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RESUMO

Neste estudo foram desenvolvidos dois reatores com o objetivo de promover a oxidacéo
bioldgica do sulfeto dissolvido presente em efluente de reator UASB, objetivando o estudo da
estrutura, dindmica e comportamento da comunidade bacteriana formada ao longo do tempo.
O desempenho dos reatores foi monitorado ao longo de 500 dias e preenchidos com materiais
suportes distintos: aneis de polipropileno e espuma de poliuretano. Os reatores foram
operados em trés condi¢Oes operacionais diferentes, representadas pelos tempos de detencao
hidraulica de 24, 12 e 6 horas, respectivamente. Os pardmetros fisico-quimicos sulfeto,
sulfato, tiossulfato, enxofre elementar, pH e potencial redox foram monitorados. As analises
microbiologicas realizadas foram DGGE e microscopia éptica. Os resultados demonstraram
maior eficiéncia de remocéo de sulfeto (cerca de 90%) em ambos os reatores quando operados
com TDH de 12h. A técnica de PCR-DGGE revelou que a comunidade bacteriana foi
extremamente diversificada e muito dindmica variando ao longo do tempo dentro de um
mesmo reator e na mesma fase operacional, bem como entre os reatores. A reducdo do TDH
de 24h para 12h alterou a estrutura da comunidade e em alguns casos acarretou reducdo da
diversidade. Bactérias fototrdficas purpuras e verdes envolvidas na oxidacdo de sulfeto
relacionadas a Chromatiaceae, Chlorobiaceae foram detectadas em ambos os reatores. Os
resultados de microscopia Optica revelaram a predominancia de col6nias de sulfobactérias
purpuras similares a familia Chromatiaceae em todas as fases operacionais de ambos 0s
reatores. O balango de massa de enxofre e o indice de Shannon revelou que o R1 no TDH de
6h, contendo meio suporte anel pléastico demonstrou a melhor condi¢do operacional para
remocdo bioldgica de sulfeto. Este trabalho mostrou que a configuracdo dos reatores
juntamente com uma biomassa estabilizada em ambos os materiais suporte, pode ser usada
para promover a remocao eficiente de sulfeto dissolvido do efluente de reatores anaerdbios,
tratando esgotos sanitarios.
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ABSTRACT

This study developed two reactors with the aim of promoting the biological oxidation of
dissolved sulfide present in UASB reactor effluent in order to predict the structure and
dynamic behavior of the bacterial community of over time. The performance of the reactors
was monitored over 500 days and filled with different packed materials: polypropylene rings
and polyurethane foam. The reactors were operated in three different operating conditions,
represented by the hydraulic retention times of 24, 12 and 6 hours, respectively. The physical
and chemical parameters sulfide, sulfate, thiosulfide, elemental sulfur, pH and redox potential
were monitored. The microbiological analyzes were PCR-DGGE and optical microscopy. The
results showed higher sulfide removal efficiency (about 90%) in both reactors when operated
at HRT of 12 hours than that observed at HRT of 24 hours. The PCR-DGGE technique
revealed that the bacterial community was extremely diverse and very dynamic varying over
time within the same reactor and at the same operational phase, and between the reactors. The
reduction in HRT from 24h to 12h changed the bacterial community structure and in some
cases reduced the diversity. Phototrophic purple and green bacteria involved in the oxidation
of sulfide related to Chromatiaceae, Chlorobiaceae were detected in both reactors. The
results of microscopic examination showed the predominance of purple bacterial colonies
with morphology similar to Chromatiaceae- like cells in all operational phases of both
reactors. The sulfur mass balance and the Shannon index showed that reactor 1 (R1) at HRT
of 6 hours, filled with polypropylene rings, was the best operating condition for biological
removal of sulfide. This work showed that the configuration of the reactor together with a
stabilized biomass can be used to remove sulfide from the effluent of anaerobic reactors

treating sewage.
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LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

ADP: Adenosina Difosfato

AMP: Adenosina Monofosfato

AICls: Cloreto de Aluminio

APS: Adenosina Fosfossulfato

ATP:Adenosina Trifosfato

BaClz: Cloreto de Bério

BaSO4: Sulfato de Bério

Bis: N, N’-metileno bis acrilamida

BRS: Bactérias redutoras de sulfato

CePTS: Centro de Pesquisa e Treinamento em Saneamento
CO:z2: Didxido de Carbono

CONAMA: Conselho Nacional do Meio Ambiente
CHCLs:Cloroférmio

CuFeSz: Calcopirita

CusS: Sulfeto de Cobre

CaSO0a4: Gesso

DGGE: Denaturing Gradient Gel Electrophoresis ou eletroforese em gel com gradiente
desnaturante

DNA: Acido desoxirribonucléico

DQO: Demanda Quimica de Oxigénio

EDTA: etilenoaminotetraacetato de sodio diidratado
FCC: Flavocitocromo C Oxidoredutase

FeS: Sulfeto Metalico

FeSz: Pirita

HS:sulfeto

H2S: sulfeto de hidrogénio

H20:2: peroxido de hidrogénio

HPLC: High Performance Liquid Chromatography - Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia.

MEV: Microscopia Eletrénica de Varredura

NaOH: hidréxido de sédio

NHa: ion aménio

NO2: nitrito

OD: Oxigénio Dissolvido
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PAPS: Fosfoadenosina Fosfosulfato

PBS: Phosphate Buffer Saline ou tampé&o fosfato salino

PCR: Polymerase Chain Reaction ou reagdo em cadeia da polimerase
pH: potencial hdrogenidnico

RFLR: Reserve Fluidized Loop Reactor

rpm: rotagdes por minuto

-SH: Sulfidrila
S%: Enxofre Elementar
S%: Sulfeto

S203%: Tiossulfato

SO4?: Sulfato

SOR: Sulfito Dehidrogenase

SQR: Quinona Sulfeto Oxidoredutase
STV: Solidos Totais Volateis

SOX: Oxidagédo de Enxofre

Taq: Thermoaquaticus

TDH: tempo de detencdo hidraulica
TEMED: tetrametil etileno diamina
Tris: (hidroximetil) aminometano

UASB: Upflow Anaerobic Sludge Blanket ou reator anaerobio de fluxo ascendente e manta
de lodo.
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1 INTRODUCAO

Os reatores anaerdbios de fluxo ascendente e manta de lodo (UASB) vém sendo amplamente
empregados para o tratamento de aguas residuarias domésticas e industriais. Apesar das
vantagens, alguns subprodutos indesejaveis, como o sulfeto de hidrogénio (H2S), s&o
formados. Este pode estar presente na forma dissolvida e gasosa, e € produzido por bactérias
redutoras de sulfato, sob condi¢cdes anaerdbias. Uma vez que o sulfeto dissolvido pode ser
desprendido do efluente dos reatores UASB para a atmosfera, problemas relacionados a sua
toxicidade, demanda de oxigénio, corrosdo e mau odor podem ocorrer. Ademais, a exposi¢do
dos seres humanos a este gas pode trazer varios danos a saude, tais como dores de cabeca,
nauseas, edema pulmonar e até parada cardiaca (JENSEN et al., 1995). Portanto, a remocao
do sulfeto dissolvido se faz necessaria e pode ser realizada através de métodos quimicos ou

bioldgicos.

Existem diferentes tipos de processos fisico-quimicos para a remoc¢édo de sulfeto dissolvido,
mas esses processos possuem alto custo operacional e de manutencdo (MANZ, 1992). O
método bioldgico para remocédo do sulfeto utiliza sulfobactérias, que podem ser aerdbias ou
anaerobias, quimiolitotréficas ou fototrdficas. O processo bioldgico que ocorre em condicBes
anaer6bias € uma alternativa vantajosa, pois ndo gera odor, apresenta simplicidade

operacional, baixo custo e pode ser utilizado para tratar efluentes de reatores UASB.

A oxidac3o bioldgica de sulfeto pode ser parcial, a enxofre elementar (S°), ou completa, a
sulfato (SO47?), sendo que a oxidacdo bioldgica pode ocorrer mesmo quando o HzS esta
presente em baixas concentragfes (ELSHAHED et al., 2003). A recuperacdo do enxofre
elementar é muito valiosa pelo fato do enxofre poder ser novamente empregado em processos
industriais, como na producdo de &cido sulfdrico, ou na agricultura, na composi¢cdo de
fertilizantes, fungicida, entre outros processos (VANNINI et al., 2008; KLOK et al., 2012).

Entretanto, apesar da relevancia, sdo raros os estudos que avaliaram a remocéo biol6gica de
sulfeto de hidrogénio, e também promoveram a recuperacéo de enxofre elementar, a partir de
efluente anaerdbio proveniente de esgoto doméstico tratado, que contem concentragdes baixas
de sulfeto de hidrogénio dissolvido, da ordem de 1,0 a 6,0 mg/L (GARCIA, 2014).

Silva et al. (2005) realizaram uma caracterizacdo morfoldgica de micro-organismos presentes

na escuma e Souza et al. (2006) e Garcia et al. (2012) investigaram a presenca de grupos de
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micro-organismos envolvidos na oxidacdo de sulfeto presentes na escuma formada no
decantador de um reator UASB. Os resultados mostraram a presenca de micro-organismos
similares a Thiobacillus, Beggiatoa, Thiotrix, Chlorobium, Phormidium e Oscillatoria.
Espécies pertencentes a tais géneros podem estar envolvidas na oxidacdo bioldgica de sulfeto,

e ja foram reportadas na literatura em sistemas de tratamento de aguas residuarias.

