UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SANEAMENTO ,
MEIO AMBIENTE E RECURSOSHIDRICOS

ESTUDO DO DESEMPENHO E DA
COMUNIDADE MICROBIANA DE
BIORREATORES TRATANDO EFLUENTE
ANAEROBIO CONTENDO SULFETO

Graziella Patricio Pereira Garcia

Belo Horizonte
2014



ESTUDO DO DESEMPENHO E DA
COMUNIDADE MICROBIANA DE
BIORREATORES TRATANDO EFLUENTE
ANAEROBIO CONTENDO SULFETO

Graziella Patricio Pereira Garcia



Graziella Patricio Pereira Garcia

ESTUDO DO DESEMPENHO E DA
COMUNIDADE MICROBIANA DE
BIORREATORES TRATANDO EFLUENTE
ANAEROBIO CONTENDO SULFETO

Tese apresentada ao Programa de Pdés-graduacdo em
Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da
Universidade Federal de Minas Gerais, como requisit
ao titulo de Doutor em Saneamento, Meio Ambiente e

Recursos Hidricos.
Area de concentragdo: Saneamento
Linha de pesquisa: Tratamento de Aguas Residuéarias

Orientador: Prof? Juliana Calabria de Araudjo

Belo Horizonte
Escola de Engenharia da UFMG
2014



“Reconhece o Senhor em todos os teus caminhos, e Ele endireitard as tuas veredas’.
Provérbios 3:6

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



Dedico a minha amada mde Margery, por ter me ensinado a amar a instrugdo e o
conhecimento e buscd-los como um tesouro.

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



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus, pela presenca constante arBeuincondicional; por ter me dado
inteligéncia e capacidade para apreciar a vida! d®@car no meu caminho, pessoas que
colaborassem nesta importante etapa! Obrigada eonifr que eu veja nos pequenos

detalhes, sejam estes microscopicos, a grandeazadaiacao!

A minha amada mae guerreira Margery, que merecéh@arada por ser a mulher mais
virtuosa que conheco, aléem de dar exemplo de penaega e integridade! Ao meu amado pai
Walter, pelo apoio e incentivo! Queridos pais, mwbrigada por acreditarem que eu “vou
chegar 14!

Ao meu precioso marido Carlos, pelo companheirismdodos os momentos... Obrigada por
me amar e por ter despertado em meu coracao,ergtmento! Obrigada por estar sempre ao
meu lado e acreditar que posso alcancar os degraigssaltos! Aos meus sogros, pelo carinho

e incentivo!

As minhas irmas Glaucia e Renata, pela camaradageorque juntas somos como o
carvalho, permanecemos firmes apesar das tempsistAdemeu cunhado, quase irmao
Kleber, pela forca! Aos meus doces sobrinhos DebMater e Ana Lidia, por mostrarem
gue a vida é curta demais e, por isso, deve sefavintensamente! Ao meu afilhadinho Joao,

por me fazer rir em momentos dificeis!

Aos meus pastores Fernando e Maria Tereza pelo, aanuzade e apoio em todos o0s
momentos da minha vida! Aos queridos membros e @il Igreja do Nazareno do bairro

Caicara pelas oracdes e pelo carinho!

Aos meus queridos orientadores Dr2 Juliana e Dilo§goela oportunidade e pelo apoio na
pesquisa! Muito obrigada por estarem sempre disptnie realizarem a orientacdo desse

trabalho com comprometimento.

Aos professores Léo Heller, Silvia, Sonaly e Liga#éo conhecimento compartilhado nas

disciplinas do programa.

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



A minha querida amiga e companheira Ana Maria, pplmo e amizade em todo o tempo! A

minha amiga Carol, por estar sempre presente naawida!

Aos colaboradores e amigos Ré, Vitinho, Sarinhant®a Kénia, Merly, Eider, Rodrigo,
Alice e Daniell Obrigada por dedicarem e se impertacom cada etapa deste trabalho,

juntos somos vitoriosos!

Aos meus companheiros e amigos de laboratério &ihti, Eriquita, Alessandra, Karol,
Alyne, Cris, Aracele, Marcela, Guilherme, Brenalslla, Thais e Livia. Agradeco a todos

vocés pela ajuda e maravilhoso convivio!

Aos colegas prof Claudio, prof César, André, P&ilstavo, Emanuel, Marcela, Julia, Livia,

Kétia e Luiz Felipe, pela valiosa contribuicdo seminarios direcionados pelo prof Carlos.

As funcionarias, Claudia e lara, pela disposicaaprdar!

Ao CNPq pela bolsa concedida e pela taxa de banoag@rtante apoio financeiro neste
projeto e a FINEP pelo financiamento do projeto.

Ao Departamento de Engenharia Sanitaria e Ambigoédd oportunidade!

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



RESUMO

A proposta do estudo foi tratar o efluente do reB#&SB em dois reatores, com intuito de
promover a oxidagao biologica do sulfeto dissolvédenxofre elementar. Os reatores foram
operados durante dezessete meses e as condicdasiapas testadas foram trés tempos de
detencéo hidraulica, 24h, 12h e 6h, respectivamendeis tipos de materiais suportes, anéis
plasticos e biobob. Os resultados demonstraramrreéiméncia de remocédo de sulfeto nos
dois reatores quando operados com TDH de 12h, efig@éncia média foi de 90%. Além
disso, os resultados mostraram que a formacaoxadrerelementar, proveniente da oxidacao
do sulfeto, ocorreu nos dois reatores nas difesestmndicbes operacionais testadas e,
especificamente no TDH de 24h, o reator contendio rseporte apresentou maiores
concentracdes de enxofre no efluente, biofilmede,lgquando comparado com o reator sem
meio suporte e contendo biobob. No que se refgpeesenca de bactérias envolvidas na
oxidacdo biolégica de sulfeto nos dois reatoressudfobactérias purpuras e verdes foram
detectadas tanto pelo DGGE quanto pela técnicardseguenciamento-454 e os resultados
de microscopia Optica apresentaram a predomindlecieolonias de sulfobactérias purpuras
similar a Chromatiumsp. Os resultados de pirosequenciamento mostrguemo reator 1
(com anel plastico) operado nos TDH de 24 e 12ksamtou maior abundancia relativa de
bactérias sulfurosas quando comparado com o r2atéste reator por sua vez, na condicao
sem meio suporte e no TDH de 12h apresentou mhiordéincia de bactérias ndo-sulfurosas.
Portanto, o meio suporte anel plastico propiciovuiomaesenvolvimento de bactérias
sulfurosas, quando comparado com o reator sem sug@orte e com biobob. Além disso, a
melhor condicdo operacional para promover a reagder de enxofre elementar foi
observada no R1 no TDH de 24h, com anéis plasttooso meio suporte. Este trabalho
mostrou que a configuragéo dos reatores, similanaecantador de um reator UASB, pode
ser usada para promover a remocéao de sulfeto ddgsalo efluente de reatores anaerobios,

tratando esgotos sanitarios.
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ABSTRACT

The study proposal was treating UASB reactor effiue two reactors, aiming to promote the
biological oxidation of dissolved sulfide to elennsulfur. The reactors were operated for
seventeen months and the operating conditions tested three hydraulic retention times,
24h, 12h and 6h, respectively, and two types ofimethterials, plastic rings and biobob. The
results showed higher efficiency of sulfide remawaboth reactors when operated with HRT
of 12h, whose average efficiency was 90%. Moreaoter,results showed that the formation
of elemental sulfur from oxidation of sulfide ocrea in two reactors operating at different
conditions tested, and specifically in HRT of 24ufg) the reactor containing support media
showed higher sulfur concentrations in effluengfibn and sludge as compared with the
reactor containing biobob and without supportingtenal. As regards the presence of
bacteria involved in the biological oxidation oflgide in the two reactors, the purple and
green sulfur bacteria were detected both by DG@Bnigue as by pyrosequencing-454 and
the results from optical microscopy showed the pneidance of similar purple colonies
sulfur bacteria Chromatium sp. The pyrosequencesylts showed that the reactor 1 (with
plastic ring) operated at 24 and 12 hours HRT higk&ative abundance of sulfur bacteria
compared to reactor 2. This reactor in turn, preglidvithout supporting material and the HRT
of 12h showed the highest number of non-sulfur dréct Therefore, the plastic support ring
provided further development of sulfur bacteria,ewhcompared with the reactor without
support and with biobob. Moreover, the best opegationdition for promoting the recovery
of elemental sulfur was observed in the HRT of R @ith plastic rings. This work showed
that the configuration of the reactors, designethva shape that resembles the settler
compartment of an UASB reactor, can be used to pterthe removal of dissolved sulfide

effluent from anaerobic reactors treating sewage.
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LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

ADP: Adenosina Difosfato

AMP: Adenosina Monofosfato

AICl 3: Cloreto de Aluminio

APS: Adenosina Fosfossulfato

ATP: Adenosina Trifosfato

BaCl,: Cloreto de Bario

BaSO,: Sulfato de Bério

Bis: N, N’-metileno bis acrilamida

BRS: Bactérias redutoras de sulfato
CePTS:Centro de Pesquisa e Treinamento em Saneamento
CO,: Dioxido de Carbono

CONAMA: Conselho Nacional do Meio Ambiente
CHCL z:Cloroférmio

CuFe$S: Calcopirita

CusS: Sulfeto de Cobre

CaSOy: Gesso

DGGE: Denaturing Gradient Gel Electrophoresisi eletroforese em gel com gradiente
desnaturante
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FeS:Sulfeto Metalico
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OD: Oxigénio Dissolvido
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1 INTRODUCAO

O reator UASB é uma tecnologia amplamente difunda®rasil para tratamento de esgotos
domeésticos. Apesar das inimeras vantagens, oneffude reatores anaerébios necessitam
de pos-tratamento para remoc¢do de matéria orgéesidual e amoénia (CHERNICHARO,
2007). Além disso, as bactérias redutoras de sulfatam HS que pode permanecer na
forma dissolvida no efluente. Em pH préximo de 8,8ulfeto pode estar na forma dissolvida
(H2S) e/ou na forma dissociada (HEYANG etal., 2005). Portanto, uma das limitacdes dos
reatores anaerdbios € o gerenciamento das emigaéesas, especificamente, o sulfeto de
hidrogénio (HS), por se tratar do principal responsavel pelagigr de mau odor nas

proximidades das unidades de tratamento.

O sulfeto, desprendido do efluente dos reatores BJASra a atmosfera, pode ocasionar
problemas a salude dos seres humanos quando expastessgas (JENSEM al, 1995). De
acordo com os limites estabelecidos pela AgénciRrdeecdo Ambiental Americana (EPA,
1995) para o controle de sulfeto em sistemas tentento de esgoto, 0,8l ha concentracéo
de 300 ppm apresenta possibilidade de ser letéinAlisso, o k5 é capaz de ocasionar
inibicdo do metabolismo dos micro-organismos resgoeeis pela degradacdo da matéria
organica e também pode provocar a corrosdao detwsisumetalicas e de concreto dos
reatores (SPEECE, 1996).

O sulfeto pode ser oxidado por varios processdsiiqa ou bioldgico, com oxigénio, nitrato
ou diéxido de carbono atuando como aceptores deorsé (HOLMER e STORKHOLM
2001). Ambos o0s processos geram a oxidacdo completa detcsuporém, 0s processos
biologicos oferecem vantagens operacionais, po&aop em temperatura ambiente e sob
pressdo atmosférica, sendo assim uma alternatibaige custo e de elevada eficiéncia para
eliminacdo do bBS e sua concentragcdo pode permanecer menor qué Iragéfluente
(MANZ, 1992; STAL, 1995; HENSHAWt al, 1999).

De acordo com Jansseast al. (1999) ha dois tipos de processos biotecnolégicas p

conversdo do sulfeto a enxofre elementar. O prong@rocesso ocorre em condi¢des
anaerobias, pela atividade das sulfobactérias rédicas verdes e purpuras que realizam
fotossintese anoxigénica, e 0 segundo, ocorre emdig@es aerdbias sendo realizado por

bactérias quimiolitoautotroficas. As sulfobactéggspuras e verdes usam energia da luz para
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transferir elétrons do enxofre para reducdo do idxde carbono. A maioria das
sulfobactérias purpuras estocam granulos de enetdreentar dentro das células e realiza a
oxidacdo completa a sulfato, enquanto que as sdfébas verdes deposita o enxofre fora
das células (TANGt al, 2009).

Em ambos os processos, a oxidacao bioldgica pogeegal, de sulfeto a enxofre elementar
(%), ou oxidacdo completa a sulfato (8 No entanto, had maior interesse em induzir a
formacdo de S°, que ocorre em condicbes anaer@nasom baixas concentracfes de
oxigénio (<0,1mg/L), devido ao seu alto valor cooredy uma vez que é utilizado como
matéria prima em industrias de fertilizantes e deéenmis manufaturados (VANNINdt al.,
2008; JANSSENMt al, 2009).

No Brasil, os maiores produtores de enxofre sdetBras, AngloGold Ashanti, Votorantim
Metais - Niquel /Zinco e o grupo Paranapanema. bldstante, as vendas da producédo
nacional de enxofre no mercado interno sédo segu@sntasendo que a industria de
fertilizantes representa cerca de 82% do consutabé@m funcédo desta demanda, o Brasil é
um grande importador de enxofre (ABBATI e SILVA,(3).

Varios estudos tém demonstrado a viabilidade denpver a oxidacao biologica de sulfeto
(KOBAYASHI et al, 1983, SILVAet al,. 2002, KLEINJANet al.,2003, FERRER/et al.,
2004, KRISHNAKUMAR et al., 2005, LOWACHARIN e ANNACHHATRE, 2010,
FAJARDO et al, 2012). A maioria desses estudos investigaranrogepso de remocao
bioldgica de sulfeto em reatores inoculados conftuia pura (ou mista) de bactérias e/ou
investigaram a remocao de sulfeto de aguas resagdusintéticas ricas em sulfeto. Contudo,
poucos estudos tém investigado o uso de reatores nemocao biologica de sulfeto

dissolvido de efluente de reatores anaerdbiosrtiat esgostos domésticos.

Em trabalho prévio, Souzt al. (2006), verificaram que a camada de escuma exposta
solar que se desenvolveu no decantador de reat@BUAratando esgotos domesticos,
continha micro-organismos capazes de realizar agémde sulfeto presente no efluente do
reator. Em outro estudo, Gar@gal (2012) também verificaram que a escuma do dedanta
do reator UASB continha sulfobactérias dos génddeggiatoa e Thiotrix, capazes de

remover compostos reduzidos de enxofre.

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



Com base em dados da literatura e nos resultadidosbanteriormente com a escuma
formada no decantador do reator UASB, desenvoleea-proposta do presente trabalho de
promover a oxidagao biolégica de sulfeto com os@rizganismos presentes no efluente do
reator UASB. O objetivo deste estudo foi desenvolie processo biotecnoldgico de baixo
custo para remocédo de sulfeto dissolvido no efeidotreator anaerébio e avaliar o potencial
de recuperacdo de enxofre elementar. O principigprdoesso consiste na conversao do

sulfeto de hidrogénio a enxofre elementar peladetde das bactérias oxidadoras de sulfeto.

A fim de cumprir 0 objetivo proposto, dois reatofesam projetados com configuragéo
similar a um decantador de reator UASB, porém caiontapacidade de retencdo de micro-
organismos, uma vez que continham material supooi®, potencial de realizar a remocéo
biologica de sulfeto. A presente pesquisa foi faiada pela FINEP (no ambito da rede de
pesquisa Renutres ) e fez parte do projeto do DEBMG inserido na Chamada Publica
MCT/MCIDADES/FINEP/Ac&o Transversal Saneamento Agnbal e Habitacdo - 7/2009.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Ciclo do enxofre

O enxofre esta entre os dez elementos mais abwsdara Terra sendo um elemento
relativamente abundante na crosta terrestre e eogincipalmente na forma de sulfatos
soluveis. Grande parte dos reservatorios de enkwodree esta em rochas sulfurosas, depdsito
de elementos sulfurosos e combustiveis fésseisirdlatente, o enxofre pode estar presente
na forma de sulfetos metalicos como a pirita gle&lcopirita(CuFe$) e na forma de gesso
(CaSQ) (BITTON, 2005).

O enxofre na forma de sulfato ($& é um dos anions mais abundantes no mar. O séfato
largamente utilizado como matéria prima de muiteegssos industriais, como a industria de
papel e celulose, industria agucareira, industgabdrracha e pneumaticos, inseticidas e
fungicidas, detergentes, corantes, complementoeatan para gado, industria mineradora,
petroliferas, entre outros (BITTON, 2005).

Na forma orgéanica, o enxofre € um componente esdatsistema de vida, estando contido
em diversos aminoacidos na forma de radical suHidrSH), além de ser componente

essencial de varias co-enzimas. No ar, pode-sengacdioxido de enxofre (S sulfeto de
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hidrogénio e dimetilsulfeto, sendo que na formaig® é resultante da atividade vulcanica e
do metabolismo microbiano (LENS & KUENEN, 2001; BIDN, 2005).

Todos os compostos de enxofre podem alcancar afisigealo solo pela precipitacdo das
chuvas ou lixiviados nas aguas subterraneas. Argude combustiveis fosseis pode liberar
oxidos de enxofre, que em contato com a umidadardgroduz &cido sulfirico que é
despejado na natureza através da chuva acidandausarrosdo e prejudicando ecossistemas
com pouca alcalinidade. A oxidacdo do enxofre nadceacdo de minas produz um lixiviado
extremamente acido, que pode penetrar no soloamamando o lencol freatico (ATLAS &
BARTHA, 2002).

As fontes de enxofre em esgoto ou corpos d’aguaagonados sdo o enxofre organico,
encontrado em excretas humanas e em detergentesudato, que € o anion de maior
prevaléncia em corpos d’aguas naturais. As tramsfodes de enxofre podem ser visualizadas

de forma simplificada na figura 2.1.

Figura 2.1- Ciclo global do enxofre.
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SO,
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Precipitagcdo Precipitagcdo

Atmosfera
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Oxidagéo aerdbialanaerdbia (algas)
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| Reducéo Anaerobia |

fosseis
Aguas residuarias

i

Erupcgdes
vulcénicas

Emissdes naturaise
queimade biomassa

Fonte: Adaptado de Amim (2008)

O ciclo do enxofre é regido por reacdes de oxidacBeducao, que Sao as responsaveis pelas
conversdes, as quais podem ser realizadas tantwigpoguimica quanto biolégica. Nos
processos bioldgicos, varias espécies de microags catalisam a oxidacéo e reducao das
diferentes formas de enxofre estabelecendo deste nma ciclo. O esquema simplificado do

ciclo biologico do enxofre com as rea¢des fundamismsta apresentado na figura 2.2.
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Figura 2.2 - Representacgéo esquemética do ciclo biol6gicanaofee.
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desProporclonagéo do enxofre
Legenda: 1 — Oxidacéo biolégica de sulfeto realizada por sulfobactérias quimiolitotréficas ou
fototroficas anoxigénicas. 2 — Reducao de sulfato realizada por bactérias redutoras de sulfato.
Fonte: Adaptado de TANG et al.(2009).

Conforme figura 2.2, varios micro-organismos podemnmeralizar compostos de enxofre
organico, por meio de vias metabodlicas aerdbiasaerabias. Sob condicbes aerobias,
enzimas sulfatases sdo envolvidas na degradac&steede sulfato (R — O — gPao ion
sulfato. Em condicdes anaerdbias, aminoacidos sdatenxofre sdo degradados a compostos

de enxofre ou a mercaptanas, que sdo compostaoxdizeeodorantes (BITTON, 2005).

Particularmente, com relacdo ao sulfeto, este pede oxidado quimicamente ou
biologicamente a enxofre elementar ou sulfato (g2, n.1) por uma variedade de micro-
organismos, tais como sulfobactérias quimiolitotad, em condigcbea aerdbias, e
sulfobactérias fototroficas anoxigénicas, em cdielcanaerdbias. Por sua vez, o sulfato é
reduzido de volta a sulfeto (figura 2.2, n.2) pactérias redutoras de sulfato (TANGal.,
2009).

2.2 Caracteristicas do ion sulfato

O fon sulfato (S@?) é a forma mais difundida e mais estavel dos cetosale enxofre e esta
presente de forma natural nas dguas oceanicas|/me sas aguas doces, que podem conter
altas concentracbes de sulfato provenientes deegsos naturais e de atividades
antropogénicas. Dentre 0s processos naturais, g@déar a percolacdo das aguas pluviais

que dissolvem o sulfato oriundo de sais minerai®rimados no solo (LEN& al.,1998).

Segundo Lenst al (1998), a contaminacao por atividades antropaegéresta relacionada a

emissdo de efluentes domésticos e industriais. Acardracdo de sulfato em efluentes
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domésticos pode variar entre 20 e 500 rifgelentre 50 e 3000 mg‘Lem efluentes da
industria de papel (LEN®t al, 1998). Dentre as industrias responsaveis pelasém de
sulfato no meio, estéo inclusas as industrias ideeatos, explosivos e as que utilizam aguas
contendo sulfato, como a agua do mar. Especificeanmamindustria de papel, a utilizacao de

acidos gera residuos com concentracdes de subfatb@mng/L* a 800 mg.L .

Apesar do ion sulfato ser um composto nao toxin@ceevolatil, a sua emissao é considerada
ambientalmente impactante, pois a alta concentrdgaon provoca um desbalanceamento no
ciclo biogeoquimico do enxofre. De forma geralimpactos causados pelo sulfato dependem
da forma de emisséo e da localidade, mas estaai@maioria, ligados aos corpos hidricos e
ao solo, onde o ion pode solubilizar metais peséidg ON, 2005).

2.2.1 Reducéo Assimilatéria do Sulfato

Sulfetos sé&o produzidos pela assimilacdo e desidmshm da reducdo do sulfato. Diversos
organismos, incluindo plantas superiores, algagyds e muitos procariontes utilizam SO
como fonte de enxofre para sintese celular, readza reducdo assimilativa do ion sulfato.
Nesse processo, o sulfeto gerado é imediatamentertmo a enxofre organico na forma de
aminoacidos. O b5 pode resultar da decomposicao anaerdbia da matg@nica contendo
aminoacidos de enxofre (S), tais como metionirsieia e cistina, por bactérias proteoliticas
(Clostridia, Vellionellg (MADIGAN et al, 2010).

2.2.2 Reducéo Desassimilatoria do sulfato

7

A reducdo desassimilatoria do sulfato é a mais itapte fonte de B em sistemas
anaerdbios de tratamento de efluente industriabraédtico. Essa reducdo € realizada por
bactérias redutoras de sulfato (BRS), micro-orgaoss anaerobios estritos pertencentes aos
géneros Desulfovibrio, Desulfobulbus, Desulfomonas, Dedafer, Desulfococcus,
Desulfonema, Desulfosarcina, Desulfobacterium e ribdesulfobacteriumA reducéo
desassimilativa do ion sulfato (figura 2.3) é ocesso através do qual o sulfeto é excretado
para o ambiente, ou seja, ndo € totalmente utdizaa sintese celular (MADIGANt al.,
2010).
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Figura 2.3 -Bioquimica da reducdo desassimilativa do ion sulfat
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Fonte: Madigan et al. (2010)

A figura 2.3 apresenta a bioquimica da reducaas$awilativa do ion sulfat®Pi representa

a molécula de pirofosfato que foi substituida peraumolécula de sulfato na molécula de
ATP (adenosina trifosfato) e AMP (adenosina morfato3, resultante da acdo da APS
(adenosina fosfossulfato). O processo de reduc&uléko a sulfeto ocorre por meio de uma
sequéncia de estagios intermediarios resultandmanaferéncia de oito elétrons do doador

(por exemplo: H, &cidos graxos, etanol) por mol de sulfato (SIL\2805).

O ion sulfato é estavel e ndo pode ser utilizado Ser ativado por meio de ATP, a enzima
ATP-sulfurilase cataliza a ligacao do ion sulfatena fosfato da molécula de ATP, formando
APS. Conforme mostra a figura 2.3, a molécula d& &Reduzida diretamente a sulfito, mas
na reducdo assimilativa, outro &tomo de fosfordiéi@ado a molécula de APS, formando
fosfoadenosina fosfosulfato (PAPS) e a partir degie o sulfato é reduzido. Em ambos os
processos de reducédo de sulfato, assimilativo &sdaesilativo, o ion sulfito € o intermediario
(SILVA, 2005).

2.3 Caracteristicas do ion sulfeto

De acordo com Browkeet al. (1989), o HS é um gas incolor, com odor de ovo podre e

levemente mais pesado que o ar; € moderadamentees@m agua e sua solubilidade
decresce com a elevacéo da temperatura (2.945a2#8PC e 4.150 mg/L a 15°C).

Conforme descrito anteriormente, o fon sulfetoagpto da reducdo do sulfato (e esta

distribuido nas formas®S HS (formas ionizadas), 4 (sulfeto de hidrogénio) e sulfetos
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metalicos. A distribuicdo das formas de sulfeton#®roe de acordo com o equilibrio fisico-

quimico. Quando em solucéo, o equilibrio é regiela pquacéo 2.1 (LENS al, 1998):
H,S(aq)— HS(aq)+ H « $(aq) (2.1)

Esta distribuicdo ocorre em funcéo do pH (figur®.2Com o pH préximo de 7,0 pode estar
na forma dissolvida (}$) e/ou na forma dissociada (HEYANG et al., 2005). Contudo, o
equilibrio quimico de k6 e HS pode ser alterado quando ocorrem pequenas vasidedeH
na faixa entre 6,0 e 8,0. A figura 2.4 também neogtre a forma’Sé mais estavel em pH
alcalino e que, na faixa de 7,5 a 9,0, as conagigrade KIS representam menos de 20% do

sulfeto total.

Figura 2.4 - Distribuicdo percentual das espécies de sulfetmern aquoso para diferentes
valores de pH, para a temperatura de 25°C.
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Fonte: LENS et al. (2008).

Além das fontes antropogénicas de emissdo dealifjatias a descartes industriais, o sulfeto
é liberado de efluentes de reatores anaerobios)dquaplicados ao tratamento de aguas
residuarias contendo sulfato. O sulfeto produzittoreator anaerébio é distribuido entfg S
HS e HS,y em solucéo, b6 no biogas e sulfetos metalicos insoliveis dedacaom
equilibrio quimico (LENSet al.,1998). A principal desvantagem dos sistemas aheesrém
geral, para o tratamento de aguas residuarias ewasulfato, esta associada a producéao de

sulfeto e seus efeitos nocivos serdo descritoshdetamente no proximo topico.
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2.4 Problemas Relacionados com Formacao de Sulfetos em Sistemas
Anaerobios

A producédo de sulfeto € o maior problema assocemidratamento anaerébio de aguas
residuarias contendo $© Para esgotos domésticos, a principal fonte defemg o S@%na
concentracdo de 40-200mg/L (ZHANgBal.,2008). Especificamente, em reatores anaerdbios
de fluxo ascendente e manta de lodo (UASB), o wulfeode estar presente na forma

dissolvida e gasosa, proveniente do metabolismbalaerias redutoras de sulfato (BRS).

As principais desvantagens da presenca do sulfetoeatores anaerébios estdo listadas na
tabela 2.1, adaptado de Hulshoff-pobhl (1998).

Tabela 2.1- Efeitos da formacao de sulfeto em reatores anaesobi

Desvantagens Vantagens
* Reducéo na eficiéncia de remogéo da DQO devido » Remogao de compostos de enxofre oxidado
a presenca de HzS no efluente (sulfato e tiossulfato)
» Corroséo * Remogao de metais pesados
* Aclmulo de material inerte no lodo (sulfetos * Precipitagéo de sulfetos metalicos (FeS); nesta

metalicos) . x
forma é um bom precursor para granulagéo
* Menor formagdo de metano

 Baixa qualidade do biogas + necessidade de
remocéo do sulfeto do biogas

» Mal odor

¢ Toxicidade

Dentre os principais problemas associados a emdas&ollfeto de hidrogénio do sistema de
tratamento de aguas residuarias esta a corroséstrdura dos reatores. Segundo Brygnt

al. (1991), o sulfeto, sob condicbes anaerdbias,quapa despolarizacédo do ferro, 0 que gera
a corrosdo deste. Além disso, a formacéo de sslfég¢ocobre (CuS e €3) € mais um
indicativo de corroséo do cobre induzido pela déide das bactérias redutoras de sulfato. Os
problemas de corroséo do concreto tém sido repmstgdando a concentracdo de sulfeto na
agua residuaria é de 0,1 a 0,5mg /L, ja a correséiera pode ocorrer com 2,0mg/L (ZHANG
et al, 2008).

Outro problema decorrente do sulfeto de hidrog&higs) em altas concentracdes € sua
toxicidade para muitas bactérias, pois interferenetabolismo assimilatério do enxofre, além
de afetar o pH intracelular e resultar na inibic@wera da atividade metabdlica dos micro-
organismos (OUDE EFERINKtal., 1994).
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Em condicbes anaerobias, as BRS utilizam o sulfatmo aceptor de elétrons na rota
metabdlica, para a degradacdo de compostos orgamidadrogénio. Estas bactérias, por
apresentarem maior afinidade pelo substrato, canppelo hidrogénio e acetato usado pelas
metanogénicas hidrogenotroficas e acetoclastieapectivamente; isto ocasiona inibicdo da
metanogénese, sendo esta a etapa principal na @endagcmatéria organica. Além disso, a
competicdo entre BRS e metanogénicas resultbagxo rendimento na producao de metano e
alteracdo na qualidade do biogas, ja que parteutfiets produzido termina como,H no
biogas (OUDE EFERINket al., 1994).

Em contrapartida, o sulfeto presente no efluenteedtor anaerdbio resulta numa diminuicao
da eficiéncia global de tratamento do sistema, cosulfeto contribuindo também para a
DQO do efluente tratado, ja que sao requeridos moies de oxigénio por mol de sulfeto
oxidado completamente a sulfato. Nessas condipdee ser necessario um sistema de poés-
tratamento com finalidade de remover o sulfetodtpms residuarias (ZHAN& al, 2008).

Conforme mostra a figura 2.5, no que se referep@®gao dos seres humanos ao sulfeto de
hidrogénio, vérios danos a saude podem ocorrerctano: dores de cabeca, nduseas, edema
pulmonar e apnéia (JENSEN al, 1995).

Figura 2.5 - Toxicidade do sulfeto de hidrogénio.

