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RESUMO

A vinhaca é o residuo da primeira destilacdo no processo de producdo do etanol e, quando
tratada por digestdo anaerobia, gera um biogas com grandes concentracdes de H,S, um gas
toxico que pode levar a corrosdo das estruturas de aproveitamento do biogas. Para 0 seu
aproveitamento energético, o biogas deve ser, portanto, dessulfurizado. Neste trabalho, foi
estudado um sistema, em escala piloto, que integra principios fisicos, quimicos e bioldgicos
para a remocao do H,S contido no biogas oriundo da metanizacdo da vinhaca. O sistema esta
localizado no municipio de Monte Belo (MG). Uma vez que as reagdes bioldgicas de
oxidagédo do sulfeto sdo uma parte importante do processo, foram investigadas as alteracdes
na comunidade microbiana, tanto aderida ao meio suporte quanto dispersa na fase liquida, em
resposta a alteracdes na carga volumétrica aplicada de H,S, que variou de 2 a 19 kgH,Sm>d™.
Foram utilizadas as técnicas de DGGE e de sequenciamento de nova geracdo na plataforma
Miseq. Os pardmetros fisico-quimicos foram monitorados no local. O sistema de
dessulfurizacéo apresentou alta eficiéncia de remocéao de H,S (superior a 99%), e as analises
bioldgicas revelaram que a comunidade bacteriana é complexa e se manteve razoavelmente
constante ao longo de todo o experimento. Foram observadas algumas diferencas entre as
amostras do liquido de recirculagdo e da biomassa aderida, indicando que, apesar do contato
entre o liquido e o biofilme, pode haver grupos especificos de cada local. A maior parte das
sequéncias foi classificada como Firmicutes (52,4%) e Proteobacteria (14,2%), que somam
66,6% do total. Em menor proporcdo, foram encontrados os filos Bacteroidetes (7,5%),
Synergistetes (4,4%) e Chloroflexi (4,3%). A abundéancia relativa dos tdxons de bactérias
sulfo-oxidantes foi baixa, no entanto, grupos envolvidos na oxidacéo de sulfeto podem estar
entre as sequéncias ndo identificadas. Além disso, ndo foram identificadas UTOs relacionadas
aos principais grupos de bactérias sulfurosas verdes e purpuras. Analises estatisticas indicam
gue a DQO, assim como o oxigénio dissolvido, podem ser parametros importantes na

estabilidade e na resisténcia do sistema a choques de carga.

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



ABSTRACT

Vinasse is the residue of the first distillation during the ethanol production and when treated
by anaerobic digestion, produces a biogas with high concentrations of H,S, a toxic gas which
may lead to corrosion of biogas utilization structures. For energetic purposes, biogas should
therefore be desulfurized. In this work, a system in pilot scale was studied, which integrates
physical, chemical and biological principles for the removal of H,S contained in the biogas
derived from methanation of vinasse. The system is located in the city of Belo Monte (MG).
Since the biological sulfide oxidation reactions are an important part of the process, changes
in the microbial community, both adhered to the support medium and dispersed in the liquid
phase, in response to changes in volumetric loading of H,S, which ranged from 2 to 19
kgH,S.m3.d*, were investigated. Techniques of DGGE and next-generation sequencing in
Miseq platform were used. The physical and chemical parameters were monitored on site. The
desulfurization system showed H,S high removal efficiency (above 99%) and biological
analysis revealed that the bacterial community is complex and remained fairly constant
throughout the experiment. Some differences were observed between the recirculating liquid
and attached biomass samples, indicating that, despite the contact between the liquid and the
biofilm, there may be specific groups for each site. Most of the sequences were classified as
Firmicutes (52.4%) and Proteobacteria (14.2%), corresponding to 66.6% of the total. To a
lesser extent, Bacteroidetes (7.5%), Synergistetes (4.4%) and Chloroflexi (4.3%) phyla were
found. The relative abundance of taxa of sulfide-oxidizing bacteria was low, however, other
groups involved in the oxidation of sulfide could be among unidentified sequences. In
addition, there were no OTUs related to the main groups of green and purple sulfur bacteria.
Statistical analysis indicate that the COD and dissolved oxygen can be very important
parameters in the stability and shock resistance of the system.
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1 INTRODUCAO

O biogas é uma mistura gasosa formada durante o processo de digestdo anaerdbia da matéria
organica, que € composta basicamente por metano (65-70%), didéxido de carbono (25 a 30%)
e outras substancias em menor concentracao, tais como nitrogénio, sulfeto de hidrogénio e
vapor d’agua (METCALF; EDDY, 2013). Seu potencial energético é grande e, além da
versatilidade, o seu uso gera um menor impacto ambiental comparado a outras fontes de
energia, como o gas natural (WEILAND, 2010).

A qualidade do biogés depende do conteddo de metano (CH,), 0 qual determina seu poder
calorifico e do grau de pureza. Um de seus principais contaminantes é o sulfeto de hidrogénio
(H2S), produzido pela degradacdo anaerébia de compostos organicos sulfurados e pela
reducdo de espécies de enxofre oxidadas (RAMOS et al., 2013). O H,S é um gés inflaméavel,
toxico e com odor de ovo podre, capaz de inibir a atividade microbiana em concentraces
superiores a 200 mg.L™ e de levar & corrosdo das estruturas de aproveitamento do biogas
(METCALF; EDDY, 2013). Assim, para que o biogas possa ser aproveitado como fonte de

energia, é importante remover o H,S, dentre outros contaminantes.

Dentre as tecnologias disponiveis para remover o H,S do biogas (processo denominado
dessulfurizacdo), ha alternativas fisico-quimicas e bioldgicas. Embora as primeiras sejam as
mais utilizadas atualmente, os processos bioldgicos, baseados na oxidacdo do H,S por
bactérias sulfo-oxidantes, tém algumas vantagens, tais como menor necessidade de utilizacéo
de reagentes quimicos e reducdo de custos (MANNUCCI et al., 2012). Processos fisico-
quimicos aliados a tratamentos bioldgicos também tém sido empregados com sucesso (HO et
al., 2013; LIN et al., 2013; GONZALEZ SANCHEZ et al., 2014). Estes podem envolver uma
etapa quimica de oxidacdo ou absorcdo/adsorcdo seguida por uma etapa bioldgica de
regeneracdo de reagentes (HO et al., 2013), como o estudado neste trabalho, ou
alternativamente, uma etapa inicial de purificacdo biologica seguida de uma etapa quimica de
polimento (DEUBLEIN; STEINHAUSER, 2008).

Em sistemas de dessulfurizacdo que operam em condicdes alcalinas, como o estudado neste
trabalho, a corrente de biogas rica em H,S entra em contato com uma solucdo de NaOH ou
KOH, e os ions OH" presentes nessa solu¢do sdo consumidos no processo de dissolucdo do

H2S(q) em bissulfeto (HS'), conforme explicitado na Equagéo 1.1 (van den BOSCH, 2007).
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Este é entdo oxidado biologicamente em condi¢des de microaeracéo, a qual tem se mostrado
uma alternativa promissora devido a elevada eficiéncia de remogdo de H,S e a simplicidade
operacional (RAMOS et al., 2013). A microaeracdo consiste na introducdo controlada de ar
atmosférico ou gas oxigénio na unidade onde sera realizada a dessulfurizacdo, a qual €
predominantemente anaerdbia, de forma a promover a oxidacdo do HS™ a enxofre elementar
(S°) ou sulfato (SO,%) por bactérias sulfo-oxidantes. A formagdo de S° é acoplada &
regeneracdo de ions OH", conforme mostrado na Equacédo 1.2 (van den BOSCH, 2007):

H2S(ag) + OH <> HS™ + H,O (Equacdo 1.1)
HS +1/2 O, — S° + OH’ (Equacdo 1.2)

A digestdo anaerdbia pode ser utilizada para o tratamento da vinhaca, um efluente com grande
potencial poluidor, permitindo a recuperacdo de parte do seu contetdo energético devido a
geracdo de biogas. No entanto, durante a sua digestdo anaerdbia, também sdo produzidas
quantidades significativas de H,S. Uma vez que, no processo de obtencdo do etanol, sdo
produzidos aproximadamente 13 litros de vinhaca por litro de alcool, o tratamento anaerobio
poderia gerar grandes quantidades de biogas (SALOMON; LORA, 2009). Assim, dado o
potencial energético do biogas proveniente da vinhaca, é importante o estudo de tecnologias
que favorecam sua utilizacdo e, no caso dos sistemas que empregam processos bioldgicos
para a oxidacdo do H,S, é preciso conhecer as caracteristicas da biomassa e as condi¢des

propicias para o seu desenvolvimento, 0s quais sao 0s objetivos deste projeto.

Este trabalho estd inserido no projeto de doutorado intitulado “Desenvolvimento de um
sistema de purificacdo do biogas visando a geracdo de energia elétrica a partir da metanizacao
da vinhaga”, desenvolvido pelo aluno Luis Felipe Colturato no Programa de Pos-graduacéo

em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da Escola de Engenharia da UFMG.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi investigar a comunidade microbiana em um sistema de
dessulfurizacdo do biogéas proveniente da metanizacdo da vinhaca, em escala piloto. Esta é
produzida na destilaria da Usina de Monte Belo (MG) e encaminhada a um digestor anaerobio
para metanizacdo. O biogas resultante da digestdo possui altas concentracdes de H,S e é

direcionado ao sistema de dessulfurizagao.

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar a comunidade microbiana presente no sistema de dessulfurizacdo do biogas,
contemplando tanto a biomassa dispersa na fase liquida quando a aderida ao meio suporte,

através de técnicas de biologia molecular;
e Avaliar o efeito da variacdo da carga de H,S sobre a diversidade microbiana;

o Identificar as bactérias oxidadoras de sulfeto presentes no sistema de dessulfurizag&o.

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



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 O biogas gerado a partir da vinhaca

A demanda global de energia vem crescendo rapidamente e aproximadamente 88% dela séo
supridos por combustiveis fosseis, os quais sdo uma fonte energética ndo renovavel e
altamente poluente (WEILAND, 2010). Embora muitos paises tenham feito grandes
progressos para aumentar a participacdo de fontes renovaveis em suas matrizes energéticas,
ainda ha muitos desafios a serem superados. O Brasil possui um perfil diferenciado, uma vez
que a demanda é em grande parte suprida por fontes renovaveis, como a hidréaulica, apesar da
participagdo dos combustiveis fosseis ainda ser bastante significativa (PEREIRA et al., 2013;
EMPRESA DE PESQUISA ENERGETICA, 2014). A energia obtida a partir da biomassa da
cana-de-acucar, por exemplo, corresponde a aproximadamente 16% do total, como pode ser
observado na Figura 3.1, que apresenta a composi¢do da matriz energética brasileira com base
no ano de 2013 (EMPRESA DE PESQUISA ENERGETICA, 2014).

Uranio
Carvdo mineral 1%
6%

O Fontes renovéveis

O Fontes ndorenovaveis

Biomassa da cana
16%

Gds natural
13%

Hidraulica
13%

Petrdleo e derivados
39%

Lenha e carvdo vegetal
8%

Qutras
4%

Figura 3.1: Composi¢do da matriz energética brasileira em 2013.

O etanol produzido a partir da cana-de-agucar € uma alternativa energética renovavel e menos
poluente comparado aos combustiveis fosseis. No entanto, os residuos originados no processo
muitas vezes nao sdo devidamente aproveitados (MORAES et al., 2014). Segundo

van Haandel (2000), cerca de 50% da energia contida na cana permanecem no bagaco, 12%
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sdo mantidos na vinhaca e apenas 38% séo de fato convertidos em etanol. O bagaco, ao ser
queimado, permite a recuperacdo de parte dessa energia, mas ainda assim, o seu potencial
energético é subutilizado (van HAANDEL, 2005). O mesmo ocorre com a vinhaga, um
subproduto do processo de producdo do etanol rico em matéria organica biodegradavel que,
quando tratado por digestdo anaerobia, pode gerar grandes quantidades de biogas. Segundo
Salomon e Lora (2009), o biogéas ja foi tratado como um subproduto da digestdo anaerdbia
sem valor comercial. No entanto, essa percepcdo tem mudado e hoje seu uso como fonte de
energia tem sido objeto de pesquisas, pois além da versatilidade, a utilizacdo do biogas
possibilitaria a geracdo de energia descentralizada, lucros maiores para 0s produtores
(oriundos da venda da energia gerada e da reducdo na demanda da rede elétrica) e a
diminuicdo das emissdes de metano para a atmosfera (SALOMON; LORA, 2009; RASI et al.,
2011). No entanto, hd muitos desafios para a producéo e utilizacdo do biogas em larga escala
no Brasil e mais pesquisas sd0 necessarias para que 0 seu potencial energético possa ser

aproveitado.

3.1.1 A producédo da vinhaca e seu potencial energético

Resumidamente, a obtencdo de etanol é baseada nos processos de fermentacdo da fonte de
acucar, como o caldo da cana, e de destilacdo da mistura alcéolica (FUESS; GARCIA, 2014).
O produto da fermentacdo, chamado de “vinho” (mistura complexa que contém fermento e
etanol), é centrifugado para que ocorra a separacao do fermento, que pode ser reaproveitado.
A mistura é entdo encaminhada para as colunas de destilacdo para separacdo do etanol. A
vinhaca (ou vinhoto) é o efluente liquido gerado a partir da destilacdo do vinho (Figura 3.2).
Apesar de ter consisténcia liquida, a vinhaca é considerada um residuo solido pela
NBR 10.004 da ABNT (2004), uma vez que possui um enorme potencial poluidor
(AGENCIA NACIONAL DE AGUAS, 2009) e é produzida em grandes quantidades; em
média 13 litros de vinhaca para cada litro de etanol (SALOMON; LORA, 2009). Esse valor
pode chegar a 20 litros, dependendo do teor alcoolico do vinho e de variagdes no processo de
destilacdo (van HAANDEL, 2000). Como o Brasil € um grande produtor de etanol, a geracédo
de vinhaca €, consequentemente, muito expressiva. Na safra de 2011/2012, foram produzidos
mais de 22 bilhGes de litros de etanol no pais (MAPA, 2013), o que equivale a
aproximadamente 286 bilhGes de litros de vinhaca, adotando-se o valor médio de
13Lvinhaca/ Letano-
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Figura 3.2: Fluxograma simplificado do processo de obtencao do acgucar e do etanol.

A vinhaca € um liquido de coloragdo marrom escura, caracterizado por elevadas temperatura e

DQO, baixo pH e alto teor de sélidos em suspensdo, além de grandes concentracdes de

nitrogénio, fosforo, potassio e sulfato, entre outros compostos (van HAANDEL, 2000). Na

Tabela 3.1 sdo apresentadas algumas das principais caracteristicas fisico-quimicas da vinhaca

e do esgoto sanitério, para fins de comparacdo. Vale observar que a referida tabela apresenta

valores médios, porém a composicao da vinhaca pode variar muito, dependendo do processo e

do substrato utilizado na producdo do etanol. Em relacdo a DQO, por exemplo, consta na

tabela o valor de 24 g.L™, embora valores t40 altos quanto 65 g.L™ j& tenham sido reportados
(MORAES et al., 2014).

Tabela 3.1: Principais caracteristicas da vinhaca e do esgoto sanitario

Parametro Unidade Vinhaga® Esgoto®
ST mg.L?! 33.000 1.100
STV mg.L*! 23.000 380
DBOs mg.L*! 15.000 300
DQO mg.L*! 24.000 600
pH - 4,3 7,0
N:P:K mg.L*! 433:34:2206 35:6:16
S0~ mg.L™* 1.150 36
Temperatura °C 90 25

Fonte: adaptado de * Ana (2009); : von Sperling (2005); Metcalf e Eddy (2013).

A vinhaca € normalmente encaminhada para fertirrigacdo da lavoura de cana, com oS

objetivos de lhe dar uma destinacdo mais adequada do que o langamento em corpos d"agua e
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areas de sacrificio®, além de melhorar as condigdes do solo, uma vez que é muito rica em
nutrientes e sua aplicacdo permite reduzir os gastos com fertilizantes (AGENCIA
NACIONAL DE AGUAS, 2009). No entanto, embora esta seja uma pratica altamente
difundida e permitida pela lei, ha aspectos negativos que devem ser considerados, tais como a
possibilidade de geracdo de maus odores e formacdo de compostos como monoxido de
dinitrogénio (N,O), resultantes da decomposi¢do da matéria organica. O N,O € um gas de
efeito estufa com potencial 296 vezes maior que o do CO; e pode ser produzido em
quantidades significativas ap6s a fertirrigacdo com vinhaca (PAREDES et al., 2013;
MORAES et al., 2014). Além disso, a deposicdo da vinhaca in natura oferece risco de
salinizacdo do solo ao longo do tempo, redugcdo do seu teor de oxigénio, acidificacdo e
contaminagdo por ions como cloreto e sulfato e até mesmo por metais pesados, 0s quais
podem ser lixiviados e degradar a qualidade de aguas subterraneas (FUESS; GARCIA, 2014;
MORAES et al., 2014). Vale observar que o seu langamento em colec¢des hidricas € proibido
no pais desde 1978 (Portaria MINTER n°® 323/1978), embora a vinhaca muitas vezes chegue,
direta ou indiretamente, as &guas superficiais, tornando-as imprdprias para consumo (van
HAANDEL, 2000).

Além da fertirrigacdo, a vinhaca pode ter outras destinacdes, dentre as quais a digestdo
anaerdbia, que remove eficientemente a DBO e produz biogas. O seu alto teor de matéria
organica biodegradavel (DBOs/DQO superior a 0,6, com base nos dados da Tabela 3.1)
confere a esse efluente um grande potencial para a metanizagcdo. Segundo Moraes et al.
(2014), uma vantagem adicional da digestdo anaerébia da vinhaca, da perspectiva da protecéo
do solo, é a reducdo do teor de sulfato (que é convertido em sulfeto), o que diminui os
possiveis impactos causados pela sua disposicdo. Ou seja, a vinhaca tratada poderia ser
utilizada para fertirrigagdo, com aproveitamento dos nutrientes e diminuigdo dos impactos
negativos sobre o ambiente. No entanto, € importante destacar que nutrientes e sais, presentes
na vinhaca em concentra¢fes muito acima das desejaveis para a fertilizacdo do solo, ndo séo
eficientemente removidos no processo de digestdo anaerGbia. Consequentemente, €
recomendavel o pos-tratamento do efluente para que compostos potencialmente prejudiciais
sejam removidos antes da fertirrigacdo (FUESS; GARCIA, 2014).

