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RESUMO

A drenagem de mina (DM) é um efluente rico em sulfato, metais e metaloides. Esta pesquisa utilizou
DM real em reatores em bateladas sequenciais com tempo de detencdo hidraulica de 168 h e
atmosfera micro-aerébia para avaliar a eficiéncia dos seguintes doadores de elétrons: trub, residuo
de cervejaria e glicerol bruto (GB), subproduto da producéo de biodiesel. A avaliacdo foi realizada
em conjunto com os doadores de elétrons etanol e glicerol puro (GP) como pardmetros positivos.
Nesta etapa, foi aplicado um procedimento de adaptacdo no qual o inéculo foi exposto a
concentragdes gradativamente maiores de substrato em cada batelada até atingir a relagdo
DQO/S04* de 3 ao final de 4 meses. Concluiu-se que ndo houve diferenca de eficiéncia na remogao
de sulfato entre os 4 tipos de substratos (89,1-92,3%), mas houve acidificacdo nos efluentes do
tratamento com GP, GB e trub (pH abaixo de 4,9), enquanto com etanol o pH foi de 6. A biomassa
obtida ao final deste procedimento com cada substrato foram comparados por sequenciamento de
alto rendimento entre si, com o inéculo em que foi adicionado apenas DM sem adi¢édo de fonte de
carbono e com o indculo inicial. Os resultados mostraram que no sistema em que foi aplicada apenas
DM houve aumento na abundancia relativa de bactérias redutoras de sulfato (BRS) e Archaeas,
enquanto houve diminuicdo na abundéncia de bactérias oxidantes de enxofre (BOE). Houve
diminuicdo na abundéncia de Archaeas com GP, GB e, principalmente, com trub. Com estes
substratos os grupos BRS e BOE também foram desfavorecidos. Com etanol houve favorecimento
das BRS, porém as BOE e Archaeas também foram favorecidas. Uma segunda etapa foi
desenvolvida utilizando-se in6culo armazenado na presenca de DM por 30 dias. Foi aplicado o
fornecimento fracionado da fonte de carbono (FFFC), no qual a quantidade de substrato referente a
relagdo DQO/SO4> de 3 foi dividida em porcdes iguais adicionadas a cada 24 h. O GB foi
fracionado em 6 porc¢oes e o efluente obtido ao final de 144 h de batelada apresentou pH neutro
(6,83), atingindo 94,15% de remocao de sulfato. A adicdo de trub em 6 porcdes foi insuficiente para
evitar a acidificacdo do sistema (pH 4,26), interrompendo a remocdao de sulfato em 39,65%. Quando
a mesma quantidade de trub foi aplicada em menores porcdes ao longo de 7 dias, foi obtido um
efluente final com pH de 7,01 e a remogé&o de sulfato foi de 88,49%. Foram testadas duas opgoes
de pos-tratamento para destinacdo da DQO residual encontrada no efluente da etapa sulfetogénica.
O potencial para geracdo de metano foi comprovado para os efluentes do tratamento com trub e
com GB. O acumulo de moléculas de valor agregado também foi averiguado, constatando-se
potencial de producdo, principalmente, dos acidos acético, propidnico, isobutirico e butirico no
sistema com trub, e de acido formico, acético, propidnico e butirico no sistema com GB. Ambos 0s
subprodutos avaliados se mostraram promissores para um co-tratamento com DM mediante 0 modo
operacional com FFFC proposto nesta pesquisa, com possibilidade de obtencdo de moléculas de
valor agregado produzidas pelo sistema anaerobio de degradacédo das fontes de carbono.

Palavras-chave: drenagem de mina, biorremediacéo, glicerol bruto, residuo de cervejaria, co-
tratamento, reducgéo de sulfato.
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ABSTRACT

Mine drainage (MD) is an effluent rich in sulfate, metals, and metalloids that can compromise
aquatic life in the receiving water bodies. This research used real DM in reactors in sequential
batches with hydraulic detention time of 168 h and micro-aerobic atmosphere to evaluate the
efficiency of the following electron donors: trub, brewery residue, and crude glycerol (GB), a by-
product of biodiesel production. The evaluation was performed with ethanol and pure glycerol (PG)
as positive electron donors parameters. In this step, an adaptation procedure was applied in which
the inoculum was exposed to gradually higher concentrations of the substrate in each batch until
reaching the COD/SO4? ratio of 3 at the end of 4 months. It was concluded that there was no
difference in the efficiency in the removal of sulfate between the 4 types of substrates (89.1-92.3%),
but there was acidification in the effluents of the treatment with PG, CG and trub (below 4.9) while
with ethanol the effluent pH was 6. The sludge obtained at the end of this procedure with each
substrate was compared by high-throughput sequencing with each other, with the sludge where only
MD was added without adding a carbon source and also with the inoculum initial. The results
showed that in the system where only MD was applied there was an increase in the relative
abundance of sulfate-reducing bacteria (SRB) and Archaeas, while there was a decrease in the
abundance of sulfur oxidizing bacteria (SOB). There was a decrease in the abundance of Archaeas
with PG, CG, and mainly with trub. With these substrates, the SRB and SOB groups were also
disadvantaged. With ethanol SRB were favored, but SOB and Archaeas were also favored. A
second stage was developed using an inoculum which was stored with MD for 30 days. The
fractional supply of carbon source (FSCS) was applied, where the amount of substrate referring to
the COD/SO4* ratio of 3 was divided into equal portions added every 24 h. The GB was divided
into 6 portions and the effluent obtained after 144 h of batching showed a neutral pH (6.83),
reaching 94.15% of sulfate removal. The addition of trub in 6 portions was insufficient to avoid
acidification of the system (effluent pH 4.26), interrupting the removal of sulfate in 39.65%. When
the same amount of trub was applied in smaller portions over 7 days, a final effluent with a pH of
7.01 was obtained and the removal of sulfate was 88.49%. Two post-treatment options for the the
destination of the residual COD in the effluent of the sulfidogenic phase were tested. The potential
for methane generation was proven for the effluents from treatment with trub and CG, being greater
for the former. The accumulation of added-value molecules was also investigated. The potential to
produce mainly acetic, propionic, isobutyric, and butyric acids was confirmed in the trub system,
and formic, acetic, propionic, and butyric acids in the CG system. Both evaluated by-products
showed promise for a co-treatment with MD through the operational mode with FSCS proposed in
this research, with the possibility of obtaining added value molecules produced by the anaerobic
system of degradation of carbon sources.

Keywords: mine drainage, bioremediation, crude glycerol, brewery residue, co-treatment, sulfate
reduction.
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1 INTRODUCAO

O enxofre esta dentre os elementos mais abundantes da Terra, distribuido especialmente como
sulfato de célcio (CaSOgs), conhecido como gesso, sulfetos metélicos, enxofre elementar na
crosta terrestre e como sulfato (SO4%) em ambiente marinho (LIN et al., 2018). Algumas
atividades antropicas provocam interferéncias no ciclo do enxofre com poluicdo de aguas por
lancamento de efluentes contendo altas concentracGes de sulfato, como a industria de papel e
celulose, oOleo sulfonado, perdxido organico, materiais fotograficos, mineracdo, téxteis e
explosivos (SILVA et al., 2011). A poluicdo por enxofre pode levar a impactos como chuva
acida, corrosdo de concreto e ago, maus odores, lixiviacdo de metais e metaloides. O subproduto
gue mais contribui com a poluicéo por enxofre em termos de volume, é a Drenagem de Mina
(DM), também conhecida como “rock drainage”. A DM resulta de processos quimicos e
bioldgicos naturais que sdo intensificados em ambientes onde ha fragmentacdo de rochas
sulfetadas ou onde sdo estocadas pilhas de rejeitos de mineracdo contendo sulfeto
(RODRIGUEZ, 2010).

Existe uma forma de classificacdo para diferentes tipos de DM de acordo com a concentracdo
de sulfato e o pH, na qual drenagem &cida de mina s&o 0s casos com valores entre 10 a 1.000.000
mg.L ! de sulfato e pH entre 1 e 6, drenagem neutra de mina entre 1 e 1000 mg.L ™ epHentre 6 e 9
e drenagem salina de mina com concentracio de sulfato variando de 1000 a 40.000 mg.L e pH
entre 6 e 9 (PRICE, 2009). No entanto, a composicdo da DM pode variar em relagdo a0 mesmo
local em diferentes periodos ou em relacdo a &reas proximas em ordem de grandeza significativas
(SILVAS et al., 2011).

Os tratamentos mais utilizados sdo os de natureza fisico-quimica, mediante aeracdo e adicdo de
reagentes alcalinos, os quais apresentam elevado custo, limitada eficiéncia e geracdo de
subprodutos de dificil disposicdo (JOHNSON; HALLBERG, 2005). Uma alternativa para o
tratamento destes efluentes € a biorremediagdo usando bactérias redutoras de sulfato (BRS), um
grupo bastante diversificado de microrganismos capazes de utilizar o sulfato como aceptor final
de elétrons. Na DM n&o ¢ encontrada uma fonte de carbono, o que faz necessaria a adi¢ao de
um doador de elétrons para redugéo do sulfato. O sulfeto de hidrogénio produzido pode reagir
com os elementos potencialmente toxicos, usualmente metais com estados de oxidagdo +2, tais
como Zn, Fe, Cu, Ni e Cd, precipitando-0s na forma de sulfetos metalicos, 0s quais possuem
baixa solubilidade em uma ampla faixa de pH (CHOUDHARY; SHEORAN, 2012).

Atualmente a maioria das pesquisas ainda utiliza como fonte de carbono moléculas puras que
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envolvem custo de producédo e obtencdo. Entre as moléculas mais utilizadas tem-se o etanol
(RODRIGUEZ et al., 2012; VIEIRA et al., 2016; CUNHA et al., 2020) e o glicerol puro (GP)
(BERTOLINO et al., 2014; FALAGAN et al., 2017; KUMAR et al., 2014; SANTOS;
JOHNSON, 2018; COSTA et al., 2014; MATOS et al., 2018). O tratamento bioldgico com
BRS é tecnicamente eficiente para remocdo dos poluentes da DM, no entanto, limitado pelo
custo na aquisicao da fonte de carbono (BERTOLINO et al., 2012).

Em ambientes com disponibilidade de substratos organicos complexos, produtos da
decomposicdo de moléculas de alta massa molar promovida por espécies hidroliticas,
acidogénicas, acetogénicas e metanogénicas, sdo usados como fonte de elétrons pelas BRS. A
capacidade das BRS de metabolizar uma grande variedade de doadores de elétrons tem sido
explorada por pesquisas que objetivam o aumento da sustentabilidade do tratamento biologico
utilizando subprodutos ou residuos de outros processos como fonte de carbono (HAO et al.,
2014; MOCKAITIS et al., 2014; KUMAR et al., 2011; MOODLEY et al., 2017; KEFENI et
al., 2017; JAMIL, CLARKE, 2013; BONIOLO, 2016; PLACE et al., 2006; NOGUEIRA et al.,
2019). Além do fornecimento de elétrons, alguns subprodutos industriais podem proporcionar

aporte de macro e micronutrientes para o consorcio microbiano.

Dentre os subprodutos que apresentam potencial para serem aplicados a digestdo anaerdbia
tem-se o trub, residuo da fabricacdo de cerveja, e o glicerol bruto (GB), subproduto da producéo
de biodiesel. Diante do grande crescimento na produgdo mundial de biodiesel, cresce a
preocupacdo com o destino do GB produzido. Do montante de biodiesel produzido, sdo gerados
de 10 a 20% do volume de GB, o qual pode ter de 30-50% de impurezas (QUISPE et al., 2013).
Entre os processos de aplicacdo do glicerol ja investigados, tem-se 0s que envolvem sua
degradacdo por consorcios de microrganismos anaerébios para a producdo de biogas
(ALBUQUERQUE, 2014; ANDRIAMANOHIARISOAMANANA et al., 2018) e como fonte
de carbono em processos de reducao de sulfato. Entre as pesquisas que investigaram o uso do
GB como fonte de carbono para reducao de sulfato, tem-se as que partiram de efluentes com
baixa concentragéo de sulfato (ZAMZOW et al., 2007; MORA et al., 2018), outra foi executada
em campo de petroleo (SANTOS et al., 2015) e outra aplicada junto aos rejeitos sélidos para
reducdo da liberacdo dos poluentes de DM (BEHROOZ et al., 2012).

Os residuos da producdo de cerveja também compdem um amplo campo de pesquisa. A

preocupacao em proporcionar valorizagdo para estes subprodutos aumenta visto que a producao
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de cerveja também € crescente. Normalmente as cervejarias misturam todos os residuos
liquidos, incluindo a agua de lavagem dos tanques, proporcionando um volume de 3 a 20
unidades de aguas residuarias por unidade de cerveja produzida. A DQO deste efluente costuma
se estabelecer entre 2000 a 6000mg.L ™. O trub proveniente do tanque de ebulicdo e fermentacéo
corresponde a apenas 3% deste volume, porém com 97% da carga organica — 0,126+0,015
gDQO.L?, representando uma proporgdo substancial do custo de tratamento do residuo de
cervejaria (HULTBERG; BOLDIN, 2019).

Ha registros da ocorréncia de degradacdo anaerobia de trub (PERIMENIS et al., 2018) e de trub
com GB (OLIVEIRA et al., 2018). A producdo de biogas a partir de trub foi avaliada em
comparacao com residuos de polpa de fruta (maca, péra e tdmara) ap6s a extracdo do suco, e a
maior eficiéncia foi obtida com trub. O trub é proveniente de processos de cocgdo, 0 que
favorece a diminuicdo da cristalinidade e aumento da area superficial de agucares, os quais
correspondem a 57,4% dos s6lidos totais deste subproduto (PERIMENIS et al., 2018). Isto pode
explicar o potencial do trub como substrato do consércio anaerdébio usado para producdo de
metano (CHa), assim como pode ser um indicativo de que o consorcio anaerébio pode promover

reducdo de sulfato a partir da oxidacdo das moléculas disponiveis no trub.

Ambos os subprodutos mencionados apresentam elevada demanda quimica de oxigénio (DQO)
e moléculas de elevada massa molar. Este perfil proporciona a tendéncia de que, aplicados a
degradacdo anaerobia, levem ao acumulo de acidos graxos volateis (AGV), acidos graxos de
cadeia longa (AGCL) e hidrogénio (H.), resultando em acidificacdo e falha do reator
(OLIVEIRA et al., 2018). As pesquisas que envolveram estes substratos usaram estratégias
como adicdo de aditivos alcalinos, diluicdo ou mistura com outros substratos para evitar a

acidificacdo dos sistemas.

Neste trabalho, o trub e 0 GB foram avaliados como fonte de carbono no tratamento bioldgico
de DM em reatores em batelada. Esta configuracdo permite o tratamento de efluentes gerados
intermitentemente, como pode ocorrer com a DM, e facilita o controle da duracao do tempo de
ciclo o que pode ser Util para adequacéo as flutuacGes que podem ocorrer na concentracdo de
sulfato da DM. Os substratos foram comparados entre si em relacao a eficiéncia como doadores
de elétrons na reducdo bioldgica de sulfato e em relagdo ao GP e ao etanol. A composicado
microbiologica do indculo exposto a DM com cada um destes 4 doadores de elétrons, do indculo

exposto somente a DM e do indculo inicial foram comparados entre si. Foi avaliado um modo
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de operagdo simples que evitasse a acidificacdo do sistema sem a necessidade de uso de
reagentes, no qual os proprios subprodutos agissem complementarmente em um co-tratamento
sustentavel. O efluente do tratamento sulfetogénico foi avaliado quanto a sua aplicacdo para

producdo de biogas ou acumulo de moléculas de valor agregado.

O presente documento foi organizado em 6 secOes. As secOes 1 e 2 trazem, respectivamente, a
Introducéo e os Objetivos do estudo. A se¢do 3 apresenta a Revisdo de Literatura, no qual a
DM e o tratamento bioldgico com BRS séo apresentados, tal como é discutida a possibilidade
de co-tratamento com subprodutos como doadores de elétrons. Os Materiais e Métodos sdo
apresentados na secdo 4, no qual sdo descritos os dois procedimentos que visavam
especialmente a remocdo dos poluentes da DM. Os procedimentos se diferenciam entre si
especialmente pelo modo de adaptacdo do indculo e de adicdo do substrato. A secdo 5 discorre
sobre os Resultados obtidos, no qual os subitens de 5.1 a 5.4 dizem respeito ao primeiro tipo de
procedimento. Nele, o inéculo foi lentamente apresentado a concentracfes crescentes de
substrato, o que sera chamado neste trabalho de adaptagdo lenta. O subitem 5.5 mostra 0s
resultados de um procedimento em que o inoculo é armazenado em contato com a DM. No
subitem 5.6 sdo apresentados os resultados do pos-tratamento, desenvolvido para proporcionar
um destino adequado a DQO residual. As principais conclusdes séo listadas na se¢do 6, assim
como as recomendacBes para trabalhos futuros. A relacdo das referéncias bibliograficas
utilizadas ¢ apresentada na Gltima secao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste projeto foi definir estratégias de adaptacdo e operacdo em batelada para
tratamento biologico de Drenagem de Mina (DM) real utilizando os subprodutos trub e glicerol

bruto como fontes de doadores de elétrons.

2.2 Objetivos especificos

O desenvolvimento de estratégias de adaptacdo e operacdo do tratamento de DM com trub e
com GB se deu por meio da investigacdo dos efeitos destes substratos na eficiéncia de remogéo

de poluentes e das caracteristicas do in6culo, os quais sdo elencados nos seguintes objetivos:

e Comparar os subprodutos trub e GB com etanol e GP como doadores de elétrons no
tratamento bioldgico de DM em reatores em batelada;

e Avaliar os efeitos da DM e de cada substrato sobre o inoculo;

e Promover um modo de operacgdo reduzir o tempor de partida dos reatores;

e Propor um método de operacdo em batelada nos quais o sistema anaerdbio ndo seja limitado
por acumulo de intermediarios metabdlicos;

e Avaliar a concentracdo de carboxilatos no efluente da etapa sulfetogénica;

e Avaliar o pos-tratamento do efluente da etapa sulfetogénica com producéo de metano.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Drenagem de Mina

A Drenagem de Mina (DM) tem origem a partir de atividades mineradoras que expdem e
aumentam a superficie de contato de minérios associados a sulfetos a presenga de agua,
oxigénio e microrganismos quimiolitotroficos. A primeira etapa que origina a DM consiste na
oxidacéo de pirita (Fe2S) ou outros sulfetos metalicos a tiossulfato (reacdo 3.1). Espécies de
Bactérias e Archaeas oxidam o tiossulfato ou outras moléculas inorganicas de enxofre e enxofre

elementar com producdo de sulfato (reagéo 3.2).

FezS + 6Fe® + 3H,0 > 7Fe?* + S,03% + 6H* (3.1)

S203% + 207 + 2H20 > 2H" + SO4* (3.2)

Os prétons H* produzidos sdo responsaveis pelo abaixamento de pH, que faz com que a
drenagem solubilize elementos potencialmente toxicos contidos no solo e nas rochas agravando
0 problema na qualidade da &gua, nos ecossistemas aquaticos, além da contaminacdo de
aquiferos (MATOS et al., 2018). Porém, nem todas as DM sdo &cidas. Minerais de carbonato e
fosfato, como calcita [CaCOs] e hidroxilapatita [Cas(POs)3(OH)] também podem estar
presentes nos residuos de mineracdo (LANGMAN et al., 2019). Estes minerais sdo geradores
de alcalinidade, o que pode conferir aumento de pH. Uma drenagem de mina pode ter desde
uma composi¢do neutra, salina ou acida, o pH pode variar entre menor que 1 até maior que 9
(PRICE et al., 2009). Mesmo em pH elevado, ions metélicos reduzidos como Fe** e Mn?*

podem permanecer em solu¢do (MILLER et al., 2010).

Os elementos potencialmente toxicos mais comuns encontrados na DM sédo As, Pb, Al, Cd, Zn,
Cu e Cr (HAN et al., 2017). O ferro costuma ser o metal mais abundante e comumente
encontrado na DM. No Brasil, o0 metaloide arsénio (As) € um problema em potencial por ser
abundante no extrato geoldgico de algumas regides, com destaque em Minas Gerais. As fontes

mais comuns de arsénio sdo o trissulfeto de arsénio (As.Ss3), realgar (AsS) e arsenopirita
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(FeAsS), muitas vezes associados a metais de interesse comercial como prata, ouro e cobre. O
padrdo geoldgico do minério fonte de extracdo de ouro é marcado pela forte presenca de
arsenopirita em diversas minas brasileiras como em Crixas (GO), Morro de Ouro em Paracatu
(MG), Ouro Preto (MG) e na Fazenda Brasileiro (BA). O rejeito proveniente da mineracao
nestes locais é rico em arsénio, demandando atengdo e tratamento adequado dos mesmos
(DESCHAMPS et al., 2002; BORBA et al., 2004).

A velocidade de geracdo, liberacdo, mobilidade e atenuacdo da drenagem acida de mina séo
processos complexos governados por uma combinacéo de fatores fisicos, quimicos e bioldgicos
como pH, temperatura, presenca de oxigénio e agua, atividade quimica do Fe®*, superficie de
contato dos sulfetos metélicos ou presenca de microrganismos, tipos de commaodity, método de
depdsito e processamento. A composicdo e pH da DM varia também de acordo com os estratos
geoldgicos das areas de mineracdo. Os ambientes receptores podem ainda alterar as
caracteristicas originais da descarga da mina mediante uma combinacdo de processos fisicos,
quimicos e bioldgicos (PRICE et al., 2009).

Além da composi¢do quimica do mineral sulfetado, ha também a influéncia da composicéo
bioldgica dos residuos da mineracéo na rota e velocidade de oxidacdo que pode aumentar de 4
a 50 vezes (JOHNSON; HALLBERG, 2005). Alguns microrganismos quimiolitotréficos
aciddfilos catalisam a geracdo de DM pela geracdo do ion férrico ou bactérias como
Acidithiobacillus ferrooxidans, Acidithiobacillus thiooxidans, Leptospirillum ferrooxidans e
Leptospirillum ferriphilum que oxidam o enxofre elementar em sulfato (KEFENI et al., 2017).
Thiobacillus, Metallogenium e Sulfolobus, Sphaerotilus natans e Gallionella ferruginea

também podem atuar como catalisadoras (UMRANIA, 2003).

Quanto a distribuicdo deste passivo ambiental no mundo, podem ser encontrados relatos de
ocorréncia de DM tanto em paises de grande tradicdo mineradora como Canada, EUA, Africa
do Sul, Austrélia, Chile, Peru e Brasil (PRICE et al., 2009; MELLO, 2006), quanto em paises
com diminuta atividade mineral ou atividade mineral associada a épocas passadas como Suécia,
Espanha, Alemanha, Portugal (GUSTAFSSON et al., 1999; ESPANA et al., 2005;
WISOTZKY:; LENK, 2006), bem como de paises asiaticos como india e Coreia do Sul
(CHOUDHARY; SHEORAN, 2011; SHIM et al., 2015).

No Brasil, os relatos de DM s&o mais recentes e o levantamento da ocorréncia é incompleto ja

gue muitas se encontram em minas desativadas e abandonadas, dificultando o controle. A
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Fundacéo Estadual de Meio Ambiente (FEAM, 2016) mapeou e construiu um cadastro com
400 minas paralisadas e abandonadas no estado de Minas Gerais. O levantamento é parcial e
manifesta que 0 nimero nao corresponde a totalidade. Santa Catarina é provavelmente o estado
com maior ocorréncia de DM e um dos poucos para os quais dados oficiais estdo disponiveis.
Um levantamento realizado pela Associagdo Beneficente da Industria Carbonifera de Santa
Catarina — SATC, em parceria com 0 Servigo Geoldgico do Brasil — CPRM, mostrou que
existem 809 minas abandonadas, sendo que 192 destas geram drenagem &cida (SILVAS et al.,
2011).

A DM é composta por poluentes que oferecem riscos direta e indiretamente aos ecossistemas e
a saude humana e tem ampla ocorréncia em todo o0 mundo. Até o meio do século passado ndo
havia legislacdo, consequentemente, fiscalizacdo dos impactos ambientais e a satde humana
trazidos pela atividade mineradora. Rejeitos de baixo valor agregado e estéreis eram
descartados sem critério (NASCIMENTO, 1998). Tais fatores trazem grande significancia as
pesquisas que tratam da prevencgéo, controle e tratamento da DM. Embora a prevencao da
geracdo de drenagem de mina seja prioritaria, em muitos casos, a drenagem € inevitavelmente
gerada, visto que a prevencao nado foi inserida no planejamento da mineragdo e uma vez que a

mesma € gerada ela precisa de tratamento.

3.2 Tratamento convencional e o tratamento biolégico com bactérias
redutoras de sulfato
Atualmente o principal mecanismo de tratamento utilizado é baseado em processos fisicos e
quimicos, mediante aeracdo para oxida¢do do ion ferroso ou adi¢do de reagentes alcalinos para
neutralizacdo de acidez e precipitacdo de ions metalicos da solucdo aquosa. Este mecanismo de
tratamento gera subprodutos de dificil disposicdo e com limitada eficiéncia quanto a remogéo
de poluentes soluveis (KEFENI et al., 2017). Os aditivos quimicos como os hidroxidos
utilizados para neutralizagdo encarecem o tratamento fisico-quimico da DM (JOHNSON;
HALLBERG, 2005). O lodo metalico gerado no tratamento passivo com reagentes quimicos,
como hidroxido de sédio ou cal, é altamente volumoso e sollvel, podendo assim retornar ao
ambiente se ndo for disposto adequadamente (SIMATE; NDLOVU, 2014). Este tratamento
proporciona a precipitacdo de elementos trivalentes. Para precipitacdo eficiente de metais

divalentes é necessario que o sistema de tratamento quimico atinja valores de pH entre 8 e 10.
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Além disso, recursos metalicos potencialmente Uteis e valiosos ndo podem ser recuperados apds
a remediacdo quimica (NANCUCHEO; JOHNSON, 2014).

Na natureza existem microrganismos que atuam no ciclo do enxofre. O ion sulfeto pode ser
incorporado a aminoacidos e enzimas, oxidados por bactérias quimiolitoautotroficas. O sulfato
pode ser utilizado como nutriente, ou reduzido dissimilativamente para obtengdo de energia
(LENS; KUENEN, 2001). O tratamento biolégico de DM ocorre mediante reducéo
dissimilativa de sulfato por bactérias redutoras de sulfato (BRS). O método ndo demanda adi¢éo
continua de insumos neutralizantes e um dos seus grandes potenciais esta na possibilidade de
utilizacdo de materiais organicos disponiveis no meio ambiente, inclusive podendo ser aplicado
como co-tratamento de residuos organicos (KEFENI et al., 2017). O potencial do tratamento
biolégico da DM em reatores anaerobios envolvendo BRS € historicamente registrado na
literatura (HERLIHY; MILLS, 1985). Este método é considerado como promissor para DM
pelo potencial de remover o sulfato dissolvido simultaneamente a geracdo de alcalinidade,
precipitacdo e recuperacdo de metais. Se comparado ao tratamento quimico em reatores sob
pressdo e sob agitacdo, o tratamento biologico € mais econdmico por usar pressdo e temperatura
ambientes e tanques de agitacdo convencionais (JAMIL; CLARKE, 2013). Por apresentarem
start-up lentos, é usual que os biorreatores sulfetogénicos recebam inicialmente DM diluida,
como estratégia para acelerar a adaptacao da biomassa. Gradativamente a dilui¢do é diminuida
até que toda a vazao que alimente o reator seja composta de DM (SKOUSEN et al., 2017).

O consorcio anaerobio é bastante diversificado, composto de Bactérias e Archaeas, divididas
guanto ao metabolismo entre hidroliticas, fermentativas, acidogénicas, acetogénicas,
metanogénicas e sulfetogénicas (HWANG et al., 2018). Embora as espécies metanogénicas
sejam competidoras das BRS pelos mesmos tipos de substratos, este grupo € importante para
manutengdo de uma pressdo parcial de H> adequada para atuacdo do consorcio. Este papel tem
importancia ainda maior quando o sistema conta com excesso de doador de elétrons e substratos
contendo moléculas de alta massa molar para evitar o acumulo de &cidos organicos
(CHERNICHARO, 2016).

As BRS sdo as espécies sulfetogénicas que possuem a capacidade de usar sulfato como aceptor
final de elétrons, oxidando produtos metabolicos das demais espécies do consoércio. As Reacgdes
3.3 e 3.4 exemplificam a reducgéo de sulfato realizadas com metanol e H> como doadores de
elétrons respectivamente. Sete linhagens filogenéticas compdem o grupo das BRS, cinco delas
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pertencentes ao Dominio Bactérias e dois pertencentes ao Dominio Archaea. A maioria das
espécies de BRS estdo distribuidas entre 23 géneros da familia 3-Proteobacteria (MUY SER;
STAMS, 2008). Sdo exemplos de BRS Desulfotomaculum carboxydivorans,
Desulfotomaculum  solfataricum, Desulfotomaculum  kuznetsovii, Desulfotomaculum
australicum, Desulfotomaculum thermoacetoxidans, Desulfobulbus, Desulfomicrobium,
Desulfobacter (HAO et al., 2014), Desulfovibrio fructosovorans-HAQ2 e Desulfovibrio piger-
HAQ6 (HUSSAIN; QAZI, 2016) e Desulfotomaculum acetoxidans (PAPIRIO et al., 2013).

2CH20 + SO > 2HCO™ + H,S (3.3)

4H; + SO4% + 2H" > H,S + 4H,0 (3.4)

De modo geral o tratamento de DM com reducéo de sulfato promove elevacdo do pH mediante
liberagdo de fons HCO® somado ao consumo de prétons durante a reducdo de sulfato
(FALAGAN et al., 2017). O aumento de pH ocorre via reducio de sulfato com oxidagio de
algumas moléculas com consumo de H*, exemplificado pelas Reacdes 3.5, 3.6, 3.7, 3.8 e 3.9
(MENERT et al., 2004). Quando o sistema age em pH acima de 5, parte do sulfeto produzido
encontra-se na forma dissociada, o qual age como receptor de prétons em solucéo (reagéo 3.10)
(GODOl et al., 2017).

C3H303 + 0,2504% + 0,15 H20 + 0,33H* > CO; + 0,95 C2H302 + 0,05 C,HsOH + 0,087H,S

+0,113HS 40,1 H, (3.5)
2C3Hs05™ + SO4% + 3H" > 2 CoH302 + 2CO; + 2H20 + HS (3.6)
C2H302 + SO + 3H* > 2CO; + H,S + 2H,0 (3.7)
4C3Hs03 + 7S04% + 14H* > 12C0; + 7TH,S + 16H,0 (3.8)

C3Hs03 + 0,37S04% + 0,56H" = CO; + 0,98 C,H30, + 0,02 CoHsOH + 0,016H.S + 0,215HS
+ 0,5H20 + 0,48H: (3.9

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



24

HS +H" > H2S(aq) (3.10)

As BRS possuem capacidade de metabolizar uma grande variedade de doadores de elétrons,
desde H>, acidos carboxilicos, alcoois, aglcares, compostos aromaticos, monoxido de carbono,
metano (reacdo 3.11) (HAO et al., 2014) e aminoécidos (QATIBI et al., 1991). O ferro metalico
também pode ser doador de elétrons para reducdo de sulfato com cinética mais acelerada do
que utilizando H, (reagbes 3.12 e 3.13) (DINH et al., 2004). Outras reagdes da digestdo
anaerdbia pelas BRS sdo apresentadas pelas reacfes 3.14 a 3.16 (MENERT et al., 2004).