[H,S] ppm
0,1
Limite de odor —— 0,2
- 3
Alarme de 0dor =——f Odor ofensivo 10
Dor de cabeca
Néauseas
Irritacdo garganta/olhos
Limite de lesdo N 50
»
nos olhos Lesdo nos olhos
Perda P — 100
de olfato Conjuntivite
Irritacdo aparelho respiratorio
Paralisia olfativa
Eminent 300
minenie Edema pulmonar
ameaca a vida
500
Estimulacdo do Sistema Nervoso
Apnéia
Colapso imediato 1000
com parada —p Morte
respiratoria 2000

Fonte: Adaptado de EPA, (1995).
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De acordo com os limites estabelecidos pela Agédeidrotecdo Ambiental Americana
(EPA, 1995) para o controle de sulfeto em sistedmdratamento de esgoto, e3Hna
concentracdo de 300 ppm apresenta possibilidagerdetal. Ainda, a sensibilidade olfativa
de um individuo diminui com o tempo de exposicaga® sulfidrico e sua presenca pode nao

ser mais percebida apds algum tempo de exposiEatS@ENet al, 1995).

2.5 Processos quimicos e biolégicos para remocao de sulfeto em
aguas residuarias
Algumas estratégias para minimizar os problemasaths pela presenca de sulfeto tém sido
pesquisadas, tais como: (i) remocao quimica de isn@esados e sulfeto por meio de
precipitacdo; (ii) controle de pH para asseguraonaoducao de sulfeto na forma ionizada
HS, que é menos toxica e necesséria para sintedargéii) aplicacdo de concentragbes de
oxigénio para promover a oxidacdo biologica pardal sulfeto a enxofre elementar
(HIRASAWA, 2008 e ZHANGet al.,2008).

O sulfeto pode ser oxidado empregando-se sisteneasaedlacdo ndo catalisados ou
biocatalisados, eletroquimicamente, ou quimicamentailizando-se cloro, 0z0nio,
permanganato de potassio ou peréxido de hidrogéoio, producdo de enxofre elementar,
tiossulfato ou sulfato, dependendo do pH. Alémdlisstrippingdo HS € um método fisico

considerado conveniente para remocéo de sulfethN$ldE al, 1998).

Dentre as desvantagens provenientes dos processoEas podem ser citadas o alto custo
operacional e de manutencao, elevado consumo ¢icerggonsumo de substancias quimicas
com possibilidade de formacdo de subprodutos téxidicionalmente, a reacdo dos
oxidantes quimicos com sulfeto de hidrogénio podeargacido sulfurico, que uma vez
formado necessita de neutralizacdo antes do desédéim disso, outra desvantagem destes

processos € a operacao em alta presséo e elewguratura (>850°C) (MANZ, 1992).

Em contrapartida, os processos biologicos oferaaartagens operacionais, pois ocorrem em
temperatura ambiente e sob pressdo atmosférica,seodanto, alternativas de baixo custo.
Segundo Henshaet al (1999) a aplicacdo de processo bioldgico podenpver a elevada
eficiéncia para eliminacdo do,8l e sua concentracdo pode permanecer menor quée hog/

efluente.
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Os processos biologicos podem ser aerébios ou @nasr ambos utilizam bactérias
sulfurosas. O processo anaerdbio é vantajoso, @evidimplicidade operacional e baixo
custo. A oxidacdo biol6gica de sulfeto pode secipha enxofre elementar YSou completa
a sulfato (S@?), sendo que a oxidacdo biolégica pode ocorrer reguando o bS esta
presente em baixas concentracfes (ELSHAHIERI., 2003). O enxofre, quando formado,

pode ser utilizado como fertilizante no solo ougigida (KLOK et al, 2012).

A figura 2.6 apresenta as principais tecnologiangas e biologicas para controle de

emissao de sulfeto em sistemas de tratamentousnefs domésticos.

Figura 2.6 - Processos quimicos e bioldgicos para controle dssémde bS.

Métodos para controle de H,S em sistemas de
tratamento de aguas residuarias

Eliminagdo do
H,Sformado

O?dd_agéo Precipitagdo
guimica do guimica do
sulfeto formado suffeto formado

Oridacdo
bioldgica do
sulfeto formado

Adicdo de

Adicao de Adicdo de sais
oxdantes deferro
quimicos (Fe2+Fe3+

aceptores de
elétrons

Oz, HzOz, C|2, N3C|O,
KMnOy,, CaOZY MgOZ

Fonte: Adaptado de ZHANG et al. (2008).

Varios fatores inibem o metabolismo das BRS, deestes, as concentracdes de oxigénio
dissolvido maiores que 1,0mg/L, temperatura queesieja na faixa de 25°C a 43°C e pH
abaixo de 5,5 ou acima de 9,0. No entanto, a pémlde sulfeto pode ocasionar problemas
no processo de degradacdo anaerdbia da matériaicagd por isso, deve ser avaliada com
cautela (HOLMER e STORKHOLIVR001).
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Especificamente em reatores UASB, o sulfeto prattuziurante a reducédo do sulfato pode
ser oxidado por varios processos: oxidagdo quimea oxigénio, oxidacao biolégica sob
condigbes Oxicas, oxidacao fototrofica, oxidacdémgea anoxica e oxidagdo biologica sob
condicbes anoxicas (HOLMER e STORKHOLK001). Ambos 0s processos, quimico ou
bioldgico, geram a oxidacdo completa do sulfetardianto, a oxidacao biolégica € mais

rapida que a oxidacdo quimica (STAL, 1995).

A remocao bioldgica de sulfeto de aguas residugodg ser classificada como método direto
ou indireto. No método direto, o sulfeto é oxidpeda atividade das bactérias fotototréficas e
quimiolitotroficas. No método indireto, a oxidacde compostos reduzidos de enxofre é
realizada quimicamente por ion férrico como ageridante e as bactérias oxidadoras do ion

férrico sdo usadas para regenera-lo para posteiiaacédo (PAGELLA e FAVERI2000).

Os processos bioldgicos sdo muitas vezes consaeaino uma alternativa vantajosa, visto
que uma ampla variedade de micro-organismos é cdpaaxidar e reduzir espécies de
enxofre transformando-os em compostos de facil ietigfio, além disso 0s processos
biolégicos possuem como vantagens baixo custo éeag@o, menor consumo energético,

além de poderem ser operados a temperatura amtREREZ e VILLA, 2004).

Por outro lado, uma desvantagem da oxidacdo baa6giquando ocorre geracdo de acido
sulfurico, proveniente da acdo oxidativa iniciadgapatividade metabodlica das bactérias
oxidadoras de sulfeto, que provoca a corrosdo deri@ia como concreto e aco. Esta rota
metabdlica é utilizada principalmente @driobacillus thiooxidansespécie predominante em
sistemas de tratamento de esgotos (HA@l, 1996).

2.6 Oxidacao bioldgica de sulfeto a enxofre element  ar

Ambientes ricos em compostos de enxofre como fotleesais, ventos termais oceanicos,
zonas anaerobias de lagos, superficies marinhatiéries, desempenham importante papel
na manutencdo da comunidade microbiolégica. Amplaedade de micro-organismos é
capaz de oxidar, reduzir e desproporcioespécies de enxofre. A estrutura da comunidade
microbiana responsavel pela oxidacdo de sulfetonfluienciada pelas condicbes que
prevalecem no ambiente, tais como: pH, temperatoacentracdes de sulfeto e sulfato,

potencial redox, disponibilidade de luz e matérgaaica (ELSHAHEDet al, 2003).
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Jansseret al. (1999) fizeram referéncia a dois tipos de procedsogecnoldgicos para
conversdo do sulfeto a enxofre elementar. A oxidldgélégica do sulfeto pode ocorrer em
condi¢cdes aerdbias, andxicas ou anaerobias, cogérugi nitrato ou dioxido de carbono,

respectivamente, atuando como aceptores de elétrons

O primeiro processo ocorre em condicbes anaerObpi@s, atividade das sulfobactérias
fototroficas verdes e purpuras que realizam fotbesé anoxigénica conforme apresentado na
equacao 2.2, ou seja, utilizam a luz como fonteelergia para transferir os elétrons do
enxofre para reducdo do diéxido de carbono. Aoréantda fotossintese oxigénica (equacao
2.3) que usa a 4gua como doador de elétrons padazir oxigénio, essas bactérias usam o
H,S como doador de elétrons, oxidando-o inicialmemt& e, posteriormente, a $©
(FRIEDRICHet al.,2005).

6 CO, + 12 HS + energia luminos® CgH1,06+ 6 HO + 12 S (2.2)

6 CO, + 12 HO + energia luminos® CgH1,0 + 6 HO + 6 Q (2.3)

O segundo processo referido por Jansteat (1999) pode ser descrito pelas reacdes 2.4, 2.5
e 2.6. Este processo é realizado por bactériasigjimautotroficas e ocorre em condigcbes
aerdbias, segundo Madigat al. (2004), estas bactérias obtém sua energia a phatir
oxidacdo de compostos inorganicos e a sintese @Reesia ligada a oxidacdo do doador de
elétrons. Neste processo, o oxigénio molecular acaptor final de elétrons e os elétrons
derivados da oxidacdo de enxofre sdo usados panafdrmacédo de energia da cadeia
respiratoria e reducéo de didéxido de carbono (FRREIM et al.,2005)

H,S+2Q — SQ %+ 2H AG®= - 798,2 4p.
H.S +1/2Q — S°+ HO AG®= - 209,4 5p.
S°+32Q+H0 — SO*+2H AG°=-587,1 qe.

Dentre os compostos sulfurados utilizados como alesdde elétrons estéo principalmente o
sulfeto de hidrogénio (4$) e enxofre elementar S Todavia, em condicBes anaerdbias,
algumas bactérias oxidadoras de sulfeto podem esresc presenca de tiossulfate@s ),

que atua como doador de elétrons, e com nitratoutkos compostos nitrogenados como
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aceptores de elétrons, que sdo metabolizados atcsulf nitrogénio, respectivamente
(FRIEDRICHet al.,2005).

Entretanto, ha maior producédo de energia e maiorentl de elétrons participantes (figura
2.7) quando os compostos sdo oxidados a°3€endo este, portanto, o produto preferencial,
desde que haja disponibilidade de oxigénio disdolvi

Figura 2.7 -Ciclo do enxofre e seus estados de oxidacgao.

—
Redugdo
v |
H,S HS s° 8,057 SOs- sot
HS” Polis- Enx. Tios-
s+ sulfeto Elementar sulfato Sulfito Sulfato
' T T ry 3 b
Oxidacdo E—

Fonte: Adaptado de FRIEDRICH et al. (2005)

Em ambientes naturais com baixos teores de oxigdissplvido, a oxidacdo do sulfeto é
designada parcial e é limitada a producao de emyadémentar. Segundo Hulshoff-Ralal.
(1998) e Janssest al. (1997), a formacgéo de enxofre elementar podenserzida mantendo-
se baixas concentracbes de oxigénio (<0,1mg/L)nxdfee elementar pode ser acumulado
em granulos intracelulares pelas sulfobactérias ostepormente oxidado a sulfato
(BUISMAN et al.,1990).

O enxofre elementar biologicamente formado poskninaas caracteristicas diferentes do
enxofre formado quimicamente, este ultimo é mendfdbico, forma agregados e possui

boa sedimentacdo. Além disso, o enxofre € estavg@teentre 7-10 e temperaturas entre 30 e
47°C, acima destas condicées bdBsproporciona, formando sulfeto e sulfito (JANSSE

al., 1999).

Janseret al. (2009) pesquisaram as propriedades coloidaisndofe elementar biolégico.

De acordo com os autores, o enxofre elementar itarst de glébulos transparentes,
extracelular ou intracelular, podendo atingir dém de 1um, forma esférica ou elipsoidal,
pode dissolver em varios solventes organicos tarsoccloroférmio, acetona e etanol. Ainda

nao foi demonstrado que os glébulos de enxofresastituidos exclusivamente por enxofre.
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Por questdes ecologicas e ambientais, a formac@&orddre elementar é preferencial porque
é insoluvel e assim, pode ser removido de meiasdds, reduzindo-se o conteudo total do
composto enxofre de aguas residuarias. Outra vemtagportante é o fato do enxofre
elementar ser usado para producdo de energia parsvgrupos de micro-organismos
(ELSHAHED et al.,2003).

Portanto, a oxidacdo parcial € induzida quando rtérasse de recuperacdo de enxofre
elementar, seja para fins biotecnoldgicos, tal camecuperacao do enxofre, ou para remocao
do mesmo de 4guas residuarias. Dentre os processaeparacdo disponiveis estdo a

filtracdo, flotacdo, extracdo, processo de membeasadimentagdo. Para escolha da técnica
deve-se considerar o método que propicie a agregias particulas de enxofre. No entanto,

0s mecanismos de formacéo de particulas ndo egtiménte esclarecidos e a formacéo de
polissulfetos dificulta a sedimentagéo (JANSSEMI.,1999; VAN DER ZEEet al, 2007).

A recuperacdo do enxofre elementar € muito valipgbp fato do enxofre poder ser
novamente empregado em processos industriais cootugéio de acido sulfdrico, ou na
agricultura, na composicéao de fertilizantes, eatreeos processos (VANNINdtal., 2008).

No Brasil, os maiores produtores de enxofre séeta@Bras, AngloGold Ashanti, Votorantim
Metais - Niquel /Zinco e o grupo Paranapanema. bldéstante, as vendas da producédo
nacional de enxofre no mercado interno sédo segui@stasendo que a industria de
fertilizantes representa cerca de 82% do consutabeapem funcédo desta demanda, o Brasil é
um grande importador de enxofre (ABBATI e SILVA,(H). Segundo o Departamento
Nacional de Produgao Mineral, em 2006 o Brasil irtqaocerca de 3,1 milhGes de toneladas

de enxofre, representando o maior volume de enxofrertado nos sete anos anteriores.

2.6.1 Oxidacgéo aerobia de sulfeto por bactérias incolores

As bactérias oxidadoras de sulfeto denominadadare possuem esse adjetivo devido a
auséncia de fotopigmentos, apesar de ser repagtaelgoldnias e cultivos podem apresentar
coloracéo rosada devido ao alto contetdo de citoasonestas bactérias (PEREZ e VILLA,
2004).

Estes micro-organismos apresentam diferentes foroesde bacilos, espirilos, cocos até

células filamentosas. Além disso, sdo encontradasaios nichos ecoldgicos nos quais 0s
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compostos reduzidos de enxofre estdo presentedadierias de enxofre incolores tém
representantes  quimiolitotréficas  obrigatérias Thipbacillus e  Thiomicrospirg,
quimiolitotroficas facultativas Sulfolobus e Thermothriy e quimiolitoheterotréficas
(Beggiatoa) (PEREZ e VILLA, 2004).

As sulfobactérias incolores sdo adaptadas a aneiepte sofrem variagdes na concentracao
de oxigénio, tais como fontes hidrotermais e anibgehipersalinos (VANNINEt al., 2008);
sedimentos de lagos (HOLMERS§ ORKHOLM, 2001), tapetes microbianos (STAL, 1995),
lodos ativados (WILLIAMS e UNZ1985) e biofiimes (OKABEet al., 1998). Nestas
condicdes, estas bactérias oxidam o sulfeto nadigiies proporcionadas pelas flutuacdes de

oxigénio que ocorrem nestes ambientes.

A oxidacdo parcial do ¥ a $ pode ser realizada pelas sulfobactérias incol@@esacéo
2.5), no qual o $produzido é acumulado em granulos intracelulargmade ser oxidado
posteriormente a sulfato. Klak al. (2013) propuseram que a oxidacéo da SQ 2 proceda

por meio de uma via redutase sulfito dissimilatéeieersa e sulfito dehidrogenase.

Devido a sua capacidade de oxidar o sulfeto, a®badtérias incolores sdo de grande
interesse sanitario e tem sido utilizadas para ¢émdeste composto de efluentes de reatores
anaerobios. As espécies mais relatadas na litargtesentes em sistemas de tratamento de
esgotos sadhiobacilluse Beggiatoa(PEREZ e VILLA, 2004).

Apesar da presenca Beggiatoae Thiothrix ser considerada um problema em sistemas como
lodos ativados, pois podem estar envolvidas comtangescimentobulking filamentoso) do
lodo, estas espécies tém sido utilizadas em proseS®Ilogicos como uma alternativa
biotecnolégica para a eliminacéo do sulfeto dedgénio de aguas residuérias (WILLIAMS e
UNZ, 1985).

Espécies do génemeggiatoa, Thiothrixe Thiospirapodem acumular o enxofre produzido
dentro das células, o que dificulta a extracdo rdmiee produzido. Espécies deggiatoa
apresentam destaque devido a sua predominanciamdmerdaes sulfurosos. Essa bactéria
cresce na presenca de sulfeto ou tiossulfato eautititrato, nitrito, aménio e certos
aminoacidos como fonte de nitrogénio. S&o bactéitementosas autotrofas facultativas, as
quais em pH neutro e na presenca ded®idam HS a S° ou HSa S°, quando o pH esta
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moderadamente alcalino. O enxofre elementar padessecado como granulo intracelular e

pode ser subsequentemente oxidado a sSUK&AMP et al.,2006).

Em condi¢cbes anaerobias, bactérias do géBeggiatoautilizam nitrato no lugar de oxigénio
para oxidar o sulfeto; algumas espécies contémolaeino qual o nitrato pode ser estocado
em concentragfes de 160 mmol/L. Quando o nitratsaélo como aceptor de elétrons ocorre
mudancas no pH do meio, a oxidacdo d8 Bl S° aumenta o pH, enquanto a oxidacdo de S° a
SO? diminui o pH. Outra bactéria oxidadora de sulfitoolor, Thioplocasp, também é

capaz de oxidar sulfeto acoplado a reducéao demdramonia (KAMRet al.,2006).

Ao contrario das espécies citadas, algumas espdoiegéneroThiobacillus produzem o
enxofre extracelular, fator que traz vantagens tilzacdo do géneroThiobacillus utiliza
compostos inorganicos como fonte de energia @ €@no fonte de carbono, crescem
lentamente e sdo muito pequenos, o que dificuildertificacdo em cultivos puros, mas com

analises de biologia molecular € possivel a ideagfio destas cepas (STAL, 1995).

Janssenret al. (1999) reportaram que micro-organismos do géndrmbacillus podem

competir com sucesso com processos quimicos devil@ alta afinidade por sulfetos. No
entanto, como a formag¢do do sulfato produz maisgeneessa rota é preferencialmente
realizada pelos micro-organismos. Assim, a formatgienxofre elementar somente ocorrera

sob concentracdes limitadas de oxigénio ou altaetracao de sulfeto.

A desvantagem da oxidacao biologica mediada pelésbactérias incolores € a operacéo do
reator sob condi¢cGes aerdbias, que agrega custaode aeracdo. Uma forma de minimizar
estes custos € a realizacdo da oxidacdo de salstwiada a desnitrificacdo, porém torna-se
necessario um efluente rico em nitrato (aceptal fite elétrons usado na oxidacdo d&H
(TANG et al, 2009). Este processo é denominado desnitrificag#iotrofica, no qual as
bactérias quimiolitoautotréficas sdo capazes ddavxtompostos inorganicos reduzidos de
enxofre, como sulfetos 1§, enxofre elementar {% tiossulfato (80:>), ou sulfito (SG@), a
partir da reducao de nitrato ou nitrito (KUENENal., 1992).

Na desnitrificacdo autotrdfica, a espécie que tedo snais estudada é&hiobacillus
denitrificans uma sulfobactéria anaerdbia facultativa, litodfaca obrigatéria, que difere
por sua habilidade de crescer anaerobiamente amssutfato, como doador de elétrons, e

com nitrato, como aceptor de elétrons (FRIEDRICH98). Além de Thiobacillus
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denitrificans as espécie$hiomicrospira denitrificanse Pseudomonas stutzemsta ultima
desnitrificante heterotrofica, também sdo conhecpta serem capazes de realizar a oxidacdo
autotrofica de compostos de enxofre acoplada ac&sdwde compostos nitrogenados
(MAHMOOD et al.,2009).

A equacdo 2.6 descreve a reducdo de nitrato utdizasulfeto como fonte de energia,
produzindo sulfato e nitrogénio. Dependendo dasdicées operacionais do sistema, a

oxidacao de sulfeto também pode gerar enxofre ellemeonforme mostra a equacao 2.7.
S +1,6NQ + 1,6H — SO + 0,8\, + 0,8H0O AG®= -743,9 ki/reacdo (2.6)
S + 0,4NQ + 2,4H — S+ 0,2\, + 1,2H0 AG®= -191 kJ/reacdo (2.7)

Além disso, também é possivel ocorrer a desniighio com a oxidagéo de enxofre elementar
a sulfato como representa a reacao abaixo (equa@ipesta rota ocasiona consumo da
alcalinidade, ao contrario da rota em que o sulfétmxidado a enxofre elementar
(BERISTAIN-CARDOSCet al, 2006)

S+ 1,2NQ + 0,4H,0 — SO + 0,6N, + 0,8H" AG® = -547,6 kJ/reacéo (2.8)

Krishna e Philip (2005), avaliaram a desnitrificagitotrofica poi hiobacillus denitrificans
na presenca de sulfeto. Os autores observarandagdxi completa de sulfeto pelo processo
de desnitrificacéo autotréfica. Os resultados destraram que 40% a 60% da concentracao
inicial de sulfeto foi convertida a sulfato e otagde a enxofre elementar. O micro-organismo
apresentou velocidade méaxima especifica de crestimde 0,631, com tempo de

duplicacdo de 1h. A velocidade de reducéo de aiffedu em torno de 0,05g de N.gSSV.h

2.6.2 Oxidacgdo anaerdbia de sulfeto por sulfobactérias wvaées e purpuras

As bactérias fototroficas correspondem a um grampiepo de micro-organismos
metabolicamente diversos, agrupados em funcdo daagdio de sulfeto e de sua
pigmentacao. As bactérias fototroficas tém impaetgrapel no metabolismo anaerobio da
matéria organica, como produtores primarios (fdimtadficos) ou como consumidores de

compostos organicos reduzidos (fotoheterotrofiQedDIGAN et al.,2010).
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As bactérias fototroficas purpuras e verdes saalidas em seis familias, incluidas nas
ordensRhodospirillalese Chlorobiales,respectivamente. As bactérias fototroficas purpuras
sao representadas pelas familiasChromatiaceae = Rhodospirillaceae e
Ectothiorhodospiracege enquanto as bactérias fototréficas verdes, pelasiilias
Chloroflexaceae, ChlorobiaceasHeliobacteriaceaeEm processos de tratamento de aguas
residuarias, as bactérias fototroficas vivem embgise com outros heterétrofos e
fotoautotrofos (STAL, 1995)Alguns micro-organismos heterotroficos (exrthrobacter,
Micrococcus, Bacillus, Pseudomofdsram relatados na literatura por serem respaisav

pela oxidacao do enxofre em solos alcalinos e agRAUL e CLARK, 1989).

Os principais géneros de bactérias purpuras rejomtana literatura sa@hromatium,
Rhabdochromatium, Thermochromatium, Isochromatidarjchromatium Thioalkalicoccus,
Thiorhodococcus, Thiocapsa, Thiocystis, Thiococ@hspspirillum, ThiodictyonThiopedia,
EctothiohodospiraThiorhodospirae Halorhodospira.Embora a luz seja a principal fonte de
energia destes micro-organismos, o crescimentaulit@rofico na auséncia de luz tem sido
relatado emAllochromatium vinosure Thiocapsa roseopersicinaNas sulfobactérias verdes,
0S principais géneros representantes <&dorobium Prosthecochloris Pelodictyon
Ancalochloris, Chloronema Chloroherpeton TANG et al, 2009).

Conforme Holt e John (1994), as sulfobactérias tféficas apresentam diferentes
morfologias tais como: células esféricas, espiedae bacilos com dimensdes que podem
variar de 0,3 — 6,0 um. As sulfobactérias purpyadem ocorrer isoladamente ou em
agregados podendo formar filamentos, além dissasdzacterias podem permanecer imoveis
ou movimentar-se por flagelo. As cores das susgsndé células variam a partir de violeta-
puarpura a vermelho-parpuro e vermelho rosado. Bmquque as sulfobactérias verdes séo
imoOveis e as cores das suspensdes de células vdeianarrom amarelado, marrom e verde.
Geralmente, as espécies de sulfobactérias verdesaguanaerobias obrigatorias estdo dentre
os isolados cultivados. O grupo é morfologicameagtrito e inclui bacilos curtos e longos
(MADIGAN et al, 2010).

No que se refere a presenca de pigmentos, amifapasiérias contém bacterioclorofilas,
sendo que as sulfobactérias verdes contém badteablas a, ¢, dou e, enquanto que as
purpuras contém bacterioclorofdeoub (ACHENBACH et al.,2001).
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As bacterioclorofilas nas sulfobactérias verdes esdmontradas em vesiculas chamadas de
clorossomos, estas vesiculas sdo subjacentesdadigamembrana plasmatica. A existéncia
destes clorossomos confere a estes micro-organissm@apacidade de crescerem em
intensidade de luz mais baixa que aquela requgrataoutros organismos fototroficos
(TANG et al., 2009). Nas sulfobactérias puarpuras, as bacterwfdis estdo localizadas nas
invaginacdes da membrana plasmatica. A condicaerdia é fundamental para estes micro-
organismos, ja que na presenc¢a do oxigénio a sidepigmentos é inibida (TORTORA

al., 2003).

Devido a sua tolerancia por ambientes com poucgéoid, as sulfobactérias purpuras e
verdes crescem em ambientes que contém grandeidfEntde matéria organica em
decomposicdo e se adaptam principalmente a ambieetgrofilicos e mesofilicos. Além

disso, sdo extremamente adaptadas a flutuacoes@xdxicas, gradientes de sufeto-oxigénio
e flutuacdes diurno-noturno (ELSHAHES al., 2003).

Na natureza, as bactérias fototréficas purpurasrdeg também sdo encontradas em lagos
ricos em sulfeto, lagoas poluidas por esgoto e gmasitermais. Nos lagos, esses micro-
organismos podem apresentar densidades extremarakase sob condicdes ambientais
favoraveis que incluem quantidade suficiente denluzegido anaerdbia, além da presenca de
doadores de elétrons (VARESCHE, 1997). As bacte&eades sulfurosas requerem pouca luz
para a realizacdo das atividades fotossintétioasgdas estas geralmente encontradas nas
maiores profundidades de lagos, quando comparaatasocitros organismos fototréficos
(MADIGAN, 2010).

Em sistemas de tratamento de esgoto, as bacté@tesoficas purpuras e verdes foram
encontradas (SIEFEREt al.,1978). O estudo utilizou amostra de lodo ativadioi @avaliado

a distribuicdo de bactérias fototréficas na ameseado que 51% a 75% corresponderam a
Rhodopseudomonasphaeroidese Rhodopseudomonagelatinosa 6% a 25% foram
Rhodopseudomonas palustesR.capsulata 1% a 5% foram ddrhodospirillumtenue e
Rhodopseudomonadgridis. Enquanto qu€hromatiumvinosum Thiocapsaroseopersicinae

Chlorobiumlimicola foram presentes em menor proporc¢éao ( <1%).

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



Estudo realizado em biofilmes naturais revelou@réncia de competicdo pelo sulfeto entre
bactérias sulfurosas incolores e puarpuras. Nestel@sas bactérias purpuras foram capazes
de se moverem pelo sedimento em condi¢des de baemsidade de luz; esta caracteristica
as tornaram mais eficientes no consumo de sulfetonalado na camada anoxica do
sedimento do que as bactérias incolores (JORGENSBEES MARAIS, 1986).

2.6.3 Mecanismos e enzimas envolvidas na oxidacao biolégide sulfeto em

quimiolitotréficas

As bactérias oxidadoras de sulfeto usam diferemtggmas e mecanismos de transporte de
elétrons e conservacao de energia para oxidac&alf#o. Dentre os sistemas de oxidacéo
presentes nas quimiolitotréficas, em dois sistemasubstrato inicial kB, tiossulfato e
enxofre elementar devem ser primeiramente reduzalaaulfito (S@?), partindo-se do
sulfeto, 6 elétrons sao liberados e posteriormenselfito € oxidado a sulfato (MADIGARt

al., 2010).

O sistema mais amplamente difundido é aquele glizaud enzima sulfito oxidase, esta
enzima transfere os elétrons dosS@iretamente ao citocronw) ocorrendo a sintese de ATP
durante este transporte de elétrons e geracao ddarga préton motiva. Em outro sistema
utilizado por algumas sulfobactérias, a oxidacdcS@g? a SQ? ocorre pela reversdo da
atividade da adenosina fosfosulfato (APS) redutas® enzima essencial do metabolismo de
BRS. Essa reacdo que ocorre na direcdo de prodiec®02, produz uma ligacdo fosfato
rica em energia quando o AMP [nucleotideo regulatfiue atua como sinal, em vez de ser
incorporado ao RNA ou DNA) que participa da repiiessatabdlica] é convertida em ADP
(adenosina difosfato), conforme figura 2.8. Quamddiossulfato atua como doador de
elétrons, o mesmo é inicialmente clivado em S° ¢°S6s quais podem ser eventualmente
oxidados a S& (MADIGAN et al, 2010).
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Figura 2.8 - Bioquimica da oxidacdo de sulfeto por bactériamgplitotroficas.
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O sistema enzimético de oxidacdo de enxofre (S@&xjito dehidrogenase (SOR) e quinona
sulfeto oxidoredutase (SQR) tem sido reportado (ldi@l, 1996; FRIEDRICHet al, 2005;
KLOK et al, 2013). Segundo o trabalho desses autoresétered derivados da oxidacao de
sulfeto entram na cadeia respiratéria ao nivelitderomoc com a adi¢do do flavocitocromo
c oxidoredutase (FCC). Esta enzima é uma partestiensa respiratério e oxida HBS° com

0 citocromoc como aceptor de elétrons. O citocroo® ubiquinona podem ser oxidados pelo
oxigénio via complexo oxidase, tais como citocrornooxidase e quinol oxidase,
respectivamente. Enquanto que a oxidacdo de S° & Pp@cede via redutase sulfito

dissimilatéria reversa e sulfito dehidrogenase.

2.6.4 Mecanismos e enzimas envolvidas na oxidagao biolégide sulfeto em

sulfobactérias verdes e purpuras

O aparato fotossintético de bactérias sulfurosgsypas tem sido reportado como um sistema
de membrana intracitoplasmatica, o centro da realggsas bactérias consiste de trés
polipeptideos, designados L, M e H. Essas proteijasamente com uma molécula do

citocromoc estao firmamente inserida na membrana fotossiatéti

O fotocomplexo consiste de um par de bacteriotésd, chamado de par especial, mais duas
bacterioclorfilasa, que funcionam no fluxo de elétrons, duas molécdk bacteriofeofitina
(bacterioclorofila sem o atomo de magnésio), duagcnlas de quinona e um pigmento

carotendide. Todos os componentes do centro déioeestdo integrados de forma que
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possam interagir em reacdes de transferéncia ttered¢nos estagios iniciais de conversao de
energia fotossintética.