LA 4rea cultivavel destinada unicamente & disposicdo da vinhaca, com maiores riscos de lixiviagdo e
contaminacdo de &guas subterraneas.
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Além das vantagens mencionadas no paragrafo anterior, a digestdo anaerdbia da vinhaca pode
originar quantidades significativas de biogas e alcancar uma eficiéncia de remocdo de DQO
superior a 80%, o que equivale & producdo de 100 kg de metano por m* de etanol produzido
(van HAANDEL, 2005). Segundo o autor, cada m* de etanol pode gerar cerca de 500 kWh, se
0 metano for direcionado para a producédo de energia elétrica (considerando uma eficiéncia de
geracgdo de 35 a 40%). O biogés pode entdo ser utilizado na cogeracao de vapor e eletricidade,
em motores de combustdo interna e como gas veicular, de forma a suprir as necessidades
energéticas da propria usina ou gerar lucros a partir de sua comercializacdo (MORAES et al.,
2014). Além dos beneficios advindos do aproveitamento energético de subprodutos ricos em
energia, a digestdo anaerobia da vinhaca oferece a possibilidade de reciclagem dos nutrientes
e diminuicdo das emissdes de gases de efeito estufa (GEE), a qual é devida tanto a
substituicdo de combustiveis fosseis por biogas quanto a reducdo de GEE advindos da
decomposicdo da matéria organica, quando da sua aplicacdo in natura no solo. No estudo
realizado por Moraes et al. (2014), o potencial de geracdo de energia do biogas pelas plantas
brasileiras pode ser comparavel a capacidade de algumas hidrelétricas (como Marimbondo,
em Furnas), chegando a 7,5% da energia produzida em Itaipu, uma das maiores hidrelétricas
do mundo, além de ser uma pratica que permite ganhos adicionais oriundos da
comercializacdo de créditos de carbono. O biogéas ja foi avaliado como uma das fontes de
energia que oferecem menor impacto ambiental e mais beneficios em termos de eficiéncia de
aproveitamento (FEHRENBACH et al., 2008 apud WEILAND, 2010). No entanto, no
tratamento anaerébio de efluentes com alta concentracdo de SO,%, como a vinhaca, pode
ocorrer a competicdo entre bactérias redutoras de sulfato e os microrganismos fermentadores,
acetogénicos e metanogénicos. A relagdo DQO: SO,* possui grande influéncia sobre essa
dindmica. Quando inferior a 7, pode ocorrer uma inibicao acentuada da metanogénese, porém,
qguando a razdo é superior a 10 (como € o caso da vinhaca, com base os valores da Tabela
3.1), grande parte do sulfeto gerado serd removido da fase liquida, diminuindo seus efeitos
toxicos sobre a microbiota (CHERNICHARO, 2007).

Com base no que foi dito acima, conclui-se que o uso racional dos produtos gerados pela
industria sucroalcooleira pode trazer diversos beneficios, tanto do ponto de vista econémico,
em termos do rendimento para as usinas, como ambiental, a partir da reducgéo do uso de fontes
de energia nao renovaveis e da emissdo de GEEs, o que justifica pesquisas que visem a maior

compreensdo e a melhoria dos processos envolvidos na utilizacdo desses recursos.
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3.1.2 O biogas e a problematica do sulfeto de hidrogénio

O tratamento anaerobio possui diversas vantagens, tais como baixos custos operacionais,
menores requisitos de area e baixa producdo de lodo, além de um significativo potencial
energético devido & formagdo do biogads (CHERNICHARO, 2007). No entanto, no caso de
efluentes com altas concentragdes de sulfato (SO4%), como é o caso da vinhaga, pode ocorrer
uma geracdo expressiva de H,S, devida a reducdo de SO,> mediada por bactérias redutoras de
sulfato, presentes no reator anaerobio. Para o aproveitamento energético do biogas, esse

contaminante precisa ser removido.

O biogéas possui, em média, 65% de metano (CH,4) e 35% de CO,, além de diversos outros
componentes em menores concentragles, tais como siloxanos, H,S, NH; e compostos
orgénicos volateis, sendo o sulfeto de hidrogénio ou gés sulfidrico (H,S) o seu principal
contaminante. A composicdo do biogas depende do tipo e da concentracdo da matéria
organica e também das condicGes fisico-quimicas do reator anaerébio (NOYOLA et al.,
2006). A Tabela 3.2 apresenta a composi¢do do biogas a partir da digestdo de diferentes
residuos organicos (DEUBLEIN; STEINHAUSER, 2008; SALOMON et al., 2009). No caso
do biogas proveniente da vinhaca, as concentracfes de H,S no podem alcancar valores muito
superiores aos reportados na referida tabela, acima de 3% (dados ndo publicados), o que

consiste em um grande desafio a sua utilizacdo para fins energéticos.

Tabela 3.2: Composicao tipica do biogas

Componente Concentracio
CH, 40a75%
CoO, 25a40 %

H, 1a3%

N, 05a25%
o, 01al1%
H,S 0,0001a1%
NH, 0,1a0,5%
Cco 0,0a20,1%
H,O Variavel

Siloxanos 0 a 50 mg/m’

Fonte: adaptada de Deublein e Steinhauser (2008) e Salomon e Lora (2009).

O sulfeto de hidrogénio é um gas inflamavel, toxico, incolor e de odor repugnante (NOYOLA
et al., 2006). A meia-vida do H,S no ar varia de 12 a 37 horas, porém variacOes de
temperatura e a presenca de certos poluentes podem alterar esses valores (WANG, 2012). Os

sintomas de envenenamento por H,S incluem dor de cabega, tontura e debilidade

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



(MANAHAN, 2001), e concentracdes superiores a 2.000 ppmv podem levar a morte por
paralisia do sistema respiratorio (NOYOLA et al., 2006). Além dos seus efeitos toxicos, que
podem resultar inclusive na inibicdo dos microrganismos presentes no reator anaerdbio, o H,S
pode ser convertido a acido sulfarico (H,SO,), responsavel pela corrosdo das estruturas de
aproveitamento do biogas, e também a didxido de enxofre (SO,), que é tdxico e esta associado
a chuva &cida (ABATZOGLOU; BOIVIN, 2009). O H,S é um géas bastante solivel em agua
(2650 mg.L™ a 35°C) e em solucdo, se comporta como um &cido fraco (4cido sulfidrico), que
se dissocia parcialmente em HS e H" em um processo altamente dependente do pH, conforme
representado nas equacdes 3.1 e 3.2. Vale observar que o H,S é mais tdxico do que suas
formas ionizadas, de forma que a sua toxicidade também esta relacionada ao pH, dentre
outros fatores (METCALF; EDDY, 2013). A partir das equacOes abaixo, é possivel
depreender que a dissociagdo do H,S em HS" a uma determinada temperatura (30°C, no caso),
é favorecida quando o pH é superior a 7. Assim, a quantidade de H,S que passa para a fase
liquida é maior quando o pH € mais basico, devido ao deslocamento do equilibrio da reacdo
no sentido da formacéo de espécies dissociadas (GONZALEZ-SANCHEZ; REVAH, 2007):

HyS <> H + HS Ko = 1007 (Equagdo 3.1)
HS - H'+§ Ka = 107127 (Equacdo 3.2)

Tais caracteristicas sdo importantes quando se realiza a descontaminacdo do biogas através de
tecnologias baseadas na solubilizacdo do H,S, como € o caso deste estudo. Além disso, nos
processos bioldgicos de dessulfurizacdo do biogas, os microrganismos que oxidam sulfeto
possuem um papel de destaque, e sdo discutidos brevemente a seguir.

3.2 O papel dos microrganismos no oxidagao de compostos sulfurados.

O enxofre é um dos elementos mais abundantes na Terra. Seu ciclo é bastante complexo, uma
vez que possui diversos estados de oxidacgdo (de -2 a +6) e pode ser observado nos estados
solido, liquido e gasoso a temperatura ambiente, embora seja mais frequentemente encontrado
como pirita (FeSy), gipsita (CaSO,) e fon sulfato (SO,%) (HAO et al., 2014). O enxofre
também é um elemento essencial a vida, embora apenas uma pequena parte esteja incorporada
a biomassa (cerca de 1% do peso seco dos organismos). Ele esta presente na estrutura de
aminoacidos (cisteina e metionina), de coenzimas (tais como biotina e tiamina) e de

metaloproteinas (grupamentos S-Fe), entre outras moléculas (SIEVERT et al., 2007; MAKI,
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2013). As diversas transformacgdes quimicas e biologicas do ciclo do enxofre estdo
representadas na Figura 3.3 e os estados de oxidagdo do enxofre nos principais compostos
sulfurados se encontram na Tabela 3.3.

Tabela 3.3: Estados de oxidacao dos enxofre em diferentes compostos

Composto Estado de oxidacdo
Sulfeto (H,S) -2
Enxofre elementar (S°) 0
Tiossulfato (S,05%) +2
Didxido de Enxofre (SO,) +4
Sulfito (SO3%) +4
Sulfato (S0,%) +6
Enxofre orgénico (grupo sulfidril ou R- SH) -2

Fonte: Madigan et al. (2010).

Os microrganismos possuem um papel fundamental no ciclo do enxofre e podem utilizar
compostos sulfurados inorganicos para sintetizar moléculas organicas, em reacles
dependentes de energia, ou produzir energia a partir da oxidacdo desses compostos
(SIEVERT et al., 2007; WANG, 2012). Como ocorre com 0s demais elementos, o ciclo do
enxofre possui reacBes oxidativas e redutivas. No entanto, o equilibrio entre essas partes nem
sempre acontece, levando ao acimulo de espécies como o sulfeto de hidrogénio (MUY ZER,
KUENEN; ROBERTSON, 2013). As conversdes sao realizadas principalmente por bactérias,
embora certas espécies de Archaea também sejam capazes de metabolizar alguns compostos
de enxofre. Estas sdo, em sua maioria, hipertermofilicas e restritas a ambientes nos quais

prevalecem altas temperaturas (SIEVERT et al., 2007).

Segundo Wang (2012), as conversdes redutivas podem ser divididas em processos
denominados assimilativos e dissimilativos. Nos primeiros, compostos de enxofre oxidados
sdo absorvidos pelas células e convertidos as formas mais reduzidas, que podem ser
incorporadas a moléculas organicas. Ja nos processos dissimilativos, ocorre a reducdo de
compostos de enxofre oxidados a sulfeto (HS/S%), sem que este seja incorporado pelas
células, como a respiracdo anaerobia realizada por bactérias redutoras de sulfato (BRS). Este é
um dos mais antigos processos de obtencdo de energia no planeta e estima-se que mais de
50% da mineralizacdo da matéria organica em sedimentos marinhos sejam devidos as reacoes

de reducdo heterotrofica do sulfato; assim, é possivel observar que o ciclo do enxofre estd
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intimamente relacionado aos ciclos de outros elementos, como o do carbono, mas também do
fésforo, do nitrogénio e do ferro (MUY ZER; STAMS, 2008; GREIN et al., 2013).
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Fonte: adaptada de Muyzer, Kuenen e Robertson (2013).

Figura 3.3: Ciclo do enxofre.

As reacOes de oxidacdo de compostos sulfurados reduzidos sdo realizadas pelas bacterias
sulfo-oxidantes, as quais séo classificadas, basicamente, em bactérias sulfurosas incolores,
verdes e puarpuras. As primeiras sdo, de forma geral, quimioautétroficas e microaerofilicas
(vivem em ambientes com concentragcdes limitadas de Oy). j& as plrpuras e verdes séo
fotoautotroficas anaerdbias (GHOSH; DAM, 2009). Muitas bactérias sulfo-oxidantes séo
capazes de formar globulos de enxofre intra ou extracelulares, de acordo com a espécie,

porém sua finalidade ainda nao foi totalmente elucidada (MAKI, 2013). A Tabela 3.4 sintetiza
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a diversidade metabdlica encontrada entre as bactéerias envolvidas na oxidacdo de compostos

de enxofre.

Tabela 3.4: Diversidade metabdlica de bactérias oxidadoras de enxofre

Conversao de

Condicoes

Grupo compostos . ; Habitats Géneros
sulfurados ambientais
Fendas
hidrotermais, . .
Bactérias incolores H,S — §° Interf Icamatdas de I(:do Tr-:irc];r?]ki):rcc;lslpuisra
(Quimiolitotréficas) s°550,.> I—? ser_age aC;J:dfi% g?]?gsos, Achromatium
8,05" -80,” i ’ organicos ricos em Beggiatoa
matéria organica Thiothrix
em decomposicao.
Chlorobium
Bactérias sulfurosas 0 - Regibes andxicas Chlorobaculum
. HS—> S Anaerobias, Y . .
verdes e purpuras 0, 502 Uz H-S iluminadas, lagos, Ectothiorhodospira
4 1 2

(Fototrdficas)

fontes sulfurosas.

Halorhodospira

Chromatium

Fonte: Madigan (2010).

Os principais grupos envolvidos na oxidacdo do sulfeto sdo discutidos nos préximos topicos.
E importante destacar que, uma vez que o sistema estudado neste trabalho ndo é diretamente
exposto a luz, é esperada uma maior abundancia das bactérias sulfurosas incolores, motivo

pelo qual maior enfoque sera dado a esse grupo.

3.2.1 Bactérias sulfurosas incolores

A denominagdo “bactérias sulfurosas incolores” se refere aos procariotos sem pigmentos
fotossintetizantes, capazes de usar compostos sulfurados reduzidos para obter energia (entre
as quais Thiobacillus, Thiomicrospira, Sulfolobus, Beggiatoa, Thiobacterium e
Achromatium), e inclui espécies de Bacteria e de Archaea, em menor propor¢do. Ha também
aquelas que, embora ndo tenham sido originalmente integradas ao grupo, sdo capazes de
crescer sobre compostos reduzidos de enxofre, tais como Pseudomonas, Hydrogenobacter e
Paracoccus. Apesar do adjetivo “incolores”, o alto teor de citocromos presente nas células de
algumas espécies pode conferir uma coloracdo rosada ou marrom as col6nias. Trata-se de um
grupo altamente heterogéneo morfoldgica, fisiolégica e ecologicamente, e muitas vezes ndo
ha relacdes taxondmicas proximas entre as espécies (MUY ZER, KUENEN; ROBERTSON,
2013). A maioria vive em pH neutro e em condi¢fes mesotérmicas, mas ha excegoes.

Thiobacillus ferrooxidans, por exemplo, é capaz de crescer em condi¢Bes extremamente
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acidas (pH em torno de 1). Ainda segundo os autores, quanto a fonte de carbono, ha

representantes autotroficos, facultativos e heterotroficos.

Sdo conhecidos varias sistemas bioldgicos de oxidacdo de compostos de enxofre em
microrganismos quimiolitotréficos (MADIGAN, 2010). Em alguns, o substrato inicial (H.S,
S° ou S,05%) é convertido a sulfito (SOs%), o qual é posteriormente oxidado a sulfato.
Alternativamente, no sistema denominado Sox, encontrado em Paracoccus pantotrophus
(dentre varias outras bactérias sulfo-oxidantes quimiolitotroficas e algumas fototréficas), o
sulfeto € oxidado diretamente a sulfato. Os elétrons sdo entdo direcionados pela cadeia
transportadora até o O,. A aparente similaridade nas rotas metabdlicas disfarca o seu alto
nivel de variabilidade entre os taxons. Além dos compostos sulfurados, algumas espécies
podem obter energia da oxidacdo de outros compostos inorganicos, tais como ferro e
hidrogénio. A variagdo entre os aceptores de elétrons também ocorre. A maioria das bactérias
sulfurosas incolores é aerdbia, embora haja espécies capazes de crescer anaerobicamente
utilizando aceptores de elétrons alternativos, como o nitrato. A Tabela 3.5 apresenta algumas

das reac0es realizadas por essas bacteérias.

Tabela 3.5: Reac0es realizadas por bactérias sulfurosas incolores

Reacéo AG” (kJ/reacdo)
H,S + 20, — H,S0O, -798,2
H,S + 0,50, — S° + H,O -209,4
S0+ 1,50, + H,O — H,S0O, -587,1

Fonte: Tang (2009) e Muyzer, Kuenen e Robertson (2013).

Apesar da ampla literatura disponivel acerca de microrganismos sulfo-oxidantes em
ambientes naturais, hd necessidade de maior compreensdo da dindmica da populacdo
microbiana e de como a biomassa responde a correntes de gas com altas concentra¢@es de H,S
(MAESTRE et al., 2010). Estudos realizados em diferentes sistemas de dessulfurizacdo
bioldgica mostraram que a diversidade de bactérias nesse tipo de sistema € menor do que a
observada em ambientes naturais ricos em compostos sulfurados e pode diminuir ao longo do
tempo de operacdo (MAESTRE et al., 2010). Alguns dos géneros de bactérias sulfurosas
incolores encontrados pelos autores através de clonagem do gene do rRNA 16S foram
Thiobacillus, Thiomonas, Sulfuricurvum, Thiothrix e Halothiobacillus (o sistema estudado foi
um biofiltro percolador tratando uma mistura gasosa sintética semelhante ao biogas). Em um

estudo sobre a populacdo de bactérias sulfo-oxidantes no headspace de um digestor
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microaerado tratando lodo de ETE, foram encontradas, através de DGGE, bactérias dos
géneros Arcobacter, Sulfuricurvum, Acidithiobacillus, Acinetobacter e Rhodococcus,
relacionadas a remocdo de H,S (RAMOS et al., 2014).

Neste trabalho, é esperada a identificacdo de organismos frequentemente encontrados em
sistemas de dessulfurizacdo, como os dos géneros citados anteriormente. Porém, condicGes
operacionais particulares ao sistema investigado, tais como a possibilidade de um grande
aumento da carga de H,S, podem levar ao desenvolvimento de uma microbiota bastante
especifica, capaz de resistir a maiores concentra¢@es de sulfeto. Uma vez que o desempenho
de sistemas que utilizam processos de dessulfurizacdo bioldgicos esté diretamente relacionado
a estrutura e a dindamica da populacdo de microrganismos, o estudo da comunidade

microbiana é extremamente importante.

3.2.2 Bactérias sulfurosas verdes e parpuras

As bactérias sulfurosas verdes e parpuras® fazem fotossintese anoxigénica, processo em que a
oxidacdo de compostos inorganicos reduzidos, como o H,S, é acoplada a reducdo de
moléculas de carbono inorgéanicas, na auséncia de O, O processo € representado na equacao
3.7 (TANG et al.,, 2009). Entre os seus principais representantes, estdo 0s géneros
Chromatium, Thiococcus, Thiospirillum, e Halorhodospira (purpuras) e Chlorobium,

Prosthecochloris, Pelodictyon, Ancalochloris e Chloroherpeton (verdes).
2H,S + CO; — 28° + (CH,0), + H,O  AG® = 75,36 kJ.mol™ (Equacio 3.3)

Diferentemente da fotossintese oxigénica, que produz O, a partir da oxidacdo da agua, a
fotossintese anoxigénica, como o proprio nome diz, ndo libera oxigénio (MADIGAN et al.,
2010). O poder redutor necessario para a fixacdo do carbono nas bactérias sulfurosas purpuras
e verdes provém do H,S, embora outros compostos de enxofre, tais como tiossulfato e enxofre

elementar, também possam ser utilizados.

As bactérias verdes e parpuras sdo semelhantes em relacdo as suas necessidades nutricionais,
embora difiram em alguns aspectos, sobretudo em relacdo a natureza estritamente fototréfica,

ao tipo de bacterioclorofila que possuem e as estruturas celulares relacionadas a captacéo de

2 H& também bactérias verdes e parpuras ndo sulfurosas, mas maior enfoque sera dado as sulfurosas.
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luz (GHOSH; DAM, 2009). As parpuras possuem, em sua maioria, a bacterioclorofila a como
pigmento fotossintético, o qual tem uma absor¢do maxima no intervalo de 800 a
925 nandmetros. J& as bactérias verdes possuem diferentes tipos de bacterioclorofilas, que
atuam nos comprimentos de onda entre 705 e 755 nm (MADIGAN et al., 2010). As bactérias
purpuras possuem maior flexibilidade metabolica, e algumas espécies, como Allochromatium
vinosum, sdo capazes de realizar a oxidagdo aerdbia de compostos de enxofre reduzidos e
crescer quimiotroficamente no escuro. No entanto, as bactérias verdes sdo capazes de captar a
luz de forma mais eficiente (GHOSH; DAM, 2009).

