxidadoras de aménia ao sulfeto. Em condi¢des ndo
aeradas, também foi observada uma diminuigdo na oxidacdo da aménia, de 72 para 64% quando
a concentragdo de sulfeto foi 5,0 mg.L™%. No presente estudo, a concentragdo mediana de sulfeto
afluente aos biorreatores foi muito superior (30,0 mgS.L™?) ao medido por aqueles autores,
indicando potencial efeito inibitorio na comunidade nitrificante. Segundo Sears et al. (2004), a
inibicdo do sulfeto soltvel na nitrificaco € reversivel, quando h&d uma redugéo na concentracdo

do composto tdxico, podendo ser recuperada ap6s um periodo.
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A toxicidade do sulfeto foi relacionada a um aumento no pH do meio (8,9), culminando com a
formagdo de amonia livre por Moraes et al. (2013). Como na presente pesquisa 0 pH
permaneceu proximo da neutralidade (de 7,0 a 7,3 em todas as fases), ndo pode ser associada
uma possivel toxicidade as bactérias oxidadoras de aménia por formacao de aménia livre. A
inibicdo causada pela insuficiéncia no OD é comumente reportada a valores menores que 0,5
mg.L™, levando a inibicdo principalmente de oxidadoras de nitrito (SCHMIDT et al., 2003;
ERGUDER et al., 2008 apud MORAES et al., 2013). Com isso, a auséncia de atividade

nitrificante pode estar relacionada principalmente a deplecdo de OD na presente pesquisa.

Moraes et al. (2013) ao investigarem a simultanea nitrificacdo/desnitrificacdo acoplada a
oxidacdo do sulfeto em reator em batelada sequencial com Al, tratando efluente de reator
UASB, observaram que a remoc¢do completa do sulfeto culminou em auséncia deste para
desnitrificacdo autotréfica. Isto foi resultado da aeracdo do reator que promoveu a oxidacao
quimica a sulfato e/ou forneceu o oxigénio como aceptor de elétrons preferencial para os micro-

organismos.

Como muitos estudos para avaliacao da nitrificacdo associada a oxidacdo do sulfeto envolvem
emprego de efluente sintético, as concentracGes de amdnia sdo comumente mais elevadas que
as encontradas em esgoto doméstico real. Elevadas concentracfes de nitrogénio amoniacal
podem contribuir para maior atividade de oxida¢do da amdnia e melhor adaptacdo a presenca
do sulfeto (MORAES et al., 2013).

Com base nos resultados de compostos nitrogenados e de enxofre, bem como os dados medidos
em sonda multiparamétrica, o desempenho dos biorreatores na Etapa 2 aponta para auséncia de
nitrificacdo e ocorréncia de oxidacdo completa do sulfeto a sulfato. Como o histdrico das
pesquisas do nosso grupo e as analises feitas no presente trabalho (referentes a Etapa 1)
confirmam que o sulfeto é removido neste sistema, os dados da Etapa 2 apontam que a Al e a
cobertura ndo prejudicaram este processo. Andlises complementares, de identificacdo da
comunidade microbiana, seriam de fundamental importancia para compreensdo dos grupos

envolvidos neste processo (e serdo realizadas futuramente).

A auséncia de nitrificagdo, sobretudo no reator inoculado, pode ter relagdo com alguns fatores
como as concentracfes de OD, presenca de sulfeto e adaptacdo do indculo. Embora dados da
literatura apontem para possibilidade de nitrificagdo em baixas concentra¢es de OD como as

observadas nesta pesquisa, mesmo quando o oxigénio esta disponivel na fase liquida, sua
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concentracdo no biofilme (superficie externa e interna) pode ser menor (SANTOS et al., 2018).
A possivel resisténcia da transferéncia de massa entre a fase liquida e o biofilme, associado a
concentracdo de OD introduzida, a presenca de meio suporte (causa resisténcia a distribuigéo
das bolhas), podem ter ocasionado uma limitacdo no suprimento de oxigénio para 0s micro-

organismos nitrificantes.