CHa + SO > HCOy + HS™ + H,0 (3.11)
4Fe?* + SO4% + 4H,0 > FeS + 3Fe® + 8HO" (3.12)
6(CH20) + Fe + SO4% + 2H* = 6HCO3 + FeS + H20 (3.13)
Co2H3105 + 0,75504% = CoH30; + HCO3 + 0,75HS" + 0,25H* (3.14)
Co2H3105 + 1,75504% = 3HCO3 + 1,75HS" + 0,5H* + 0,250H (3.15)
CoH30; + SO = 2HCOs + HS” (3.16)

O sulfeto, H2S (g), produzido na reducdo de sulfato tem afinidade quimica com alguns cations
metalicos, usualmente metais com estados de oxidacdo +2, tais como Zn, Fe, Cu, Ni e Cd,
precipitando-os na forma de sulfetos metéalicos (Equacdo 3.17), os quais possuem baixa
solubilidade em uma ampla faixa de pH (CHOUDHARY’; SHEORAN, 2012). Alguns metais e
metaloides podem ser reduzidos por espécies presentes no consorcio microbiano anaerobio
utilizando uma fonte de elétrons. A reducédo destes elementos proporciona estados de oxidagéo
que possibilitam precipitacio como sulfetos metalicos. Por exemplo, o Fe** pode ser reduzido
por Geobacter (MOLLAEI et al., 2017) e 0 As®>* pelas “Dissimilatory As reducing bacteria”
(DARB) (RODRIGUEZ-FREIRE et al., 2015). A precipitacdo de sulfetos metélicos torna os
metais e metaloides biologicamente indisponiveis, eliminando sua agéo toxica (RODRIGUEZ-
FREIRE et al., 2015). A Figura 3.1 descreve o ciclo biogeoquimico de formacéo de sulfetos
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minerais de arsénio, aqui representado pelo As;Sz. Algumas espécies apresentam capacidade
de utilizarem SO4* e As>* como receptores de elétrons, como Sulfurospirillum arsenophilum
MIT-13 (AHMANN et al., 1994), a Desulfomicrobium sp. str. Ben-RB e a Desulfovibrio sp.
str. Ben-RA (MACY et al., 2000)

H2S + Me?" = MeS(s) + 2 H* (3.17)
Bactérias oxidadoras de arsénio Bactérias oxidantes de enxofre
(BOA) (BOE)
Oxidacio de As** Oxidacio de S*
Ciclo do Ciclo do ;
DARB Sulfetos de arsénio BRS
Redugio de As™ Redugio de SO,*
Com um doador de elétron Com um doador de elétron

Figura 3.1 - Interacdo dos ciclos de arsénio e enxofre como forma de imobilizacéo destes
elementos. Fonte: Adaptado de Rodriguez-Freire et al. (2014).

Parte da alcalinidade produzida nas reacdes de reducdo de sulfato é consumida pelas reacdes de
precipitacdo de alguns sulfetos metalicos devido a formacdo de prétons. A precipitacdo dos
sulfetos metalicos também exerce o controle de odor e corrosdo pelo sulfeto de hidrogénio
(KEFENI et al., 2017). A formacdo dos sulfetos metalicos depende da concentracdo de ions
metalicos, ions sulfeto, potencial de oxirreducdo e principalmente do pH (NANCUCHEOQ;
JOHNSON, 2014). O controle destes fatores pode ser manipulado para precipitacdo seletiva
visando recuperagdo dos metais de interesse (HEDRICH; JOHNSON, 2014).

O fato de se tratar de um grupo bastante heterogéneo, confere a capacidade de adaptagdo das
BRS a condigdes bastante distintas. Culturas deste consorcio foram isoladas de diferentes
ambientes, como psicrofilos, hipertermdéfilos, em baixas concentracfes de cloreto de sodio
(NaCl), hipersalinos e sedimentos marinhos (DOLLA et al., 2006; HAO et al., 2014). A

capacidade deste consércio de atuar em diferentes meios devido diversidade de espécies e
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possiveis rotas metabdlicas revelam potencial para ser explorado segundo diferentes objetivos.
O tratamento bioldgico de DM néo precisa ficar entdo restrito a sistemas que fazem uso de
doadores de elétrons puros, sendo aplicaveis a co-tratamento com subprodutos de natureza
oposta, ricos em matéria organica. Para explorar esta capacidade, os fatores que exercem
influéncia no metabolismo das BRS devem ser conhecidos, conforme sera discutido na sesséo
3.2.1.

3.2.1 Fatores intervenientes no metabolismo das BRS

Um conjunto de variaveis no meio influenciam na remogao de sulfato. Dev et al. (2017) fizeram
um estudo em que foram classificadas algumas variaveis aplicadas a reatores anaerdbios de
leito fixo quanto a sua relevancia para a eficiéncia da sulfetogénese. Nesta avaliacdo o pH foi
considerado o fator mais influente, sequido do volume de substrato em relacdo ao volume de
DM, concentracdo de sulfato, o Tempo de Detencdo Hidraulica (TDH) e, por altimo, a DQO.
No estudo foi utilizada DM de mina de carvdo e a melhor combinac&o destas variaveis foi pH
7, 20% (v/v), 1500 mg.L™? de sulfato, 48 h de TDH e 2300 mg.L™* de DQO. A influéncia do
oxigénio dissolvido ndo foi considerada na avaliacdo de Dev et al. (2017). A temperatura
influencia na diversidade de espécies do consércio e na solubilidade de compostos tdxicos,
como H2S, que apresenta menor solubilidade em altas temperaturas (JAMIL, CLARKE, 2013).
N&o existe um consenso sobre as condi¢des ideais para o tratamento e a tolerancia do consorcio
na literatura. Ainda assim, € valido o conhecimento e avaliacdo do que ja foi afirmado sobre o
efeito das variaveis sobre diferentes tratamentos de DM com BRS realizados, 0s quais sdo

apresentados na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1 - Parametros operacionais ideais e de tolerancia para as BRS.

Ideal Toleréncia
Temperatura (°C) 28 a 32%; 3513 5a75?!
Oxidacao priorizada 0,6a1,2!
DQO/SOs*  Reduco de sulfato priorizada 2,4a48! 0,5%a20*
Tratamento completo 1,5 1614, 37, 713
TDH (h) 20-30%; 15°%; 16 5,1h'°- 360°
pH 6,8-7,2812; 45 g 513 2,5-3%11 510

DQO: demanda quimica de oxigénio; TDH: tempo de detencdo hidraulica; *Hao et al. (2014);
2Dev et al. (2017); 3Silva et al. (2002); “Hu et al. (2015); Vieira et al. (2016); ®Rodriguez
(2010); " Matos et al. (2018); 8Hussain; Qazi (2016); °Martins et al. (2010); *°Jamil; Clarke
(2013); "Bertolino et al. (2014); '2Nagpal et al. (2000); *Mora et al. (2018); *Cunha et al.
(2020).

O estabelecimento de condicGes adequadas ou que permitam maximizar a eficiéncia na remogao
de sulfato é dificultado pela diversidade de variacdes que podem ocorrer no sistema. O in6culo
anaerdébio é composto por grande diversidade de espécies e cada condicdo pode favorecer
diferentes grupos e rotas metabodlicas. A composicdo das DMs varia grandemente e para cada
tipo de substrato condigGes distintas devem ser adotadas. Ainda assim, o estabelecimento do
que ja foi registrado é til para que seja considerado nos ajustes de um modo de operacdo

segundo os recursos (técnicos e materiais) disponiveis e objetivos.

3.2.1.1 Oxigénio dissolvido

Apesar de ser um grupo estritamente anaerdbio, as BRS apresentam alguma resisténcia ao
oxigénio, podendo ser encontradas ativas em condigdes temporariamente aerdbias, criando
estratégias como o0 deslocamento dos organismos para regifes andxicas, criagdo de
microambientes anoxicos mediante a granulacao e sistemas enzimaticos que fazem a reducéo e
eliminacdo do oxigénio dissolvido. Na pesquisa de Vieira et al. (2016) por exemplo, apesar de
ndo haver aeracdo, o reator passava por condi¢Ges periodicas de aeracdo nas trocas de efluente

tratado por nova DM, além de ndo apresentar vedacdo completa, foi capaz de manter uma
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eficiéncia satisfatdria na reducdo de sulfato. Mora et al. (2018) concluiu que a presenca de
oxigénio tornou a sulfetogénese mais lenta, porém de forma geral houve favorecimento da
sulfetogénese em detrimento da metanogénese. A concluséo ocorreu mediante a diminuigéo da
producdo de biogas, que indica inibicdo da acetogénese e ou metanogénese, enquanto a

sulfetogénese continuou em vigor.

3.2.1.2 Tempo de detencdo hidraulica (TDH)

N&o existe consenso acerca do TDH, variando inclusive entre pesquisas com 0 mesmo substrato

ou substratos de recalcitrancia correlata. Os valores podem ser consultados na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 - Variacbes no TDH em reatores de remocao biol6gica de sulfato.

TDH (h)  Substrato Reator Referéncia
51 Etanol Leito fluidizado Nagpal et al. (2000)
15 Etanol Batelada Vieira et al. (2016)
16 Etanol Leito fluidizado Cunha et al. (2020)
10 Lactato Leito fluidizado Bertolino et al. (2012)
240 Glicerol Leito estruturado Matos et al. (2018)
48 Extrato Leito fixo Dev et al. (2017)
residuo
marinho
16 Vinhaca Leito fixo-estruturado e Nogueira et al. (2019)

fluxo descendente

O TDH ideal varia conforme o substrato, configuracdo operacional e de mistura, matriz
imobilizadora e objetivo do tratamento (HAO et al., 2014). Culturas puras demandam maiores
valores de TDH na degradacéo de substratos complexos, conforme aplicado por Hussain e Qazi
(2016). E possivel que o aumento na concentragdo de sulfato permita que mais sulfato seja
reduzido ao longo do tempo. Na pesquisa de Cunha et al. (2020), um aumento na concentracao
de sulfato de 500 para 2250 mg.L™* permitiu um aumento na eficiéncia de remogéo de sulfato e

a diminuicdo do TDH de 24 para 16h. Isso deve se dar pelo favorecimento das BRS na
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competicdo com as metanogénicas. Porém, com substrato complexo, em 16h Nogueira et al.
(2019) promoveram tratamento de DM com 1000 mg.L ™ de sulfato. O tempo de degradacio do
substrato em moléculas acessiveis as BRS deve ser considerado juntamente com a concentracdo

de sulfato na definicdo do TDH.

3.2.1.3 Relacdo entre doador e receptor de elétrons

Na oxidacdo da matéria organica com reducdo de sulfato, a cada molécula de ion sulfato, 8
elétrons sdo transferidos. Sendo a capacidade de uma molécula de O de receber 4 elétrons, 2
mol de O, equivalem a 1 mol de SO+* em termos de transferéncia de elétrons. Isso confere uma
proporcao de 0,67g de O, para cada grama de SO42". Sendo assim, em uma mistura com relagéo
DQO/S04* de 0,67 na qual toda a matéria organica fosse oxidada, teoricamente proporcionaria
elétrons suficientes para reducdo completa do sulfato presente de acordo com a equacdo da
reducdo anaerobia de sulfato (Reagdo 3.18) (LENS et al., 1998). Porém, na préatica existe muita
divergéncia quanto a proporcéo entre o doador de elétrons e a concentracao de sulfato ideal

para o tratamento de aguas ricas em sulfato.

SOs2+2C +2H0 — 2HCO3+H,S  (3.18)

Para tratamento utilizando residuos e efluentes como fonte de elétrons, a quantidade de
substrato fornecida estara relacionada além da concentracdo de C, também com ade N e P. Dev
et al. (2017), atuando com extrato de residuo marinho, concluem que quando pequenas
quantidades de substrato sdo utilizadas, a quantidade de nutriente fornecida pode ser
insuficiente para a manutencdo do consércio microbiano. Por outro lado, quando o substrato é
adicionando em excesso, pode haver acimulo de &cidos organicos e aménia, prejudicando a
eficiéncia do tratamento. Por este motivo, a relacdo nutricional deve ser revisada para cada tipo
de sistema a ser utilizado, quanto ao reator, indculo, efluente como fonte de elétrons e o efluente

que contém o receptor de elétrons.

A relagdo estequiométrica para reducdo de sulfato é de 0,67, no entanto, Rodriguez (2010) e
Vieira et al. (2016), observaram que o excesso de elétrons pode favorecer o tratamento de DM.

A quantidade de DQO consumida € maior do que a quantidade necessaria para reducgdo de
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sulfato obtida. Na pesquisa de Vieira et al. (2016), a disponibilidade de doador de elétrons era
o fator limitante da reducéo de sulfato, com interrupcao da remogéo de sulfato com o consumo
completo da DQO sob relagio DQO/SO4% de 1. O excesso de elétrons que foi consumido pode
ter sido destinado & produgéo de Hz e metano. A reducdo de alguns ions metélicos de ferro,
zinco e arsénio também pode ser uma rota metabdlica de consumo de matéria organica. Devido
a diversidade da composicdo quimica da DM e do consorcio microbiano, vias metabolicas néo
sulfetogénicas de oxidacdo do substrato podem ocorrer. Nem todas elas sdo desfavoraveis ao
tratamento, e por isso a maioria das pesquisas realizadas e aqui apresentadas (DEV et al., 2017;
CUNHA et al., 2020; MATOS et al., 2018; MORA et al., 2018) atuam em relagdes DQO/SO4*
acima da relacdo estequiométrica de reducdo de sulfato.

Outros fatores também podem influenciar na definicio da relacio DQO/SO4?* utilizada no
tratamento. Menores valores podem ser mantidos com objetivo de minimizar a geracdo de
metano (CORBETT, 2001). A relagdo DQO/SO+* também pode modificar os efeitos de
inibicdo de alguns toxicos. Matos et al. (2018) ressaltaram que os efeitos inibidores de ions
como As'" sio maiores em menores relagdes DQO/SO4%. A relagio DQO/SO4% ideal também
depende da fonte de carbono. A presenca de substancias recalcitrantes no substrato pode levar
a conclusdes erroneas acerca do efeito da relagio DQO/SO4%, caso ele seja medido em TDH
inferior ao necessario para degradacao destas moléculas em moléculas disponiveis para as BRS.
Ao utilizar substratos ricos em moléculas de elevada massa molar, além de utilizar maiores
relagdes DQO/SO4%, pois nem toda DQO estara disponivel a reducéo de sulfato, é necessario
promover estratégias para evitar acimulo de acidos organicos intermediarios e Hy, e considerar

a necessidade de polimento para a possivel DQO residual ocorrida no efluente.

32.1.4 pH

O pH influencia fortemente na atividade microbiana - crescimento, competicdo e diversidade,
espeécies organicas dissolvidas, tal como a solubilidade dos sulfetos metalicos. Sob baixo pH, a
concentracdo de protons, acidos organicos e sulfeto afetam a reducgéo de sulfato. Em baixo pH
0s microrganismos desviam energia disponivel para o crescimento, no bombeamento ativo de
prétons para fora da célula (SANCHEZ et al., 2014). Quanto aos acidos organicos, 50% do
lactato por exemplo, em pH 3 encontra-se na forma acida e o acido latico pode se difundir nas

células, implicando também em perda energética no bombeamento de prétons. Em pH inferior
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a 4,75, a forma dominante do acetato é o acido acético, altamente toxico para a maioria dos
microrganismos, incluindo os acidéfilos. Foi obtido 50% de inibicdo de crescimento em uma
cultura BRS mista em pH 6,2, com 0,9 mmol.L? de &cido acético ndo dissociado com
concentragéo total de 25 mmol.L™* (REIS et al., 1990). Porém, acetato pode ser consumido

mediante atividade metanogénica.

O sulfeto em pH baixo se encontra na forma H.S, a forma que tem passagem pela membrana
celular, sendo entdo inibidora. O sulfeto pode se combinar com ferro, citocromo ou compostos
contendo metais, afetando suas funcionalidades no metabolismo. As espécies metanogénicas
podem ser mais afetadas pela maior quantidade de H.S do que as BRS (OMIL et al., 1996). O
pH também influencia na forma com que metais estejam em solucdo, podendo influenciar
inclusive na sua toxicidade. As concentracdes em mg.L de Cu, Cd, Ni, Zn, Cr, Pb e Hg a partir
das quais ocorre toxicidade para as BRS sdo respectivamente: 2; 4; 10; 13; 60; 75; 74 (JAMIL,;
CLARKE, 2013).

Em contraponto as desvantagens do baixo pH, a energia livre de Gibbs da reducédo de sulfato
em baixos pHs é maior, permitindo assim a reproducdo das células nesta condi¢do. Outros
mecanismos como expulsdo de vesiculas contendo H* e o aproveitamento da forca motriz do
deslocamento de prétons para producdo de ATP podem ocorrer (SANCHEZ et al., 2014).
Existem espécies de todos os grupos que realizam as diferentes etapas da digestdo anaerobia
que podem resistir ao baixo pH, incluindo metanogénicas e sulfetogénicas, e serem favorecidas
por ele. Ou seja, a selecdo de espécies adaptadas a baixos valores de pH e a manutencao da

digestao anaerdbia nesta condico é plausivel (SANCHEZ et al., 2014).

3.2.2 Co-tratamento utilizando BRS: DM e diferentes fontes de carbono

A escolha do doador de elétrons é dependente do objetivo da aplicagcdo do sistema e das
variaveis mais importantes em cada caso, dentre elas a disponibilidade, o custo, a maior ou
menor geracdo de acetato, a existéncia de competicdo com as Archaeas metanogénicas e a
geracdo de alcalinidade. Alem disso, o processo é diretamente influenciado pelo tipo de reator,
tipo de in6culo, concentracdo de sulfato e de elementos potencialmente toxicos, temperatura de
operacéo, pH e TDH (KAKSONEN; PUHAKKA, 2007).
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Inicialmente a maior parte das pesquisas envolvendo tratamento bioldgico da DM envolveram
0 uso de meio sintético e doador de elétrons puro e com valor de mercado, dentre 0s que se
destacam Ha, lactato, propionato, acetato, glicerol e etanol. Diferentes fontes de carbono séo
sugeridas dependendo do objetivo, como lactato e propionato para alta producéo de biomassa,
producdo de energia e geracao de alcalinidade. Porém, como o consércio BRS é muito diverso,
diferentes substancias podem servir como respectivo doador de elétron para cada metabolismo
particular e uma mistura de doadores de elétrons é recomendada para o crescimento do
consorcio de BRS em que o residuo metabolico de uma espécie se torna substrato de outra
(NECULITA et al., 2008). A capacidade das culturas mistas anaer6bias na degradacdo de
substratos complexos € explorada também para producdo de metano e carboxilatos
(PERIMENIS et al., 2018).

Diante da capacidade das BRS em oxidar uma grande variedade de substratos, a associacdo
com outros grupos microbianos para utilizacdo de doadores de elétrons mistos passou a ser
encarada como possibilidade de tratamento simultaneo de drenagens ricas em sulfato e metais
com residuos organicos, proporcionando até mesmo maiores eficiéncias de remocao de sulfato
e metais (MUHAMMAD et al., 2015).

Quando a concentragdo de sulfato é suficiente, as BRS ndo interrompem a geragdo de sulfeto
devido a competicdo pela fonte de carbono, ainda que em altos valores de DQO. Inclusive, a
decomposicdo de longas cadeias de carboidratos e outras moléculas de alta massa molar
promovida por sintrofia entre espécies hidroliticas, acidogénicas, acetogénicas e metanogénicas
acetoclasticas favorece as BRS em ambiente com variedade de substrato organico (JAMIL;
CLARKE, 2013).

Muitos efluentes orgéanicos e DM possuem perfis opostos e complementares do ponto de vista
de possiveis sistemas de tratamento combinados para ambos (STROSNIDER et al., 2013). Em
relacdo aos tratamentos convencionais de residuos organicos, o uso de DM pode reduzir a
producéo de lodo e geracdo de gases de efeito estufa, aléem de oferecer um receptor de elétrons
que dispensa energia com aeracdo (SMYNTEK et al., 2018). O uso de residuos organicos como
doador de elétrons para tratar DM elimina o custo de producéo ou compra de fontes de carbono
puras. Além do custo financeiro, elimina-se o custo ambiental referente ao recurso natural usado

como matéria prima e a geracdo de poluentes no processo de fabricacéo.
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No caso do co-tratamento, os efluentes contendo matéria organica diluem a DM, minimizando
toxicidade e possiveis choques de cargas causadas pela composi¢do da DM. Residuos ricos em
celulose, como casca de nozes e aparas de madeira, também auxiliam no controle da
compactacdo da biomassa e, consequentemente, de curtos-circuitos, por favorecer a
permeabilidade (SKOUSEN et al., 2017). Dentre os custos do tratamento biolégico de DM,
destaca-se o aporte de nutrientes necessario a atividade microbiana (SANTOS; JOHNSON,
2018). No co-tratamento com efluentes organicos essa demanda pode ser suprida com
elementos que geralmente sdo considerados nesses meios como poluentes devido a alta
concentracédo (DEV et al., 2017).

Os residuos organicos também proporcionam a condi¢do redox adequada as bactérias
anaerdbias facultativas que degradam os materiais organicos recalcitrantes em formas mais
labeis para uso pelas BRS (WENDT-POTTHOFF; NEU, 1998). Quando fornecida uma gama
de matéria orgénica com diferentes niveis de degradabilidade, o fornecimento de carbono é
estendido a longo prazo. Dentre fontes imediatas de carbono e matéria organica complexa
recalcitrante, diferentes microrganismos sdo favorecidos, selecionando, por exemplo,
microrganismos que reduzem sulfato, Fe** ou As®*, com diferentes prioridades dadas pela
termodinamica ou mecanismos de imunidade contra toxicidade, orientando a formacéo de
diferentes produtos (MATOS et al., 2018). A fonte de carbono parcialmente degradada supre a
demanda essencial do biotratamento passivo (REISMAN et al., 2003).

Iniciar o tratamento biolégico por bioativacdo do consorcio microbiano com uma fonte de
carbono simples e facilmente degradavel como lactato e em seguida substitui-la por fonte de
carbono mista foi recomendado por Beaulieu et al. (2000) para melhorar a eficiéncia da reducéo
de sulfato. Carbono celulésico que ndo é degradado por culturas puras pode ser utilizado em
consorcios microbianos que sdo capazes de degradar substratos complexos de modo sintréfico
(HUSSAIN; QAZI, 2016 e GIBERT et al., 2004). O co-tratamento de DM com residuos
organicos é promissor. A escolha do substrato doador de elétrons é bastante peculiar a cada
caso, quanto a composicao da DM, a logistica do encontro entre os efluentes que irdo contribuir

com os doadores e 0s receptores de elétrons, e o objetivo principal do tratamento.
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3.2.2.1 Tratamento biolégico de DM com glicerol bruto

O uso de biodiesel em substituicdo aos combustiveis fosseis é crescente, especialmente na
Alemanha, EUA, Franca, Brasil e paises asiaticos (ALBUQUERQUE, 2014). Para cada
unidade de biodiesel sintetizado, é produzido de 10-20% de glicerol impuro como subproduto
(QUISPE et al., 2013). Em média, 10% da massa de acucar utilizada, sdo gerados de glicerol.
O glicerol pode causar graves impactos ambientais se descartado sem tratamento adequado.
Além de subproduto da geracao de biodiesel, o glicerol é gerado na fabricacéo de sabao e outros
produtos de limpeza. Embora existam aplicacdes para o glicerol, ndo tem ocorrido destinacdo
definida pelas plantas produtoras, e assim, com maior disponibilidade do que aplicacGes, 0
glicerol bruto € considerado residuo (ALBUQUERQUE, 2014). Abre-se um amplo campo de
pesquisa para aumentar as possibilidades de uso deste produto, especialmente na geracdo de
energia (QUISPE et al, 2013), como da producdo de  biogas
(ANDRIAMANOHIARISOAMANANA et al., 2018), H» (KUMAR et al., 2015), etanol,

conversdo em lipidios e subsequentemente em biodiesel (ZHANG et al., 2016).

A mistura de glicerol bruto proveniente da industria de biodiesel consiste em glicerol acrescido
de impurezas como &gua, sais, ésteres, alcool e 6leo residual (ALBUQUERQUE, 2014),
metanol e &cidos graxos livres (MORA et al., 2018). O teor de glicerol no subproduto varia de
acordo com a matéria prima. Segundo Chou e Su (2019), o GB pode ser composto de 50 a 60%
de glicerol, 12 a 16% de alcalis, especialmente na forma de sabdes e hidroxidos alcalinos, 15 a
18% de ésteres metilicos, 8 a 12% de metanol, 2 a 3% de &gua e outros componentes.
Proveniente da producdo com sementes de mostarda, o teor de glicerol é de 62% de média, com
6leo de soja 67,8% do subproduto. O glicerol desmetilado apresenta maior propor¢do de
glicerol (70-88%) e menor de metanol (<1%) em relacdo ao glicerol metilado com valores de
50-70% e 10-20%, respectivamente (QUISPE et al., 2013). O GB usado por Albuquerque
(2014) apresentou em g.L, 634,86 de glicerol, 612,1 de lipidios, 23,2 de proteinas e 11,4 de
carboidratos.

O glicerol ja foi amplamente investigado como doador de elétrons na reducéo de sulfato como
tratamento de DM (BERTOLINO et al., 2012; SANTOS; JOHNSON, 2018; MATOS et al.,
2018; FALAGAN et al., 2017; KUMAR et al., 2015; COSTA et al., 2014). O potencial do
glicerol para esta aplicagéo é confirmado perante inimeras variagdes do sistema. Entretanto,
raramente o glicerol bruto, abundante subproduto da crescente industria de biodiesel é aplicado

nas pesquisas. A complexidade da porcéao ndo glicerol desta mistura pode conferir interferéncias
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no sistema de tratamento, as quais permanecem como lacunas de conhecimento sobre seu uso
junto as BRS. As pesquisas que utilizam o glicerol bruto na reducdo de sulfato, que serdo
detalhadas a seguir (ZAMZOW et al., 2007; MORA et al., 2018; SANTOS; JOHNSON, 2018;
SANTOS et al., 2015; BEHROOZ et al., 2012), fornecem dados importantes sobre a atuacao
deste consdrcio microbiano, porém néo se aplicam as condicGes de tratamento de DM por terem

outros objetivos.

Algumas moléculas organicas presentes no GB podem promover inibicdo do consoércio
microbiano, como aldeidos, acroleina e formaldeido, assim como metais e sais, que podem estar
presentes. Porém, como o glicerol possui DQO elevada, 1122,80 g.L! (ALBUQUERQUE,
2014), a diluicdo promovida com a DM para as relagdes DQO/SO4? utilizadas no tratamento

biolégico pode tornar as concentracdes destas substancias insuficientes para inibicao.

O consorcio microbiano anaerdbio contém espécies que podem fermentar o glicerol, bem como
BRS que o utilizam como doador de elétrons na reducéo de sulfato. No meio contendo sulfato,
as redutoras de sulfato devem dominar o consorcio. Mediante balango de massa, a reducao de
sulfato com completa oxidag&o do glicerol a CO2 (Reacéo 3.19) deve seguir a proporgéo 4:7
(glicerol:sulfato - mmol.L-1:mmol.L?) enquanto a oxidacdo incompleta a acetato e CO;
(Reacdo 3.20) ocorre na proporcdo 4:3 (SANTOS; JOHNSON, 2018).

4C3HgO3 + 7S04% + 14H* = 12CO; + 7HS + 16H:0 (3.19)

4C3HgO3 + 35042 + 6H* > 4CH3COOH + 4CO; + 3H,S + 8H20 (3.20)

O glicerol também pode ser convertido indiretamente a propionato e acetato via 1,3-
propanodiol. Também pode ocorrer degradacdo do glicerol pela espécie Desulfovibrio
carbinolicus a 3-hiroxipropionato e pela Desulfovibrio fructosovorans diretamente a acetato
(BERTOLINO et al., 2012). A degradacao de glicerol em pH 7 gera acetato e em pH 4, além
de acetato, lactato e 1,3-propanodiol. A taxa de crescimento de bactérias degradantes de acetato
é baixa, ja que este é um doador de elétrons pobre fornecendo um AG=-48 KJ.mol* (SANTOS
et al., 2017). Os autores sugerem que mais esforcos sejam aplicados em selecionar espécies

redutoras de sulfato que degradem os produtos intermediarios para degradacdo completa em
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CO:a. Por outro lado, a recuperagdo de AGV de efluentes de processos anaerdébios pode ser uma
solucgéo de polimento do mesmo (EREGOWDA et al., 2018).

Na pesquisa de Qatibi et al. (1991) 1,3-propanodiol é produzido em pH neutro, juntamente com
propionato e acetato. A producdo de 1,3-propanodiol é inferior em relacdo a degradacédo de
glicerol na auséncia de sulfato, mas sua degradacao é maior. A degradacédo de 1,3-propanodiol
demanda um aceptor de elétrons ou atividade sintréfica com metanogénicas hidrogenotrdéficas.

O grupo de BRS apresenta espécies fermentativas que consomem 1,3-propanodiol.

Um panorama acerca de configuracdes em que o GP ja foi aplicado, sendo os intermediarios

metabdlicos acumulados e o potencial deste doador de elétrons apresentados na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 - Condigdes e resultados de aplicacdes de GP como fonte de carbono no
tratamento bioldgico de DM.

Remocdo DQO Sulfato pH Temp. Reator TDH AVG Referéncia
sulfato  (mg/L) (mg/L) (°C) (h) acumulados
(mmol/L)
90% 4034 2016 6,5 25-28 Leito 15 11 acetato e BERTOLINO
fluidizado 3,3 butirato etal. (2014)
26% 460 254 5 35 Batelada 50 1 acetato SANTOS,
agitada JOHNSON et
50rpm leito al. (2018)*
fixo
74,8% 6000 2000 5 34 Frascosem 240 NM MATOS et al.
batelada (2018)**
98% 1381 201 3 30  Ascendente 125 2,6 acido NANCUCHEDO,
de leito fixo acético JOHNSON
60% 2762 672 28 30 Agitacédo 600 3,1 ac. acético (2014)
50rpm e 1,6 glicerol

NM: ndo monitorado; DQO: demanda quimica de oxigénio; TDH: tempo de detencéo hidraulica;
*97% de precipitacdo de 7,5 mmol/L de Cu. DM parcialmente clarificada esterilizada; **baixa

pressdo de oxigénio.
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Bertolino et al. (2012) comparam o uso de glicerol com lactato como fontes de carbono no
tratamento bioldgico de DM. O grupo foi o primeiro a encontrar butirato como matéria organica
residual no efluente final. Todos os estudos citados que mencionam a formacédo de AGV a partir
da degradacao do glicerol apontam para possibilidade de agregacdo de valor ao efluente final
do tratamento de DM com glicerol caso ocorra seus acimulos. Os AGV tem sido considerados
fonte potencial de carbono renovavel devido a sua ampla aplicacéo industrial (EREGOWDA et
al., 2018).

O glicerol bruto foi bem menos investigado como doador de elétrons na reducao de sulfato e de
modo que ndo é suficiente para esclarecer completamente as condi¢des de seu uso no tratamento
de DM. As condic¢des em que esta aplicacdo ocorreu sdo apresentadas na Tabela 3.4.

Tabela 3.4 - Condicdes e resultados de aplicacdes de GB como fonte de carbono na reducgéo

de sulfato.
Remocéo DQO Sulfato pH Temp. Reator TDH  Oxigénio  Referéncia
sulfato  (mg.L?) (mg.L?) °C (h)  dissolvido
55% NM 900 7 * Colunas de 13 NM ZAMZOW
fluxo etal.,
descendente (2007)**
NM 3600 3600 4 30 Bateladas 720  Anaerébio  SANTOS,
em frascos JOHNSON,
NM 3600 3600 7 30 Bateladas 240  Anaerébio  (2018)**
em frascos
5,06 1540 220 85 35 UASB 10 Micro- MORA
mg/L.h*? Aerdbio etal.,

(2018)

*ambiente (inverno Estados Unidos); **a adi¢cdo de nutrientes e vitaminas.