Um terceiro grupo de microrganismos capazes de realizar fotossintese anoxigénica sdo as
cianobactérias. Apesar de seu metabolismo predominantemente aerdbio, na presenca de luz e
de sulfeto algumas espécies podem realizar a fotossintese anoxigénica (COHEN et al., 1986,
apud STAL; MOEZELAAR, 1997).

Para estudar os microrganismos, ha técnicas que envolvem cultivo e isolamento e técnicas
independentes de cultivo. As Ultimas se baseiam frequentemente na anélise do DNA de
microrganismos presente em uma amostra ambiental, e incluem o DGGE (Denaturating
Gradient Gel Electrophoresis), e de forma cada vez mais presente, as técnicas baseadas em

sequenciamento massivo paralelo, que sdo analisadas a seguir.

3.2.3 Técnicas utilizadas no estudo de comunidades microbianas

E reconhecido atualmente pelos microbiologistas que apenas uma pequena parcela da
diversidade microbiana presente em um ambiente pode ser estudada através de métodos
dependentes de cultivo. Dados da literatura apontam que apenas 1% dos microrganismos pode
ser cultivado em laboratdrio, devido a diversos fatores, tais como desconhecimento acerca das
suas necessidades nutricionais, caracteristicas especificas do ambiente que ndo sdo
reproduziveis em laboratério e interagdo com outros organismos presentes naquele habitat
(XU, 2006; SU et al., 2012). Portanto, técnicas independentes de cultivo foram desenvolvidas
para que a diversidade microbiana pudesse ser estudada de forma mais abrangente. Essas
técnicas se baseiam em marcadores moleculares, por exemplo, variacbes na sequéncia do
gene codificador da subunidade 16S do RNA ribossomal, bastante informativo em termos da
caracterizacdo da diversidade microbiana (MADIGAN et al., 2010). Uma vez que neste

trabalho foram utilizadas as técnicas de Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante
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(DGGE) e de sequenciamento massivo paralelo, uma breve descricdo das mesmas € realizada

a sequir.

3.2.3.1 DGGE

Dentre as técnicas independentes de cultivo, os fingerprints genéticos, que incluem a
Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante (DGGE) permitem a visualizacdo de um
padrdo ou perfil da diversidade genética de uma amostra, com base em variagcdes na sequéncia
de DNA entre os microrganismos (MUY ZER; SMALLA, 1998). No DGGE, os fragmentos de
DNA migram através de um gel que possui uma concentracdo crescente de um agente
quimico desnaturante (como uma mistura de ureia e formamida), o qual altera a conformacao
da molécula de DNA rompendo as ligacdes de hidrogénio que mantém a dupla hélice unida.
As regibes do fragmento em que ocorre a desnaturacdo (chamadas de melting domains)
dependem da composicao dos nucleotideos: regides ricas em A/T desnaturam mais facilmente
que as regides com maior contetdo de G/C (BAKER; HARAYAMA, 2004). Assim,
fragmentos de mesmo tamanho, porém com sequéncias diferentes, podem ser separados com
base na mobilidade eletroforética® reduzida de moléculas de DNA parcialmente desnaturadas,
ou seja, variacdes nos nucleotideos fazem com que fragmentos com sequéncias diferentes
tenham sua migracdo interrompida em pontos distintos do gel (GREEN et al., 2009). Embora
organismos raros dificilmente sejam detectados através do DGGE, a técnica possui um bom
poder de resolucdo, permite uma comparacao rapida entre diversas amostras e € bastante
utilizada no estudo da diversidade microbiana (van ELSAS; BOERSMA, 2011). Apés a
realizacdo do DGGE, é possivel analisar a imagem do gel em programas especificos, que
permitem, por exemplo, a comparagdo entre as amostras com base no perfil das bandas.
Também é possivel excisar as bandas para posterior sequenciamento (determinacdo da
sequéncia de nucleotideos — A,G,T,C — em uma molécula de DNA) e identificacdo dos

microrganismos.

3.2.3.2 Sequenciamento de nova geracao

As técnicas da gendmica (&rea de pesquisa destinada ao estudo e caracterizagcdo dos

genomas”) aplicadas a amostras ambientais complexas vém se tornando cada vez mais

® Eletroforese: técnica para separacéo de moléculas, no caso 0 DNA, baseada na aplicacdo de um campo elétrico
a uma matriz porosa (gel) contendo a molécula de interesse. O DNA, por possuir carga negativa, migra em
direcdo ao pdlo positivo. Os fragmentos de menor tamanho, ou no caso do DGGE, que ndo se desnaturaram,
migram com maior velocidade, e sdo visualizados em regides inferiores do gel.

* O complemento bésico de DNA, organizado em cromossomos, é em cada organismo, chamado de genoma.
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importantes no estudo da biodiversidade. Como dito anteriormente, a maioria dos
microrganismos ndo pode ser estudada atraves de métodos dependentes de cultivo, de forma
que grande parte das pesquisas sobre diversidade microbiana atualmente sdo realizadas
através de técnicas independentes de cultivo, como a analise de genes especificos. Essas
técnicas foram significativamente favorecidas com o desenvolvimento das tecnologias de
sequenciamento de DNA, as quais possibilitaram o estudo em larga escala da microbiota em
um determinado ambiente, além de possuirem as mais variadas aplicagdes em diversas areas
da ciéncia (SHOKRALLA et al., 2012). Uma breve contextualizacdo sobre algumas dessas

tecnologias € realizada a seguir.

O método convencional de sequenciamento, conhecido como método de Sanger, anunciado
em 1977 por Sanger e colaboradores (SANGER et al., 1977), foi a principal tecnologia de
sequenciamento dentre as consideradas de “primeira geragdo”. Ainda hoje € muito utilizada,
embora os instrumentos para sua realizacdo tenham passado por muitas modificagdes e
melhorias (LIU et al., 2012). Essa técnica permite, por sua vez, 0 sequenciamento de
sequéncias individuais, o que a torna cara e laboriosa quando aplicada a estudos nos quais se
pretende analisar uma amostra composta por diversas espécies microbianas, que pode conter

misturas de DNA de milhares de individuos.

Estudos de ecologia microbiana e diversas outras areas foram significativamente otimizados
com o desenvolvimento de tecnologias capazes de sequenciar o DNA de forma massivamente
paralela, o que as tecnologias denominadas de sequenciamento de Ultima geracdo ou de nova
geracdo (SNG, do inglés NGS, next generation sequencing), introduzidas em 2005, tém feito
com custos progressivamente menores (METZKER, 2010). Apesar de o0 termo
“sequenciamento de Ultima/nova geragdo” ndo ser preciso, uma vez que Se refere
genericamente a diferentes tecnologias desenvolvidas apds o sequenciamento de Sanger, as
quais sdo subdividas em 22, 3% e 42 geracGes, € um termo muito utilizado na literatura, motivo
pelo qual sera utilizado neste trabalho. Apo6s 0 sequenciamento, a comparacgdo das sequéncias
obtidas (reads) com uma base de dados permite a identificacdo dos microrganismos presentes
na amostra com um alto nivel de confianca e de forma menos laboriosa do que as técnicas de
genbmica convencionais, como a clonagem. No entanto, devido a grande quantidade de dados
gerada por essas técnicas, recursos computacionais significativos sdo necessarios para analisar
os resultados (SHOKRALLA et al., 2012).
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Atualmente, ha diversas tecnologias de SNG disponiveis no mercado, desenvolvidas por
diferentes empresas, tais como Roche, Life Technologies e Illumina, a qual tem dominado o
mercado nos ultimos anos (NIEDRINGHAUS et al., 2011). As técnicas diferem em relacdo a
quimica utilizada nas reacdes de sequenciamento, ao nimero e ao tamanho das sequéncias
obtidas (reads), ao custo e a taxa de erros, entre outros fatores. Porém, de forma geral, todas
elas compartilham duas etapas principais: a preparagdo das bibliotecas e a deteccdo dos
nucleotideos incorporados (SHOKRALLA et al., 2012). A Tabela 3.6 apresenta uma
comparacdo entre plataformas de SNG de bancada disponiveis atualmente e o método de
Sanger (JUNEMANN et al., 2013; SHOKRALLA et al., 2012;GLENN, 2011). E possivel
observar que a plataforma Miseq gera uma grande quantidade de dados com o menor custo
relativo dentre as plataformas e kits analisados, motivo pelo qual foi escolhida neste trabalho.

Tabela 3.6: Plataformas de SNG de bancada e sequenciamento de Sanger

Empresa Roche IHlumina Life Technologies  Applied Biosystems
. . . lon Torrent-PGM

Sequenciador 454 GS Jr. MiSeq (kit v3) (318 chip v2) 3.730x1

Bases/read 400 600 400 400-900

Output/corrida ~35 Mb ~15Gb ~2Gb ~60 Kb

Taxa de erro (%) 1 ~0.1 ~1 0,1-1

Custo medio dos reagentes g 54 g 109,24 460.00 2.307.692,31

por gigabase (USD)
Fontes: Glenn (20115); Shokralla et al. (2012); Jinemann et al. (2013).

Estudos que objetivam realizar a identificacdo taxondmica de microrganismos podem utilizar
0 sequenciamento massivo de regides especificas do genoma, como o gene da subunidade 16S
do RNA ribossomal® (no caso de procariotos), ou o sequenciamento global do material
genético. No entanto, a Gltima abordagem é mais comumente utilizada quando o propdésito do

sequenciamento é fazer uma analise funcional dos genes presentes na amostra.

3.2.4 Processos de dessulfurizacédo do biogas

H4 vérias alternativas disponiveis para a remo¢do do H,S do biogas, as quais séo classificadas
como fisico-quimicas ou biologicas (ABATZOGLOU; BOIVIN, 2009). A escolha da

tecnologia mais apropriada para a remogdo de um contaminante gasoso depende de varios

> Dados atualizados com base no ano de 2014. Disponiveis em: <http://www.molecularecologist.com/next-gen-
fieldguide-2014/>.

® O gene do RNA ribossomal de procariotos é composto por 3 subunidades, quais sejam, 5S, 16S e 23S. A 16S é
a mais utilizada na identificacdo de procariotos e é composta por 9 regides hipervariaveis (V1 a V9), que
permitem a identificacdo dos microrganismos.
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fatores, tais como 0 uso previsto para 0 biogas, o tipo e a concentragdo do contaminante, a
temperatura, a composicdo e o volume da corrente a ser tratada, além de critérios econémicos
e ambientais (JENSEN; WEBB, 1995). Para caldeiras e motores de combustdo interna, por
exemplo, os requisitos de qualidade do biogas se referem sobretudo ao H,S e a recomendacéo
€ que seu conteudo ndo ultrapasse 1000 ppm,. Ja para utilizacdo como gas veicular e injecdo
na rede de gas natural, os critérios sdo mais rigorosos. A concentracdo de H,S nesses casos
deve ser inferior a faixa de 4 a 17 ppm,, de acordo com variac¢Ges locais (RASI et al., 2011).
Tais exigéncias devem ser levadas em conta na escolha da tecnologia de dessulfurizacdo. Vale
reiterar que ha diversos possiveis contaminantes no biogas, como NHj e siloxanos, porém o

H,S é foco deste trabalho.

Basicamente, os processos de dessulfurizacdo envolvem a remocdo do H,S durante a digestdo
no interior do reator anaerobio (através da adicao de reagentes quimicos ou da manutenc¢éo de
condicBes propicias a sua oxidacdo) ou do biogas gerado ap6s a digestdo (RYCKEBOSCH et
al., 2011). Os primeiros sdo exemplificados pela introducdo, no digestor, de oxigénio puro ou
ar (microaeracdo) ou pela adicdo de cloreto de ferro. Ja a dessulfurizacdo apds a digestdo
inclui, dentre os métodos fisico-quimicos, a separacdo por membranas, a absor¢do (como em
solucdo de NaOH), a adsor¢do (com carvao ativado, por exemplo) e a oxidagdo catalitica com
Fe (111), e dentre os métodos bioldgicos, os biofiltros, biofiltros percoladores e biodiscos. No
sistema estudado neste trabalho, a dessulfurizacéo é realizada apds a digestdo e é baseada em

principios fisico-quimicos e bioldgicos, 0s quais serdo descritos posteriormente.

Para a remocdo do H,S, de forma geral, a purificacdo quimica é a tecnologia mais
frequentemente empregada, devido ao curto tempo de contato, a alta eficiéncia e a capacidade
de tratar cargas variaveis (MANNUCCI et al., 2012). No entanto, sdo necessarias grandes
guantidades de reagentes, 0 que aumenta 0s custos operacionais e gera residuos que precisam
de destinacdo adequada. Comparados aos métodos fisico-quimicos, o0s tratamentos bioldgicos
possuem algumas vantagens, tais como maior simplicidade operacional, menores custos e
geracdo reduzida de subprodutos indesejaveis (NOYOLA et al., 2006). Estudos anteriores ja
reportaram reducdo de custos da ordem de 62% em sistemas de dessulfurizagdo bioldgica
quando comparados aos de absorcdo quimica (BURGESS et al., 2001 apud RAMOS et al.,
2014). Porém, frequentemente um residual de H,S persiste apés o tratamento bioldgico
(principalmente quando sua concentracdo € alta), além deste ocasionar uma dilui¢do do biogas

nos casos em que é realizada a introducdo de ar (0 oxigénio é necessario as reagdes
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bioquimicas de oxidagdo do sulfeto’, realizadas pelas bactérias sulfurosas incolores).
Dependendo do uso previsto para o biogas, essas impurezas podem demandar uma etapa
adicional de tratamento, o que implica em maiores custos e geracdo de residuos
(RYCKEBOSCH et al., 2011).

3.2.4.1 A microaeracdo

Embora o conceito apresente variagdes entre os autores, hd um consenso de que microaeracdo
se trata, basicamente, da introducdo de certa quantidade de oxigénio em um sistema
predominantemente anaerdbio, na forma de ar ou oxigénio puro, com o objetivo de promover
a oxidacdo biolégica do H,S a S° ou SO,% por bactérias quimiolitotréficas (BOTHEJU;
BAKKE, 2011, RAMOS et al., 2013). A concentracdo de O, no ambiente pode ser controlada
de forma a promover a oxidacdo completa (até sulfato) ou incompleta (a enxofre elementar)

do H,S por essas bactérias.

A microaeracdo pode ser realizada no préprio reator, conforme mencionado anteriormente,
com o objetivo de reduzir a formagdo de H,S, porém a introducdo de oxigénio deve ser
bastante controlada, de forma a néo interferir no processo de digestdo anaerdbia. Anaerébios
estritos necessitam de baixo potencial redox no meio para poderem se desenvolver
adequadamente, e 0 O, pode elevar esse potencial. Por outro lado, a microaeracdo pode
melhorar a performance de reatores anaerdbios (BOTHEJU; BAKKE, 2011). A presenca
controlada de oxigénio pode facilitar a degradacdo de compostos recalcitrantes e favorecer a
hidrélise da matéria organica particulada, que devido a dificil solubilizacéo, é frequentemente
a etapa limitante da digestdo anaerdbia (ZHU et al., 2009; BOTHEJU; BAKKE, 2011).

Conforme colocado por Zitomer e Shrout (1998) a partir de diversos estudos, alguns
organismos anaerébios podem tolerar determinadas concentracfes de oxigénio por certos
periodos de tempo e conviver com organismos aerobios e facultativos. Isso € possivel porque
nos agregados microbianos, tais como biofilmes e granulos, um acentuado gradiente de
oxigénio é gerado devido as barreiras de difusdo e a0 consumo por organismos aerdbios e
facultativos. Estes atuam como um “escudo” para os anaerdbios, normalmente localizados em

regides mais profundas desses agregados. Ainda segundo o0s autores, esses sistemas

’ Muitos microrganismos oxidadores de sulfeto sdo anaerébios, porém os processos de dessulfurizacéo biolégica
do biogas mais frequentemente utilizados empregam organismos aerébios ou microaerofilos.
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combinados podem ser energeticamente mais eficientes que os sistemas unicamente aerébios
e remover mais DBO do que os processos anaerobios convencionais. A oxidagdo de sulfeto
também é potencializada nessas condi¢des, 0 que pode minimizar os efeitos toxicos desse
composto sobre a biomassa e inibir a geracdo de H,S (van der ZEE et al., 2007; BOTHEJU;
BAKKE, 2011).

Deve-se destacar que a concentracdo de oxigénio na qual as conversdes bioquimicas séo
estimuladas depende de diversos fatores, tais como a concentracdo da biomassa no reator e a
composicdo do substrato (BOTHEJU et al., 2009). Além disso, a microaeracéo deve ser feita
cautelosamente, pois quando a concentracdo de metano se encontra entre 5 e 15% e a de
oxigénio entre 3 e 11%, esses gases podem formar uma mistura explosiva (CAMPOS;
PAGLIUSO, 1999). Assim, a microaeracdo realizada no proprio digestor € interessante e pode
reduzir efetivamente a formacdo de H,S no local de origem, porém ha alguns aspectos
negativos importantes que devem ser considerados. Entre eles, encontram-se a deposic¢do de
compostos de enxofre oxidados no interior do reator, que pode levar a colmatacdo do mesmo,
a necessidade de um grande controle na mistura do O, com CHj, e a possibilidade de diluicdo

do biogés por compostos presentes no ar atmosférico (no caso de este ser a fonte de Oy).

Ramos et al. (2013) investigaram a viabilidade de dessulfurizacdo em uma unidade de
microaeragdo separada do digestor, com biogas proveniente da digestdo anaerdbia do lodo de
uma estacdo de tratamento de esgotos. Os autores concluiram que o sistema demonstrou alta
eficiéncia de remocdo (94%) e resisténcia as variacdes na carga de H,S (de 0.22 a 0.35%v/V),
além de possuir vantagens tais como menores requisitos de area, custos reduzidos e riscos de
colmatacdo praticamente inexistentes. Apesar dos pontos positivos, ainda ha poucos trabalhos
sobre microaeracdo quando as concentracdes de H,S no biogas sdo muito altas, como é o caso

deste estudo, em que o biogas possui aproximadamente 3% de H,S (dados ndo publicados).

3.2.4.2 Processos fisico-qguimicos e biolégicos

Processos fisico-quimicos aliados a tratamentos biolégicos tém sido bem sucedidos na
dessulfurizacio do biogas (HO et al., 2013; LIN et al., 2013; GONZALEZ SANCHEZ et al.,
2014). Os processos combinados podem utilizar uma etapa quimica de oxidagdo ou
absorcéo/adsorcdo seguida por uma etapa biologica de regeneragdo de reagentes (HO et al.,
2013) ou alternativamente, uma etapa inicial de purificacdo bioldgica seguida de uma etapa
guimica de polimento (DEUBLEIN; STEINHAUSER, 2008). No sistema estudado, o H,S é
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primeiramente solubilizado e posteriormente & biologicamente oxidado em condicGes de

microaeracgdo, conforme descrito a seguir.

Os métodos biologicos sdo baseados na oxidagdo do H,S por microrganismos oxidadores de
sulfeto, que pode ser realizada de diferentes formas. Bactérias fotossintetizantes anaerdbias,
como as do género Chlorobium, ou quimiolitoautotréficas microaerdfilas ou aerdbias, como
Thiobacillus, alcancam alta eficiéncia de remocédo de H,S, e ja sdo utilizadas em tecnologias
patenteadas, as quais tém como vantagem adicional a possibilidade de recuperacéo do enxofre
elementar (JENSEN; WEBB, 1995, CLINE et al, 2003). O processo Shell-
Paques/THIOPAQ™, por exemplo, cuja primeira planta foi construida em 1993, utiliza
Thiobacillus selecionados e atinge altissima eficiéncia de remocdo de sulfeto no biorreator.
Nessa tecnologia, o teor de H,S pode ser reduzido de 2.0 vol.% até 10 ppm,, com 95 a 98% de
conversdo do mesmo em S°, através da adi¢do controlada de oxigénio no biorreator (CLINE
et al., 2003).