As reacdes comecam quando a energia atinge o pacialsde bacterioclorofilas. A
absorcao de energia excita o par especial, comgerte de um fraco doador de elétrons para
uma forte doador de elétrons (com potencial dega@amuito eletronegativo). Uma vez que
este forte doador foi produzido, as etapas restarddluxo de elétrons conservam a energia

liberada quando os elétrons fluem através da merabde baixoE, para elevadoEy,
gerando uma forca préton motiva (figura 2.9).

Figura 2.9 - Fluxo de elétrons na fotossintese anoxigénicaastéhas sulfurosas purpuras.
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QA,QB-quinonas intermediarias, Qpool-pool de quinonas da membrana fotossintética, Cyt-citocromo.
Fonte: MADIGAN et al. (2010).

Antes de excitacdo, o centro de reacao que € cltade®870, tem ufBy'de cerca de 0,5V

e depois da excitacédo, o potencial tem de cerca,dé/. O elétron dentro do P870 prossegue
para reduzir uma molécula de bacteriocloroiladentro do centro de reacdo. Uma vez
reduzida, a bacterioclorofila reduz posteriormente a bacteriofeofitimaque reduz as
moléculas de quinona no interior da membrana. Airpdas quinonas, os elétrons sao
transportados na membrana por meio de uma séneotieinas ferro-enxofre e citocromos
que eventualmente, retornam para o centro da reécaproteinas chaves do transporte de
elétrons incluem o citocromo bcl e ¢2, sendo qakimo é um citocromo periplasmatico que

doa elétrons para o par especial de bacteriodajlacasionando o retorno dessas moléculas

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



para seu estado original com portené&gtle 0,5 V. Assim, o centro da reacéo € entado capaz

de absorver novamente energia e repetir o processo.

Com relacdo ao crescimento autotrofico das suttépias purpuras, a sintese de ATP nao é
suficiente. Um poder redutor (NADH ou NADPH) é nesdio, de modo que o GPossa ser
reduzido, o poder redutor de sulfobactérias pusparaina-se com o #$, embora $ S0

e mesmo F& ou NG possam ser utilizados por varias espécies. Quardi® corresponde
ao doador de elétrons, glébulos desdo armazenados no interior das células. Subasinci
reduzidas como #$, sdo oxidadas por citocromos do tgpsendo os elétrons eventualmente
transferidos ao “pool de quinonas” da membranasgitética (figura 2.10).

Figura 2.1C - Membrana fotossintética em sulfobactérias purpuras.

Fonte: MADIGAN et al. (2010).

No entanto, oEy’ da quinona (cerca de 0 volts) é insuficientemeglttronegativo para
reduzir diretamente o NAD(-0,32 V). Em vez disso, os elétrons do pool daapa devem
ser retrocedidos de maneira forcada contra o gredi@rmodinamico, para eventualmente
reduzir NAD(PJ a NAD(P)H. Esse processo, que requer energianéntieado transporte
reverso de elétrons, sendo dirigido pela energidodga préton motiva e envolve uma
reversao da atividade normal do complexo | da eadeitransporte de elétrons; o complexo |
oxida NADH e reduz quinona. Se NAD(P)H € necess&@ino um redutor em vez de NADH,
portanto, o NAD(P)H pode ser produzido do NADH penzimas denominadas
transidrogenases. O fluxo reverso de elétrons tanmd® mecanismo pelo qual as bactérias
quimiolitotroficas obtém seu poder redutor paraxacéo de CQ em muitos casos, a partir
de doadores de elétrokg positivos (MADIGAN et al, 2010).
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Por outro lado, o centro da reacao fotossintéticdactérias ndo sulfurosas verdes e bactérias
sulfurosas purpuras sdo estruturalmente similantudm, o centro da reagcdo em bactérias
sulfurosas verdes difere significativamente daséves ndo sulfurosas purpuras e verdes. Na
figura 2.11 é possivel observar que o centro dadmeaas bactérias sulfurosas verdes é
significativamente mais eletronegativo que naséres sulfurosas purpuras e que a clorofila

a (sulfobactérias verdes) esta presente no centreado.

Assim, ao contrario das bactérias sufurosas pusporale a primeira molécula receptora
estavel (quinona) tery cerca de 0V, o receptor FeS (proteina ferro-emyadas bactérias
sulfurosas verdes é muito mais eletronegativo doagMADH. Isto tem um efeito importante
na sintese do poder de reducdo dessas bacténpge @fluxo reverso de elétrons, necessario
nas bactérias sulfurosas purpuras, ndo € requeana® bactérias sulfurosas verdes
(MADIGAN et al, 2010).

Figura 2.11 - Comparagao do fluxo de eletrons entre as bactauiagosas purpuras e verdes
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Fonte: MADIGAN et al. (2010).

2.6.5 Oxidacéao biologica e quimica do enxofre elementar

Esta oxidacao é realizada principalmente por macganismos aerdbios (equacao 2.9), gram-
negativos, nao formadores de esporoAcidithiobacillus thioxidans anteriomente

denominadoThiobacillus thiooxidans que crescem em um pH muito baixo.

2 S +3Q + 2H0 —2H,SO (2.9)
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Outros oxidantes do enxofre sdo as arquéias dorg&hdfolobus tais como as espécie
Sulfolobusmetallicus, acidéfila termdfila, encontradas em fontes termadsn pH acido
variando de 2 a 3 e temperaturas elevadas de 55°@. &Estes micro-organismos se
desenvolvem pela oxidac&o do ferro ferroso, conggostduzidos de enxofre inorganico ou
minérios de sulfeto (FRIEDRICH, 2005 ).

Alguns micro-organismos heterotroficos (exArthrobacter Micrococcus Bacillus,
Pseudomongstambém s&o responsaveis pela oxidacdo do eneofresolos alcalinos e
neutros (PAUL e CLARK, 1989).

A oxidacdo quimica também tem sido reportada cornocaréncia espontanea em solucdes
aquosas que contenham sulfeto na presenca de mxigllyuns trabalhos tém sido
publicados com o objetivo de avaliar as reacdesigmas puras, salinas ou ainda em esgoto
sanitarios com o uso de diferentes concentracoesulfieto e oxigénio dissolvido, além de
diferentes valores de pH e de temperatura (BUISMARBIL1990; SANTOSet al, 2009).

Gonzalez-Sanchez e Revah (2007) descreveram algim®s que podem influenciar a
estequiometria e cinética da oxidacdo quimica,caiso: relacdo molar sulfeto/oxigénio, pH,
temperatura, forca idnica e presenca de catalisadnr inibidores. Steudel (2000) descreveu
as reacOes de oxidacao do sulfeto e seus pringypagiitos formados: enxofre elementar,
tiossulfato, sulfito e sulfato, como segue nas eges 3.0 a 3.3, respectivamente. As reacdes
sao catalisadas por ions metalicos e os produtosagdo dependem das condicbes do meio

como relacdo sulfeto/oxigénio e principalmente ppdencial redox.

HS + % Q —S° + OH (3.0)
HS + O, — ¥ SO + %2 HO (3.1)
HS +320, >SO +H' (3.2)
HS + 20, »SO% + H' (3.3)

Um ponto relevante da oxidacdo quimica € a formagdiossulfato, que, de acordo com
Kuenen (1975), ndo ocorre na oxidacao biologicguBdo Kloket al. (2012), a formacéo de
tiossulfato em reatores pode ser devido a oxidaffdtica de polissulfetos e hidrdlise de

enxofre elementar, ou ainda € proveniente da ocdp@ei de alguns micro-organismos
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oxidarem sulfeto a tiossulfato. Atualmente, é pedsque a formacdo de tiossulfato seja

favorecida com o aumento do pH (acima de 8,5).

Van den Ende e Van Gemerden (1993) relataram suliaso como produto da oxidacéo de
sulfeto, mas atribuiram neste trabalho, que o uitate foi formado pela contribuicdo da
oxidacdo quimica no processo bioldgico. Steuded@R@bservou a formacdo de tiossulfato
como produto da auto-oxidacdo de polissulfetos messkm et al. (1997) observaram
diminuicdo na conversao de sulfeto a enxofre eléanequando houve aumento da producao

de tiossulfato.

2.6.6 Remocéao bioldgica de sulfeto de hidrogénio em reats

Kobayashiet al (1983) estudaram a remocao de sulfeto de ageméeias domésticas com
tratamento anaerdbio por bactérias fototréficas des reatores distintos: um sistema de
reatores com colunas e um sistema submergido. €mpot de retencéo celular de 24h e com
taxa de aplicacdo de 0,107Kd®°.d, 95% de remocéo foi alcancada no sistema deresat
com colunas. No sistema submergido, com tempotdag&o celular de 0,66h e com taxa de
aplicacdo de 0,0362kgBn°.d, 98% do sulfeto foi removido. Em ambos os casq&oduto
final da oxidacao foi sulfato.

Jansserrt al. (1995) trabalharam com reatores em bateladasramt@omassa em suspensao
de Thiobacillus neapolitanus Os reatores foram operados sob excesso de oxi(ffmg/L) e

apos 5h, o sulfeto introduzido foi convertido afatiol. Por outro lado, sob condi¢des
limitantes de oxigénio dissolvido (0,5-1,0 mg/L),eaxofre elementar e tiossulfato foram
produzidos, entretanto, no decorrer da operacaoedbsres, o sulfato foi o principal produto

da oxidagao do sulfeto.

Silva et al. (2002) observaram um reator operado sob condepdasrdbias para remocéao de
sulfato de aguas residuarias. A analise por meftudeescéncia de Raios X com disperséo de
energia (EDXRF) revelou que o precipitado formadbre o material suporte utilizado para
imobilizacdo de BRS continha 87% de elemento eexefo restante estava combinado com

outros elementos, principalmente, sodio.

Kleinjan et al. (2003) sugeriram que as biotecnologias de remoedsutfieto devem usar

preferencialmente os micro-organismos que armazesmofre extracelularmente, devido a
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separacdo mais facil de enxofre a partir da biomadssse sentido, Ferreea al. (2004)
utilizaram um biorreator, em escala de bancada, lmomassa composta por cultura pura de
Chlorobium limicola bactéria cujos granulos de enxofre sdo depositémta da célula. A
eficiéncia obtida na remocdo de sulfeto foi de @9,§uando aplicou-se 0,0016 Kgs?’.d

de sulfeto no biorreator com biofilme. Contudo,fatal e enxofre elementar ndo foram

guantificados.

Segundo Ferreret al. (2004), a maioria dos sistemas propostos natliteraitilizam culturas
puras de sulfobactérias com crescimento em suspensdperam reatores com agitacdo
continua onde a biomassa pode ser facilmente Iguati@mente com o liquido, resultando
em acumulo de sulfeto de hidrogénio no reator. 8&gws autores, este problema pode ser
evitado pela utilizacdo de reatores com biofilmee groporcionam maior estabilidade ao

sistema.

Silva (2005) desenvolveu um sistema de tratamentgual o efluente do reator em batelada
sulfetogénico foi tratado em reator aerdbio, coramassa imobilizada em espuma de
poliuretano, o reator foi operado em bateladas eserjais sob baixa concentracdo de
oxigénio dissolvido (0,1mg/L — 0,5mg/L) para prorapwa oxidacdo biologica parcial de

sulfeto a enxofre. O reator foi operado em cicles2d horas divididas nas etapas de:
enchimento (12 minutos), reagao (23,6 horas) eatlgadq12 minutos). Nessas condicdes, a
eficiéncia de remocao de sulfeto atingiu 88% eessiltados do estudo mostraram que 20%
do sulfeto foram oxidados a sulfato, enquanto 8% 6Goram oxidados parcialmente a

enxofre elementar.

Krishnakumaret al. (2005) realizaram estudos em um reator RHRBvérse Fluidized Loop
Reacto) destinados a oxidacdo aerdbia de sulfeto comalidade de formacéo de enxofre
elementar. Os autores observaram a formagéo déreretementar quando a concentragao de
sulfeto foi acima de 19kg®m>.d, houve declinio na producdo de sulfato e aumeato
producao de enxofre elementar e formacéo de ptksss. Os autores indicaram que houve
maior producdo de enxofre elementar quando o pialerexiox estava entre - 400mV e -
350mV, similar ao observado por Jansstal.(1998) que obtiveram maxima recuperacédo de
enxofre com potencial redox entre -147 mV e -137mV

Lowacharin e Annachhatre (2010) operaram um réatdift” e utilizaram como biomassa o

lodo do processo de lodos ativados. No reatorpogaso de oxidagdo bioldgica de sulfeto foi
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investigado sob condi¢des limitantes de oxigénjdy@ng/L). O experimento sucedeu-se com
aumento gradual do volume de sulfeto que ocasionosequente acréscimo na producao de
enxofre elementar ao longo do periodo experimeB@in carga de sulfeto de 4,0Kg8?>.d,

90% de enxofre elementar foi produzido no reator.

Em relagdo a remocdo de sulfeto presente no biaggsnicro-organismos autotréficos
pertencentes ao génefmiobacillustém apresentado grande aplicacdo (LEDUC e FERONI,
1994; PEREZ e VILLA, 2004). Fajarda al (2012) estudaram a remoc&o dSHo biogas e
desnitrificacdo simultanea pdihiobacillus denitrificansem um reator em batelada, com o
objetivo de remover nitrato e sulfeto. As cargabcagas foram 0,450 kg¥L.d e 0,450
kgNOs/L.d e nestas condicfes, a eficiéncia de remocaguliieto foi 100% e de nitrato foi
67%. Em outro estudo realizado em sistemas demesito de esgotoJhiomicrospira
denitrificans Thiobacillus denitrificans Beggiatoaforam 0s micro-organismos responsaveis
pela oxidacdo anaerodbia do sulfeto na presencardeon(ZHANG et al.,2008).

Além disso, ha processos patenteados pela PAQUES® o THIOPAC que promove a
remocao de sulfato e de metais pesados do eflgemtdinando em um reator o processo
anaerobio (que produz,B pela acdo das bactérias redutoras de sulfatm) @ugo reator, a
oxidacdo biologica de sulfeto a enxofre elementaryma sulfobactéria incolor do género
Thiobacillussp. Entretanto, a desvantagem desse processie¥ad@ custo para implantacao
(MUYZER et al, 2008).

Diante das vantagens da utilizacdo de sulfobast§r@aa remocdo de sulfeto, o estudo em
escala de bancada realizado por Nstal, 2009, com escuma de reator UASB, demonstrou
potencial de remoc¢éo bioldgica de sulfeto. A obsgfie microscopica da escuma testada,
revelou a presenca de bactérias envolvidas nagiadde sulfeto com morfologia semelhante

aBeggiatoae Thiotrix.

A tabela 2.2 apresenta um resumo dos trabalh@logtnesta literatura referente a remocao
de sulfeto. A principal limitacdo destes trabalBague poucos destes estudos quantificaram o
enxofre elementar, ou seja, consideraram a formede&te por meio de uma conversdo no
gual o sulfeto removido que néo foi convertido Haso, foi considerado enxofre elementar.
Portanto, essa limitacdo dificulta a verificacao wiabilidade técnica da recuperacdo do

enxofre elementar.
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Além disso, conforme descrito nesta revisdo dealibea, a oxidacao biolégica de sulfeto €
comumente realizada utilizando reatores em esealmadcada, com meio sintético e culturas
puras como inoculo. Nesse sentido, torna-se fund@ihe realizacdo de trabalhos que

utilizem reatores que propiciem a remocao de subetecuperacdo do enxofre elementar de
efluentes que n&o sejam sintéticos.
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Tabela 2.2 -Caracterizacdo de reatores bioldgicos utilizadoa pamocéo de sulfeto.

Tempo de Concentracdo Eficiéncia de Recuperacéo de
Especificacéo do po ¢ Biomassa (suspensa de oxigénio  Carga de sulfeto ~ S° efou N
detencao . -~ i . 3 remocédo de ~ Referéncia
reator hidraulica (h) ou imobilizada) dissolvido (kg S7m’d) sulfeto (%) producédo de
(mg/L) SO (%)
Reator anaerébio Biomassa suspensa Kobavashiet al
com colunas 24 (Chlorobiume NA 0,107 95 95 (S&) Y
(1983)
Rhodopseudomonpgs
Biomassa suspensa 100 (SQ*
Reator em 24 (Thiobacillus 10 17 100 o9 Janssental
neapolitanu} 75 (S°)
Biorreator Biomassa
anaerébio em imobilizada ~ : Ferreraet al.
escala de 24 (Chlorobium NA 0,0016 99,5 N&o mencionado (2004)
bancada limicola)
Reator de leito Biomassa suspensa 2-
fluidificado ) usp N&o 3(SQ%) Krishnakumaret
15 (Thiobacillus ; 19 100
(RFLR) em o mencionado 80 (S°) al. (2005)
denitrificang
batelada
Reator aerobio Biomassa 20 (SQ? .
em bateladas 24 imobilizada (espuma 0,5 0,134 88 ( o) S'g%g,t;l'
sequenciais de poliuretano) 68 (S°)
Biomassa suspensa Lohwacharin e
Reator airlift 4 (lodo ativadg) 0,15 4,0 20 90 (S°) Annachhatre,
(2010)
Reator anaerébio Biomassa suspensa Fajardoet al.
em batelada 24 (Thiobaccillussp.) NA 0,450 100 100 (S6) (2012)

NA — Nao se aplica
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral desta pesquisa foi avaliar a réindgiologica de sulfeto em dois reatores
alimentados com efluente anaerdbio contendo sutfestsolvido e verificar o potencial de

recuperacao de enxofre elementar.
3.2 Objetivos especificos

1- Avaliar se a configuracdo dos reatores, similardacantador de reator UASB,
favorecera o desenvolvimento de bactérias oxidadigasulfeto.

2- Comparar a eficiéncia de remogao de sulfeto e gémue enxofre elementar
entre os dois reatores, quando operados na ausEnoneio suporte ou contendo
meio suporte distintos.

3- Determinar a melhor condigdo operacional dos reatpara remocéao biolégica de
sulfeto e producgao de enxofre elementar.

4- Caracterizar a comunidade microbiana desenvolvaareatores nas diferentes

condicfes operacionais.

4 HIPOTESES

1- A configuracédo do reator similar a um decantadorrdator UASB, contendo meio

suporte, propicia maior retencdo de micro-organsseapazes de realizar a oxidagcao
bioldgica de sulfeto.
Premissa: Os estudos anteriores realizados por &a&izal. (2006) e de Garcia et
al.(2012), que verificaram o potencial de remocaoldgica de sulfeto a partir da
escuma formada no decantador de reator UASB, infiaeam na proposta de uma
nova configuracdo dos reatores, similar ao decaatade reator UASB, contendo
meio suporte, que pode favorecer maior retencdo rmMaso-organismos e maior
contato dos mesmos com o efluente, favorecendmlagdo biolodgica de sulfeto.

2- Os maiores tempos de detencdo hidraulica nos esatoontendo meio suporte

propiciam maior eficiéncia de oxidacdo de sulfetoreducdo de enxofre elementar,
quando comparado com os reatores operados com ntengo de detencdo
hidraulica.
Premissa: O elevado tempo de detencdo hidrauliceo@ado a formagdo de um
biofilme/escuma nos reatores pode favorecer o maootato das sulfobactérias com
o sulfeto dissolvido no efluente do reator UASBmitendo assim alta eficiéncia de
oxidacéo do sulfeto e producéo de enxofre elementar
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3- A producdo de enxofre elementar ocorre nos reatiggentados com efluente de

reator UASB, ainda que este contenha baixa coraggurde sulfeto dissolvido
Premissa: Os reatores mantidos fechados propiciandicbes anaerdbias e a
incidéncia de luz nos mesmos favorece o crescindmtsulfobactérias fototroficas
anoxigénicas. Assim, ainda que o afluente dos reatocontenha baixas
concentragdes de sulfeto dissolvido, as sulfobeséototroficas serdo capazes de
oxidar o sulfeto dissolvido e produzir enxofre edarar.

4- O reator contendo biobob como meio suporte apraserdlhor desempenho na
remocao de sulfeto e producéo de enxofre elemaniando comparado com o reator
sem meio suporte ou com anéis plasticos.

Premissa: O meio suporte propicia a retencdo dosr@rdorganismos e assim, maior
contato das sulfobactérias com o sulfeto dissolvidoefluente do reator UASB,
guando comparada com o0 reator sem meio suportejuab a biomassa cresce de
forma dispersa. No biobob, devido a maior area siigal, permite maior retencéo

dos micro-organismos e uma vez que a transferé&teiaxigénio € limitada entre os
intersticios, propicia a oxidagao biologica de stif a enxofre elementar.

5- A reducao do tempo de detencado hidraulica inflleenei composicdo da comunidade

microbiana dos reatores.

Premissa: Os reatores mantidos fechados favorece&rascimento de micro-
organismos anaerobios que geralmente apresentascionento lento, portanto, o
maior tempo de detencdo hidraulica € a condicdo smévoravel para o
desenvolvimento desses micro-organismos e umaueeaaprra a reducdo do TDH,
aumenta o risco dessas bactérias serem carregadas fora do reator devido a
maior vazao no reator.

5 MATERIAL E METODOS

5.1 Aparato e procedimento experimental

Neste estudo, o aparato experimental utilizadoespondeu a um reator UASB em escala
piloto de fibra de vidro, com volume total de 34@,30cm, h=400cm, e dois reatores de
fibra de vidro e cobertura de acrilico, cada um omstume de 25L, @ 35cm, h=40cm,
destinados a remocao de sulfeto dissolvido do mtuelo reator UASB, tratando esgotos
sanitarios. Os trés reatores estdo instalados mircCele Pesquisa e Treinamento em
Saneamento (CePTS) da UFMG/COPASA, situado na &stde Tratamento de Esgoto do
Arrudas, em Belo Horizonte-MG (Figura 5.1).

Apbs o esgoto bruto ser submetido ao tratamentbmpnar, uma pequena fracdo era
direcionada para o reator UASB e, posteriormenteflieente do UASB prosseguia para 0s
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dois reatores, para remocao do sulfeto dissoldigura 5.1 mostra o desenho esquematico

dos reatores, cuja configuracdo era similar aordadar de um reator UASB.

Figura 5.1 -Imagem do aparato experimental usado nesse estadttaido pelo reator
UASB em escala piloto e por dois reatores destinademocao biolégica de sulfeto (R1 e

A composicao do esgoto bruto e do efluente do réd&B utilizado neste estudo estéo

apresentados na Tabela 5.1.

Tabela 5.1 -Composicao do esgoto bruto e do efluente anaepibiveniente do reator

UASB.
Parametros Composicao do esgoto bruto  Composicao do efluente anaerébio
(mg/L) (mg/L)
DQO 374 - 431 181- 193
s 0,8-4,3 1-6
SO” 17,4 -55,9 5-25
N-amoniacal 22 - 37 29 — 47

A proposta de configuracdo dos dois reatores atibs na pesquisa foi similar a um
decantador de reator UASB, nas seguintes carstatas: formato do reator com fundo em
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forma de cone e o0 modo de operacdo com fluxo asoémddo efluente anaerdbio. Os

principais constituintes dos reatores podem seializados na figura 5.2.

Figura 5.2 -Desenho esquematico (a) e fotografia (b) do apavgierimental. Os
componentes dos reatores estdo numerados: (1)sumgsde dos reatores, (2) entrada do
afluente, (3) reator (4) cesto interno para preienehto com meio suporte (5) tampa

transparente (6) saida do efluente.

B |« ‘HE VR . Y

Na camara cilindrica dos reatores, o cesto intéoh@rojetado para manter o material de
enchimento no reator e permitir a retencdo de rocganismos presentes naturalmente no
efluente anaerdbio e as perfuracdes do cesto peRrRMtassagem do liquido para o interior do
cesto. Os reatores foram construidos com matedakparente, a fim de proporcionar o
crescimento de bactérias oxidadoras de sulfet@wmseem na presenca de luz, e selados com
silicone a fim de manter condicdes anaerObias. Belta 5.2 apresenta as principais
caracteristicas dos reatores propostos para rendecsalfeto de efluente anaerobio.

Tabela 5.2 -Caracteristicas dos principais componentes dosresaR1 e R2.

Caracteristicas Unidade Camara cilindrica Cone
Diametro interno cm 35 Variavel
Altura cm 30 20
Volume L 25 -

O monitoramento dos reatores ocorreu durante 515rémfases operacionais distintas,
representadas por trés tempos de detencdo hidrqWizH) distintos, dos quais 8 meses de
monitoramento foram com TDH de 24h, 5 meses com @BH2h e 4 meses com TDH de 6h
(tabela 5.3). Na fase 1, os reatores foram openaa@sesenca e auséncia de material suporte
e nas fases 2 e 3, os reatores foram operados ets suportes diferentes, conforme mostra

a figura 5.3.
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Figura 5.3 -Imagem do meio suporte utilizado como materialrighenento nos reatores.
(a) Biobob (b) Anel de polipropileno (c) e (d) biofe formado no biobob e no anel plastico,
respectivamente.

O material suporte utilizado nesse estudo foi a@eepolipropileno (@ 45mm, h= 35mm e
86m2 /m?3 de area superficial) e o biobob (BIOPRENironmental Technology Ltd., Brazil),
constituido por espuma de poliuretano envolta plipmpileno (J 45mm, h= 60mm e 270
mil m2 /m3 de area superficial) conforme mostratzeta 5.3.

Tabela 5.3 - Fases operacionais e caracteristicas dos reatores.

Fase operacional TDH Duracdo Meédiado Meio suporte do Meio Suporte
fluxo do reator 1 do reator 2
liquido nos (R1) (R2)
reatores(rifd)

Fase 1 24h 8 meses 0,03 230 anéis  Controle*

plasticos

Fase 2 12h 5meses 0,06 230 anéis 90 biobob

plasticos

Fase 3 6h 4 meses 0,12 230 aneis 90 biobob

plasticos

*reator sem meio suporte

Na fase 1, com duracdo de oito meses, o R1 foi amdp com o segundo reator,
denominado de R2 (controle), sem meio suporte,larforam operados com TDH de 24h e
vazdo meédia de 30L/d. Estas condi¢cdes foram detadas com intuito de proporcionar

méaximo crescimento da biomassa, além de permitipenar a diversidade microbiana entre
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os reatores (R1: biomassa aderida e R2: biomasgarda) e verificar a influéncia do suporte

na eficiéncia de remogao de sulfeto.

Posteriormente, os reatores foram desativados enowea partida foi realizada, iniciando a
fase 2 em que o R1 foi preenchido com anéis derppileno e o R2 foi preenchido com
biobob. Os reatores foram operados durante cincesneom TDH de 12h e vazao média de
60L/d e posteriormente, prosseguiu-se para fager&ydo em que os reatores foram operados
durante quatro meses no TDH de 6h, com vaz&do ndédl20L/d. Nas fases 2 e 3, o objetivo
foi avaliar a influéncia do tipo de material supoma retencdo de micro-organismos
oxidadores de sulfeto e verificar se a redugao [dbl hfluenciaria na remocédo de sulfeto e

na diversidade microbiana formada nos biofilmes.

Ressalta-se que o0s reatores ndo foram inoculadosmanidade microbiana presente no
préprio efluente anaerdbio se desenvolveu naturabrdentro dos reatores durante o periodo
de monitoramento. Os dois reatores foram operadofluxo continuo e alimentados com

efluente anaerdbio contendo baixas concentracdssligdo dissolvido (cerca de 1 a 6mg/L).

Com relagdo a coleta de biomassa dos reatoresispalfa tampa dos reatores era retirada
para coleta dos anéis plasticos no R1-24h e nodRZ<dntrole), a escuma que se formou na
superficie do reatara removida com auxilio de uma espatula. Nas fase8 foram feitas
duas perfuracbes na tampa dos reatores que peamitiirada do material suporte de forma
aleatoria. A coleta do afluente, nas trés fasesagmmais, foi realizada sempre no mesmo
dispositivo de entrada, na qual a alimentacéo datores era interrompida. Com relacdo ao
descarte de lodo, o mesmo foi realizado no encemtorda fase 1, enquanto que nas fases 2 e

3, o0 descarte do lodo foi feito duas vezes em tastaoperacional.

5.2 Analises fisico-quimicas

As secbes a seguir descrevem os procedimentogi@mlitilizados neste estudo. A tabela
5.4 apresenta os parametros monitorados, bem cemm@tmdos utilizados para as respectivas
andlises fisico-quimicas de sulfeto, sulfato, tifiato, enxofre elementar, série de solidos, pH
e potencial redox, sendo que para a medicdo ddetediltimos, a sonda do pHmetro era

introduzida no interior dos reatores.
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Tabela 5.4 -Pardmetros, métodos analiticos, frequéncia e paolet@snostragem.

Parametro Método Frequéncia Ponto de Referéncia
amostragem
Sulfeto (3) lodométrico Duas vezes por Afluente e efluente APHAtal.
semana (2012)
Sulfato (S@) Turbidimétrico Duas vezes por Afluente e efluente APH#Atal.
semana (2012)
Tiossulfato Turbidimétrico Duas vezes por Afluente e efluente APH#Atal.
(S,05%) semana (2012)
Enxofre Cromatografia Semanalmente Afluente e efluente Henshawetal.
elementar liquida (1998)
(89 Mensalmente Biomassa dos Lauren e
reatores Watkinson
(1985)
Série de Sdlidos  Gravimétrico Mensalmente Afluente, efluente e APHA etal.
(ST, STV) lodo (2012)
pH e potencial  Potenciométrico Duas vezes por Afluente e efluente APHAtal.
redox semana (2012)

5.2.1 Sulfeto

Na determinacdo da concentracao de sulfeto diskglei método utilizado foi o iodométrico.
As analises foram feitas em triplicata e antes el@rchinacdo da concentracdo do sulfeto

dissolvido, foi necessario remover a matéria ingallsegundo APHA (2012).

O referido método determina que a remocao da raateoluvel deve ser feita adicionando
cloreto de aluminio (5,2077 mol/L), para clarificar sobrenadante para analise. Assim,
realizou-se este procedimento e em seguida, agdsférir o sobrenadante para outro frasco,
adicionou-se nas amostras as solucdes de acetatimatee hidroxido de sddio 6N, o que

conduziu a formacao de um precipitado branco, ®utfe zinco.