Os resultados mostram que existem vantagens quanto ao uso do GB em relagdo ao GP que
podem ser exploradas no tratamento de efluentes ricos em sulfato. No entanto, o uso de GB
para este fim ainda apresenta particularidades que demandam investigacdo. A pesquisa de

Santos et al. (2015) mostrou apds o periodo de aclimatagdo com start-up lento, que a
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sulfetogénese com glicerol bruto foi similar ao tempo com GP, porém este estudo prévio foi
realizado em um poco de petréleo, sistema distinto do tratamento de DM. Apesar da relagdo
com DM, a pesquisa de Behrooz e Borden (2012) foi sobre prevencao, aplicando o glicerol

bruto junto aos rejeitos sélidos da mineracéo.

Na pesquisa de Zamzow et al. (2007), foi constatado que quando o in6culo esta aclimatado a
fonte de carbono, ele usa os intermedirios metabdlicos da degradacdo do glicerol mais
completamente do que o fazem com o acetato produzido com a oxidacao do etanol. Porém para
generalizar as informacdes quanto a aplicacdo ao tratamento de DM, uma maior concentragdo
de sulfato afluente deve ser avaliada, visto que 900 mg.L™ nio reflete a condicdo da maioria
das DM. Os AGV acumulados a partir da degradacdo do GB foram avaliados apenas na
pesquisa de Santos e Johnson (2018), e foi constatado que mediante o pH afluente de 4 com
720 h de TDH foi acumulado acetato, lactato e 1,3-propanodiol. Mediante pH 7 e 240 h de TDH
houve glicerol e acetado do efluente. Ou seja, alteracdes no pH afluente e TDH podem ser
avaliadas para manipulagéo da producdo de carboxilatos de interesse ou que estejam afetando

a atuacdo do consorcio microbiano.

Em relacdo a quantidade de DQO destinada a sulfetogénese, o glicerol bruto foi selecionado
como a fonte carbono mais adequada em relacdo ao acetato, soro de queijo, dejetos de suinos e
vinhaca (MORA et al., 2018). A diversidade microbiana provavelmente mudou e levou ao
desenvolvimento de mais bactérias fermentativas capazes de hidrolisar o glicerol bruto mais
rapidamente. A relagio DQO/SO4% com glicerol foi de 1,68, sendo que 49,3% destinaram-se a
metanogénese. Essa pesquisa também foi realizada com baixas concentracdes de sulfato (220
mg.LY).

O glicerol ¢ um bom doador de elétrons para reducdo de sulfato. Considerando a grande e
crescente producdo e problematica ambiental envolvida com o GB, sua aplicacao no tratamento
é relevante. Mais informacGes sobre 0 uso deste subproduto aplicado com DM real devem ser

levantadas em especial pela grande complexidade dos dois efluentes.

3.2.2.2 Co-tratamento biolégico de DM e residuos da indUstria cervejeira

Né&o foram encontrados registros da avaliacdo dos residuos de cervejaria como fonte de carbono

para reducéo de sulfato. Para cada 1.000t de cerveja produzida, entre 137 e 173t de residuos
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podem ser gerados na forma de restos de grdos da trituragéo, trub da producdo de mosto e
residuos de levedura (PERIMENIS et al., 2018). O trub é um residuo formado pelas fases
liqguida e solida, contendo proteinas desnaturadas, acucares dissolvidos, carboidratos
hidrolisados parcialmente, polifendis, Ca?>* (MATHIAS et al., 2014). Normalmente as
cervejarias misturam todos os residuos liquidos, incluindo a dgua de lavagem dos tanques
proporcionando um volume de 3 a 20 unidades de aguas residudrias por unidade de cerveja
produzida. A DQO deste efluente costuma se estabelecer entre 2000 a 6000 mg.L™. O trub
provem do tanque de ebulicdo e fermentacdo e, apesar de corresponder a apenas 3% desse
volume, é responsavel por 97% da carga organica, representando uma proporc¢do substancial do
custo de tratamento do efluente de cervejaria (HULTBERG; BOLDIN, 2019).

O gerenciamento de residuos na industria cervejeira representa um setor de custo substancial,
de modo especial nas micro-cervejarias, que se encontram em larga expansao na Ultima década.
Nas industrias em que ha tratamento de efluentes, geralmente o processo se da por sedimentacdo
e vias aerObias com alta demanda energética, muitas vezes acarretando o ndo cumprimento dos
padrdes de qualidade estabelecidos e gerando grandes quantidades de lodo de baixo valor com
dispendioso descarte (HULTBERG; BODIN, 2019).

Diante deste cenario tem-se um campo de pesquisa com objetivo de proporcionar aplicagdes
Uteis e que valorizem os residuos da producédo cervejeira. Mediante a alta biodegradabilidade
dos restos de grdos da trituracdo, trub da producdo de mosto e residuos de levedura
(HULTBERG; BODIN, 2019), processos bioldgicos anaerdbios tém sido estudados para
producdo de produtos de valor econémico como metano, carboxilatos e biohidrogénio a partir
da digestdo destes residuos (PERIMENIS et al., 2018).

Perimenis et al. (2018) avaliaram metanogénese e acidogénese a partir de residuos
agroindustriais. A comparacdo se deu entre os 3 residuos da cervejaria, trub, levedura e graos
usados e também em relagdo ao residuo de péra, maca e tdmara utilizadas para fabricacdo de
geléias. O trub revelou maior potencial de metano, bem como as maiores concentracfes de
acidos graxos volateis totais durante a conversdo acidogénica, principalmente acido acético,
butirico e caproico. A menor producdo de acido acético em relacdo aos demais AGV foi com

trub, o qual apresentou a maior producao de &cido caproéico (45%).

A maior producéo de metano pelo trub pode ser explicada pela alta concentracéo de acUcares e
menor concentracao de hemicelulose (Tabela 3.5). O trub é proveniente de processos de coc¢ao,
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0 que favorece a diminuicdo da cristalinidade, aumento da &rea superficial e liberacdo de
acucares (PERIMENIS et al., 2018).

Tabela 3.5- Composicdo de residuos de cervejaria (m/m).

Trub Graos gastos Levedura utilizada
DQO gDQO/gMF 0,294 0,289 0,316
Celulose %ST 8,2 1,0 194
Hemicelulose %ST 5,6 14,7 28,8
Lignina %ST 8 0,3 4,2
Acucar %ST 57,4 38,6 12,4
Proteinas %ST 15 35,9 18
Lipidio %ST 3 3,9 10
Cinzas %ST 2,5 5,6 5

MF: matéria fresca. ST: sélidos totais.

Segundo Perimenis et al. (2018), a cinética da conversdo metanogénica foi rapida devido a
presenca de substancias prontamente digeriveis suficientes para serem convertidas
(PERIMENIS et al., 2018). A porcao celulésica da composicdo pode funcionar no controle da
compactacdo da biomassa, como descreve Skousen et al. (2017) acerca do que ocorre com

cascas e aparas de madeira minimizando curtos-circuitos.

Enquanto celulose e hemicelulose podem ser convertidas em metano e dioxido de carbono, a
lignina apresenta alta massa molar, ndo é hidrolisavel, e apresenta grande complexidade e
heterogeneidade. Isso faz com que sua biodegradacdo inicial deva ser oxidativa e inespecifica
e mediada por um sistema extracelular. Pode ocorrer biodegradacdo aerébia da lignina com
acdo de enzimas ligninoliticas que podem biodegradar xenobidticos recalcitrantes, como
dioxinas, devido as amplas especificidades de substrato dessas enzimas, porém pouco se sabe
sobre a degradacdo anaerobia da lignina. 1sso ocorre porque as enzimas extracelulares
necessarias para a despolimerizacdo da lignina precisam de oxigénio molecular, e sua oxidacéo
ndo seria prevista em condi¢des anaerobicas. No entanto, a degradagéo de lignina ja foi obtida
em sob condicdes de reducdo de sulfato (KO et al., 2009). Além de ser um componente do
efluente de cervejaria, a lignina é o polimero natural mais abundante fonte de carbono do

mundo, e sua degradacdo anaerdbia € de interesse para estabilizacdo de residuos solidos
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urbanos, no tratamento de residuos da industria de celulose, como um inibidor na fermentacéo

do bioetanol e no desenvolvimento de uma compreenséo mais clara do ciclo global do carbono.

Essas caracteristicas do substrato remetem ao potencial do mesmo para reducdo de sulfato
qguando na presenca deste aceptor de elétrons, considerando que as BRS competem com as
metanogénicas pelos mesmos substratos. Portanto, a pesquisa sobre sua aplicagcdo em reatores
anaerobios de tratamento biolégico de DM com BRS mostra-se pertinente. Entre os fatos que
revelam pertinéncia para esta investigacao, tem-se a possibilidade de formacdo de moléculas
organicas de valor econdmico a partir da oxidacdo incompleta da fonte de carbono. Caso haja
residuo de DQO no tratamento de DM na forma de &cido caproico, este pode ser separado e
aproveitado como produto de valor comercial. O &cido caprdico tem um maior nimero de
carbonos e é mais facilmente separado da 4gua do que acido acético e butirico. Trata-se de um
AGV com alto valor econdmico devido as suas possiveis aplicacfes finas (PERIMENIS et al.,
2018).

3.2.2.3 Possiveis aplicactes da DQO residual proveniente da etapa sulfetogénica

E possivel que intermediarios metabolicos da oxidagdo dos subprodutos utilizados como
doadores de elétrons sejam acumulados, apresentando um residual de matéria organica que
demande planejamento de uso para que ndo se torne um passivo ambiental. Os acidos organicos
produzidos pela oxidacdo anaerGbia incompleta podem ser utilizados de maneira
economicamente favoravel ao tratamento. Estudos recentes apresentam AGV como fonte
potencial de carbono renovavel devido a sua ampla aplicacdo industrial (EREGOWDA et al.,
2018). Os é&cidos carboxilicos sdo matéria prima para produtos quimicos finos, aromas e
polimeros (REYES et al., 2020). Acetato € mencionado como um dos produtos quimicos mais
importantes do mundo, devido sua aplicabilidade na industria alimenticia, farmacéutica e de

polimeros e seu uso como precursor de combustiveis e produtos quimicos (JONES et al., 2017).

A sintese e recuperacdo de AGV de residuos e produtos de fermentacdo tem sido considerada
uma solucdo potencial para a remogdo de DQO de efluentes em importantes pesquisas
(SINGHANIA et al., 2013; LONGO et al., 2015; ZHOU et al., 2017; EREGOWDA et al.,
2018; COELHO et al., 2020; REYES et al., 2020). A producéo de carboxilatos a partir de
residuos e efluentes ricos em matéria organica por via bioldgica é considerada extremamente

pertinente tanto do ponto vista ambiental quanto econdmico (LIU et al., 2014). Além de se
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configurar em um destino adequado para efluentes com DQO biodegradavel, a produgéo
anaerobia de carboxilatos é vantajosa por substituir a producdo destes a partir de derivados
petroquimicos ou processos que requerem grandes quantidades de energia ou produtos
quimicos. Estas sdo atualmente as vias de producéo de carboxilatos mais utilizadas (REYES et
al., 2020). A oxidacao ou carboxilacdo de precursores quimicos do processamento do petrdleo
promove emisséo de gases de efeito estufa (GEE). A exemplo disso, a emisséo de GEE ao longo
do ciclo de vida do acido acético quando produzido por incineracdo sem recuperacéo de energia
é de 3,3 toneladas de COzeq por tonelada de acido produzido (MORAIS et al., 2020).

Os acidos carboxilicos de cadeia curta (ACCC) provenientes da etapa de fermentacdo
acidogénica da digestdo anaeroébia (acido acético — C2, propiénico — C3, butirico — C4 e valérico
— Cb) e alcoois (etanol, 1,3-propanodiol, butanol, entre outros) sdo amplamente aplicados na
producdo de vernizes, tintas, perfumes, desinfetantes, tensoativos, auxiliares téxteis,
medicamentos e produtos alimenticios. Os &cidos carboxilicos de cadeia média (ACCM) -
caproico (C6), enantico (C7) e caprilico (C8) apresentam maiores vantagens econdmicas em
relacdo aos ACCC. Mais hidrofobicos, os ACCM sdo mais facilmente extraidos do meio
reacional, e apresentam finalidades mais nobres na industria, utilizados como aditivos
alimentares, precursores para producdo de biodiesel e na producdo de bioplasticos e como
agente antimicrobiano, (DE SOUSA E SILVA et al., 2020 e MORAIS et al., 2020). O valor de
mercado da tonelada de ACCC é aproximadamente US $ 400-2500, enquanto a tonelada do
ACCM custa US $ 2000-2500. Ambos apresentam maior valor de mercado que o metano (US
$ 200-600 por tonelada) (MORAIS et al., 2020).

O glicerol € precursor de produtos quimicos importantes como propanodiois, propandis e
etilenoglicol, por meio de oxidacdo, desidratacdo, hidrogenolise, vaporizacao, carboxilagéo,
acetalizacdo, esterificacdo e cloracdo. O 1,3-propanodiol, um produto com aplicacbes em
industrias de alimentos, cosméticos, farmacéuticas entre outras, foi produzido a partir de GB
(SAMUDRALA, et al., 2018; SAMUDRALA, 2019). Santos et al. (2017) obtiveram da
oxidacgéo do glicerol durante a sulfetogénese, acetato, lactato e 1,3-propanodiol e Qatibi et al.
(1991) também obtiveram acetato e 1,3-propanodiol além de propionato. Partindo de 2016
mg.L"* DQO de glicerol, Bertolino et al. (2012) obteve um acimulo de 11 e 3.3 mmol.L* de
acetato e butirato, respectivamente. Correlagcdo semelhante é obtida por Santos; Johnson (2018)
obtendo 1 mmol.L? de acetato a partir de 254 mg.L™ DQO de glicerol. Propionato, acetato e

butirato também foram produzidos a partir de GB na pesquisa de Coelho et al. (2020), além de
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acido valérico, isso-valérico e capréico. Em relacdo a outros residuos agroindustriais, a digestao
anaerdbia de trub proporcionou maior acumulo de AGV (PERIMENIS et al., 2018). A produgdo
de carboxilatos a partir da degradacao anaerdbia de GB e de trub é esperada e a recuperacao
destes elementos do efluente do tratamento de DM pode ser uma alternativa como estratégia de

pos-tratamento e destino adequado para a DQO residual.

Além da recuperacédo de &cidos carboxilicos a partir da degradacdo anaerdbia de trub e GB, a
producdo de biogés a partir destes subprodutos também pode ser alcangada (ALBUQUERQUE,
2014 e PERIMENIS et al., 2018). Tem-se que os metabdlicos intermediarios acumulados no
efluente do tratamento biolégico anaerébio de DM com esses substratos também podem ser
direcionados a uma etapa de pds-tratamento com producdo de metano ou recuperacao de &cidos
carboxilicos. Além de mitigar os impactos ambientais da destinacdo de efluentes com DQO
residual, estas estratégias de poOs-tratamento para o efluente da etapa sulfetogénica do
tratamento de DM com subprodutos industriais reduz a dependéncia do setor petroquimico na
producdo energética e de acidos carboxilicos.

4 MATERIAL E METODOS

Os objetivos descritos foram elencados a partir do estudo que situa o estagio de
desenvolvimento cientifico em que o tema se encontra, como foi apresentado na Secdo 3. Na
presente Secdo, serdo descritos os procedimentos laboratoriais (simplificados no fluxograma da
Figura 4.1) realizados para cumprimento dos objetivos apresentados. A etapa experimental se
centralizou em duas estratégias de operacdo da etapa sulfetogénica, que diferiram entre si pelo
modo de adaptacdo do indculo e fornecimento de substrato. Todos os procedimentos foram
realizados em bateladas sequenciais, entre as quais houve reposicdo da fase liquida e
manutencdo da fase sélida (lodo). Estas etapas foram precedidas pelo estudo dos componentes
do sistema e seguidas da avaliacdo de possibilidades de pos-tratamento, também em batelada.
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Planejamentoda

» Caracterizacao dos componentes.
montagem dos reatores

Adaptacaode longo » Avaliacdo dossubprodutostrub e GB como doadores de
prazo ao aumento elétrons na reducdo de sulfato;

gradativoda » Estudo da composi¢dao do indculo desenvolvidaem cada
concentracgaoinicial de condigao;

substrato » Avaliagdo da melhorrelagao DQO/SO,%.

» Avaliacdo daadaptacdo doindculo;
» Avaliagdao da melhorrelagdo DQO/SO,%;
» Avaliagdo do fornecimento fracionado de substrato.

Adaptacdaode curto
prazo a presenca de DM

» Obtencgao de carboxilatos;

Pos-tratamento , » 5 g
» Producdo de biogas.

Figura 4.1 — Representacdo esquematica do método de pesquisa. Fonte: da autora.

4.1 Caracterizacdo dos substratos, inéculo e DM

A DM utilizada foi proveniente de uma mineradora de ouro do municipio de Nova Lima — MG,
Brasil. O trub utilizado foi advindo da cervejaria artesanal Ouropretana, localizada no distrito
de Cachoeira do Campo em Ouro Preto — MG, Brasil. A origem do glicerol bruto utilizado foi
a industria de biodiesel Biominas, no municipio de Itaina-MG, Brasil. O in6culo contendo BRS
foi proveniente do Centro de Pesquisa e Treinamento em Saneamento (CePTS) da Universidade
Federal de Minas Gerais. Ele era utilizado em reator metanogénico de fluxo ascendente tratando
esgoto doméstico. Todos os elementos inseridos no sistema de tratamento estdo apresentados

na Figura 4.2.
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Figura 4.2 - Elementos utilizados nos sistemas de tratamento. 1: DM; 2: Trub; 3: Indculo e 4:
GB. Fonte: da autora.

Para a projecdo da montagem dos frascos em batelada, foram estudados os componentes da
mistura. Foram realizados os testes de s6lidos totais (ST), sélidos volateis totais (SVT) e sélidos
totais fixos (STF) do indculo, e a DQO de cada tipo de substrato do estudo, Trub, GP, GB e
Etanol. A DM foi avaliada quanto a presenca de sulfato, Ag, Al, Au, Co, Cr, Cu, Mg, Mn, Ni,
Ti, Zn, As, Cd, Pb, Fe e Sh. As caracteristicas dos elementos utilizados foram consideradas
neste trabalho como resultados, portanto a concentracdo de sulfato, metais e metaloides como

a DQO dos substratos sdo apresentadas na Segao 5.

4.2 Procedimentos experimentais de adaptacéo lenta

4.2.1 Procedimento experimental I: Avaliagdo dos substratos trub e GB como

doadores de elétrons para remocao de sulfato

Na primeira etapa, os substratos Glicerol bruto e Trub foram testados quanto a capacidade de
agirem como doadores de elétrons na reducdo bioldgica de sulfato em relacdo aos controles
positivos Glicerol Puro e Etanol e a um controle negativo no qual ndo foi adicionada fonte de
carbono. Foram aplicadas 5 condicdes em triplicata (15 reatores) ilustradas na Figura 4.3. Os
reatores foram operados por 120 dias com bateladas sequenciais em quatro etapas ciclicas:
enchimento (adicdo da fase liquida — mistura de DM com substrato), reacdo (168 h),
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sedimentacdo (30 minutos) e descarga da fase liquida com manutencéo da fase sélida (lodo)
nos reatores. Apenas o doador de elétrons variou entre as condi¢des e todas as demais variaveis

foram padronizadas em cada um dos reatores.

Doador de elétrons Receptor de Indculo
elétrons
Condicdol | Glicerol
} A I bruto
Atmosfera = consorcio
" microaerdbia Condigzoll ‘ Trub Drenagem de anaerobio
& . .
B ® %4 | minacontendo | proveniente de
- A 4 .
DM com —-— sulfato reator
substrato Controlelll | Etanol metanogénico
o |
ﬁ contendo BRS
~— Inéculo — ‘/\
Controle V.| Glicerol puro e T
=] W v \
P ,
g AN (
Controle Sem substrato
enddgeno g
VG (N
—

Figura 4.3 - Componentes presentes nos sistemas avaliados na primeira etapa. Fonte: da
autora.

Em cada reator foram adicionados 100 mL de indculo e 300 mL de DM (15,11 mgSVT.L?). A
partir deste volume de DM, para montagem dos frascos nas relagdes DQO/SOs* de 2 e 3 a
concentracdo de sulfato foi mantida constante e foi alterada a quantidade de substrato aplicado,
cujos volumes utilizados sdo mostrados na Tabela 4.1. Os frascos foram submetidos a condicdes
controladas em incubadora de bancada (Shaker Solab), no escuro a 30 °C e 100 rpm, em
bateladas sequenciais de 168 horas cada. Foi utilizada uma atmosfera microaerdbia por meio
da utilizacdo de uma agulha 0,7 x 30 mm mantida na tampa dos frascos. A atmosfera foi mantida
assim para melhor reproducdo do tratamento em escala industrial, sendo esperadas baixas

concentracdes de oxigénio nessas condi¢gdes (PEDIZZI et al., 2016).

Tabela 4.1 - Volume de substrato utilizado com cada tipo de doador de elétrons em cada uma
das relagdes DQO/SO4> aplicadas e os volumes reacionais e de headspace resultantes.

Volume (mL) Etanol GP GB Trub
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Substrato 1,1 0,7 14 10,5

2_ 1 1 1 ]
DQ% 8204 Volume reacional ~ 401,1  400,7 4014 4105
Headspace 218,9 219,3 218,6 209,5
Substrato 1,6 1,1 2,1 15,7

2_ 1 1 1 i)
DQ(;éSson. Volume reacional  401,6 401,1 402,1 4157
Headspace 2184 2199 2179  204,3

Apesar da quantidade de substrato ter sido mostrada em volume, o trub, o GB e o GP foram
medidos em massa para serem aplicados nos reatores. Este procedimento se fez necessario
devido a viscosidade do glicerol e as particulas de sélidos presentes no trub que tornam a
medicdo de pequenos volumes desses elementos invidvel. A densidade dos substratos é

apresentada juntamente com as demais caracteristicas dos mesmos na Sec¢éo 5.

Além do tratamento dos poluentes da DM, objetivou-se dar um destino adequado aos
subprodutos utilizados como fonte de carbono. Deste modo, os ensaios foram realizados com
excesso de doador de elétrons. Como relatam Hao et al. (2014), as relagdes DQO/SO4 entre
2,4 e 4,8 podem ser aplicadas para remocdo de sulfato, e como foi aplicado por Silva et al.
(2011) com a relagdo DQO/SO4> de 3,2. No entanto, como os substratos apresentam baixo pH,
alta DQO e de moléculas de alta massa molar, para evitar falha do sistema por acimulo de
acidos organicos, a relagdo DQO/SO4?> foi aumentada gradativamente. Durante dois meses foi
fornecida uma quantidade de substrato que proporcionasse a relagdo DQO/SOs* de 2. Em
seguida, a relagdo DQO/SO4? foi aumentada para 3 por mais dois meses. As amostras do meio
liquido eram recolhidas imediatamente apds a mistura de DM com os substratos e ap6s 168
horas de batelada. Uma amostra do in6culo inicial aplicado nos sistemas foi recolhida. Ap6s 0s
4 meses de execucdo desta etapa, o lodo final, o qual ndo era substituido a cada batelada, foi
coletado de cada uma das condicdes para estudo da selecéo de espécies na presenca de cada um

dos substratos.

4.2.2 Procedimento experimental Il: avaliacdo da relacdo DQO/SO4*

Foram testadas as relagdes DQO/SO4* de 1, 2,5 e 5. Valores maiores do que estes foram
descartados pela possibilidade de acidificar o reator ou produzir um efluente final de alta carga

organica com limitada aplicacdo. Devido a diversidade de possiveis rotas de oxidagéo,
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considerando a diversidade microbioldgica e de receptores de elétrons, menores concentracdes
de matéria organica também foram descartadas por poderem se tornar o fator limitante da
reducdo de sulfato. Nesta etapa foram montadas seis diferentes condi¢cdes em triplicatas,

totalizando dezoito frascos. As condi¢Bes experimentais sdo sistematizadas na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 - Condi¢des experimentais dos reatores utilizados na Etapa Il.

Frascos I I "l v Vv VI
Relacdo DQO/sulfato 1 2,5 5 1 2,5 5
Substrato Trub  Trub Trub GB GB GB
Substrato (mL) 52 131 26,2 0,7 1,7 3,5
Volume reacional (mL) 3552 363,1 376,2 350,7 351,7 3535
Headspace (mL) 264,8 256,9 2438 269,3 268,3 266,5

O inoculo utilizado era proveniente dos ensaios anteriores. Em cada reator foram adicionados
50 mL de in6culo (11,11 mgSVT.L?) e 300 mL de DM. Os reatores foram submetidos a
agitacdo de 100 rpm a 30 °C. A cada 24 h foi avaliada a concentracdo de sulfato até 168 horas
de teste, com coleta de amostras utilizando seringas por septos de borracha. O afluente e o

efluente da batelada foram também avaliados quanto ao pH, metais e DQO.

4.3 Procedimentos experimentais de rapida adaptacéo

4.3.1 Procedimento experimental lll: avaliacdo da adaptacéo do in6éculo a DM

e diferentes relagdes DQO/S04*

Para esta etapa foi utilizado um novo lote de indculo obtido do mesmo reator do qual se obteve
o0 indculo da etapa anterior, no Centro de Pesquisa e Treinamento em Saneamento (CePTS) da
Universidade Federal de Minas Gerais. O indculo coletado foi separado em duas porcoes. Trés

litros foram armazenados sem passar por nenhum procedimento, a temperatura ambiente
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(aproximadamente 25 °C) por um més. Este indculo foi nomeado Cru. Trés litros de indculo
foram armazenados com cinco litros de DM também a temperatura ambiente também por um
més. Este indculo foi nomeado Aclimatado (Acl). Foi realizada uma nova coleta de DM no
mesmo local da coleta realizada anteriormente, uma mineradora de ouro no municipio de Nova

Lima.

Os dois inoculos foram sedimentados naturalmente e a fase solida obtida ap6s descarte do
sobrenadante foi aplicada nos reatores. Foram utilizados 60 mL de inoculo e 350 mL de DM
em cada um dos reatores (9,8 mgSVT.L* com o indculo cru e 10,26 mgSVT.L™* com o indculo
Acl). Foram utilizadas diferentes relagdes DQO/SO4* com cada um dos indculos Cru e Acl,
conforme mostrado na Tabela 4.3. Novamente, a concentragdo de sulfato é mantida igual entre
0s reatores e a quantidade de substrato é diferente para cada condicdo. Cada uma das condicdes
mostradas na Tabela 4.3 foi montada em triplicata. Os reatores foram mantidos nas mesmas
condicBes que nas etapas anteriores, no escuro a 30 °C e com agitacao de 100 rpm por bateladas
sequenciais de 168 horas. A agulha de 0,7 x 30 mm foi utilizada na tampa dos frascos para

manutencdo da atmosfera microanaerdbia.

Tabela 4.3 - Condigdes experimentais utilizadas na Etapa Il1.

Doador de 2. . Substrato  Volume Headspace
elétrons DQO/SO4™  Indeulo (mL) reacional (mL) (mL)
0,8 L 43 4143 205,7
Acl
1,6 Acl 8,6 418,6 201,4
Trub Cru
3 —— 16,1 426,1 193,9
Acl
5 Acl 26,8 486,8 133,2
0,8 LU o6 410,6 209,4
Acl
GB 1,6 Acl 1,1 4111 208,9
Cru 2,1 4121 207,9
3
Acl
5 Acl 3,6 413,6 206,4
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4.3.2 Procedimento experimental IV: adi¢cédo fracionada de substrato

Devido ao fato de que os substratos apresentam a tendéncia ao acumulo de &cidos orgéanicos,
foi elaborado um procedimento com o objetivo de distribuir a formacdo destes ao longo do
tempo, minimizando a possibilidade de acidificacdo do sistema. Apenas o inoculo Acl foi
utilizado nesta etapa, com alteragdo na forma com que o substrato foi adicionado nos reatores.
Novamente, foram utilizados 60 mL de inoculo, 350 mL de DM. Os reatores foram mantidos
no escuro a 30 °C, com agitacdo de 100 rpm, por 144 horas. Foi realizado o que sera chamado
de Fornecimento fracionado da fonte de carbono (FFFC), onde o substrato foi adicionado em
pequenas porgdes ao longo do periodo de batelada. A quantidade de substrato correspondente
a relagdo DQO/S04? de 3 foi dividida em 6 porgdes iguais (657,37 mg de DQO cada porgio),
e cada porcdo adicionada no reator a cada 24 h, iniciando no tempo 0. A cada 24 h, a
concentracdo de sulfato e o pH eram aferidos. Exclusivamente com trub foi realizado um
procedimento extra, pelo qual a mesma quantidade de substrato, a qual se refere a relacéo
DQO/S04?* de 3, foi desta vez dividida em 7 porcdes iguais (563,46 mg de DQO cada porgao).
Cada porcao também foi adicionada a cada 24 h, iniciando no tempo zero, e desta vez a batelada

foi mantida por 168 horas.

4.3.3 Polimento do efluente da etapa sulfetogénica com producao de biogas

Um procedimento tal como o descrito na etapa 1V foi realizado para obtencdo do efluente a ser
aplicado nesta etapa de polimento. O GB referente a relagdo DQO/SO4? de 3 foi dividido e
aplicado em 6 porcdes iguais a cada 24 h ao longo de 6 dias, e a mesma quantidade de DQO
em trub foi dividida em 7 partes iguais e adicionadas do mesmo modo ao longo de 7 dias. Apds
a etapa sulfetogénica, o efluente obtido foi entdo aplicado em outro reator para realizagdo da
etapa de pos-tratamento. O indculo utilizado na etapa de polimento era granular, proveniente
de um reator up-flow anaerobic sludge blanket (UASB) usado para tratar efluente de matadouro
de aves (Dacar, Tieté-SP). Em procedimento asséptico, cada reator recebeu 5 mL de lodo, 45

mL de meio proporcionando 67 mL de headspace. Os reatores foram lacrados e submetidos a
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um sistema de troca de atmosfera (Figura 4.4), para garantir equalizacdo da presséo interna e
atmosfera exclusiva de nitrogénio. Foram montadas 4 condi¢des em triplicata, 12 reatores

segundo as condicdes expostas na Tabela 4.4.

=, S
= £ 2SR S8 =2

Figura 4.4 - Reatores da etapa de produgéo de b?ogés sendo sub
de atmosfera. Fonte: da autora.

BB 525 ;“%-- S
metidos ao sistema de troca
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Condicéo | Condicéo Il Condicéo Il Con}role
enddgeno
Efluente do Efluente do Ar((:)ldi%nico o Sem
Meio tratamento de tratamento de EOHE) 30 doador de
DM com trub DM com GB & elétron
nutriente
pH 6,2 6,6 6,2 6,2
DQO (mg.L™Y) 4597+97 3390+67 3847+52 -
Relagdo 057 0,424 0,481 i
alimento/microrganismo
Sulfato residual (mg.L™?) 330+10 19349 - -
Alcalinidade 4012+101 3267452 3579474 ;

(mgCaCOs.LY)

Na condicéo Il foi adicionado &cido propidnico como doador de elétrons e solugdo nutriente
conforme descrito por Aquino et al. (2007), criando a propor¢do de DQO: N: P de 350: 5: 1.
Na condicao 111 e no controle enddgeno, o pH foi corrigido com NaOH. O &cido propiénico foi
utilizado como controle positivo por ndo estar disponivel de forma imediata a metanogénese.
Oxidado em acetato, Hz, H" e HCO3 (CHERNICHARO, 2016), 0 4cido propidnico se aproxima
mais das condicdes de degradacdo de um substrato complexo, sendo mais apropriado para a
comparacdo com estes efluentes do que se fornecido um 4&cido disponivel diretamente a

oxidagdo completa como o acido acético.

Os reatores foram submetidos a agitacdo de 100 rpm no escuro a 30 °C por 6 dias. A cada 24h
era recolhida uma amostra gasosa do headspace para averiguar a concentracdo de metano. O

efluente do polimento foi avaliado quanto & concentracdo de sulfato e DQO, pH e alcalinidade.