As equacOes 3.3 e 3.4 representam a solubilizacdo e a dissociagdo do H,S em meio aquoso,
processo facilitado pela presenca de ions OH" (hidroxila), que mantém o pH mais bésico. As
equacbes 3.5 e 3.6 representam a oxidacdo do HS  realizada por microrganismos em
condicdes de microaeracao (van den BOSCH et al., 2007; KRAYZELOVA et al., 2014):

H2S(g) <> H2S(ag) (Equacéo 3.4)
H.,S + OH < HS + H,0 (Equacéo 3.5)
HS + 0.5 0, — S°+ OH" (Equacio 3.6)
HS +20; — SO~ + H* (Equacio 3.7)

A partir das equagdes 3.5 e 3.6, é possivel depreender que a menor disponibilidade de O, leva
a oxidagdo parcial do sulfeto a enxofre elementar, o qual é acumulado em grénulos (sobretudo
intracelulares, no caso das bactérias incolores) e pode ser entdo recuperado. Alem disso, a
formagéo do enxofre elementar é acoplada a regeneracdo dos ions OH’, 0 que é importante
para a manutencdo do processo representado pela equagédo 3.4. Ja a oxidacdo completa ocorre

quando h& maior disponibilidade de O,, e leva a formacgdo de sulfato (Equacdo 3.6). Uma
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sintese de alguns grupos microbianos que ja foram encontrados em sistemas de

dessulfurizacdo em condic¢Bes de microaeracdo € apresentada na Tabela 3.7.

Tabela 3.7: Grupos microbianos encontrados em sistemas de dessulfurizagdo microaerados

Grupos Condigbes do experimento Referéncias

Arcobacter sp.
Acinetobacter sp.
Rhodococcus sp.
Sulfuricurvum sp.
Acidithiobacillus sp.

Reatores anaerobios (200 L) tratando lodo de

Ramos et al. (2014)
esgoto

Halothiobacillus
neapolitanus
Sulfurimonas denitrificans

- L1 3 -
Digestor anaeroblob(3$8 m®) tratando dejetos Kobayashi et al. (2012)
0vinos

Biofiltros percoladores (4,33 L) tratando uma

Acidithiobacillus thiooxidans . =
mistura gasosa sintética

Ramirez et al. (2011)

Compostos de enxofre reduzidos, tais como o0 H,S, sdo importantes doadores de elétrons para
muitos microrganismos (MAKI, 2013). A compreensdo sobre as espécies microbianas
envolvidas na dessulfurizacdo e capazes de resistir a tais concentracdes de H,S e sobre as
condigdes ambientais que favorecem seu crescimento é, portanto, bastante relevante e pode

subsidiar o aperfeicoamento e a concepcao de novas tecnologias de dessulfurizacao.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aparato experimental

O sistema estudado € composto por um reator anaerdbio, o qual realiza a metanizacdo da vinhaca,
acoplado as unidades de dessulfurizacdo, que removem o H,S do biogés. A planta esté localizada
na Usina Monte Alegre, no municipio de Monte Belo (Minas Gerais). Este trabalho esta inserido
no projeto de doutorado intitulado “Desenvolvimento de um sistema de purificagdo do biogés
visando a geragdo de energia elétrica a partir da metanizagao da vinhaga”, desenvolvido pelo
aluno Luis Felipe Colturato no Programa de Pds-graduacdo em Saneamento, Meio Ambiente e
Recursos Hidricos da UFMG.

4.1.1 Descrigdo dos sistemas de metanizacao e de dessulfurizacéo

O sistema de metanizacdo, em escala piloto, é constituido basicamente por dois tanques de
introducdo, os quais recebem a vinhaga produzida na usina, um reator anaerébio e as
estruturas anexas. Este possui 8,5 m* de volume (til, é operado em condicdes mesofilicas
(37°C) e com uma carga de organica média de 17,5 kg DQO.m>.d™. O reator é alimentado
com a vinhaca armazenada nos tanques. Apds a digestdo, o efluente € direcionado a um
reservatorio (denominado tanque de extracdo), enquanto o biogas gerado no processo de
tratamento é desumidificado e armazenado em um acumulador de gas. O sistema de
metanizacdo € composto, portanto, pelos tanques de introducdo da vinhaca, o digestor
anaerdbio, o tanque de extracdo e o acumulador de gas (Figura 4.1). Ha4 um ponto de
amostragem para monitoramento das concentra¢@es de CH,4, CO,, O, e H,S, o qual é realizado
com um analisador portatil (Landtec GEM™ 5000 Plus).

O sistema de dessulfurizacdo, representando na Figura 4.2, consiste em 4 unidades que tém
como objetivo promover a remocao do H,S do biogas gerado durante a digestdo anaerobia da
vinhaca. O biogas, previamente armazenado no acumulador de gas, é conduzido ao sistema de
dessulfurizacdo para tratamento. O efluente do digestor (que foi depositado no tanque de
extracdo) é a origem do liquido que circula no sistema de dessulfuriza¢do. Portanto, o sistema
de dessulfurizacdo recebe, na fase gasosa, 0 biogads proveniente do acumulador, e na fase
liquida, o efluente da digestdo anaerdbia da vinhaga, que foi armazenado no tanque de

extracdo, ou solucdo de hidréxido de sédio (NaOH), quando necessario.
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Reator de
metanizacao

Tanques de introducéo

—

Grupo gerador

A biogés
Container para o
laboratorio

Gasbmetro
il

Tanque de
extracao

Container para o sistema
de dessulfurizacdo

Fonte: adaptada de Colturato, L.F. (acervo pessoal).

Figura 4.1: Sistemas de metanizacéo e de dessulfurizagéo.

Biogas  Liquido Recirculagéo

Liquido !
Biogéas
Liquido
Torrede O, Torre de O, ’ Torre
absorgao tipo - regeneracéo biolgica Decantador
Venturi biolégica lamelar

Fonte: adaptada de Colturato, L.F. (acervo pessoal).

Figura 4.2: Sistema de dessulfurizacao do biogas.
As linhas verdes pontilhadas indicam rotas alternativas para o liquido de recirculacao.
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E importante destacar que as caracteristicas fisico-quimicas do liquido de recirculacdo no
sistema de dessulfurizacdo sdo semelhantes aquelas do liquido no tanque de extracdo, e que

ndo foram utilizados meios de cultura sintéticos.

O sistema de dessulfurizacdo, descrito com maiores detalhes a seguir, combina principios
fisico-quimicos e bioldgicos para promover a transferéncia do H,S da fase gasosa para a
liquida e a oxidacdo do sulfeto solubilizado (Figura 4.2). E constituido por uma Torre de
absorcdo tipo Venturi (onde € realizada a transferéncia do sulfeto da fase gasosa para a fase
liquida), uma Torre de regeneracdo bioldgica (cujo objetivo é promover a solubiliza¢do do
O, na fase liquida, agora rica em sulfeto), uma Torre bioldgica (com estrutura semelhante a
um biopercolador, foi concebida com o objetivo de proporcionar a regeneracdo de ions
hidroxila, necessarios para manter o pH na faixa ideal para a solubilizacdo do H,S) e um
decantador lamelar (com a funcdo de promover a precipitacdo do enxofre elementar gerado
pela oxidacdo do sulfeto). No entanto, apesar de a oxidacdo de sulfeto e a regeneracdo de ions
OH" terem sido observadas durante os experimentos, ndo foi possivel verificar, até o
momento, a precipitacdo de enxofre elementar no decantador. E importante destacar que os
aspectos estruturais e operacionais do sistema ndo sdo objeto de estudo deste trabalho e serdo
discutidos detalhadamente no projeto de doutorado citado anteriormente.

Conforme dito anteriormente, a Torre biolédgica foi planejada com o objetivo de proporcionar
a regeneracdo de ions hidroxila, os quais mantém o pH levemente basico (entre 7,2 € 9 no
presente sistema). No entanto, a atividade de oxidacdo de sulfeto acoplada a regeneracao de
OH" foi observada na unidade anterior, ou seja, na Torre de regeneracdo bioldgica. Portanto,

optou-se por recolher as amostras bioldgicas da Gltima e maior enfoque serd dado a mesma.

4.1.1.1 Torre de absorcdo tipo Venturi

A torre de absorcdo tipo Venturi (Figura 4.2) foi construida em ago inoxidavel e possui
volume util para reagéo de 1,2 litros, sendo dividida em trés partes principais: cabega, cilindro
central, onde ocorre a reagdo, e o plenum, na parte inferior. O equipamento possui sensores de

pressdo, condutividade, pH, ORP e temperatura.

A entrada de biogas e de liquido acontece em fluxo concorrente por pontos localizados na
lateral da cabeca. O liquido € introduzido na torre através de um bico ejetor, que possibilita o
arraste do biogas, devido a alta presséo. O biogas lavado sai pela parte inferior da torre de

reacdo, enquanto a fase liquida é direcionada as unidades subsequentes. O objetivo da Torre de
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absorcéo tipo Venturi é, portanto, promover a transferéncia do H,S da fase gasosa para a
fase liquida, processo que estd diretamente relacionado ao pH e consequentemente, a
disponibilidade de ions hidroxila. Vale observar que o ar atmosférico ndo entra em contato
direto com o biogas, 0 que previne a sua diluicdo e evita, dessa forma, uma etapa posterior de
tratamento do mesmo. A purga, quando necessaria, é realizada por pontos de saida localizados

na face inferior do plenum.

A eficiéncia de remocédo de H,S do biogas foi calculada a partir da concentracdo de H,S no
biogas afluente e efluente a Torre de absorcdo, conforme a equagdo 4.1. Dessa forma, a
concentracdo de sulfeto no liquido de recirculagcdo nédo foi usada para calculos de eficiéncia.

ER = W x 100 (Equagéo 4.1)

em que
ER = Eficiéncia de Remocao (%);
Cin = concentracdo inicial de H,S (kg/Nm?®); e

Csaida= concentracdo final de H,S (kg/Nm3).

4.1.1.2 Torre de regeneracdo bioldgica

A Torre de regeneracdo bioldgica, representada na Figura 4.3, foi feita em aco inoxidavel e é
dividida em plenum e torre de reacdo, com 96,4 L de volume util. Essa unidade foi projetada
com o objetivo de aumentar a concentracdo de oxigénio dissolvido no liquido de recirculagao,
de forma a otimizar a oxidacdo do sulfeto na etapa seguinte, realizada inicialmente pela Torre
bioldgica. No entanto, a producdo de ions hidroxila (OH") acoplada a oxidacdo do sulfeto foi
observada ja na Torre de regeneracdo bioldgica, motivo pelo qual esta passou a ser a unidade
principal de tratamento bioldgico e o local onde foram coletadas as amostras para as analises
microbioldgicas. Para promover a retengdo da biomassa, fios de nylon de 0,1 mm de
espessura e 1 m de comprimento foram instalados em seu interior (Figura 4.4). Através de um
ponto de entrada (04) na face superior da torre de reacdo, uma chave de nivel monitora o
volume de liquido. Sensores de pH, ORP, temperatura e OD estdo instalados na base da
torre de reagdo (05 e 06, ndo mostrado). Pontos de entrada excedentes (07) permitem a
inclusdo de sensores adicionais, caso necessario. A saida do liquido se d& por uma abertura
na parte superior da torre (08). O efluente desta unidade pode ser entdo direcionado a torre

bioldgica ou reconduzido a Torre de absorcéo tipo Venturi.

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



Fonte: cedida por Colturato, L.F. (acervo pessoal).

Figura 4.3: Torre de regeneracao biologica da fase liquida.

Fonte: cedida por Colturato, L.F. (acervo pessoal).

Figura 4.4: Foto dos fios de nylon no interior da Torre de regeneracédo biolégica antes e
apos o inicio da operacéo do sistema de dessulfurizacgéo.

4.1.1.3. Torre biolbgica

A torre bioldgica (Figura 4.2), de aco inoxidavel, foi projetada para realizar a oxidagdo do
sulfeto acoplada a geracdo de ions OH™ e est4 dividida em cabeca, torre de reacdo e plenum.
Externamente, é idéntica & Torre de absorcdo tipo Venturi (Figura 4.2), porém a parte interna é
preenchida por fios de nylon que auxiliam na retencdo da biomassa.
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O oxigénio necessario aos microrganismos € introduzido por um ponto localizado no plenum,
enquanto o liquido do sistema de recirculacdo é introduzido pela lateral da cabeca. O liquido
efluente dessa unidade pode ser direcionado ao decantador lamelar, para recuperagdo do
enxofre coloidal, ou reconduzido a Torre de absor¢do tipo Venturi, de modo a manter um
circuito fechado sem comprometimento da eficiéncia do processo de regeneracdo das
hidroxilas. Para monitoramento desta unidade, h4 uma chave de nivel e sensores para medi¢cdo

de presséo, condutividade, pH, ORP e temperatura.

4.1.1.4 Decantador lamelar

O decantador lamelar (Figura 4.2) é composto por calha, lamelas, corpo e estrutura de
sustentacdo. A funcdo da calha é coletar o liquido sobrenadante e a das lamelas, promover a
separacdo sélido/liquido. O corpo do decantador comporta as lamelas e a calha e a estrutura

de sustentagdo suporta todo o equipamento.

O liquido contendo solidos suspensos € introduzido por uma abertura na parte inferior do
decantador e bombeado até a camara, onde as lamelas promovem a precipitacdo dos solidos
para um pogo de coleta. Sensores de pH, ORP e temperatura encontram-se na lateral do
corpo do decantador. Uma chave de nivel monitora os niveis minimo e maximo do liquido.
O decantador possui um fundo conico para facilitar a limpeza, realizada através de um
ponto de saida em sua base. O liquido tratado sai do decantador pela parte superior e é

enviado a um reservatorio, de onde pode ser reconduzido ao sistema.

4.2 Desenho experimental

A pesquisa foi dividida em seis etapas, conforme o fluxograma apresentado na Figura 4.5. As
coletas foram feitas em quatro das seis etapas experimentais na Torre de regeneracao
biologica, conforme apresentado na Tabela 4.1. As amostras foram coletadas tanto do liquido
de recirculagdo (identificadas pela letra ‘L’) como da biomassa aderida aos fios de nylon
(identificadas pela letra ‘B’). Também foram analisadas amostras do digestor (Di.l1) e do
tanque de extracdo, o qual armazena o efluente do digestor de vinhaca e de onde foi retirado o
indculo (In). A andlise das amostras do digestor foi considerada relevante para a compreensdo
da microbiota na Torre de regeneracdo bioldgica, uma vez que a biomassa no sistema de

dessulfurizacdo provem do efluente do digestor, armazenado no tanque de extracao.
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1)

2)

1) Inoculagéo e
aclimatacéo

2) Aumento de
carga

3) Periodo
estacionario 1

4) Choque de
carga

5) Estabilizacao

6) Periodo
estacionario 2

Figura 4.5: Fluxograma das etapas experimentais.

Inoculacdo e aclimatacdo: O inoculo da torre de regeneracdo, proveniente do liquido
armazenado no tanque de extracdo, foi preparado antes do inicio do experimento. Para
tanto, foi injetado ar difuso no tanque de extracdo (volume de 2 m®) durante 15 dias, a
uma vazdo de 4,5 m3.h™. Posteriormente, o inéculo foi submetido a pulsos diarios de H,S,
com uma carga equivalente a 10 kg H,S.d™ durante um periodo de 10 dias. Apés este
procedimento, o in6culo foi transferido para o sistema de dessulfurizacdo. Assim que a
producdo de biogas foi estabilizada (0 que ocorreu ap6s a finalizacdo do periodo de
entressafra), o sistema foi submetido a aeracdo através da injecdo controlada de ar
atmosférico com uma vazdo de 4,5m’h? e carga volumétrica aplicada média de
2,2 kg HoS.m™.h™ (esta é referente & carga de H,S aplicada na Torre de absorcéo tipo
Venturi e foi calculada previamente a partir de dados de vazédo do biogas e concentracao
de H,S no mesmo). A estabilizacdo da corrente de biogas e, consequentemente, da carga
de H,S, foi considerada como o ponto inicial de monitoramento (dia 0). Portanto, as

coletas das amostras do inoculo e da aclimatacdo foram realizadas anteriormente ao dia 0.

Aumento de carga: a carga afluente de H,S foi ajustada até ser fixada em
aproximadamente 7,6 kg H,S.m>.h, valor correspondente a maior carga obtida

mantendo-se a eficiéncia de remog&o superior a 99%.
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3)

4)

5)

6)

Periodo estacionario 1: a carga afluente de 7,5 kg H,S. m>.h, estabelecida na etapa

anterior, foi mantida estavel durante 15 dias.

Choque de carga: com o propdésito de avaliar a robustez e a resiliéncia do sistema a
choques de carga, foi aplicada uma carga média de 16,5 kg H»S. m>.h™, superior ao dobro

da adotada anteriormente durante 2 dias. No dia seguinte, foi realizada uma nova coleta.

Estabilizaco: a carga de H,S afluente foi reduzida para cerca de 3 kg H,S.m™.h™ ao fim
do choque de carga e progressivamente aumentada, com o objetivo de reestabelecer as

condicdes de estabilidade do periodo estacionario 1.

Perfodo estacionario 2: Uma carga média de 8,1 kg H,S. m™>.h™* foi mantida durante um
periodo de 13 dias. Na transicdo entre as etapas de estabilizacdo e periodo estacionario 2,
foi coletada a ultima amostra. No momento da coleta, a carga de H,S aplicada e a
eficiéncia de remocéo ja se encontravam muito mais proximas dos valores estabelecidos
no periodo estacionario 2 do que no restante do periodo de estabiliza¢do, motivo pelo qual

foi adotada a nomenclatura correspondente a este periodo.

As legendas adotadas para identificacdo das amostras nas analises moleculares s&o:

In: In6culo,
Di.1: Amostra coletadas do digestor na etapa de aclimatacao,

L.Ac: liquido de recirculacdo coletado na etapa de aclimatacdo. A amostra da biomassa
aderida aos fios na etapa de aclimatacdo também foi coletada, porém a quantidade foi
inferior a necessaria para as analises seguintes (sdo necessarios 0,25 gramas de lodo para a

extracdo de DNA com o Kit utilizado).

L.Pe.1/B.Pe.1: liquido de recirculacdo e biomassa aderida coletados no periodo

estacionario 1, respectivamente.

L.Cc/B.Cc: liquido de recirculacdo e biomassa aderida coletados apds o choque de carga,

respectivamente.

L.Pe.2/B.Pe.2: liquido de recirculagdo e biomassa aderida coletados entre a etapa de

estabilizacdo e o periodo estacionario 2.