De acordo com Ferrera et al. (2004), a maioria dos sistemas para oxidacdo bioldgica de
sulfeto, propostos na literatura utiliza culturas puras de sulfobactérias com crescimento em
suspensdo em reatores com agitacdo continua onde a biomassa pode ser facilmente levada
juntamente com o liquido, resultando em acumulo de sulfeto de hidrogénio no reator.
Segundo os autores, este problema poderia ser evitado pela utilizacdo de reatores com

biofilme, que proporcionam maior estabilidade ao sistema.

Vaérios estudos tém demonstrado a viabilidade de promover a oxidacao bioldgica de sulfeto
(KOBAYASHI et al., 1983, SILVA et al,. 2002, KLEINJAN et al., 2003, FERRERA et al.,
2004, KRISHNAKUMAR et al.,, 2005, LOWACHARIN e ANNACHHATRE, 2010,
FAJARDO et al., 2012). Ndo obstante, a maioria desses estudos investigou o0 processo de
remocao biologica de sulfeto em reatores inoculados com cultura pura (ou mista) de bactérias
e/ou investigaram a remocdo de sulfeto de aguas residuarias sintéticas ricas em sulfeto.
Poucos séo os estudos que investigaram a remocao biologica de sulfeto de efluente de reatores
anaerobios tratando esgotos, contendo baixa concentracdo de sulfeto dissolvido, e que

analisaram a estrutura da comunidade bacteriana formada nos reatores.

Este trabalho esteve inserido em um projeto maior (GARCIA, 2014) que objetivava promover
a oxidacao bioldgica de sulfeto e a recuperacao de enxofre elementar em dois reatores de leito
fixo, a partir de efluente anaerdbio. O projeto foi financiado pela FINEP através da
CHAMADA PUBLICA MCT/MCIDADES/FINEP/Agdo Transversal SANEAMENTO
AMBIENTAL E HABITACAO - 7/2009, no tema: Desenvolvimento e aperfeicoamento de
tecnologias de tratamento terciario de esgoto sanitario, visando conjuntamente & remogao e a

recuperacgao de nutrientes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a estrutura e dindmica da comunidade bacteriana em dois reatores de oxidagao
bioldgica de sulfeto contendo materiais suportes diferentes.

2.2 Objetivos especificos

» Caracterizar a comunidade bacteriana desenvolvida em cada reator.

» Verificar o efeito das condi¢cdes operacionais e do tipo de material suporte sobre a
eficiéncia de remocé&o bioldgica de sulfeto e formacéo de enxofre.

« Avaliar efeito do material suporte e tempo de detencdo hidraulica sobre a estrutura e
dindmica da comunidade bacteriana.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Ciclo do enxofre

O enxofre esta entre os dez elementos mais abundantes na Terra, sendo um elemento
relativamente abundante na crosta terrestre e ocorre principalmente na forma de sulfatos
sollveis. Grande parte dos reservatorios de enxofre inerte estd em rochas sulfurosas, deposito
de elementos sulfurosos e combustiveis fosseis. O enxofre pode estar presente na forma de

sulfetos metalicos como a pirita (FeSz>), calcopirita (CuFeS>) e na forma de gesso (CaSOs).

O enxofre na forma de sulfato (SO42) é um dos anions mais abundantes no mar. O sulfato é
largamente utilizado como matéria prima de muitos processos industriais, como a industria de
papel e celulose, industria acucareira, industria de borracha e pneumaticos, inseticidas e
fungicidas, detergentes, corantes, complemento alimentar para gado, indistria mineradora,
petroliferas, entre outros (BITTON, 2005).

Na forma organica, o enxofre € um componente essencial do sistema de vida, e esta contido
em diversos aminoéacidos na forma de radical sulfidrila (-SH), além de ser componente
essencial de varias coenzimas. No ar, pode-se encontrar didéxido de enxofre (SO2), sulfeto de
hidrogénio e dimetilsulfeto, sendo que na forma de H.S é resultante da atividade vulcéanica e
do metabolismo microbiano (LENS & KUENEN, 2001; BITTON, 2005).

Todos os compostos de enxofre podem alcancar a superficie do solo pela precipitacdo das
chuvas ou lixiviados nas aguas subterraneas. A queima de combustiveis fosseis pode liberar
oxidos de enxofre, que em contato com a umidade do ar, produz &cido sulfurico que é
despejado na natureza através da chuva acida, causando corrosdo e prejudicando ecossistemas
com pouca alcalinidade. A oxidacdo do enxofre na exploragcdo de minas produz um lixiviado
extremamente &cido, que pode penetrar no solo, contaminando o lencol fredtico (ATLAS &
BARTHA, 2002).

As fontes de enxofre em esgoto ou corpos d’agua contaminados sdo o enxofre organico,
encontrado em excretas humanas, e o sulfato, que é o anion de maior prevaléncia em corpos
d’aguas naturais (BITTON, 2005). As transformacdes de enxofre podem ser visualizadas de

forma simplificada na figura 3.1.
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Figura 3-1: Ciclo global do enxofre.
Fonte: Adaptado de Amim (2008)

O ciclo do enxofre € regido por reacdes de oxidacdo e reducdo, que sdo as responsaveis pelas
conversdes, as quais podem ser realizadas tanto por via quimica quanto bioldgica. Nos
processos bioldgicos, varias espécies de microrganismos catalisam a oxidacgdo e reducdo das
diferentes formas de enxofre estabelecendo deste modo um ciclo. O esquema simplificado do

ciclo biolégico do enxofre com as reacdes fundamentais esta apresentado na figura 3.2.

SO

Oxidagao bioldgica
1

Reducéo desassimilatéria

2-
304 £ st
2
‘- &6‘-9/'0, v \\\\\\ﬁ‘%\ .‘
5, 9637 Enxofre \&S K
. organico 3

c"ESPI'oporciona(;Eo do enxofre

Figura 3-2: Representacdo esquematica do ciclo biolégico do enxofre.
Legenda: 1 — bactérias oxidadoras de sulfeto (incolores, purpuras e verdes). 2 — Bactérias
redutoras de sulfato.

Fonte: Adaptado de TANG et al.(2009).
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Conforme figura 3.2, varios microrganismos podem mineralizar compostos de enxofre
organico, por meio de vias metabolicas aerdbias e anaerdbias. Sob condicdes aerdbias,
enzimas sulfatases sdo envolvidas na degradacdo de Ester de sulfato (R — O — SOgz") ao ion
sulfato. Em condicGes anaerdbias, aminoacidos contendo enxofre sdo degradados a compostos
de enxofre ou a mercaptanas, que sdo compostos de enxofre odorantes (BITTON, 2005).

Particularmente, com relagdo ao sulfeto, este pode ser oxidado quimicamente ou
biologicamente a enxofre elementar ou a sulfato (figura 3.2 n.1) por uma variedade de
microrganismos quimiolitotroficos e fototroficos. Por sua vez, o sulfato é reduzido de volta a
sulfeto (figura 3.2 n.2) por bactérias redutoras de sulfato (TANG et al., 2009).

3.2 Caracteristicas do ion sulfato

O ion sulfato (SO42) é a forma mais difundida e mais estavel dos compostos de enxofre e esta
presente de forma natural nas aguas oceanicas, no solo e nas aguas doces, que podem conter
altas concentracdes de sulfato provenientes de processos naturais e de atividades
antropogénicas. Dentre 0s processos naturais, pode-se citar a percolacdo das aguas pluviais

que dissolvem o sulfato oriundo de sais minerais encontrados no solo (LENS et al., 1998).

Segundo Lens et al. (1998), a contaminacdo por atividades antropogénicas esta relacionada a
emissdo de efluentes domeésticos e industriais. A concentracdo de sulfato em efluentes
domeésticos pode variar entre 30 a 250 mg/L (WEF, 1995) e entre 50 a 3000 mg.L em efluentes
da industria de papel (LENS et al., 1998). Dentre as inddstrias responsaveis pela emisséo de
sulfato no meio, estdo inclusas as industrias de alimentos, explosivos e as que utilizam aguas

contendo sulfato, como a agua do mar.

Apesar do ion sulfato ser um composto ndo téxico e ndo volétil, a sua emissao é considerada
ambientalmente impactante, pois a alta concentracdo do ion provoca um desbalanceamento no
ciclo biogeoquimico do enxofre. De forma geral, os impactos causados pelo sulfato dependem
da forma de emisséo e da localidade, mas estdo, em sua maioria, ligados aos corpos hidricos e

ao solo, onde o ion pode solubilizar metais pesados (BITTON, 2005).
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3.2.1 Reducao Assimilatdria do Sulfato

Sulfetos s@o produzidos pela assimilacdo e desassimilacdo da reducdo do sulfato. Diversos
organismos, incluindo plantas superiores, algas, fungos e muitos procariontes utilizam SO4
como fonte de enxofre para sintese celular, realizando a redugéo assimilativa do ion sulfato.
Nesse processo, o sulfeto gerado é imediatamente convertido a enxofre organico na forma de
aminoacidos. O H»S pode resultar da decomposi¢do anaerdbia, por bactérias proteoliticas
(Clostridium, Vellionella), da matéria organica contendo aminoacidos de enxofre (S), tais

como metionina, cisteina e cistina (MADIGAN et al., 2010).