4.4 Analises
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As analises de DQO, sulfato, pH, metais e metaloides foram realizadas segundo os métodos
descritos por Standard Methods (APHA, 2012). Alcalinidade a bicarbonato foi realizada de
acordo com a metodologia proposta por Ripley et al. (1986). A concentracdo de acidos graxos
volateis (AGV) foi verificada utilizando espectrofotometria de alta performance Shimadzu's
system (HPLC). A coluna de troca ionica utilizada foi a Aminex HPX-87H (Bio-Rad, 300,0x7,8
mm), sob configuracdo de 55 °C. AGV foram analisados sob um tempo total 35 minutos com
comprimento de onda de 210 nm com detector UV-Vis e matriz de diodos (DAD - Shimadzu
SPDM20A). Metais e metaloides foram medidos pelo método 3120 B, ‘Determination of
Metals by Plasma Emission Spectrometry’. A preparacao da amostra para analise de metal foi
realizada conforme descrito por Choudhary e Sheoran (2011). Foi adicionado 1 mL de HNO3
concentrado ultrapuro para cada 50 mL de amostra imediatamente ap6s a coleta, ajustando o
pH para menos que 2. As amostras foram filtradas através do filtro Whatman n° 42. Apenas
metais e metaloides dissolvidos foram analisados. As concentragcbes foram determinadas
usando um Espectrofotdmetro de Absor¢cdo Atdmica (MakeThermo electron corporation Ltd,
Modelo S2).

Todos os procedimentos foram realizados em triplicata e utilizadas as médias na discussdo dos
resultados. Foi estimado o desvio padrao amostral de acordo com a fungdo DESVPAD.A (onde
A se refere & amostra), de acordo com a equaco 4.1, onde x é a média de amostra MEDIA

(nim1; num2...) e n é o tamanho da amostra.

DESVPAD.A= |E&=2°  (47)
(1)

Foram utilizadas anélises de variancia para comparar os efeitos das diferentes combinacgdes de
variaveis (tipo de in6culo, substrato, DQO/SO4%) na eficiéncia da remocdo de sulfato. Foi
aplicado o teste F com 5% de significancia utilizando-se o software RStudio. Os valores obtidos
foram ordenados com o teste de agrupamento Scott-Knott (SCOTT & KNOTT, 1974) com 5%
de significancia. Também foi utilizado a Andlise de Variancia (ANOVA tri-fatorial) para
comparacao entre as eficiéncias de remocao de sulfato com cada um dos substratos testados e
o controle enddgeno. Foi aplicado o teste a posteriori de Tukey HSD para as diferencgas
significativas (P<0,05) (ZAR, 1996).

A quantificacdo de metano foi realizada com um cromatoégrafo gasoso Agilent Tecnologies
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7890A modelo GC A.01.14, equipado com detector de condutividade térmica e coluna Rt-
Msieve 5% (30m x 0.53mm x 50um). Foi utilizado nitrogénio como gas de arraste e a
temperatura da coluna mantida em 40°C. O detector e o injetor foram programados para 120°C.
Os valores de area obtidos foram aplicados a uma curva construida com injecéo de diferentes

volumes de gés padrdo metano (99,5% de pureza — White Martins) no cromatdgrafo.

A extracdo de DNA foi realizada usando o kit de isolamento de DNA PowerSoil® (MoBio
Laboratories, Carlsbad, CA, EUA), de acordo com as instrucdes do fabricante. O analisador de
quantificacdo fluorométrica Qubit (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) foi utilizado como
ferramenta para quantificacdo de amostras e um espectrofotémetro (Nanodrop 1000; Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) para medir a pureza do DNA.

As amostras foram analisadas quanto a composicao e estrutura da comunidade microbiana por
sequenciamento de alto rendimento usando um sequenciador Illumina (Illumina, San Diego,
CA, EUA). Os iniciadores de PCR da regido variavel V4 do gene 16S rRNA utilizados para
amplificacdo do DNA extraido foram, 515F-806R para Bactéria e 341-785R para Archaea.
Foram utilizados o HotStarTag Plus Master Mix Kit (Qiagen, EUA) nas condicGes
estabelecidas: 94°C por 3 minutos, seguidos de 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 53°C por
40 segundos e 72°C por 1 minuto, ap6s o que foi realizado um passo final de alongamento a
72°C por 5 minutos. Foi utilizado gel de agarose a 2% para determinar o sucesso da
amplificacdo e a intensidade relativa das bandas. As amostras foram reunidas em proporcoes
iguais com base em sua massa molar e concentracdes de DNA e purificadas usando esferas
AMpure XP Beads. Em seguida, o produto de PCR purificado foi utilizado para preparar a
biblioteca de DNA Illumina. O sequenciamento de Gltima geragdo (Next-generation sequencing
- NGS) foi realizado com a plataforma MiSeq, seguindo a metodologia descrita por Van den
Hoecke et al. (2015). Os dados sequenciados foram processados utilizando o pipeline de analise
de analise de genes ribossomico e funcional de DNA utilizado por MR DNA

(www.mrdnalab.com, Shallowater, TX, EUA).

Os indices de diversidade Shannon (H*) e Simpson (1-D); e os indices de riqueza Margalef
(Dwmg) e Chaol dos resultados do sequenciamento foram calculados utilizando o software PAST
(Paleontological Statistic Software) (Tabela 4.5).
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Tabela 4.5 - indices de Diversidade e Riqueza

indice Férmula Siglas
Shannon (H’) H’=-%pi In pi pi: frequéncia relativa
Simpson (1-D) D= Xpi pi: ni/N

S: n° de grupos (sequéncias
Margalef (Dmg) Dmg = (S-1)/InN diferentes)

N: n° total de sequéncias

As sequéncias foram submetidas ao Centro Nacional de Informacdes sobre Biotecnologia
(NCBI - https://submit. Ncbi.nlm.nih.gov/) no bioprojeto “PRINA623927” sob o ID de acesso
“SUB7262533”.

4.5 Quantificagdo da eficiéncia de remocéo e destino da DQO

A eficiéncia de remocéo de sulfato e de DQO foram definidas por meio das equacfes 4.2 e

4.3, respectivamente.

o ) SOien — SOi5
Eficiéncia de remocao (%) = SO x100 (4.2)

4en

(4.3)

DQO,,, — DQO
Qen QS)X]_OO

Eficiéncia de remocao (%) = (
DQO0en

Em que SOs> en, DQOen & SO4* s, DQOs sdo as concentracdes de sulfato e DQO aferidas
imediatamente ap0s a mistura da DM com substrato e inoculo e ao fim do periodo previsto para
cada batelada em cada etapa. A porcentagem de DQO consumida pelas BRS foi calculada de
acordo com a equacao 4.4 (CUNHA et al., 2020).
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0,67.(S0%, — SO2-
(50ien as )> x100 (4.4)

DQO para sulfetogénese (%) = <
DQOen - DQOS

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Caracterizacdo dos substratos, in6culo e DM

As caracteristicas dos substratos testados sdo apresentadas na Tabela 5.1. Os resultados de DQO
obtidos mostraram ordens de grandeza compativeis com o0s valores registrados para estes
subprodutos na literatura. O trub utilizado por Perimenis et al. (2018) apresentava 294 mg.g*
de DQO e o GB utilizado por Albuquerque (2014) apresentou a DQO de 1123 g.L 1. A DQO
obtida na presente pesquisa para GB em g.L™* é 1586. A DQO do etanol e do GP utilizados
foram de 2052+2 mg.L e 2381+3 mg.g~* respectivamente.
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Tabela 5.1 - Caracteristicas dos substratos.

Unidade Trub GB
Sélidos totais (ST) mg.L ! 155+1 83+1
Solidos volateis (SVT) mg.L * 150+1 82+1
DQO mgDQO.gl 20042 1300+49
Densidade g.cm? 1,05+0,001 1,22+0,003
Sulfato mg.L ! - 52+2
pH — 4,910,001 5,9+0,04

A composicdo da DM é mostrada na Tabela 5.2. O primeiro lote foi utilizado nos procedimentos
I e Il, enquanto o segundo lote nos procedimentos Ill e 1\VV. Embora menos frequente, o pH
neutro pode ser encontrado em efluentes ricos em sulfato gerados pela atividade mineradora,
tal como ocorre na Mina de Campbel | com pH de 6,5-8,5 e de Delnite com pH 6,8-7,8. Uma
variacdo bastante significativa no pH pode ocorrer na mesma localidade, exemplificado pelo
gue ocorre na mina de Heath Steele, onde o pH varia entre 1-7,5, em Kidd Creek com variagdo
de 3-7, em Nickel Rim (3-6,5) e em Waite Amulet (2,5-7,5) (MCGREGOR; BLOWES 2002).
O ambiente de mineracdo pode apresentar minerais de carbonato (LANGMAN et al., 2019), o

qual pode ser o agente neutralizante do pH nestes ambientes.

Tabela 5.2 - Composicdo da DM, cujo Lote 1 foi utilizado nas Etapas | e Il e 0 Lote 2 nas
Etapas 11l e IV (mg.L™).

SO4* Fe As Cd Pb Sb Zn pH
Lote1 38605+ - 1,4+ 14,8+ 1,8+ 3,9+ 209+ 7,5+
349 0,02 0,3 0,04 0,1 9 0,001
Lote2 37564+ 68+ 0,8+ 10,2+ 2,1+ 2,0+ 115+ 7,5+
258 4 0,02 0,33 0,1 0,02 5 0,003

Os STV dos inoculos utilizados sdo mostrados na Tabela 5.3. O inoculo utilizado na etapa IV

foi 0 mesmo Acl utilizado na etapa IlI.

Tabela 5.3 - Caracteristicas dos inoculos utilizados em cada etapa - STV (mg.L ™).

Etapa | Etapa Il Etapa Il Metanogénese
Cru Acl Granular
4534+1,01  66,67+0.26 57,2+1,9 59,9+0,9 71,86+3,2
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Os resultados apresentados nesta secdo foram aplicados nos célculos para montagem dos
reatores utilizados no presente trabalho, assim como séo importantes na avaliacao de eficiéncia
dos tratamentos realizados. Poréem, em funcdo da grande variagdo que pode ocorrer na
composicao de cada um dos subprodutos aqui avaliados, devido a inimeras variaveis em sua
formacdo tratados na revisdo da literatura, ndo ha proposito de aplicacdo literal destes dados
externos a esta tese. No entanto, estas informacdes podem ser utilizadas como referéncia para
prever comportamento de sistemas que facam uso subprodutos de composi¢do similar aos
utilizados aqui. E possivel que as estratégias de operacdo e proporcdes utilizadas que
proporcionaram boa eficiéncia mostradas nas secfes a seguir, também possam ser aplicadas a
sistemas que utilizem subprodutos de composicao similar aos aqui aplicados. E necessario que
estas generalizacGes sejam feitas com criticidade e especialmente, considerando além da DQO
dos subprodutos, a composicéo e a recalcitrancia, especialmente a proporcao de moléculas de

elevada massa molar presente nos mesmaos.

5.2 Efeitos dos diferentes doadores de elétrons nos sistemas de
adaptacao lenta

5.2.1 Eficiéncia dos subprodutos trub e GB como doadores de elétrons na

remocao de sulfato e DQO

Nesta secdo serdo apresentados os resultados quanto a eficiéncia dos doadores de elétrons
obtidos durante o procedimento de adaptacao e apés estabilidade dos reatores. Apos dois meses
utilizando a relagio DQO/SO4>" de 2, os valores de concentragéo de sulfato no inicio e no final
da ultima batelada foram considerados para calcular a eficiéncia de remogéo de sulfato, e séo
apresentados na Tabela 5.4. Os reatores foram operados por mais dois meses com a relagéo
DQO/S04?" de 3, atingindo condicdes estaveis (remogéo de sulfato constante com variagéo de
+7%). Para obtencdo dos valores apresentados para os substratos testados e os controles
positivos, o valor de remocéo no frasco de controle enddgeno foi subtraido. Isto foi feito para

que a remocgdo de sulfato por adsorcdo ao inéculo ou por reducdo endogena fosse
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desconsiderado. Os valores de pH efluente obtidos em cada batelada mencionada também séo
apresentados na Tabela 5.4.

Tabela 5.4 - Remocao de sulfato e pH efluente obtidos com as relagdes DQO/SO4> de 2 e 3
com os diferentes tipos de substrato avaliado.

DQO/S042 de 2 DQO/S042 de 3

Remocéo de sulfato (%) pH efluente  Remocdo de sulfato (%) pH efluente

Controle

. 2,614 6,5£0,01 1,945 6,5+0,01
negative
Etanol 52,1+4,3 5,5+0,02 92,3+0,3 6,0+0,03
GP 58,8+2,6 4,4+0,04 91,4+3,1 4,8+0,03
Trub 61,8+2,9 4,5+0,02 89,5+0,9 4,8+0,03
GB 49,2+4,3 4,6+0,03 89,1+0,9 4,9+0,02

No controle enddgeno, a remocdo de sulfato na primeira batelada foi de 9,9+4%, enquanto com
etanol, GP, GB e trub de, respectivamente, 25,247, 21,46, 27,2+5 e 26,4+5%. O pH efluente
obtido na primeira batelada foi de 7,4+0,09 no controle enddgeno, e de 4,9+0,09, 3,9+0,04,
3,8+0,09 e 3,5+0,8 com etanol, GP, GB e trub, respectivamente. E possivel que a remogéo de
sulfato na primeira batelada do controle enddgeno tenha se dado por reducdo com fonte de
carbono proveniente de DQO residual do reator metanogénico de onde o indculo foi coletado,
bem como por adsorcdo no indculo. Apos essa batelada, a DQO residual proveniente do reator
metanogénico deve ter se esgotado, assim como 0s sitios ativos para possivel adsor¢do devido
a alta concentracao de sulfato aplicada e ao fato de que ndo houve substitui¢do do inoculo. Este
deve ser o motivo pelo qual tenha ocorrido menor reducdo de sulfato nas bateladas seguintes
com esta condi¢do. A diminuicdo do pH observada no controle enddgeno apds a primeira
batelada, assim como nos demais reatores, pode ter ocorrido devido a producdo de acidos
organicos com liberacdo de H*, no caso do controle endégeno, a partir de células mortas. A
concentracdo dos intermediarios metabdlicos nos reatores de controle endégeno nao deve ter
sido suficiente para ativar 0 metabolismo de oxidacdo completa rapida o suficiente para

elimina-los até o final da batelada.
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O pH efluente no sistema com etanol é sempre mais elevado em rela¢do aos sistemas com 0s
demais substratos em todos os momentos avaliados. Moléculas de elevada massa molar como
as que existem no GB e no trub, como lipidios, proteinas e carboidratos precisam passar por
diversas etapas da degradacdo anaerdbia, conforme mostrado na Figura 5.1. J& 0 GP néo
depende da etapa da hidrolise, sendo decomposto a partir da acidogénese. O etanol depende
apenas da acetogénese e metanogénese para ser degradado. Isso significa que a diversidade e a
concentracdo de intermediarios metabolicos que pode ser acumulado a partir de GB e trub é
maior que a partir dos demais substratos, sendo exemplificado por acucares, aminoacidos,
peptideos, glicerol, etanol, 1,3-propanodiol, butanol, PHA, succinato, propionico, n-nutirico e
n-caproéico. Ja a partir da degradacdo do GP ndo ocorre acimulo de agucares, aminoacidos e
peptideos, e a partir do etanol s6 pode ser acumulado acetato e H,. Os acidos organicos podem
liberar H* no meio (CHERNICHARO 2016), sendo possivelmente este o fator que
proporcionou menores pHs efluentes nos sistemas onde foi empregado GP, GB ou trub como

substratos.

Orgdanicos complexos
| (carboidratos, proteinas. lipidios)

I Hidrdlse

Orgdanicos simples
(agUcares, aminodcidos, peptideos, glicerol, etc.)

Subprodutos

I Acidogénese

Acidos organicos .
(propionato. butirato. etanol, efc.) =

Glicerol puro

Etanol

—_— = A(::‘:}(‘)Yﬂ —

Figura 5.1 - Etapas da degradacdo anaerdbia necessarias para cada um dos substratos
utilizados. Fonte: Chernicharo (2016) adaptado.

Houve aumento na remocao de sulfato no quarto més com todos os substratos em relagdo aos

resultados obtidos no segundo més. O maior aporte de elétrons pode ter favorecido a
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sulfetogénese, um dos fatores que podem ter contribuido para a melhor remocgéo de sulfato.
Rotas metabdlicas ndo sulfetogénicas podem consumir DQO, como por exemplo a reducédo de
metais e metaloides da DM, formacéo de metano e de Ha, sendo que a competi¢do por substrato
pode ter sido minimizada mediante seu maior fornecimento. Embora ndo tenha ocorrido
remocdo completa de DQO mediante a relagdo DQO/SO4? de 2, é possivel que as moléculas
residuais sejam moléculas de elevada massa molar indisponiveis as BRS. Para que o doador de
elétrons disponivel ndo seja o limitante do processo, outros trabalhos com subprodutos
complexos utilizaram excesso de doador de elétrons. Mora et al. (2018), que utilizaram GB e
DM com 220 mg.L? de sulfato, tiveram os melhores resultados de remogéo de sulfato com
relacio DQO/SO4% de 7.

Além disso, o aumento da eficiéncia na remocao de sulfato também pode ter se dado pelo fato
de que ao longo do tempo, as espécies de BRS resistentes ao abaixamento do pH possam ter
sido selecionadas e consequentemente aumentando a abundancia relativa de BRS. Também
pode ter ocorrido selecdo de espécies acetogénicas e metanogénicas que suportam o baixo pH
formado no sistema. Embora sejam concorrentes das BRS pelo mesmo substrato, as espécies
metanogénicas tém importante papel na manutencdo de uma baixa pressdo parcial de Haz. A
baixa pressdo parcial de H, é importante para manter uma termodindmica favoravel a
degradacdo da matéria organica (CHERNICHARO, 2016). Como pode ser observado na Tabela
5.5, o rendimento energético dos microrganismos acidogénicos € maior que o dos demais
grupos, fazendo com que estes apresentem um baixo tempo minimo de geragdo
(aproximadamente 30 minutos) e as taxas de crescimento mais elevadas do consorcio
microbiano (CHERNICHARO, 2016). O metabolismo das espécies acetogénicas s6 €
favorecido quando ocorre em simbiose com as espécies metanogénicas ou sulfetogénicas. Neste
caso, o rendimento energético é dividido entre os individuos participantes da simbiose. A maior
atuacdo dos grupos acetogénicos, metanogénicos e sulfetogénicos torna mais eficiente a cadeia
de oxidacdo do substrato. A adaptacdo do consoércio as condi¢cdes do meio nao foi observada
apenas mediante a eficiéncia de remocdo de sulfato. Ainda que aumentando-se a DQO inicial,
0 pH efluente ainda foi mais alto, podendo ser um indicativo de maior consumo de

intermediarios metabolicos e, portanto, menor acimulo de AGV e H™.
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Tabela 5.5 - Rendimento energético de diferentes etapas da degradacao anaerdbia. Fonte:
adaptado de Chernicharo (2016).

AG®
Reacio (kJ. mol )
- +
C.H,,0,+2 H,0 — 2 CH,COO +2 CO,+2H +4H
0 6112V Y 3 2 2 2206
Q -
&, | CoH,,04+2H, — 2 CH,CH,CO0 +2 H,0 + 2 H' sg
Q
= - ¥
S | CgH ;05 — CH,CH,CH,COO +2 CO,+ H +2 H, 55
CH,CH,C0O0-+3 H,0 — CH,COO +HCO, +H +3 H,
2 +76
D
& | CH,CH,CO0+2 HCO, — CH,COO +H +3 HCOO
2o +72
£ | CH,CH,CH,CO0-+2 H,0 — 2 CH,CO0 +H + 2 H, 1a
v | CH,COO +H,0 — CH,+HCO,
2 -31
=
<« - +
2 3 H,+0,75 HCO, + 0,75 H — 0,75 CH,+ 2,25 H,0 10
Cs - -
2 | CH;CH,COO+ 1,75 H,0 — 1,75 CH, + 1,25 HCO; +0.25 H
-57

O acumulo de H> pode resultar em acumulo de &cidos orgénicos reduzidos, tais como
propionato e butirato, cujas degradacdes sdo termodinamicamente inibidas por altas taxas de
H> dissolvido, acetato e metanoato (acido formico) (CASTRO et al., 2004). O acimulo destes
intermediarios metabolicos consome alcalinidade, assim comprometendo a manutencdo da
neutralidade do pH e o equilibrio entre as espécies participantes da digestdo anaerobia. Quando
0 H. formado é rapidamente e efetivamente consumido, passa a ocorrer degradagdo de
propionato, butirato e etanol. As reacfes acetogénicas a partir de propionato, butirato e etanol
s6 sdo termodinamicamente viaveis em interacdo com espécies acetoclasticas e

hidrogenotroficas.

O consércio microbiano também pode ter se adaptado a presenca de moléculas tdxicas
provenientes da DM, dos substratos ou formadas a partir da oxidacdo destes. O melhor
estabelecimento das vias de oxidacdo incompleta e completa também sdo expressas pelo

consumo de DQO, mostrado na Figura 5.2.
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Porcentagem (%)
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DQO removida DQO para DQO removida DQO para
sulfetogénese sulfetogénese
Relagdo DQO/sulfato de 2 Relagdo DQO/sulfato de 3

M Etanol "GP mTrub mGB

Figura 5.2 - Consumo e uso da DQO em vias metabdlicas de reducgdo de sulfato. Fonte: da
autora.

O consumo de substrato aumentou ao longo do tempo e do aumento da sua concentracao inicial.
Assim como o aumento da remocéo de sulfato, os resultados obtidos acerca da oxidacdo do
substrato também revelaram que 0s consorcios microbianos se adaptaram as condi¢des de cada
sistema. As vias metabdlicas ndo sulfetogénicas de oxidacdo completa ocorreram com todos 0s
substratos nas duas condicdes, sendo maior com maior aporte de elétrons. O etanol, substrato
mais labil utilizado, ndo foi o que promoveu a maior remocdo de DQO, porém nas duas
condic@es foi 0 que mais favoreceu a rota sulfetogénica de consumo de elétrons. Com menor
concentracdo de substrato (DQO/SO4% de 1) Cunha et al. (2020) obtiveram 69% de DQO
consumida direcionada para sulfetogénese. Com maior variabilidade de moléculas de origem e
formadas por oxidacdo incompleta, os demais substratos provavelmente ativaram maior nimero
de vias de oxidacao completa. E possivel que uma maior diversidade de espécies metanogénicas
e redutoras de metais e metaloides possam ter tido seus metabolismos ativados por uma maior
diversidade de moléculas disponiveis. Porém, a menor proporcao de elétrons direcionada para
sulfetogénese com os substratos GP, GB e trub mediante excesso de aporte de elétrons e periodo

de adaptacéo, ndo foi um impedimento para remocéo de sulfato.

Vias de oxidacdo incompleta do trub levam ao acimulo de &cidos organicos como acetico,
butirico e caproico (PERIMENIS et al., 2018). A oxidagdo incompleta do glicerol por sua vez
pode gerar acetato, lactato e 1,3-propanodiol (SANTOS; JOHNSON, 2018), propionato
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(QATIBI et al., 1991) ou butirato (BERTOLINO et al., 2012). A DQO residual somada a
diminuicdo de pH séo indicativos de que tenha ocorrido acimulo de AGV a partir dos
subprodutos testados. Utilizando GB, Zamzow et al. (2007) constataram que depois de
adaptado ao respectivo substrato, as BRS usam os intermediarios metabdlicos da degradacéo
do glicerol mais completamente do que o fazem com o acetato produzido com a oxidagéo do
etanol. Os resultados obtidos no presente trabalho e os publicados por Zamzow et al. (2007)
reforcam o que disseram Beaulieu et al. (2000) e Reisman et al. (2003) sobre o uso de fontes
mistas de carbono favorecerem o tratamento de efluentes ricos em sulfato. Isso pode ser
resultado do fato de que um indculo que apresenta grande diversidade microbiana favorece a
adaptacdo a uma fonte complexa de substrato. Com in6culo proveniente de um reator de
tratamento anaerdbio de esgoto doméstico, Baéta et al. (2012) obtiveram sucesso no tratamento

anaerdbio de substratos complexos como efluentes da industria téxtil.

Pesquisas ja haviam mostrado que trub e GB sdo boas fontes de carbono para formacdo de
metano (BABA et al., 2013; ALBUQUERQUE, 2014;
ANDRIAMANOHIARISOAMANANA et al., 2018; PERIMENIS et al., 2018). Esta deve ser
a principal rota metabdlica que, sendo utilizada, resultou em menor propor¢do de elétrons
direcionada para sulfetogénese com estes substratos em relacdo ao etanol. Porém, a propor¢ao
de elétrons direcionada para sulfetogénese foi maior com GB quando comparado ao GP nas
duas condicBes. As moléculas tdxicas presentes no GB podem ter prejudicado mais as espécies
metanogénicas do que as sulfetogénicas. Enquanto as BRS podem metabolizar substancias
inibidoras como alcanos, compostos aromaticos, organoclorados e AGCL, as metanogénicas
sdo sensiveis a eles (COLLERAN et al., 1995). O GB também promoveu maior propor¢do do
consumo de elétrons na sulfetogénese em relacdo a outras vias metabdlicas quando comparado
com acetato, soro de leite, esterco suino e vinhaca por Mora et al. (2018), que utilizavam DM
com 220 mg.L* de sulfato. Da mesma forma que no presente estudo, os resultados obtidos por
Mora et al. (2018) também se aplicam quando comparados ao etanol, trub e GP e aplicados ao
tratamento de efluentes com maiores cargas de sulfato, os quais exigem maiores concentragoes
de substrato. As impurezas presentes no GB podem ter indiretamente favorecido a reducao de

sulfato.

Apesar dos subprodutos utilizados apresentarem moléculas potencialmente toxicas, moléculas
recalcitrantes e promoverem maior diminui¢do no pH, o trub e o GB, podem contribuir com o

aporte de nutrientes. GB, por exemplo, pode apresentar ions de sddio (Na) (0,36-19 g.L %) e
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potassio (0,08-92 g.L 1) (SANTOS et al., 2015), e o trub pode conter 10-50 mg.L* de fosfato
(SIMATE et al.,, 2011). Em ambientes com variedade de moléculas, a decomposicdo de
carboidratos de cadeia longa e outras moléculas de alta massa molar pelos processos hidrolitico,
acidogénico, acetogénico e metanogénico acetoclastico favorece a presenca das BRS (JAMIL;
CLARKE, 2013). Estas vias de degradacdo formam moléculas como o Hz e metanoato (acido
férmico), os quais sdo elementos chave da degradacdo sinérgica e excelentes doadores de
elétrons para as BRS, como a Desulfomicrobium (SANTOS et al., 2017). As vantagens do uso
dos subprodutos conferidas ao consorcio anaerobio foram suficientes para amenizar as
desvantagens, de modo que a eficiéncia de remocao de sulfato com todos os substratos testados
foi estatisticamente a mesma. A similaridade entre os valores de remogéo de sulfato com os
diferentes substratos foi verificada pela analise de variancia (ANOVA), apresentando valor
méaximo de F 0,4988. O valor maximo F para os graus de liberdade (MQF) 3 e 8 foi 5,42.
Também foi aplicado o teste Tukey com 95% de confianca (Figura 5.3).

Etanol - Branco - | —
Glicerol bruto - Branco - | A —
Glicerol puro - Branco - | —
Trub - Branco - | - e
Glicerol bruto - Etanol - ._J_.
Glicerol puro - Etanol - ,—.|—|
Trub - Etanol - ,_.|_|
Gli. puro - Ghi. bruto - ,_.|—|
Trub - Gliceral bruto - ,_.|_|
Trub - Glicerol puro - ,_|r_|
0] 25 50 75 100

Figura 5.3 - Teste Tukey com 95% de confianga. Fonte: da autora.

Anteriormente ao desenvolvimento do presente trabalho, a viabilidade técnica do tratamento
biolégico de eluentes ricos em sulfato com BRS ja era comprovado, no entanto, ha uma
limitacdo pelo custo na aquisicdo da fonte de carbono (BERTOLINO, et al., 2012). Ao se
comprovar que ndo houve diferenca na eficiéncia na remogéo de sulfato entre os doadores de
elétrons testados, o uso dos subprodutos revelou-se mais sustentavel em relagdo aos substratos

puros. O uso de subprodutos é uma alternativa econdmica e ambientalmente mais adequada
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quando proporciona uma aplicagdo nobre aos residuos, enquanto elude que outras cadeias de
producédo sejam deslocadas com consumo de matéria prima e geracdo de outros subprodutos.
Baseado nos valores de DQO obtidos no presente trabalho e o custo dos substratos utilizados
(QUISPE et al., 2013 e CME 2020), cada 100 g de DQO de etanol apresenta um custo de US$
14,4, 0 GP de US$ 0,1184 e 0 GB de US$ 0,0053. Para obter 100 g de DQO, 538 mL de trub

sdo consumidos, o qual ndo apresenta valor de mercado.

Além do efeito dos tipos de substratos, tempo de adaptacio e relagdo DQO/SO4?, é importante
considerar o resultado da atmosfera utilizada neste trabalho. A criacdo de atmosferas com
completa auséncia de oxigénio em reatores de escala industrial é extremamente dificil
(PEDIZZI et al., 2016) e assim, para melhor aplicabilidade do sistema de escala laboratorial, 0
uso de uma atmosfera microaerdbia € vantajosa. A atmosfera microaerobia ndo interrompeu a
reducdo de sulfato, tal como obtido em outros sistemas sulfetogénicos com atmosfera ndo
estritamente anaerébia (MORA et al., 2018). Apesar de ser um grupo estritamente anaerobio,
as BRS podem ser encontradas ativas em condi¢des temporariamente aerébias. As BRS podem
empregar mecanismos como o deslocamento para regides andxicas, criacdo de microambientes
anoxicos por meio da granulacdo e formacao de sistemas enzimaticos que reduzem e eliminam
oxigénio dissolvido. A presenca de oxigénio dissolvido pode retardar a sulfetogénese, porém
de modo geral a favorece em relacdo a metanogénese e acetogénese (MORA et al., 2018).

5.2.2 Eficiéncia naremocado de metais e metaloides dos sistemas com GB e
trub narelacdo DQO/S04* de 3

Apbs 4 meses de operagdo dos reatores em batelada na relagio DQO/SO4? de 3, observou-se
satisfatoria remocdo de metais diante do excesso de sulfeto formado em relacdo a quantidade
de metais a serem precipitados. Na contabilizac&o de erros estatisticos, a remocao de metal pode
ser considerada semelhante entre os tratamentos com cada substrato. Visto que a remocéo de
metais ocorre por reagdo com o produto da sulfetogénese e a eficiéncia da reducéo de sulfato
nas duas condicdes foi similar, é coerente que a remoc¢do de metais também o tenha sido. Os

resultados sdo apresentados na Tabela 5.6.
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Tabela 5.6 - Eficiéncia na remocao de metais e metaloides em porcentagem (%).

Fonte de As Cd Pb Sb Zn
carbono
GB 99,1+2,5 99,9+0,3 88,3+2,2 98,8+0,5  99,8+0,01
Trub 99,6+4,6  99,9+0,05 99,98+2,8 99,9+0,05 99,8+0,01

O sulfeto produzido na reducdo de sulfato apresenta afinidade quimica com alguns cétions
metalicos promovendo precipitacdo de sulfetos metélicos em ampla faixa de pH
(CHOUDHARY; SHEORAN, 2012). A completa precipitacdo dos metais e metaloides,
somada com a constatacdo de consumo de DQO além da necessaria para reducdo de sulfato
ocorrida, sdo indicativos de que houve reducdo bioldgica de céations. Assim, 0s cétions
atingiram estados de oxidacdo passiveis de precipitacio como sulfetos metélicos. A
precipitacao, sobretudo, foi possivel pelas transformacdes bioquimicas. Exemplo disso é o que
ocorre com as formas oxidadas de arsénio, As®*, H,AsO4" e HAsO4%, que sdo reduzidas pelas
DARB para As®* e H3AsO3 na presenca de uma fonte de elétrons (VAN LIS et al., 2013). Os
cations reduzidos de arsénio se precipitam como sulfetos de arsénio segundo a Equagdo 5.1, na
qual x =y =1, se 0 AsS estiver sendo formado; ou, y = 1,5x se 0 As»Sz for o mineral formado.