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



Tabela 4.1: Sintese das etapas experimentais

Carga aplicada de H,S
Fase experimental na Torre de absorcéo Duracéo (dias) Amostras coletadas

(kgH,S.m*.h™

In (Inéculo)®, Di.le

1) Inoculacdo e aclimatacéao Variavel/2,2 4 (apds a estabilizacdo) L Ac
2) Aumento de carga 2,1-9,38 5a42 -
3) Periodo estacionario 1 7,5 43 a 56 L.Pe.1/B.Pe.1
4) Choque de carga 16,5 57 a59 L.Cc/B.Cc
5) Estabilizagdo 3,0-7,9 60 a 92

) o L.Pe.2/B.Pe.2
6) Periodo estacionario 2 8,1 93 a105

4.3 Processamento das amostras

Amostras da biomassa foram coletadas conforme descrito anteriormente. Com relagéo ao
liquido de recirculacdo, foram coletadas duplicatas com 500 mL de volume cada na saida da
Torre de regeneracdo; quanto a biomassa aderida, amostras dos fios de nylon foram coletadas
em triplicata, a partir de pontos diferentes da mesma. Do digestor, foi coletado um volume de
aproximadamente 2 litros de lodo, a partir de diferentes pontos de coleta localizados em sua
base. Do efluente contido no tanque de extracdo, que foi utilizado como indculo, foram

coletados 500 mL, em triplicata.

As amostras foram encaminhadas em condicGes de refrigeracdo para o laboratorio de
Microbiologia do DESA (UFMG), onde foram processadas e armazenadas a -20C° conforme
descrito por Garcia e Araujo (2010). Posteriormente, 0 DNA gendmico foi extraido a partir de
0,25 g de todas as amostras com o kit de extragdo PowerSoil DNA Isolation Kit (MO BIO
Laboratories, E.U.A.), de acordo com as instrucdes do fabricante. O DNA foi quantificado
em um fluordmetro Qubit® (Life Technologies) e a pureza (OD 260/280) aferida em um

espectrofotdmetro Nanodrop 1000 (Thermoscientific).

4.4 Andlises fisico-quimicas e estatisticas

Os parametros fisico-quimicos foram analisados no local onde esta instalado o sistema de
dessulfurizacdo e os dados utilizados nas analises estdo sintetizados na Tabela 4.2. Na fase

gasosa, foram monitoradas a vazdo do biogas (medidor de gas LAO Industria, modelo G1,6 e

¥ As coletas do indculo, do digestor e da etapa de aclimatacdo foram feitas anteriormente & estabilizacdo da
corrente de biogas e ao inicio do monitoramento (definido como dia 0).
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G2,5), a temperatura e as concentracfes de CH,4, CO,, H,S e O, (com os analisadores de gas
portateis LandtecGEMTMb5000PIus para o biogéas afluente e Landtec GATM4000 para o
biogés efluente ao sistema de dessulfurizagdo). Foram utilizados neste trabalho os dados
referentes a carga volumétrica aplicada de H,S, calculada previamente a partir das
informacdes sobre a vazdo do biogas afluente a Torre de absorcdo tipo Venturi e a

concentracéo de H,S no mesmo.

Em relacdo a fase liquida, foram monitorados a temperatura, ORP e pH (transdutores
combinados Endress + Hauser, modelo CPS16D-1009/0), oxigénio dissolvido (transdutor
Endress + Hauser, modelo COS61D-1077/0) e também DQO, sulfeto e sulfato dissolvidos. A
DQO foi determinada em amostras submetidas a 150°C por duas horas em um reator da marca
Hach, modelo DQO DRB200. Em seguida, as amostras foram resfriadas e analisadas em um
espectrofotémetro visivel portatil (DR800, Hach), utilizando-se o reagente dicromato de
potassio (CAT-21.259.25, faixa de deteccdo de 1.500 a 15.000mg.L™). As concentracdes de
sulfato e sulfeto também foram aferidas em um espectrofotdmetro visivel portatil (DR800,
Hach), utilizando-se os reagentes SulfaVer (CAT-21067-69, Hach) para sulfato e sulfeto 1
(1816-32, Hach) e sulfeto 2 (1817-32, Hach) para analise de sulfeto. Todos os transdutores
sdo acoplados a um sistema de automacdo e monitoramento, que armazena os dados para

analises posteriores.

Tabela 4.2: Parametros fisico-quimicos analisados

Parametro Método Frequéncia média Amostragem

pH Sensor On-line Fase liquida
Temperatura Sensor On-line Fase liquida/Biogas
ORP Sensor On-line Fase liquida

oD Sensor On-line Fase liquida

DQO Colorimétrico 1 x por dia Fase liquida
Sulfeto dissolvido Colorimétrico 1 x por dia Fase liquida
Sulfato dissolvido Colorimétrico 1 x por dia Fase liquida
Concentracdo de H,5,Q  Analisadores de géas 5X na semana Biogas

As anélises estatisticas foram realizadas no programa R, com o0 objetivo de investigar a
variacdo dos pardmetros fisico-quimicos entre as etapas experimentais, e assim compreender
melhor sua influéncia sobre a diversidade de td&xons encontrados nas amostras. Primeiramente,
foi realizada a estatistica descritiva dos dados, com calculo das médias para todas as variaveis
analisadas e também das medianas e desvios-padrdo da carga volumétrica aplicada de H,S

para cada fase.
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Em seguida, a normalidade dos dados foi testada através do teste de Shapiro. Refutada a
hipotese de normalidade, foram realizados testes ndo-paramétricos para verificar se a carga de
H,S apresentou variagédo significativa entre as etapas experimentais.

O teste de Kruskal — Wallis indicou a existéncia de diferengas significativas entre as mesmas
(p<0,001). Para identificar quais etapas diferiram significativamente em relacdo a variavel de
interesse, foi utilizado o teste de Mann-Whitney com correcdo de Bonferroni (esta visa a
corrigir o nivel de significancia com base no nimero de comparac6es realizadas). O mesmo
teste foi aplicado para as demais variaveis fisico-quimicas analisadas, com o objetivo de
identificar alteracbes nas condigdes operacionais que pudessem estar associadas ao

desenvolvimento de grupos microbianos resistentes ao choque de carga.

4.5 Andlises microbioldgicas
451 PCReDGGE

Com o objetivo de preparar o DNA extraido para o DGGE, foi realizada uma PCR (do inglés
polimerase chain reaction ou reacdo em cadeia da polimerase) de todas as amostras com
iniciadores universais que amplificam a regido V8 do gene da subunidade 16S do RNA
ribossomal (1055F/1392R) de Bacteria (FERRIS et al., 1996). Um grampo GC foi adicionado
ao iniciador 1392R, com o objetivo de facilitar a separagdo das bandas durante a resolugéo
eletroforética. Os iniciadores escolhidos foram utilizados com sucesso na amplificacdo de
bactérias oxidadoras de sulfeto em trabalhos anteriores realizados pelo grupo de pesquisa do

Laboratorio de Microbiologia do DESA, e suas sequéncias se encontram na Tabela 4.3.

Tabela 4.3: Sequéncia dos iniciadores utilizados nas reagtes de PCR para DGGE

Iniciador Sequéncia 5’ - 3’
1055F ATGGCTGTCGTCAGCT
1392R ACGGGCGGTGTGTAC
Grampo GC CGCCCGCCGLGLLreaLaseeeasasreeaseeaececeeceacececece

A PCR foi baseada no programa descrito por Ferris et al. (1996) e consistiu em 5 minutos de
desnaturacdo inicial, seguidos por 1 minuto a 94°C, 1 minuto de anelamento e 3 minutos de
extensdo a 72°C. A primeira fase da reacdo consistiu em um touchdown, no qual a

temperatura de anelamento foi diminuida de 53 para 43°C (1°C por ciclo, por 10 ciclos). Em
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sequida, foram realizados 20 ciclos a 43°C e uma etapa de extensdo final a 72°C por 10

minutos. As concentragdes dos reagentes utilizados nas reacdes sao apresentadas na Tabela 4.4.

Apos confirmada a amplificacdo em gel de agarose 1%, os produtos de PCR das respectivas
duplicatas ou triplicatas de cada amostra foram agrupados. Para a quantificacdo, cada pool foi
submetido a resolugdo por eletroforese em gel de agarose 2%, com solucdo de GelRed
(Biotium), tampéo 10x (Phoneutria) e marcador de peso molecular Low DNA Mass Ladder (Life
Technologies). A quantificacdo foi realizada através do software ImageMagick
(Thermoscientific). Em sequéncia, 400 nanogramas de DNA de cada pool foram utilizados
para 0 DGGE (Dcode Universal Mutation Detection System, Bio-Rad Laboratories), em um gel

com 8% de poliacrilamida e gradiente desnaturante de 30 a 70%, durante 17 horas a 80 volts.

Tabela 4.4: Componentes da PCR para DGGE

Reagente Marca Concentragéo Quantidade por reacao (ML)
Agua ultrapura - - 10,5
Pré-mix 2x Phoneutria 2X 12,5
Iniciador 1055F Invitrogen 25 pmol/pL 0,5
Iniciador 1392R-GC Invitrogen 25 pmol/uL 0,5
DNA - - 1,0
Volume total - 25,0

O gel foi corado com SybrGold (Life Technologies) por 25 minutos e visualizado em um
transluminador Nippon Genetics. As bandas foram excisadas com o auxilio de um cortador de
bandas, eluidas em 50 pL 4gua ultra-pura e mantidas a 4°C da noite para o dia (GREEN et al.,
2009).

O DNA eluido foi novamente amplificado com os iniciadores 1055F/1392R, porém sem o
grampo GC, nas mesmas condi¢fes da primeira reacdo. Os produtos da PCR foram
guantificados (conforme descrito na primeira reacdo) e enviados para purificacdo e
sequenciamento bidirecional (realizado pela empresa Macrogen Inc., em um sequenciador
3730XL).

Os perfis de banda do DGGE foram analisados com o programa Bionumerics 7.1 (Applied
Maths) com o objetivo de verificar a similaridade entre as amostras. Os perfis foram
comparados usando o coeficiente de similaridade Dice e o dendograma foi gerado através do
método UPGMA (Unweighted Pair Group with Mathematical Averages).
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As sequéncias diretas e reversas (forward e reverse) foram montadas e editadas com o
programa Geneious 8.0.4 (www.geneious.com, KEARSE et al., 2012) e checadas em relagdo
a presenca de quimeras com o programa Decipher (WRIGHT et al., 2012). As sequéncias
consenso resultantes foram entdo comparadas as bases de dados do Ribossomal Database
Project através do RDP Classifier, com um nivel de confianca de 80% (WANG et al., 2007) e
do NCBI através do Blastn (ALTSCHUL et al., 1990).

4.5.2 Sequenciamento de nova geracao

Com o objetivo de identificar, de forma mais ampla e detalhada, a diversidade microbiana
presente no sistema de dessulfurizacdo, foi realizada uma analise através da plataforma de
sequenciamento de nova geracdo MiSeq (Illumina). O DNA extraido das amostras foi enviado

para a empresa Macrogen Inc. para a construcao das bibliotecas e sequenciamento.

Os iniciadores  utilizados na reacdo de amplificacdo foram o 515F
(GTGNCAGCMGCCGCGGTAA) e 0 926R (CCGYCAATTYMTTTRAGTTT), os quais
delimitam a regido V4 e parte da regido V5 da subunidade 16S do RNA ribossomal de
Archaea e Bacteria (QUINCE et al., 2011). A cobertura dos iniciadores foi avaliada através
de um teste in silico com auxilio da ferramenta TestPrime (KLINDWORTH et al., 2013).

As andlises de bioinformatica foram realizadas no Centro de Exceléncia em Bioinformética
(CEBIo), Instituto de Pesquisa René Rachou (Fundacdo Oswaldo Cruz) utilizando-se o
programa QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology) (CAPORASO et al., 2010).
Primeiramente, as sequéncias forward e reverse de cada amostra foram unidas, gerando
sequéncias consenso. Estas foram processadas e filtradas em relacdo a qualidade, agrupadas
em UTOs (Unidades Taxondmicas Operacionais, do inglés Operational Taxonomic Units) e
checadas em relacdo a presenca de quimeras (USEARCH 7). Uma vez selecionadas, as
sequéncias foram classificadas em relacdo a base de dados do Greengenes, com limite de 97%
de similaridade. Os indices Chao 1 e Simpson também foram calculados pelo programa
QIIME.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Andlises fisico-quimicas e estatisticas

Os parametros fisico-quimicos foram mensurados a partir de amostras do liquido de

recirculacdo na saida da Torre de regeneracdo bioldgica e seus respectivos valores médios em

cada uma das etapas experimentais se encontram na Tabela 5.1 (com excec¢éo da temperatura,

gue ndo variou entre as etapas experimentais e foi mantida em torno de 30°C). O inoculo

também foi caracterizado quanto aos principais aspectos fisico-quimicos, os quais se

encontram na Tabela 5.2.

Tabela 5.1: Médias dos parametros fisico-quimicos monitorados na Torre de regeneracao

biolégica
Etapa experimental/ Ca;ggde HS ., 5042:l DQO_1 ORP oH OD-1
Parametro (kg.m.hY) (umol.L™) (mg.L™) (mg.L™) (mV) (mg.L™)
1) Aclimatacéao 2,2 425 52,0 3938,0 -208,3 7,8 2,4
2) Aumento de carga 7,55 93,11 1044,5 3660,0 -372,2 8,3 2,51
3) Periodo estacionariol 7,5 60,4 1532,1 3442,0 -399,5 7,8 2,0
4) Choque de carga 16,5 95,5 1775,0 4150,0 -421,8 7,7 0,2
5) Estabilizacdo 5,00 140,5 1912,4 4674,0 -419,3 7,6 0,73
6) Periodo estacionario 2 8,1 21,6 2593,9 1953,0 -425,7 7,4 1,3

Tabela 5. 2: Caracterizagao fisico-quimica do in6culo

Parametro Unidade Valor
Temperatura °C 29
pH 8,2
DQO mg.L? 2.100
Sulfato mg.L? 50
Sulfeto pg.L? 180
Nitrogénio total mg.L? 230
Nitrato mg.L*? Ausente
Nitrito mg.L*! Ausente
Fosforo total mg.L™? 70

O sistema de dessulfurizacdo apresentou alta eficiéncia de remoc¢édo, conforme pode ser visto

na Figura 5.1. E importante reiterar que a eficiéncia de remocdo de H,S do biogés foi

calculada previamente a partir da concentracdo de H,S no biogas afluente e efluente a Torre

de absorcéo, conforme descrito no tépico Material e Métodos. Para descartar a possibilidade
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de oxidacdo quimica do H,S, foram realizados experimentos prévios a inoculacdo. Nesses
experimentos, descritos detalhadamente na tese desenvolvida pelo aluno Luis Felipe Colturato
(DESA/UFMG), foi possivel observar que ndo houve oxidacdo de sulfeto significativa na
auséncia de biomassa.
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—— Carga Aplicada de H2S ——Eficiencia de Remocéo de H2S

Figura 5.1: Carga de H,S aplicada versus a eficiéncia de remocéo de H,S.
Os ndmeros na area do grafico indicam as etapas experimentais correspondentes.1: Aclimatacao, 2:
Aumento de carga, 3: Periodo estacionériol, 4: Choque de carga, 5: Estabilizacdo, 6: Periodo
estacionario 2.

O teste de Kruskal — Wallis indicou a existéncia de diferencas significativas entre as etapas
experimentais para a variavel carga volumétrica de H,S aplicada (p<0,001), como pode ser
observado na Tabela 5.3, que também apresenta os valores de meédia, desvio padrdo e a
mediana para cada fase. A Figura 5.2 oferece uma visdo mais informativa sobre a varia¢do na
carga volumetrica aplicada de H,S ao longo do experimento. As etapas 2, 4 e 5 apresentaram
maior variacdo, como esperado, enquanto nas etapas 1, 3 e 6 ha maior estabilidade. As
amostras bioldgicas foram coletadas nas etapas de aclimatagdo, periodo estacionério 1,
choque de carga e entre as etapas de estabilizacdo e periodo estacionario 2, nomeadas na
Figura 5.2 como etapas 1, 3, 4 e 5/6, respectivamente.
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Tabela 5.3: Carga volumétrica de H,S aplicada

. . NGmero de . Desvio- . Valor-P
Etapas experimentais o~ Média ~ Mediana (Kruskal-
medicdes padréao Wallis)
1) Aclimatacéo 19 2,2 0,031 2,150
2) Aumento de carga 152 7,6 0,092 7,790
3) Periodo estacionariol 54 75 0,020 7,450
<0,001
4) Choque de carga 9 16,5 0,593 16,220
5) Estabilizagdo 118 5,0 0,105 4,825
6) Periodo estacionario 2 49 8,1 0,034 8,030
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Figura 5.2: Variacao da carga volumétrica aplicada de H,S entre as etapas experimentais.
Os nimeros na area do gréfico indicam as etapas experimentais correspondentes.1: Aclimatagao, 2:
Aumento de carga, 3: Periodo estacionariol, 4: Choque de carga, 5: Estabilizacéo, 6: Periodo

estacionario 2.

O teste de Mann-Whitney com corre¢do de Bonferroni foi realizado para identificar quais as

fases em que as diferencas na carga volumétrica aplicada de H,S foram significativas

(p<0,05). Tais diferencas foram constatadas entre todas as etapas, incluindo entre o periodo

estacionario e o periodo estacionario 2 (fases 3 e 6), o que ndo era esperado. Apesar do

namero de dados ser diferente entre as fases, o que pode ter influenciado o resultado dos

testes, estes indicam que a variacdo na carga volumétrica aplicada de H,S entre as etapas foi

significativa.
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Na etapa de aclimatacdo (Fase 1) foi aplicada, a partir do momento de estabilizacdo da
corrente de biogas (dia 0), uma carga volumétrica média de H,S de 2,2 kg H,.Sm=3h' e a
eficiéncia de remog&o variou de 88,5 a 99,6 %. Os altos valores de eficiéncia de remogéo de
sulfeto ja nessa etapa podem ser explicados pelo fato de que a biomassa estava em processo
de adaptacdo anteriormente ao inicio do fluxo estabilizado de biogas (correspondente ao dia

0), conforme descrito anteriormente.

No aumento de carga (Fase 2), a carga foi gradualmente aumentada, e entdo fixada em
7,5 kg H2S.m™.h™ no periodo estacionario 1 (Fase 3), na qual a eficiéncia de remocéo de H,S
se manteve em torno de 99,3%.

Posteriormente, foi realizado um choque de carga (Fase 4), no qual a carga de H,S aplicada
foi aumentada em aproximadamente 220% (16,5 kg H,S. m>.h"t em média) em relacio ao
periodo anterior. Nessa etapa, a eficiéncia de remocédo de H,S caiu para 76,2%, e SO retornou

a valores superiores a 99% no terco final da etapa de estabilizacdo (Fase 5).

A partir da Figura 5.3, é possivel observar que ao choque de carga seguiu-se um aumento do
sulfeto dissolvido e da DQO. Na etapa de estabilizacdo (Fase 5), caracterizada por oscilacdes
na eficiéncia de remocdo de H,S e acumulo de sulfeto mesmo apds a reducdo da carga de
H,S, foi observado um aumento pronunciado na concentracdo de sulfeto dissolvido no meio
liquido entre os dias 61 e 70, a qual chegou a valores superiores a 600 umol.L™. O aumento
do sulfeto dissolvido poderia ser toxico para 0s microrganismos, e assim, no dia 71 foi
realizada uma diluicdo do liquido de recirculagdo com agua proveniente de um poco de
captacdo da Usina Monte Alegre. A diluicdo foi realizada até ser atingida uma concentracéo
aproximada de sulfeto dissolvido de 100 pmol.L™?, préxima a concentragdo nas fases
anteriores ao choque de carga. Apos a diluicdo, a eficiéncia de remocdo de H,S retornou a
valores superiores a 99%. Ao final da etapa de estabilizacdo e durante o periodo estacionario
(Fases 5 e 6), a carga de H,S aplicada foi progressivamente aumentada e finalmente

estabilizada em 8,1 kg H.S.m™.h™*, com eficiéncia de remocéo de H,S entre 99,4 a 99,7%.
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Figura 5.3: Concentra¢fes de sulfato, sulfeto e DQO ao longo do tempo.
Os nimeros na area do gréfico indicam as etapas experimentais correspondentes.1: Aclimatagéo, 2:
Aumento de carga, 3: Periodo estacionéariol, 4: Choque de carga, 5: Estabilizagdo, 6: Periodo
estacionario 2.