3.2.2 Reducao Desassimilatoria do sulfato

A reducdo desassimilatoria do sulfato € a mais importante fonte de H>S em sistemas
anaerdbios de tratamento de esgotos sanitarios. Essa reducdo é realizada por bactérias
redutoras de sulfato (BRS), microrganismos anaerdbios estritos pertencentes a diversos
géneros, incluindo  Desulfovibrio, Desulfobulbus, Desulfomonas, Desulfobacter,
Desulfococcus, Desulfonema, Desulfosarcina, Desulfobacterium e Thermodesulfobacterium.
A reducdo desassimilativa do ion sulfato (figura 3.3) é o processo através do qual o sulfeto é
excretado para o ambiente, ou seja, ndo € totalmente utilizado na sintese celular (MADIGAN
etal., 2010).

SO,*

4

ATPATP-sulfurilase

> pp,

1

Adenosina fosfos-
sulfato (APS)
2H*

S — Y
1> 2e )it >

S0,.>

3H, e 3

H,S
v

Excrecdo

Figura 3-3: Bioquimica da reducdo desassimilativa do ion sulfato.
Fonte: Madigan et al. (2010).
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Na figura 3.3, PPi representa a molécula de pirofosfato que foi substituida por uma molécula
de sulfato na molécula de ATP (adenosina trifosfato) e AMP (adenosina monofosfato),
resultante da acdo da APS (adenosina fosfossulfato). O processo de redugdo de sulfato a
sulfeto ocorre por meio de uma sequéncia de estagios intermediarios resultando na
transferéncia de oito elétrons do doador (por exemplo: Ha, acidos graxos, etanol) por mol de
sulfato (SILVA, 2005).

O ion sulfato é estavel e ndo pode ser utilizado sem ser ativado por meio de ATP, a enzima
ATP-sulfurilase cataliza a ligacdo do ion sulfato a um fosfato da molécula de ATP, formando
APS. Conforme mostra a figura 3.3, a molécula de APS é reduzida diretamente a sulfito, mas
na reducdo assimilativa, outro atomo de fosforo é adicionado a molécula de APS, formando
fosfoadenosina fosfosulfato (PAPS) e a partir disto que o sulfato é reduzido. Em ambos 0s
processos de reducdo de sulfato, assimilativo e desassimilativo, o ion sulfito é o intermediario
(SILVA, 2005).

3.3 Caracteristicas do ion sulfeto

De acordo com Browker et al. (1989), o H>S é um gas incolor, com odor de ovo podre e
levemente mais pesado que o ar; € moderadamente sollvel em agua e sua solubilidade

decresce com a elevacgdo da temperatura (2.945 mg/L a 28°C e 4.150 mg/L a 15°C).

Conforme descrito anteriormente, o ion sulfeto é produto da redugio do sulfato (SO4?) e esta
distribuido nas formas S?, HS™ (formas ionizadas), H2S (sulfeto de hidrogénio) e sulfetos
metalicos. A distribuicdo das formas de sulfeto acontece de acordo com o equilibrio fisico-
quimico. Quando em solucéo, o equilibrio é regido pela equacdo 3.1 (LENS et al., 1998):

H2S(aq) < HS (aq)+ H* < S%*(aq) (3.1)

Esta distribuicdo ocorre em funcédo do pH (figura 3.4). Com o pH préximo de 7,0 pode estar
na forma dissolvida (H.S) e/ou na forma dissociada (HS) (YANG et al., 2005). Contudo, o
equilibrio quimico de H2S e HS™ pode ser alterado quando ocorrem pequenas variagdes de pH
na faixa entre 6,0 e 8,0. A figura 3.4 também mostra que a forma S?* é mais estavel em pH
alcalino e que, na faixa de 7,5 a 9,0, as concentragdes de H>S representam menos de 20% do

sulfeto total.
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Figura 3-4: Distribuicdo percentual das espécies de sulfeto em meio aquoso para
diferentes valores de pH, para a temperatura de 25°C.
Fonte: CHERNICHARO (2007).

Além das fontes antropogénicas de emissao de sulfeto ligadas a descartes industriais, o sulfeto
é liberado em efluentes de reatores anaerobios, quando aplicados ao tratamento de aguas
residuarias contendo sulfato. O sulfeto produzido em reator anaerdbio é distribuido entre S,
HS™ e HSaq em solucdo, H2S no biogés e sulfetos metélicos insollveis de acordo com
equilibrio quimico e fisico (LENS et al., 1998). A principal desvantagem dos sistemas
anaerdbios em geral, para o tratamento de aguas residudrias ricas em sulfato, esta associada a

producdo de sulfeto; seus efeitos nocivos serdo descritos detalhadamente a seguir.

3.4 Problemas Relacionados com Formacao de Sulfetos em Sistemas
Anaerbbios

A producdo de sulfeto é o maior problema associado ao tratamento anaerdobio de aguas

residudrias contendo SO42. Para esgotos domésticos, a principal fonte de enxofre é 0 SOs2 na

concentracdo de 40-200 mg/L (ZHANG et al.,, 2008). Especificamente, em reatores

anaerobios de fluxo ascendente e manta de lodo (UASB), o sulfeto pode estar presente na

forma dissolvida e gasosa, proveniente do metabolismo das BRS.

De acordo com estudo realizado por Noyola et al. (2006), as concentragcdes de HzS presente
no biogas de reatores anaerobios tratando esgotos domesticos variam de 10 a 820 ppm e

podem atingir 1000 ppm em digestores anaerdbios de lodo.

Segundo Souza (2006), a concentracdo média de sulfeto de hidrogénio dissolvido, no efluente

de um reator UASB tratando esgotos domésticos, é de aproximadamente 10 mgS/L™. Estudos
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realizados por Visser et al. (1995) e Speece (1996) sugeriram que reatores UASB podem
tolerar entre 170 e 200 mg H>S/L. Acima desta concentragéo, o sulfeto dissolvido pode ser
desprendido do efluente dos reatores UASB para a atmosfera e problemas relacionados a sua

corrosdo, toxicidade, demanda de oxigénio, e mau odor podem ocorrer.

Dentre os principais problemas associados a emissdo do sulfeto de hidrogénio do sistema de
tratamento de aguas residuarias esta a corrosdo da estrutura dos reatores. Segundo Bryant et
al. (1991), o sulfeto, sob condicGes anaerobias, provoca a oxidacdo do ferro, 0 que gera a
corrosdo deste. Além disso, a formacdo de sulfetos de cobre (CuS e CuzS) é mais um
indicativo de corrosdo do cobre induzido pela atividade das bactérias redutoras de sulfato. Os
problemas de corrosdo do concreto tém sido reportados quando a concentracdo de sulfeto na
agua residuaria é de 0,1 a 0,5 mg /L, ja a corrosdo severa pode ocorrer com 2,0 mg/L
(ZHANG et al., 2008).

Outra desvantagem do sulfeto de hidrogénio (H2S) em altas concentragfes é sua toxicidade
para muitas bactérias, pois interfere no metabolismo assimilatério do enxofre, além de afetar o
pH intracelular e resultar na inibicdo severa da atividade metabdlica dos microrganismos
(OUDE EFERINK et al., 1994).

Em condicOes anaerdbias, as BRS utilizam o sulfato como aceptor de elétrons, na rota
metabolica, para a degradacdo de compostos organicos e hidrogénio. Estas bactérias, por
apresentarem maior afinidade pelo substrato, competem pelo hidrogénio e acetato usado pelas
metanogénicas hidrogenotréficas e acetoclasticas, respectivamente. Isto ocasiona inibi¢do da
metanogénese, sendo esta a etapa principal na remocdo da matéria organica. Este processo
resulta em baixo rendimento na producdo de metano e alteracdo na qualidade do biogas, ja
que parte do sulfeto produzido termina como H2S no biogas (OUDE EFERINK et al., 1994).

Em contrapartida, o sulfeto presente no efluente do reator anaerdbio resulta em diminuicéo da
eficiéncia global de tratamento do sistema, com o sulfeto contribuindo também para a DQO
das aguas residuarias, ja que sdo requeridos dois moles de oxigénio por mol de sulfeto
oxidado completamente a sulfato. Nessas condic¢des, pode ser necessario um sistema de pos-

tratamento com finalidade de remover o sulfeto das aguas residuarias (ZHANG et al., 2008).

As principais desvantagens da presenca do sulfeto em reatores anaerobios estdo listadas na
tabela 3.1, adaptado de Hulshoff-pol et al. (1998).
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Tabela 3-1: Efeitos da formacao de sulfeto em reatores anaerébios.