Mineralizacdo: XxHzAsO3 + yHS + (3x-y) H* > AsxSy(s) + 3xH20 (5.1)

A precipitacdo de sulfetos metalicos tem relacdo de causa e efeito sobre o pH acido. A liberacéo
de H* pode ter relacdo com a diminuicdo apresentada no pH dos sistemas. Caso ndo houvesse
reducdo no pH, a precipitacao de sulfetos de arsénio poderia ndo ocorrer. A bioprecipitacdo de
sulfetos de arsénio ja foi relatada com glicerol como doador de elétrons em pH 5
(BATTAGLIA-BRUNET et al., 2012) e com etanol em pH 6,25-6,5 (RODRIGUEZ-FREIRE
et al., 2015). No entanto, em pH 7,4, Altun et al. (2014) constatou que houve falha na
bioprecipitacdo de As.

A precipitagdo de metais e metaloides € fundamental para o tratamento da DM. Os resultados
revelam que o sistema com trub e com GB como doadores de elétrons na relagio DQO/SO4*
de 3 apds 4 meses de adaptacdo funciona também para estes poluentes. Ambos os subprodutos
testados, trub e GB podem ser utilizados como doadores de elétrons para o tratamento da DM.

Os resultados foram obtidos de sistemas microaerdbios com efluentes reais, 0 que aproxima as

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



68

condigdes de escala laboratorial das ocorridas em escala industrial. Analises estatisticas
revelaram que ndo ha diferenca significativa entre os subprodutos e os doadores de elétrons
puros para os sistemas testados. Apesar da mesma eficiéncia, os dois subprodutos avaliados
consistem em doadores de elétrons mais vantajosos econémica e ambientalmente. O tratamento
de DM com estes doadores de elétrons proporcionou aplicacbes nobres aos subprodutos,
fechando ciclos de recursos naturais j& explorados, enquanto evitou que novas cadeias de
producdo sejam deslocadas. No caso do trub, ndo ha custo de aquisi¢cdo embutido. O GB é 22
vezes mais barato que o GP e 2700 vezes mais barato que o etanol. A fabricacdo de biodiesel
também apresenta custos ambientais, porém, neste caso, 0 GB é um subproduto e ndo o objeto

gue movimenta o setor industrial.

5.3 Aspectos gerais da comunidade microbiana do in6culo inicial e do
lodo proveniente dos sistemas sem fonte de carbono e com cada
tipo de doador de elétrons

Apdbs quatro meses de funcionamento dos reatores, o indculo proveniente de cada um dos cinco
tipos de sistemas foram comparados entre si e com o indculo inicial, o qual era proveniente do
reator metanogénico de tratamento de esgoto. Os tipos de sistemas mencionados dizem respeito
aos reatores que receberam os substratos trub, GB, GP e etanol, e o sistema que recebeu apenas
DM sem nenhum substrato, o controle endégeno. O objetivo foi de comparar diferencas na
forma como cada substrato pode influenciar a composi¢do do indculo, selecionando diferentes
grupos microbianos. A analise das 6 amostras revelou uma soma de 480 géneros, dos quais,

469 pertencentes ao Dominio Bacterias e 11 pertencentes ao Dominio Archaeas.

A biodiversidade obtida em cada um dos sistemas pode ser observada na Figura 5.4. O sistema
que foi submetido a presenca de apenas DM sem fornecimento de substrato proporcionou
diminuicdo da biodiversidade. Dos géneros presentes no indculo inicial, 55 ndo foram
detectados no controle enddgeno, porém, destes géneros, apenas 6 ndo foram determinados
também nos sistemas que receberam além de DM, um substrato: Streptosporangium,
Gallionella, Propionibacterium, Saccharibacter, Hartmannibacter stappia e Thiorhodovibrio.
A DM pode ter afetado a presenca destes géneros, enquanto os outros 49 géneros devem ter

sido desfavorecidos devido a falta de substrato organico. Foram detectados 44 géneros no
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controle enddgeno que ndo estavam presentes no inoculo inicial. Possivelmente trata-se de
espécies fornecidas pela DM. O sistema com etanol foi o Unico a proporcionar aumento da
biodiversidade do indculo. Possivelmente a DM proporcionou espécies que se reproduziram

exclusivamente na presenca de etanol, as quais ndo tiveram representatividade nos demais
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sistemas.

Abundancia relativa (%)
Numero de géneros
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mBRS mBOE Archaeas M Qutras A Numero de géneros

Figura 5.4 - Biodiversidade e abundancia relativa dos grupos BRS, BOE, Archaeas no lodo
de cada um dos sistemas. Fonte: da autora.

Houve um aumento na representatividade de BRS com o fornecimento de DM. Pode ter
ocorrido reproducdo de espécies deste grupo mediante a alta concentracdo de sulfato e a baixa
concentracdo de doador de elétrons (residuo do tratamento de esgoto doméstico e proveniente
de morte celular). Além disto, a prépria DM pode ter contribuido com o fornecimento de
individuos de BRS, ja que a ocorréncia deste grupo em ambientes de DM ¢é confirmada
(BOMBERG et al., 2015). No entanto, a abundancia relativa de BRS foi baixa em todos 0s
sistemas. Embora a representatividade dos redutores de sulfato tenha sido baixa, Pester et al.
(2010) afirmam que espécies com representatividade abaixo de 0,006% do total de genes,
podem ter uma participacdo significativa na reducao de sulfato, o que também é confirmado
por Motteran et al. (2018). Na pesquisa de Mora et al. (2018), a remocéo de 90% do sulfato é
realizada com um inéculo contendo apenas 1,19% de BRS. No presente estudo, a porcentagem
de BRS isoladamente parece ter tido pouca influéncia na remocdo do sulfato atingida, ja que

ela variou significativamente entre os substratos que promoveram a mesma eficiéncia de
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remocdo de sulfato. O equilibrio da eficiéncia na remogdo de sulfato entre os substratos pode,
entdo, ter sido proporcionada pela variacdo na proporcdo de outros grupos direta ou

indiretamente relacionados com a sulfetogénese, conforme descrito a seguir.

E possivel notar que ocorreu diminuicio da biodiversidade com os doadores de elétrons GP,
GB e trub. A representatividade dos grupos BRS, Archaeas e Bactérias oxidantes de enxofre
(BOE) também foi menor nestes sistemas. O fato de que estes substratos proporcionaram
reducdo do pH efluente para valores abaixo de 5 pode estar relacionada com a formacéo de um

lodo menos diverso, onde as espécies menos resistentes a acidez foram prejudicadas.

As espécies de BOE promovem oxidacédo de enxofre e sulfeto com formacéo de &cido sulfdrico,
Ou seja, uma rota que proporciona um atraso para a remocao de sulfato. A diminuicdo da
representatividade de ambos os grupos (BRS e BOE) simultaneamente com o0s substratos GP,
GB e trub pode ser um importante fator em proporcionar um equilibrio, no qual, mesmo com
menor abundancia relativa de BRS, estes sistemas apresentaram a mesma eficiéncia de remocéo
de sulfato do que o sistema com etanol. O aumento na abundancia relativa de BRS e diminuigéo
de BOE no controle enddgeno demonstra que, possivelmente, a DM possa ser utilizada para
adaptar um indéculo de reator metanogénico a sulfetogénese. Com etanol, houve aumento na
representatividade de BRS, porém, com esse substrato as BOE também apresentaram maior

abundancia relativa em relacéo ao indculo inicial, passando de 1,2 para 1,7%.

Os géneros de BOE Xanthomonas, Thiofaba e Thiomonas (CHO et al., 1992; MORI; SUZUKI,
2008; ASANO et al., 2011) estavam representados no indculo inicial com as abundancias
relativas de 0,01; 0,04 e 0,1%, respectivamente, e ndo foram detectados com os substratos GB
e trub. Com etanol estes géneros ainda eram representados nas abundancias relativas de 0,01;
0,01 e 0,07% respectivamente. O género de BOE Sphingomonas (LI et al., 2011) estava
representado por 0,24% do indculo inicial e diminuiu para 0,01% com GB e ndo foi detectado
com GP e trub, enquanto aumentou para 0,39% com etanol. Os géneros Hyphomicrobium
(degradador de compostos de enxofre com a geracéo de sulfato - MURAKAMI et al., 2002) e
a BOE Leucobacter (SHI et al., 2019) também tiveram suas representatividades aumentadas
com etanol, de 0,21 para 0,32% e de 0,45 para 0,72%, respectivamente. Estes géneros tiveram
suas representatividades diminuidas para 0,08% com GB e 0,01% com trub. Os géneros de BOE
Achromobacter, Sulfuricurvum, Thiobacillus, Thiohalophilus e Tumebacillus (JADHAV;
JADHAYV, 2017; HAN et al., 2012; FUKUSHIMA et al., 2013; FUKUSHIMA et al., 2013 e
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USHER et al., 2014), tiveram suas representatividades reduzidas com GB e trub para valores
abaixo de 0,01%. As Sulfurovum, outro género de BOE (HUANG et al., 2016), apresentaram
uma diminuicdo menos acentuada, passando de 0,08 para 0,07; 0,05; 0,06 e 0,04% de
abundancia relativa com os substratos etanol, GP, GB e trub, respectivamente. Todos 0s géneros
de BOE mencionados tiveram diminuigdo para abundéncias relativas inferiores a 0,02% no
controle enddgeno, exceto os géneros Sulfurovum, Hyphomicrobium e Leucobacter. O primeiro
manteve sua representatividade, Hyphomicrobium teve sua abundancia relativa diminuida para

0,1% e Leucobacter foi favorecido chegando a 0,51% neste sistema.

Apesar do dominio Archaeas, o qual apresenta espécies metanogénicas, estar presente
proporcionando a funcionalidade dos digestores metanogénicos (MORA et al., 2018), sdo
espécies fermentadoras e acetogénicas que normalmente sdo mais abundantes neste tipo de
ambiente (KEFENI et al., 2017). Os grupos fermentadores e acetogénicos foram representados
na Figura 5.4 incluidos em “outros”, o grupo mais abundante em todas as condi¢des. O dominio
Archaeas teve representatividade significativa no inéculo inicial. A maior abundancia relativa
do grupo de Archaeas e BRS obtida no controle endégeno e com etanol pode ser resultado de
uma diminuicdo na representatividade dos grupos hidroliticos e acidogénicos, os quais estdo
incluidos no item “outros” na Figura 5.4. Individuos hidroliticos degradam proteinas,
carboidratos e lipidios. As espécies acidogénicas oxidam acUcares, aminoacidos, peptideos e
glicerol com elevado rendimento energético (CHERNICHARO, 2016), ou seja, moléculas que
ndo estdo presentes nestes sistemas. No controle enddgeno, as células mortas podem ter
fornecido uma pequena quantidade de elétrons ao consorcio, que nesta condicao e sob o pH

neutro da DM, favoreceu BRS e metanogénicas quando comparado ao grupo “outros”.

Ao contrario, a representatividade do grupo “outros” foi maior nos sistemas onde as moléculas
que estimulam a hidrolise e a acidogénese estdo presentes (GP, GB e trub). Com maior
rendimento energético que 0s grupos metanogénicos e sulfetogénicos, o crescimento
populacional das espécies acidogénicas é mais acelerado na presenca de doadores de elétrons
adequados a este grupo (CHERNICHARO, 2016). Enquanto o grupo acidogénico gera acidos
organicos e alcoois, muitas espécies de BRS e Archaeas promovem oxidacdo completa destes
doadores de elétrons durante a metanogénese e sulfetogénese. A menor representatividade de
BRS e Archaeas em relacdo a categoria “outros” contendo as espécies acidogénicas e

hidroliticas nos sistemas com GP, GB e trub pode estar relacionado com acumulo de &cidos

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



72

organicos, 0s quais sao responsaveis por liberacdo de protons H*, consumo de alcalinidade e,
portanto, pode ter relagdo com o menor pH efluente obtido nestes sistemas.

Segundo Sanchez et al. (2014), espécies metanogénicas e BRS sdo sensiveis ao baixo pH,
portanto a menor representatividade destes grupos pode também ter relacdo de consequéncia
relacionada ao baixo pH efluente. No entanto, como com GP e GB houve maior
representatividade de Archaeas comparativamente ao sistema com trub. Embora visualmente o
Dominio Archaea tenha perdido sua representatividade na Figura 5.4 com os substratos GP,
GB e trub, seus valores foram, respectivamente, 2,64; 2,3 e 0,07%. As Archaeas podem ter sido
afetadas também por moléculas do trub ou formadas da oxidacdo parcial destas. A
representacdo significativa do dominio Archaeas, ainda que inferior a entrada, com GP e GB
pode ser explicado pelo fato de que algumas espécies metanogénicas podem criar micronichos
com pH mais elevado que o restante do meio (SANCHEZ et al., 2014). A diminuicdo de
bactérias metanogénicas favorece o tratamento em duas etapas. Além de minimizar a
competicdo com BRS na fase sulfetogénica, maior quantidade de substrato pode ser preservada
em solucdo, podendo ser aplicado em etapa posterior com producdo de metano. Apos a etapa
sulfetogénica, o efluente pode ser aplicado estimulando espécies metanogénicas em outro

compartimento, ou pode ser aplicada a recuperacdo de acidos organicos de interesse comercial.

Os géneros de Archaeas com abundéancia relativa acima de 0,02%, em pelo menos um dos
sistemas, estdo representados na Tabela 5.7 com suas respectivas abundancias relativas.
Methanobacterium foi o segundo género mais bem representado no indculo inicial, no sistema
enddgeno e com etanol. Com GP e GB este é o quinto género mais representado. Com trub o
Methanobacterium é o Gnico género de Archaea presente e aparece apenas como 23° género
mais representado. Com GB o género Methanosaeta é o 17° mais representado.

Tabela 5.7 — Géneros de Archaeas com abundancia relativa acima de 0,02% em pelo menos
um dos sistemas. Fonte: da autora.

Abundancia relativa (%)

Género Inicial Endogeno Etanol GP GB Trub
Methanobacterium 7,12 14,43 21,57 2,49 2,05 0,06
Methanosaeta 0,16 0,12 0,28 0,10 0,23 0,00
Methanobrevibacter 0,12 0,10 0,15 0,04 0,02 0,00

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



73

Methanobacterium e Methanosaeta podem interagir sintr6ficamente com BRS como a
Desulfovibrio. Nessa interacdo, os produtos metabdlicos da oxidagdo incompleta pelas BRS,
como o acetato, sdo consumidos pelas metanogénicas e o H: produzido pelas
Methanobacterium é consumido pelas BRS, aumentando a eficiéncia da reducdo dissimilatoria
de sulfato (POZO et al., 2015). Os autores obtiveram melhora na remoc¢do de sulfato e
atribuiram o fato ao enriquecimento das Methanobacterium. A producdo de Hz por espécies
metanogénicas € um mecanismo de protecdo para lidar com fornecimento de elétrons em
excesso (DEPPENMEIER; MULLER, 2008), o que se aplica as condicGes utilizadas nesta
pesquisa. Methanobacterium podem atuar em elevadas pressdes parciais de H> por meio da
interconversédo de H, e H*. Esses microrganismos usam hidrogenases para catalisar a produgédo

de H> a partir do excesso de elétrons e minimizar a carga negativa proxima a célula microbiana.

Todos os géneros envolvidos nesta interacdo sintréfica estdo representados na Figura 5.5, na
qual séo exibidas as abundancias relativas dos géneros que estéo entre os 20 mais representados
em pelo menos um tipo de sistema e que apresentam abundancia relativa de pelo menos 1% em
ao menos um dos sistemas. A elevada representatividade destes géneros pode ser um indicio de
que esta interacao sintrofica tenha tido influéncia favoravel a reducdo de sulfato também na
presente pesquisa com todos os doadores de elétrons. A abundancia relativa de Desulfovibrio
foi de 0,24 a 1% nos sistemas com doadores de elétrons, bastante acima da mencionada por

Pester et al. (2010) para que seja significativa para remocéo de sulfato (0,006%).
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Figura 5.5 - Abundéancia relativa dos 20 géneros melhor representados em pelo menos um dos
tipos de sistemas. Fonte: da autora.

O género Clostridium foi o mais abundante em todas as condicdes, exceto com trub. Ele
apresenta importante papel na formacdo de intermediarios metabdlicos utilizados pelas BRS.
Este género ja foi referido como significativo representante de lodos aplicados a sistemas ricos
em sulfatos e alimentados com glicerol (MORA et al., 2018). Estas espécies tém papel
hidrolitico, fermentativo e acetogénico, formando moléculas como H; e 1,3-propanodiol
(ALBUQUERQUE, 2014), butirato, acetato e etanol (BAXTER et al., 2019) e lactato (GUO et
al., 2017). Além de atuarem como fermentadores, a possibilidade de algumas espécies de
Clostridium terem papel direto na reducéo de sulfato ndo deve ser desconsiderada. Algumas
espécies do género Clostridium podem reduzir compostos de enxofre devido a presenca da
enzima sulfeto desidrogenase (FLORENTINO, 2017). Clostridium sp. BXM reduz o sulfato
para compostos reduzidos de enxofre (BAO et al., 2012). Varon (2013) aponta 0 género como

ativo na reducdo dissimilativa de compostos de enxofre em sulfetos.
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Além do Clostridium, alguns géneros fermentadores presentes na Figura 5.5 se adaptaram a
DM, provavelmente sendo mantidos no controle enddgeno por elétrons provenientes de morte
celular. Porém, também como ocorreu com Clostridium, ndo se adaptaram ao sistema com trub.
Foi o caso dos géneros Turicibacter, Ornatilinea, Intestinibacter e Sarcina. O principal produto
metabolico de Turicibacter é o lactato (HERRMANN et al., 2018), formado a partir da
degradacdo de maltose e 5-cetogluconato (BOSSHARD et al., 2002). O metabolismo
conhecido das Ornatilinea ndo explica o motivo da alta representatividade deste género com
etanol. Ornatilinea fermenta agUcares com a geracdo de acetato, etanol e Hz e diminuiu com
GP, GB e trub, possivelmente porque seu pH ideal € de 7,5 a 8 (PODOSOKORSKAYA et al.,
2012). Ja o género Sarcina que pode se adaptar a baixos valores de pH, se adaptou com GP e
GB. Sarcina produz etanol fermentando carboidratos (ODDO; DIAZ, 2019). Intestinibacter
fermenta glicose em acido acético, acido isovalérico e acido fenilacético (PAA) (SONG et al.,
2004). Além destes géneros de fermentadores que foram representados na Figura 5.5, outros
tiveram 0 mesmo comportamento diante da presenca de DM e no sistema com trub, os quais

sdo mostrados na Tabela 5.8.

Tabela 5.8 — Abundancia relativa de géneros fermentadores com resisténcia a presenca de
DM e sensibilidade a presenca de trub. Fonte: da autora.
Abundancia relativa (%)

Género Inicial Enddgeno Etanol GP GB Trub
Syntrophorhabdus 0,056 0,066 0,110 0,031 0,033 0,005
Eubacterium 0,185 0,177 0,134 0,181 0,193 0,009

Lachnoclostridium 0,012 0,018 0,007 0,032 0,037 0,007
Lachnospira 0,034 0,040 0,015 0,049 0,064 0,001

A fermentacdo de algumas moléculas por Syntrophorhabdus sé se torna energicamente viavel
guando promovida em atividade sintréfica com espécies metanogénicas ou redutoras de sulfato
(JUNGHARE et al., 2019). O género Eubacterium fermenta glicerol, acucares e 1,2-
propanodiol a H», &cido férmico (metanoato), succinico, butirico, acetato, lactato, 3-
hidroxipropionaldeido, propionato e cobalamina (TAKADA et al., 2016; ENGELS, et al.,

2016), o que pode explicar sua abundancia com GB. Lachnoclostridium fermenta carboidratos
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com a producéo de Ho, etanol e acetato (STEER et al., 2001). Lachnospira é um género ruminal
degradador de glicose e pectina (DUSKOVA; MAROUNEK, 2001).

A maioria destes géneros ndo foram prejudicados com GP ou GB, 0 que mostra que nédo é a
diminuicdo do pH efluente a causa de suas menores abundancias com trub. Caracteristicas deste
substrato ou de moléculas formadas a partir dele, deve ser a causa da diminuicdo da
representatividade destes géneros. Embora o trub seja rico em acUcar, estes géneros
fermentadores de aclcares ndo se desenvolveram bem com este substrato, se adaptando ao

sistema com GB.

J& outros géneros foram prejudicados em todos os sistemas onde ocorreu reducdo no pH
efluente. Além da diminuigdo na abundéancia relativa observada no Dominio Archaea, também
ocorreu diminuicdo de outras espécies que competem por substrato com as BRS. Syntrophus
cresce em sintrofia com espécies metanogénicas e compete com BRS por substrato (OUDE
ELFERINK et al., 1994). A menor representatividade deste género juntamente com o género
Methanobacterium nos sistemas com GP, GB e trub pode ter proporcionado influéncia

favoravel a remocdo de sulfato nestes sistemas.

A diminuicdo do pH efluente também parece ter prejudicado os géneros Rhodobacter e
Ralstonia, os quais séo redutores assimilativos de sulfato (MARIETOU et al., 2018 e SINGH
etal., 2012). O género Rhodobacter foi favorecido pela presenca de DM, porém, possivelmente
0 excesso de doador de elétrons foi 0 que prejudicou este género, pois nem com etanol, sistema
onde houve pouca diminuicdo do pH efluente, o género apresentou boa representatividade. Ja
a abundancia relativa de Ralstonia que é resiste a presenca de metais (SARRET et al., 2005),
ndo sofreu alteracdo pela presenga de DM sem fornecimento de elétrons. Este género parece ter
sido favorecido mediante a presenca de um doador de elétrons, porém sensivel a diminuicao do
pH (Figura 5.5).

O lodo obtido no sistema onde foi aplicado trub, demonstrou ter sido fortemente afetado por
espéecies comumente encontradas nos ambientes de cervejarias. Os géneros Acetobacter,
Pectinatus e Megasphaera oxidam agucares e alcoois de agucar e sdo degradadores de cerveja
(KOMAGATA et al., 2014, SCHLEIFER et al., 1990; MATOULKOVA; KUBIZNIAKOVA,
2014; PARADH, 2015). Pectinatus e Megasphaera séo produtores de H>S (JUVONEN 2006),
no entanto ndo foram encontradas referéncias que atribuam a funcéo de redutores de sulfato a

estes géneros. Observou-se que no sistema com trub, houve aumento na abundancia destes
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géneros (Figura 5.5). Outro género associado a presenca de trub é o Lactobacillus, o qual realiza
a fermentacéo ruminal de gréos de cerveja (MAMUAD et al., 2017) e sdo identificados como
importantes fermentadores de trub com producdo de proteases (SADH et al., 2018). A
proliferacdo de Lactobacillus deve estar relacionada a alta concentracdo de agUcares no trub.
Lactobacillus é conhecido pela producdo de lactato e embora ndo possam oxidar glicerol,
metabolizam uma grande diversidade de agucares: galactose, D-glicose, D-frutose, D-manose,
Na-cetilglucosamina, arbutina, salicina, celobiose, maltose, lactose, sacarose, trealose, amido e
b-gentiobiose (ROOS et al., 2005), L-arabinose, ribose, melibiose, rafinose e gluconato
(WATANABE et al., 2009). Os autores ja mencionaram a capacidade do género em se adaptar
em pHs de 4 a 8,5, 0 que pode ter favorecido sua reproducéo nos sistemas com diminui¢do do
pH.

O género Bifidobacterium sintetiza b-frutose, hidrolases incomuns entre bactérias e fermentam
seletivamente frutooligossacarideos em detrimento de outros carboidratos (MAO et al., 2018).
E possivel que estes carboidratos estejam presentes no trub, causando estimulo ao género. O
trub pode ter fornecido individuos destes grupos e favorecido a reproducdo dos mesmos devido

ao fornecimento de doadores de elétrons adequados.

As Selenomonas, outro género comum em reatores de producdo de cerveja (TAKESHITA et
al., 2012 e SCHLEIFER et al., 1990), embora n&o estejam representadas na Figura 5.5, tiveram
sua abundancia relativa aumentada de 0,1 para 0,8% com trub. Com GP e GB estes valores sdo
de 0,5 e 0,6%, respectivamente, e no controle enddgeno e com etanol menores que 0,01%.
Selenomonas é um género ativo na degradacao do glicerol (LINEHAN et al., 1978) e glicose
(SCHLEIFER et al., 1990). Nenhuma descricdo do género foi encontrada na reducdo
dissimilativa de sulfato, mas o género contribui para a producdo de sulfeto a partir de
aminoéacidos contendo enxofre (HUNGATE, 1966).

Enterobacter também ndo aparece na Figura 5.5, mas € um género que teve sua abundéancia
relativa aumentada de 0,3 para 0,6% com trub mantendo-se com os demais substratos. O género
apresenta espécies que oxidam o tiossulfato com D-Glicose D-Xilose D-Mannose L-Arabinose
como fonte de carbono, como a E. hormaechei (KIM et al., 2008). A espécie também degrada
a lignina devido a producéo de lignina peroxidase (LiP) (ZHOU et al., 2017), molécula esta,
disponivel no trub. Enterobacter também pode atuar na degradacédo do glicerol com a produgéo
de produtos de valor agregado como 1,3-propanodiol, etanol e H, (ALBUQUERQUE, 2014).
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Olsenella teve sua abundancia relativa diminuida de 0,3 para valores menores que 0,1 em todas
as condigdes, exceto com trub, onde chega a 0,5%. Este género também fermenta carboidratos
e acucares possivelmente encontrados no trub, glicose, glicogénio, trealose, amido, frutose,

maltose, manose, salicina, sacarose e hidrolisa a esculina (LI et al., 2015).

Outro género que possivelmente teve sua representatividade aumentada no sistema com trub
devido a presenca de agUcares, é o Prevotella. Este género é capaz de metabolizar uma grande
variedade de acucares, incluindo polissacarideos complexos, como celulose e hemicelulose,
moléculas encontradas em grandes quantidades no trub. O género ruminal Prevotella possui |-
cisteina desulfidrase, uma enzima que produz H2S (YONO et al., 2009) e pode estar relacionado
com a remocdo de sulfato neste sistema. Prevotella ja foi encontrado em sistemas com
concentracdo de sulfato de 211 mg.L™? e alta relagio de DQO/SO4* (de 10,7 a 63,8) com
remocao de 98 e 86% de sulfato e DQO, respectivamente (SHAN et al., 2017). Prevotella
também foi detectado no sedimento do Rio Tinto da Espanha (FLORENTINO, 2017), ou seja,
0 Qgénero tem um bom estabelecimento em ambientes ricos em sulfato com baixo pH,

caracteristica do Rio Tinto e do reator com trub.

Ja o género da flora ruminal Ruminococcus, diferente dos demais, teve sua abundancia relativa
diminuida com trub (de 0,4 para 0,04%), enquanto aumentou com GP (0,7%) e com GB (0,8%).
Sem substrato e com etanol a abundéncia relativa de Ruminococcus também havia diminuido
(0,4 e 0,3%). Alguns géneros da microflora ruminal também sdo capazes de metabolizar o
glicerol, que é incluido na composicdo dos fosfolipidios da parede celular das plantas e nos
lipidios de reserva das sementes das plantas (ROGER et al., 1992). O género Ruminococcus,
além de oxidar celulose e atuar na degradacao da cerveja, € ativo na fermentacdo do glicerol
(SCHLEIFER et al., 1990; ALBUQUERQUE, 2014 e MOHAIJERI, et al., 2018). A
representatividade de Cellulosilyticum também apresentou aumento junto ao GP e GB (de 0,06
para 0,1 e 0,7%, respectivamente) enquanto diminuiu com trub (0,002%), apesar deste género
ser um degradador de celulose (ADELSKOV; PATEL, 2017; CAl et al., 2010;).

O trub foi o substrato que proporcionou o lodo mais especifico, diminuindo a biodiversidade,
proporcionando reducdo da abundancia relativa dos grupos Archaeas e BOE, e também
apresentando géneros ndo representados em nenhuma outra condicdo: Geothermobacter
(0,004%), Candidatus kuenenia (0,003%), Limnobacter (0,003%), Steroidobacter (0,003%),
Steroidobacter (0,003%), Vitreoscilla (0,003%), Ammoniibacillus (0,001%) e Anaerolinea
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(0,001%). Apenas 3 géneros foram exclusivos do sistema com GB: Sphaerisporangium
(0,006%), Dethiobacter (0,001%) e Coraliomargarita (0,001%). 178 géneros foram
representados em pelo menos uma das condi¢bes e ndo foram detectados quando GB foi
utilizado como substrato. A quantidade de géneros que ndo foram detectados apenas com trub,
foi 252, dos quais, 12 representantes de BRS: Desulforegula, Desulfoglaeba, Desulfobacter,
Desulfomicrobium, Desulfobacula, Desulfatibacillum, Desulfonatronum, Desulfatitalea,
Desulfocaldus, Desulfitobacterium, Dethiobacter e Desulfuromusa. Estes géneros prejudicados
na presenca de trub também ndo foram detectados com GB, exceto Desulfonatronum,
Desulforegula, Desulfoglaeba e Dethiobacter. Desulforegula, um género oxidador de AGCL
(REES; PATEL, 2001), teve sua abundancia relativa aumentada com GB de 0,002 para 0,003%.
Os géneros redutores de sulfato detectados na presenca do trub que ndo o foram com GB, foram

Desulfotignum, Desulfocarbo e Desulfovirga.

O género Roseobacter, capaz de reduzir sulfato (BROCK et al., 2013), possivelmente foi
favorecido pela DM, aumentando de 0,05 para 0,1% no controle enddgeno e prejudicada pelo
acumulo de acidos organicos nas demais condic¢des, diminuindo para menos de 0,04% com 0s
substratos, ndo sendo detectada nos sistemas com GB e trub. O género Pusillimonas, embora
seja capaz de reduzir sulfato (CAO et al., 2011), foi prejudicado em todos os sistemas com DM
(de 0,02% para 0,002 no controle enddgeno e 0,01% com etanol) e ndo foi detectado nos

sistemas que promoveram diminuic¢do do pH efluente.

Para manutencao da visibilidade das espécies com menores representatividades, alguns géneros
importantes do ponto de vista desta pesquisa ndo puderam aparecer na Figura 5.5. E importante
pontuar 0s géneros redutores de sulfato presentes entre os 20 mais abundantes em cada
condigéo: com trub — Megasphaera (1,7%), Desulfovibrio (0,4%) e Paludibacter (0,2%); com
GB - Desulfovibrio (0,2%) e Paludibacter (0,25%); com GP - Desulfovibrio (0,25%) e
Paludibacter (0,3%); com etanol - Desulfomonile (1,2%), Desulfovibrio (1%) e Desulforhabdus
(0,6%); no controle endogeno - Desulfovibrio (6,4%) e Desulfomonile (0,75%) e no indculo
inicial - Desulfovibrio (1,9%) e Desulfomonile (1,3%). Observa-se que o género Paludibacter
foi bem representado em todos os sistemas que provocaram diminuicdo do pH. Este género
possui capacidade de reducéo de sulfato em pH 4,5 (LIANG et al., 2013). Ele foi detectado no
sedimento do Rio Tinto da Espanha, conhecido pela acidez e pela alta concentracéo de sulfato
(FLORENTINO, 2017).
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No entanto, a maioria das BRS apresentam pH ideal mais proximo a neutralidade (SANCHEZ
et al., 2014). Moleculas presentes nos subprodutos utilizados como substratos e a diminuicdo
do pH efluente nestes sistemas devem estar relacionados com a diminuicdo da diversidade de
géneros redutores de sulfato. Com trub e GB foram detectados 22 e 23 géneros redutores de
sulfato, respectivamente, enquanto no indculo inicial havia 30 géneros. No controle enddgeno
também foram detectados 30 géneros redutores de sulfato, no entanto, Desulfatibacillum,
Desulfonatronum e Desulfitobacterium foram detectados apenas apds a adicdo de DM,

possivelmente trazidos por este efluente.