Uma vez que no periodo estaciondrio 2 foi alcancada a estabilidade com uma carga
volumétrica de H,S aplicada superior ao periodo estacionario 1, o teste de Mann-Whitney
também foi realizado para as demais varidveis analisadas com o objetivo de fazer uma
investigagcdo preliminar sobre se as condigcbes operacionais estabelecidas nessa etapa
diferiram significativamente das demais. Os testes mostraram (com p<0,05) que a Unica
variavel cuja diferenca foi significativa no periodo estacionario 2 em relacdo as outras fases
foi a DQO, com excecdo do choque de carga (0 que pode ser atribuido ao numero de
medicdes diferentes em cada etapa). Houve diferencas significativas de outras variaveis entre
as fases, mas ndo especificamente para o periodo estacionario 2. Na Tabela 5.1, observa-se
que a média da DQO no perfodo estacionario 2 (1.953 mg.L™) foi sensivelmente menor do
gue nas demais e na Figura 5.3 sdo apresentados os valores de DQO, além de sulfato e sulfeto
dissolvidos ao longo do tempo. No entanto, outras variaveis, como o OD, o qual diminuiu
sensivelmente ap6s o choque de carga (Tabela 5.1), podem ter tido grande influéncia sobre os
microrganismos e o processo de dessulfurizacdo. Esta passou de uma media superior a
2mg.L™" nas etapas anteriores para 0,2 durante o choque de carga e 0,73 na etapa de
estabilizacdo. O sistema voltou a estabilidade quando o OD atingiu valores superiores a
1 mg.L™, o que indica que a variacao neste parametro provavelmente também esté relacionada
ao seu bom desempenho. Esse resultado é esperado, uma vez que o O, é o principal aceptor de

elétrons para a oxidacao do sulfeto por bactérias sulfurosas incolores. A reducdo no OD pode
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ser consequéncia da elevada DQO, uma vez que a oxidacdo dos compostos reduzidos de

enxofre, por vias quimicas ou bioquimicas, demanda oxigénio.

Na Figura 5.3, observa-se ainda que a concentracdo de sulfeto, ao final da etapa de
estabilizacdo, diminuiu e permaneceu baixa até o fim do experimento, enquanto a de sulfato
aumentou — o que pode significar que o processo de oxidagéo de sulfeto se estabilizou, com a
concomitante producdo de sulfato. N&o foi priorizada a formacdo de enxofre elementar
durante o experimento, mas sim a manutencao de uma concentracdo de OD sempre superior a

1 mg.L™" na saida da Torre de regeneracéo bioldgica, para ndo haver déficit de oxigénio.

A partir dos resultados analisados acima, € possivel concluir que a interacdo entre as variaveis
no sistema é bastante complexa e compreender como cada uma afeta a eficiéncia do processo
e a comunidade microbiana demandaria outros experimentos. Portanto, a indicacdo de que a
DQO e, consequentemente, o OD, sdo parametros muito relevantes, é um ponto de partida

para investigacoes futuras.

5.2 Andlises microbioldgicas

5.2.1 Resultados gerais do DGGE e do SNG

A Figura 5.4 apresenta o dendograma baseado no perfil de bandas do DGGE, o qual foi

analisado no programa Bionumerics (versdo 7.1).

No dendograma, observa-se a existéncia de dois grupos basicos, que possuem 68,3% de
similaridade e estdo identificados por 2 retdngulos. No primeiro grupo (retangulo azul), ha
uma segunda ramificacdo (com similaridade de 70%), na qual a parte superior € composta por
3 amostras: o indculo (In) e o digestor (Di.1), que possuem 74,5% de similaridade; e o liquido
de recirculagdo coletado na torre de regeneragdo bioldgica durante a fase de aclimatacéo
(L.Ac). Uma vez que o indculo é proveniente do tanque de extracdo, o qual recebe o efluente
do digestor, a similaridade entre as duas amostras era esperada. No entanto, as diferentes
condigdes prevalecentes no tanque e no interior do digestor, notadamente a aerobiose na
superficie do primeiro, podem ter favorecido alguma diferenciacdo da biomassa entre as duas
unidades. Durante a etapa de aclimatacdo (anterior ao dia 0) e o inicio da estabilizagdo do
fluxo de biogas (dias 0 a 4) ocorreu a adaptacdo da biomassa ao sistema. A baixa carga de

sulfeto aplicada nessa fase pode ter propiciado a manutencdo dos mMesmos grupos
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microbianos, uma vez que a amostra L.Ac (liquido de recirculagdo na etapa de aclimatacao) é

similar as duas primeiras.
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Figura 5.4: Dendograma baseado no perfil de bandas do DGGE.

Os valores nos pontos de ramificacdo do dendograma se referem a similaridade. Legenda: In:
Indculo, Di.1 = Digestor, L.Ac = Liquido de recirculacéo na etapa de aclimatacao, L.Pe.1 e B.Pe.1:
respectivamente, Liquido de recirculac@o e Biomassa aderida no periodo estacionario 1, L.Cc e B.Cc:
respectivamente, Liquido de recirculacdo e Biomassa aderida apés o choque de carga, L.PE.2 e
B.PE.2: respectivamente, Liquido de recirculacdo e Biomassa aderida entre a etapa de estabilizacéo
e o periodo estacionério 2.

O grupo na parte inferior do retangulo azul é composto por 4 amostras: L.Pe.1/B.Pe.1l,
L.Cc/B.Cc, que correspondem ao liquido de recirculacdo e a biomassa aderida ao meio
suporte no periodo estacionario 1 e no choque de carga, respectivamente. Pode ser observado
gue as amostras do liquido e da biomassa aderida em cada uma dessas etapas apresentam alta
similaridade entre si (85,7% entre L.Pe.1 e B.Pe.1, 86,2% entre L.Cc e B.cc). Esse resultado
era esperado, uma vez que o meio suporte fica em contato direto com o liquido de
recirculacdo. No entanto, pode haver grupos mais caracteristicos da biomassa aderida, o que
foi observado através da técnica de SNG. Além da semelhanga no perfil de bandas entre
liquido e biomassa, o dendograma mostra que as amostras do periodo estacionario 1 e do
choque de carga também possuem grande similaridade (81,5%) entre si. O intervalo entre as
coletas dessas amostras foi muito pequeno (6 dias), e ainda que o choque de carga tenha
levado a uma alteracdo na microbiota do sistema, ndo foi possivel observar grande

diferenciacdo nos perfis das bandas entre as duas etapas.

Finalmente, o retangulo preto, na parte inferior do dendograma, é composto pelas amostras

L.Pe.2/B.Pe.2, correspondentes ao liquido de recirculacdo e a biomassa aderida entre a etapa
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de estabilizacdo e o periodo estacionario 2. Mais uma vez, as amostras apresentaram
significativa similaridade entre si (82,1%), porém parece haver maior divergéncia destas em
relacdo as demais (68,3% de similaridade entre os grupos nos retangulos azul e preto). Ainda
que, de forma geral, seja possivel depreender que a microbiota no sistema ndo variou
amplamente entre as etapas experimentais, 0 agrupamento dessas amostras no dendograma
aponta para uma maior diferenciacdo na comunidade microbiana estabelecida ap6s o choque
de carga. Além disso, embora as amostras do liquido de recirculacdo e da biomassa aderida
possuam similaridade superior a 80% em todas as etapas, é possivel observar algumas

diferencas, as quais serdo discutidas ao longo do texto.

Apbs o sequenciamento das bandas do DGGE, doze sequéncias consenso foram empregadas
nas analises (Figura 5.5). Apesar do grande nimero de bandas no gel, muitas sequéncias nao
puderam ser utilizadas por que ndo foram aprovadas no controle de qualidade. Algumas
bandas com a mesma classificacdo foram observadas em alturas distintas do gel (bandas 3 e 7,
por exemplo) e também bandas na mesma altura com classificacdo diferente (bandas 2 e 5,
por exemplo). Embora esses resultados ndo sejam esperados, 0 DGGE possui limitagdes que
frequentemente sdo observadas na pratica, uma vez que nem sempre as bandas se separam de
forma ideal. Isso pode acontecer devido as caracteristicas do gene escolhido (o gene do RNAr
16S) e a vieses inerentes a técnica. No primeiro caso, é sabido que muitos microrganismos
possuem varias copias do gene do RNAr 16S em seu genoma, e pode haver diferencas na
sequéncia entre as copias, de forma que bandas em alturas diferentes pertencam a organismos
da mesma espécie. No segundo caso, bandas provenientes de grupos distintos de
microrganismos podem interromper a migracao eletroforética na mesma altura do gel ou néo
se separar adequadamente (BAKER; HARAYAMA, 2004). Tais vieses podem dificultar a
interpretacdo dos resultados, que devem, por sua vez, ser analisados com certa cautela (van
ELSAS; BOERSMA, 2011).
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Figura 5.5: Foto do gel de DGGE com os iniciadores 1055F/1392R-GC.

Legenda: In: Indculo, Di.1 = Digestor, L.Ac = Liquido de recirculacédo na etapa de aclimatacao, L.Pe.1
e B.Pe.1: respectivamente, Liquido de recirculagédo e Biomassa aderida no periodo estacionario 1,
L.Cc e B.Cc: respectivamente, Liquido de recirculacdo e Biomassa aderida ap6s o choque de carga,
L.PE.2 e B.PE.2: respectivamente, Liquido de recirculacdo e Biomassa aderida entre a etapa de
estabilizacéo e o periodo estacionario 2.

Em relacdo ao SNG, foi realizado o sequenciamento das regifes V4 e V5 (parcialmente) da
subunidade 16S do gene RNA ribossomal na plataforma MiSeq, o qual gerou uma média de
2.036.748 de reads por amostra. ApGs 0 processamento das sequéncias, esse nUmero passou
para 114.400 por amostra, com comprimento médio de 240 pares de base (pb). A Tabela 5.4
apresenta os indices de Chaol e Simpson e o nimero de UTOs observadas em cada amostra
(a partir das classificaces integradas). O primeiro indice € um estimador de riqueza, que
corrige o nimero de UTOs em relacdo as UTOs raras e ndo possui um intervalo definido. J& o
indice de Simpson (1 — D) estima a diversidade e varia entre 0 e 1. Ambos séo utilizados para
estimar a diversidade-a, a qual se destina a compreensao da riqueza e das frequéncias
relativas das UTOs em um determinado ambiente. Para ambos, quanto maior o valor, maior a
riqueza e a diversidade da amostra, respectivamente.
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Tabela 5.4: indices de diversidade-a das amostras calculados a partir dos dados do SNG

Amostra Chaol Simpson UTOs observadas

In 13735.2 0.979 141
Di.l 12467.5 0.971 139
L.Ac 14661.0 0.982 144
L.Pe.l 13413.3 0.948 142
B.Pe.l 15317.4 0.972 155
L.Cc 16296.1 0.976 154
B.Cc 15520.5 0.988 155
L.Pe.2 15501.5 0.972 155
B.Pe.2 10990.2 0.952 134

Os indices de diversidade-o calculados a partir dos dados do SNG indicam que a microbiota
no sistema é bastante diversificada. E importante observar que, uma vez que os calculos de a-
diversidade baseados no perfil de bandas do DGGE podem ser muito influenciados pela
migracdo ndo ideal das bandas (o que os resultados do sequenciamento indicam que possa ter
ocorrido), os indices calculados a partir dos resultados do MiSeq foram considerados mais
adequados para esta analise. Na Figura 5.6, que apresenta os indices Chaol e Simpson obtidos
a partir dos dados de SNG nas diferentes etapas experimentais, é possivel perceber alguns
pontos interessantes. Porém, antes de analisa-los, duas consideragdes devem ser feitas. A
primeira é que o grafico da Figura 5.6 ndo é uma série temporal, pois as amostras do liquido
de recirculacdo e da biomassa aderida foram coletadas ao mesmo tempo, além disso, a
amostra do digestor foi coletada posteriormente ao in6culo. A segunda € que os indices de
Chaol e de Simpson estimam varidveis diferentes — o primeiro ¢ um indicador de riqueza
(considera 0 numero de espécies), enquanto o segundo é um indice de diversidade (avalia o

namero de espécies e a abundancia relativa, embora dé mais énfase a ultima).

A partir da Tabela 4.6 e da Figura 5.6, é possivel observar que o indice de Simpson foi
superior a 0,97 para todas as amostras, exceto L.Pe.1 e B.Pe.2. Para a ultima, o indice de
Chaol também apresenta o menor valor, o0 que indica que a diversidade nessa amostra foi
inferior as demais. Além disso, os valores dos indices Chaol e Simpson se distanciam na
amostra L.Pe.1, indicando que apesar do nimero de espécies ser alto, a dominancia também é
maior. A Figura 5.7 corrobora essas informacdes, uma vez que nessa amostra o filo

Firmicutes corresponde a mais de 60% da comunidade microbiana.
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Figura 5.6: indices de diversidade-a baseados nos resultados do sequenciamento na

plataforma MiSeq.

Legenda: In: Inéculo, Di.1 = Digestor, L.Ac = Liquido de recirculacdo na etapa de aclimatacao, L.Pe.1
e B.Pe.1: respectivamente, Liquido de recirculacdo e Biomassa aderida no periodo estacionario 1,
L.Cc e B.Cc: respectivamente, Liquido de recirculagédo e Biomassa aderida ap6s o choque de carga,
L.PE.2 e B.PE.2: respectivamente, Liquido de recirculacdo e Biomassa aderida entre a etapa de
estabilizacdo e o periodo estacionario 2.

E possivel observar que o indculo (In), proveniente do tanque de extracdo, apresenta maior
diversidade do que a amostra do digestor. As condicBes prevalecentes no ultimo —
anaerobiose, altas concentracGes de matéria organica e de outros componentes potencialmente
toxicos provenientes da vinhaca — sdo mais restritivas, enquanto no tanque de extracdo, o qual
recebe o efluente do digestor e teve contato com O, — 0 desenvolvimento de outros grupos

microbianos é favorecido.

O aumento dos indices na etapa do choque de carga pode refletir um processo de aclimatacao
da biomassa ao sulfeto dissolvido durante o periodo anterior. Uma vez que o choque durou
apenas 48 horas (quando foram recolhidas as amostras L.Cc e B.Cc), ndo houve tempo
suficiente para que os efeitos do aumento abrupto da carga de H,S sobre a comunidade

microbiana pudessem ser detectados através das técnicas utilizadas.

Apos o choque, o sistema passou por um periodo de oscilacdo até atingir a estabilidade,
durante o qual a concentragéo de sulfeto dissolvido aumentou significativamente (Tabela 5.1).
A etapa de estabilizagdo durou 32 dias aproximadamente, e foi quando os efeitos do choque
de carga sobre a comunidade microbiana foram mais pronunciados. O intervalo de tempo
entre as coletas (B.Cc/L.Cc e B.Pe.2/L.Pe.2) também foi maior (29 dias), de forma que os

efeitos desse aumento puderam ser observados. Conforme dito anteriormente, a concentracdo
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de sulfeto dissolvido nessa etapa chegou a valores superiores a 600 pmol.L™, o que pode ter
tido um efeito seletivo sobre a comunidade microbiana, uma vez que tanto a diversidade
quanto a riqueza decresceram, chegando aos menores valores de todo o experimento para a
biomassa aderida (B.Pe.2) em relacdo ao indice de Chaol e ao segundo menor valor para o
indice de Simpson. Uma explicacao alternativa para esse resultado poderia ser a diminuicao
da concentracdo de O,, decorrente do aumento da DQO no liquido de recirculagdo durante o
choque de carga e a parte da etapa de estabilizacdo. Em outras palavras, a menor
disponibilidade do aceptor de elétrons para a oxidacdo do sulfeto, decorrente de sua utilizagéo
por bactérias sulfo-oxidantes ou por outros microrganismos (heterotréficos, por exemplo) ou
em outras reacBes quimicas pode ter resultado em uma alteracdo na microbiota e na
diminuicdo da eficiéncia de remoc¢do durante o choque de carga e na etapa subsequente.
Segundo Metcalf e Eddy (2013), concentracdes de sulfeto superiores a 200 mg.L™ podem ser
inibitérias aos microrganismos em sistemas anaerébios. No entanto, este valor equivale a
cerca de 6.000 pmol.L™?, ou seja, muito acima do que foi encontrado na Torre de regeneragéo
biolégica (méximo de 600 umol.L™). Assim, é possivel que a diminuicdo da eficiéncia de
remocao no sistema apos o choque de carga tenha decorrido da aumento da DQO e da menor

disponibilidade de oxigénio, e ndo do efeito toxico do sulfeto sobre a biomassa.

Finalmente, é possivel observar que ha diferencas entre os indices calculados a partir do
liquido de recirculacdo e da biomassa aderida, indicando que, apesar do contato entre o
liquido e o biofilme, pode haver grupos especificos de cada local. No entanto, ndo foi possivel
concluir se essa diferenca é realmente significativa a partir dos dados. O indice de Simpson,
por exemplo, apresenta valores bem proximos para todas as amostras suspensas e aderidas, 0
que pode indicar que a microbiota no sistema é homogénea e variou pouco ao longo do
experimento. Também € possivel que a biomassa morta tenha permanecido no sistema por
algum tempo, difundida no liquido de recirculagdo. Assim, seu DNA poderia estar presente no
momento da coleta, de forma que a alteracdo nos indices entre a biomassa aderida e suspensa

e entre as etapas ndo foi tdo pronunciada.

A aparente estabilidade da microbiota ao longo do tempo pode ser um aspecto positivo, uma
vez que a eficiéncia de remocdo de sulfeto se manteve alta durante a maior parte do
experimento. Ou seja, 0 consorcio microbiano estabelecido no sistema de dessulfurizagéo
aparentemente possui caracteristicas favoraveis, como alta atividade de oxidacéo de sulfeto e

resiliéncia. Os taxons encontrados sdo analisados com maiores detalhes a seguir.
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5.2.1 Analise da comunidade microbiana a partir das técnicas de DGGE e SNG

A partir do sequenciamento das bandas extraidas do DGGE, foi observada a presenca
significativa de bactérias do filo Proteobacteria (10 entre 12), especificamente da classe
Gammaproteobacteria. As subdivisdes do Filo Proteobacteria (Alpha, Beta, Gamma, Delta e
Epsilon) sdo baseadas na analise filogenética do gene do RNAr 16S, porém compartilham
muitas caracteristicas fisiologicas e ecoldgicas (MADIGAN et al., 2010). Na classe
Gammaproteobacteria, estdo incluidos muitos microrganismos oxidadores de enxofre, tais
como Halothiobacillus e Chromatium. Além disso, também foram observados alinhamentos
significativos com sequéncias pertencentes as classes Beta e Deltaproteobacteria e também
aos Filos Synergistetes e Chloroflexi. A Tabela 5.5 apresenta a classificacdo das sequéncias

obtidas a partir das bandas do DGGE com o RDP Classifier e o Blastn.