Desvantagens Vantagens
o Redugdo na eficiéncia de remogao da DQO devido e Remogao de compostos de enxofre oxidado
a presenca de H2S no efluente (sulfato, sulfeto e tiossulfato)
e Corroséo o Remogao de metais pesados
e Actmulo de materia{’i?erte) no lodo (sulfetos o Precipitagdo de sulfetos metalicos (FeS); nesta
metalicos

forma é um bom precursor para granulagao
e Menor formagdo de metano

¢ Baixa qualidade do biogas + necessidade de
remog&o do sulfeto do biogas

e Mau odor

o Toxicidade
o Deterioragdo de sistema de pos-tratamento
(“bulking” de lodo ativado; excessivo crescimento

de microrganismos filamentosos)

Conforme mostra a figura 3.5, no que se refere a exposicdo dos seres humanos ao sulfeto de
hidrogénio, varios danos a salde podem ocorrer, tais como: dores de cabeca, nauseas, edema
pulmonar e apneia (JENSEN et al., 1995).

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

Figura 3-5: Toxicidade do sulfeto de hidrogénio.
Fonte: Adaptado de EPA, (1995).
De acordo com os limites estabelecidos pela Agéncia de Protecdo Ambiental Americana
(EPA, 1995) para o controle de sulfeto em sistemas de tratamento de esgoto, o H>S na
concentracdo de 300ppm apresenta possibilidade de ser letal. Ainda, a sensibilidade olfativa
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de um individuo diminui com o tempo de exposi¢do ao gas sulfidrico e sua presenca pode nao

ser mais percebida apds algum tempo de exposi¢do (JENSEN et al., 1995).

3.5 Processos quimicos e biolégicos para remocdo de sulfeto em
aguas residuarias

Algumas estratégias para minimizar o problema de toxicidade causada pelo sulfeto tém sido
pesquisadas, tais como: (i) remoc¢do quimica de metais pesados e sulfeto por meio de
precipitacdo; (ii) controle de pH para assegurar maior producédo de sulfeto na forma ionizada
HS", que é menos toxica e necessaria para sintese celular; (iii) aplicacdo de concentracGes de
oxigénio para promover a oxidacdo bioldgica parcial de sulfeto a enxofre elementar
(HIRASAWA, 2007).

O sulfeto pode ser oxidado empregando-se sistemas de aeracdo nao catalisados ou
biocatalisados, eletroquimicamente, ou quimicamente, utilizando-se cloro, 0zbnio,
permanganato de potassio ou perdxido de hidrogénio, com producdo de enxofre elementar,
tiossulfato ou sulfato, dependendo do pH. Outros métodos considerados convenientes para
remocdo de sulfeto sdo: precipitacdo com ions metélicos e o stripping do H.S (LENS et al.,
1998).

Dentre as desvantagens provenientes desses processos podem ser citadas o alto custo
operacional e de manutencéo, elevado consumo energético, consumo de substancias quimicas
com possibilidade de formacdo de subprodutos tdxicos. Adicionalmente, a reacdo dos
oxidantes quimicos com sulfeto de hidrogénio pode gerar acido sulfirico, que uma vez
formado necessita de neutralizagdo antes do descarte. Além disso, outra desvantagem destes

processos € a operacao em alta pressao e elevada temperatura (>850°C) (MANZ, 1992).

Em contrapartida, os processos bioldgicos oferecem vantagens operacionais pois operam em
temperatura ambiente e sob pressdo atmosférica sendo, portanto, uma alternativa de baixo
custo e de elevada eficiéncia para eliminacdo do H.S, onde sua concentracdo pode

permanecer menor que 1mg/L no efluente (HENSHAW et al., 1999).

Os processos bioldgicos podem ser aerdbios ou anaerdbios, onde ambos utilizam
sulfobactérias. O processo anaerobio é vantajoso, devido a simplicidade operacional e baixo
custo. A oxidagdo bioldgica de sulfeto pode ser parcial a enxofre elementar (S°), ou completa

a sulfato (SO42), sendo que a oxidacgio bioldgica pode ocorrer mesmo quando 0 H,S estd

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



presente em baixas concentracdes (ELSHAHED et al., 2003). O enxofre, quando formado,

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

A figura 3.6 apresenta as principais tecnologias quimicas e bioldgicas para controle de

emissédo de sulfeto em sistemas de tratamento de esgotos. Duas alternativas podem ser

seguidas: inibir o processo de geracdo de sulfetos ou remover o sulfeto formado por processos

de oxidacgdo ou precipitacao.

Métodos para controle de H2S em sistemas
de tratamento de aguas residuarias

Inibicao da
geragao de H2S

Eliminagao do
H2S formado

Inibicao geral Prevencéo Oxidagéo
da atividade especifica da biologica do
das BRS atividade das sulfeto formado
BRS

Adicéo de Adic&o de
biocidas aceptores de
elétrons

Elevagéao do
pH; adicao de
NaOH ou
Ca(OH)2

Oxidagéo
quimica do
sulfeto formado

Adicdo de
oxidantes
quimicos

02, H20z,
Cly, NaCloO,
KMnOy,
C&Oz, MgOz

Precipitagao
quimica do
sulfeto formado

Adig&o de sais
de ferro
(Fe?t,Fe3)

Figura 3-6: Processos quimicos e biolégicos para controle da emissao de H,S.

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

Vérios fatores inibem o metabolismo das BRS, dentre estes, as concentraces de oxigénio

dissolvido maiores que 1,0mg/L, temperatura que ndo esteja na faixa de 25°C - 43°C e pH

abaixo de 5,5 ou acima de 9,0. No entanto, esta inibicdo pode ocasionar problemas no
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processo de degradacdo anaerObia da matéria organica e, por isso, deve ser avaliada com
cautela (HOLMER e STORKHOLM, 2001).

Especificamente em reatores UASB, o sulfeto produzido durante a reducdo do sulfato pode
ser oxidado por varios processos: oxida¢do quimica com oxigénio, oxidacdo bioldgica sob
condicBes Oxicas, oxidacdo fototrdfica, oxidacdo quimica anoxica e oxidagdo bioldgica sob
condicdes anoxicas (HOLMER e STORKHOLM, 2001). Ambos 0s processos, quimico ou
bioldgico, geram a oxidacdo completa do sulfeto. Entretanto, a oxidacdo biolégica é mais

rapida que a oxidacdo quimica (STAL, 1995).

A remocdo biologica de sulfeto de aguas residuarias pode ser classificada como método direto
ou indireto. No método direto, o sulfeto é oxidado pela atividade das bactérias fotototroficas e
quimiolitotroficas. No método indireto, a oxidacdo de compostos reduzidos de enxofre é
realizada quimicamente por ion férrico como agente oxidante e as bactérias oxidadoras do ion

férrico sdo usadas para regenera-lo para posterior utilizacdo (PAGELLA e FAVERI, 2000).

Os processos bioldgicos sdo muitas vezes considerados como uma alternativa de baixo custo e
de elevada eficiéncia para eliminacdo do sulfeto, visto que, uma ampla variedade de
microrganismos é capaz de oxidar e reduzir espécies de enxofre (ELSHAHED et al., 2003). A
biodessulfurizagdo, processo no qual se utilizam microrganismos capazes de oxidar
compostos reduzidos de enxofre transformando-os em compostos de facil eliminacdo, possui
uma série de vantagens como baixo custo de opera¢do e menor consumo energético, além de
poder ser operado a temperatura ambiente (PEREZ e VILLA, 2004).

3.6 Oxidacéo bioldgica de sulfeto

Ambientes ricos em compostos de enxofre como fontes termais, ventos termais oceanicos,
zonas anaerobias de lagos, superficies marinhas e estuarios, desempenham importante papel
na manutencdo da comunidade microbiana. Ampla variedade de microrganismos é capaz de
oxidar, reduzir e desproporcionar espécies de enxofre. A estrutura da comunidade microbiana
responsavel pela oxidacdo de sulfeto é influenciada pelas condicGes que prevalecem no
ambiente, tais como: pH, temperatura, concentracdes de sulfeto e sulfato, potencial redox,
disponibilidade de luz e matéria organica (ELSHAHED et al., 2003).
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A oxidacdo bioldgica do sulfeto pode ocorrer em condi¢cdes aerdbias, anoxicas ou anaerdbias,
com oxigénio, nitrato ou diéxido de carbono atuando, respectivamente, como aceptores de
elétrons. Janssen et al. (1999) fizeram referéncia a dois tipos de processos biotecnoldgicos

para conversao do sulfeto a enxofre elementar.

O primeiro processo ocorre em condi¢cBes anaerdbias, pela atividade das sulfobactérias
fototrdficas verdes e parpuras que realizam fotossintese anoxigénica conforme apresentado na
equacdo 3.2, ou seja, utilizam a luz como fonte de energia para transferir os elétrons do
enxofre para reducdo do dioxido de carbono. Ao contrério da fotossintese oxigénica (equacao
3.3) que usa a agua como doador de elétrons para produzir oxigénio, essas bactérias usam o
H2S como doador de elétrons, oxidando-o inicialmente a S° e, posteriormente, a SO4?
(FRIEDRICH et al., 2005).