A equacéo 5.1 representa o processo descrito @amemte, com a formacao do precipitado

sulfeto de zinco.
Zn( AC) + Szﬂ; Zns( precipitado) (5.1

Apoés a formacdo do precipitado, as amostras fonalomstidas a centrifugacédo por 30s a
4000 rpm. O sobrenadante foi transferido para uemereyer no qual adicionou-se agua, iodo
0,025N, &cido cloridrico 6N e amido. Em seguidacpdeu-se a titulagdo com solucdo de
tiossulfato de sédio 0,025N.
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Para determinacédo da concentracdo de sulfeto ddsatas amostras utilizou-se a equacéo
5.2.

mg/L = [(A.B) - (C.D)].1600
volume da amostra

Onde:

A = Volume (mL) da solucéo de iodo;
B = Concentracao (N) da solucao de iodo;
C = Volume (mL) da solucao de tiossulfato de sodio;

D = Concentracéo (N) da solucéo de tiossulfatoodéos

Além do sulfeto dissolvido, no ponto de saida doesite dos reatores foi medido o sulfeto

gasoso, para isso, utilizou-se um medidor gie @dalog) na faixa de 0-200ppm.

5.2.2 Sulfato

A concentracdo de sulfato foi medida utilizando @tado turbidimétrico (APHA, 2012) e foi
feito com amostras em triplicata. O principio desgtodo baseia-se na precipitacdo do ion
SO em meio &cido acético com cloreto de bario (Bp@rmando cristais uniformes de
sulfato de bario (BaS{p(equacao 5.3). A absorbancia da suspensao de,BaS@edida em
espectrofotdmetro com comprimento de onda de 420enan concentracdo de $Ofoi

determinada segundo uma curva padrao.
SO + BaCh_, BaSQ + Chb (5.3)

5.2.3 Tiossulfato

Para realizacdo da analise de tiossulfato foramtadds 50mL de amostra, em triplicata, e
para remocao de solidos suspensos, duas gotasQte MaAICk eram adicionados, o preparo
dessas solucdes foi segundo APHA (2012). Posteeinten foram transferidos 20 mL de
amostra para um novo frasco e adicionava-se 0,3lenNH, concentrada e 2 mL de,Bh,
depois a amostra foi fervida para evaporacdo dessexc de NB Apds essa etapa, o
tiossulfato foi convertido a sulfato e prossegweupsra mesma metodologia utilizada para
analise de sulfato, conforme APHA (2012).
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5.2.4 Enxofre elementar

O enxofre elementar foi extraido das amostras cdonoférmio e quantificado por
cromatografia liquida (HPLC) com coluna PRP1 de fas/ersa (15cm X 4.1mm) segundo
especificacao de Lauren e Watkinson (1985) e Henshal. (1998).

Para determinacédo do enxofre elementar preserdgsauana, biofilme e lodo dos reatores, foi
necessario realizar etapa prévia de lise celulassll etapa, 2mL das amostras eram
transferidas para um tubo contendo 0,2g de micotgde vidro e os tubos foram levados ao
microdesmembrador e agitados por 1 minuto a 4000 Apds este procedimento, o enxofre

elementar foi extraido das amostras com cloroférmio

As andlises estatisticas foram feitas para os maramsulfeto, sulfato, tiossulfato e S° e o
teste ndo parametrico Kruskal-Wallis £ 5%) foi utilizado para comparacao multipla entre

0s reatores no software Statistica 8.

5.2.5 Série de sdlidos, pH e potencial redox.

A analise de sdlidos foi feita por meio do métodavgnétrico conforme APHA (2012). A

coleta de 50 mL de lodo nos reatores foi feitarpeio do dispositivo de descarte do lodo, na
parte inferior do reator. Para coleta do biofilnts deatores com material suporte, 5 anéis
plasticos eram coletados de forma aleatoria aoolal@galtura do reator e lavados com 500

mL de PBS 1X, a partir deste volume eram retirdgfimaL. para analise de solidos.

O equipamento utilizado na medicdo do pH e potérmzaoxido-reducdo foi o pHmetro
(Modelo UB-10, Denver Instruments) com eletrodo borado de platina com referéncia
Ag/AgCl (Modelo DMR-CP1, Digimed).

5.3 Analises microbiolégicas

5.3.1 Analises microscopicas: Microscopia comum e eletréca de varredura (MEV)

com EDX da biomassa dos reatores.

As amostras de biofilme dos reatores nas trés f@sescionais, escuma e lodo do R2-24h
(controle) foram coletadas mensalmente e as mgiidopredominantes foram observadas
por microscopia optica comum em microscopio binacu(Olympus, modelo BX-50, com

camara Olympus DP70). No R2-24h (controle), Imlesieuma e 1mL lodo era retirado para
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analise de microscopia comum, sendo que a coleliaddenesse reator era feita por meio do
dispositivo de descarte, na parte inferior do medEmquanto que nos reatores que foram
preenchidos com material suporte, eram coletadosdades de meios suportes e o biofilme
era desprendido com lavagem do meio suporte commi0@e tampéo fosfato salino (NaCl
0,13 M; NaHPQ, 7,0 mM; NaHPQy; 3,0 mM; pH 7,2) e 1mL de biofilme era retiradagpa

observac&o no microscopio.

O mesmo procedimento de lavagem foi feito nas aamslo biofilme do R1 e R2 nas fases
operacionais 2 e 3 (TDH de 24h e 12h) para anabs®lEV-EDX. O material removido foi
fixado (2,0% paraformaldeido e 2,5% glutaraldeidayado (em tampéao fosfato 0,1M) e
desidratado com etanol de acordo com o protocoldeotro de Microscopia da UFMG
(figura 5.4). As amostras foram metalizadas cono aiposteriormente foram visualizadas
em microscopio eletrénico ( FEG - Quanta 200 FBih @spectrometria de energia dispersiva
de raio X, para determinacéo da presenca de emxafbgomassa dos reatores.

Figura 5.4 - Etapas da preparacao das amostras para visualizagdEeV.

As amostras foram fixadas As amostras foram As amostras foram

no fixador Karnovsky (2,0% lavadas. 3X em tampi N imergidas no fixador
i ) pao \ o o
paraformaldeido e 2,5% fosfato 0,1M, durante 10 ) tetroxido de dsmio (1,0% )

lutaraldeido), em tampao : por 1 hora e depois repetiu-
gfosfato 0,1M)durante1h. minutos. se a etapaanterior.

\ 4

As amostras foram montadas As amostras foram

nos stub utilizando fita de - desidratadas em solugao
carbono, metalizada com ZO' realizada a secagem crescente de alcool etilico
las amostras no ponto 17%- 35% -50% a 95% (10

ouro, entre 3-5 nm de i
espessura e wsuallzadas no critico de CO;. minutos) e em 100% (3X-10
minutos).

5.3.2 Extragédo de DNA

Para determinar a diversidade microbiana presemtBiomassa dos reatores R1 e R2, nas
diferentes fases operacionais (fase 1: TDH=24lse 2aTDH=12h), bem como na escuma do
decantador do reator UASB utilizado nesse estudioreflizada as etapas de extracdo de
DNA, seguida pela PCR-DGGE.

A coleta da escuma do decantador do reator do UfdSBeita no inicio da operacdo dos
reatores, em outubro/2012. A periodicidade da addet biofilme nos reatores R1 e R2, no
TDH de 24h, foi no inicio de operacao dos reatates) 123 dias e 243 dias de operacéo,

enquanto que no TDH de 12h, a periodicidade foi 8@rdias e 92 dias de operacéo.
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Para coleta das amostras de biofilme dos reatoramfcoletados 5 unidades de meio suporte
e o biofilme era desprendido com lavagem do mepmide com 500 mL de tampéo fosfato
salino (NaCl 0,13 M; NadPQO, 7,0 mM; NaHBPQy; 3,0 mM; pH 7,2). Com relacao a coleta de
escuma do decantador do reator UASB, toda escurdaamtador foi removida, totalizando-

se o volume de 170mL de escuma.

Posteriormente, todas as amostras foram centriiggadl4000 rpm por 10 minutos e apos
descarte do sobrenadante foi adicionado 1,0 mLamep&io Fosfato (120mM NdPO,: pH
8,0), esse procedimento foi realizado novamente @wramostras e posteriormente, 2mL de
cada amostra foram utilizados diretamente no pobdode extracdo, segundo Egi al.

(2003) cujo procedimento foi feito em triplicatagp@ada amostra dos reatores.

Para verificagdo do resultado da extracdo de DNguetas de 20l das amostras extraidas
foram submetidas a eletroforese em gel de agar®@8 & 75 Volts por 45 minutos. Para
avaliar o tamanho dos acidos nucléicos extraidtiizouw-se o Ladder Express como
marcador de peso molecular. Posteriormente, od@g@is corados com GelRed, observados
em um transiluminador de luz UV e as imagens foragimstradas por um sistema de captura
de imagem. A medi¢cdo da concentracdo de DNA edrdms amostras dos reatores foi

realizada em espectrofotometro de acidos nucleicos.

5.3.3 Reacao em cadeia da polimerase e eletroforese erhdggradiente desnaturante

Apos a extracdo do DNA total da comunidade micrudi@resente nas amostras dos reatores,
foi realizada a amplificacdo do gene RNAr 16S perantla técnica de PCR. Neste estudo, foi
utiizado o par de iniciadores 1055F e 1392R (&@b8l5) que delimita a regido
universalmente conservada entre os micro-organistnaddominioBacteria(posi¢cdes 1055-
1070 e 1392-1406, baseado no RNAr 16Edeherichia col. Para a analise de DGGE o
iniciador 1392R utilizado, continha grampo GC, @onfe descrito por Ferret al. (1997).

Tabela 5.5- Principais caracteristicas do par de iniciadassglo na PCR-DGGE.

Gene Par de Tamanho  Temperatura

alvo Iniciadores Sequéncia (5'- 3) frag?noento de arzt:)lca)mento Referéncia
ROORC  ossE  ATGGCTGTCGTCAGCT
gene 337 56 Ferriset al.
GC]*ACGGGCGGTGTGTA 1997
RNAr  1392R-GC 1°Y . (1997)
16S

[sequéncia grampo GC]*= CGC CCG CCG CGC CCC GCG CCC GGC CCGAIICCG CCC
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O detalhamento das temperaturas e os periodogadtk no programa da PCR estdo

apresentados na tabela 5.6.

Tabela 5.6- Descricado do programa usado no termociclador garaagdes de amplificacéo
do gene RNAr 16S com o par de iniciadores 1055R2R3GC.

Desnaturagdo : Desnaturagdo Anelamento Extensdo | Extensio Resfriamento

Inicial | i Final

94°C : 94cC 56°C 72°C 1 72°C 4°C
] 1

. ! . . . P10
4 minutos 1 minuto 1 minuto 1 minuto . . -

! ' minutos
! X 35 ciclos :

Os reagentes necessarios, as concentracoes encevdis mesmos, para uma reacao de PCR
com volume final de 50pL, estdo apresentados redat&h7. Todas as reacdes de PCR foram
realizadas juntamente com um controle, ausentendstea de DNA.

Tabela 5.7 -ConcentragOes e volumes dos reagentes utilizadesagao de PCR.

Concentragdo  Concentragdo por  Volume para

Reagente Marca estoque reacao reacdo de 50 pL
" Samtec
Agua ultra-pura Biotecnologia - - 37,35uL
Tampéo PCR .

(contendo MgG) Phoneutria 10X 1X 5uL
dNTPs® Fermentas 25 mM cada 20QM cada 0,4l
Iniciadores Fermentas 30p_m_o|_/pL (cada 3_OQn_M(cada 025.“!‘ (cada

iniciador) iniciador) iniciador)

BSA® Sigma 2,5mg/L 600ng 3,0pl

Taq polimerase Phoneutria 5U/uL 0,025U/Ml 0,25 pl
Amostra de DNA - - - AL

D dNTPs - nucleotideo® BSA - albumina de soro bovino.

Apés a realizacdo da PCR com as amostras extrdimmgeatores, foi aplicado 2ul dos
produtos de PCR no gel de agarose 1% e 2uL do dwarck peso moleculatgw Mass

Ladder-Invitrogen), como padréo de referéncia para gtieatdo de DNA.

Posteriormente, as imagens dos géis de agarodelidaylas foram analisadas no programa

ImageJ(http://imagejdocu.tudor.lu/doku.php?id=videalysis:gel_quantification_analysis),
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no qual estimou-se a area da intensidade da bamdapikxels) de referéncid.gw Mass
Laddel) e das amostras do gel. No programa ImageJ, coraloes das respectivas areas do
Low Mass Laddeffoi estimado 400ng de DNA para cada amostra que slicada na
canaleta do gel de DGGE.

Os produtos resultantes da amplificacdo da PCRnfadicionados em géis de poliacrilamida
(acrilamida-bisacrilamida) contendo agentes desaates (uréia e formamida) para
separacao dos diferentes fragmentos de DNA. OggBIGIGE continha 8% de poliacrilamida
e gradiente desnaturante de 50% a 65%. O DGGEre#dizado nas seguintes condicdes:
temperatura de 60 °C, 75V, durante 16,5 horas mpda TAE 0,5X (TAE 1X: 0,04M Tris
base; 0,02M Acetato de sodio; 10 mM EDTA,; pH ajdstpara 7,4) no sistema DCode (Bio-
Rad Universal Mutation Detection, Hercules, CA, USA

Posteriormente, os géis foram corados com soluy®RSGold (30 pL de corante 10.000X
em 300 mL de tampéo TAE 0,5X) e visualizados sabultravioleta. As bandas observadas
na luz ultravioleta foram excisadas e transferg@s microtubos de 2,0mL contendo 80

de TE, as bandas eram mantidas a -20°C, para peaneiuicdo do DNA retido na matriz do
gel para a fase liquida. Posteriormente, foi radbizoutra PCR com os par de iniciadores
1055F-1392R (sem calda GC) utilizando 2ul da bapdafoi eluida em TE. Os produtos da

PCR eram purificados com etanol e o produto esusgendido em 10 uL de agua ultra pura.

Os produtos de PCR purificados foram sequencias@sdo o servico gendmica da Macrogen
Inc.(Coréia do Sul). As sequéncias foram comparatas aquelas presentes no BLAST
(Basic Local Alignment Search Todhttp://blast.ncbi.nim.nih.gov/) do NCBIN@tional

Center of Biotechnology Informatiothttp://www.ncbi.nlm.nih.goy/ e suas respectivas
posicoes taxonOmicas foram obtidas pela ferrameletabusca do National Centre for
Biotechnology Information e o Ribosomal Databaseojdet (RDP) classifier

(https://rdp.cme.msu.edu/classifier/classifiel).jsp

O perfil obtido no gel de DGGE, contendo as amedas reatores R1 e R2, nos TDH de 24h
e 12h, foi analisado usando o BioNumerics softwarsdo 6.6 (Applied Maths, Bélgica). O
perfil das amostras no gel foi comparado usandodiaente de similaridade Dice, com
tolerancia de 1% e o dendrograma foi construidbzamido o método de agrupamento
UPGMA (Unweighted Pair Group with mathematical Aages).
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Segundo Gafart al. ( 2005), o indice mede o grau de incerteza emeprawjue espécie
pertencerd uma banda escolhida, ao acaso, de umstrancom S espécies e N bandas.
Portanto, para analise de diversidade do DGGE masteas dos reatores utilizou-se o indice

de Shannon (H’), que foi calculado conforme equat&oxo:

H=-X [ni/N log(ni/N)]
Onden; representou a intensidade de bandas individudifoea soma da intensidade de

todas as bandas.

5.3.4 Pirosequenciamento

A técnica de pirosequenciamento foi utilizada pandlise da composicdo da comunidade
microbiana presente nas amostras dos reatores has ZDH de 24h e 12h. A extracdo de
DNA foi conforme Egliet al. (2003) e o DNA foi purificado com o kit Wizard® Gamic
DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI, USA). DNA total foi estimado utilizando o
Espectrofotdmetro NanoDrop (NanoDrop Technologiéd®@mington, DE, USA).

O DNA foi precipitado em etanol 95% e seco a 50R®Osteriormente, as amostras
desidratadas foram enviadas para o Instituto deolgrecnologia de Rosario (INDEAR,
Santa Fe, Argentina) onde o pirosequenciamentcefdizado utilizando o equipamento 454
GS-FLX (Life Sciences, Roche). Para realizacado mlospquenciamento foram utilizados
barcodescom 10 pares de bases, além thgse iniciadores designados para cada amostra,
conforme mostra a tabela 5.8.

Tabela 5.8 - Barcode de referéncias das amostras dos reater@srios TDH de 24h e 12h.

Amostras Barcode Tagt iniciador forward Iniciador Reverse
(515F) (806R)

CACGACGTTGTAAA  CAGGAAACAGCTATG
ACGACGTGCCAGCM ACCGGACTACVSGGG
GCCGCGGTAA TATCTAAT

R1-24h TCGAGCTCTC
R2-24h TCTGTCTCGC
R1-12h TCGCAGACAC
R2-12h TGAGTGACGC

Os genes RNAr 16S foram amplificados e o par daadores utilizados para a regido V4
foram: 515F, no qual uma sequéncia adaptadag) foi incluida e o iniciador 806R. As
sequéncias obtidas foram analisadas utilizando-software Quantitative Insights Into
Microbial Ecology(QIIME) (CAPORASOet al, 2010). As sequéncias com comprimento
inferior a 200pb, coeficiente de qualidade mena g8, homopolimeros de tamanho maior

que 6 e bases ambiguas foram removidas. Para micéefidas unidades operacionais
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taxondmicas Qperational taxonomic units- OTUs), utilizou-se o algoritmo UCLUST
(EDGAR, 2010) adotando-se similaridade de 97%. Eygussla, as sequéncias foram
classificadas usando-se a ferramenta Ribomossal Database Project

(http://rdp.cme.msu.edu/classifier/classifierjsp

Os indices de diversidade alfa determinados foraani$on, Dominancia e Equitabilidade,
enguanto que o indice de diversidade beta utilifado Bray-Curtis. Todos os indices foram
calculados utilizando o software Past (versdao 30xurva de rarefacdo das amostras foi

determinada usando a ferramenta Excel.

6 RESULTADOS

6.1 Desempenho dos reatores de oxidacéo bioloégicad e sulfeto

6.1.1 Relacgdo entre pH e potencial redox do afluente e dluente dos reatores

A estrutura da comunidade microbiana responsaval gpadacédo de sulfeto € influenciada
pelas condi¢bes que prevalecem no ambiente, ten®:cpH, temperatura, concentragdes de
sulfeto e sulfato, potencial redox, disponibilidatieluz e matéria organica (ELSHAHED
al., 2003).

O pH determina a presenca de polissulfetos, quéosa@mdos pela interacdo entre enxofre e
solugdes aquosas de sulfeto. Segundo @hah(1972), a concentracédo de enxofre elementar
em pH préximo a 6,0 é maior que a de polissulfetosm pH entre 8,0 e 9,0 ocorre a

predominancia de polissulfetos.

Uma vez que o pH tem grande influéncia nas forneasuifeto que podem estar presentes no
sistema, o mesmo foi monitorado ao longo do periddomonitoramento dos reatores
conforme mostra a tabela 6.1. Além do monitoramdotpH, as medicfes de potencial redox

(tabela 6.1) também foram realizadas.
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Tabela 6.1 -Valores médios de pH e potencial redox do afluergluente dos reatores R1 e
R2, nas trés fases operacionais.

Fase Ponto Média Potencial

operacional TDH de amostragem Média pH redox (Volts)
1 Afluente 7,0 -0,3
24h Efluente do R1 7,6 -0,1
_______________________________________________ EfluentedoR2 76 01
2 Afluente 7,0 -0,4
12h Efluente do R1 7,0 -0,3
_______________________________________________ EfluentedoR2 70 04
3 Afluente 7,2 -0,3
6h Efluente do R1 7,2 -0,3
Efluente do R2 7,2 -0,3

Buismanet al. (1991) demonstraram que a conversao de sulfeto graxofre elementar é

responsavel por 70% da perda de sulfeto em reatmrescondi¢cbes anodxicas/anaerdbias,
com o pH variando de neutro a alcalino. De acoadn Koydon (2004), o sulfeto presente no
sistema pode se apresentar na formaBeudlatil, quando o pH esta acido e na forma de HS

sendo essa a forma predominante quando o pH asté.ne

Como pode ser observado na tabela 6.1, os valagdosnde pH do afluente e efluente dos
reatores nas trés fases operacionais permanecedaimeg do neutro, o potencial redox tanto
no afluente quanto no efluente dos reatores apgasem valores negativos que sao favoraveis
ao crescimento de micro-organismos anaerobios. nfdegdmim (2008), ambientes com
potencial redox elevado (+) sédo favoraveis a magdie de micro-organismos estritamente
aerdbios, enquanto valores negativos do poteneaabrécem o crescimento de micro-

organismos estritamente anaerobios.

Com o intuito de verificar se o enxofre produzids meatores é resultante da rota metabolica
dos micro-organismos oxidadores de sulfeto, refetiese os dados de pH e potencial redox
do afluente e efluente de ambos os reatores commgoatha de Pourbaix, também conhecido
como diagrama potencial/pH. Este diagrama é umaseptacdo grafica das possiveis fases
de equilibrio estaveis de um sistema eletroquing@BNTIL, 1996). As linhas continuas
representam as fronteiras entre as areas de &hdbildas varias espécies idnicas de um
determinado elemento e portanto, torna-se possdlagionar as diferentes formas de enxofre
com base no seu potencial redox e no pH. Na fi§uras linhas tracejadas correspondem aos
valores médios de pH e potencial redox e o pontasdeciacdo dos mesmos estao indicados

pelas setas.
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Figura 6.1 - Diagrama de Pourbaix S/8, considerando algumas espécies de enxofre em
relacéo a faixa de pH e potencial redox do afluerdes reatores R1 e R2, nas trés fases

operacionais.
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Com base no diagrama de Pourbaix, no TDH de 2#bagio quimica favoravel no afluente
foi a formacao de }$ e especificamente nos reatores R1 e R2, a readdica de formacéo
de SQ” foi favorecida. Enquanto que no TDH de 12h a reatéidormacédo de #$ foi
favoravel quimicamente no afluente e efluente deanos reatores e no TDH de 6h, a reacéo

quimica de formacéo de Hf®i favorecida no afluente e no efluente dos mrest®1 e R2.

Portanto, uma vez que no diagrama de Pourbaiggioequimica de formacao de S° nédo foi
favorecida nos reatores, a producdo de enxofre eslan nos reatores, nas trés fases
operacionais, foi associada ao metabolismo biotddgiegundo Buismarmt al. (1990), o

sulfeto pode ser oxidado biologicamente a sulfa# @enxofre elementar, o qual pode ser

acumulado em granulos intracelulares pelas sulfébias e posteriormente oxidado a sulfato.

No estudo realizado por Krishnakunaral. (2005), os autores verificaram que houve maior
producao de enxofre elementar quando o potenaakrestava entre -0,4V e -0,3V e Janssen
et al. (1998) obtiveram maxima recuperagcdo de enxofre potancial redox entre -0,1V e
-0,3V. Portanto, como no presente estudo os vattegstencial redox encontrados foram de
-0,3V e -0,4V pode-se concluir que estes valoremréeceram o crescimento de micro-
organismos anaerobios nos reatores e que a fornugds’ foi proveniente da oxidacao

bioldgica de sulfeto a enxofre elementar.
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6.1.2 Monitoramento das concentracdes de sulfeto, sulfgttossulfato e enxofre

elementar dos pontos afluente e efluente dos reass

Os reatores foram monitorados durante 500 diasé® diferentes tempos de detencao
hidraulica foram avaliados (fase 1: TDH=24h, faseTRH=12h e fase 3: TDH=6h). Os
resultados das determinacdes de sulfeto (afluestieente) durante as trés fases operacionais

estdo apresentadas na figura 6.2

Figura 6.2 Box-plot das concentra¢cdes de sulfeto ( afluergfuente) dos reatores 1 e 2,

nas diferentes fases operacionais.
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As concentracdes de sulfeto dissolvido no afluela® reatores foram baixas, com valores
medianos em torno de 2mg/L nos TDH de 24h e 12mg@L no TDH de 6h. Com relacéo as
fases operacionais € possivel observar que no THH o decaimento de sulfeto foi maior
no R1 e R2 quando comparado com o0s reatores nasigléases operacionais. Apesar do
consumo de sulfeto ter sido maior nos reatoresasa R, € possivel observar que esse

consumo também ocorreu nas fases 1 e 3.

A andlise estatistica com o teste Kruskal-Wallis506) demonstrou que néo houve diferenca
estatistica entre 0s reatores quanto ao consumsulfieto, nas trés fases operacionais,
indicando que o consumo entre os reatores R1 eoR&nilar. Contudo, houve diferenca

estatistica significativa (p<0,05) ao comparar alones de sulfeto do efluente dos reatores

com o afluente, nas diferentes fases operacionais.
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Portanto, analisando o consumo de sulfeto nosrestobservou-se que as mudancas de
TDH tiveram maior influéncia na remocao de sulf@éboque a presenca ou auséncia de meio
suporte (TDH de 24h) ou o uso de diferentes maipsrses, tais como o anel plastico ou o
biobob (TDH de 12h e 6h).

A resolucdo CONAMA 430/11 apresenta padrdes pdamgamento de efluentes nos corpos
de agua, estabelecendo limites para compostos icogae inorganicos. Esta resolucéo
estabelece para sulfeto o padrao de 1,0 mg/L. Nesdilo, foi possivel observar que nas trés
fases operacionais o valor mediano de sulfeto roeme ndo atendeu aos limites
estabelecidos pela resolucdo para o lancamentdlwntes nos corpos de agua. Enquanto
gue os valores medianos do efluente dos reatore$Dtd de 12h atenderam ao limite
estabelecido pela resolucéo, indicando que osresapmderiam ser usados no pos-tratamento

do efluente do UASB, no que diz respeito a remdigdldgica de sulfeto.

Com relacdo a concentracdo de sulfeto no headsjusceeatores, os valores determinados
estiveram na faixa de 0 a 3ppm, portanto, a peedsutfeto na forma deJ3 foi considerada
desprezivel. Segundo Jansstral. (2009), dependendo da carga de sulfato e pH rorrea
anaerobio, as concentracdes g8 iHo biogas podem variar de algumas centenas de agm
2-3% (v / v). Conforme Koydon (2004), o sulfetalpcse apresentar na forma déShrolatil,
quando o pH esta acido e na forma dedé8do essa a forma predominante quando o pH esta
neutro. Uma vez que o pH do efluente dos reatmtseeam na faixa de 7,0 a 7,6 (ver item

6.1.1), a maior parte do sulfeto estava na forragailivida nos reatores.

Com relacdo a eficiéncia de remocdo de sulfetou(kig6.3) pode-se verificar que
(considerando os valores medianos) no TDH de 24fficeéncia foi maior no R2 (65%) do
gue no R1 (30%), ou seja, na fase 1 o R2 conts®den (meio suporte) apresentou maior

eficiéncia na remocao de sulfeto.
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Figura 6.3 -Eficiéncia de remocao de sulfeto no afluente ecefie dos reatores 1 e 2, nas
diferentes fases operacionais.
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Apesar do R2 (controle) ndo apresentar meio supfmitgpossivel verificar a formacao de
escuma na superficie do reator, que era uma caesd#ificada na qual a parte superior
apresentava coloracao verde e a parte inferiooragdio purpura. As analises microscopicas
revelaram a presenca de bactérias com morfologiselbante a sulfobactéria purpura

Chromatium que possivelmente poderia estar envolvida nagémde sulfeto nesse reator.

Estudo conduzido por Siefeet al.(1978) indicou resultados similares, o estudo revelo
presenca de bactérias fototroficas purpuras e sexkntre as quais a bactéria fototrofica

puarpuraChromatiumfoi detectada na amostra de lodos ativados nantixitos de esgoto.

Quando os reatores, R1 e R2, foram comparadosseaf@TDH=12h), ambos apresentaram
90% de eficiéncia de remocéo de sulfeto, portaapoesentaram eficiéncias similares, ainda
gue contendo meio suporte distintos. Enquanto qudase 3 (TDH=6h) a eficiéncia de
remocao de sulfeto foi maior no R2 (69%) contenidbdb como meio suporte do que no R1
(52%) com anéis plasticos. Contudo, a analiseisstat com o teste Kruskal-Wallia£5%)
demonstrou que nao houve diferenca estatisticafisgjiva entre os reatores nas fases
operacionais 1, 2 e 3, indicando que em cadaofaseacional, o desempenho dos reatores foi
similar quanto a eficiéncia de remogao de sulf€mnforme mostra a figura 6.4, os reatores
no TDH de 12h apresentaram a maior eficiéncia th®céo de sulfeto, com valores medianos
de 90%.
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Com relacdo ao monitoramento de tiossulfato nodomes a figura 6.4 mostra as

concentracdes de tiossulfato no afluente e efludogaeatores R1 e R2.

Figura 6.4 -Perfil das concentracdes de tiossulfato no afluergftuente dos reatores 1 e 2,
nas diferentes fases operacionais.
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De acordo com figura 6.4, pode-se observar qualases medianos dos reatores nas fases 1
e 2 mostraram uma ligeira remocé&o de tiossulfasinacomo no R2-6h na fase 3. A analise
estatistica com o teste Kruskal-Wallis=$%) ndo demonstrou diferenca significativa engre o

reatores e dos mesmos em relacéo ao afluente.

No que se refere ao monitoramento de sulfato neaft e efluente dos reatores, a figura 6.5

mostra os resultados obtidos.

Figura 6.5 - Perfil das concentracdes de sulfato no afluenteierge dos reatores 1 e 2, nas
diferentes fases operacionais.
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A andlise estatistica com o teste Kruskal-Wallis506) ndo mostrou diferenca estatistica
significativa entre os reatores e dos mesmos caftuente. Portanto, ndo houve consumo e
producdo de sulfato nos reatores indicando quede&e ter ocorrido oxidacdo biolégica

completa de sulfeto a sulfato nos reatores.

Portanto, no presente estudo os resultados obtjdasto ao produto final da oxidacdo de
sulfeto nos reatores foram diferentes daquelesl@bipor Janssest al (1995), que operaram
reatores em bateladas contendo biomassa em suspdm$éiobacillus sp, sob condicbes
limitantes de oxigénio dissolvido (0,5-1,0 mg/L)s @sultados mostraram que apesar do
enxofre elementar e tiossulfato terem sido prodigido decorrer da operacéo, o sulfato foi o
principal produto da oxidacao do sulfeto.