Desulfatitalea e Desulfocaldus embora ndo tenham sido detectados no controle enddgeno,
podem também terem sido trazidos juntamente com este efluente, no entanto ndo se mantiveram
no lodo sem o fornecimento de substrato e nem nos sistemas com diminui¢do do pH, sendo
detectados com etanol, sistema que apresentou 34 géneros de BRS. Considerando que o etanol
utilizado é um produto puro, o fato de que o sistema com etanol apresentou mais géneros
redutores de sulfato que o indculo inicial e o sistema endégeno s6 pode ser explicado pela
possibilidade de que a DM tenha fornecido estes individuos, mas que eles ndo puderam se
manter no sistema sem adicdo de substrato e nem mediante as condi¢Bes obtidas nos sistemas
com os demais doadores de elétrons. Dethiobacter, um redutor dissimilativo de compostos de
enxofre (FLORENTINO, 2017), foi detectado exclusivamente na presenca de GB, podendo ter
sido fornecido juntamente deste substrato ou pela DM, porém favorecido exclusivamente com

GB. Com GP o lodo obtido apresentou 28 géneros de BRS.

Na Figura 5.6 sdo mostrados os géneros que promovem reducao de sulfato com representacédo
de pelo menos 0,15% de abundancia relativa em ao menos um dos sistemas. E notavel a
participacdo de Desulfovibrio em todos os sistemas, um género que promove reducao de sulfato
com oxidacdo incompleta do substrato (SHAN et al., 2017). A abundancia deste grupo pode
estar vinculada ao tipo de sistema microaerdbio utilizado, ja que se trata de um género com
estratégias de adaptacdo a baixas concentraces de oxigénio, podendo sobreviver a exposicdo
prolongada ao oxigénio dissolvido devido a acdo de enzimas como a oxigénio redutase
(MOTTERAN et al., 2018).
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Desulfotignum
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Desulfofaba
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Figura 5.6 - Abundancia relativa dos géneros de BRS mais abundantes em pelo menos um dos
tipos de sistemas. Fonte: da autora.

E possivel observar que as espécies redutoras de sulfato mais abundantes variaram entre as
condigdes testadas, especialmente com o trub. Desulfobacter, Desulfobulbus e Desulfomonile
apresentam pH 6timo proximo da neutralidade (FLORENTINO, 2017) e foram favorecidas
com etanol enquanto com os substratos que causaram abaixamento de pH, elas tiveram
representatividade diminuida. Entre os géneros de BRS que apresentaram abundéncia relativa
similar entre os diferentes sistemas, houve o Desulfosporosinus, o qual pode se adaptar a baixos
valores de pH (3,6) (SANCHEZ et al., 2014; FLORENTINO, 2017). Desulfosporosinus é
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oxidante de glicerol e redutor de sulfato (KUMAR et al., 2014), e seu crescimento estimulado
devido a presenca de glicerol e Fe? ja foi descrito por Kumar et al. (2014).

Butyrivibrio é um género fermentador, ruminante com papel importante na biohidrogenacéo e
pode reduzir o sulfato inorganico (SHAN et al., 2017). Embora nédo esteja representado na
Figura 5.6, pode ter proporcionado influéncia na reducdo de sulfato com GB com abundéncia
relativa de 0,015% e com trub (0,011%), enquanto no in6culo inicial suas abundancias relativas
eram inferiores a 0,003%. Ja Rhodovastum (0,003% no in6culo inicial e 0,012% com trub), ndo
é capaz de utilizar o sulfato inorganico da DM, mas assimila o sulfato como nutriente

(OKAMURA et al., 2009) e pode ter utilizado sulfato organico no sistema com trub.

A Tabela 5.9 sintetiza as principais fontes de elétrons normalmente utilizadas pelas BRS mais

abundantes nos reatores.
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Tabela 5.9 - Moléculas usadas como doador de elétrons pelas principais BRS presentes nos

sistemas.
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acumulo das moléculas presentes nesta lista nos respectivos efluentes tratados, deve ter sido

minimizado pelo consumo realizado por essas espécies.

Existem géneros que ndo sdo redutores dissimilativos de sulfato e, portanto, ndo estdo
representados na Figura 5.6, mas que s@o importantes para o tema desta pesquisa, ja que atuam
no ciclo do enxofre no sentido da sulfetogénese. Estes géneros serdo apresentados na Tabela
5.10.

Tabela 5.10 - Géneros atuantes no ciclo do enxofre no sentido da sulfetogénese. Fonte: da
autora.

Abundancia relativa (%)

Género Inicial Enddgeno Etanol GP GB Trub
Caldisericum 0,029 0,086 0,040 0,036 0,021 0,009
Geotoga 0,025 0,038 0,027 0,017 0,027 0,011
Bacteroides 0,144 0,472 0,296 0,212 0,167 0,296
Blastochloris 0,172 0,334 0,412 0,108 0,022 0,001
Bacillus 0,148 0,148 0,107 0,171 0,158 0,012

Sulfurospirillum 0,003 0,005 0,001 0,008 0,001 0,000
Pseudomonas 0,340 0,058 0,142 0,056 0,089 0,198

Spirochaeta 0,019 0,046 0,044 0,029 0,030 0,007
Coprothermobacter 0,003 0,002 0,008 0,000 0,001 0,000
Salmonella 0,010 0,007 0,003 0,000 0,030 0,005
Syntrophobacter 0,265 0,177 0,421 0,102 0,073 0,006
Smithella 0,059 0,781 0,407 0,095 0,094 0,008

O género Caldisericum possui espécies portadoras de sulfeto desidrogenase, podendo promover
reducdo dissimilatoria de enxofre (FLORENTINO, 2017), sulfato (MORI et al., 2009) e
tiossulfato (MORI et al., 2009). A enzima sulfeto desidrogenase, a qual pode catalisar oxidacéo
de sulfeto ou reducdo de enxofre e tiossulfato, também € produzida pelo género Spirochaeta
(DUBININA et al, 2010). A reducdo dissimilatéria de enxofre também pode ser realizada por
especies de Coprothermobacter com pH ideal acima de 5 (FLORENTINO, 2017),
desfavorecido com GP, GB e trub provavelmente devido ao baixo pH efluente. O género
Salmonella pode promover a reducdo de tiossulfato catalisada pela enzima tiossulfato redutase
com oxidacéo de glicerol, e provavelmente pela disponibilidade deste doador de elétrons foi
favorecido na presenca de GB (STOFFELS et al., 2011).
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Os Bacteroides auxiliam indiretamente na degradacao do sulfato pela sintese da sulfatase, uma
enzima que participa de reagdes intermediarias de reducio do sulfato ao sulfeto (GACITUA et
al., 2018). Este género foi favorecido pela presenca de DM independente do fornecimento de
substrato e de qual seja o doador de elétrons. Blastochloris participam da remocéo de enxofre
do meio liquido, mas dependem de uma fonte de sulfato reduzida, como tiossulfato pois néo
promovem a reducdo de sulfato (MADIGAM et al.,, 2019). Os Blastochloris foram
desfavorecidos com diminuicdo do pH efluente e principalmente com os subprodutos os quais
apresentam composicdo diversa. O género Geotoga apresenta espécies que promovem a
oxidacdo de carboidratos e proteinas com reducdo de enxofre em sulfeto de hidrogénio, como
G. petraea, a qual atua entre pHs 5,5 e 9 (FLORENTINO, 2017; USHER, 2014 e GROUZDEV
etal., 2019).

Embora ndo sejam encontradas referéncias que confirmem a realizacdo da reducdo de sulfato
pelos géneros Bacillus e Sulfurospirillum, espécies destes géneros produzem a enzima
citocromo-C nitrito redutase (NrfA), relacionada a reducdo de nitrato e sulfato (KRONECK;
TORRES, 2014). Segundo Kroneck e Torres (2014) e Ahmann et al. (1994), Sulfurospirillum
podem reduzir o tiossulfato, enxofre e As®* com oxidagao de lactato, mas ndo o sulfato. Quanto
ao género Pseudomonas, embora ele tenha perdido representatividade com GP e GB, € capaz
de produzir PHA a partir da degradacdo do glicerol, moléculas de valor agregado
(ALBUQUERQUE, 2014). Gallardo-Benaventi et al. (2019) afirmam que a espécie P. fragi
pode produzir sulfeto na presenca de sulfato, e Florentino (2017) afirma que P. putida sdo

capazes de reduzir compostos de enxofre com a oxidacao do Ho.

As interagdes sintroficas entre Syntrophobacter e Smithella podem ter contribuido para a
remocao de sulfato. Esses géneros degradam o lactato e propionato usando sulfato e fumarato
como receptores de elétrons (LI1U, 1999). Os produtos metabdlicos acetato e H, sdo degradados
por BRS e espécies metanogénicas. O favorecimento de ambos os géneros ja foi confirmado
em um sistema de reducdo de sulfato com GB (MORA et al., 2018) e no tratamento de agua de
lavanderia contendo sulfato e moléculas organicas recalcitrantes (MOTTERAN et al., 2018).

Os géneros Sporanaerobacter, Tannerella, Thermanaerovibrio, Thermosipho, Veillonella,
Bacterioides e Blastochloris também atuam no ciclo do enxofre no sentido da sulfetogénese,

porém nao foram detectados no indculo inicial. Eles devem ter sido acrescentados por efluentes
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utilizados nos sistemas. Conforme mostrado na Tabela 5.11, é possivel constatar que a DM

influenciou na representatividade destes géneros no consércio microbioldgico.

Tabela 5.11 - Géneros atuantes no ciclo do enxofre no sentido da sulfetogénese que nao
estavam presentes no indculo inicial acrescentados ao lodo por algum dos efluentes. Fonte: da

autora.
Abundancia relativa (%)
Género Inicial Enddgeno Etanol GP GB Trub
Sporanaerobacter 0,000 0,020 0,000 0,000 0,000 0,000
Tannerella 0,000 0,000 0,000 0,000 0,001 0,003

Thermanaerovibrio 0,000 0,004 0,005 0,000 0,000 0,000
Thermosiphon 0,000 0,000 0,000 0,003 0,001 0,001
Veillonella 0,000 0,002 0,000 0,002 0,000 0,000
Tissierella 0,000 0,004 0,003 0,003 0,009 0,000
Arcanobacterium 0,000 0,000 0,003 0,000 0,000 0,000

A Sporanaerobacter, um redutor de enxofre e gerador de acetato (HERNANDEZ et al., 2002),
pode ter sido desfavorecida pelo excesso de doador de elétrons. Tannerella é um género
sulfetogénico (KATO et al., 2005) que pode ter sido proporcionado pelos dois subprodutos ou
fornecido pela DM mas ter perdido a competicdo nos demais sistemas. O género
Thermanaerovibrio também é um redutor de compostos de enxofre (PALANIAPPAN et al.,
2013). Este género pode ter sido representado por espécies atuantes em pH entre 6,5 — 8,1 como
a T. acidaminovorans (FLORENTINO, 2017) e por isso ndo foi detectado nos sistemas que
promovem diminuicdo do pH. Espécies do género Thermosipho como a T. africanus, produzem
sulfeto desidrogenase e podem reduzir o enxofre (HUBER et al., 1989). Thermosipho pode ter
sido proporcionada pela DM mas perdido a competi¢do na auséncia de doador de elétrons e
com etanol. O género Veillonella é descrito como sulfetogénico, mais representado em pH
neutro € menos em pH abaixo de 5 (WASHIO et al., 2014). O género pode ter sido
proporcionado pela DM mas sé foi capaz de manter sua representatividade com GP. A espécie
V. dispar apresenta uma relacdo de simbiose com BRS produzindo acetato a partir da
fermentacdo de citrato (MUY ZER; STAMS, 2008).

Bukhtiyarova et al. (2019) afirmam que, embora as espécies de Tissierella possuam sulfito
redutase dissimilatoria dsrAB e desulfoviridina, a reducdo dissimilatoria de sulfato pelo género
ndo foi confirmada. O genoma de Tissierella ndo possui APS redutase, sulfato de

adenililtransferase, DsrC e DsrMK, até entdo consideradas necessarias para a reducao
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dissimilatéria de sulfato. No entanto, Tissierella produz H2S durante o seu crescimento, o que,
segundo os autores, possivelmente ocorre devido as atividades da cisteina sintase (CysK) e / ou
cisteina desulfidrase (CdsH). Quanto as Arcanobacterium, embora ndo seja confirmada a
reducdo de sulfato pelo género, ele é portador da enzima que pode promover reducéo de sulfato
e nitrato, citocromo-C nitrito redutase (NrfA) (KRONECK; TORRES, 2014).

O consorcio microbiano foi modificado em todas as condi¢Bes experimentais, os diferentes
substratos estudados proporcionaram alteracbes na composi¢do dos inoculos. A DM e o0s
subprodutos testados, os quais sdo provenientes de diferentes processos fermentativos,
forneceram novas espécies microbianas e selecionaram espécies ja presentes. GB e trub
alteraram significativamente a comunidade microbiana, mantendo a eficiéncia na remogéao de
sulfato. O uso de GB e trub pode, portanto, ser planejado segundo diferentes objetivos, de
acordo com as caracteristicas do indculo inicial e potencial de cada substrato em favorecer ou

suprimir determinadas espécies.

As alteracdes provocadas pela DM ndo foram exclusivamente favoraveis a remogéo de sulfato,
mas, sem divida, promoveram a interferéncia no ciclo do enxofre. O uso de DM sintética em
pesquisas pode gerar resultados que ndo sdo replicaveis em condicGes reais, principalmente
devido a auséncia das espécies introduzidas pela DM, ou selecdo provocada por este efluente.
Muitas pesquisas ainda utilizam DM sintética (DONG et al., 2019 e COLIPAI et al., 2018).
Alguns trabalhos aumentam gradualmente a similaridade da DM sintética, com as
caracteristicas da DM real (CUNHA et al., 2020), outras utilizam DM sintética para diluir a
DM real, diminuindo a proporcdo da DM sintética ao longo do tempo (NOGUEIRA et al.,
2019). Os resultados apresentados no presente trabalho demonstram que esta estratégia de
adaptacdo pode ser desnecessaria, especialmente pelo fato de que a DM favoreceu o aumento
na abundancia relativa de BRS. A execuc¢do de pesquisas com substratos sintéticos que nao
considerem as espécies presentes nesses itens ou o efeito de selecdo promovido por eles,

também pode gerar resultados ndo replicaveis em condicdes reais.

Embora a DM tenha aumentado a abundéancia relativa de BRS e os subprodutos utilizados como
doadores de elétrons diminuido, os resultados do estudo da comunidade microbioldgica e de
eficiéncia do tratamento de DM demonstraram que a porcentagem de BRS no indculo
isoladamente ndo é um fator definitivo para a remogéo de sulfato. E necessario considerar a

abundancia relativa de grupos que atuam em vias opostas a reducdo de sulfato e de espécies
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concorrentes pelo mesmo substrato que as BRS. Embora os substratos que causaram diminuigéo
do pH, GP, GB e trub sejam 0s que apresentaram a menor quantidade de BRS, eles também
foram os que mais reduziram as espécies metanogénicas, que competem pelos doadores de
elétrons com BRS e as BOE, que atuam em vias opostas a reducdo de sulfato. Embora as
porcentagens de remocéo de sulfato obtidas sejam consideradas estatisticamente iguais entre 0s
doadores de elétrons utilizados, a sele¢éo de diferentes géneros com cada substrato demonstrou
que as maneiras pelas quais a remocdo de poluentes ocorreu diferiram desde a hidrolise e

fermentacao e em todas as vias de oxidacdo de doadores de elétrons.

5.4 Efeitos darelagdo DQO/S04% nos sistemas de adaptagéo lenta

Depois que foram obtidas ao final de cada batelada, eficiéncias satisfatérias de remocéo de
sulfato e mantidas constantes com variacéo de £7%, confirmando a adaptacdo do indculo para
o tratamento de DM, foi avaliada a melhor relagdo DQO/SO4>". Sob uma relagdo DQO/SO4*
de 5, o efluente atingiu uma concentracéo de sulfato inferior & 250 mg.L™. A concentracéo de
sulfato final nos frascos com relagdo DQO/SO4* de 5 com GB e trub, respectivamente, foram
de 246,12+7,70 e 113,21+3,24. Os dados de remocdo de sulfato, DQO e pH efluente séo

apresentados na Tabela 5.12.
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Tabela 5.12 - Eficiéncia de remocéo de sulfato e pH efluente sob as diferentes relagbes

DQO/SO4>".
Doadorde ., Trub Trub GB GB GB
elétrons
DQO/S04% 1 2,5 5 1 2,5 5
Remocao de 84,0+ 87,6+ 96,8+ 81,6+ 86,2+ 93,0+
sulfato (%) 0,1 1,2 0,2 0,7 0,3 0,4
Remocao de 69,9+ 68,1+ 73,8+ 71,7+ 61,6+ 72,9+
DQO (%) 1,9 3,7 2,1 1,3 2,7 2,1
DQO
direcionada 80,5+ 34,5+ 18,4+ 76,2+ 37,5+ 18,4+
para 2,5 4,1 51 2,0 3,3 3,9
sulfetogénese
H efluente 5,4+ 5,0+ 4.8+ 5,4+ 5,2+ 4.8+
P 0,02 0,01 0,03 0,02 0,04 0,01

De acordo com os resultados, depois de estabelecida a sulfetogénese, quanto maior o aporte de
elétrons, maior foi eficiéncia da remocao de sulfato. Pesquisas que utilizaram doadores puros
de elétrons, como Rodriguez (2010), com etanol, e Singh et al. (2014), com glicose, afirmam,
respectivamente, que as relagdes DQO/SO4* de 1 e 0,8 sdo mais adequadas para remogao de
sulfato. Os autores se remetem ao estimulo das espécies metanogénicas causado pelo excesso
de doador de elétrons como o motivo pelo qual maiores relagdes DQO/SO4% n3o sdo adequadas.
Porém, quando substratos complexos sdo utilizados, algumas moléculas de maior recalcitrancia
demoram mais a serem oxidadas a formas disponiveis as BRS. E o que ocorre com a lignina,
celulose e hemicelulose presentes no trub (PERIMENIS et al., 2018), por exemplo. Neste caso,

0 baixo fornecimento de substrato pode se tornar o fator limitante a reducédo de sulfato.

Mora et al. (2018), que utilizavam DM com concentracio de sulfato de 220 mg.L™ e substratos
complexos, concluiram que a menor relagdo DQO/SO4* foi 7 para que a quantidade de
substrato ndo fosse o fator limitante da reducdo de sulfato. A relagdo DQO/SO4> de 7 em
comparagdo com o sistema utilizado no presente estudo seria um aporte de elétrons muito
significativo, visto que a concentracdo inicial de sulfato utilizada é 17 vezes maior do que a
utilizada por Mora et al. (2018). A adequacdo do sistema a concentragédo de substrato relativa a
DQO/S04% de 7 seria bastante dificultada pela tendéncia ao acimulo de &cidos orgénicos, ou

até mesmo inviavel. Porém, os dados que mostram que um maior aporte de elétrons feito com

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



90

subprodutos pode ser favoravel ao sistema de tratamento é vantajoso quando se considera que
estes doadores de elétrons sdo residuos. Além da quantidade disponivel de elétrons deixar de
ser a limitagdo da reducdo de sulfato sob altas relagdes DQO/SO4%, os efeitos inibidores de
metaloides, como arsénio, podem ser menores (MATOS et al., 2018). Este fator pode se dar
por diminuicdo do contato desses ions com as células devido, por exemplo, a diluicdo e

adsorcao.

A melhor remocao de sulfato associada & maiores relacdes DQO/SO4> também ja foi registrada
em algumas pesquisas realizadas com substratos puros. Papirio et al. (2013) obtiveram 68% e
88% de remocao de sulfato sob as relages DQO/ SO4> de 1 e 5 respectivamente, partindo de
um efluente sintético com concentragio de sulfato de 1500 mg.L™ e utilizando lactato como
doador de elétrons. O consumo completo de DQO sem que todo sulfato presente fosse reduzido
também se deu com etanol como doador de elétrons sob relacio DQO/SO4> de 1 (VIEIRA et
al., 2016). Além da producédo de metano, a formacao de H: e reducéo de metais também podem
contribuir para o consumo de DQO, cujas reacdes sao favoraveis ao tratamento da DM.

Os resultados de remocdo de sulfato e DQO fornecem indicios de que nesta etapa estavam
simultaneamente ativas, espécies de BRS e outras oxidadoras completas como as
metanogénicas. Conforme discutido no item 5.2.1, embora competidoras das BRS por
substrato, com excesso de doador de elétrons as espécies metanogénicas sdo necessarias para
manutencdo de uma baixa pressdo parcial de H2 e producdo de moléculas mais oxidadas. Com
0 aumento no aporte de elétrons, houve maior atividade das BRS, porém o aumento das vias de

oxidacdo ndo sulfetogénicas foi bem mais expressivo.

As espécies que promovem a oxidacdo completa estavam adaptadas ao baixo pH e foram
estimuladas com relagdo DQO/SO4* de 5. Isso pode ser inferido a partir da analise do consumo
de DQO e pH efluente nesta condicdo em relagdo & DQO/SO4* de 3 aplicada no procedimento
que antecedeu este. Quanto maior a relagdo DQO/SO4>" aplicada, menor foi o pH efluente, e
mais DQO foi removida. A quantidade de DQO residual no sistema com relagio DQO/SO4*
de 5 foi de 5057 mg.L™? com trub e 5238 mg.L™ com GB, a mesma ordem de grandeza de
guando havia sido utilizada a relagdo DQO/SO4* de 3. O pH efluente dos dois tipos de sistemas
também foi muito préximo, o que é indicio de que o valor de pH esteja relacionado com a

quantidade de AGV acumulados, a qual € similar entre estas condicdes.
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A DQO residual pode ser um empecilho para a utilizagdo deste efluente, no entanto pode ser
precursora de produtos com valor agregado. Da DQO que foi consumida na relagdo DQO/SO4*
de 5, subtraida a quantidade direcionada para sulfetogénese, a producdo de metano tedrica em
30 °C estimada a partir da quantidade de DQO que foi removida seria de 4291 e 4344 mL por
litro de efluente tratado com GB e com trub respectivamente. Os calculos foram realizados de
acordo com Metcalf e Eddy (2003), segundo a estequiometria da reagdo, sem considerar
parcelas dissolvida no meio liquido ou perdida na fragdo gasosa. As tecnologias de purificacéo
de biogas com alta concentragdo de H>S estdo em ascendente eficiéncia e aplicabilidade.
Exemplos sdo os modelos comerciais de escala industrial THIOPAQ®, SHELL-PAQUES®,
H,SPLUS SYSTEM®, cujos desenvolvedores declaram que o material recuperado pode ser
aplicado como fertilizante (QUIJANO et al., 2018). Melhoras operacionais para sistemas de
purificacdo de biogas continuam em desenvolvimento, como a tecnologia de dessulfurizacdo
em duas etapas com coluna de absorcéo acoplada a um biorreator airlift (ALR) de aeragéo
continua, proposta por Quijano et al. (2018). Além da producdo de biogés, conforme
mencionado na Revisao de literatura, a DQO residual produto de fermentacdo pode ser fonte
de moléculas de valor agregado a serem recuperadas (SINGHANIA et al., 2013; LONGO et
al., 2015; ZHOU et al., 2017; EREGOWDA et al., 2018; COELHO et al., 2020; REYES et al.,
2020). A producgdo de metano e de carboxilatos como alternativas & DQO residual da fase

sulfetogénica serd mais discutida no item 5.6 sobre pos-tratamento.

O in6culo demonstrou capacidade de oxidar maior quantidade de substrato depois do periodo
de adaptacdo. As espécies hidroliticas, fermentativas, acidogénicas, acetogénicas e oxidadoras
completas demonstraram estar adaptadas ao tipo de substrato e ao abaixamento do pH. Segundo
Singh et al. (2014), o modo aplicado para adaptacéo € definitivo para o resultado. O aumento
gradativo no aporte de elétrons também foi a estratégia utilizada por Mora et al. (2018),
iniciando com a relagdo DQO/SO4* de 2,5. Inicialmente é importante limitar o fornecimento
de substrato para evitar o rapido desenvolvimento de bactérias fermentativas e acidogénicas,
enquanto permite-se o desenvolvimento de bactérias sulfetogénicas. A adaptacdo com limitacdo
de DQO implicou na degradacdo da matéria organica lentamente hidrolisavel, permitindo o

desenvolvimento de bactérias sulfetogénicas no inoculo.

A adaptacdo de espécies de BRS e metanogénicas ao baixo pH ja foi demonstrada por Sanchez
et al. (2014), porém neste caso, o baixo pH era devido a propria DM e ndo ao acimulo de AGV.

Como é apresentado por Singh et al. (2014), a disponibilidade de H* pode promover reducéao
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de sulfato utilizando H> com maior aproveitamento energético pelas espécies de BRS que
podem se adaptar ao baixo pH. A energia livre de Gibb’s AG®' (kJ mol™!) da reducéo de sulfato

com e sem utilizacdo de H* é apresentada nas reacdes 5.2 e 5.3.

4H, + H* + S04~ — 4H20 + HS™ —152.2 (5.2)

8H2 + 2504%" — H,S + HS™ + 5H,0 + 30H" —146.9 (5.3)

A analise da concentracdo de sulfato a cada 24 h revela que, apés 120 h, mediante as
DQO/S0O4> de 1 e 2,5, a concentracgdo de sulfato se estabilizou com até 87,5% de remocéo de
sulfato com ambos os substratos (Figura 5.7).
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Figura 5.7 - Concentragdo de sulfato ao longo do tempo mediante as relagées DQO/SO4>™ 1;
2,5 e 5, com os substratos GB e Trub. Fonte: da autora.

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



93

Mediante a relagdo DQO/SO4>~ de 5, em 120 h, as eficiéncias de remogio estavam em 87,8 e
87,9% com Trub e GB, respectivamente, e continuaram aumentando até atingir os valores
detalhados na Tabela 5.12 em 168 horas. Assim como mencionado no item 5.2.1, existe a
possibilidade de que quando o aporte de elétrons é realizado com subprodutos contendo
moléculas de dificil degradacéo, a DQO residual seja composta de moléculas de elevada massa
molar, ou seja, indisponiveis as BRS. Os resultados apresentados na Figura 5.7 também
apontam para esta conclusdo. Com relagdo DQO/SO4* abaixo de 2,5, é possivel que apds 120h,
a DQO residual esteja na forma de moléculas recalcitrantes que demandam maior tempo para
serem oxidadas e se tornarem biodisponiveis as BRS, e por este motivo tenha ocorrido a
interrupcédo da reducdo de sulfato. Ja com relagdo DQO/SO4*~ de 5, em 120h de batelada ainda

existam moléculas biodisponiveis as BRS mantendo a reducao de sulfato.

5.5 Diminuicdo do periodo de adaptacdo do in6culo a sulfetogénese e
geracdo de efluente com caracteristicas favoraveis ao processo
metanogénico

Os resultados apresentados nos procedimentos discutidos até aqui sdo efetivos em remover
poluentes da DM. Quanto a DQO residual neste efluente, conforme mencionado, a producéo de
biogas € um dos destinos apropriados. Para melhor estimativa do potencial metanogénico do
efluente do tratamento de DM com esses subprodutos, foi elaborado um procedimento que
pudesse gerar um pH mais préximo da neutralidade e uma alcalinidade acima de 2500 mg
CaCOgs.L. Essas caracteristicas poderiam proporcionar uma estratégia sustentavel e eficiente
de poés-tratamento ao potencializar a producdo de biogas a partir da DQO residual sem a
demanda de insumos alcalinos normalmente necessarios para neutralizacdo de sistemas de
degradacéo anaerdbia (TAUSEEF et al., 2013). Além disso, como a DM demonstrou potencial
em aumentar a abundancia relativa de BRS, o procedimento fez uso dela na busca em diminuir
0 tempo de adaptagdo no indculo & sulfetogénese. Os resultados deste procedimento séo

discutidos ao longo da se¢éo 5.5.
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5.5.1 Caracteristicas da mistura de DM com GB e com trub

Nesta etapa, um novo lote de trub foi utilizado. Desta vez apresentando um pH de 4,69+0,03 e
DQO de 175,1+2,8 g.kg™. O GB utilizado nos procedimentos anteriores foi 0 mesmo aplicado
aqui, com pH de 5,92+0,04 e 1300+49,3 g.kg™ de DQO. Apesar do baixo pH dos substratos, a
mistura com DM n&o promoveu reducdo do pH. Pelo contrério, a adi¢do de GB inclusive elevou
0 pH, como mostra a Tabela 5.13. Os efluentes dessa mistura podem ter contribuido com
elementos com propriedades alcalinizantes que consumiram H*, prevenindo a diminuicdo do
pH. Fosfato e carbonato proporcionam alcalinidade parcial (GODOI et al., 2017). Ambos 0s
subprodutos séo derivados de plantas, as quais apresentam fosfato na membrana fosfolipidica.
O trub pode apresentar entre 10-50 mg.L* de fosfato (SIMATE et al., 2011). O GB também
pode apresentar calcio (11-23 mg.L™?) (SILES et al., 2010). A DM usada apresentou 525,5+5,5
mg.L"! de Ca. E possivel que o célcio tenha origem de minerais de carbonato e de fésfoto, como
calcita [CaCOs] e hidroxiapatita [Cas(PO4)3(OH)], comum em ambientes de producéo de DM
(LANGMAN et al., 2019; BLOWES et al., 2014). A presenca destes minerais pode ter

contribuido para manutencdo do pH da mistura de efluentes proximo da neutralidade.

Tabela 5.13 - Caracteristicas da mistura de DM com os respectivos subprodutos utilizando-se
a relacio DQO/SO4* de 3.
Mistura de DM Mistura de DM

Acidos organicos (mg.L™?)

com GB com trub

Oxalico <LD 26,5+4,01

Glucurdnico <LD 246,1+17,0

Acético 1,4+0,02 22,0+3,21

Propidnico 1,0+0,08 212,6+19,9

Isobutirico <LD 509,6+65,1
Isovalérico <LD 55,3+5,9
pH 7,76+0,09 7,2+0,06
Alcalinidade parcial (mg CaCOs.L™?) 57527 528+14

Alcalinidade intermediaria (mg

CaCOs.LY) 188+14 260+12
Alcalinidade total (mg CaCOs.L?) 763+41 788425

LD: limite de deteccdo. Além dos &cidos apresentados, os acidos succinico,
acetico, butirico, valérico e caproico foram analisados apresentando valores
abaixo do limite de detec¢do em ambos o0s sistemas.
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Embora a neutralidade da mistura com trub também tenha se mantido, houve uma pequena
diminuicdo do pH. O trub exige adi¢do de um volume maior de substrato para proporcionar a
mesma relagdo DQO/SO4%, ja que ele é menos concentrado em DQO em relagdo ao GB. Além
disso, a maior concentracdo de agucares no trub (57,4%) (PERIMENIS et al., 2018), pode ter
favorecido géneros degradadores de cerveja como Acetobacter, Zymophilus, Selenomonas,
Megasphaera e Pectinatus (MATOULKOVA & KUBIZNIAKOVA, 2014) as quais oxidam
acucares e alcoois com producdo de acidos organicos como propionato e acetato. A Tabela 5.13
mostra que a concentracdo dos acidos organicos analisados foi maior com trub. Possivelmente,
parcial decomposicéo ja havia ocorrido na producdo ou armazenamento dos subprodutos, sendo
maior com o trub. Acidos organicos contribuem com a alcalinidade intermediéria (GODOI et
al., 2017), maior na mistura com este substrato. Embora os acidos organicos tenham efeito
tampdo na mudanca de pH na faixa de pH 4,3-5,75, eles liberam H* no sistema. Estas
caracteristicas podem ser indicios de que esta mistura apresente maior tendencia ao acimulo de

acidos organicos e consequente acidificacdo deste sistema de tratamento.