6 CO2 + 12 H,S + energia luminosa = CsH1206 + 6 H20 + 12 S° (3.2)

6 CO2 + 12 H,0 + energia luminosa > CsH1206 + 6 H2O + 6 O2 (3.3)

O segundo processo proposto por Janssen et al. (1999) pode ser descrito pelas reacdes 3.4, 3.5
e 3.6 na tabela 3.2. Este processo é realizado por bactérias quimiolitoautotréficas e ocorre em
condicdes aerdbias. Segundo Madigan et al. (2010), estas bactérias obtém sua energia a partir
da oxidacdo de compostos inorganicos e a sintese de ATP esta ligada a oxidacdo do doador de
elétrons. Neste processo, 0 oxigénio molecular € o aceptor final de elétrons e os elétrons
derivados da oxidacdo de enxofre sdo usados para transformacdo de energia da cadeia
respiratoria e reducao de dioxido de carbono (FRIEDRICH et al., 2005)

Tabela 3-2: Reag6es de oxidagdo de sulfeto por sulfobactérias quimiolitotroficas.

Reacdo de oxidagdo AG® (KJ/reacdo)
(34) HS+20; — SO4 2+ 2H* -798,2
(3.5) HoS + 1/20; — S°+ H,0 -209,4
(3.6) S°+3/20, + H:O — SOs2+ 2H* -587,1
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Dentre os compostos sulfurados utilizados como doadores de elétrons estdo principalmente o
sulfeto de hidrogénio (H2S) e enxofre elementar (S°). Todavia, em condigBes anaerdbias,
algumas bactérias oxidadoras de sulfeto podem crescer na presenca de tiossulfato (S203%),
que atua como doador de elétrons, e com nitrato ou outros compostos nitrogenados como
aceptores de elétrons, que sdo metabolizados a sulfato e nitrogénio, respectivamente
(FRIEDRICH et al., 2005).

Entretanto, ha maior producdo de energia e maior nimero de elétrons participantes (figura

3.7) quando os compostos sdo oxidados a SO4 2, sendo este, portanto, o produto preferencial.

4—
Reducdo
v
HS HS s° $,0:" SO so.”
HS Polis- Enx. Tios-
s> sulfeto Elementar sulfato Sulfito Sulfato

‘ T A Iy F ) 3

Oxidagdo -_—

2] ] [ L) = s

Figura 3-7: Ciclo do enxofre e seus estados de oxidagéo.
Fonte: Adaptado de Friedrich et al. (2005).

Em ambientes naturais com baixos teores de oxigénio dissolvido, a oxida¢do do sulfeto é
designada parcial e é limitada a producdo de enxofre elementar. Segundo Hulshoff-Pol et al.
(1998) e Janssen et al. (1997), a formacdo de enxofre elementar pode ser induzida mantendo-
se baixas concentracfes de oxigénio (<0,1mg/L). O enxofre elementar pode ser acumulado
em granulos intracelulares pelas sulfobactérias e posteriormente oxidado a sulfato
(BUISMAN et al., 1990).

O enxofre elementar biologicamente formado possui algumas caracteristicas diferentes do
enxofre formado quimicamente, por exemplo, € menos hidrofobico, forma agregados e possui
boa sedimentacdo. Além disso, o enxofre é estdvel em pH entre 7-10 e temperaturas entre 30 e
47°C, acima destas condicdes o S° desproporciona, formando sulfeto e sulfito (JANSSEN et
al., 1999).

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



Janssen et al. (2009) pesquisaram as propriedades coloidais do enxofre elementar bioldgico.
De acordo com os autores, o enxofre elementar constitui-se de globulos transparentes,
extracelular ou intracelular, podendo atingir o didmetro de 1um, forma esférica ou elipsoidal,
podem dissolver em varios solventes organicos tais como cloroférmio, acetona e etanol.
Ainda ndo foi demonstrado que os glébulos de enxofre sdo constituidos exclusivamente por

enxofre.

Por questdes ecologicas e ambientais, a formacédo de enxofre elementar é preferencial porque
é insollvel e assim, pode ser removido de meios liquidos, reduzindo-se o contetdo total do
composto enxofre de aguas residuérias. Outra vantagem importante é o fato do enxofre
elementar ser usado para producdo de energia por varios grupos de microrganismos
(ELSHAHED et al., 2003).

Portanto, a oxidacdo parcial é induzida quando ha interesse de recuperacdo do enxofre
elementar, seja para fins biotecnoldgicos, tal como a recuperacéo do enxofre, ou para remocao
do mesmo de aguas residudrias. Dentre os processos de separacdo disponiveis estdo a
filtracdo, flotacdo, extracdo, processo de membrana e sedimentagdo. Para escolha da técnica
deve-se considerar o método que propicie a agregacdo das particulas de enxofre. No entanto,
0s mecanismos de formacéo de particulas ndo estdo totalmente esclarecidos e a formacéo de
polissulfetos dificulta a sedimentagdo (JANSSEN et al., 1999; VAN DER ZEE et al., 2007).

A recuperacdo do enxofre elementar ¢ muito valiosa pelo fato do enxofre poder ser
novamente empregado em processos industriais como producdo de acido sulfarico, ou na

agricultura, na composicao de fertilizantes, entre outros processos (VANNINI et al., 2008).

No Brasil, os maiores produtores de enxofre sdo a Petrobras, AngloGold Ashanti, Votorantim
Metais - Niquel /Zinco e o grupo Paranapanema. N&o obstante, as vendas da producgdo
nacional de enxofre no mercado interno sdo segmentadas, sendo que a industria de
fertilizantes representa cerca de 82% do consumo total e em fungdo desta demanda, o Brasil é
um grande importador de enxofre (ABBATI e SILVA, 2005).

Por outro lado, uma desvantagem da oxidacdo bioldgica € quando ocorre geracdo de &cido
sulfarico, proveniente da agdo oxidativa iniciada pela atividade metabolica das bactérias

oxidadoras de sulfeto, que provoca a corrosdo de materiais como concreto e ago. Esta rota
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metabolica € utilizada principalmente por Thiobacillus thiooxidans, espécie predominante em

sistemas de tratamento de esgotos (HAO et al., 1996).

3.6.1 Oxidacéo de sulfeto por sulfobactérias incolores

As bactérias oxidadoras de sulfeto denominadas incolores possuem esse adjetivo devido a
auséncia de fotopigmentos, apesar de ser reportado atualmente que colénias e cultivos podem
apresentar coloracdo rosada devido ao alto contetido de citocromos nestas bactérias (PEREZ e
VILLA, 2004).

Estes microrganismos apresentam diferentes formas, desde bacilos, espirais, cocos até celulas
filamentosas. Além disso, sdo encontradas em varios nichos ecoldgicos nos quais 0S
compostos reduzidos de enxofre estdo presentes. As bactérias de enxofre incolores tém
representantes  quimiolitotréficas  obrigatorias  (Thiobacillus e  Thiomicrospira),
quimiolitotroficas facultativas (Sulfolobus e Thermothrix) e quimiolito-heterotroficas
(Beggiatoa ) (PEREZ e VILLA, 2004).

As sulfobactérias incolores sdo adaptadas a ambientes que sofrem variaces na concentracdo
de oxigénio, tais como fontes hidrotermais e ambientes hipersalinos (VANNINI et al., 2008);
sedimentos de lagos (HOLMER e STORKHOLM, 2001), tapetes microbianos (STAL, 1995),
lodos ativados (WILLIAMS e UNZ, 1985) e biofilmes (OKABE et al., 1998). Nestas
condices, estas bactérias oxidam o sulfeto nas condi¢des proporcionadas pelas flutuacfes de

oxigénio que ocorrem nestes ambientes.

A oxidacdo parcial do H2S a S° pode ser realizada pelas sulfobactérias incolores (equacéo
3.5), no qual o S° produzido é acumulado em granulos intracelulares e pode ser oxidado
posteriormente a sulfato. Klok et al. (2013) propuseram que a oxidacdo de S° a SO4 2 proceda

por meio de uma via redutase sulfito dissimilatoria reversa e sulfito dehidrogenase.

Devido a sua capacidade de oxidar o sulfeto, as sulfobactérias incolores sdo de grande
interesse sanitario e tem sido utilizadas para remocéo deste composto de efluentes de reatores
anaerobios. As espécies mais relatadas na literatura presentes em sistemas de tratamento de
esgotos sdo Thiobacillus e Beggiatoa (PEREZ e VILLA, 2004).

Apesar da presenca de Beggiatoa e Thiotrix ser considerada um problema em sistemas como
lodos ativados (pois estdo diretamente relacionadas ao bulking filamentoso do lodo), estas
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especies tém sido utilizadas em processos bioldgicos como uma alternativa biotecnoldgica

para a eliminacgdo do sulfeto de hidrogénio de aguas residuarias (WILLIAMS e UNZ, 1985).

Espécies do género Beggiatoa, Thiothrix e Thiospira podem acumular o enxofre produzido
dentro das células, o que dificulta a extracdo do enxofre produzido. Espécies de Beggiatoa
apresentam destaque devido a sua predominancia em ambientes sulfurosos. Essa bactéria
cresce na presenca de sulfeto ou tiossulfato e utiliza nitrato, nitrito, amonio e certos
aminoacidos como fonte de nitrogénio. Sdo bactérias filamentosas autdtrofas facultativas, as
quais em pH neutro e na presenca de O, oxidam H>S a S° ou HS™ a S°, quando o pH est&
moderadamente alcalino. O enxofre elementar pode ser estocado como granulo intracelular e

pode ser subsequentemente oxidado a sulfato (KAMP et al., 2006).