Os resultados obtidos por Jansstnal (1995) difere dos resultados obtidos no presente
estudo, uma vez que o sulfato ndo foi o produtal fda oxidacdo de sulfeto, portanto o

sulfeto deve ter sido oxidado biologicamente a &exelementar.

Os resultados apresentados na Figura 6.6 correspoaddeterminacdo da concentracdo de
enxofre elementar presente no efluente de ambosatsres, nas trés fases operacionais. Os
resultados do monitoramento do afluente demomrstrauséncia de enxofre elementar.

Figura 6.6 - Box-plot das concentracdes de enxofre no afeuergfluente dos reatores 1 e 2,
nas trés fases operacionais.
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Conforme figura 6.6 € possivel verificar que o Ras trés fases operacionais propiciou

maior producdo de enxofre elementar quando compamn o R2. Nas trés fases

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



operacionais, 0s anéis plasticos do R1 propiciamaamor producdo de enxofre quando

comparado com a escuma do R2(controle) na fasediabob do R2 na fase 2 e 3.

A analise estatisticeom o teste Kruskal-Wallisi€5%) mostrou diferenca estatistica entre os
reatores 1 e 2 nas trés fases operacionais, irtthague uma grande quantidade de enxofre foi
desprendido dos reatores e foi liberado no efluévsse sentido, é possivel que o enxofre
elementar medido no efluente dos reatores sejaipaimente oriundo da lise celular, uma

vez que o S° produzido pelas sulfobactérias podacsenulado em granulos intracelulares.

A oxidacao parcial do 6 a 8 pode ser realizada pelas sulfobactérias, no q8apmduzido
pode ser depositado fora da célula ou acumuladgrémulos intracelulares. Jansssnal.
(2009) relataram que os globulos de enxofre, degmiss dentro ou fora das células de
sulfobactérias, apresentam diametro maior que dmietro, podem apresentar forma esférica
ou elipsoidal e se dissolvem em varios solventgérocos, tais como: acetona, etanol e
cloroférmio. Além disso, o enxofre biologicamenteoguzido é hidrofilico e apresenta

coloracao branca ou amarelo-palha.

6.1.3 Balanco de distribuicdo de enxofre elementar no laj biofilme e efluente dos

reatores R1 e R2, nas trés fases operacionais.

Segundo Kadlec e Wallace (2009), o enxofre elememtaluzido por sulfobactérias pode ser
depositado nas matrizes de meios filtrantes soldicoes de continua aplicacdo de sulfeto e
disponibilidade de carbono organico. Uma vez queeatres foram operados em condi¢cdes
similares, ou seja, a aplicacdo de sulfeto foi ioost e o carbono organico estava disponivel,
em funcéo da propria caracteristica do afluentedefe do reator UASB que continha DQO

remanescente oriunda do esgoto doméstico), readie@quantificacdo do enxofre elementar

no biofilme e lodo dos reatores.

Conforme apresentado no topico anterior, foi deteda a concentracdo de enxofre
elementar (mg/L) no afluente e efluente dos reatdye topico a seguir serdo apresentados 0s
valores da massa de enxofre elementar acumuladocbem a concentragdo de STV no
biofilme e lodo dos reatores. A tabela 6.2 apresantoncentracdo de sélidos totais volateis
(STV) e de enxofre elementar presente na biomassanulada durante trés meses nos

reatores e as equacodes utilizadas para o desemeoiid da tabela 6.2 estdo no apéndice A.
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Os resultados da tabela seréo discutidos consie@mfluéncia do TDH, da presenca e do

tipo de material suporte nos reatores R1 e R2iréagases operacionais.

Tabela 6.2 -Massa de STV e enxofre elementar das amostrasldesIbiofilme acumulado
durante trés meses de operacao dos reatores.

Reator o
(TDH) Lodo Biofilme
Massa de
Massa Relacdo Relacdo  S° total
de STV Massa especifica Massa de Massa S° especifica produzida
e S°(mg)* (mgS/ STV (g)* (mg)* (mgS/ (lodo e
9 gSTV) gSTV)  biofilme)
(mg)
R1-24h 19,2446 512+ 3,7 26,6 204+1,3 3024+0,9 ,814 3536,0
R2-24h+ 10,3+2,0 29,5+3,6 2,9 3,2+1,1 7,714,2 2,4 37,2
R1-12h  8,0+3,0 153+29,1 19,1 1038+1,9 553+2,6 0,5 706,0
R2-12h 6,614,5 157+55,3 23,8 410+0,6 147,6x17,4 0,4 304,6
R1-6h  31,4+4,1 566+34,0 18 38,646,0 2564,5+0,8 466, 3130,5
R2-6h 35+6,9 567+28,6 16,2 16,2+3,9 459+ 0,9 28,3 02610

*valores médios referente as trés medicOes reaizatnsalmente.
** no R2-24h a massa de STV e S° do biofilme, refere escuma, pois nessa fase o reator no tirbasuporte.

Analise comparativa entre os reatores guanto aénflia do TDH no acumulo de STV e

enxofre elementar nas amostras de escuma, biofillogo.

A patrtir da tabela 6.2, comparando os valores d@rados para R1 (contendo anéis plasticos),
verifica-se que maior massa de S° foi acumuladaiofdme de R1 com TDH de 24h, porém
maior relagdo especifica foi encontrada no biofileeR1 com TDH de 6h, indicando que a
reducdo do TDH favoreceu o maior acimulo de S e iomassa (STV) no biofilme.

Por outro lado, quando esta andlise é feita paR2 qcomparando R2-12h com R2-6 h),

verifica-se que maior quantidade de massa de &°ftotproduzida no R2-6h, indicando que

a reducao do TDH favoreceu maior acumulo de S%a¥emente iSso ocorreu, pois com a
reducdo do TDH, maior carga de sulfeto foi aplicadaeator. No TDH de 12h, a carga de
sulfeto aplicada nos reatores foi de 0,004g/L.duanto que no TDH de 6h, a carga aplicada
foi de 0,012g/L.d.

Além disso, foi possivel obsevar no R2 que a digam do TDH de 24h para 12h e 6h,
respectivamente, propiciou maior massa de S° potaluzida nos reatores. A diminui¢do do

TDH de 24h para 12h propiciou maior massa de STVbiodilme do R2-12h, quando
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comparado com a massa de STV na escuma, possitelrdenido a presenca do meio
suporte no R2-12h, enquanto que maior massa de f8iTobservada no lodo do R2-24h,
provavelmente devido ao desprendimento da escuraagado do reator,

Andlise comparativa entre os reatores quanto aénflia da presenca de material suporte no

acumulo de STV e enxofre elementar nas amostrasalema, biofilme e lodo.

Com relacao a influéncia da presenca de meio sjpwtcomparar o R1-24h contendo anéis
plasticos com o R2-24h, sem meio suporte, os exkdt indicaram que o R1 contendo

material suporte apresentou maior retencdo de Isan@ maior acumulo de enxofre

elementar no biofilme e no lodo, quando comparamo o R2, sem material suporte. No R1

também foi possivel observar maior massa de SPpotduzida (cerca de 100 vezes mais)
guando comparado com o R2.

No que se refere os valores de relacdo espeaifig&{ gSTV) do R1-24h e R2-24h, verifica-

se que o valor apresentado para o R1-24h foi ns@a@omparado com o valor determinado
para o R2-24h, indicando que a presenca do masenarte favoreceu maior acumulo de S°
por g de STV no biofilme e no lodo do R1. Portarggpresenca do material suporte foi

fundamental para favorecer a oxidacao bioldgicautfeto e maior acumulo de S elementar.

Analise comparativa entre os reatores quanto aénflia do tipo de material suporte no

acumulo de STV e enxofre elementar nas amostraxidee biofilme.

Conforme mostra a tabela 6.2, na fase 2 (TDH =I¢hyesultados indicaram que o R1,
contendo anéis plasticos como material suport@saptaram maior retencdo de biomassa no
biofilme e lodo, quando comparado com o R2, corddndbob. Ainda na fase operacional 2,
o R1 contendo anéis plasticos apresentou maior @olte enxofre elementar e maior valor
de relacéo especifica (mMYYSTV) no biofilme quando comparado com o R2. Akfisso, a

massa de S° total produzida foi maior no R1-12mdaaomparado com o R2-12h.

Enquanto que na fase 3 (TDH=6h), os resultadosramsjue o R1, contendo anéis plasticos
apresentaram maior retencdo de biomassa e acumubs do biofilme quando comparado
com o0 R2, contendo biobob. Nesta fase operaciofd também apresentou maior valor de
relacdo especifica (m§SySTV) no biofilme do que o R2. Além disso, no Rinbém foi

possivel observar maior massa de S° total prodagidado comparado com o R2.
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Com relacdo a presenca de enxofre no lodo, osresaR2-12h e R2-6h apresentaram maior
acumulo de enxofre no lodo, porém o R2-12h apresemaior valor da relagdo especifica
(mgS/ gSTV) quando comparado com o R2-6h. Portantm, dacdo a massa de enxofre no
lodo, o biobob no R2, nos TDH de 12h e 6h favoreg®ior acumulo de lodo quando

comparado com o R1 contendo anéis plasticos. Rebsmnte, o acumulo de enxofre no lodo,
ocorreu devido ao desprendimento do biofilme caldegranulos de S° para o fundo do
reator e consequentemente, o enxofre presente shnesdalas que sedimentaram foi

determinado na fracao do lodo.

Todavia, uma vez que o R1 apresentou maior massnxigre total produzida nas fases
operacionais 2 e 3, foi possivel observar a inflig8do material suporte ja que o anel plastico
foi mais favoravel ao acumulo de biomassa e defesadementar quando comparado com
material suporte biobob. O enxofre acumulado ndlivie dos reatores indica a presenca de
sulfobactérias capazes de realizar a oxidacaogbaeisulfeto a enxofre elementar.

A figura 6.7 mostra a distribuicdo de S° com bas@mducao de enxofre total nos reatores,
nos TDH de 24h, 12h e 6h, respectivamente. O \ddoenxofre elementar no efluente dos
reatores foi muito baixo, representando soment&%,8 0,04% de enxofre; uma parcela
minima quando comparada com a distribuicdo de emxaf biofilme e lodo dos reatores, e

portanto ndo foram consideradas no grafico.

Figura 6.7 - Distribuicdo do enxofre no lodo e no biofiimesdeatores R1 e R2, nas trés
fases operacionais.
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Analise comparativa entre os reatores quanto aéinflia do TDH na distribuicdo de enxofre

no lodo e no bhiofilme dos reatores.

Conforme a figura 6.7, é possivel verificar quedugcdo do TDH para 12h e 6h apresentou
pouca influéncia no R1, quanto ao acumulo de eexeliementar no biofilme e no lodo, ja

que o acumulo de enxofre no R1 foi similar nas dasss operacionais.

Com relacdo ao reator R2 (comparando-se R2-12h-éhR2 possivel observar o0 mesmo
comportamento quanto ao acumulo de enxofre, oy Bejave pouca influéncia do TDH no

acumulo de enxofre no biofilme e no lodo do R2, dh#as fases operacionais. Além disso, ao
verificar a porcentagem de enxofre acumulado nd®2e R2-6h, observa-se que tanto no

biofilme quanto no lodo, 0 acimulo de enxofre fanglhante com valores proximos de 50%.

Andlise comparativa entre os reatores quanto aéinflia da presenca de material suporte na

distribuicdo de enxofre no lodo e no biofilme deatores.

Os resultados da figura 6.7 corroboram com aqudigdos na tabela 6.2, ou seja, a presenca
de material suporte no R1-24h (anéis plasticoduentiou no maior acumulo de enxofre
elementar no biofilme, que se desenvolveu nos qi@ssicos, quando comparado com o R2-
24h, sem meio suporte. Uma consideracdo importdntpie durante a coleta dos anéis
plasticos, foi possivel observar que houve crestinde biofilme nos intersticios dos anéis
plasticos, portanto, o enxofre elementar provesiedd oxidacdo de sulfeto pode ter

acumulado em granulos intracelulares, nas sulfébastque constituiam o biofilme.

Por outro lado, 0 R2-24h apresentou maior acumeal@rkofre no lodo do que o R1-24h.
Considerando que a escuma no R2-24h se disp6s wora@amada, na superficie no reator,
pode ter ocorrido a fragmentacdo dessa camadacimogpo 0 desprendimento da biomassa e
a sedimentacdo do enxofre para o lodo no fundcedtor. Segundo Souz al. (2006), a
escuma dispde-se como camada sélida composta perarsremanescentes ao tratamento e

pode formar uma trama constituida por esses migterigor micro-organismos filamentosos.

Andlise comparativa entre os reatores guanto aénflia do tipo de material suporte no

acumulo de STV e enxofre elementar nas amostraxidee biofilme.

Com base na comparacao entre o R1 e o R2, nos @T®H2h e 6h, é possivel verificar que a

presenca do biobob como material suporte no R2enfliou no maior acimulo de enxofre no
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lodo, quando comparado ao R1, contendo anéis @ast\pesar do biobob apresentar maior
area superficial que os anéis plasticos, foi pessileservar a formagdo de um biofilme ao
redor do biobob, que pode ter facilmente se dedptere levado os granulos de enxofre para

o lodo do reator.

Por questBes ecoldgicas e ambientais, a formacaenxigfre elementar € preferencial na
oxidacdo biolégica de sulfeto porque € insolluvehssim, pode ser removido de meios
liquidos, reduzindo-se o conteudo total do compostxxofre de aguas residuarias
(ELSHAHED et al.,2003). A recuperacédo do enxofre elementar é nwaiiosa pelo fato do

enxofre poder ser novamente empregado em procesdastriais como producdo de acido

sulfurico, ou na agricultura, na composicéao deliesntes (VANNINI etal., 2008).

Segundo o Departamento Nacional de Producdo MiresraRP006, o Brasil importou cerca de
3,1 milhdes de toneladas de enxofre, representamdaior volume de enxofre importado nos
sete anos anteriores, sendo 95,33 % de enxofranglge 4,66 % acido sulfarico. Os gastos
com importacdo de enxofre foram cerca de US$ 108\iiibes, quase o dobro do volume
importado em 2005 de enxofre a granel (US$ 108Jdms / 1,6 milhdes de toneladas).

Assim, o Brasil pagou cerca de R$33,00 por caddelenxofre importado em 2006.

Com o intuito de avaliar a viabilidade econdmicareeuperacédo do enxofre elementar dos
reatores desse trabalho, calculou-se o rendimeotwbenico que o R1-24h forneceria, caso o
enxofre elementar fosse recuperado do lodo e dfinbé& desse reator, j& que o R1-24h

apresentou o maior valor de massa de S° total pidaumo reator. Considerando que durante
o0 periodo de trés meses foi acumulado 3,5g de enxod R1-24h, estimou-se que

mensalmente 1,29 de enxofre foi acumulado no reldioa vez que a importacdo de enxofre
no Brasil em 2006 gerou o gasto de cerca de R$3%f® cada 1g de enxofre, esse custo
seria reduzido, caso 1g de enxofre fosse recupatade®l-24h. Portanto, se o reator desse
estudo fosse implantado em escala real com intietoecuperacédo de enxofre, 0 mesmo

contribuiria para reducéo dos custos de importdedenxofre no Brasil.

A fim de estimar a recuperacdo de enxofre a paitr esgoto doméstico tratado
anaerobiamente em uma estacdo de tratamento deo®stgg como a ETE Onca, serdo

apresentados os calculos a seguir.
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A ETE Onca trata 1800L/s de esgoto. Se utilizarm&l-24h como referéncia, teriamos que

em 1 més o reator acumulou aproximadamente 1g derd®eniente de 900L de esgoto

tratado, assim teriamos 2g de S° recuperado a gartl800L. Portanto, a partir da vazao

tratada na ETE onca por dia, teriamos recuperad@®@Qd gramas de S° e isso corresponderia

a uma economia de R$ 5.702.400,00 (cerca de ciilbdes e setecentos mil reais).

6.2 Analises microbiologicas das amostras dos reato res nas diferentes
fases operacionais

6.2.1 Analise de microscopia eletrénica de varredura comEDX das amostras dos

reatores

Para as analises de microscopia eletrénica dedeaere associada a analise de EDX, foram
coletadas as seguintes amostras: biofilme do réafdoDH de 24h e 12h), biofilme do reator

2 (TDH de 12 h) e escuma do reator 2 (sem meiorg)p®s resultados das analises de EDX
confirmaram a presenca de enxofre em todas as m@wmashalisadas, conforme mostra a

figura 6.8.

Os picos que correspondem ao enxofre estéo indigaelas setas, mostrando a presenca de
enxofre nas amostras. Os resultados de EDX confirouze o sulfeto de hidrogénio presente

no efluente anaerdbio foi biologicamente oxidadm=®ofre dentro dos reatores.

Figura 6.8 -Espectrogramas do EDX e elementos quimicos preseageamostras dos
biofilmes dos reatores R1 e R2, nos TDHs de 24heel@scuma do R2-24h.

CCCCC
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Resultados similares foram encontrados por Slval. (2002) que observaram enxofre em
reator operado sob condi¢cdes anaerbbias para rent&ulfato de aguas residuarias. A
analise por meio de EDX revelou que o precipitadomfdo sobre o material suporte
utilizado para imobilizacdo de bactérias redutai@sulfato continha a presenca de enxofre e

outros elementos tal como o sédio.

Silva (2005) em sistema composto de reator anaehabizontal de leito fixo associado a um
reator de oxidacdo de sulfeto, tratando agua résalgintética, realizou analise de EDX na

amostra de material granular do fundo do reat@meahstrou que o precipitado era enxofre.

6.2.2 Andlise por microscopica 6ptica dos micro-organismepresentes nos reatores

As observacBes microscopicas foram feitas com asstaas do biofilme dos reatores R1 e

R2, nas trés fases operacionais dentre as quais@sras da fase operacional 1 (TDH=24h)
estdo apresentadas na figura 6.9, juntamente amalise microscépica do lodo e da escuma
gue foi feita somente no TDH de 24h.

A figura 6.9 mostra os resultados da analise deasgopia Optica das amostras de biomassa
dos reatores, seja aderida no meio suporte no RIs@4dispersa no R2-24h, bem como a

coloracéo verde e rosa da comunidade microbianaegsenvolveu nos reatores (Figura 6.9 a

e b).

Figura 6.9 -(a-c) Imagens da biomassa microbiana que desenvdly@nte a oxidagéo
biolégica de sulfeto nos reatores R1 e R2. (d-B&dacbes microscopicas da biomassa
presente nos reatores R1 e R2.

Legenda: (a) escuma formada no R2-24h (controle), (b) biofilme do R1-24h, (c) aparéncia da
superficie do reator R1-24h, com detalhe do material suporte com pontos brancos que correspondem
ao enxofre, (d) biofilme do R1-24h, (e) e (f) escuma e lodo do R2-24h, respectivamente.

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



Apoés 147 dias de operacao foi possivel visualizatiqulas de enxofre esbranquicadas na
superficie do R1-24h indicando a presenca de emaémentar (Figura 6.9 c), sendo mais
um indicativo de oxidacao bioldgica de sulfeto ay8é corroboram com os resultados fisico-
quimicos apresentados anteriormente. Segundo Boshal (1989) e Jansseat al(1995) a

presenca de globulos de coloracdo verde amareltdareélacionada com a formacédo de

polissulfetos e a presenca de gldébuloas esbrampsgaom a formacao de enxofre elementar.

Uma vez que a presenca de enxofre elementar fectdeta, as observacdes microscopicas
foram realizadas a fim de verificar a presenca detévias oxidadoras de sulfeto. Os
resultados mostraram a presenca de bactérias p8rpom morfologia de cocos (figura 6.9),
similar a sulfobactéria do géne@hromatiumsp., da familiZChromatiaceaeEssas bactérias
foram observadas com frequéncia nas amostras dseas, nas trés fases operacionais. Esta
bactéria € gram-negativa e pode apresentar mordoldg cocos ou bastonete e ja foi
encontrada em sistemas de tratamento de 4guaséesasl(SIEFEREt al, 1978).

O géneroChromatium corresponde a bactérias fototroficas puarpuras, gpeem utilizar
sulfeto como doador de elétrons para reducdo den@@otossintese. Uma vez que sulfeto
oxidado a enxofre elementar, 0 mesmo é estocadgr@&mulos intracelulares (MADIGAIt
al., 2010). Portanto, as observacdes microscopicamctérias com potencial de oxidacdo de
sulfeto, juntamente com os resultados mencionadtsriarmente quanto ao consumo de
sulfeto nos reatores indicam que o sulfeto disdolyiresente no efluente anaerébio foi

biologicamente oxidado e convertido a enxofre elgare

Com relagdo a presenca de outros micro-organismesreatores, cianobactérias e algas
foram observadas por microscopia em todas as aasodts reatores, juntamente com a
sulfobactéria similar ao génefechromatiumsp. Uma vez que os reatores foram construidos
com material transparente, provavelmente a incidéhe luz favoreceu a presenca de algas e
cianobactérias, bem como o desenvolvimento de lsadtérias parpuras, que necessitam de

luz para realizacao da fotossintese anoxigénica.

Segundo Stal (1995), cianobactérias e bactériadrddicas sulfurosas podem coexistir em
ambientes com gradiente de concentracédo de oxigésidfeto, tais como os biofilmes. Esta
coexisténcia € atribuida ao grau de tolerancia aménio. Contudo, diferente das

cianobactérias, as bactérias fototroficas purpuagram as regides mais profundas do
biofilme devido ao efeito inibidor do oxigénio natese dos pigmentos.
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Comparando as observacdes de Stal (1995) e agadssdi em campo, foi possivel visualizar
uma camada verde superficial que cobria todos éis gasticos, além disso, quando esta
camada era removida foi possivel visualizar umaragBo purpura aderida aos anéis,

conforme apresentado na figura 6.9b.

Esperava-se observar na escuma do R2-24h morfamgitar aBeggiatoae Thiotrix que sdo
géneros de sulfobactérias incolores, ja que nalestalizado por Garciet al. (2012), esses
micro-organismos foram observadas na escuma dorre®8SB, que foi o mesmo reator

utilizado neste estudo para alimentar os reatotes R2.

A razdo para a auséncia das sulfobactérias inolwyeR1 e R2 poderia estar relacionada a
ocorréncia de competicdo pelo sulfeto, entre estéf®bactérias incolores e as purpuras
(Chromatiumsp). As sulfobactérias purpuras sdo capazes gdwgerem para camadas mais
inferiores (em direcdo ao sedimento, com baixangitlade de luz) e utilizarem o enxofre
acumulado no sedimento para a oxidacédo de suf&@BGENSEN e DES MARAIS, 1986).

6.2.1 Caracterizacdo da comunidade bacteriana pela anaés de PCR-DGGE da

escuma do decantador do reator UASB.

A analise de PCR-DGGE foi feita com a amostra deraa coletada do decantador do reator
do UASB no inicio da operacdo dos reatores, emboo#2012. A fim de verificar a

composicdo da comunidade bacteriana desenvolvidsawana do reator UASB e comparar

com os resultados obtidos da comunidade bactepagsente nos reatores R1 e R2, foi
realizado a analise de DGGE (Figura 6.10).

Figura 6.10 - Perfil de DGGE da comunidade bacteriana presemtamostra de escuma do
reator UASB.
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As bandas numeradas no gel foram excisadas e ofbiN&quenciado para identificacdo dos
micro-organismos na escuma do reator UASB (Tah8la 6

Tabela 6.3 -Posicéo taxonémica das bandas de DDGE obtidas dsti@te escuma do
reator UASB de acordo com RDP Classifier em umlmdgeconfianca de 80% e as
sequéncias mais proximas obtidas no GenBank reladas ao gene 16S rRNA, e a

porcentagem de similaridade é apresentada pordadierramenta BLAST.

Banda  Filo Classe/Familia Gene RNAr16s Funcgéo Similaridade”
. Oxidacao de sulfeto 96
1,3, 6,7 Chlorobi Chlorobea/Chlorobiaceae ChIorot_num
ferrooxidans
i Oxidacéo d Ifet
2 Chlorobi Chlorobea/Chlorobiaceae Chlorot_num Xidagao de sulfeto 99
ferrooxidans
. . Desnitrificagao, 93
4 Prowoacer APPSRl Mg qumonetertis,
pir 9 Icu podem fixar N
5,9 Proteobacteria Cammaproteobacterial 000 anopilis  Oxidagdo de nitrito 92
Ectothiorhodospiraceae
. i . . Oxidacao de sulfeto
8 Proteobacteria Gammaproteobacterla/ Thiorhodovibrio sp. xdag ! 9
Chromatiaceae
Parabacteroides Fermentacgéo; isoladd93
10 Bacteroidetes Bacteroidaceae ) -Lerol de fezes humanas
johnsonii
idiohi Oxidac&o de metano 91
11,13  Verrucomicrobia Methylacidiphilaceae Methylagldlphllum ¢
fumariolicum
Reducao de nitrato e 98
12 Proteobacteria Betaproteobacteria Acidovorax nitrito
Comamonadaceae delafieldii
Fermentacéo de 95
14 Bacteroidetes Bacteroidaceae ﬁlr;?rirgﬁzl?)giila acetato, propianato e
P succinato
) ) o Fermentacéo; 92
15 Bacteroidetes  Rikenellaceae Alistipesp. presente no trato
intestinal humano
16,17  Chlorobi Chlorobea/Chlorobiaceae  Chlorobium sp. ~ ©idagdo de sulfeto 96
. i . . Oxidacgéo d Ifet
18 Proteobacteria Betaproteoba_ctena/ Thiobacillus sp. Xidagao de sulieto 95
Hydrogenophilaceae
Proteobacteria Betaproteobacteria/ Uncultured Oxidagéo de metano 95
19 Methylophilaceae Methylobacillus sp.

*A porcentagem indica a similaridade entre a segjaetia bandaom a sequencia disponivel no GenBank que mostedor correspondéncia.

Conforme tabela 6.3, a comunidade bacteriana peesea escuma do reator UASB
apresentou-se diversificada, com presenca de segeémimilares a diferentes géneros
envolvidos na oxidacdo de sulfeto, reducdo de tojtraxidagdo de metano, bem como
desnitrificantes. Assim, a presenca desses mian@y®s na escuma, sugere a possibilidade

de ocorréncia de remoc¢ao de compostos tais comiio hititrato, metano e sulfeto.
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Do total de bandas sequenciadas, cit@ndas com sequéncias prOximas ao género
Chlorobium ferroxidans, uma bactéria fototroficas verde, em forma de baségngram
negativa e estritamente anaerébia. Esta bactéo&rdtica so6 foi isolada de uma co-cultura
com proteobacteri@eospirillum arsenophiluQuando cultivadas em co-cultu@hlorobium
ferrooxidansoxida ferro ferroso derro férrico (HEISING et al., 1999) Além disso, 0s
resultados da comunidade bacteriana da escuma ator relASB, apresentaram uma
sequéncia proxima a&cidovorax delafieldiie sequéncias relacionadas Amaerophaga

thermohalophilae Methylobacillus.

Os resultados obtidos indicam uma sequéncia relad®m a Magnetospirillum
magnetotacticumAlistipes sp., Parabacteroidegohnsonii e duas sequéncias relacionadas a
Nitrococcusmobilis e Methylacidiphilumfumariolicum,uma metanotrofica capaz de fixds

em baixas concentracdes de oxigénio dissolvido (REK et al, 2010).

Com relacéo as bactérias oxidadoras de sulfetcemiess na escuma do reator UASB, 0s
resultados indicaram que do total de 19 bandasese@das, duas sequéncias foram
relacionadas conChlorobium sp. representante de sulfobactéria verdma sequéncia foi
relacionada conthiorhodovibriosp. representante de sulfobactéria parpura e em#sacia
relacionada conirhiobacillus sp., representante de sulfobactéria incolor. Estesltados
sugerem que esses microrganismos presentes naadouraator UASB possuem potencial
para remover de compostos reduzidos de enxofréene do reator.

Especificamente a sulfobactéria ver@alorobium sp. destaca-se por realizar fotossintese
anoxigénica utilizando o sulfeto como doador deratés. Além disso, a cultura pura de
bactériaChlorobium sp foi utilizada em um biorreator com incidéncieeth de luz, nao
aerado e tratando efluente organico industrial.fidiémcia de remocao de sulfeto foi de
99,5%, com aplicacéo no biorreator de 0,0016’kg&d de sulfeto (FERRERAL al.,2004).

Em relacdo & hiorhodovibriosp. esta sulfobactéria purpura € uma representantamilia
Chromatiaceag encontrada principalmente em sedimentos de lagosendo sulfeto de
hidrogénio, apresentam morfologia de vibrido e doarealizam a oxidacao de sulfeto, o
enxofre elementar formado é acumulado em granuiacelulares (OVERMANNet al.,
1992). Com relacdo adhiobacillus sp., as bactérias desse género foram amplamente
utilizadas em estudos de conversédo d& ¢ outros compostos sulfurosos por processos
bioldgicos (PLASet al., 1993).
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As espécies do géneiihiobacillusproduzem o enxofre extracelular e utilizam composto
inorganicos como fonte de energia e ;,Cé@mo fonte de carbono (FRIEDRICH998).
Janssert al. (1999) reportaram que as bactérias do génkiabacilluspodem competir com
sucesso com processos quimicos devido a sua mlidaae por sulfetos. No entanto, como a
formacao do sulfato produz mais energia, essa @ofaeferencialmente realizada pelos
microrganismos. Assim, a formagdo de enxofre eléanersomente ocorrerd sob

concentracgdes limitadas de oxigénio ou alta conaeid de sulfeto.

6.2.2 Caracterizacdo da comunidade bacteriana pela anadésde PCR-DGGE do R1 e
R2.

A fim de verificar a composi¢do da comunidade b&t@ desenvolvida nos reatores R1 e
R2, nas diferentes fases operacionais 1 e 2 fbiza€l@ a analise de DGGE (Figura 6.11).
Figura 6.11 - Perfil de DGGE da comunidade bacteriana presegemostras dos reatores

R1 e R2, no TDH de 24h e 12h.

| R1(24h) | RI(1Zh) | RZ(2h) || RA1Z)

Periodo de operagdo:
Datada coletadaamostra: |l (Fefif (b hra R R R R el s Bl T e L b

18

As bandas numeradas no gel foram excisadas e ofbiN&quenciado para identificacdo dos
micro-organismos em cada amostra dos reatores ,1nas2condi¢gbes testadas, tais como
presenca e auséncia de meio suporte (TDH=24h) @amagfo entre o tipo de material

suporte, anel plastico e biobob (TDH=12h) (Tabel.6
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Tabela 6.4 -Posi¢éo taxonbmica das bandas de DDGE obtidasniasiras dos R1 e R2, no
TDH de 24h e 12h, de acordo com RDP Classifier enmivel de confianca de 80% e as
sequéncias mais proximas obtidas no GenBank reladas ao gene 16S rRNA, e a
porcentagem de similaridade é apresentada pordaderramenta BLAST.