Apenas a DM foi considerada fonte de sulfato. O trub ndo apresentou sulfato e foi detectado
0,097 g.kg* de sulfato no GB utilizado. Este valor ¢ inferior aos valores de sulfato obtidos para
este subproduto em outras pesquisas (0,49-2,73 g.kg™) (SILVESTRE et al., 2015) e qualquer
um destes se tornam insignificantes na proporcdo que representam para a concentragcdo de

sulfato desta mistura.

5.5.2 Efeitos da adaptacdo do in6culo com DM sem substrato

Neste procedimento, o inoculo proveniente de reator UASB metanogénico ndo foi adaptado a
um aumento gradual da relagio DQO/SO4%. O indculo foi adaptado & presenca da DM real,
porém sem fornecimento de substrato, e foi comparado ao in6culo que ndo sofreu nenhum tipo
de procedimento apos retirado do reator metanogénico. A adaptacdo do indculo revelou-se dtil
quando utilizado GB como doador de elétrons na relagdo DQO/SO4% de 3. Nesta condig¢o, um
més de adaptacdo do indculo a presenca de MD sem adicdo de substrato proporcionou o
estabelecimento da sulfetogénese, atingindo 75,8+ 4.3% de remog&o de sulfato em batelada de

168 h, como observado na Figura 5.8. Utilizando o procedimento | desta pesquisa, foram

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



96

necessarios 120 dias de adaptacdo com GB e com trub para obtencéo de 89,5% de remocéo de

sulfato.
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Figura 5.8 - Porcentagem de remogéo de sulfato e DQO e proporc¢édo de DQO utilizada na
reducio de sulfato com os in6culos Cru e Acl sob as relagdes DQO/SO4% de 3 (a) e 0,8 (b).
Fonte: da autora.

Como foi mostrado na Secdo 5.3, a DM pode aumentar a abundéncia relativa de BRS e
Archaeas, enquanto diminui de BOE. E possivel que isso tenha ocorrido neste periodo de
adaptacdo com DM, proporcionando a boa eficiéncia de remocéo de sulfato e DQO com GB
obtida na relagdo DQO/SO4> de 3. Como abordado no item 5.2.1, a atuagio das Archaeas
metanogénicas é importante para manutencdo da termodinamica ideal para o consumo de
intermediarios metabdlicos (CASTRO et al., 2004; CHERNICHARO, 2016). O acimulo de
acidos organicos promove consumo de alcalinidade e possivelmente por isso a remocéao de
DQO e tipo de substrato pareceu mais relacionada com o pH efluente do que a remogéo de
sulfato. Quando foi atingida uma boa remoc¢éo de DQO, o pH efluente foi mais elevado. A
prevencdo do acumulo de &cidos organicos € mais necessaria quando e fornecido um excesso
de doador de elétrons, e possivelmente por isso a adaptacéo do indculo proporcionou diferencgas
mais significativas mediante a relagio DQO/SO+* de 3. Sem adaptacdo, com GB na relagdo

DQO/S04* de 3 a remocao de sulfato e DQO nio se estabeleceram o sistema foi acidificado.
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A adaptacdo do inéculo com DM (Acl) ndo proporcionou diferenca na remocdo de DQO
comparado ao inéculo Cru. Porém, quando a remocéo de DQO é comparada entre o indculo
adaptado com DM e o in6culo adaptado no procedimento anterior, com adaptacdo lenta
mediante aumento gradual na relagdo DQO/SO4% (secdo 5.2), houve grande diferenga. O modo
de adaptacdo do indculo é decisivo para definicdo do modo de a¢do do consorcio microbiano
(SINGH et al., 2014). Enquanto o indculo Acl adaptado com DM proporcionou 83,6% de
remocao de DQO, na etapa anterior, 0 mesmo indculo com a mesma DM e substratos mediante
a mesma relagdo DQO/SO4% de 3 proporcionou 46% e 51% de remocao de DQO e pH efluentes
de 4,8 e 4,9, respectivamente, com GB e trub. De acordo com os resultados no tratamento com
cada modo de adaptacéo, é possivel inferir que a adaptacdo com apenas DM estimulou uma
degradacdo mais completa do substrato em relacdo a adaptacdo com o gradativo aumento da
relacdo DQO/SO4%.

A oxidacdo incompleta de GB pode promover aumento na concentragéo de acetato, lactato, 1,3-
propanodiol (SANTOS; JOHNSON, 2018), propionato (QATIBI et al., 1991), e butirato
(BERTOLINO et al., 2012). O acumulo de AGCL provenientes da degradacdo de glicerol
comprometendo a remoc¢édo de DQO e causando abaixamento de pH ja foi observado por Chou
e Su (2019) e Oliveira et al. (2018). Para evitar esse problema, os autores adicionaram baixas
concentragOes de glicerol aos sistemas, diluindo ou misturando com outros substratos.
Remetendo-se aos resultados mostrados na se¢do 5.3, tem-se que o efeito negativo do GB sobre
as Archaeas foi menor do que com o trub. A boa eficiéncia de remocéo de sulfato e DQO com
GB sob relagido DQO/SO4* de 3 deve ter sido permitida pela ago das espécies metanogénicas
na manutencdo de menores concentracdes de acidos organicos reduzidos e Ho. Isto mostra que
a adaptacdo do inéculo com DM pode ser pertinente com este substrato e uma opg¢do as
estratégias anteriormente propostas na literatura, podendo ser mais sustentavel especialmente
por ndo envolver adicdo de agua limpa e mais simples do que a operacdo do tratamento

controlando a mistura de dois substratos.

A correlacdo obtida entre boas eficiéncias de remocdo de DQO e pH efluente préximo a
neutralidade com GB sob relagdo DQO/SO4* de 3, também esta relacionada com o fato de que
a manutencdo das vias de oxidacdo completa também afetam o pH efluente devido a formacéo
de moléculas com propriedades alcalinizantes. A sulfetogénese e a metanogénese podem
ocorrer com producéo de anions bissulfeto (HS) e bicarbonato (HCO3") (CUNHA et al., 2020),

este ultimo, o principal alcalinizante nos sistemas anaerébios (PAULO et al., 2015). A
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formagdo de moléculas alcalinizantes a partir da sulfetogénese pode ser exemplificada pela
oxidagédo do metanol (Reagdes 3.3 e 3.13), piruvato (Reacdo 3.5), lactato (Reacgdes 3.6 e 3.9),
metano (Reacdo 3.11), propionato (Reacdes 3.14 e 3.15), acetato (Reacédo 3.16) e H, (Reagbes
5.2 € 5.3). As reacdes de acetogénese e metanogénese na Tabela 5.5 também sdo exemplos de
vias da degradacdo anaer6bia com formagdo de moléculas que contribuem com o
tamponamento do sistema. De acordo com as caracteristicas do efluente do sistema com GB, a
medida que acidos organicos que liberam H* no meio foram produzidos, receptores de H*

também foram produzidos, assim mantendo o pH.

Esses resultados demonstraram que a DM real pode proporcionar répida adaptacdo com
eficiéncia satisfatoria de remog&o de sulfato. O uso de DM sintética ou uso de agua limpa para
diluicdo da DM sdo comuns nas pesquisas, especialmente durante o periodo de adaptacédo
(VIEIRA et al., 2016; NOGUEIRA et al., 2019; CUNHA et al., 2020). Lopes et al. (2010)
precisaram de 80 dias para atingir 70% de remogcao de sulfato mediante a relagdo DQO/SO4*
de 4,13 com efluente sintético. Além de necessitar de um longo tempo de adaptacdo, o uso de
DM sintética pode selecionar espécies que ndo suportem as caracteristicas da mistura com
efluentes reais. Nogueira et al. (2019) utilizou a diluicdo da DM natural com DM sintética como
estratégia de adaptacdo, aumentando a proporcao do efluente natural ao longo do tempo. Os
pesquisadores demonstraram que, conforme a propor¢do de DM natural aumentava na mistura,

a eficiéncia na remocdo de sulfato diminuiu, alcangando 10% com 75% de DM natural.

O efeito da adaptacdo do indculo foi bastante diferente nos sistemas onde foi empregado um
pequeno aporte de substrato. Enquanto com excesso de doador de elétrons a presenca de
Archaeas metanogénicas é favoravel, em sistemas com baixas relagdes DQO/SQ4%, as espécies
metanogénicas tornam-se indesejadas por competirem pelo substrato com as BRS (SAMPAIO
et al., 2019). O consumo de substrato por espécies metanogénicas pode ter sido o fator que
limitou a remog&o de sulfato mediante a relagio DQO/SO4> de 0,8. Embora a DQO n&o tenha
sido completamente consumida, a DQO residual provavelmente consistiu em moléculas mais
recalcitrantes, indisponiveis as BRS. Este pode ter sido o motivo que limitou a remocéo de
sulfato em até 57% nessa relagdo. Com relagio DQO/SO4% de 1, Vieira et al. (2016) obtiveram
100% de remogdo de DQO com substrato puro, o etanol. Embora em termos estequiométricos
a relagdo DQO/SO4% para reducéo de sulfato sejade 0,67 (LENS et al., 1998), em um sistema

biologicamente e quimicamente complexo, pode ser necessario um excesso de doadores de
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elétrons para completar a remocdo de sulfato, ja que vias de oxidacao de matéria organica nao
sulfetogénica ndo sdo suprimidas e nem todo o substrato pode ser utilizado pelas BRS.

Com trub os resultados da adaptacdo do inéculo com DM também se diferiram, tendo sido
insuficientes para estabelecer o tratamento da DM. Com excesso de doador de elétrons, a baixa
eficiéncia na remog&o de sulfato com trub esteve relacionada com baixa eficiéncia também na
remocdo de DQO e diminuigdo do pH do sistema. Espécies hidroliticas excretam lipases
quebrando moléculas de elevada massa molar em AGCL e glicerol. Os AGCL sdo entdo
absorvidos por espécies acetogénicas que promovem digestdo intracelular em acido acético e
H> por p-oxidacdo (CHOU & SU, 2019). O trub possui grandes quantidades de moléculas
recalcitrantes como lignina, celulose e hemicelulose (Tabela 3.5) e ele foi 0 substrato que mais
acumulou intermediarios metabdlicos em relacdo a residuos agroindustriais testados por
Perimenis et al. (2018). O fornecimento de elevadas concentracGes de moléculas de elevada
massa molar parece ter induzido uma elevada producéo de &cidos organicos. Vias de oxidacao
incompletas do trub podem resultar em acumulo de &cido acético, butirico e capréico
(PERIMENIS et al., 2018) j& que o crescimento de espécies que promovem a oxidacdo
completa é mais lento, como descrito no item 5.2.1, provocando um desequilibrio na producéo-

consumo de intermediarios metabdlicos.

Ao remeter-se aos resultados da avaliagdo da comunidade microbiana (Se¢éo 5.3), tem-se que
o0 trub afeta negativamente os grupos BRS e Archaeas. A diminuicdo destes grupos deve ter
novamente ocorrido mediante o maior aporte de trub (relagdo DQO/SO4* de 3), proporcionando
desequilibrio do consércio anaerébio e o acimulo de AGCL, AGV e H», demonstrado pela
baixa remocdo de DQO e baixo pH efluente. A adaptagdo com DM, especialmente a DM
utilizada a qual apresentou pH neutro, pode ter selecionado espécies de BRS e Archaeas mais
susceptiveis ao baixo pH. As caracteristicas do efluente, assim como as da mistura inicial de
DM com substrato mostram que o trub é mais propicio ao acimulo de acidos organicos em
relacdo ao GB, fazendo com que o sistema com este substrato ndo atingisse uma boa eficiéncia

na remocao de sulfato, ainda que com o inoculo adaptado a DM.

A menor tendéncia do GB em acidificar o sistema e as vantagens disso para a remogao de
sulfato ficaram mais claras mediante o teste de Scott-Knott mostrado na Tabela 5.14. Com este
substrato, sob a DQO/S04> de 0.8, estatisticamente a remogcao de sulfato € considerada a mesma

com os indéculos Cru e Acl, sendo a segunda melhor eficiéncia obtida. J& com o trub, sob a
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DQO/S04* de 3, os sistemas com indculos Cru e Acl foram classificados juntamente como
sistemas de menores remocOes de sulfato. Ou seja, somente a adaptacdo do inéculo ndo

proporcionou uma boa eficiéncia para a remocao de sulfato.

O resultado da analise de variancia das condicdes de tratamento testadas (combinacdo das
variaveis tipo de indculo, tipo de substrato e relagio DQO/SQ4%) proporcionou um p-valor
estimado igual a 8.1444e-08 (Pr(>F)), ou seja, menor que o nivel de significancia adotado. A

Tabela 5.14 mostra 0 agrupamento entre as condicdes resultante do teste de Scott-Knott.

Tabela 5.14: Classificacao da eficiéncia na remocéo de sulfato de acordo com o teste de
Scott-Knott para as variaveis das condi¢des de tratamento, tipo de indculo, tipo de substrato e
relacdo DQO/SO4%.

Classificacdo Indculo  Substrato DQO/SOs*

A Acl GB 3
Acl GB 0,8
B Cru GB 0,8
Acl Trub 0,8
Cru GB 3
C Cru Trub 0,8

O efeito da relagdo DQO/SO4> mostrou-se relacionado com o tipo de substrato e adaptagdo do
indculo. Hao et al. (2014) concluiram que para reducdo de sulfato a DQO/SO4? ideal é entre
2.4-4.8. Este estudo mostrou que utilizando subprodutos de complexa composicéo, o limite para
a relagdo DQO/SO4* adequada a reducdo de sulfato é inferior. Isto ¢ mais discutido no topico
a seguir onde mais relagdes DQO/SO4? foram testadas.

5.5.3 Efeitos darelacdo DQO/SO4* e tipo de substrato utilizando inéculo

adaptado com DM

A avaliago do efeito da relagio DQO/SO4% aqui apresentada foi realizada exclusivamente com

indculo Acl. Ao contrario do resultado obtido no procedimento anteriormente realizado com
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adaptacéo lenta (SecOes 5.2 e 5.4), ndo foi obtido um resultado linear entre 0 aumento da relagédo
DQO/SO4* e a eficiéncia na remogédo de sulfato. Além disso, diferente dos resultados com
adaptacdo lenta, mediante a estratégia de adaptacao avaliada nesta secdo, houve diferencgas no
resultado do aumento no aporte de elétrons para a remocdo de sulfato com cada um dos
subprodutos, exceto na relagio DQO/SO4% de 5. Tal como mostrado na Figura 5.9, a imediata
alimentacdo dos reatores com elevadas concentragdes de substrato acarretou acidificagdo do
sistema e impediu o estabelecimento da digestdo anaerobia completa, proporcionando baixas
eficiéncias na remocdo de sulfato com ambos os subprodutos. Isto confirma o fato de que a
adaptacdo do in6culo com DM proporciona um sistema susceptivel a falha por acidificagéo.
Para sistemas com relagdo DQO/SO4? de 5, a adaptagéo de longo prazo utilizada na segéo 5.2

€ mais indicada.
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Figura 5.9 - Remocéo de sulfato e DQO e porcentagem de DQO utilizada na reducdo de
sulfato com in6culo Acl sob as relagdes DQO/SO4% de 0,8; 1,6, 3 e 5. Fonte: da autora.

Utilizando-se indculo Acl, com relagdo DQO/SO4> de até 1,6 com trub e 3 com GB, infere-se
que, conforme houve producdo de AGCL e AGV, receptores de H* também foram produzidos,
assim o pH neutro foi mantido. Embora a sulfetogénese gere moléculas com propriedades

alcalinas (CUNHA et al., 2020), no presente trabalho, utilizando substratos que contém
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moléculas de alta massa molar, em relagdo DQO/SO4* acima de 1,6 com trub e 3 com GB,
possivelmente o acimulo de AGV e AGCL se iniciou antes que houvesse receptores de prétons

(HCO* e HS") suficientes para manter o pH.

A susceptibilidade a acidificacdo utilizando trub ocorreu a partir da relagdo DQO/SO4% de 3,
enquanto com GB apenas mediante a relagdo DQO/SO4* de 5. No entanto, a melhor remogéo
de sulfato néo foi obtida com as relagdes DQO/SO4* de 0,8 e 1,6, consideradas iguais entre si
pelo teste de Scott-Knott (Tabela 5.15). A melhor remocéo de sulfato com GB foi utilizando a
relagdo DQO/SO4% de 3 e com trub mediante as relagdes DQO/S0O4% de 0,8 e 1,6.

Tabela 5.15: Classificacdo da eficiéncia na remocao de sulfato de acordo com o teste de
Scott-Knott para as variaveis das condi¢des de tratamento, tipo de substrato e relagéo
DQO/S04%. O p-valor estimado foi igual a 8.1444¢-08 (Pr(>F)).

Classificacdo Substrato DQO/S0O4*

A GB 3
B GB 1,6
B GB 0,8
C Trub 1,6
C Trub 0,8

Assim como ocorreu mediante a relagio DQO/SO4* de 0,8, com 1,6 a disponibilidade de
doadores de elétrons biodisponiveis as BRS parece ter sido o fator limitante da reducéo de
sulfato. Em sistemas utilizando doadores de elétrons com elevadas concentracdes de polimeros
de dificil decomposicéo, a etapa de hidrolise pode se tornar o estagio que limita a ocorréncia da
degradacéo se fornecido baixas concentragdes de substrato (SHAH et al., 2014). Nos sistemas
com menor aporte de elétrons, ao final da batelada, os polimeros de dificil decomposi¢éo podem
ter passado a se tornar o tipo de molécula mais abundante, principalmente com trub, tornando
a hidrolise o estagio limitante do tratamento. Outras pesquisas sobre tratamento de efluentes
ricos em sulfato que utilizaram doadores de elétrons que dependiam da etapa hidrolitica
obtiveram resultados semelhantes. A remogéo de sulfato se limitou a 68,1% enquanto apenas
55,4% da DQO havia sido removida utilizando soro de leite mediante a relagdo DQO/SQO4?> de
0,5 (JIMENEZ-RODRIGUEZ et al., 2010). Nogueira et al. (2019) obtiveram 67% de remocéo
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de sulfato mediante a DQO/SO4* de 1,5 com vinhaca, enquanto apenas 56% da DQO havia
sido removida. Mora et al. (2018), concluiram que 7 foi a melhor relagio DQO/SO4% para que
a gquantidade de substrato ndo seja o fator limitante da reducdo de sulfato utilizando GB. No
entanto, nesta pesquisa foi aplicada uma DM com apenas 220 mg.L™ de sulfato, e portanto, a
DQO/SO4% de 7 ndo corresponde & uma DQO inicial tdo alta como seria necessario utilizando
a DM aplicada na presente pesquisa. Todos os resultados obtidos na presente pesquisa apontam
para o fato de que com a concentracéo de sulfato de 3756 mg.L*, a DQO/SO4* de 7 promoveria
acumulo de intermediarios metabolicos e falha do sistema. Com o modo de operacéo aplicado
nesta pesquisa, a DQO/SO4> de 3 seria a mais adequada, minimizando a limitacdo do sistema
por falta de doador de elétrons disponivel bem como por acumulo de intermediarios

metabolicos. No entanto, esta conclusdo ndo se aplica ao trub.

A maior tendéncia do trub ao acimulo de intermediarios metabdlicos também foi evidenciado
pela porcentagem de DQO consumida, a qual foi mais baixa com o aumento da relagéo
DQO/SO4* de 0,8 para 1,6 com trub, enquanto com GB permaneceu a mesma. Considerando o
desvio padrdo, o pH efluente dos sistemas com trub ndo sofreu modificacdes mediante o
aumento no aporte de elétrons. No entanto, com o fato de que o pH apresenta escala logaritmica,
uma pequena diminui¢do representa um grande consumo de alcalinidade e diminui¢do da
capacidade tampéo do sistema (GODOI et al., 2017). Considerando a sensibilidade da maioria
das espécies metanogénicas a reducdo do pH (PONTONI et al., 2015), é possivel que estes
reatores tenham atuado em condicdes sensiveis e susceptiveis ao desequilibrio da producéo e

consumo de H*.

Estes sinais de sensibilidade ndo ocorreram com o aumento no fornecimento de GB, com o qual
a porcentagem de remocdo de sulfato e DQO foi mantida, podendo ser resultado de um
significativo aumento na atuacdo de espécies metanogénicas. Mesmo com aumento na relacao
DQO/S04?> para 3 com GB, a atuagio dos grupos metanogénicos e sulfetogénicos foi robusta,
com excelentes eficiéncias de remocao de sulfato, mesmo que com menores propor¢des de
elétrons direcionadas a sulfetogénese. Desse modo, o0 GB se revelou uma excelente alternativa
para co-digestdo no tratamento de DM, especialmente apresentando oportunidade de uso da
matéria organica residual para recuperacdo de acidos orgénicos de interesse ou producdo de

biogas em um estagio seguinte.
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5.5.4 Fracionamento da adi¢cdo de substrato como estratégia operacional:

efeitos na eficiéncia do tratamento e alcalinidade do efluente

Sabe-se que, na presenca de sulfato, o menor fornecimento de doador de elétrons (proximo da
relagdo DQO/SO.* 0,67) favorece as BRS na competicdo com as espécies metanogénicas
(SINGH et al., 2014). No entanto, de acordo com os resultados obtidos nos procedimentos
anteriormente mostrados no presente trabalho, conclui-se que esta afirmacdo pode ndo se
aplicar mediante o uso de substratos de complexa composicdo, especialmente contendo
moléculas recalcitrantes. O excesso de substrato pode ser necessario devido a fase de hidrolise
de polimeros de dificil degradacéo tornar a disponibilizacdo de moléculas as BRS lenta, além
das demais vias de oxidacdo completa que podem ocorrer além da sulfetogénese e
metanogénese nos reatores de tratamento de DM. Por outro lado, com excesso de doador de
elétrons pode ocorrer desequilibrio nas etapas de degradacdo anaerdbia acarretando acumulo
de intermediarios metabdlicos, acidificacdo e falha no tratamento. O Fornecimento fracionado
da fonte de carbono (FFFC), onde o substrato foi adicionado em pequenas porc¢des ao longo do
periodo de batelada foi uma estratégia elaborada a partir destas informagdes. Quando a
guantidade de GB referente a razdo DQO/SO4* de 3 foi dividida em 6 porcdes iguais
adicionadas a cada 24 horas, o potencial de remogéo de sulfato foi maximizado, como pode ser
visto na Figura 5.10. Os bons resultados obtidos para remocao de sulfato utilizando-se o sistema
com FFFC parece ter sido proporcionado pelo equilibrio da producéo e consumo de acidos

organicos e Hz e equilibrio na producdo de moléculas consumidoras e geradoras de alcalinidade.
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Figura 5.10 - Efeitos na remocao de sulfato e no pH promovidos pela adi¢édo de GB a cada 24
h. Fonte: da autora.

O fornecimento gradual do substrato distribuiu a formacdo de AGV ao longo do tempo, e a
menor concentracao destas moléculas favoreceu a acdo das BRS que promoveram a oxidacao
dos mesmos, conforme esperado de acordo com a afirmagdo de Singh et al. (2014). Os
resultados apontam para o fato de que foi atingida uma condicdo de equilibrio do consorcio
anaerdébio que além de minimizar o acimulo de AGV e Ha, proporcionou a formacdo de

moléculas com propriedades alcalinas que aumentou a capacidade tampao do sistema.

No caso do trub, o fracionamento do suprimento de substrato em 6 dias ndo foi suficiente para
evitar a acidificacdo (Figura 5.11). Em condicGes acidofilicas (5,0-6,0), pouco sulfeto é
encontrado na forma dissociada. Nessas condi¢des, a forma predominante do sulfeto é a
molecular, que ndo possui capacidade tampdo, por ndo ser um aceptor quimico de protons
(GODOI et al., 2017). Para valores de pH abaixo de 5,75, nem a alcalinidade do bicarbonato
estd presente em concentragdes significativas, uma vez que o equilibrio carbonato/bicarbonato
é deslocado para a forma dissolvida de diéxido de carbono (acido carbdnico - H,CO3) (WOLF-
GLADROW et al., 2007). Ficou evidente que no momento que o pH fica abaixo de 6, a perda
da capacidade tampao refletiu-se na reducéo brusca do pH e na estabilizacdo da concentracao
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de sulfato. Quando o suprimento de substrato foi dividido em partes menores (7 porgdes)
aplicadas por um periodo maior de tempo, um equilibrio foi obtido entre a producéo e o
consumo de AGV, H;, HCO3 e HS, tornando possivel manter o pH proximo a neutralidade e

manter a remocéo de sulfato e DQO.
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Figura 5.11 - Efeitos da adicao fracionada de trub na remocéo de sulfato e no pH ao longo do
tempo quando 1380,47 mg de DQO de trub é adicionado em 6 porcdes iguais e quando a
mesma quantidade é adicionada em 7 porcdes iguais. Fonte: da autora.

Conforme foi mencionado na Revisdo de literatura, o trub apresentou maior acimulo de acidos
organicos em procedimento anaerébio em relagdo a outros residuos de cervejaria e residuos
provenientes da fabricacdo de geléia de frutas (PERIMENIS et al., 2018). Como o
procedimento com FFFC proporcionou uma solugéo para o uso de trub no tratamento de MD,
este tipo de operacdo pode se aplicar a estes e outros subprodutos que também apresentem

tendéncia ao acumulo de intermediarios metabélicos.

A forma como o substrato € adicionado, de uma vez ou fracionado ao longo do tempo, alterou
as vias de oxidagéo do doador de elétrons, o que se infere indiretamente a partir da Figura 5.12.
O fracionamento na adicdo do substrato aumentou a proporcdo de DQO direcionada a
sulfetogénese, assim indicando que as BRS foram favorecidas em relacdo as espécies
metanogénicas quando comparado a opera¢do com uma Unica adi¢éo de substrato. A alteracdo

que o FFFC provocou na remocdo de DQO e diferente para os dois substratos. Com GB, a
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comparacdo se da entre dois sistemas onde houve atividade do consorcio anaerdbio na
degradacéo do substrato, ndo interrompida por acidificacdo, como no caso do trub sem FFFC.
O fracionamento na adi¢do de substrato aumentou a remocao de sulfato e o pH efluente com
ambos os substratos, mas comparado com GB, com trub, houve menor remogéo de DQO. E
possivel que ndo tenha havido tempo de ocorrer hidrélise dos polimeros de dificil degradacédo
presentes nas Ultimas por¢des adicionadas as bateladas, mais abundantes no trub (lignina,
celulose e hemicelulose). Nao tendo havido tempo para solubilizacdo destas moléculas
adicionadas ao sistema nas ultimas horas de batelada, o acimulo de intermediarios metabolicos
consumidores de alcalinidade parcial foi limitado, fator decisivo que tornou exequivel o
tratamento de DM com trub. A menor remocgéo de DQO pode ser vantajosa quando o efluente
for utilizado como fonte de matéria organica, para recuperacdo de acidos organicos ou producéo

de metano.
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Figura 5.12 - Efeitos da forma como o substrato é adicionado na quantidade de DQO
consumida e direcionada para a sulfetogénese (quantidade total de substrato referente a
relagio DQO/SO4* de 3). Fonte: da autora.

No caso da producdo de metano, a alcalinidade produzida nesta etapa sulfetogénica é decisiva
para a pratica deste tipo de pés-tratamento. Considerando as condi¢fes com inoculo Acl em
que o pH do efluente foi maior que 5,8, a alcalinidade total efluente foi maior mediante o
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procedimento com FFFC com ambos os substratos (Figura 5.13). Observa-se que quanto mais
sulfato foi removido, maior a alcalinidade total efluente obtida. Essa propor¢do sé nao foi
estabelecida ao comparar os doadores de elétrons GB e trub. Embora com menor remocéo de
sulfato, o sistema com trub proporcionou maior alcalinidade total efluente. Ainda que o
acumulo de intermediérios metabdlicos a partir do trub tenha sido diminuido com FFFC em
relacdo ao sistema convencional, é possivel que este efluente apresente maior quantidade de
acidos organicos que o sistema com CG. Embora os AGV liberem H* no meio em faixa de pH
de 4,3-5,75, em pH neutro eles tém efeito tampdo na mudanca de pH e proporcionam
alcalinidade intermediaria. A alcalinidade intermediaria com trub com FFFC foi de 2792+157
mg CaCOs.L* enquanto com CG foi de 2488+123 mg CaCOs.L ™.
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Figura 5.13 - Geragéo de alcalinidade e eficiéncia na remogéo de sulfato de acordo com cada

relagio DQO/SO4% nos sistemas que apresentavam pH efluente acima de 5,8. O asterisco (*)

é usado para identificar os sistemas nos quais o substrato foi adicionado de modo fracionado.
Fonte: da autora.

A partir desses resultados é possivel afirmar que a alcalinidade formada esteve relacionada com
a formacéo de HCOs™, HS™ e 4cidos organicos e, portanto, com a concentracéo de sulfato, DQO
inicial e o tipo de substrato. Embora ndo seja possivel fazer uma comparagdo direta com
pesquisas que partem de diferentes concentracdes de sulfato, DQO e diferentes substratos, ainda
h& uma correlagdo com os resultados obtidos nesta e em pesquisas publicadas anteriormente.
Nogueira et al. (2019) partiram de 1150 mg.L™? de sulfato com relagdo DQO/SO* de 1,7
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usando vinhaga como doador de elétrons e obtiveram 1331 mgCaCOgs.L? de alcalinidade. A
vinhaca também é um efluente complexo com baixo pH e substéncias de alta massa molar, e
pode fornecer vias de oxidacdo comparaveis as obtidas no presente trabalho. Com menor
disponibilidade de reagentes para a formacdo de sulfeto e AGV, a alcalinidade formada foi
ligeiramente inferior a obtida no presente estudo com relagdo DQO/SO.* de 1,6 com GB
(1617,0 + 147 mgCaCOs.L™?) e significativamente menor que aquele obtido com trub (2238,7
+ 189 mgCaCOs.L?). Considerando as caracteristicas do afluente, tais diferencas na
alcalinidade formada sdo compativeis com o fato de que os AGV e o sulfeto formados

contribuiram para a alcalinidade formada.

Conforme mencionado, o trub pode apresentar fosfato (10-50 mg.L™?) e nitrogénio (12 g.kg™* of
Total Kjeldahl Nitrogen (TKN) (SIMATE et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2018). E comum que
afluentes ricos em sulfato e nitrogénio organico gerem efluentes com elevada alcalinidade no
tratamento anaerdbio (GODOI et al., 2017). Estes elementos podem ter contribuido com a
alcalinidade do sistema. Além disso, o nitrogénio e o fésforo podem ter favorecido o tratamento
também pela funcdo nutricional junto ao consorcio microbiano. Ja foi constatado que o GB
contém elementos nutricionais como fésforo, enxofre, magnésio, calcio, nitrogénio e sédio que
sdo factiveis de serem utilizados por microrganismos degradadores (THOMPSON & HE,
2006).

A operagéo do sistema com FFFC foi a melhor em termos de remogdo de sulfato e controle de
alcalinidade favoravel ao tratamento anaerébio em comparagdo ao modo sem o fracionamento.
Para escalas de tratamento industrial, este modelo de operacdo pode ser adaptado ao fluxo semi-
continuo. O efluente obtido com o fracionamento da adi¢do de trub e GB durante 7 e 6 dias,
respectivamente, apresentou caracteristicas favoraveis a sua aplicacdo em uma etapa de
polimento para geracdo de metano. Com pH entre 6,5 e 7,5 e alcalinidade entre 2500 e 5000
mgCaCOs.L?, o efluente pode, de acordo com os critérios de Tauseef et al. (2013) para essas

variaveis, ser aplicado ao sistema metanogénico.