A ocorréncia de remocéo de sulfeto em detrimento a de aménia pode ser, conforme apontado
por Hatamoto et al. (2011), devido a limitacdo no suprimento de ar, ou seja, as bactérias
disputaram pelo oxigénio disponivel. Quando h& limitacdo no OD, a oxidacdo da aménia é a
primeira a cessar, seguida do metano e, posteriormente, do sulfeto. Uma das possiveis razdes
da sensibilidade para oxidacdo da amonia quando ha limitacdo de oxigénio pode ser a baixa
afinidade das bactérias oxidadoras de aménia e menor energia livre de Gibbs quando
comparado a oxidacdo do acetato, propionato, metano e sulfeto. Sendo assim o crescimento
microbiano se torna limitado e as BOA perdem na competicdo com o0s demais micro-
organismos. Além disso, conforme apresentado o sulfeto pode ocasionar toxicidade a

comunidade microbiana, em especial aguela ndo adaptada a presenca deste gas.

Com relacdo ao modo de alimentacdo dos reatores, os operados em batelada sequencial sdo
normalmente usados para este processo e a alimentacao intermitente em periodos andxicos e
descarte parcial do volume do reator podem melhorar a disponibilidade do sulfeto para
desnitrificacdo autotréfica. A alimentacdo em batelada sequencial, além de favorecer a
manutencdo de substratos dentro do reator, melhora a distribuicdo dos doadores de elétrons e
evita a inibicdo pelo substrato (MORAES et al., 2013).

Contudo, modo de alimentacdo continua ja foi adotado por Silva et al. (2018) em reator de leito
estruturado com Al e eficiente nitrificacdo, mas com recirculacdo do efluente. O modo de
alimentacdo dos biorreatores do presente estudo (continua) pode ter sido um fator adicional no
que se refere a ndo remocdo de compostos nitrogenados quando a aeracdo intermitente foi
aplicada. A avaliacdo da comunidade microbiana seria fundamental para esclarecer se a
eficiéncia do sistema esteve relacionada aos efeitos da aeracdo intermitente com alimentacgéo

continua e auséncia de luz.

Estudos com aeracdo intermitente e inoculagdo apontaram que a aeracdo continua até a
estabilizacdo da nitrificacdo, antes de iniciar a Al, foi fundamental para eficiéncia do processo
(MORAES et al., 2013; SANTOS et al., 2018; SILVA et al., 2018). No presente estudo, 0s
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biorreatores foram operados desde o inicio da Etapa 2 com aeragdo em modo intermitente. Um
melhor ajuste da taxa de ar e melhoria no pés-tratamento poderia ter sido obtido caso a operacéo
se iniciasse com aeracgdo continua e concentracdo de OD ideal até a nitrificacdo se estabelecer.
Ademais, 0 periodo de operacdo na etapa de aeracdo intermitente pode ndo ter permitido a
estabilidade dos micro-organismos no sistema uma vez que as fases (ciclos de aeracdo) eram
alteradas a medida em que néo era observada remocdo de amonia do efluente de reator UASB.
Isto em especial para as bactérias anammox, cujo volume de indculo foi bem inferior (50 mL)
em relacdo ao volume total de inéculo (10 L); somado a isso as concentracfes de amonia e

nitrito estiveram baixas durante todo periodo operacional.

As concentracbes de DQO ao longo da Etapa 2 iguais a 110,0, 106,0 e 88,5 mgDQO.L™*
indicaram a remocao de matéria organica no pos-tratamento. Estes valores estdo de acordo com
a Deliberacdo Normativa Conjunta COPAM/CERH n°01/2008, do estado de Minas Gerais, que
estabelece 180,0 mgDQOr+.L ™ para sistemas de efluente sanitario. O fornecimento de oxigénio
e as condi¢Oes inerentes ao sistema permitem inferir que a degradacdo da matéria organica pode
ter ocorrido por via biologica, a partir do metabolismo de diferentes grupos (aerobios,
desnitrificantes e/ou metanogénicos), e poderd ser comprovada a partir da analise da

diversidade microbiana.

8 CONCLUSOES GERAIS

e Em relacdo aos objetivos especificos 1 e 3:

Os resultados obtidos na Etapa 1 desta pesquisa apontaram que os biorreatores foram capazes
de remover sulfeto e metano do efluente anaerdbio. A eficiéncia de remocao de metano foi
significativamente maior no R-ar (55%) em relagdo ao R-controle (30%) da Fase 1 (TDH 6h)
condizendo com maior abundancia de bactérias metanotréficas (Methylococcus e

Methylocystis).