Banda Filo Classe/Familia Acc. No. Gene RNAri16S Similatade*
01 Firmicutes BaC|I_I|, Clo§tr|§j|aand AB896675 Uncult.uredFlrmlcutes 99%
Erysipelotrichia bacterium
02 Proteobacteria  Betaproteobacteria KF206381  Tepidimonasp 100%
03 Proteobacteria Gammaproteobacteria/ JQ349048  Lysobactersp 97%
Xanthomonadaceae
04 Proteobacteria Gammaproteobacteria/ KF911330 Lysobacter brunescens97%
Xanthomonadaceae
05 Proteobacteria Alphaproteobacteria/ NR_025830 Rhodocistgekingensis 98%
Rhodospirillaceae
06 Cyanobacteria  Cyanobacteria EF123634 U_ncultured_ 92%
Cianobacterium
. Gammaproteobacteria/ FJ821616 Thermomonasp 100%
07 Proteobacteria
Xanthomonadaceae
08 Proteobacteria Gammaproteobacteria/ KJ081955 Methylomonasp 98%
Methylococcaceae
09 Chlorobi Chlorobia/Chlorobiaceae DQ383316 lSJpncuIturedChlorobmm 90%
10 Proteobacteria Gammaproteobactena/ HQ003533 Uncultur_ed 97%
Chromatiaceae Chromatiaceae
bacterium
11 Firmicutes Clostridia/Incertae Sedis NR_025761 Soehngenia 97%
saccharolytica
12 Firmicutes BaC|I_I|, CIo;tr|Q|ae AB896675  UnculturedFirmicutes 99%
Erysipelotrichia b .
acterium
13 Proteobacteria Betaproteobacteria KC492099 I . 87T%
. : Gulbenkiania mobilis
Neisseriaceae
14 Proteobacteria Alphaproteobacteria/ FJ210722 Rhodopseudomonas 93%
oo palustris
Bradyrhizobiaceae
15 Proteobacteria Gammaproteobacteria/ FJ821616 Thermomonasp 97%
Xanthomonadaceae
16 Bacterioidetes Bacteroidaceae GU179797 Uncultyr_ed . 93%
Bacterioideshacterium
i 0,
17 Proteobacteria Alphapro.tgobactena/ NR_025830 Rhodospirillum 99%
Rhodospirillaceae
centenum
. Uncultured o
18 Cyanobacteria Cyanobacteria EF123634 Cianobacterium 92%
i 1 0,
19 Chloroflexi Oscillochloridaceae JX298781 Chloronema giganteum91%
20 Proteobacteria Alphaproteobacteria/ FJ210722 Rhodopseudomonas 99%
MR palustris
Bradyrhizobiaceae
21 Proteobacteria Gammaproteobacteria/ KF7170461 Thermomonasp 99%
Xanthomonadaceae

*A porcentagem indica a similaridade entre a seqjaetta bandacom a sequencia disponivel no GenBank que mostedor correspondéncia.
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Os resultados obtidos com o0 DGGE demonstraram goenanidade bacteriana presente nos
reatores 1 e 2, nas duas fases operacionais,Vieisdicada. A banda 13, que apareceu em
todas as amostras dos dois reatores e permaneesentm nas duas diferentes fases
operacionais, apresentou sequéncia relacion&ldlsenkiania mobilisEssa bactéria é gram-

negativa, aerobia, quimioheterotrofica e foi isalatb tratamento de aguas residuarias. O

crescimento desse micro-organismo ocorre na prasengitrato (MOREIRAet al.,1997).

As bandas 14 e 20 foram presentes nos R1-12h e2R2rdspectivamente e apresentaram
sequéncias proximasRhodopseudomonas palustdasa banda 17, presente somente no R2-
24h (controle), apresentou sequéncia proxirRa@dospirillum centenumrdmbas as bactérias
sao fototréficas purpuras ndo sulfurosas e naoelaos na literatura sobre a capacidade
dessas bactérias realizarem a oxidacéo de sulttifedo. (FRIGAARD & DAHI, 2009).

Rhodopseudomonas palustpede apresentar crescimento fotoautotrofico, fetierotréfico,
quimioautotrofico e quimioheterotréfico. A versatiddde metabdlica dessa bactéria permite
seu crescimento em condi¢cdes anaerdbias e obtégiade diferentes compostos organicos.
Além disso, essa bactéria tem a habilidade de dag@mpostos organicos em condi¢cdes
aerdbias e anaerodbias (PANMTal.,2010).

Os resultados de DGGE mostraram a presenca denséagi@le sulfobactérias purpuras e
verdes, em ambos os reatores. A banda 10, presentel-12h e R2-24h, apresentou
sequéncia proxima a bactéria ndo cultivadaCiheomatiaceag enquanto que a banda 9
(presente somente no R1-12h) e 19 (presente somenfe2-24h) apresentou sequéncia

relacionada conChlorobiumsp eChloronema giganteupmespectivamente.

Com relacao a sulfobactéria purpura presente radsress,Chromatiumé uma bactéria gram-
negativa, que pode realizar a oxidagéao de sulfetcuenular granulos de enxofre intracelular
(MADIGAN et al, 2010). Enquanto qué&hloronema giganteum @ma sulfobactéria
fototrofica verde filamentosa, que é comumente einada em lagos, tapetes microbianos e

em fontes geotérmicas, contendo baixas concensaighsulfeto (ABELLAet al.,1992).

As sulfobactérias verdes do gén€&lorobiumsp também séo fototréficas e sdo comumente

encontradas em ambientes aquaticos anoxicos, ssdsne outros ambientes ricos em
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sulfeto, incluindo nascentes de aguas quentes (\DAW ENDE e VAN GEMERDEN,
1993).

A banda 2, presente no R1-24h e R2-24h, correspandgEnerd epidimonassp., bactérias
desse género sao quimilitoheterotroficas, ligeirséermofilicas e aerdbias estritas, capazes

de oxidarem tiossulfato e tetrationato a sulfat®@®EIRA, 1997).

Portanto, estes resultados indicam que essas inagh@dem estar envolvidas na oxidacéo de
compostos reduzidos de enxofre do efluente domr&l&B, uma vez que enxofre elementar

e sulfato foram formados e detectados nos reatoee?.

A banda 5, presente no R1-24h e a banda 17 preserfR2-24h, apresentaram sequéncias
proximas a sequencia da bactéria purpura nao esHoRhodospirillum centenume
Rhodocistgekingensistespectivamentd&rhodocista pekingensiai isolada do tratamento de
aguas residuarias, € bactéria gram-negativa, qde ppresentar crescimento fototréfico
anaerobio ou quimioheterotrofico aerobio e é capmatilizar H como doador de elétrons
(ZHANG et al, 2003). Na literatura ndo ha relatos do envolvitnedessas bactérias
purpuras ndo sulfurosas na oxidacao de sulfet@oesuifato. Porém, h4 relatos de que essas
bactérias estariam envolvidas na degradacdo desdgdaxos volateis de cadeia curta

presentes em aguas residuarias (OKUB@l, 2006).

Bactérias fototroficas tais com&hodopseudomonas palustriRhodospirillum tenue
Chromatium limicola, Thiocapsa roseopersicina, Camwum limicolaforam encontrados no
sistema de lodos ativados e segundo os autoregsanga desses micro-organismos seria
devido a capacidade de crescerem sob concentnaghiesdas de oxigénio nos flocos do lodo
(SIEFERT et al., 1978). Esses autores também demonstraram queridactétotroficas
podem competir com outras bactérias somente sabigéims anaerdbias na presenca de luz.

Portanto, uma vez que essas condicfes ocorrerameatoses do presente estudo, € possivel
que tais condicbes tenham contribuido para a ditede Rhodopseudomonas palustes
Rhodospirillum centenum estas estariam envolvidas na remo¢do de mat@éaioa (acidos

graxos de cadeia curta) ainda presente no eflagmierobio.
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As bandas 7, 15 e 21 foram encontradas em todeosabsres, com excecdo do R2-24h e
apresentaram sequéncias proximacharmomonasp. As bactérias desse género sdo gram-
negativas e algumas espécies foram isoladas dwmesatesnitrificantes (MEGAER®t al.,
2003).

A banda 8 foi encontrada somente no R1-24h e apmsesequéncia préxima a
Methylomonassp. As bactérias desse género sdo metanotréficagatitias que usam
metano ou metanol como fonte de carbono, e foratadas de sedimentos de lagos de agua
doce e rios, lodos ativados e de aguas residuy&REENNERet al.,2005a e b).

A bandas 1, presente somente no R1-24h e a bandprdsente no R1-12h e R2-24h,
apresentaram sequéncias proximas a sequéndrrmeutes Os membros desse filo sdo
aerdbios, facultativos ou anaerobios estritos eralgnembros sdo termofilos e/ou halofilos.
Dentre 0s representantes mais comuns encontrare-$®cérias dos géner@acillus e
Clostridium(ATLAS & BARTHA, 1997).

As bandas 3 e 4, presentes somente no R1-24h,eataesn sequéncias proximas com
Lysobactersp eLysobacter brunescensespectivamente, essas bactérias sao gram-resgativ
aerébias e quimiorganotréficas e sdo capazes de nigato e amdnio como fonte de

nitrogénio (CHRISTENSEN al.,1978).

A banda 1, presente somente no R1-12h, apresemiguéncia proxima &oehngenia
saccharolytica essa bactéria € mesofilica, anaerdbia, mas #matte e fixadora de
nitrogénio molecular. Sulfeto e tiossulfato sdoqmutilizados como aceptores de elétrons e
geralmente é encontrada em lodo de digestores@nae(PARSHINAet al.,2003).

A banda 16 foi detectada somente no R1-12h e apmsesequéncia relacionada com
Bacterioides,essa bactéria realiza fermentacdo e é encontradeipatmente no trato
gastrointestinal humano, o que justifica sua prénei nas aguas residuarias (KIRCHMAN,
2002).

As bandas 6 e 18, presentes no R1-24h e R2-24featesamente, apresentaram sequéncias

relacionadas com sequéncia de cianobactéria ndiwacld. A presenca de cianobactérias
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também foi observada na microscopia Optica nas taasodos reatores, nos TDH de 12h e
24h Segundo Stal (1995), cianobactérias e bactériagrédicas sulfurosas podem coexistir
em ambientes com gradiente de concentracdo demxigésulfeto, tais como os biofilmes.
Esta coexisténcia € atribuida ao grau de toleraacisoxigénio. Contudo, diferente das
cianobactérias, as bactérias fototroficas purpu@agram as regides mais profundas do

biofilme devido ao efeito inibidor do oxigénio natese dos pigmentos.

A andlise de DGGE permitiu observar que a compos@@# comunidade microbiana foi
diferente entre a escuma do reator UASB e as aasodts reatores R1 e R2. Com relacéo a
presenca de bactérias sulfurosas, foi possivelnaors@ presenca da sulfobactéria verde
Chlorobiumtanto na escuma do reator UASB, quanto na biomdssaeatores R1 e R2
Enquanto que no R2-24h, observou-se a presencaulfizbaxéria verdeChloronema

giganteum

No que se refere a presenca de sulfobactérias nadrpthiorhodovibriofoi presente na
escuma do reator UASB, enquanto @ilewomatiumfoi detectada somente no R1-1Ztom
relacdo a presenca de sulfobactérias incolorggéneroThiobacillusfoi detectado somente
na escuma do reator UASB. Além disso, a presenchadirias purpuras ndo sulfurosas
Rhodopseudomonas palustrig@hodospirillum centenune Rhodocistgpekingensigambém
foram detectadas somente no R1 e R2

Diante disso, foi possivel observar que houve elifga na composicdo da comunidade
microbiana entre a escuma do reator UASB e as amsostos reatores R1 e R2.
Provavelmente, essa diferenca ocorreu em funca@ufldéncia do TDH e do oxigénio, ja que
no decantador do reator UASB o TDH foi de 2h e meagores R1 e R2, os TDH testados
foram de 24h e 12h, respectivamente. Além dissoaparficie do decantador do reator UASB
ficava exposta o que permitia o contato da escumaa oxigénio, diferente dos reatores R1
e R2 que permaneciam tampados. Assim, a composigdcomunidade microbiana das
amostras de escuma do decantador do reator UA®Besalima do R2-24h foram diferentes,

possivelmente devido a influéncia do TDH e do omigé

6.2.3 Comparacéo do perfil de bandas da comunidade bact@na de cada reator

Os perfis populacionais obtidos no DGGE com as &namslos reatores R1 e R2 de cada fase

operacional (TDH de 24h e 12h) foram comparaddiganido o programa BioNumerics. Para
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avaliar a dinamica da comunidade bacteriana, derrastfases operacionais dos reatores, foi

calculada a similaridade entre cada amostra e #r pigssa andlise foi gerado um

dendrograma indicando os coeficientes de simildgedentre os perfis resultantes. A andlise

de agrupamento separou as amostras em grupos queartitharam caracteristicas

semelhantes (perfis de conjuntos de bandas) a partuma matriz de similaridade que foi

gerada da matriz de presenca e auséncia de babtecttes dos dados do DGGE (Figura 6.12).

Figura 6.12- Dendograma do perfil da comunidade bacterian@@GE dos reatores 1 e 2,
nas duas diferentes fases operacionais (TDH de 24). A direita contém os dados quanto
a especificacdo do reator, TDH e amostra; a esguedita a porcentagem de similaridade e

identificacdo dos grupos.
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Com base na andlise de agrupamento do perfil déabathto DGGE da Figura 6.12 foram
identificados quatro grupos distintos com 19,5% 7a1% de similaridade. O grupo A
corresponde ao agrupamento do R1-12h (08/13) e4dR36/13), o grupo B é referente ao
agrupamento das amostras 10/12 e 02/13 e 06/131dp4RR enquanto que o grupo C
corresponde ao R1-12h (10/13) e R2-24h (02/13 £2)@ o grupo D indica o agrupamento

das amostras 08/13 e 10/13 do R2-12h.

Como é possivel observar na figura 6.12, o grupapbesentou maior porcentagem de
similaridade (60%) entre as amostras 08/13 e 1061B2, ou seja, o curto intervalo de dois
meses entre as coletas, no TDH de 12h, foi a caodige apresentou menor influéncia na
mudanca do perfil da comunidade bacteriana. Corside o TDH de 24h, no R1
(preenchido por anel plastico), essa condicao tenmEde ser observada no agrupamento das
amostras 10/12 e 02/13 que, apesar do intervate ardoleta das amostras ter sido maior, de
cinco meses, as amostras apresentaram 58,8% darisiate e 42,9% de similaridade dessas

amostras com a amostra referente ao dia 06/13.
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Por outro lado, ao analisar o grupo C, referentR2adg¢sem meio suporte) no TDH de 24h, a
amostra 10/12 apresentou apenas 29,8% de simdarictan a amostra 02/13, indicando que
houve uma mudanca consideravel no perfil da conagleidbacteriana entre esses periodos.
Portanto, a presenca do meio suporte no R1 faworewaor estabilidade da comunidade

bacteriana, quando comparado com o0 R2, no qudhanda meio suporte.

Na fig. 6.12 é possivel observar diferenca na estiuda comunidade bacteriana da amostra
do R1-24h (grupo B) quando comparada com a amdstR2-24h (grupo C), isso sugere que
a auséncia do meio suporte ocasionou uma selegdaptacdo das bactérias. Além disso, o
perfil de DGGE do grupo C referente a amostra dd®1 (anéis plasticos) ndo foi similar ao
perfil obtido no grupo D, correspondente a amoswaR2-12h (biobob), indicando que

diferentes meios suportes selecionaram uma comimioicteriana distinta.

O indice de Shannon foi calculado para avaliar\erdidade de bactérias presentes nas
amostras dos reatores, nas diferentes fases apesec(TDH de 24h e 12h). Na figura 6.13,

o indice de Shannon mostra as diferencas da dieelsida comunidade bacteriana dos
reatores.

Figura 6.13 - Indice de Shannon das amostras dos reatores las Buas diferentes
fases operacionais ( TDH de 24h e 12h).
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Legenda: R1-24: amostras do reator 1 preenchidarps plasticos, no TDH de 24h.
R1-12: amostras do reator 1, preenchido por anésipbs, no TDH de 12h.
R2-24: amostras do reator 2, sem meio suporte, rtd d@24h.
R2-12: amostras do reator 2, preenchido por biohol,DH de 12h.

Conforme figura 6.13 foi possivel observar que aostm 2 do R1 no TDH de 24h,

T

apresentou maior indice de Shannon (2,72) e portangaior diversidade bacteriana em
relacdo as outras amostras do mesmo periodo, bam &®» amostras do R1 no TDH de 12h.

Além disso, as trés amostras do R1, no TDH de Pthsantaram os maiores indices de
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diversidade, quando comparado com as amostras ,dooRieriodo de 12h e do R2 em ambos

0s periodos.

Considerando que o R1, em ambos os periodos,denphido com 0 mesmo material suporte
(anel plastico) é possivel verificar um ligeiro diecento do indice de diversidade, quando o
R1 foi operado com TDH=12h. Portanto, a diminuigho TDH no reator pode ter tido
influéncia sobre a diversidade de bactérias ndlimefdo R1, uma vez que no TDH de 24h,
pode ter favorecido maior retencédo de micro-orgaogsno anel plastico, quando comparado
com o TDH de 12h.

Por outro lado, quando se estabelece uma compaeat@o R1 e R2, no TDH de 24h, foi
possivel observar a influéncia do meio suporteimvarsidade bacteriana, uma vez que nesse
periodo, a média do indice de Shannon nas amakirR4, preenchido por anel plastico, foi
de 2,47+0,23, maior do que a média do R2 (2,16A0r mesmo TDH de 24h, porém, sem
meio suporte. Portanto, a diversidade bacteriana&or no R1, no qual a biomassa cresceu

aderida, quando comparado com o R2, no qual a sssmaesceu de forma dispersa.

No que se refere a influéncia do tipo de matengdoste na diversidade bacteriana, foi
possivel analisar que, ao comparar os reatoresi2, ao TDH de 12h, o R1 contendo anel
plastico apresentou valores médios maiores do (g2 pR1: 162,+0,42 e R2: 1,40+0,09) e
portanto, pode-se inferir que o anél plastico peumd estabelecimento de um biofilme

contendo maior diversidade bacteriana do que mbidespuma de poliuretano).

Estudo realizado por Motteran (2013), na cara@eéi@a da comunidade microbiana de um
reator anaerébio observou, por meio do indice dam®mn, que o material suporte € um fator
importante na selecdo microbiana. Missagia (20E3lizou estudo das comunidades
microbianas em filtros biol6gicos percoladores (JFBéhtendo quatro tipos de meio suporte e
os indices de diversidade de Shannon (H’) encoograsiostraram maior diversidade
bacteriana no FBP preenchido por escoria, seguala pspuma de poliuretano, anéis

plasticos, e por ultimo as aparas de conduite.
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Portanto, esses dados diferem dos dados do pressint#, no qual maior diversidade foi
encontrada no biofilme formado sobre os anéis iptisstqguando comparada com o Biobob

(espuma de poliuretano).

6.2.4 Analise da composicdo da comunidade microbiana pelatécnica de

pirosequenciamento- 454.

Essa analise foi feita com as amostras de bio#rascuma, coletada dos reatores R1 e R2 no
TDH de 24 horas, respectivamente, e com as amakirb®filme dos dois reatores no TDH
de 12 horas. Portanto, serd apresentada uma cay@pagatre os reatores com o intuito de
verificar a influéncia do tempo de detencdo hidcaue do meio suporte na composicédo e

estrutura da comunidade microbiana desenvolvidagaisres.

O pirosequenciamento das amostras dos reatordsotesm um total de 25.559 sequéncias
(somando as quatro amostras). No histograma dédisfio do comprimento das sequéncias,

observou-se que a maior parte possuia 250 patessds (Figura 6.14).

Figura 6.14- Histograma de distribuicdo do comprimento dagiéacias obtidas.
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Dentre as sequéncias selecionadas, cerca de 408W0aoram atribuidas para cada amostra
(tabela 6.5), sendo que ao todo foram definidas 8Os (Unidade TaxondOmica
Operacionais). As UTOs foram definidas agrupand@asesequéncias de acordo com a
similaridade entre elas. Optou-se por trabalhar astdTOs a um nivel de similaridade igual
a 97%, uma vez que sequéncias que apresentamrglad igual ou superior a este valor
podem ser consideradas como pertencentes a mepéuEeeGEVERSt al, 2005).
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Tabela 6.5 -Quantidade de sequéncias e UTOs atribuidas passaradstra.

Amostra Tempo de detencao Sequencias UTOs
hidraulica a (similaridade 97%)
Biofilme do anel plastico 24 4566 326
do R1
Escuma do R2 24h 7614 241
Biofilme do anel plastico 12h 4035 403
do R1
Biofilme do biobob do R2 12h 9344 329

Na tabela 6.6 sdo apresentados os indices de idagesdeterminados no nivel de 97% de

similaridade para as amostras analisadas dos esator

Tabela 6.6 -indices de diversidade determinados no nivel de @ %imilaridade, nas
amostras dos reatores R1 e R2

indice R1-24h R2-24h R1-12h R2-12h
Dominancia 0,06 0,06 0,05 0,05
Equitabilidade 0,66 0,65 0,70 0,68
Shannon 3,81 3,57 4,22 3,92

Um dos indices analisados foi a dominancia, queessp o numero de individuos de uma
determinada espécie em relagdo ao numero de indwide todas as espécies encontradas. Os
valores do indice de dominancia foram baixos, eb®& e 0,06 (tabela 6.6), indicando uma
distribuicdo mais equéanime dos taxéns da comunidad®biana em cada amostra analisada,
ou seja, valores proximos de 0 indicam a preseggareme de todos 0s taxons, enguanto

valores proximo de 1 indicam o dominio de um tan@rtomunidade microbiana.

O indice de equitabilidade expressa a maneira ged o numero de individuos esta
distribuido entre diferentes espécies, ou sejaicande as diferentes espécies possuem
abundancia (em termos de numeros de individuosgleanmtes ou divergentes (GOMES,
2004). Os valores do indice de equitabilidade vamade 0,65 a 0,70, portanto, ocorreu
variacdo na distribuicdo da comunidade microbiama wez que valores proximos de 1

indicam altas variacoes.

Com relagdo as medidas de diversidade, essas raeldidam em consideracdo tanto o

namero de espécies quanto a abundancia relativégbijdade) de cada uma delas. O indice
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utilizado nesse estudo foi o indice de Shannon-&/iegDs valores obtidos foram entre 3,57 a
4,22, indicando, portanto, significativa riqueza @anostras, pois quanto maior o valor do
indice, maior o numero de taxons na comunidadeoimi@na. Assim, o maior indice de
Shannon obtido foi para amostra do biofilme do Rth-@,22), seguido pelo biofiime R2-12h
(3,92), biofilme do R1-24h (3,81) e escuma do RB3457).

No geral, a diversidade foi maior no reator pre@wlom anéis plasticos quando comparado
com o reator prenchido com biobob, portanto, o rsaforte anel plastico € mais indicado do
que o biobob, jA que favoreceu uma comunidade whgeysa e que poderia realizar a

oxidacao bioldgica de sulfeto e a degradacdo dgostos ogancos no reator.

Para estimar a riqueza, utilizou-se a curva ddagéie. Os dados da curva de rarefacdo foram
plotados em funcdo do numero de sequéncias aresisad cada amostra, conforme figura
6.15. Ao comparar as amostras dos reatores obssevmaior riqueza no biofilme do R1-12h

e menor riqueza na escuma do R2-24h. Essa curvassga rigueza maxima esperada no
ambiente quando ha estabilizacdo da curva, porgntpdas as amostras analisadas néo foi
observada a estabilizacdo da curva, assim, espayaeshaja mais espécies do que aquelas
analisadas pelo pirosequenciamento. Na figura é.pbssivel observar que as amostras do
R2-24h e R2-12h, que recuperaram maior numero geégeeias, estdo mais proximas da
estabilizacdo da curva quando comparadas com agrasdo reator 1.

Figura 6.15 -Curva de rarefacéo definida pela similaridade & €&s sequéncias das

amostras do biofilme R1-24h, escuma R2-24h , bi&iR1-12h e R2-12h, respectivamente.
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Para avaliar a similaridade entre as amostras ba presenca/auséncia e abundancia das

espécies utilizou-se o indice de Bray-Curtis apresio na figura 6.16.
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Figura 6.16- Dendograma baseado na andlise de agrupamentdide Bray-Curtis para as
amostras dos reatores, no TDH de 12h e 24h.
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Pela analise de agrupamento das amostras geraaiiradpsse indice de similaridade, foi
possivel observar dois agrupamentos distintos, tpogdo reator 1 e outro do reator 2,
conforme figura 6.16. No dendograma verifica-s@eficiente de similaridade de 55% entre
as amostras do reator 1 e do reator 2, indicangoagucomunidades microbianas entre os
reatores foram diferentes. E importante ressaliarapesar do agrupamento entre os reatores
R2-24h e R2-12h, h& um diferencial nos reatores redagdo ao meio supoerte, uma vez que
no R2-14h nao continha meio suporte, enquanto quR2A12h 0 meio suporte era o biobob.

Por outro lado, a comparacao entre as amostrasiaeasmo reator, nos diferentes tempos de
detencéo hidraulica, mostra que as amostras dinfeoflo reator 1 apresentaram coeficiente
de similaridade préximo de 75%. Enquanto que assta®do reator 2 apresentaram maior
similaridade entre si, com valor de coeficiente siteilaridade de 80%, apesar de serem

amostras do biofilme e da escuma, no TDH de 12ther2spectivamente.

Portanto, os valores sugerem que as amostras danmade foram mais similares entre si
dentro de um mesmo reator, e ndo houve influénoiddH analisando o coeficinete de
similaridade em cada reator (R1 e R2). Além diagmesenca do material suporte biobob no
R2 néo influenciou na composicédo da comunidadeamiana, quando comparado com o R2,

sem material suporte.
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O indice de Bray-curtis considera rigueza e unifdade, porém cada UTO é distinta na
comparagao entre amostras, dessa forma a simdaridiatre as amostras do R1 e entre as
amostras do R2 foi devido, principalmente, a riguesemelhancas de UTOs atribuidas em

cada amostra.

6.2.5 Caracterizagdo da comunidade microbiana pela anaksde pirosequenciamento

A classificacdo taxonémica das UTOs foi realizadapeio da ferramenta RDP-Classifier.
Foram classificadas 821 UTOs com 97% de similagdadnimero de UTOs por taxon esta
apresentado na tabela 6.7.

Tabela 6.7 -Numero de UTOs classificadas nos diferentes nfagisndmicos e porcentagem
em relacéo ao total de UTOs (97% de similaridade)

Taxon Numero de UTOs Porcentagem em relacdo ao total de UTOs (%)
Filo 820 99,9

Classe 811 98,8

Ordem 789 96,1

Familia 769 93,7

Género 743 90,5

A caracterizagcdo da comunidade microbiana atewedsscricdo dos principais filos, ordens e
géneros classificados em cada amostra. Especifitameara descricdo dos géneros foram

utilizados aqueles com abundéancia relativa maier@u%.

Conforme mostra a figura 6.17, os principais fidbservados nas amostras dos reatores foram
os filos Synergistetes Proteobacteria seguido porFirmicutes No R1-24h, os filos
abundantes foransynergistete® Euryarchaeota do dominio Archaea, enquanto que nas
amostras do R2-24h, R1-12h e R2-12h os filos mhimd@antes foraniProteobacteriae
Synergistetes

A tabela 6.8 mostra a abundancia relativa dos filas amostras dos reatores, nos TDH de

24h e 12h e os filos predominantes destacados enell® e azul na tabela 6.8.
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Figura 6.17 - Abundancia relativa de filo (similaridade 97%) @asostras do R1 e R2, nos
TDH de 24h e 12h.
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Tabela 6.8 - Abundancia relativa (%) dos filos observados massdras dos reatores R1 e
R2, nos TDH de 24h e 12h

Filos R1-24h R2-24h R1-12h R_2-12h
(anel plastico) (sem suporte) (anel plastico) (Biobob)

Synergistetes 454 31,3 29,2 28,8
Firmicutes 8,5 11,9 11,8 10,8
Proteobacteria 6,9 33,6 20,4 30,8
Verrucomicrobia 3,6 3,8 2,8 11,6
Thermotogae 3,3 0,1 4.5 0
Planctomycetes 2,5 0,1 0,8 0,3
Chloroflexi 1,2 0,4 14 0
Bacteroidetes 0,9 1,0 2,3 2,7
Cyanobacteria 0,7 0 1,3 0,4
Spirochaetes 0,4 0,2 0,4 0,8
OP10 0,2 0 0,2 0,1
WS3 0,1 0,1 2,2 0
Actinobacteria 0,1 0 0,4 0
Fusobacteria 0,1 0 0 0
BRC1 0 0,3 0,8 0,1
Acidobacteria 0 0,6 1,3 3,2
Deinococcus-Thermus 0 0 0,2 0,6
Chlorobi 0 0 0,1 0
Nao classificado 7,9 15,7 17,2 7,3

No dominio Archaea, o fil&curyarchaeotafoi abundante no R1-24h, seguido pelo R1-12h,
R2-12h e R2-24h. Nesse filo predominam as espédoiesantes a condicdes ambientais

adversas, sendo representado por arqueias metaagénhaldfilas extremas e
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termoacidofilas. Especificamente as arqueias mg#moas, durante a digestdo anaerobia,
utilizam acetato ou hidrogénio para producdo deanei{BROCHIER-ARMANETEet al,
2008).

Com relacdo ao dominio Bacteria, o fdgnergistetefoi 0 mais abundante entre as amostras
dos reatores, com maior abundancia relativa no4l-2guido pelo R2-24h , R1-12h e R2-
12h. Os membros desse filo tém sido encontradodifementes habitats tais como, sistemas
de tratamento de esgotos, solos e pocos de Ok, @¢ estarem envolvidos em doencas
periodontais em humanos (BILA&t al, 2009). Segundo Rivieret al (2009), os membros

do filo Synergistetegpodem desenvolver importante papel na digestaderdia, ja que

podem degradar aminoacidos e produzir acidos grdeosadeia curta e sulfato para as

metanogénicas e bactérias redutoras de sulfato.