Em condicdes anaerdbias, bactérias do género Beggiatoa utilizam nitrato no lugar de oxigénio
para oxidar o sulfeto; algumas espécies contém vacuolos no qual o nitrato pode ser estocado
em concentracdes de 160 mmol/L. Quando o nitrato € usado como aceptor de elétrons ocorre
mudancas no pH do meio, a oxidagdo de H>S a S° aumenta o pH, enquanto a oxidagdo de S° a
SO diminui o pH. Outra bactéria oxidadora de sulfeto incolor, Thioploca sp, também ¢é

capaz de oxidar sulfeto acoplado a reducédo de nitrato a amoénia (KAMP et al., 2006).

Ao contrario das espécies citadas, algumas espécies do género Thiobacillus produzem o
enxofre extracelular, fator que traz vantagens na utilizacdo do género. Thiobacillus utiliza
compostos inorganicos como fonte de energia e CO2 como fonte de carbono, crescem
lentamente e sdo muito pequenos, o que dificulta a identificagdo em cultivos puros, mas com

analises de biologia molecular é possivel identificagdo destas cepas (STAL, 1995).

Janssen et al. (1999) reportaram que 0s microrganismos do género Thiobacillus podem
competir com sucesso com processos quimicos devido a sua alta afinidade por sulfetos. No
entanto, como a formacdo do sulfato produz mais energia, essa rota € preferencialmente
realizada pelos microrganismos. Assim, a formacdo de enxofre elementar somente ocorrera

sob concentragdes limitadas de oxigénio ou alta concentracéo de sulfeto.

A desvantagem da oxidacdo bioldgica mediada pelas sulfobactérias incolores é a operagdo do
reator sob condicdes aerobias, que agrega custos devido a aeracdo. Uma forma de minimizar
estes custos é a realizacdo da oxidacdo de sulfeto associada a desnitrificacdo, porém torna-se

necessario um efluente rico em nitrato (que é o aceptor final de elétrons usado na oxidacéo do
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H>S) (TANG et al., 2009). Este processo é denominado desnitrificagcdo autotrofica, onde as
bactérias quimiolitoautotréficas sdo capazes de oxidar compostos inorganicos reduzidos de
enxofre, como sulfetos (S%), enxofre elementar (S°), tiossulfato (S203%), ou sulfito (SOs%), a
partir da reducéo de nitrato ou nitrito (KUENEN et al., 1992).

Na desnitrificacdo autotrofica, a espécie que tem sido mais estudada é Thiobacillus
denitrificans, uma sulfobactéria anaerdbia facultativa, litoautotréfica obrigatéria, que difere
por sua habilidade de também crescer anaerobiamente com tiossulfato, como doador de
elétrons, e com nitrato, como aceptor de elétrons (FRIEDRICH, 1998). Além de Thiobacillus
denitrificans, as espécies Thiomicrospira denitrificans e Pseudomonas stutzeri também sdo
conhecidas por serem capazes de realizar a oxidacdo autotréfica de compostos de enxofre

acoplada a reducdo de compostos nitrogenados (MAHMOOD et al., 2009).

A equacdo 3.7 descreve a reducdo de nitrato utilizando sulfeto como fonte de energia,
produzindo sulfato e nitrogénio. Dependendo das condicGes operacionais do sistema, a

oxidacdo de sulfeto também pode gerar enxofre elementar conforme mostra a equacéo 3.8.
S* + 1,6NOs + 1,6H* — SO4* + 0,8N2 + 0,8H.0 AG®'=-743,9 Kl/reagéo (3.7)
S* +0,4NO3 + 2,4H* — S°+ 0,2N; + 1,2H,0 AG®'=-191 KJ/reacdo (3.8)

Também € possivel ocorrer a desnitrificacdo com a oxidacdo de enxofre elementar a sulfato
como representa a reacdo abaixo (equacdo 3.9), esta rota ocasiona consumo da alcalinidade,
ao contrario da rota onde o sulfeto € oxidado a enxofre elementar (BERISTAIN-CARDOSO
et al., 2006)

S%+ 1,2NO3 + 0,4H20 — SO4% + 0,6N2 + 0,8H* AG® = -547,6 KJ/reacdo (3.9

Krishna e Philip (2005), avaliaram a desnitrificacdo autotrofica por Thiobacillus denitrificans
na presenca de sulfeto. Os autores observaram a oxidag&o completa de sulfeto pelo processo
de desnitrificacdo autotrofica. Os resultados demonstraram que 40% a 60% da concentracao
inicial de sulfeto foi convertida a sulfato e o restante a enxofre elementar. O microrganismo
apresentou velocidade méxima especifica de crescimento de 0,63h, com tempo de duplicacéo

de 1h. A velocidade de redugéo de nitrato ficou em torno de 0,05g de N.gSSV.h.
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3.6.2 Oxidacao de sulfeto por sulfobactérias verdes e purpuras

As Dbactérias fototroficas correspondem a um grande grupo de microrganismos
metabolicamente diversos, agrupados em funcdo da utilizacdo de sulfeto e da pigmentacéo
caracteristica. As bactérias fototréficas tém importante papel no metabolismo anaerdbio da
matéria organica, como produtores primarios (fotoautotr6ficos) ou como consumidores de

compostos organicos reduzidos (fotoheterotréficos) (MADIGAN et al., 2010).

As bactérias fototréficas anoxigénicas sdo divididas em seis familias, incluidas nas ordens
Rhodospirillales e Chlorobiales. As bactérias fototréficas purpuras sdo representadas pelas
familias Chromatiaceae, Rhodospirillaceae e Ectothiorhodospiraceae; enquanto as bactérias
fototroficas verdes, pelas familias Chloroflexaceae, Chlorobiaceae e Heliobacteriaceae. Em
processos de tratamento de &guas residuérias, as bactérias fototréficas vivem em simbiose
com outros heterétrofos e fotoautdtrofos (STAL, 1995). Alguns microrganismos
heterotroficos (ex. Arthrobacter, Micrococcus, Bacillus, Pseudomonas) foram relatados na
literatura por serem responsaveis pela oxidacdo do enxofre em solos alcalinos e neutros
(PAUL e CLARK, 1989).

Os principais géneros de sulfobactérias pdrpuras reportados na literatura sdo Chromatium,
Thioalkalicoccus, Thiorhodococcus, Thiocapsa, Thiocystis, Thiococcus, Thiospirillum,
Thiodictyon, Thiopedia, Ectothiohodospira, Thiorhodospira e Halorhodospira. Embora, a luz
seja a principal fonte de energia destes microrganismos, o crescimento litoautotréfico na
auséncia de luz tem sido relatado em Allochromatium vinosum e Thiocapsa roseopersicina.
Nas sulfobactérias verdes, os principais géneros representantes sdo Chlorobium,
Prosthecochloris, Pelodictyon, Ancalochloris e Chloroherpeton (TANG et al., 2009).

Em condicBes andxicas, e incidéncia de luz, todas as espécies dessa familia sdo capazes de
crescer fotolitoautotréficamente com sulfeto ou S° como doador de elétrons. Como mostra a
figura 3.8, os globulos de S° se acumulam como um produto de oxidacdo intermediéria no
interior das células (BRENNER et al. 2005a).
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Figura 3-8: (e-h) Géneros da familia Chromatiaceae, com detalhe para a morfologia
semelhante e diferente distribuigcdo dos granulos intracelulares de enxofre. Legenda: (e)
Chromatium okenii; (f) Allochromatium vinosum; (g) Thiocystis violacea; (h) Thiocystis
gelatinosa. Escala: 5um. Fonte: BRENNER 2005a.

Conforme Holt e John (1994), as sulfobactérias fototroficas apresentam diferentes
morfologias tais como células esféricas, espiraladas, bacilos com dimens6es que podem variar
de 0,3 — 6,0 um. As sulfobactérias purpuras podem ocorrer isoladamente ou em agregados
podendo formar filamentos, além disso, essas bactérias podem permanecer imdveis ou
movimentar-se por flagelo. As cores das suspensdes de células variam a partir de violeta-

purpura a vermelho-purpuro e vermelho rosado.

Enquanto que as sulfobactérias verdes sdo imdveis e as cores das suspensdes de células
variam de marrom amarelado, marrom e verde. Geralmente, as espécies de sulfobactérias
verdes que sdo anaerObias obrigatorias estdo dentre os isolados cultivados. O grupo é

morfologicamente restrito e inclui bacilos curtos e longos (MADIGAN et al., 2010).

No que se refere a presenca de pigmentos, ambas sulfobactérias contém bacterioclorofilas,
sendo que as sulfobactérias verdes contém bacterioclorofilas a, ¢, d ou e, enquanto que as
purpuras contém bacterioclorofila a ou b (ACHENBACH et al., 2001).

As bacterioclorofilas nas sulfobactérias verdes sdo encontradas em vesiculas chamadas de
clorossomos, estas vesiculas s@o subjacentes e ligadas a membrana plasmatica. A existéncia
destes clorossomos confere a estes microrganismos a capacidade de crescerem em intensidade
de luz mais baixa que aquela requerida por outros organismos fototréficos (TANG et al.,

2009). Nas sulfobactérias purpuras, as bacterioclorofilas estdo localizadas nas invaginacées da
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membrana plasmatica. A condicdo anaerobia € fundamental para estes microrganismos, ja que

na presenca do oxigénio a sintese de pigmentos € inibida (TORTORA et al., 2003).