Maior eficiéncia de remoc¢édo de sulfeto foi observada no R-ar (79%) na Fase 1 (TDH 6h),
quando comparado ao R-controle (33%). Os resultados apontaram que a luz e a microaeragéo
favoreceram a oxidacdo biologicado sulfeto no TDH 6h. Na Fase 2 (TDH 3h), o aumento da
carga aplicada de sulfeto (152 g.m=.d?) e possivelmente menor taxa de transferéncia de
oxigénio resultaram em menor remocdo de sulfeto, sendo a eficiéncia no R-controle igual a
22% e R-ar igual 33%.
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O nitrogénio amoniacal ndo foi removido no pos-tratamento, em concordancia com 0s
resultados do SNG (n&o foram detectados grupos de bactérias nitrificantes em nenhuma das
amostras e fases). As concentragdes de oxigénio dissolvido ndo foram apropriadas para manter

0 metabolismo simultaneo dos grupos envolvidos na oxidacdo do metano, sulfeto e amonia.

Desta forma, ndo foi possivel confirmar a hipotese de que a microaeracéo continua e luz solar

promovem remogao simultanea de metano, sulfeto (e formacéo de S°) e nitrogénio amoniacal.
e Em relacdo ao objetivo especifico 2:

Os ciclos adotados para aeragéo intermitente e as baixas concentra¢fes de oxigénio dissolvido
e/ou resisténcia na taxa de transferéncia nao favoreceram a atividade dos micro-organismos
nitrificantes. As condicGes operacionais nao foram satisfatorias para os micro-organismos
presentes no indculo, composto por uma mistura de lodo ativado, lodo anaerébio e biomassa
com atividade anammox, indicando que estes ndo foram capazes de se adaptarem as condicGes
testadas. Com isso, a hipotese de que a aeracdo intermitente resultaria em melhores eficiéncias
de remoc&o de compostos nitrogenados e/ou sulfeto e metano no pos-tratamento do efluente de
reator UASB foi refutada.

Em suma, os biorreatores do presente estudo nas condicdes testadas foram eficientes para
remocao dos gases metano e sulfeto do efluente de reator UASB tratando esgoto domeéstico.
Contudo, para atender padrdes de lancamento do efluente tratado requer melhoras na oxidagao
do sulfeto e, embora ndo apresente limite de langamento para metano e para 0 nitrogénio
amoniacal apenas para efluente industrial, o aprimoramento das estratégias operacionais é

importante a fim de minimizar impactos ambientais.

9 RECOMENDACOES

A partir dos resultados obtidos na presente pesquisa recomenda-se:

- Utilizar reatores que apresentem menor diametro e maior altura para melhorar a técnica de
microaeracgdo e incidéncia de luz solar para tratamento de efluentes. Dessa forma, a coluna de
liquido mais alta permite uma taxa de transferéncia de oxigénio superior e a luz pode penetrar

por toda extenséo do reator.

- Avaliar taxas de ar superiores, na microeragdo continua, a fim de avaliar se nesta condicao a

eficiéncia geral do pds-tratamento aumenta.
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- Investigar a remocédo simultanea dos elementos estudados com inoculacdo de lodos ativados

e anammox, maiores taxas de ar e periodos aerados superiores aos anoxicos.

- Apos inoculagdo, e antes da partida do sistema, aplicar aeracéo continua até estabelecimento
da nitrificagéo.

- Inocular com maior volume de bactérias anammox, e em igual proporcdo a lodos ativados.
Avaliar a atividade nitrificante e desnitrificante do lodo e biofilme dos anéis para avaliar se tais

processos ocorrem no sistema empregado.
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APENDICE

Tabela A.1 - Abundancia relativa de todos os filos com abundancia relativa superior a 1,0%
encontrados nos reatores (controle, R-c e microaerado, R-ar), nas amostras da biomassa
aderida nos anéis de polipropileno e lodo, Fases 1 (TDH 6h) e 2 (TDH 3h) da Etapa 1

Fase 1 (TDH 6h) Fase 2 (TDH 3h)
Anéis Lodo Anéis Lodo
R-c R-ar R-c R-ar R-c R-ar R-c R-ar
Acidobacteria  0,24% 0,25% 0,06% 0,03% 0,29% 2,90% 1,44% 0,72%