O filo Firmicutestambém foi abundante nas amostras dos reatorssreembros desse filo

estdo envolvidos na digestdo anaerdbia. OHitmicutesfoi mais abundante na escuma do
R2-24h, seguido pelo biofiime do R1-12h, R2-12h 22Rh. Na analise de DGGE, as
sequéncias obtidas das amostras do R1-24h, R2-RIk1@h apresentaram-se proximas ao

filo Firmicutes

Segundo Rivieret al.(2009), estes micro-organismos estao envolvidaigestao anaerobia
do lodo. As bactérias pertencentes a esse filosg@iodficas, capazes de degradar acidos
graxos volateis e o hidrogénio resultante, pode stlizado por metanogénicas
hidrogenotroficas em condicbes anaerdbias. Destremresentantes do fifirmicutes estao

0s membros do génef@ostridiumos quais na sua maioria € estritamente anaenidiém
algumas espécies sao aerotolerantes, com algunmciess que fermentam acgucares,
polidlcoois, aminoacidos, acidos organicos, purmasitros compostos organicos (MAal.
2013 e SHANKSet al.2013).

Especificamente o fild°roteobacteria em destaque na tabela 6.8, apresentou abundancia
relativa elevada nas amostras dos reatores, seadoatvundante no reator 2, no TDH de 24h

e 12h, seguido pelo reator 1, no TDH de 12h e &Hpectivamente. O filBroteobacteriaé

0 maior e mais diverso grupo dentro do domino BegGtesse filo possui seis classes: Delta,

Gama, beta, alfa, épsilon e zeta-proteobacteria, e&aecdo da Ultima, todas as ouras classes
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estiveram presentes nos reatores, sendo que @imepte delta e gama-proteobacteria estéo
envolvidas no ciclo do enxofre (MADIGAB! al.,2010).

Além disso, todos os micro-organismos presentesené® sdo gram-negativos e exibem
diversidade muito ampla de mecanismos de produgdoentkrgia, contendo espécies
quimiolitotroficas, quimiorganotroficas e fototrééis, além de ja terem sido encontrados em
ambientes 6xicos e anodxicos. Estudo realizado pordfadezt al (2008) demonstrou que na
analise da comunidade microbiana do biofilme de neator UASB, tratando esgostos
domésticos, o filo predominante fBroteobacteria(alfa), seguido pelos filoBirmicutese
Bacteroidetes

Com relagcdo aos filo®lanctomycetese Verrumicrobig ambos foram encontradas nas
amostras dos reatores desse estudo. De formarsipskes filos também foram recuperadas
de aquiferos, sedimentos marinhos e digestoresrémes (BRIEE et al., 2007) o que
demonstra a versatilidade dos membros dessesédifo®cuparem diversos substratos. Os
membros do Fild’lanctomyceteséo ubiquos e ja foram encontrados em uma ampla gam
ambientes, como por exemplo, solos, ambientes da &@gce, sedimentos oceanicos e
sistemas de tratamento de efluentes (FUERST & SAENKO, 2011).

O filo Chloroflexi foi encontrado nos reatores, com excecdo do R2€B®s membros desse
filo inclui bactérias verdes ndo sulfurosas. Saganismos estritamente anaerébios e
fototrdficos, filamentosos que podem ser enconsan ambientes aquaticos que contenham
enxofre como aguas termais e sedimentos de lagos.eAlém disso, sdo encontrados em
estacbes de tratamento de esgotos, sendo muitonsosma sistemas de lodos ativados
(KRAGELUND et al, 2011)

Resultados similares foram encontrados por Sindth@014) que utilizando a técnica de
pirosequenciamento detectou em lodo de UASB, tdatasgoto doméstico, os seguintes filos
mais abundanteSynergistete§s3%), Firmicutes(13%),EuryarchaeotgMethanobacterium
(8%), e Proteobacteria(1%). Portanto, a comunidade microbiana encontramaresente
estudo no reator 1 (anel plastico) com TDH de 2#dathcse assemelhou a comunidade
encontrada em reator UASB, sugerindo que as etdpakegradacdo anaerdbia da matéria
organica (fermentacéo, acidogénese, acetogénestaaogénese) estavam ocorrendo no R1

nesta condicao, além da oxidagao de sulfeto.
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Por outro lado, os resultados obtidos no R2, queodstraram maior abundancia do filo
Proteobacteria sédo similares aos resultados obtidos pordtes. (2012) que caracterizaram

a comunidade bacteriana de sete digestores anagmbiemonstraram que a comunidade foi
formada por 21% dé&roteobacteria 20% deBacteroidetes18% deFirmicutese 5% de
Chloroflexi Enquanto que os resultados obtidos poretal. (2012) referente a analise da
comunidade microbiana de 16 amostras de lodo dpi¢snde aeracdo de diferentes sistemas
de lodos ativados, tratando aguas residuarias, mmnacam maior abundancia relativa do filo

Proteobacteriae Bacteroidetesias amostras de lodo.

Estudo realizado por Lopes (2013) na descrigaoidehiota relacionada as transformacaoes
do enxofre em sedimentos de manguezais, demorgi®mo dominio Archaea, o filo mais
abundante foiEuryarchaeota(34%-62%) e no dominio Bacteria os filos mais aauntes
foram Proteobacteria(46%-59%) eBacteroidetes(12%-29%). Conforme apresentado, 0s
resultados do presente estudo foram similares cual@s repotados na literatura. Rezegide
al (2013) investigou a comunidade microbiana presentereator UASB tratando esgoto
doméstico, e verificou alta diversidade de bactégam metabolismo especializado na
remocao de DQO, pertencentes principalmente aos Rfoteobacteria Bacteroidetese
Firmicutes além da presenca de arquéias da orNethanosarcinalesque também foram
predominantes no lodo do reator UASB.

No presente trabalho, o monitoramento da DQO falizado somente no TDH de 24h e a
eficiéncia de remocéo de DQO filtrada foi baixa restores, sendo de 21% no R1 e 7% no
R2. Apesar disso, os resultados de pirosequenctant&s amostras de biofilme e escuma
mostraram uma variedade de micro-organismos querma estar envolvidos nas etapas da
degradacdo anaerdbia da matéria organica remamestamo no TDH de 24h quanto no

TDH de 12h.

Com relacao a influéncia do TDH na abundancia tdos $ynergistetes Proteobacteria foi

possivel observar maior abundancia do fignergistetesnio R1-24h com diminuicdo da
abundania desse filo em funcdo da reducédo do TDH p2h no R1-12h. A influéncia do
TDH também foi observada no reator 2, com relaghiil@a Proteobacteria que apresentou
maior abundancia no R2-24h, porém com a reducatDdd para 12h, houve diminuicdo da

abundancia desse filo no R2-12h.
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No que se refere a influéncia do meio suporte flos mais abundantes nos reatores, foi
possivel observar que os fil&siryarchaeotae Synergisteteforam mais abundantes no R1-
24h, contendo anéis platiscos, do que no R2-24h,reeio suporte. Além disso, o tipo de
material suporte também influenciou na abundanegfitbs Proteobacteriae Synergistetes
uma vez que maior abundanica do filgnergistetefoi encontrada no R1-12h contendo anéis
plasticos e o fild’roteobacterigoi mais abundante no R2-12h preenchido por biobob

Com relacdo as ordens, as principais observadas anasstras dos reatores foram
Synergistales Methanobacteriales Clostridiales representantes dos filoSynergistetes
Euryarchaeotae Firmicutes respectivamente. Enquanto as ordéetenthomonadalese
Neisserialespertencentes ao filBroteobacteriatambém foram abundantes no reator 2. No
R1-24h, as ordens mais abundantes foigymergistales(45,4%) e Methanobacteriales
(17,1%), enquanto no R1-12h, a ordem mais abundaint8ynergistale$29,2%). No R2, as
ordens mais abundantes for&@ynergistale$31,3%) seguida pela ordedanthomonadales
(de 12 a 13%). A orden®ynergistalesfoi a ordem mais abundante nos reatores e a
abundancia relativa dos géneros encontrados nesdsa @ apresentada na figura 6.18

Figura 6.18 - Abundancia relativa dos géneros da ordmergistalegsimilaridade 97%)

presentes nas amostras do R1 e R2, nos TDH de 22 e

w20 [
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Conforme figura 6.18, os géneraminiphilus AminobacteriumCloacibacillus e Synergistes
foram abundantes nas amostras dos reatores. Osrowembsses géneros sao bactérias

mesofilicas e anaerObias estritas, com capacidadi®lihica. Enquanto que o género
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Aminomonastambém pertencente a esta ordem, possui capaadittagroduzir acetato e foi
mais abundante na amostra do R1-24h seguido pel4R2R2-12h e R1-12h, portanto, é
possivel observar que a reducdo do TDH diminuitgahbcia relativa desses géneros.

Dentre os géneros encontrados da or@gmergistaleso génercAminobacteriunmpossui um
membro,Aminobacteriuntolombiensgque foi isolado de um lodo anaerdébio, tratandeméag
residuarias, essa espécie quando cultivada com &anag€nica hidrogenotrofica
Methanobacteriumformicicum torna-se capaz de oxidar glutamato, valina e anigia
(BAENA et al.,1998).

Com relacao as arqueias, ordéfethanobacterialesoi detectada em maior abundéncia no
R1-24h. As arqueias dessa ordem sdo metanogéngia®dicamente especializadas na
conversdo e crescimento em uma variedade de dwoissttais como KCO, acetato,
metanol, etanol, aminas metiladas e piruvato. @sm& detectados forakhethanobacterium

e Methanobrevibactersendo que o primeiro foi mais abundante biofiime do R1- 24h,
(17,0%) seguido poMethanobrevibacter(0,1%). Na escuma do R2-24h foi encontrada
somente o génefdethanobacteriunem baixa proporcédo ( 0,9%). Enquanto que no R1el2h
R2-12h, a maior abundancia relativa de arqueiaddMethanobacteriungl,7%) seguido por
Methanobrevibacte(0,1%).

As arqueias metanogénicas estiveram presentes eabsras, com maior abundancia no
biofilme do R1-24h, seguido pelo biofiime do R1-1Bofiime R2-12h e escuma R2-24h.
Especificamente no reator 1, a redugdo do TDH depg2d4a 12h diminuiu a abundancia de
arquéias no reator, indicando que o menor TDH wédaivoravel ao desenvolvimento das
arqueias metanogénicas, que sao de crescimentm deptovavelmente ndo houve tempo
suficiente para se estabelecerem no reator 1 cor d®12h. Ja no reator 2, houve um
ligeiro aumento da abundancia relativa do géidethanobacteriumguando houve reducéo
do TDH=24h para o TDH=12h.

No que se refere a influéncia do meio suporte, B&iF24h foi possivel observar que a
presenca dos anéis plasticos no R1 propiciou nsdondancia de arquéias metanogénicas,

quando comparado com o R2, sem meio suporte. Etaupre comparando os meios

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



suportes no TDH=12h, observou-se que no R1, oss apldisticos propiciaram maior

abundancia de arquéias metanogénicas do que aoaiabB2.

No que se refere a orde@Giostridiales foram identificados géneros de bactérias hiticak

tais comoClostridiumno biofilme do R1-24h (0,2%), escuma do R2-244%g), biofilme do
R1-12h (0,2%) e R2-12h (0,2%) Eubacterium que foi presente somente na amostra do
biofilme do R1-24h com abundancia relativa de 0,A%bos o0s géneros sao constituidos por
bactérias anaerobias, sendo que as bactérias doogdastridium devido a sua versatilidade
metabolica, podem estar envolvidas na fermentagdaminoacidos e aglUcares nos reatores.
Os membros do génerBubacteriumsao produtores de proteases para degradacao de

proteinas a aminoacidos.

Na ordemClostridialestambém foram abundantes os gémdrascolarctobacteriupmpresente

no biofilme do R1-24h (0,2%RAcidaminococcupresente no biofiime do R2-12h (0,6%) e na
escuma do R2-24h (0,3%) Amaeroarcugresente em maior abundancia no biofolme do R2-
12h (0,6%), seguido pela escuma do R2-24h (0,48@fdéme do R1-24h (0,2%).

Os génerof£lostridiume Eubacterium pertencentes a orde@lostridiales além de poderem
realizar a hidrélise da matéria organica, tambérdepo estar envolvidos juntamente os
génerosPhascolarctobacterium, Acidaminococcug Anaeroarcusna producdo de uma
variedade de alcoois e acidos organcicos, tais cacin propidnico e acido aceético nos

reatores.

Além disso, 0s géneroBropionispira e Succnispira pertencentes a ordeflostridiales
podem estar envolvidos na formacao de acetatotia garCQ e H.. O génerdropionispira,

foi presente com maior abundancia no biofilme do R2{120%) e em menor abundancia no
R1-24h (0,2%) e o génei®uccnispirapresente somente no biofilme do R1-24h apresentou

abundancia relativa de 0,7%.

O géneroSoehngeniada ordemClostridiales foi presente na escuma do R2-24h, com
abundancia relativa de 0,2%. Na andlise do DGGBhéamfoi detectada a presenca do

género Soehngenia na amostra R1-12h. As bactérias pertencentessa g8nero sao
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mesofilicas, anaerdObias, mas aerotolerantes, capdee fixar 0 nitrogénio molecular
(PARSHINAet al.,2003).

Os membros da orde@lostridialesapresentaram maior abundancia no biofilme do R2;12
seguido pela escuma do R2-24h e biofiime R1-2maior abundancia dos membros dessa
ordem foram no R2 seguido pelo R1-24h. No R2, optee detencdo hidraulica de 12h
favoreceu maior abundancia desses géneros, quamupacado com o TDH de 24h.
Enquanto que no R1, a diminuicdo do TDH de 24h d&ta afetou a abundancia desses

géneros, uma vez que no TDH=12h os mesmos nao flrandantes.

Com relagcdo a influéncia do meio suporte, obsessmwgue o0 biobob permitiu maior
abundancia dos membors da ord€rostridiales Por outro lado, o anel plastico no R1-24h
apresentou menor abundancia dessas bactérias,oqoamgparado com o R2-24h, no qual o

crescimento desses micro-organismos teria ocodedmrma dispersa.

Xu et al. (2012), investigaram a comunidade microbiana krde na digestdo anaerébia de
reator tratando residuos de alimentos, o gé@&rstridiumfoi predominante na comunidade
quando o TDH foi de 24h, quando houve mudanca@difaH de 48h, houve predominancia
do géneroLactobacillus cujo metabolismo é fermentativo com producgéo ciddélatico.
Além disso, no estudo realizado por Chengl (2014), na analise da comunidade microbiana
envolvida na fermentacdo de residuos de alime@stridium Prevotellg Mitsuokellae

Treponemdoram 0s micro-organismos mais abundantes conciguie proteolitica.

A ordem Planctomycetalesambém foi presente nas amostras dos reatoredp sgre o
géneroSingulisphaera foi mais abundante no biofiime do R1-24h (1,1%gguido pelo
biofilme do R1-12h (0,3%), escuma do R2-24h (0,BA4)iofiime do R2-12h (0,1%). Os
membros do génerBingulisphaergpossuem capacidade hidrolitica e sdo capazesdeecr

em condi¢cBes microaerofilicas.

Nos reatores R1 e R2, a mudanca do tempo de detaidj@ulica de 24h para 12h diminuiu
a abundancia relativa do géneBingulisphaera No que se refere a influéncia do meio
suporte, foi possivel observar que a presenca dés glasticos no R1 propiciou maior

abundancia desse género, quando comparado conlaR2entendo biobob.
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A ordem Bacteroidalesforam menos abundantes nos reatores, o géRatodibacter
representante dessa ordem foi presente com maimdabcia no R1-12h (0,5%), seguido
pela escuma do R2-24h (0,4%) e R2-12h (0,2%) @&ermgBacteroidesambém foi presente
somente no R2-24h e R2-12h com abundancia relav#®,3%. Ambos 0s géneros sao
constituidos por bactérias gram-negativas, anaspbguimiorganotroficas, capazes de

realizar a fermentacao, cujos principais produf@sssiccinato e acetato.

Com relacdo ao filoProteobacteria a figura 6.19 apresenta as principais ordens
representativas desse filo, dentre as quais estdiomaior abundéncia nos reatores

XanthomonadaledNeisseriales Rhizobiales

Figura 6.19- Abundéancia relativa das ordens pertencentescaBrioteobacteriapresente

nos reatores.
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Nas ordensNeisserialese Xanthomonadalesstdo presentes bactérias com reconhecida
capacidade de realizar desnitrificacéo, tais cosigénerossulbenkianiae Thermomonas,
respectivamentessegyéneros foram abundantes nas amostras do reatoi¢aR$scuma do
R2-24h, Thermomonadoi mais abundante qu&ulbenkianiacom abundancia relativa de
8,0% e 4%, respectivamente. Enquanto que no R2@&A@tenkianiafoi mais abundante

(9,0%) seguida porhermomonascom 4,9%.
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Os resultados obtidos com a analise de DGGE denaoaist que o génerGulbenkiania
esteve presente em todas as amostras nos reatosge§DH de 24h e 12h. Os membros
desses géneros sdo aerbbios, capazes de realiedugio de nitrato a nitrito. O género
Thermomonasambém foi detectado pela analise de DGGE nodrbes de R1-24h, R1-12h
e R2-12h e as bactérias desse género também samesage realizar a desnitrificacdo
(TROIS, 2010).

O génerdStenotrophomonasla ordemXanthomonadaledoi abundante nos reatores R2-24h
e R2-12h com abundancia relativa de 0,2% e 0,6%pentivamente. O género
Stenotrophomonasontém bactérias aerdbias, capazes de reduzitratonimas ndo sdo

usados como uma fonte de nitrogénio para o cres¢i{PEPEet al, 2013).

O géneroLysobacter da ordemXanthomonadalesfoi mais abundante no R2-12h (5,5%),
seguido pelo R2-24h (4,1%) e R1-12h (0,1%). Os memldesse género compreendem
bactérias aerodbias, quimiorganotrdficas e a espégswbacterbrunescenspode utilizar
nitrato e amoénio como fonte de nitrogénio (CHRISHEW et al, 1978). No
pirosequenciamentd,ysobacterfoi menos abundante no R1-24h (0,02%), j4 na saale

DGGE, o mesmo foi detectado na amostra de biofdmR1-24h.

As bactérias da ordenXanthomonadalesoram mais abundantes no R2-12h e R2-24h,
seguido pelo R1-24h e R1-12h. Portanto, houve mammdancia no R2 dos géneros
Stenotrophomonas e Lysobactémdissqg a mudanca de TDH de 24h para 12h aumentou a
abundéancia dessas bactérias nesse reator, enquent® R1, a reducdo do TDH de 24h para
12h também diminuiu a abundéncia desses géneras. I€@cao a influéncia do meio
suporte, observou-se que 0 biobob e a escuma n@eRBitiu maior abundancia de
Stenotrophomonas e Lysobactdfor outro lado, no R1 essas bactérias foram menos
abundantes. Portanto, o biobob e a escuma pragmciamaior abundancia dessas

desnitrificantes, quando comparado com 0s anéssiqbs.

Durante o periodo de monitoramento dos reatordDtb de 12h, as concentracdes de nitrato
e nitrito foram medidas semanalmente durante dases utilizando HPLC. Os resultados

mostraram que as concentracdes foram baixas, derc@,6 mg/L de nitrato e 0,3 mg/L de
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nitrito, e similares entre o afluente e o efluedts reatores. O monitoramento desses

parametros ndo ocorreu nos reatores na fase 1IDHad€ 24h e na fase 3, no TDH de 6h.

A ordemRhizobialedoi presente, tendo sido detectado o gémeudolabrysmassomente

no biofilme do R2-12h (0,2%). No biofilme do R1-12h géneroRhizobiumapresentou
abundancia relativa de 0,1%, geralmente membragedgnero sdo desnitrifiantes e capazes
de fixar nitrogénio em simbiose com plantas, eno@asdo leguminosas como soja, ervilha,
trevo e alfarrobeira (MADIGANet al.,2010).

Na escuma do R2-24h os génerB®seomonase Azospira pertencentes as ordens
Rhodospirillalese Rhodocyclalesrespectivamente, apresentaram abundancia reteivi®bo
no reator. As bactérias desses géneros sao pumiwmasulfurosas, capazes de reduzir nitrato

e sdo agentes patogénicos de peles e mucosaselmtsmanos (FURUHATAt al.,2008).

Na ordemRhodospirillales o géneroAzospirillum foi abundante na escuma do R2-24h
(0,1%). Esse género constitui de bactérias defsrainies, endofiticas fixadoras de nitrogénio
e a literatura reporta sua associacdo com alguaréedades de cana (BISWAS$ al.,2014).
Além disso, as bactérias do génekaonexus pertencente a ordemhodocyclales sao
desnitrificantes e esse género foi abundante Mdrbeodo R1-24h com abundancia relativa
de 0,1%. A espécidzonexugungiphilus foi isolada da rizosfera de uma planta preseate n

solo de cultivo de arroz e desempenha o papekdedo de nitrogénio (CHOEI al, 2008).

6.2.6 Géneros de bactérias sulfurosas e ndo sulfurosasegentes nos reatores R1 e R2,

nos tempos de detencao hidraulica de 24h e 12h.

A oxidacao biologica de sulfeto pode ser parci&f au completa a sulfato, pode ocorrer em
condicOes aerobias, andxicas ou anaerébias, cogérumi nitrato ou dioxido de carbono
atuando, respectivamente, como aceptores de eéthonpla variedade de micro-organismos

€ capaz de oxidar, reduzir e desproporcionar espée enxofre (ELSHAHEBL al.,2003).

Os resultados obtidos com o0 pirosequenciamentosapi@am sequéncias de bactérias
sulfurosas e nao sulfurosas (Figura 6.20) presemteseatores, e ressalta-se que as bactérias
sulfurosas purpuras foram mais abundantes no RErfphido com anéis plasticos) e que as
bactérias purpuras ndo-sulfurosas foram mais albteglano R2 (sem meio suporte), na
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escuma formada. Na figura 6.20 é possivel obsewayrupo das bactérias sulfurosas, que o

géneroChromatiumfoi abundante nos reatores, sendo mais dominanteRth (com anéis

plasticos). Especificamente, o géne&bromatiumtambém foi detectado pela analise de
DGGE, com 97% de similaridade, nas amostras devesco R2-24h e do biofilme do R1-
12h. Além disso, na microscopia Optica também fosspvel observar a morfologia da

bactériaChromatiumnos reatores nos TDH de 12h e 24h.

Figura 6.20 -Abundancia relativa dos géneros de bactérias nfiocasas e sulfurosas nos

reatores 1 e 2, nos TDH de 24h e 12h.
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Chromatium pertencente a orde@hromatiales tem sido observada em tapetes microbianos
e nesses ambientes desenvolve-se em camadas anioasaem sulfeto, na presenca de luz.
Nos tapetesChromatiumdesenvolve abaixo do topo da camada verde, gantdmenstituida
por outros micro-organismos fototréficos, tais coras sulfobactérias verdes. Nesses
ambientes, as sulfobactérias purpuras crescem aissulteto proveniente da reducdo de
sulfato e CQ (CAUMETTE et al.,1997).

No presente estudo, nos TDH de 12h e 24h, tantobraddmes dos reatores quanto na
escuma do R2-24h, foi possivel observar essa digmosdas sulfobactérias purpuras

formando uma camada abaixo da camada verde confoosiga a figura 6.21.

Figura 6.21 - Foto com detalhe da camada verde externa e camtedasa purpura
(indicado pela seta) na escuma do R2-24h.

As bactérias do génem@hromatiumdependem de condi¢cbes anaerdbias e sdo fotogofica
obrigatdrias, sendo que na fotossintese anoxigénicsulfeto é oxidado parcialmente a
enxofre ou completamente a sulfato. Os membrosedgésero sao capazes de estocar
granulos de S°. O acumulo de enxofre € uma vantagenpetitiva dessas bactérias, sobre
outras fotossintéticas anoxigénicas que depositerofe fora das células, devido ao fato do
enxofre dentro da célula poder ser utilizado comvaddr de elétrons para fotossintese
anoxigénica, na auséncia de sulfeto dissolvidomAdésso, o enxofre também pode ser usado
como aceptor de elétrons para fermentacdo endagecarboidratos estocados sob condigdes

anoxicas, na auséncia de luz (CAMACHO, 2009).

Em sistemas de tratamento de esgoto, as bacté@tessoficas purpuras e verdes foram
encontradas (SIEFER@t al., 1978). O estudo utilizou amostra de lodo ativadavaliou a

distribuicdo de bactérias fototroficas na amostemdo que 51% a 75% corresponderam a
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Rhodopseudomonasphaeroidese Rhodopseudomonagelatinosa 6% a 25% foram
Rhodopseudomonas palustesR.capsulata 1% a 5% foram ddrhodospirillumtenue e
Rhodopseudomonagridis. Enquanto qu€hromatiumvinosum Thiocapsaroseopersicinae
Chlorobiumlimicola foram presentes em menor proporcao ( <1%). Odtaess obtidos por
Siefertet al. (1995) com relacédo a sulbactéria purpura do géGaromatiumfoi similar ao

obtido no presente estudo, no qual a bactérianimorrada em baixa abundancia.

Thiobaca outra sulfobactéria purpura, pertencente a orddmomatiales foi detectada
somente no R2, com abundancia relativa de 0,1%Did=P4h e 0,4% no TDH=12h. Os
membros do génerbhiobacatém morfologia de cocos, que podem aparecer igslad em
pares, crescem com sulfeto como doador de elégransnxofre € estocado transitoriamente

dentro das células e posteriormente, oxidado atsREES:t al, 2002).

Outros sulfobactérias purpuras pertencentes a oflemmatialestambém foram presentes
nos reatoresThiorhodococcugoi abundante somente no biofilme do R1-12h coomd&ncia
relativa de 0,5%. Membros desse género possuenologied de cocos e crescem com sulfeto
ou tiossulfato como doador de elétrons e o enxéfestocado transitoriamente dentro das
células (RABOLDet al.,2006).

O géneroHalochromatium também da order@hromatiales apresentou abundancia relativa
de 0,2% somente na escuma do R2-24h. Membros @gs®r0 possuem crescimento
fotolitoautotréfico, em condigBes anodxicas. Duraateoxidacdo do sulfeto, glébulos de
enxofre sdo formados no interior das células, seqa® o sulfato é o produto final da
oxidacdo. Além disso, o hidrogénio também podeusado como doador de elétrons. Na
presenca de sulfeto e bicarbonato, substratos icogapodem ser fotoassimilados (KUMAR

et al.,2007).

Além dessas sulfobactérias purpuras que apresentarandancia relativa maior que 0,1%,
outros géneros em menor abundéancia foram iderddkaos reatores. No R1-24h, os géneros
Thiocapsae Thiococcusapresentaram abundancia relativa de 0,02%. NoZR1FThiococcus
também esteve presente com abundéancia relativa ,08%0 No R2-24h, o género

Lamprocystisapresentou abundancia relativa de 0,04%.
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Com relacéo as sulfobactérias verdes, o gé@atorobium foi presentsomente no R1-12h
com abundancia relativa baixa de 0,05%. Enquantonguresultado da analise de DGGE, a
amostra do biofilme do R1-12h também mostrou agorgss deChlorobiumcom similaridade

de 90%. Sulfobactérias verdes constituem um gtaponémico distinto das sulfobactérias
purpuras. As sulfobactérias verdes requerem coesligfioxicas estritas e necessitam de um
quarto da intensidade de luz que as sulfobact@iaguras, na ordem de atingir taxas de
crescimento comparavel, e também apresentam diéeadsorcdo quando comparado com as
sulfobactérias purpuras (ALONS#D al.,2005).

Apesar dos resultados de pirosequenciamento temm@semtado maior abundéancia de
sulfobactérias purpuras do que verdes, é possieeChlorobiumtenha permanecido no R1-
12h devido uma interacdo sintréfica entre essaéhiace as sulfobactérias fototroficas
purpuras. Segundo estudo realizado por Alonso (208%n co-cultura deChlorobium e
Chromatium a oxidagdo de sulfeto a enxofre elementar ocomeu Chlorobium e
subsequentemente a oxidag&do do enxofre a sulfatediizada poChromatium

Com relacdo as sulfobactérias incolores presengereatores, no biofilme do R1-12h, o
géneroSulfuricurvum pertencente a ordef@ampylobacteralesfoi detectada somente nesse
reator, com abundancia relativa de 0,1%. O géreutfuricurvum envolve bactérias
anaerobias facultativas, capazes de crescer sotlicbes microaerobias ou anaerdbias,
quimiolitotroficas, capazes de utilizar sulfeto essulfato como doador de elétrons
(KODAMA et al.,2004).

O géneroThiomonastambém foi encontrado nos reatores em menor abhaiad&elativa,
(cerca de 0,02% no R1-24h e R2-12h). As bactérias género Thiomonas sdo
quimiolitoautotréficas facultativas, cujo crescintenocorre na presenca de sulfeto ou
tiossulfato e o acido sulfarico pode ser formad®REIRA e MILS, 1997).

As sulfobactérias purpuras, verdes e incoloregzatii principalmente sulfeto como doador
de elétrons, mas em condi¢Bes anaerdbias, alguatdérins oxidadoras de sulfeto podem
crescer na presenca de tiossulfato, que atua coadodde elétrons, e com nitrato ou outros
compostos nitrogenados como aceptores de elétoues,sdo metabolizados a sulfato e
nitrogénio, respectivamente (FRIEDRI@Hal.,2005).
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No reator 2, foi encontrado o génddyella, pertencente a ordeianthomonadalescom
abundancia relativa de 0,2% nos TDH de 12h e 24bspécieDyella thiooxydansé uma
bactéria facultativa quimiolitotréfica, capaz deidax tiossulfato e formar acido sulfurico,

mas nao utiliza sulfeto como doador de elétronsANRHAM et al.,2011).

Na ordemrhermaleso génerdMeiothermudoi presente somente no R1-12h com abundancia
relativa de 0,2%. A espéci®leiothermuscerbereus representante desse género, cresce

somente em meio de cultura suplementado com tfassZHANG et al.,2010).

A abundancia relativa total de sulfobactérias piapdioi maior nos R1-24h e R1-12h do que
nos R2-24h e R2-12h. Portanto, pode-se pressumoa giminuicdo do TDH de 24 para 12h
em ambos os reatores afetou a abundancia relatssasl bactérias. Com relacdo ao meio
suporte, o anel plastico propiciou maior abundadeiaulfobactérias puarpuras que a escuma e
o biobob. Além disso, as bactérias oxidadoras tetswpurpuras foram mais abundantes que
as bactérias incolores nos reatores, isso podecterido devido a uma competicdo entre as

sulfobactérias pelo sulfeto.