Tabela 5.5: Identificacdo das bandas do DGGE a partir do RDP Classifier e Blastn.

Banda RDP Classifier Blastn Nl]arzgsrsc;de (:?:ilgr;ttrl]d_agi/: )
1 Familia Anaerolineaceae Chloroflexi ndo cultivado CU917991 100
2 Desulfomicrobium sp. Desulfomicrobium sp. JN828421 97,9
3 Acinetobacter sp. Acinetobacter sp. JQ608323 99,4
4 Pusilimonas sp. Pusilimonas sp. JX448693 99,4
5 Desulfovibrio sp. D. legallii NR108301 100
6 Familia Synergistaceae Synergistetes ndo cultivado CU926775 100
7 Acinetobacter sp. A.soli KJ806407 99,3
8 Thioalkalimicrobium sp. Thioalkalimicrobium sp. GU735085 97,2
9 Thioalkalimicrobium sp. Thioalkalimicrobium sp. GU735085 97,2
10 Ordem Chromatiales Pseudomonas sp. KJ950456 96,8
11 Oligella sp. O. ureolytica CuU927589 99,7
12 Oligella sp. O. ureolytica NR114553 100

Os taxons encontrados em ambas as técnicas (DGGE e SNG) serdo discutidos em maiores
detalhes juntamente com os dados de SNG. No entanto, alguns foram identificados apenas
pelo DGGE, os quais correspondem as bandas 4, 8,9, 11 e 12, e sdo analisados a seguir.

A banda 4 apresentou significativa similaridade com sequéncias de organismos do género
Pusillimonas (classe Betaproteobacteria, ordem Burkholderiales, familia Alcaligenaceae),
caracterizado por bactérias aerdbias e quimiorganotroficas (GARRITY, 2001). Esse género ja
foi descrito em sistema de dessulfurizacdo (LI et al., 2013), porém aparentemente ndo possuli

a habilidade de oxidar compostos de enxofre reduzidos.
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As bandas 8 e 9 foram ambas afiliadas ao género Thioalkalimicrobium (classe
Gammaproteobacteria, ordem Thiotrichales, familia Piscirickettsiaceae), o qual é composto
por microrganismos quimiolitoautotroficos, aerdbios e microaerdfilos capazes de oxidar
sulfeto e tiossulfato (GARRITY, 2001, SOROKIN et al., 2001). Essas bactérias ja foram
observadas em agua e sedimentos de lagos alcalinos onde ha producéo de sulfeto. O pH 6timo
para seu crescimento fica em torno de 9 (o pH mantido na Torre de regeneracdao bioldgica
varia entre 7 e 9, aproximadamente). Bandas de mesma altura parecem estar presentes em
todas as amostras, 0 que pode indicar a presenca constante dessas bactérias no sistema,
inclusive apds o choque de carga. Curiosamente, o sistema de dessulfurizacdo mostrou uma
capacidade de auto-tamponamento (dados ndo publicados). Esse aspecto é muito relevante,
pois uma vez que 0s proprios microrganismos auxiliam na manutencdo do pH do meio, o
consorcio microbiano ai estabelecido pode vir a ser utilizado para o tratamento de outros
efluentes ricos em sulfeto, com menores custos e geracdo de residuos. O género
Thioalkalimicrobium, apesar de ndo ter sido identificado pela técnica de SNG, pode ser
especialmente importante para a dindmica estabelecida no sistema de dessulfurizagéo. Estudos
anteriores, como 0s realizados por Gonzalez-Sanchez e Revah (2007) e Baquerizo et al.
(2013), utilizaram com sucesso um consorcio bacteriano alcalifilico para a oxidacgéo de sulfeto

e tiossulfato, respectivamente.

As sequéncias das bandas 11 e 12 foram classificadas como pertencentes ao género Oligella
(classe Betaproteobacteria, ordem Burkholderiales, familia Alcaligenaceae). Segundo o
Bergey’s Manual (2001), as duas espécies desse género (Oligella ureolytica e Oligella.
urethralis) sdo aerdbias (mas podem reduzir nitrito), quimiorganotréficas (utilizam alguns
poucos acidos organicos como fonte de carbono) e sdo observadas principalmente no trato
genitourinario humano, sendo que O. ureolytica apresenta resultado fortemente positivo no
teste da urease (GARRITY, 2001). No entanto, bactérias do género ja foram observadas em
ambientes distintos, como um reator tratando efluente de coqueria com alta concentragdo de
fenol (FELFOLDI et al., 2010). Na planta de dessulfurizagéo, a sua presenca pode ser devida
a alta concentracdo de compostos nitrogenados na vinhaca, uma vez que o lodo presente no

sistema provém do efluente do digestor.

E importante destacar que a banda 10 apresentou resultados distintos a partir das duas
ferramentas. Atraves do RDP Classifier, foi encontrada similaridade com sequéncias

pertencentes a organismos da Ordem Chromatiales (Classe Gammaproteobacteria), que
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contém bactérias purpuras sulfurosas. Essas bactérias, como dito anteriormente, realizam
fotossintese anoxigénica utilizando compostos de sulfeto reduzidos como doadores de
elétrons. Através da ferramenta Blastn, a sequéncia foi, por sua vez, classificada como
Pseudomonas (ordem Pseudomonadales), de forma que a identidade da sequéncia, a partir do

nivel de classe, é inconclusiva.

A Figura 5.7 apresenta a composi¢do dos filos (incluindo o dominio Archaea) a partir dos
resultados do SNG. As UTOs com abundancia inferior a 1% (em cada amostra) foram
incluidas no grupo “Nao identificadas/Outros” para facilitar a visualizacdo dos dados. Os
dados referentes aos niveis de classificacdo mais especificos serdo discutidos no decorrer do

texto, devido ao grande nimero de UTOs que dificultaria a apresentacéo grafica.
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Figura 5.7: Composicao da comunidade microbiana em nivel de filo.

In: In6culo, Di.1 = Digestor, L.Ac = Liquido de recirculacdo na etapa de aclimatacéo, L.Pe.1 e B.Pe.1:
respectivamente, Liquido de recirculacéo e Biomassa aderida no periodo estacionério 1, L.Cc e B.Cc:
respectivamente, Liquido de recirculacao e Biomassa aderida ap6s o choque de carga, L.PE.2 e
B.PE.2: respectivamente, Liquido de recirculagdo e Biomassa aderida ao fim entre a etapa de
estabilizacéo e o periodo estacionario 2.
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Em relacdo a Archaea, o filo Euryarchaeota correspondeu a 2,2% do total (esse valor é uma
média das abundancias relativas do taxon em todas as amostras). Nesse filo, sdo encontrados
procariotos metanogénicos tipicos de sistemas anaerdbios. Espécies de Archaea estdo
presentes no digestor (7,7% do total), como esperado, mas também em pequena propor¢ado nas
amostras coletadas em diferentes etapas experimentais. No periodo estacionario 2, por sua
vez, 0 grupo ndo foi observado nem na biomassa aderida nem no liquido de recirculagdo
(amostras L.Pe.2 e B.Pe.2), 0 que pode indicar que o choque de carga levou a supresséo

desses microrganismos.

Os principais filos do dominio Bacteria observados nas amostras foram, em média,
Firmicutes (52,4%) e Proteobacteria (14,2%), que somam 66,6% do total. Em menor
proporcédo, estdo os filos Bacteroidetes (7,5%), Synergistetes (4,4%) e Chloroflexi (4,3%).
Somados, os 5 filos representam 83% da diversidade encontrada em todas as amostras.
Estudos em plantas de producdo de biogas e reatores anaerdbios ja encontraram resultados
semelhantes. Em um trabalho realizado por Luo e Angelidaki (2014) em um sistema de
metanizacao a partir da digestdo anaerdbia de dejetos animais, Firmicutes representou a maior
parte da comunidade bacteriana, seguido pelo filo Proteobacteria, e em menor proporcao,
Synergistetes. Krober et al. (2009) relataram a dominancia de Firmicutes e Bacteroidetes em
amostras de uma planta de producdo de biogas a partir de silagem de milho, centeio e esterco
liqguido. Em uma andlise da comunidade microbiana em 21 unidades de producdo de biogas,
Sundberg et al. (2013) relataram uma alta abundéncia relativa de Actinobacteria,
Proteobacteria, Chloroflexi, Spirochaetes e Euryarchaeota em reatores tratando lodo de
esgoto, e de Firmicutes naqueles que realizavam codigestdo de efluentes diversos (residuos de
matadouros, restaurantes, domésticos, vinhaca, estrume). Em um interessante estudo realizado
por Nelson et al. (2011), bancos de dados com sequéncias da subunidade 16S do gene do
RNA ribossomal obtidas da biomassa de digestores anaerobios foram analisados. Os autores
observaram que as UTOs mais abundantes, de forma geral, estavam relacionadas aos filos
Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes e Chloroflexi, nessa ordem. Embora a anélise do
reator anaerdbio ndo seja o foco deste trabalho, a biomassa presente no sistema de
dessulfurizacdo provém, em ultima analise, do digestor. Assim, é esperado que 0S grupos
presentes no mesmo sejam encontrados em alguma proporg¢do nas demais amostras (o liquido
de recirculagéo e o inoculo séo oriundos do tanque de extracdo, os quais provém do efluente
digestor). De fato, os resultados do SNG confirmam essa afirmacéo para a maioria dos filos,

como pode ser visto na Figura 5.7.
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O filo Firmicutes, o0 mais abundante no sistema, é dividido em duas classes principais:
Clostridia e Bacilli (a classe Mollicutes, antes incluida em Firmicutes, atualmente faz parte do
filo Tenericutes). Esse filo contém cerca de 235 géneros, incluindo muitos de importancia
médica, como Bacillus e Clostridium, e € composto por bactérias altamente diversificadas em
termos de morfologia, fisiologia, ecologia e resposta ao teste de coloracdo de Gram
(HAAKENSEN et al., 2008). Membros desse filo sdo capazes de fermentar diversos
substratos organicos e formar esporos, e ja foram associados a contamina¢Ges em plantas de
producdo de etanol para fins energéticos e de bebidas (SKINNER; LEATHERS, 2004;
HAAKENSEN et al., 2008). A presenca dessas bactérias durante a fermentacdo (sobretudo as
do &cido latico, como Lactobacillus), pode prejudicar a eficiéncia do processo, uma vez que
elas competem com as leveduras pelos substratos organicos, além de produzirem compostos

inibitdrios para as mesmas.

A presenca de Firmicutes no sistema de dessulfurizagdo é justificada, uma vez que o in6culo
provem do digestor de vinhaca, a qual é produzida durante a etapa de destilagdo para obtencao
do etanol. A Figura 5.7 mostra que essas bactérias sdo abundantes tanto na amostra do
digestor como do in6culo, e que a partir do periodo estacionario 1, o filo Firmicutes
correspondeu a maior parte da comunidade microbiana (abundancia relativa superior a 50%)
em todas as etapas restantes, chegando a compor mais de 65% da biomassa no periodo
estacionario 2. No entanto, a classe Bacilli (que contém as supracitadas bactérias do acido
latico) correspondeu a apenas 1% do total, enquanto a grande maioria das UTOs foi
classificada como Clostridia (51%), sobretudo da ordem Clostridiales (43,6%).

A classe Clostridia é bastante diversificada, com bactérias capazes de degradar proteinas,
lipideos e carboidratos complexos, e € frequentemente observada em reatores anaerdbios
(KROBER et al., 2009; SUNDBERG et al., 2013, LUO; ANGELIDAKI, 2014). Géneros
capazes de reduzir sulfato, como Desulfotomaculum e Pelotomaculum, também estdo
incluidos nessa classe (MADIGAN et al., 2010). Uma vez que as concentra¢des de sulfato e
matéria organica no sistema de dessulfurizacédo sdo altas, bactérias redutoras de sulfato (BRS)
poderiam proliferar e gerar H,S pela reducdo do sulfato presente no liquido de recirculacéo.
Dessa forma, seria possivel que, embora o processo de dessulfurizagdo do biogés devido a
lavagem na Torre de absor¢do mantivesse alta a eficiéncia de remocéo, a geragédo indesejavel
de sulfeto na fase liquida também fosse significativa. No entanto, como pode ser observado na

Figura 5.8, ap0s a etapa de estabilizagdo seguida ao choque de carga (na qual a concentracdo
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de sulfeto no meio aumentou significativamente), o teor de sulfeto dissolvido permaneceu
baixo, enquanto o de sulfato subiu. Portanto, € possivel concluir que, apds a estabilizagdo, ndo
houve producdo indesejavel de sulfeto no sistema de dessulfurizacdo e que 0 processo

dominante é a oxidacdo de compostos de enxofre reduzidos.
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Figura 5.8: Concentragdes de sulfato e sulfeto dissolvidos ao longo do tempo.
Os ndmeros na &rea do grafico indicam as etapas experimentais correspondentes.1: Aclimatacéo, 2:
Aumento de carga, 3: Periodo estacionéariol, 4: Choque de carga, 5: Estabiliza¢c&o, 6: Periodo
estacionario 2.

O género mais abundante da ordem Costridiales e no sistema em geral foi, por sua vez,
Syntrophomonas (3,7% do total). E importante destacar, no entanto, que este foi o mais
abundante dentre as UTOs que foram identificadas até o nivel de género, embora isso ndo
signifique necessariamente que seja 0 mais abundante no sistema. O género Syntrophomonas,
assim como outros membros da familia Syntrophomonadaceae, formam um grupo
filogenético distante dos outros membros de Firmicutes e sdo caracterizados por metabolizar
acidos graxos em associagdes com microrganismos que utilizam H, e formiato (ZHAO et al.,
1990; McINERNEY et al., 2008 apud SIEBER et al., 2010). Portanto, essas bactérias sao,
como o nome indica, sintroficas. A sintrofia ocorre quando dois organismos distintos se
associam para degradar algum substrato que ndo seriam capazes de metabolizar
individualmente (MADIGAN et al., 2010). Como a vinhaca é rica em &cidos orgénicos —
estudos anteriores ja reportaram concentracdes de &cidos graxos volateis da ordem de
19 mg.L™ em melago de cana (BAZUA et al., 1991 apud FUESS; GARCIA, 2014) — tais
consorcios microbianos poderiam se beneficiar significativamente de sua degradacdo. A

Figura 5.9 apresenta os géneros do filo Firmicutes identificados no sistema. Os géneros com
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abundancia relativa inferior a 1%, sem informacdo associada ou ndo identificados foram

agrupados na categoria “Nao identificados/Outros”.
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Figura 5.9: Abundancia relativa de géneros pertencentes ao filo Firmicutes.

In: Inéculo, Di.1 = Digestor, L.Ac = Liquido de recirculacdo na etapa de aclimatagdo, L.Pe.1 e B.Pe.1:
respectivamente, Liquido de recirculacdo e Biomassa aderida no periodo estacionério 1, L.Cc e B.Cc:
respectivamente, Liquido de recirculacdo e Biomassa aderida apos o choque de carga, L.PE.2 e
B.PE.2: respectivamente, Liquido de recirculagdo e Biomassa aderida entre a etapa de estabilizacdo
e o periodo estacionério 2.

O género Syntrophomonas foi detectado em todas as amostras, assim como Sedimentibacter
(2,9% do total) e Clostridium (2,3% do total, com excecdo da amostra do digestor).
Clostridium é formado por espécies anaerdbias (porém algumas sdo capazes de tolerar baixas
concentragfes de oxigénio) e com metabolismo diversificado. Muitas espécies sdo
fermentadoras e produzem alcool e acidos organicos, como o0s &cidos acético e butirico
(DWORKIN, 2006). O género Sedimentibacter foi proposto como um taxon distinto na ordem
Clostridiales em 2002. E composto por bactérias anaerdbias, capazes de fermentar piruvato e

aminoacidos (BREITENSTEIN et al., 2002). E interessante observar que, durante o periodo
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estacionario 2, alguns géneros que estavam presentes na etapa anterior ndo foram
identificados, enquanto outros anteriormente ausentes foram detectados, como Dialister.
Porém, nenhum desses géneros estd envolvido na oxidacdo de sulfeto, aparentemente. E
importante destacar que muitas sequéncias ndo foram classificadas até o nivel de género, de
forma que esses resultados nesse nivel taxonémico podem ndo refletir a verdadeira

composigdo da microbiota.

O filo Proteobacteria é a maior e mais diversificada divisdo do dominio Bacteria, e como dito
anteriormente, possui cinco classes (Alpha, Beta, Gamma, Delta e Epsilon) (MADIGAN et
al., 2010). No sistema de dessulfurizacdo foram encontrados representantes de todas as
classes, porém as mais abundantes foram as Deltaproteobacteria (4,8% do total),
Gammaproteobacteria (4,5%) e Betaproteobateria (4,0%). A Figura 5.10 apresenta a
distribuicdo dos géneros pertencentes a esse filo (a escala do grafico ndo corresponde a 100%,
ja que os valores plotados se referem ao total de géneros encontrados e ndo apenas aos
géneros de Proteobacteria). Os géneros identificados dentre as Proteobacteria apresentaram
uma frequéncia baixa, de forma geral, por isso ndo foram retirados aqueles com abundancia
relativa inferior a 1% (muitas OTUs ndo foram identificadas). Os géneros Acinetobacter
(1,3%) e Desulfomicrobium (0,8%) foram os mais expressivos. Deve-se destacar que esses
valores representam a meédia total, porém podem variar entre as amostras. Ambos foram
identificados também através do DGGE. A sequéncias das bandas 2 e 5 foram classificadas
respectivamente como Desulfomicrobium sp., Desulfovibrio sp, géneros amplamente
estudados dentre as BRS. Ambos pertencem a classe Deltaproteobacteria; sdo mesofilicos,
anaerdbios e com capacidade de reduzir sulfato a sulfeto, porém incapazes de oxidar acetato.
Embora pertencam a familias distintas, esses géneros possuem muitas caracteristicas
fisiol6gicas em comum. As principais diferencas entre eles estdo relacionadas a morfologia, a
auséncia de um pigmento denominado desulfoviridina e a habilidade de oxidar determinados
compostos organicos (GARRITY, 2001). As sequéncias das bandas 3 e 7 foram classificadas
como pertencentes ao @género Acinetobacter, da familia Moraxellaceae, ordem
Pseudomonadales (classe Gammaproteobacteria). Esse género é caracterizado por bactérias
anaerdbias estritas, frequentemente saprofiticas e com temperatura e pH de crescimento 6timo
em torno de 34°C e 6,5, respectivamente. Sdo amplamente distribuidas na natureza, e podem
ser encontradas na agua, no solo, em esgotos sanitarios e até na pele e no trato respiratério
humano, sendo potencialmente patogénicas. Alem disso, sdo capazes de degradar compostos

aromaticos, o que Ihes confere potencial para biorremediacdo (GARRITY, 2001). Apesar de
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normalmente ndo serem relacionadas a oxidacdo de compostos de enxofre, ja foram descritas
em sistemas de dessulfurizacdo (OMRI et al., 2011; RAMOS et al., 2014) e ha relatos de
isolados identificados como Acinetobacter capazes de oxidar sulfeto (POTIVICHAYANON
et al., 2006, LEE et al., 2013).
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@ N3o identificados/Outros B Gammaproteobacteria:Acinetobacter
B Gammaproteobacteria:Pseudomonas B Gammaproteobacteria:Marinobacterium
B Gammaproteobacteria: Arcobacter M Deltaproteobacteria:Pelobacter
Deltaproteobacteria:Desulfomicrobium Deltaproteobacteria:Desulfobulbus
Betaproteobacteria:Thauera Betaproteobacteria: Comamonas

Alphaproteobcteria:Paracoccus

Figura 5.10: Abundancia relativa de géneros identificados do filo Proteobacteria.