Devido a sua tolerancia por ambientes com pouco oxigénio, as sulfobactérias purpuras e
verdes crescem em ambientes que contém grande quantidade de matéria orgénica em
decomposicdo e se adaptam principalmente a ambientes neutrofilicos e mesofilicos. Além
disso, sdo extremamente adaptadas a flutuacdes dxica-anoxicas, gradientes de sufeto-oxigénio
e flutuacdes diurno-noturno (ELSHAHED et al., 2003).

As bactérias fototroficas purpuras e verdes também sdo encontradas em lagos ricos em
sulfeto, lagoas poluidas por esgoto e em aguas termais. Nos lagos, esses microrganismos
podem apresentar densidades extremamente altas, sob condi¢des ambientais favoraveis que
incluem quantidade suficiente de luz na regido anaerdbia, além da presenca de doadores de
elétrons (VARESCHE, 1997). As bactérias verdes sulfurosas requerem pouca luz para a
realizacdo das atividades fotossintéticas, sendo estas geralmente encontradas nas maiores
profundidades de lagos, quando comparadas com outros organismos fototroficos
(MADIGAN, 2010).

Estudo realizado em biofilmes naturais revelou a ocorréncia de competicdo pelo sulfeto entre
bactérias sulfurosas incolores e purpuras. Neste estudo, as bactérias parpuras foram capazes
de se moverem pelo sedimento em condicdes de baixa intensidade de luz; esta caracteristica
as tornou mais eficientes no consumo do sulfeto acumulado na camada anoxica do sedimento
do que as bactérias incolores (JOJRGENSEN e DES MARAIS, 1986).

3.6.3 Mecanismos e enzimas envolvidas na oxidacao bioldgica de sulfeto em

quimiolitotroficas

As bactérias oxidadoras de sulfeto usam diferentes enzimas e mecanismos de transporte de
elétrons e conservacdo de energia para oxidacdo de sulfeto. Dentre os sistemas de oxidacédo
presentes nas quimiolitotréficas do enxofre, em dois sistemas o substrato inicial H>S,
tiossulfato e enxofre elementar devem ser primeiramente reduzidos a sulfito (SOs2), partindo-

se do sulfeto, 6 elétrons séo liberados e posteriormente, o sulfito é oxidado a sulfato.
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O sistema mais amplamente difundido é aquele que utiliza a enzima sulfito oxidase, esta
enzima transfere os elétrons do SOs? diretamente ao citocromo ¢, ocorrendo a sintese de
ATP durante este transporte de elétrons e geracdo de uma forga préton motiva. Em outro
sistema utilizado por algumas sulfobactérias, a oxidacdo de SOs? a SO42 ocorre pela
reversdo da atividade da adenosina fosfosulfato (APS) redutase, uma enzima essencial do
metabolismo de BRS. Essa reaco que ocorre na direcdo de producio de SO42, produz uma
ligagdo fosfato rica em energia quando o AMP [nucleotideo regulatério (que atua como sinal,
em vez de ser incorporado ao RNA ou DNA) que participa da repressdo catabolica] ¢
convertida em ADP (adenosina difosfato), conforme figura 3.9. Quando o tiossulfato atua
como doador de elétrons, 0 mesmo € inicialmente clivado em S° e SO372, 0s quais podem ser
eventualmente oxidados a SO (MADIGAN et al., 2010).
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Figura 3-9: Bioquimica da oxidacao de sulfeto por bactérias quimiolitotréficas.
Fonte: Madigan et al. (2010).

O sistema enzimatico de oxidacéo de enxofre (SOX), sulfito dehidrogenase (SOR) e quinona
sulfeto oxidoredutase (SQR) tem sido reportado (LUO et al., 1996; FRIEDRICH et al., 2005;
KLOK et al., 2013). Segundo o trabalho desses autores, os elétrons derivados da oxidacédo de
sulfeto entram na cadeia respiratdria ao nivel de citocromo ¢ com a adi¢éo do flavocitocromo
c oxidoredutase (FCC). Esta enzima € uma parte do sistema respiratério e oxida HS a S° com
o0 citocromo ¢ como aceptor de elétrons. O citocromo ¢ e ubiquinona podem ser oxidados pelo
oxigénio via complexo oxidase, tais como citocromo c¢ oxidase e quinol oxidase,
respectivamente. Enquanto que a oxidagdo de S° a SO42 procede via redutase sulfito

dissimilatdria reversa e sulfito dehidrogenase.
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3.6.4 Mecanismos e enzimas envolvidas na oxidacao bioldgica de sulfeto em

sulfobactérias verdes e purpuras

Em relacdo as sulfobactérias parpuras, para que as mesmas crescam autotroficamente a
sintese de ATP ndo é suficiente. Um poder redutor (NADH) é necessario, de modo que o CO-
possa ser reduzido, o poder redutor de sulfobactérias pdrpuras origina-se com o H.S, embora
S% S,03% e mesmo Fe?* ou NO? possam ser utilizados por varias espécies. Quando 0 H.S
corresponde ao doador de elétrons, gldbulos de S° sdo armazenados no interior das células.
Substancias reduzidas como H.S, sdo oxidadas por citocromos do tipo c, sendo os elétrons
eventualmente transferidos ao “pool de quinonas” da membrana fotossintética (figura 3.10).
No entanto, 0 Eo’ da quinona (cerca de 0 volts) é insuficientemente eletronegativo para
reduzir diretamente 0 NAD™ (-0,32 V). Em vez disso, os elétrons do pool de quinona devem
ser retrocedidos de maneira forcada contra o gradiente termodinamico, para eventualmente
reduzir NAD* a NADH. Esse processo, que requer energia, é denominado transporte reverso

de elétrons, sendo dirigido pela energia da forca préton motiva.

Figura 3-10: Membrana fotossintética em sulfobactérias purpuras.
Fonte: Madigan et al. (2010).

O ciclo do &cido citrico reverso é o mecanismo de fixacdo de CO. em bactérias verdes
sulfurosas. Em Chlorobium, por exemplo, a ferredoxina é gerada a partir de reacfes dirigidas

pela luz. Partindo do oxalacetato, cada ciclo completado resulta na incorporacdo de trés

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



moléculas de CO>, originando piruvato como produto. A clivagem do citrato, pela enzima
ATP-dependente citrato liase, regenera o aceptor Cs oxalacetato, e produz acetil-CoA,

utilizado na biossintese.

A conversdo de piruvato em fosfoenolpiruvato consome o equivalente a duas ligagdes fosfato
ricas em energia. O NADH ou FADH suprem o poder redutor adicional necessario ao ciclo.
Estudos dos processos de transferéncia de energia em bactérias verdes sulfurosas mostraram
que a energia luminosa absorvida pelas bacterioclorofilas ¢, d nos clorossomos € direcionada
a bacterioclorofila a, localizada na sua membrana citoplasmatica. Nesse local ocorre a
conversdo fotossintética de energia e a sintese de ATP (MADIGAN et al., 2010).

3.7 Oxidacgdo biologica e quimica do enxofre elementar

Esta oxidacdo é realizada principalmente por &cidobacilos aerdbios (equacdo 3.10), gram-
negativos, ndo formadores de esporos (Acidithiobacillus thioxidans, anteriomente

denominado, Thiobacillus thiooxidans), que crescem a um pH muito baixo.
2S + 30+ 2H,0 —2H,S04 (3.10)

Outros oxidantes do enxofre sdo as arquéias do género Sulfolobus, tais como as espécie
Sulfolobus metallicus, acidofila termofila, encontradas em fontes termais com pH acido
variando de 2 a 3 e temperaturas elevadas de 55 a 85°C. Estes microrganismos se
desenvolvem pela oxidacdo do ferro ferroso, compostos reduzidos de enxofre inorganico ou
minérios de sulfeto (FRIEDRICH, 2005 ).

Alguns microrganismos heterotroficos (ex. Arthrobacter, Micrococcus, Bacillus,
Pseudomonas) também sdo responsaveis pela oxidacdo do enxofre em solos alcalinos e
neutros (PAUL e CLARK, 1989).

A oxidacdo quimica também tem sido reportada como a ocorréncia espontanea em solucdes
aquosas que contenham sulfeto na presenca de oxigénio. Alguns trabalhos tém sido
publicados com o objetivo de avaliar as reagdes em &guas puras, salinas ou ainda em esgoto
sanitarios com o uso de diferentes concentragdes de sulfeto e oxigénio dissolvido, alem de
diferentes valores de pH e de temperatura (BUISMAN et al.1990; SANTOS et al., 2009).
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Gonzalez-Sanchez & Revah (2007) descreveram alguns fatores que podem influenciar a
estequiometria e cinética da oxidagdo quimica, como: relacdo molar sulfeto/oxigénio, pH,
temperatura, forga ionica e presencga de catalisadores ou inibidores. Steudel (2000) descreveu
as reacOes de oxidacdo do sulfeto e seus principais produtos formados: enxofre elementar,
tiossulfato, sulfito e sulfato, como seguem nas equacfes 3.11 a 3.14, respectivamente. As
reacOes sdo catalisadas por ions metalicos e os produtos da reacdo dependem das condigdes
do meio como relacédo sulfeto/oxigénio e principalmente pH e potencial redox.