Estudo realizado em biofilmes naturais revelou@réncia de competicdo pelo sulfeto entre
sulfobactérias incolores e purpuras. Neste estsltactérias purpuras foram capazes de se
moverem pelo sedimento em condi¢cdes de baixa idihs de luz; esta caracteristica as
tornou mais eficientes no consumo do sulfeto acadaiha camada anoxica do sedimento do
gue as bactérias incolores (JORGENSEN e DES MARZRI86).

Portanto, uma vez que as sulfobactérias foram a@miesl nos reatores, especialmente as
parpuras, esses micro-organismos devem ter sidesponsaveis pelo consumo do sulfeto
dissolvido nos reatores, ja que a eficiéncia mddiaulfeto no TDH de 24h foi de 30% no R1
e 65% no R2, enquanto que no TDH de 12h, a eficiémédia de sulfeto foi de 90% em

ambos os reatores.

As bactérias purpuras nao sulfurosas também foraseptes nas amostras dos reatores desse
estudo, conforme figura 6.20. Essas bactérias paaerfototroficas anaerdbias, na presenca
de luz, ou aerdbias quimiotréficas, na auséncimzleA natureza facultativa dessas bactérias

tem permitido sua ampla distribuicdo em rios, lagmseanos e no solo. Além disso, as
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bactérias purpuras nao sulfurosas sdo comumendelasode sistemas de tratamento de aguas
residuéarias (ZHANGet al, 2003).

Dentre as bactérias purpuras nao sulfurosas emadastr nos reatoresRhodobacter
pertencente a ordemhodobacteralesfoi abundante somente no R2-12h com abundancia
relativa de 0,1%. Apesar de ser considerada nfiorgsd, essa bactéria é capaz de realizar a
oxidacao de sulfeto a enxofre, que é depositagodas células.

Outras bactérias purpuras nao sulfurosas, tais dehmmopseudomonas Blastochloris
pertencentes a ordeRhizobialestambém foram abundantes e possuem capacidadedae o
o sulfeto, mas o produto final da oxidag&o é cesalfFRIGAARD & DAHI, 2009). O género
Blastochlorisfoi mais abundante na escuma do R2-24h (1,0%)idegelo R1-24h (0,8%),
R1-12h (0,3%) e R2-12h (0,2%Rhodopseudomonaambéem foi mais abundante no R2-24h
(5,2%), seguido por R2-12h (1,3%), R1-12h (0,5%)1e24h (0,3%). Os resultados de DGGE
também mostraram a presen¢aRt®mdopseudomona®m 93% de similaridade no R1-12h e
99% de similaridade no R2-12h.

Especificamente nas bactérias do génRtmdopseudomona® metabolismo de sulfeto
ocorre somente sob condi¢cbes anaerdbias e € aaopleetiucdo de GOEm cultura pura,
Rhodopseudomonas sensivel ao sulfeto, mas essa sensibilidadeoodwe quando cresce
juntamente com outros micro-organismos. Na natuRzadopseudomonasfrequentemente
encontrada abaixo da camada contendo micro-orgasidotossintéticas verdes, em uma
camada estratificada onde as concentracdes ddosglie menores (KOBAYASHet al.,
1983).

Assim, é possivel que a abundancia Rbodopseudomonasos reatores tenha sido
favorecida, uma vez que baixas concentragfes detasiem média 2mg/L) ocorreram nos
reatores nos TDH de 24h e 12h. Como discutido ianteente e apresentado na figura 6.22 ,
€ possivel que a formacdo de uma camada verdeenclmnmicro-organismos fotossintéticos
tenha contribuido para o crescimento de bactéfigsupas sulfurosas e nao sulfurosas abaixo
dessa camada.
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Segundo Kobayashet al. (1983) € provavel que as bactérias purpuras n#aresas
metabolizem compostos organicos produzidos pelastéti@s fotossintéticas verdes
oxidadoras de sulfeto e outras bactérias capazedegeadar macromoléculas complexas.
Além disso, estudo realizado por Siefett al. (1978) mostrou a presenca do género
Rhodopseudomonaro sistema de lodos ativados, no qual 51% a 75% ldetérias
corresponderam Rhodopseudomonaphaeroidese Rhodopseudomonagelatinosae 6% a
25% foramRhodopseudomonas palusteiRhodopseudomonaapsulata

Além deRhodopseudomonasRhodobactercomo representantes de bactérias purpuras ndo
sulfurosas, membros do géneRbseospira pertencente a orderRhodospirillales sao
capazes de crescimento fotoautotréfico com o sulfeimo doador de elétrons e também
podem ter crescimento quimiorganotrofico sob cadeicmicro-oxicas (GUYONEAULzt

al., 2002). Esse género foi presente somente no RtdrBrabundéancia relativa de 0,1%.

Rhodoplanes outro género de bactéria puarpura nao sulfurosxtepcente a ordem
Rhizobiales foi encontrada na escuma do R2-24h com abundaetaéiva de 0,1%. As
bactérias desse género foram isoladas de agudsaeas e lagos. Sao bactérias fototréficas
facultativas com crescimento anaerdbio, na preseéedaz, ou aerébio, na auséncia de luz e o
crescimento fotoautotréfico ocorre com tiossulfatono doador de elétrons (HIRAISHt

al., 1994)

Por outro lado,Rhodocista também pertencente a orddRiodospirillales foi detectada
somente no R2, com abundancia relativa de 0,7%Dt6 de 24h e 0,2% no TDH de 12h,
mas nao foi encontrado relatos na literatura dodessulfeto ou tiossulfato por essa bactéria.
Nos resultados de DGGRhodocista pekingensifsi identificada com 98% de similaridade,
mas foi encontrada somente no R1-24h.

Assim comoRodocyclusda ordemRhodocyclalesque também é uma bactéria purpura nao
sulfurosa, ndo ha relatos na literatura da possdaie de utilizar sulfeto ou tiossulfato como
doador de elétrons (PFENNING, 1978)

Entretanto, é importante ressaltar que a preseedaadtérias purpuras nao sulfurosas nos

reatores deve estar relacionada a degradacao dies &giaxos volateis de cadeia curta, uma
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vez que trabalhos prévios verificaram o envolvirnetg Rhodobactere Rhodopseudomonas

na degradacado destes acidos presentes em aguasiresi (OKUBCet al. 2006).

No que se refere as bactérias verdes ndo sulfyrestas foram detectadas nos reatores mas
somente no TDH de 12h. O génetbloroflexus pertencente a orde@hloroflexales foi
abundante no R1-12h (0,2%) e o géri@einococcuspertencente a ordeBeinococcalesfoi
abundante no R2-12h (0,6%).

Os membros do génef@hloroflexussédo capazes de oxidar compostos reduzidos derenxof
durante o crescimento fototrofic@€hloroflexusaurantiacus pode apresentar crescimento
fotoautotréfico com hidrogénio ou sulfeto como dmade elétrons. Quando o sulfeto é
oxidado porChloroflexus o S° é depositado fora das células (FRIGAARIRL, 2009).

Com relagédo ao géneideinococcus ndo foi reportada na literatura a possibilidageseé
micro-organismo utilizar o sulfeto como doador détrens, mas essa bactéria tem sido
conhecida por ter alta resisténcia a desidratag@oliacdo utltra-violeta (MADIGANet al.,
2010).

As bactérias néo sulfurosas purpuras e verdeseegtivpresentes nos reatores, com maior
abundancia na escuma do R2-24h, seguido pelodniésfido R2-12h, R1-12h e R1-24h.
Especificamente no R2, a mudanca de TDH de 24h Jznadiminuiu a abundancia das
bactérias ndo sulfurosas no reator, enquanto qu&Ijohouve um ligeiro aumento da

abundancia dessas bactérias quando houve mudafi¢atide 24h para 12h.

No que se refere a influéncia do meio suporte, Dbl @e 24h foi possivel observar que o R2-
24h, sem meio suporte, permitiu maior abundanc&abdetérias ndo sulfurosas do que nos
reatores R1-24h, R1-12h e R2-12h, com meio supBddanto, tanto a escuma que cresceu
como uma camada espessa, quanto o maior tempaetede hidraulica no reator, tenham
sido os fatores que favoreceram o crescimento aetefas ndo sulfurosas purpuras e verdes
no R2-24h .

Os reatores apresentaram alta diversidade de iaac&mvolvidas na oxidacdo de sulfeto.

Alguns estudos apresentam que maior biodiversidedeistema aumenta a estabilidade
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ecologica, o que torna um fator de resisténciaoaslicoes de stress (TILMARt al, 2006;
WRIGHTONZ et al, 2010; CHENGet al, 2014).

O uso de meio suporte também é um fator que penméi®r estabilidade da biomassa,
imobilizada no biofilme, com relacdo as mudancabiantais que podem ocorrer no sistema.
Além disso, o biofilme pode permitir maior divemsik metabodlica e taxonémica quando
comparado com sistemas que operam com biomassasdispois tais sistemas podem ficar
sujeitos a lavagem da biomassa e provocar a selgamm numero reduzido de micro-
organismos (FERRERAet al, 2004). Além disso, a presenca do material suporite
condigdes para a formagédo de micro nichos distintom gradientes de concentragdo de
substrato e nutrientes diferentes, favorecendomdaiersidade de micro-organismos.

6.2.7 Geéneros de bactérias redutoras de sulfato

Com relacdo a presenca de bactérias redutoraslfdéosoos reatores, apresentaram baixa
abundancia relativa nos reatores. Dentre as bastéedutoras de sulfato que estiveram
presentes nos reatores, o géneesulforhabdusapresentou 0,2% de abundancia relativa no
biofilme do R1-24h e 0,1% no R1-12h, enquanto Qasulfomonildoi presente somente no
biofilme do R1-24h (0,2%).

Bactérias do génerDesulforhabduga foram isoladas de reatores UASB alimentados com
acetato. Enquanto que bactérias do gémseulfomonilesdo gram-negativas, anaerobias

estritas que séo capazes de reduzir sulfato euliass a BS, sendo que espécies desse
género foram encontradas tanto em sedimentos mnoariglianto em lodo de reatores

anaerobios. (BRENNERt al.,2005a)

Além disso, no biofime do R1-12h, o génefesulfonema pertencente a ordem
Desulfobacteralestambém foi presente somente nessa amostra, conuaificia relativa de
0,1%. O génerdesulfovibriq pertencente a ordemesulfovibrionales apresentou maior
abundancia no biofilme dos reatores R1-12h (0,&Quido por R1-24h e R2-24h, com

abundancia relativa de 0,2%.

Segundo Janssegt al. (2009), ambientes com limitacdo de sulfato podasionar uma

competicdo entre BRS, mas pouco se conhece sobwespecto dessa competicéo.
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Desulfovibrioutiliza hidrogénio e tem maior afinidade pelo atdf quando comparada com

outra BRS do génemesulfobulbusque degrada propianato.

Desulfovibrio foi 0 género com maior abundéancia no biofilme db-1Rh, seguido pelo

biofilme do R1-24h e escuma R2-24h. A maior abun@déde BRS foi no R1 e a mudanca do
TDH de 24h para 12h aumentou a abundancia das BR@ator, enquanto que no R2, a
diminuicdo do TDH de 24h para 12h afetou a abundéate BRS, uma vez que no TDH de

12h essas bactérias ndo foram abundantes.

Com relacdo a influéncia do meio suporte, obsessgue o0 anel plastico no R1 permitiu
maior abundancia de BRS. Por outro lado, no bialmBR2-12h essas bactérias foram pouco
abundantes (0,04% d®esulfovibrig, quando comparado com o R2-24h, no qual o
crescimento desses micro-organismos teria ocomlieldforma dispersa. Portanto, o anel

plastico propiciou maior abundancia de BRS, quaimfoparado com o biobob.

Com base nos resultados das analises de sulfatoxaabundanica de bactérias redutoras de
sulfato nos reatores pode esta associada ao fat@aléer ocorrido consumo de sulfato nos
reatores, segundo os valores medianos de sulfaeng# e efluente que foram similares entre
os reatores no TDH de 24h (afluente: 17mgL; R1: @LmR2: 24mg/L ) no TDH de 12h
(afluente: 7 mg/L; R1 e R2: 9mg/L).

6.2.8 Resumo dos resultados obtidos e possiveis metahwolis encontrados nos

reatores

A tabela 6.9 resume alguns dos principais resutadbtidos e apresenta de forma
comparativa os dados para os dois reatores, na®mliés fases operacionais. Com base na
tabela 6.9 pode-se verificar que a melhor condiffimla para a oxidacéo de sulfeto foi para o
reator 1 (com anel plastico) e TDH de 12 horas.tdNesndicdo maior massa de enxofre

elementar foi acumulada quando comparada com o cedtor (contendo Biobob).

N&o obstante, considerando o objetivo de recuperxiofre elementar (acumulado na
biomassa) a melhor condicdo seria reator 1 (conh @lastico) e TDH de 6 horas, que
apresentou tanto boa eficiéncia de oxidagéo detsulfjuanto elevada quantidade de enxofre

elementar acumulado.

101
Programa de Pds-graduacdo em Saneamento, Meio Ambiente e Recursos Hidricos da UFMG



No que se refere a composicdo da comunidade macrapierificou-se que a comunidade

desenvolvida no reator 1 (anel plastico) no TDH2dehoras foi semelhante a comunidade

microbiana presente em um reator UASB (metanoggnictando esgoto doméstico,

indicando que nesta condicdo a comunidade podstia desempenhando 0s processos de

degradacdo anaerébia da matéria organica (fern@&mtagcidogénese, acetogénese, e

metanogenése), além da oxidacdo de sulfeto (dgjérefia foi baixa nesta condi¢éo).

Porém, quando o TDH foi reduzido para 12 horasa eshdicdo favoreceu a oxidacao

bioldgica do sulfeto, e isso pode ser evidenciaglo pumento na eficiéncia de oxidacao de

sulfeto, e diminuigdo dos grupos microbianos capaeerealizar a degradagcéo de compostos

organicos $ynergistetee Euryarchaeota Mas como nessa mesma fase, o acumulo de

enxofre elementar foi menor que na fase 1 (TDH4®,Xignifica que o sulfeto foi oxidado e

o produto final foi enxofre elementar, uma vez queonversao a sulfato ndo foi observada,

com base nos resultados fisico-quimicos.

Tabela 6.9- Principais resultados obtidos dos reatores R2,enos TDH de 24h, 12h e 6h.

Reator 1 Reator 2
Resultados TDH24h [ TDH12h [TDH6h | TDH24h [ TDH12h | TDH 6h
(anel (anel (anel (sem meio | (Biobob) | (Biobob)
plastico) plastico) plastico) | suporte)
Eficiéncia de remocéao de| 30 90 52 65 90 69
sulfeto (%)
Massa total ds° 3536,0 706,0 3130,5 37,2 304,6 1026,0
acumulada (mg)
Total de bactérias 1,6 2,0 NR 1,0 0,9 NR
sulfurosas (%)*
indice diversidade 3,8 4,22 NR 3,57 3,92 NR
Shannon **
Abundéancia relativade | 45,4 29,2 NR 31,3 28,8 NR
Synergisteteg% )
Abundancia relativade | 6,9 20,4 NR 33,6 30,8 NR
Proteobacteria %)
Abundancia relativade | 8,5 11,8 NR 11,9 10,8 NR
Firmicutes(%)
Abundancia relativade | 17,9 2,9 NR 0,9 2,5 NR
Euryarchaeota
(metanogénicas)
Abundancia relativade | 3,6 2,8 NR 3,8 11,6 NR
Verrucomicrobia(%)
Total de bactérias 0,8 0,4 NR 13,3 14,9 NR

desnitrificantes (%)

*abundancia relativa dos géneros de bactériasreghis detectadas pelo pirosequenciamento -454
**ndice de diversidade de Shannon calculado apdas sequencias obtidas pelo pirosequenciaméito-4

NR: néo realizado
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Com base nos géneros mais abundantes encontraslogaiores, elaborou-se o grafico da
figura 6.22 que associa 0s géneros encontradogeabsres com suas possiveis funcdes
metabolicas. A figura 6.22 mostra a somatéria désegps em funcdo dos possiveis
metabolismos (inferidos considerando a classificafld@agenética das OTU’s encontradas)
gue 0s micro-organismos podem ter realizado ndsresa com e sem material suporte, e nos
TDHs distintos. O apéndice B mostra a abundandetiva dos géneros utilizados para

elaboracéo do gréafico da figura 6.22, com suants@as funcdes metabdlicas.

Figura 6.22 -Somatdria dos géneros presentes nos reatoresneaofdos possiveis
metabolismos que podem ter sido realizados nosresat

Hidroliticas
Acidogénicas
Acetogénicas

Metanogénicas
Bactérias sulfurosas*
Bactérias ndo sulfurosas
Redutorasde sulfato

Desnitrificantes

0% 5% 10% 15% 20% 25%
ER1lanel-24h ®mR2controle - 24h Rlanel-12h  ®R2biobob-12h

* No grupo de bactérias sulfurosas foi considerada na somatéria dos géneros, aabundancia relativa da ordem Chromatiales.

Conforme mostra a figura 6.22, considerando asiygissfuncdes metbdlicas desenvolvidas
pelos micro-organismos, 0s géneros envolvidos kadlise, acetogénese e metanogénse
foram mais abundantes no biofilme do R1-24h, seggdlo R2-24h, com exec¢ao das

metanogénicas que foram menos abundantes nesse reat

Por outro lado o R2-24h foi a condicdo que propiaiaior abundancida de bactérias ndo
sulfurosas e favoreceu o desenvolvimento de ddgaditites, sendo que as Ultimas foram

mais abundantes no R2-12h. Com relagdo as bacwrisosas, foi possivel observar a
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presenca das mesmas nos reatores nas duas fasmsanaés, sendo que maior abundancia
foi observada no R1-12h. No que se refere as liasté@dutoras de sulfato, é notavel que esse

grupo foi 0 menos abundante nos reatores.

Apesar dos géneros terem sido agrupados e somadandancia relativa dos mesmos, de
acordo com a funcdo metabdlica que poderiam excergs reatores, ressalta-se que a
versatilidade metabdlica dos mesmos é um imporfate que pode influenciar na proposta

de distribuicdo dos grupos apresentado na figaa 6.

7 CONCLUSOES

A configuracdo dos reatores similar ao decantader rdator UASB favoreceu o

desenvolvimento de uma comunidade microbiana esimente diversificada em ambos os
reatores, que foi capaz de promover a oxidacaoditd de sulfeto. Sulfobactérias purpuras e
verdes foram detectadas tanto pelo DGGE quantotpeldaca de pirosequenciamento-454,
apresentando abundancia relativa de 1,0 a 2,0%éec com morfologias semelhantes a

Chromatiumforam predominantes nas observac¢des microscopicas.

Com base nos resultados de pirosequenciamento(coRilanel plastico) operado nos TDHs
de 24 e 12h apresentou maior abundancia relativaaderias sulfurosas quando comparado
com o R2. Este reator por sua vez, na condicdo reeino suporte e no TDH de 12h,
apresentou maior abundancia de bactérias nao-gsdfsir Portanto, 0 meio suporte anel
plastico propiciou maior desenvolvimento de baagsulfurosas, quando comparado com o

reator sem meio suporte e com biobob como meiorsipo

A analise comparativa dos resultados das eficiendearemocao de sulfeto e producdo de
enxofre elementar entre os dois reatores, openao®srés diferentes TDHs, apontaram que
maior eficiencia de oxidacdo de sulfeto foi obsdayaem torno de 90%, quando ambos os
reatores foram operados no TDH de 12 horas, poramrracimulo de S° na biomassa e no

lodo foi verificado no R1 (com anel plastico) comH de 24h.

A composicdo da comunidade microbiana desenvoleidacada reator foi diferente, com

indices de similaridade baixos em torno de 55%icamtlo que meio suportes diferentes
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permitiram a formacdo de comunidades microbiansnths. Entretanto, a composicao da
comunidade microbiana foi similar dentro de um meseator e nessa condi¢do, ndo houve
influéncia do TDH e da presenca ou auséncia doriabgeiporte. Especificamente no R2, a

presenca do biobob demonstrou pouca influénciaomgpaosicdo da comunidade microbiana.

A reducdo do TDH de 24h para 12 influenciou na dhnnia relativa dos filos mais
abundantes, sendo que o fignergisteteabundante no R1, bem como o flocoteobacteria
com maior abundancia no R2, apresentaram valorabw@lancia relativa menor no TDH de
12h. Especificamente, o filBuryarchaeota(metanogénicas) apresentou expressiva reducao

no R1 quando houve diminuicdo do TDH de 24h pala 12

A melhor condicdo operacional para promover a re@gio de enxofre elementar foi
observada no R1 no TDH de 24h, com anéis plastoo® meio suporte, no qual 3,5g de
massa de S° foi produzida nesse reator, consider@mntassa de S° tanto do biofilme quanto
do lodo.

8 RECOMENDACOES

Realizar o monitoramento dos parametros DQO, rétmay amoniacal, nitrito e nitrato,
durante o processo de oxidacao bioldgica de sulfesareatores, a fim de verificar a remocao
da matéria organica remanescente do tratamentealorrUASB, bem como verificar se o
processo de oxidagao de sulfeto estaria acoplagooaesso de desnitrificacao.

Avaliar a alternativa de configurar o decantadoreltor UASB para introduzir o material
suporte, a fim de permitir maior retencdo da bicaas melhores eficiéncias na remocao do

sulfeto dissolvido no efluente do reator.

Recuperar enxofre elementar intercalando etapaemecio de sulfeto e recuperacdo de
enxofre do lodo, sendo que para esta ultima et@d@senvolver metodologia que também
permita a recuperacao de enxofre do biofilme deres
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10 APENDICE

APENDICE A - Equagcdes utilizadas para realizago dos célegmsentados na tabela 6.2.

Reator Especificacao Equacgoes Observagoes
R1(24h, 12h e 6h) e R2 (12h e 6h) Volume de lodo VL Volume de lodo retirado dos reatores
R2(24h) Volume de escuma VE Volume de escuma retirado dos reatores
R1(24h, 12h e 6h) e R2 (12h e 6h) Volume total de biofilme VTB Volume total de biofilme nos reatores
contendo meio suporte
UASB, R1(24h, 12h e 6h) e R2 (24h, Dias de operacdo d Todos os dias de operacgdo dos reatores
12h e 6h)
R1(24h, 12h e 6h) e R2 (24h, 12h e 6h) Vazdo (L/d) Q Volume do reator (L)/ tempo de detencdo
hidraulica (d)

R1(24h, 12h e 6h) e R2 (12h e 6h) Numero de meio suporte Nsuporte Numero amostral de meio suporte para
anadlises de enxofre elementar e STV (5
anéis e 5 biobob)

R1(24h, 12h e 6h) e R2 (12h e 6h) Numero total de meio suporte Tsuporte Numero total de meio suporte presente
nos reatores, R1 com 230 anéis plasticos e
R2-12h e 6h com 90 biobob.

R1(24h, 12h e 6h) e R2 (12h e 6h) Sélidos totais volateis do lodo STVL Sélidos totais volateis presente na
amostra de lodo dos reatores

R1(24h, 12h e 6h) e R2 (12h e 6h) Sélidos totais volateis do biofilme STVB Sélidos totais volateis realizados com 5
meio suporte

R2(24h) Sélidos totais volateis da escuma STVE Sélidos totais volateis medidos na escuma

retirada do reator
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R1(24h, 12h e 6h) e R2 (12h e 6h)

R1(24h, 12h e 6h) e R2 (12h e 6h)

R2(24h)

UASB

R1(24h, 12h e 6h) e R2 (12h e 6h)

R1(24h, 12h e 6h) e R2 (12h e 6h)

R1(24h, 12h e 6h) e R2 (12h e 6h)

R2 (24h)

R1(24h, 12h e 6h) e R2 (12h e 6h)

R2 (24h)

Média de enxofre no lodo

Média de enxofre no biofilme

Média de enxofre na escuma

Massa das espécies de enxofre (S) afluente
(mg)

Massa das espécies de enxofre (S) efluente
(mg)

Massa enxofre do lodo (mg)

Massa de enxofre do biofilme (mg)

Massa de enxofre da escuma (mg)

Massa de enxofre total (mg)

Massa de enxofre total (mg)

MS°L

MS°B

MS°E

MS°A=CSAxQxd

MS°E=CSExQxd

MAS°L = MS°L x VL

MAS°B = MS°B x VTB /
(nsuporte x Tsuporte )

MAS°E = MS°E x VE

MT = MAS°L + MAS°B

MT = MAS°L + MAS°E

Média dos dados de enxofre do lodo dos
reatores

Média dos dados de enxofre do biofilme
dos reatores

Média dos dados de enxofre da escuma do
reator

Massa das espécies de enxofre (S)
afluente = concentracdo de enxofre
afluente(mg/L) x vazdo (L/d) x n° de dias

Massa das espécies de enxofre efluente =
concentracdo de enxofre efluente (mg/L) x
vazdo (L/d) x n° de dias

Massa enxofre do lodo = Média enxofre
do lodo (mg/L) x Volume de lodo retirado
dos reatores (L)

Massa de enxofre do biofilme = Média
enxofre do biofilme (mg/L) x Volume total
de biofilme do reator/ n° de meio suporte
amostrado x total de meio suporte no
reator

Massa de enxofre da escuma = Média
enxofre da escuma (mg/L) x Volume de
escuma retirada do reator (L)

Massa de enxofre total = Massa de
enxofre do lodo + Massa de enxofre do
biofilme

Massa de enxofre total = Massa de
enxofre do lodo + Massa de enxofre da
escuma
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R1(24h, 12h e 6h) e R2 (12h e 6h) Massa de soélidos totais volateis no biofilme (g) MAgre=STVB x VTB /

( Nsuporte X Tsupor‘fe )

R2(24h) Massa de solidos totais volateis na escuma (g) MAsmve = STVE x VE

R1(24h, 12h e 6h) e R2 (24h, 12h e 6h) Massa de sdlidos totais volateis do lodo MAgr. = STVL x VL
R1(24h, 12h e 6h) e R2 (12h e 6h) Relacdo especifica (mgS/gSTV) do biofilme RE, = MAS°B/MAstys
R2 (24h) Relacdo especifica (mgS/gSTV) da escuma RE. = MAS°E/MAgne

R1(24h, 12h e 6h) e R2 (24h, 12h e 6h) Relacdo especifica (mgS/gSTV) no lodo RE, = MAS°L/MAstL

Massa de Sélidos totais volateisno
biofilme = Sélidos totais volateis do
biofilme x volume total de biofilme/ n° de
meio suporte amostrado x total de meio
suporte no reator

Massa de Sélidos totais volateis na
escuma = Solidos totais volateis da
escuma x volume de escuma retirado do
reator

Massa de STV do lodo = sdlidos totais
volateis do lodo x volume de lodo retirado
dos reatores

Relagdo especifica do biofilme = Massa de
enxofre do biofilme/massa de Sélidos
totais volateis do biofilme

Relacdo especifica da escuma = Massa de
enxofre da escuma/massa de Sdlidos
totais volateis da escuma

Relagdo especifica no lodo = Massa de
enxofre do lodo/massa de Sélidos totais
volateis do lodo
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APENDICE B - Abundancia relativa dos principais géneros etrados nos reatores e as
funcdes metabdlicas que os membros desses gémalesgm exercer nos reatores.

Género R1-24h R2-24h R1-12h R2-12h
Aminiphilus 7,5% 1,2% 1,0% 0,7%
Aminobacterium 11,9% 7.9% 12,4% 5,5%
Singulisphaera 1,1% 0,1% 0,3% 0,1%
Hidroliticas Cloacibacillus 0,7% 0,6% 0,4% 1,4%
Synergistes 1,3% 1,4% 0,8% 1,7%
Clostridium 0,2% 0,1% 0,2% 0,1%
oo ______C‘ubacterum 0% __ 0,0%__ _00% __00%
1 1
L e Towl . _. 229%_ _112% _ 151%__ 9,5%
Acidaminococcus 0,0% 0,3% 0,0% 0,5%
) Anaeroarcus 0,2% 0,4% 0,0% 0,5%
Acidogénicas )
Phascolarctobacterium 0,2% 0,0% 0,0% 0,0%
e ______Pseudolabrys 00% __ 0,0%__ _00% __01%
L o e Towl .. 0.4% _ _ 0.7%_ _ _0.0% _ _1.3%,
Propionispira 0,2% 0,0% 0,0% 1,0%
Succinispira 0,7% 0,0% 0,0% 0,0%
Acetogénicas Aminomonas 21,0% 17,1% 11,3% 16,3%
Bacteroides 0,0% 0,3% 0,0% 0,3%
Paludibacter 0,0% 0,4% 0,5% 0, 2%
Pmmmm el T oo 00% _04% 0% 0,2%
e o e e Towl .. 219%_ _17,9% _ 119% _ _ 27_83/5
Methanobacterium 17.0% 0.9% 1.7% 1.7%
Metanogénicas ) ' ’ ' '
Methanobrevibacter 0,1% 0,0% 0,1% 0,1%
L Total . 171%_ _ 0,9%_ _ _18% _ _1,9%)
Deinococcus 0,0% 0,0% 0,0% 0,6%
Chloroflexus 0,0% 0,0% 0,1% 0,0%
Rhodocista 0,0% 07%  00%  0,2%
Rhodobacter 0,1% 0,0% 0,0% 0,1%
Bactérias ndo sulfurosas Blastochloris 0,8% 1,0% 0,3% 0,2%
Rhodopseudomonas 0,3% 5,1% 0,4% 1,3%
Roseospira 00% 00%  01%  0,0%
Rodocyclus 00% 06%  00%  0,7%
oo ______Rhodoplanes 0% __ 01%__ _00% __00%
L. S 12% __ 68%_ __0.9% __24%)
Chlorobium 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
Thiorhodococcus 0,0% 0,0% 0,3% 0,0%
Halochromatium 0,0% 0,2% 0,0% 0,0%
- Lamprocystis 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
Bactérias sulfurosas* ]
Chromatiales 1,8% 0,8% 1,9% 0,7%
Thiobaca 0,0% 01%  0,0%  0,4%
Thiocapsa 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
Thiococcus 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
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Sulfuricurvum
Thiomonas
Dyella

Meiothermus

Desnitrificantes

Roseomonas
Gulbenkiania
Stenotrophomonas
Thermomonas
Azospira
Lysobacter
Rhizobium
Soehngenia
Azonexus

Azospirillum

Redutoras de sulfato

Desulfonema
Desulfovibrio
Desulfomonile

Desulforhabdus

* No grupo de bactérias sulfurosas foi considerslaomatdria dos géneros, a abundancia relativedéanChromatiales.
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