In: InGculo, Di.1 = Digestor, L.Ac = Liquido de recircula¢gdo na etapa de aclimatacdo, L.Pe.1 e B.Pe.1:
respectivamente, Liquido de recirculacéo e Biomassa aderida no periodo estacionério 1, L.Cc e B.Cc:
respectivamente, Liquido de recirculacdo e Biomassa aderida apds o choque de carga, L.PE.2 e
B.PE.2: respectivamente, Liquido de recirculacdo e Biomassa aderida entre a etapa de estabilizacéo
e o periodo estacionario 2.

O filo Bacteroidetes é composto por bactérias envolvidas nas etapas de hidrolise e
acidogénese da digestdo anaerdbia e ja foi observada a existéncia de uma correlagdo positiva
na atividade hidrolitica em digestores anaerobios e a porcentagem de Bacteroidetes
(REGUEIRO et al., 2012). Em concordancia com estudos anteriores, o principal género de
Bacteroidetes encontrado foi Paludibacter, o qual contém espécies capazes de produzir
propionato e acetato como produtos primarios da fermentacdo (NELSON et al., 2011). Esse
filo possui maior abundéncia relativa na amostra do indculo e ndo do digestor, como seria

esperado, porém foi encontrado em todas as amostras.
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O filo Synergistetes, presente em maior propor¢do na amostra do digestor, € composto por
anaerdbios estritos, capazes de degradar substratos ricos em proteinas e amplamente
distribuidos (VARTOUKIAN et al., 2007; JUMAS-BILAK et al., 2009). E um filo criado
recentemente e parece estar associado a etapa acidogénica durante a producdo de metano
(NELSON et al., 2011). No DGGE, a sequéncia da banda 6 foi classificada como pertencente
a Familia Synergistaceae (filo Synergistetes). O grupo Synergistes (hoje um género do filo
Synergistetes) € composto por anaerdbios estritos, capazes de degradar substratos ricos em
proteinas e com ampla distribuicdo na natureza (VARTOUKIAN et al., 2007; JUMAS-
BILAK et al., 2009).

O Filo Chloroflexi, anteriormente identificado com as bactérias verdes ndo sulfurosas, ainda é
relativamente pouco estudado e inclui bactérias com metabolismo diversificado
(fotoautotroficas, fermentadoras, aerdbias, anaerdbias...) (HUG et al., 2013). A maior parte
(4,2% do total) correspondeu a classe Anaerolinae, a qual também foi encontrada atraves do
DGGE (banda 1). Essa subdivisdo do filo Chloroflexi foi proposta formalmente em 2006, e é
composta por bactérias anaerobias e heterotroficas que ja foram reportadas em diversos
ambientes, inclusive em lodo de reatores anaerobios (YAMADA et al., 2006). Um estudo
sobre a diversidade microbiana em fontes sulfurosas encontrou bactérias relacionadas a essa
classe, porém ainda ndo ha evidéncias definitivas de que esses microrganismos sejam capazes

de utilizar compostos sulfurados em suas reacdes metabdlicas (YOUSSEF et al., 2012).

Outros filos de Bacteria, em menor proporcdo, foram Actinobacteria, Verrucomicrobia,
Spirochaetes, Cyanobacteria, Planctomycetes, Tenericutes e Thermotogae. Ha ainda uma
porcentagem expressiva de tdxons ndo identificados, os quais podem incluir bactérias sulfo-
oxidantes. Assim, apesar do grande nimero de sequéncias obtidas, é possivel que grupos
importantes ndo tenham sido detectados, e novos estudos com iniciadores mais especificos

para bactérias sdo recomendaveis, uma vez que podem trazer informac6es relevantes.

E interessante observar que alguns grupos microbianos identificados a partir do
sequenciamento das bandas do DGGE (o qual detecta, em principio, 0s microrganismos
dominantes em uma comunidade), foram observados em baixissima proporg¢do ou ndo foram
identificados nos resultados do sequenciamento na plataforma MiSeq. Entre eles estdo os
géneros Thioalkalimicrobium, Pusillimonas e Oligella. Este € um exemplo da importancia de

se considerar, na interpretacdo dos resultados, as limitagGes inerentes a cada técnica. No
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presente trabalho, é facilmente justificavel que grupos encontrados pelo sequenciamento de
nova geracdo estejam ausentes do DGGE, mas o que poderia explicar o inverso? Uma fonte
significativa de ambiguidades em estudos que utilizam técnicas baseadas em amplificacdo
DNA sdo, justamente, os vieses introduzidos na etapa de PCR (polimerase chain reaction).
Diferencas no numero de copias de um gene, eficiéncia da reacdo, amplificacdo preferencial
por um determinado DNA, concentracdo do DNA alvo, formacdo de sequéncias quiméricas
(sequéncias formadas pela jungéo de fragmentos de DNA provenientes de microrganismos
diferentes) e a especifidade dos iniciadores sdo alguns dos fatores que podem influenciar os
resultados. Os perfis gerados através de PCR refletem, portanto, o pool de DNA amplificado
na reacdo, e ndo a comunidade original (NOCKER et al., 2007). Ainda assim, a andlise de
comunidades microbianas através de tecnicas baseadas em amplificacdo € amplamente
difundida e informativa. No presente estudo, o par de iniciadores utilizado no DGGE
amplificou a regido hipervariavel V8 do Dominio Bacteria, enquanto o par do SNG foi
direcionado a regido V4-V5 da subunidade 16S do gene do RNA ribossomal de Archaea e
Bacteria (experiéncias prévias e dados da literatura mostram que iniciadores degenerados ndo
sdo adequados para o DGGE). Assim, as discrepancias citadas anteriormente podem ser

devidas a especificidade dos iniciadores usados em cada uma das técnicas.

Os resultados apontam para a existéncia de uma comunidade microbiana metabolicamente
diversificada na Torre de regeneracdo biologica, com a presenca de organismos aerébios e
anaerobios, quimiolitroficos e quimiorganotréficos (e, possivelmente, fototroficos também).
Grupos relacionados a oxidacdo de compostos de enxofre reduzidos foram identificados, tais

como as bactérias alcalifilicas do género Thioalkalimicrobium.

Uma vez que a grande parte das UTOs foi classificada até o nivel de ordem, optou-se por
realizar a analise também neste nivel taxondmico (em média, 78,6% das UTOs foi
classificada até familia e 36,3% até género, excluindo-se as sequéncias ndo identificadas ou
sem informagéo associada). A Figura 5.11 mostra a abundancia relativa das UTOs do dominio
Bacteria ao nivel de ordem (aquelas com abundancia relativa inferior a 1%, pertencentes ao
dominio Archaea e as sequéncias sem informacdo associada ou ndo identificadas foram

agrupadas na categoria “Nao identificados/Outros”).
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Figura 5.11: Composicdo da comunidade microbiana em nivel de ordem.

Legenda: In: Indculo, Di.1 = Digestor, L.Ac = Liquido de recirculacéo na etapa de aclimatacgao, L.Pe.1
e B.Pe.1: respectivamente, Liquido de recirculagcao e Biomassa aderida no periodo estacionario 1,
L.Cc e B.Cc: respectivamente, Liquido de recirculagédo e Biomassa aderida ap6s o choque de carga,
L.PE.2 e B.PE.2: respectivamente, Liquido de recirculacdo e Biomassa aderida ao fim da etapa de
estabilizac&o e inicio do periodo estacionario 2.

A composicdo geral dos filos se refletiu nas ordens, uma vez que a ordem Clostridiales
(Firmicutes) foi a mais abundante (como em todas as amostras) e 0s outros principais filos,
Proteobacteria, Synergistetes, Chloroflexi e Bacteroidetes também foram observados. De
forma geral, a microbiota parece ter variado pouco ao longo do experimento. Porém, ha
algumas diferencas, por exemplo, a ordem Pseudomonadales, possui abundancia relativa alta
na amostra L.Ac (10,9%) e bastante baixa na amostra B.Pe.2 (inferior a 1%). Os géneros da
ordem Pseudomonadales identificados foram Acinetobacter e Pseudomonas. Conforme dito
anteriormente, bactérias do género Acinetobacter ja foram descritas em sistemas de

dessulfurizacéo e parecem ser associadas a oxidacdo de sulfeto (POTIVICHAYANON et al.
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2006; OMRI et al., 2011; LEE et al., 2013; RAMOS et al., 2014). O género Pseudomonas
inclui espécies que utilizam diversos de compostos organicos e inorganicos e vivem em uma
variedade de condicGes ambientais. S8o aerdbias, porém algumas sdo capazes de utilizar
nitrato como aceptor de elétrons, em um processo acoplado a oxidacgéo de sulfeto (MOORE et
al., 2006; GUO et al., 2013). Além disso, nessa mesma amostra (B.Pe.2), ha um aumento

importante na abundéncia relativa de Thermoanaerobacterales (16,5%).

Poucas informacbes sobre a ordem Thermoanaerobacterales (classe Clostridia, filo
Firmicutes) estdo disponiveis na literatura e as UTOs relacionadas ndo foram, em sua maioria,
classificadas até niveis taxonémicos mais especificos. No entanto, informac6es sobre outros
membros desse grupo podem dar uma ideia geral de suas caracteristicas. O género tipico da
ordem, Thermoanaerobacter, € composto por bactérias anaerdbias, fermentadoras e
termofilicas, as quais vém sendo estudadas devido a sua capacidade de converter aglicares em
etanol (HEMME et al., 2011; MADIGAN, 2010). A ordem também inclui um género,
Thermodesulfobium, composto por espécies quimiautotréficas, capazes de reduzir sulfato a
partir de da oxidacdo de H, e CO, (MORI et al., 2003). O Unico género dessa ordem
identificado no sistema, Thermoacetogenium, pertence a familia Thermoanaerobacteraceae e
foi encontrado em baixissima abundancia relativa no indculo. E composto por bactérias
anaerdbias, quimioautotroficas ou quimioheterotréficas, capazes de oxidar acetato utilizando
sulfato ou tiossulfato como aceptores de elétrons ou em sintrofia com organismos
hidrogenotréficos (HATTORI et al., 2000). Aparentemente, 0 aumento da DQO concomitante
aos altos niveis de sulfeto dissolvido pode ter favorecido a proliferacdo de bactérias
fermentadoras, como as do género Clostridium e possivelmente, espécies pertencentes a
ordem Thermoanaerobacterales. Algumas bactérias mostraram menor resisténcia ao sulfeto

dissolvido, como Acinetobacter e Pseudomonas.

Outro aspecto da comunidade microbiana que deve ser destacado é que a ordem
Syntrophobacterales teve abundéncia relativa superior ou igual a 1% somente nas amostras de
biomassa aderida. Apesar de pertencer as Proteobacteria, 0 grupo ndo esta presente na Figura
5.10, a qual apresenta 0s géneros desse filo. Isso se deve ao fato de que, nesse nivel de
classificacdo, ndo foi possivel identificar essa particularidade. Esse resultado pode ser um
indicio de que a microbiota da biomassa aderida e do liquido de recirculagdo possuem

algumas diferencas.
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As bactérias oxidadoras de sulfeto séo o principal grupo de interesse neste trabalho, ja que o
proposito do sistema é promover a dessulfurizacdo do biogéas e a oxidacdo do sulfeto. A
Tabela 5.6 sintetiza, a partir dos dados do DGGE e do SNG, os principais grupos que podem

estar relacionados a oxidacao de sulfeto na Torre de regeneracao bioldgica.

Tabela 5.6: Bactérias oxidadoras de sulfeto identificadas no sistema

Filo Téaxons identificados Técnica LAc LPel B.Pel L.Cc B.Cc LPe2 B.Pe2
Proteobacteria Paracoccus sp. SNG 0.0% 0.0% 23% 00% 0.0% 0.0% 0.0%
Proteobacteria Acinetobacter sp. DGGE/SNG 9.8% 0.6% 02% 01% 04% 02% 0.0%
Proteobacteria Pseudomonas sp. DGGE/SNG 0.2% 0.2% 11% 01% 03% 0.2% 0.2%
Proteobacteria ~ Thiomicrospira sp. SNG 0.0% 0.0% 0.7% 0.0% 0.0% 0.2% 0.0%

Outros da ordem

o SNG 05% 0.2% 1.0% 03% 50% 0.6% 0.1%
Thiotrichales

Proteobacteria

Proteobacteria Arcobacter sp. SNG 01% 00% 01% 14% 05% 0.1% 0.0%
Proteobacteria Sulfuricurvum sp. SNG 00% 00% 00% 0.0% 0.6% 0.0% 0.0%
Cyanobacteria Néo identificado SNG 00% 00% 38% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
Proteobacteria Th|oalka|s|g1|crob|um DGGE - - - - - - -

Observa-se que a abundancia relativa das bactérias sulfo-oxidantes identificadas foi inferior a
10%, de forma geral. As amostras com maior proporcao dos taxons apresentados na Tabela
5.6 foram L.Ac (10,6%), B.Pe.1 (9,2%) e B.Cc (6,8%). Nas demais, a abundancia relativa
desses grupos foi inferior a 2%, somando apenas 0,3 % em B.Pe.2. Os dados fisico-quimicos
referentes a sulfeto dissolvido e eficiéncia de remocdo de H,S indicam, por sua vez, que
apesar de a abundéancia relativa desses taxons ter sido baixa, aparentemente hd uma alta
atividade de oxidacdo de sulfeto. Taxons frequentemente associados a oxidacao de sulfeto,
como Thiobacillus, Halothiobacillus e Beggiatoa ndo foram observados. No entanto, isso néo
implica que esses tdxons ndo estejam presentes no sistema, pois é possivel que ndo tenham

sido identificados.

Além disso, ndo foram identificadas UTOs relacionadas aos principais grupos de bactérias
sulfurosas verdes e purpuras, 0 que indica que a oxidacdo de sulfeto foi realizada sobretudo
por bactérias incolores, como esperado, uma vez que a Torre de regeneracdo biologica nao é
iluminada. Ha indicios de que as bactérias sulfurosas incolores sejam, por sua vez, mais
adequadas a processos biotecnologicos de dessulfurizagdo, pois possuem uma taxa de
crescimento superior a das fototroficas (OH et al., 1998 apud POKORNA; ZABRANSKA,
2015).
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6 CONCLUSOES

As principais conclusdes da pesquisa, baseadas nos dados do DGGE, do sequenciamento na
plataforma MiSeq e das analises estatisticas sdo apresentadas a seguir.

A composi¢do da comunidade microbiana no digestor e no sistema dessulfurizacdo teve
semelhangas com aquelas encontradas em estudos anteriores e 0s grupos encontrados foram
sobretudo do Filo Firmicutes e Proteobacteria. O género mais abundante, de forma geral, foi
Syntrophomonas (Firmicutes), composto por bactérias sintroficas frequentemente associadas a
organismos que consomem H,. Apesar da presenca de bactérias redutoras de sulfato no
sistema de dessulfurizacdo, ndo foi observado um aumento da concentracdo de sulfeto; ao
contrario, o sulfato dissolvido aumentou ao longo do tempo, indicando que o processo
dominante no sistema é a oxidacdo e ndo a reducdo de compostos de enxofre. As UTOs
relativas ao dominio Archaea ndo foram identificadas no periodo estacionério 2, o que pode
significar que esses microrganismos sdo mais sensiveis as condi¢Oes adversas resultantes do
choque de carga. Embora tenham sido encontrados grupos distintos entre a biomassa aderida
aos fios de nylon e a dispersa (exemplificado pela ordem Syntrophobacterales, mais
abundante nas amostras de biomassa aderida), de forma geral a comunidade microbiana

parece constante entre as amostras e ao longo do experimento.

Com relacdo ao efeito da variacdo da carga de H,S sobre a diversidade microbiana, os dados
do DGGE e do SNG indicam que a diversidade foi alta em todas as etapas experimentais,
mesmo apds o choque de carga. Embora a composicdo de alguns taxons tenha variado,
sobretudo ap6s o chogue, ndo é possivel afirmar que a concentracéo de sulfeto dissolvido foi a
variavel responsavel pelas mudancas. Os altos valores de DQO, associada a diminui¢do do
OD, podem ter influenciado sensivelmente a comunidade microbiana, e favorecido bactérias
ndo diretamente relacionadas a oxidacdo de sulfeto, como as fermentadoras do género
Clostridium. A diminuicdo da DQO e aumento do OD ao final da fase de estabilizagdo
parecem ter favorecido a recuperacdo do sistema, porém estudos posteriores sdo necessarios
para determinar de forma mais precisa qual € o efeito desses parametros sobre a estabilidade e

a comunidade microbiana no sistema.

As bacteérias sulfo-oxidantes encontradas pertencem, sobretudo, as Proteobacteria. Apesar da
atividade de oxidacdo de sulfeto ter sido observada atraves dos dados fisico-quimicos, a

abundancia relativa dos taxons de bactérias relacionados a esse processo, a partir dos dados de
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SNG, foi baixa. No entanto, esse fato ndo implica necessariamente que esses taxons nao
estejam presentes no sistema. A deteccéo, através do DGGE, de bactérias classificadas como
Thioalkalimicrobium, por exemplo, indica que pode haver grupos de oxidadores de sulfeto
ndo identificados. Além disso, ndo foram identificadas UTOs relacionadas aos principais
grupos de bactérias sulfurosas verdes e parpuras, o que indica que a oxidacao de sulfeto é

realizada por bactérias incolores.
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7 RECOMENDACOES

Apos a analise dos resultados através das técnicas de DGGE, de sequenciamento de nova
geragdo na plataforma MiSeq e de ferramentas estatisticas, sdo propostas algumas

recomendacdes que poderdo auxiliar na maior compreensédo do sistema de dessulfurizacéo:

e Incluir, no monitoramento dos parametros operacionais, a série de solidos, a
quantificacdo de espécies de enxofre com estado de oxidacdo intermediario entre sulfeto
e sulfato, como tiossulfato, e também de &cidos organicos volateis. Esses compostos tem
grande importancia biologica e com essas informacgdes serd possivel compreender, de
forma mais aprofundada, a dindmica da oxirreducdo de compostos sulfurados e a

diversidade de microrganismos no sistema;

e Realizar novos experimentos alterando, primeiramente, a DQO do liquido de
recirculagdo, e posteriormente, a DQO e a carga volumétrica de H,S aplicada, com o
proposito de compreender como a variavel DQO influencia a estabilidade do sistema.
Amostras da microbiota deverdo ser coletadas e analisadas nas diferentes etapas

experimentais, possibilitando a identificacdo de alteragdes na comunidade microbiana;

e Investigar os efeitos da variacdo da concentracdo de oxigénio dissolvido, com o objetivo
de compreender melhor os parametros que podem estar relacionados a resisténcia e a

resiliéncia do sistema a condi¢des operacionais extremas;

e Analisar a resisténcia do sistema ao aumento de carga de H,S, porém de forma gradual.
Uma vez que a diversidade microbiana aparentemente aumentou durante as primeiras
etapas do experimento, é possivel que, ap6s um periodo de instabilidade, correspondente
a aclimatacdo da biomassa, cargas de H,S superiores as obtidas neste experimento

possam ser aplicadas.

e Realizar novas andlises microbioldgicas direcionadas especificamente aos genes
envolvidos na oxidagdo de sulfeto, com o objetivo de identificar grupos de bactérias

sulfo-oxidantes que n&o foram observados neste trabalho.
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