5.5.5 Remocéao de metais e metaloides mediante o modo de operagdo com

fracionamento no suprimento do substrato
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Além do efeito do tipo e concentracdo de substrato, a geracdo e consumo de alcalinidade
também sofre influéncia dos metais presentes na DM. A precipitacdo de sulfetos metélicos por
reacdo com HS™ ou H2S pode promover liberacdo de H*, consumindo alcalinidade gerada em
sistemas sulfetogénicos, seguindo reactes exemplificadas nas Equacgdes 5.4 e 5.6. Porém, nem
todas as reacdes possiveis de geracdo de sulfetos metalicos ocorrem com a geracdo de H*, por
exemplo, na Equacdo 5.6 (GODOI et al., 2017). Por esse motivo, ndo é possivel calcular o

consumo de alcalinidade a partir da quantidade de metais removidos.

Zn?* + HS" > ZnS + H* (5.4)
Fe?* + HoS > FeSs) + 2H* (5.5)
Fe?* + 2HS™ > Fe(HS)2s) = FeSes) + HaS (5.6)

O efluente dos procedimentos em que o GB foi adicionado fracionado em 6 e o trub em 7 dias
revelou uma remocéo de metal ou metaloides de pelo menos 94,5% com ambos os substratos,

mostrado na Figura 5.14.
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Figura 5.14 - Remocao de poluentes da DM com GB e com trub com fracionamento da
adicdo de sulfato. Fonte: da autora.
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Considerando a formacdo de FeS, CdS, ZnS, PbS, AssSs, Sh2Ss, a quantidade de metais e
metaloides da DM exigiria 108,5 mg.L™ de HS para sua precipitagdo completa. A partir da
quantidade de sulfato removida, é possivel formar 1254,8 mg.L™* de H2S com GB e 1179,37
mg.L* com trub. A quantidade de sulfeto produzida excede em muito a demanda, explicando
por que houve sulfeto suficiente na fase aquosa para precipitar metais e agir como um receptor
de prétons na manutencao do pH, ainda que uma parcela do sulfeto tenha volatilizado. O H>S
age como acido fraco em solucéo e dissocia em pH neutro como mostrado na Rea¢édo 3.10 -
pKa! = 6.9 (30 °C e 1 atm). Em pH neutro como o obtido nestes efluentes, em torno de 50% do
sulfeto de hidrogénio ocorre na forma dissociada HS™ (LEWIS, 2010), no entanto, ambas as
formas H.S e HS podem formar sulfetos minerais, como mostrado nas Reagdes 5.4 e 5.5
(GODOI et al.,, 2017). A bioprecipitacdo promovida pela atuacdo sinérgica de BRS e
metanogénicas também é favoravel ao sistema por neutralizar os efeitos negativos do sulfeto

de hidrogénio na degradacdo anaerdbia (PAULO et al., 2015).

A Dbioprecipitacdo de sulfetos minerais € o principal mecanismo de remocdo de metais e
metaloides em biorreatores. Porém a remocao destes elementos da fase liquida também pode
acontecer por precipitacdo de oxihidroxidos ou de carbonatos, tal como 0os mecanismos de
sorcao (exemplo, adsorcédo e precipitacdo em superficie) e co-precipitacdo (ou adsorcdo em)
com Fe (CASTRO NETO et al., 2018). Castro Neto et al. (2018) também obtiveram mais de

99% de remocao de Fe, Zn e também de Cu em bateladas com pH entre 6,5 e 7,4.

Uma remocéo de 95% de Fe também foi obtida por Godoi et al. (2018), utilizando vinhaca
sintética como doador de elétrons em sistema com pH inicial de 6,1 e pH efluente de 7,2. O
modo de operacgdo aqui proposto pode ser aplicado em reator de fundo conico, o qual permite
arraste e acimulo de sulfetos metalicos no fundo do reator (GODOI et al., 2017°). Inclusive, 0
estudo indica que, com frequente purga dos sulfetos metélicos, a eficiéncia na remocéo de
metais da fase liquida aumenta (>90% de remocdo partindo da concentracéo inicial de 400
mg.L de Fe?") por evitar a saturacdo da zona de acomodagc&o do reator. Isso pode ser bastante
util, especialmente quando se estiver trabalhando com uma DM com elevadas concentragdes

de metais e metaloides.

O modo operacional com FFFC maximizou a sustentabilidade do tratamento de DM ao permitir

a aplicacédo de subprodutos como doadores de elétrons com uma elevada eficiéncia na remocao
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de sulfato, metais e metaloides, além da geracdo de um efluente com caracteristicas favoraveis
a obtencdo de moléculas de valor agregado (biogas e carboxilatos).

5.6 Pds-tratamento com geracdo de metano

O tratamento de DM com fracionamento na adicéo de substrato que foi realizada para obtencao
do efluente a ser aplicado nesta etapa repetiu 0 comportamento de remocéo de sulfato e DQO
discutido anteriormente. Com trub, houve 52,33£3,2% e 87,67+2,1% de remocédo de DQO e
sulfato, respectivamente, enquanto com GB, as remocgfes de DQO e sulfato foram,
respectivamente, de 50,51+5,9% e 92,76+3,0%. Assim como era esperado, de acordo com a
literatura (BABA et al., 2013; ALBUQUERQUE, 2014;
ANDRIAMANOHIARISOAMANANA et al., 2018, PERIMENIS et al., 2018 e OLIVEIRA et
al.,2018), os efluentes derivados da oxidagdo incompleta dos substratos GB e trub foram
precursores da formagdo de metano nesta pesquisa. Os detalhes da etapa metanogénica sao
apresentados na Tabela 5.16, onde as Condicdes | e 11 correspondem aos sistemas com efluentes
do tratamento de DM com trub e GB respectivamente, e a Condicdo Il o sistema onde foi

utilizado acido propibnico.
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Tabela 5.16 - Alteracdes no efluentes provocadas pela etapa metanogénica.

Condicao | Condicdo Il Condigéo Il Con,trole
enddgeno
Entrada pH 6,2+0,05 6,6+0,04 6,2+0,08 6,2+0,01
DQO (mg.LY) 3826,0+97 3971,8t67,5 3846,8+52 -
Sulfato residual 329,9+10  1935:86 - -
(mg.L™)
Alcalinidade
+ + + -
(Mg CaC0s.LY) 40124101 3267452 3579174
Saida  pH 7,330,008 7,22+0,05 7,15+0,02 6,91+0,04
DQO (mg.L™Y) 582,1+9,7 566,6+15 387,712 -
Sulfat?l residual 63.0+3.8 717456 i i
(mg.L™)
Alcalinidade
3076187 2661160 2974162 -
(mg CaCOs.L?)
DQO removida (%) 84,8+1,3 85,7+1,7 89,9+1,4 -
DQO removida (mg.L™) 3243,8+56 3405,3+43 3459,1+34 -

Condicdo I: efluente da etapa sulfetogénica alimentada com trub, Il: efluente da etapa sulfetogénica
alimentada com GB, Ill: &cido propidnico.

A alcalinidade produzida pelo préprio sistema de tratamento em ambas as etapas foi suficiente
para manutencao do pH em valores favoraveis ao tratamento. A quantidade de nutrientes e de
metabolitos intermediarios presentes nos efluentes da sulfetogénese (Condicdes | e IlI) foi
suficiente para manter a atividade dos diferentes grupos atuantes no consércio microbiano. A
maior eficiéncia de remo¢do de DQO ocorreu com &cido propidnico, e com os efluentes do
tratamento sulfetogénico, a mesma eficiéncia foi obtida. Menor quantidade de DQO foi
consumida a partir do efluente com trub, enquanto com GB e acido propidnico este valor foi o

mesmo considerando o desvio padréo.

A maior complexidade e recalcitrancia de algumas moléculas presentes no trub, pode ser o fator
que proporcionou menor remocdo de DQO neste sistema. No entanto, a avaliacdo do acumulo
de metano mostrou que, na condigédo | houve maior producdo de metano (Figura 5.15). Segundo
os calculos descritos por Metcalf e Eddy (2003), a 30 °C a partir da quantidade de DQO
removida, a maxima produgdo em mL de metano por litro de efluente tratado seria de
1202,13£21, 1303,36+17 e 1356,67+13 nas condices I, Il e 111, respectivamente. A producéo

teorica foi calculada desprezando a porcédo de DQO utilizada na reducdo do sulfato residual.
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Embora nédo tenha sido aferida a quantidade de metano em mL, nota-se que a concentracao
acumulada de metano no headspace foi maior nas condigdes I e 11 do que na condicéo Il (Figura
5.15), contrariando a previsao do calculo tedrico de producdo de metano. A via metabdlica de
producdo de Hz a partir do &cido propibnico deve ser a causa da DQO removida néo ter
proporcionado a producdo de metano na propor¢do relativa a das condicGes | e Il que se
esperava. O controle end6geno mostra que 0 metano acumulado nas demais condigdes de fato
tem origem na materia organica fornecida, sendo baixa a producéo de metano oriunda de morte

celular e degradacéo de residuos associados ao indculo.
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Figura 5.2 - Acimulo de metano a partir da DQO presente nos efluentes do tratamento
sulfetogénico em relacdo aos pardmetros controle endégeno e com acido propidnico como
doador de elétrons. Condicdo I: efluente da etapa sulfetogénica alimentada com trub, II:
efluente da etapa sulfetogénica alimentada com GB, Il1: acido propidnico, Controle enddgeno:
sem fornecimento de substrato. Fonte: da autora.

E esperado que tenha havido uma maior diversidade de moléculas nos sistemas contendo
efluentes do tratamento sulfetogénico que foi alimentado com trub e com GB (Condicdes | e
I1) em relacdo ao sistema controle alimentado com &cido propi6nico (Condicdo IlI). Este é
possivelmente o fator que levou & maior variacdo de velocidades no acumulo de metano no
headspace nas Condigdes I e I1. Inicialmente, o efluente do sistema alimentado com trub parecia

ter maior concentracdo de moléculas diretamente disponiveis a metanogénese, assim iniciando
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0 acimulo de metano mais aceleradamente que os demais meios. Ao longo do processo de
degradacédo, o meio contendo trub teve um momento de aparente estabilizacdo (48-72 h), mas
acelerou o acumulo de metano novamente. Este momento pode ser decorrente de um periodo
em gue moléculas mais recalcitrantes eram oxidadas em formas mais disponiveis para as vias
metanogénicas. Alteracfes na taxa de producdo de metano também foi obtida na Condicéo I,
enquanto com acido propiénico que apresenta poucas etapas de degradacdo, a producdo de

metano ocorreu de modo mais constante.

No gréfico da Figura 5.15 observa-se que a partir de 120 h passou a haver diminui¢do na
concentracdo de metano no headspace das Condigdes | e Il. Provavelmente a partir desse
momento, passou a ocorrer consumo de metano acima de sua producdo. Existe um processo
sinérgico de oxidacdo anaerdbia de metano e reducdo de sulfato realizado entre BRS e espécies
metanotrdficas anaerdbias. Metanodiol (HsCSH) é um intermediario metabdlico que pode ser
produzido pelas metanotroficas e consumido pelas BRS (LI et al., 2018). As altas relagdes de
DQO/S04% ndo sdo favoraveis as BRS (HAO et al., 2014) e o efluente da fase sulfetogénica o
qual alimentou a etapa de producio de biogés apresentava uma relagdo DQO/SO4? de 13,9 na
condicdo | e 17,5 na condicédo Il. Espera-se nestas condi¢Bes, que as espécies metanogénicas
dominem o sistema e as BRS permanec¢am inativas. Ao longo do tempo, com a diminuicao da
DQO e manutencdo da concentracdo de sulfato, esta relagdo diminuiu e gradativamente e o

sistema se tornou favoravel a ativagdo do metabolismo de espécies sulfetogénicas.

O inoculo utilizado, proveniente de um reator UASB de tratamento de efluente de matadouro,
ja foi aplicado por Nogueira et al. (2019). Os autores afirmam que ha ocorréncia de BRS neste
indculo. E possivel que apos aproximadamente 120 h de ensaio, as espécies sulfetogénicas
tenham sido estimuladas. A remocdo de sulfato no reator metanogénico na condicdo | foi de
78,26% e na condicdo Il de 67,41%. A diminuicdo na concentracdo de metano no headspace €
um indicio de que a reducao de sulfato tenha ocorrido em sinergia com as metanotréficas, tendo

metano e metanodiol como doadores de elétrons.

Quando as condicgdes | e Il sdo comparadas com o controle I1l, no qual ndo havia sulfato
disponivel, fica mais evidente que o consumo de metano nas primeiras condi¢des se deu por
oxidagéo em sintrofia com a reducdo de sulfato. N&o foi observada diminuic¢do na concentragéo
de metano na Condicéo I1l. O consumo de metano pelas espécies metanotrdoficas na auséncia

de sulfato precisaria de oxigénio como receptor de elétrons (HANSON; HANSON, 1996), o
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qual ndo estava disponivel no sistema. O uso do metano como doador de elétrons ndo é
favoravel quando o objetivo é a sua utilizacdo como biogés. No entanto, a condi¢do do sistema
para analise do acumulo de metano no headspace néo se aplica as configuragcdes operacionais
de escala industrial, nas quais o biogas produzido é direcionado para armazenamento e uso. E
possivel que em escala industrial com recolhimento do biogas produzido, a quantidade de
metano em solucdo e contato com 0s microrganismos seja minimizada, assim diminuido seu
consumo. Além disso, como 0 consumo de metano se iniciou a partir do momento em que a
relagio DQO/SO4> permite atuacdo das BRS, com controle desta variavel por meio de fluxo
semi-continuo, é possivel evitar que as condi¢cbes do meio cheguem a se tornar favoraveis a

sintrofia entre espécies metanotroficas e sulfetogénicas.

As caracteristicas de pH e alcalinidade do efluente final sdo favoraveis a continuidade da
metanogénese, caso 0 objetivo seja remover a DQO residual. O sistema atingiu robustez com
elevada eficiéncia, mantendo a alcalinidade e o pH estavel proximo da neutralidade, portanto
superando a tendéncia dos subprodutos utilizados em acumular &cidos organicos com
acidificacdo do sistema. Houve estabelecimento da metanogénese a partir do efluente do
tratamento sulfetogénico, o que mostra que esta estratégia de polimento pode ser aplicada, com
producdo de biogas sem necessidade de adicdo de aditivos alcalinos ou &gua limpa para
diluigdo, assim completando o tratamento dos trés subprodutos envolvidos de modo sustentavel.

5.6.1 AGV formados e consumidos

Além da producéo de biogas, a recuperacdo dos AGV acumulados nos processos anaerobios é
uma solucdo emergente como gestdo de residuos e mitigacdo de carbono. Os AGV apresentam
ampla aplicacéo industrial e possuem rendimentos tedricos de energia iguais ou superiores ao
biogas com custo de producdo e recuperacdo competitivo em relacdo aos produzidos nos
mercados quimicos (EREGOWDA et al., 2018 e BHATT et al., 2020). Os &cidos carboxilicos
de cadeia curta, produtos da fase acidogénica intermediaria de digestdo anaerobia, séo de alto
interesse industrial com aplicabilidade na industria alimenticia, farmacéutica e de cosméticos
(JONES et al., 2017). Também podem ser utilizados como precursores de combustiveis e

produtos quimicos como mondémeros para a producdo de poli-hidroxialcanoatos (PHA),
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solventes de base bioldgica, ou utilizados para a remocao bioldgica de nutrientes (JANG et al.,
2012; AGLER et al., 2011).

A recuperacdo de VFA pode ser feita no compartimento de digestdo anaerdbia com biorreator
de membrana imersa (JOMNONKHAQOW et al., 2021) ou em tecnologias separadas a jusante,
como eletrodidlise, adsor¢do em resinas de troca idnica, destilacdo fracionada, cristalizagdo ou
precipitacdo (ZHOU et al., 2017) e por bioprocessos de alongamento de cadeia seguido de
perpretacdo (VERAS 2019; KUCEK et al., 2016).

Dentre as moléculas que apresentam importancia em diferentes ramos da industria que podem
ser formadas a partir da degradacdo do GB, tem-se: propanodidis, acetato, lactato, butirato,
propionato, caproico, hidrogénio, valérico, succinico, oxalico (ALBUQUERQUE, 2014;
SAMUDRALA, 2019; SANTOS et al., 2017; BERTOLINO et al., 2012; SILVESTRE et al.,
2015 SANTOS; JOHNSON, 2018; VERAS, 2019; SADHUKHAN et al., 2016; ANDRE, et al.,
2010). O trub também apresenta potencial para formacdo de AGV, entre eles o &cido acético,
butirico, propidnico, valérico, isovalérico, capréico e glucurénico (PERIMENIS et al., 2018 e
TAOUS; JOONG, 2008). Acidos como o 4cido férmico (metanoato) e o isobutirico também
sdo intermediarios metabolicos possivelmente formados a partir da digestdo anaerdbia de
carboidratos de cadeia longa e outras moléculas de elevada massa molar (SANTOS et al., 2017,
LAN; YANG, 2018). Por este motivo foram avaliadas as concentracdes dos acidos oxalico,
glucurénico, succinico, latico, formico (metanoato), acético, propidnico, isobutirico, butirico,

isovalérico, valérico e caproico.

Como o consorcio anaerobio é rico em espécies que promovem conjuntamente a degradacéo
das moléculas em etapas onde o residuo metabdlico de uma é fonte de elétrons de outra, ndo é
possivel monitorar quanto de cada intermediario metabédlico foi produzido. No entanto, é
possivel averiguar quais acidos tiveram maior consumo do que producéo, tal como o contrario.
Em relagdo a concentracdo de cada acido analisado na entrada e no efluente da etapa
sulfetogénica (Tabela 5.13), tem-se a partir dos dados mostrados na Tabela 5.17, que com trub,
os éacidos oxalico, glucurdnico, isobutirico e isovalérico tiveram maior consumo do que
producdo. Os dois ultimos acidos podem ser consumidos pelos géneros Desulforhabdus e
Desulfovirga (Tabela 5.9), os quais podem resistir ao sistema com trub, conforme os resultados

mostrados na se¢édo 5.3 deste trabalho.
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Tabela 5.17 — Acidos organicos acumulados no efluente da etapa sulfetogénica realizada com
quantidade de substrato referente a relagio DQO/SO4? de 3.
Acidos organicos

(ma.L ) Trub? GB? GB®
Glucurdnico 10,1+2,8 25,5+3,8 <LD
Latico 70,8+11,4 48,6+£11,5 <LD
Formico <LD 593,4+91,5 1406,7+38,2
Acético 2199,4+715  1406,9+126,9 808,7+42,7
Propibnico 470,8+61,7 345,2+86,7 1070,5+20,8
Isobutirico 244,5+23,3 20,1+5,7 31,3+2,3
Butirico 166,4+28,6 163,949,7 484,5+£73,5
Isovalérico <LD <LD 49,3+4,3
Valérico 36,5+7,5 <LD 11,1+1,1

4Referente aos sistemas onde o aporte de substrato foi realizado fracionadamente.
bReferente ao sistema que recebeu o substrato completo no tempo 0 da batelada.
LD: limite de deteccao.

Com GB os acidos que estavam presentes (acético e propiénico) tiveram suas concentragdes
aumentadas, assim como foram produzidos os acidos glucurdnico, latico, formico (metanoato),
isobutirico e butirico. Na pesquisa de Veras (2019), os &cidos mais abundantes produzidos a
partir do GB foram o propiénico e o valérico. No entanto, o acido valérico pode ser consumido
pelo género Desulfofaba, o qual pode ser favorecido no sistema com GB (0,045%), como
mostrado na secdo 5.3. O acumulo de acetato, lactato e metanoato podem estar relacionados
com o farorecimento de Lachnospira no sistema com GB (0,064%), o qual foi averiguado na
secdo 5.3, ja que este género é produtor destas moléculas (DUSKOVA; MAROUNEK, 2001).
Quanto ao acido isobutirico, embora sua formacdo seja prevista pela rota metabolica de
degradacdo de moléculas presentes no GB, como a degradacdo de agucares via piruvato
(BHATIA; YANG 2017), o acimulo desta molécula a partir da degradacdo de GB ainda ndo
havia sido registrada na literatura. Ndo foram encontrados também, registros de acimulo de
acido glucuronico a parir da degradacdo anaerobia de GB. Algumas espécies sdo capazes de
produzir exopolissacarideos contendo acido glucurdnico a partir do glicerol, como o género
Xanthomonas sintetiza a goma xantana (WANG et al., 2017). Os géneros Pseudomonas,
Xanthobacter e Sphingomonas formam o exopolissacarideo native gellan (Raghunandan et al.,
2018). Segundo os resultados da secdo 5.3, 0 género Xanthomona néo foi representado com
GB, porém os géneros Pseudomonas, Xanthobacter e Sphingomonas se apresentaram no

sistema com este subproduto com abundancias relativas de 0,039; 0,018 e 0,009%,
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respectivamente. Estes devem ter tido relagdo com o acimulo deste acido no efluente do
tratamento com GB.

Comparando os sistemas com trub e com GB onde foi aplicado o FFFC, o efluente da etapa
sulfetogénica com trub apresentou maiores concentracfes de &cido latico, acético, propionico,
isobutirico e valérico. Os acidos que tiveram suas concentragdes aumentadas no efluente em
relacdo a mistura inicial da batelada com trub foram os &cidos latico, acético, propionico,
butirico e valérico. Os &cidos glucurbnico e isobutirico ndo tiveram suas concentracfes
aumentadas, porém também foram representados no efluente da sulfetogénese. O género
Prevotella, altamente favorecido no sistema com trub (Se¢do 5.3), é produtor de acido latico,
acético, propionico e isobutirico (LAN; YANG, 2018). O fato de que a abundancia relativa
deste género tenha aumentado tanto em relacdo ao inoculo inicial mediante o fornecimento de
trub, somado ao fato de que foram encontradas elevadas concentra¢des de produtos metabdlicos
deste género, inclusive na mistura da entrada da batelada, sugerem que individuos de Prevotella
ja estavam presentes juntos deste subproduto.

Entre as espécies redutoras de sulfato que mais se destacaram com trub tem-se a Megasphaera
spp. que aumentou sua abundancia relativa de 0,34% para 1,74%. As Megasphaera sao aptas a
produzirem os &cidos acético, propidnico, butirico, valérico e caproico a partir da frutose e do
lactato (CHELACK; INGLEDEW 1987). Outro género produtor de &cido caprdico encontrado
em grande quantidade nos sistemas € o Clostridium. O acido caproico pode ser usado como
agente antimicrobiano, aditivo em ra¢des animais, aditivo aromatizante e matéria-prima para
industrias quimicas e de biocombustiveis (HUANG et al., 2014 e CAVALCANTE et al., 2017)
e apresenta propriedades mais favoraveis a separacao da dgua que os &cidos acético e butirico,
por exemplo (PERIMENIS et al., 2018). A producdo de &cido caprdico era esperada a partir da
degradacdo do GB (SILVESTRE et al., 2015) e da degradacdo do trub (PERIMENIS et al.,
2018). No entanto, elevado consumo deste acido ja foi observado em sistemas com atividade
metanogénica e sulfetogénica (ERDIRENCELEBI; OZTURK 2006). Géneros que utilizam
acido caprdico como doador de elétrons foram identificados nos sistemas estudados (secdo 5.3),
como Desulfoglaeba, Desulfovirg e Desulfosporosinus. De acordo com os resultados obtidos e
as informacgGes obtidas sobre sistemas similares, é possivel inferir que o &cido caproico tenha

sido produzido e consumido nestes sistemas.
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O género Zymophilus pode ser favorecido com ambos os subprodutos avaliados (0,2 e 0,1%
com GB e trub — sec¢do 5.3). Zymophilus sdo produtores dos acidos acético e propidnico
(MATOULKOVA; KUBIZNIAKOVA, 2014), os quais foram acumulados a partir do GB e do
trub. Propionato e acetato tambeém sdo produzidos pelo género Pectinatus (PARADH, 2015 e
KRAMER et al., 2020), representado no sistema com GB (0,3%) e altamente favorecido com
trub (18,4%). Selenomonas é um género degradador de aminoacido (metionina) e glicose com
producdo de acido acético, propibnico e latico (TAKESHITA et al., 2012 e SCHLEIFER et al.,
1990). Este género foi mais representado nos sistemas com GB (0,6%) e com trub (0,8%), 0s
quais apresentam acUcares e proteinas em sua composicdo e a partir dos quais foram
acumulados tais &cidos. Estes mesmos acidos podem ser produzidos por Lactobacillus
(MAMUAD et al., 2017), género com 8,5 e 29% de abundancia relativa com GB e trub,
respectivamente. Os &cidos acético e latico também sdo formados por Clostridium, além de
butirato (BAXTER et al., 2019 e GUO et al., 2017). O género Clostridium teve elevada
representatividade na presenca de GB (67,5%) e trub (5,1%). Os géneros Desulfovibrio,
Treponema e Blautia sdo produtores de &cido acético (NAKASAKI et al., 2019 e DORDEVIC
et al., 2020) e também tiveram representatividade com GB (0,24; 0,25 e 0,06%,
respectivamente). Com trub Desulfovibrio e Treponema foram representativos (0,37 e 0,12%,

respectivamente).

A relacdo que se observa entre o acimulo destes acidos e a representatividade destes géneros
pode indicar que eles estejam associados a tendencia a acidificacdo dos sistemas alimentados
com estes subprodutos obtidas em alguns dos modos de operacdo testados nesta pesquisa.
Apesar deste fato gerar uma dificuldade de operacdo, a qual foi superada pelo modo de FFFC,
ha a vantagem de que estes acidos acumulados apresentem valor agregado e a possibilidade de

serem isolados, proporcionando um pés-tratamento sustentavel.

Como o tratamento com adicdo imediata de trub no inicio da batelada néo foi satisfatorio em
remover sulfato e DQO, ndo houve avaliagdo da concentragdo de &cidos neste sistema. Porem,
quanto ao sistema com GB, foi possivel observar que houve diferenca nos acidos que foram
mais acumulados com cada modo de fornecimento de substrato. Com adi¢do imediata de
substrato o maior acimulo foi de acido férmico, propibnico e butirico. Com FFFC o maior
acumulo se deu com os &cidos glucuronico, latico e acético. Ou seja, a distribuicdo do
fornecimento da mesma quantidade e do mesmo substrato ao longo do tempo altera as rotas

metabolicas nas quais eles serdo oxidados.
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Os AGV que foram identificados no efluente da metanogénse sdo apresentados na Tabela 5.18.
O é&cido succinico foi identificado pela primeira vez, tendo sido acumulado apenas no efluente
da mistura que havia recebido trub como substrato. O &cido latico e o propibnico ainda foram

identificados, porém em concentragdes inferiores as que entraram no reator metanogénico.

Tabela 5.18 - Acidos organicos acumulados no efluente da metanogénese.
Acidos organicos

(mg.L Y Trub GB

Succinico 19,2+0,5 <LD
Latico 23,2+0,5 33,117
Propibnico <LD 24,7+£3

LD: limite de deteccao.

Conforme mencionado, a presenca de Pectinatus parece relacionada com o fornecimento de
trub, e este género produz acido succinico (KRAMER et al., 2020). O &cido succinico é doador
de elétrons para espécies de BRS identificadas nos sistemas sulfetogénicos, como Desulfovibrio
e Desulfocarbo (Tabela 5.9). O consumo deste acido por estes géneros na etapa anterior pode
ter proporcionado o fato de que ele ndo havia sido acumulado no efluente da etapa
sulfetogénica, mas pdde continuar sendo produzido e se acumulado no efluente da etapa
metanogénica. Nesta etapa poucos acidos foram acumulados e encontrados em baixa
concentracdo no efluente, mostrando que a metanogénese foi efetiva no consumo dos
intermediarios metabolicos acumulados pela etapa sulfetogénica. Conclui-se que existem duas
possibilidades de destino adequado para a DQO residual como etapa de pds-tratamento, a

producdo de biogéas e a recuperacdo de AGV de valor agregado.
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6 CONCLUSOES

Os subprodutos trub e glicerol bruto avaliados na presente pesquisa apresentaram potencial para
serem utilizados como doadores de elétrons em co-tratamento com DM, promovendo
eficiéncias na remocdo de sulfato semelhantes aos doadores de elétrons utilizados como
pardmetros positivos, etanol e glicerol puro. A estratégia operacional de fornecimento
fracionado de fonte de carbono mostrou-se decisiva, com possibilidade de obtencdo de
moléculas de valor agregado produzidas pelo sistema anaerdbio de degradacao das fontes de

carbono.

Embora a eficiéncia na remocdo de sulfato com os diferentes substratos tenha sido
estatisticamente considerada a mesma, os seus efeitos sobre os diferentes grupos microbianos
apresentados no lodo foram distintos. O favorecimento das BRS nédo esteve diretamente
relacionado com melhores eficiéncias na remocdo de sulfato, a qual parece ter sofrido
interferéncia da abundéncia relativa dos grupos BOE e Archaeas. A utilizacdo dos substratos
GP, GB e trub como doadores de elétrons no tratamento de DM proporcionou diminui¢do na
abundancia relativa das BRS no lodo, enquanto com etanol este grupo foi favorecido. Com GP,
GB e, principalmente, com trub houve diminui¢do na abundéancia de Archaeas, dominio que
abriga as metanogénicas, competidoras das BRS por substrato. Com estes substratos, as BOE
também foram desfavorecidas. Com etanol houve favorecimento das BRS, porém as BOE e

Archaeas também foram favorecidas.

A exposi¢do do indculo a presenca de DM real proporcionou rapida adaptacéo a reducdo de
sulfato. Este fato pode estar relacionado com o efeito da DM na abundancia relativa dos
diferentes grupos presentes no lodo, favorecimento de BRS e Archaeas e desfavorecimento de
BOE. Embora sejam competidoras das BRS por substratos, as Archaeas metanogénicas

auxiliaram na manutencao das condic¢des de pH e alcalinidade adequadas ao tratamento.

A eficiéncia do sistema mediante diferentes relages DQO/SO4* esteve relacionada com o
modo de adaptagdo do indculo e 0 modo de fornecimento do substrato. Quando o inéculo foi
adaptado apenas com DM por menor periodo (um més), chamado rapida adaptacdo, o sistema
se tornou mais rapidamente apto a reducdo de sulfato, porém mais propenso a falha por
acidificacdo. Quando o indculo foi adaptado em longo prazo (4 meses), com aumento gradativo

da concentragéo inicial de substrato, chamado adaptacdo lenta, o sistema tendeu ao maior
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acumulo de AGV e maior resisténcia ao baixo pH efluente obtido. Nessa condicao, a relacéo
DQO/S04* de 5 proporcionou a maior eficiéncia na remogéo de sulfato.

Com base nos resultados experimentais, a operacdo em batelada alimentada é recomendavel. O
fracionamento no aporte de substrato ao longo do periodo de batelada foi eficiente em prevenir
falhas causadas por acidificagdo. Com este modo de operagdo o sistema apresentou boa
eficiéncia na remocdo de sulfato, metais e metaloides e manutencdo do pH proximo a

neutralidade com alcalinidade favoravel ao pds-tratamento com producéo de biogas.

O efluente da etapa sulfetogénica realizada com o indculo adaptado a presenca de DM e
fornecimento fracionado de substrato p6de ser aplicado ao poOs-tratamento com geracdo de
metano sem demanda de adicdo de reagentes alcalinos. Com trub houve maior producédo de
metano enquanto com GB, a manutencdo da alcalinidade e pHs adequados a degradacéo
anaerdbia foram mais facilmente obtidos. Ocorreu acumulo principalmente dos acidos acético,
propidnico, isobutirico e butirico no sistema com trub, e de acido férmico, acético, propiénico

e butirico no sistema com GB.
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