Actinobacteria  0,15% 0,66% 3,67% 4,87% 0,17% 137% 3,18% 0,27%
Archaeplastida 0,38% 0,38% 3,64% 0,25% 0,07% 0,23% 0,43% 1,11%
Bacteroidetes 2,83% 1,62% 043% 0,21% 3,79% 6,96% 2,87% 17,04%
Caldiserica 0,08% 0,18% 0,43% 0,64% 0,10% 3,87% 5,70% 0,13%
Chloroflexi 2,714% 2,05% 1,53% 1,13% 62,67% 1,20% 1,39% 25,85%
Cyanobacteria 4,36% 1,89% 0,66% 0,14% 8,77% 0,09% 0,16% 12,78%
Euryarchaeota 0,62% 1,19% 24,04% 46,41% 0,74% 6,43% 20,75% 0,34%

Firmicutes 0,94% 3,000 11,57% 19,96% 0,52% 4,66% 16,80% 0,68%
Proteobacteria 86,06% 87,22% 52,03% 23,79% 21,01% 63,62% 39,49% 39,75%
Spirochaetes  0,19% 0,16% 0,02% 0,02% 0,18% 1,64% 2,14% 0,17%

Synergistetes  0,25% 0,23% 0,68% 0,83% 0,50% 0,85% 2,74% 0,17%
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Tabela A.2 - Abundancia relativa de todos os filos com abundancia relativa superior a 0,5%
encontrados nos reatores (controle, R-c e microaerado, R-ar), nas amostras da biomassa
aderida nos anéis de polipropileno e lodo, Fases 1 (TDH 6h) e 2 (TDH 3h) da Etapa 1

Fase 1 (TDH 6h) Fase 2 (TDH 3h)
Anéis Lodo Anéis Lodo
R-c R-ar R-c R-ar R-c R-ar R-c R-ar
Acidobacteria  0,24% 0,25% 0,06% 0,03% 0,29% 2,90% 1,44% 0,72%

Actinobacteria  0,15% 0,66% 3,67% 487% 0,17% 137% 3,18% 0,27%
Archaeplastida 0,38% 0,38% 3,64% 0,25% 0,07% 0,23% 0,43% 1,11%
Bacteroidetes 283% 162% 043% 0,21% 3,79% 6,96% 2,87% 17,04%
Caldiserica 0,08% 0,18% 0,43% 0,64% 0,10% 3,87% 5,70% 0,13%
Chloroflexi 2,714% 2,05% 153% 1,13% 62,67% 1,20% 1,39% 25,85%
Cyanobacteria  4,36% 1,89% 0,66% 0,14% 8,77% 0,09% 0,16% 12,78%
Euryarchaeota 0,62% 1,19% 24,04% 46,41% 0,74% 6,43% 20,75% 0,34%
Firmicutes 0,94% 3,000 11,57% 19,96% 0,52% 4,66% 16,80% 0,68%
Kiritimatiellaeota 0,01% 0,01% 0,27% 0,66% 0,000 0,08% 0,26% 0,00%
Latescibacteria  0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,90% 0,24% 0,01%
Opisthokonta 0,06% 0,22% 0,10% 0,10% 0,04% 0,61% 0,37% 0,01%
Planctomycetes 0,17% 0,39% 0,29% 0,45% 0,28% 0,87% 0,83% 0,08%
Proteobacteria 86,06% 87,22% 52,03% 23,79% 21,01% 63,62% 39,49% 39,75%
Spirochaetes 0,19% 0,16% 0,02% 0,02% 0,18% 1,64% 2,14% 0,17%
Synergistetes 0,25% 0,23% 0,68% 083% 050% 0,85% 2,74% 0,17%

N&o classificado 0,03% 0,14% 0,18% 0,14% 0,04% 2,42% 0,25% 0,01%
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Tabela A.3 — Abundéancia relativa (%) dos géneros de bactérias fermentativas e
acetogénicas nas amostras dos reatores R-controle (R-c) e R-ar, nos TDHs de 6h e 3h, com
abundancia <0,5%

Fase 1 Fase 2
(TDH 6h) (TDH 3h)

Anéis Lodo Anéis Lodo
R-c R-ar R-c R-ar R-c R-ar R-c R-ar
Eubacterium 0,00 0,22 0,68 0,95 5,13 0,00 0,40 0,00

Ruminococcus 1 0,00 0,00 0,04 0,06 0,00 0,01 0,06 0,00
Ruminococcus2 0,00 0,00 0,04 0,08 0,00 0,00 0,03 0,00

Streptococcus 0,00 0,00 0,02 0,06 0,01 0,01 0,01 0,00
Syntrophobacter 0,00 0,08 0,21 0,29 0,00 0,12 0,27 0,00

Géneros
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