HS +% 0; —»S° + OH" (3.11)
HS + 02 — % $;05% + ¥ H,0 (3.12)
HS + 322 0, »S04% + H* (3.13)
HS + 20, —S04* + H* (3.14)

Um ponto relevante da oxidacdo quimica € a formacdo de tiossulfato, que, de acordo com
Kuenen (1975), ndo ocorre na oxidacdo bioldgica. Segundo Klok et al. (2012), a formagéo de
tiossulfato em reatores pode ser devido a oxidacdo abiotica de polissulfetos e hidrolise de
enxofre elementar, ou ainda é proveniente da capacidade de alguns microrganismos oxidarem
sulfeto a tiossulfato. Além disso, segundo os referidos autores, a formacdo de tiossulfato é
favorecida com o aumento do pH (acima de 8,5).

Van den Ende & Van Gemerden (1993) relataram o tiossulfato com produto da oxidacéo de
sulfeto, mas atribuiram neste trabalho, que o tiossulfato foi formado pela contribuicdo da
oxidacdo quimica no processo bioldgico. Steudel (2000) observou a formacdo de tiossulfato
como produto da auto-oxidacdo de polissulfetos e Janssen et al. (1997) observaram
diminuicdo na conversdo de sulfeto a enxofre elementar quando houve aumento da producdo

de tiossulfato.

3.8 Investigacdo da diversidade microbiana por meio de técnicas
moleculares

Tradicionalmente, a deteccdo e a identificacdo de bactérias eram feitas por meio de
observacgdo direta através do microscopio e isolamento e cultivo em meio especifico. No

entanto, a utilizacdo dessas metodologias fornecia informacgdes limitadas em relacdo a
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diversidade de microrganismos presentes em uma amostra, ja que somente eram identificadas
0s organismos dominantes ou capazes de crescerem no meio de cultura especifico. A partir da
década de 90 com o desenvolvimento da técnica da PCR (reacdo em cadeia da polimerase), 0s
estudos da diversidade de microrganismos em amostras tanto ambientais quanto provenientes
de sistemas de engenharia, passaram a empregar as técnicas de biologia molecular que se
baseiam na amplificacdo, clonagem e sequenciamento de uma mdlecula marcadora que é o
gene que codifica 0 RNAr 16S. O RNAr 16S é um importante marcador filogenético por sua
distribuicdo universal (esta presente em todos 0s procariotos), sua conservacao estrutural e
funcional, apresentando regifes tanto conservadas ao longo da evolucdo quanto regides
variaveis em diferentes porces da molécula, e por seu tamanho (cerca de 1500 pares de base)
que fornece informacdo sobre a sequéncia de bases, suficiente para inferéncias filogenéticas
(MUYZER et al., 1993).

A PCR é o método basico usado para se obter copias de segmentos de DNA gendmico para
clonagem e sequenciamento de genes utilizados na caracterizacdo e identificacdo de
microrganismos. A técnica de eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE)
permite a separagdo de fragmentos de DNA com o mesmo tamanho, porém com sequéncias
de nucleotideos diferentes, baseada na mobilidade eletroforética de uma molécula de DNA
parcialmente desnaturada em géis de poliacrilamida contendo gradiente crescente de agentes
desnaturantes (uréia e formamida). A dissociacdo da dupla fita de DNA ocorre no “dominio
de dissocia¢do”, quando had a desnaturacdo dos pares de base devido ao aumento da
concentracdo do desnaturante. Uma vez no dominio de dissociacdo, ocorre a transicdo de
forma helicoidal do DNA para a forma de um fragmento parcialmente dissociado. Os
fragmentos de DNA com sequéncias diferentes irdo parar de migrar em diferentes posicdes no
gel, sendo assim, separados (ROSADO, 2002).

Segundo Rosado e Duarte (2002), dentre as vantagens da técnica de DGGE pode-se citar: a
técnica permite ter uma ideia geral das espécies predominantes no ecossistema que se esta
estudando em pouco tempo; é adequada para analisar um grande nimero de amostras quando
comparada com outras técnicas tal como a clonagem; pode-se realizar 0 sequenciamento de
bandas isoladas do gel. No que se refere as limitacfes desta técnica, pode-se citar problemas
na amplificacdo de DNA representativo das populacGes presentes na amostra. Além disso,
genes excepcionalmente ricos em GC ndo sdo facilmente analisados, pois é muito dificil

separar as bandas no gel.
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O uso combinado das técnicas moleculares de PCR-DGGE tem sido bastante aplicado para
avaliar a diversidade microbiana em reatores (MUYZER et al., 1993; ACHENBACH et al.,
2001; MANSKE et al., 2005; RAMOS et al., 2013 ; RAMOS et al., 2014).

Muyzer et al. (1993) analisaram a diversidade genética de populagdes microbianas complexas
com PCR-DGGE. Utilizaram microrganismos de duas origens: sedimento marinho e biofilme
bacteriano proveniente de reatores de tratamento de aguas residuarias aerdbios e anaerobios
fornecidos pela Delft University of Technology, The Netherlands. Aplicaram o DGGE para
analisar os fragmentos derivados da regido varidvel V3 do gene RNAr 16S. Esses fragmentos
foram obtidos ap6s da amplificacdo dos genes do RNAr 16S provenientes do DNA genémico
de cultura mista de microrganismos. Os resultados deste estudo mostraram a presenca das
espécies: Escherichia coli, Desulfovibrio desulfuricans, Desulfovibrio sapovorans,

Microcoleus chthonoplastes e Thiobacillus thioparus.

No trabalho de Casamayor et al. (2000) foram coletadas amostras do tapete microbiano de
dois lagos no nordeste da Espanha, as sequencias obtidas no DGGE corresponderam a
bactéria verde sulfurosa semelhante a Chlorobium e as bactérias purpuras sulfurosas
semelhantes a Amoebobacter, Thiocystis e Chromatium. Além disso, a analise filogenética
indicou que diferentes bactérias e linhagens de arquéias estiveram presentes. Dentre as
arquéias, foram encontradas espécies metanogénicas e termofilicas relacionadas a

Euryarchaeota e Crenarchaeota, respectivamente.

Ramos et al. (2013) caracterizaram a diversidade de uma comunidade bacteriana de um
digestor piloto, com o objetivo de tratar o biogas pela remocdo de H.S. Durante a pesquisa de
128 dias, a eficiéncia média de remocao foi de 94%. A analise microbioldgica confirmou a
presenca de pelo menos trés géneros de bactérias oxidadoras de sulfeto, sendo Proteobacteria
o filo predominante dentro do sistema, com 0s géneros Acinetobacter, Arcobacter e
Sulfuricurvum como representantes e capazes de promover a oxidacdo do sulfeto neste

sistema.

O Biogas produzido em um reator de lodo de esgoto em escala piloto (5m?) foi tratado de
modo a remover o sulfeto sob condi¢des de micro aeracdo. Neste trabalho, Ramos et al.
(2014), através dos resultados obtidos pela técnica do DGGE, perceberam que a maior taxa de
transferéncia de Oz no lodo, mantida no biogds para recirculacdo aumentou a riqueza

microbiana, causando uma mudancga importante na estrutura das comunidades a longo prazo.

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



Todos os géneros identificados (Methanosaeta, Methanospirillum e Methanoculleus) estavam

presentes tanto sob condi¢des anaerdbias quanto microaerobias.

Em funcdo das vantagens da técnica de PCR-DGGE ja descritas anteriormente e do fato de ser
largamente empregada na literatura para avaliar a estrutura e dindmica de comunidades
microbianas presentes em diferentes sistemas, esta foi a técnica escolhida no presente trabalho

para avaliar a comunidade bacteriana formada nos reatores de oxidacao de sulfeto.

O DGGE ¢é uma técnica muito apropriada ndo somente para caracterizar comunidades
complexas, como monitorar bactérias a partir de amostras ambientais e acompanhar a
dindmica de populacBes especificas em funcdo de variacbes ambientais ou das condicdes
operacionais de um sistema. Nesse sentido, este trabalho utilizou a técnica de DGGE para
avaliar a diversidade de bactérias presente na biomassa aderida em materiais suportes

diferentes de reatores removendo sulfeto.

3.9 Reatores utilizados no processo de oxidacao biolégica de sulfeto

Diante das diferentes rotas metabolicas apresentadas pelas sulfobactérias, é difundido na
literatura 0 uso tanto das sulfobactérias incolores quanto das fototréficas anoxigénicas na

remog&o de sulfeto em reatores em escala de bancada.

Kobayashi et al. (1983) estudaram a remocao de sulfeto de aguas residuarias domésticas com
tratamento anaerobio por bactérias fototroficas em dois reatores distintos: um sistema de
reatores com colunas e um sistema submergido. Com tempo de retencdo celular de 24h e com
taxa de aplicacdo de 0,107 kgS?/m?3.d, 95% de remogcéo foi alcancada no sistema de reatores
com colunas. No sistema submergido, com tempo de retencdo celular de 0,66h e com taxa de
aplicacdo de 0,0362 kgS?/m?.d, 98% do sulfeto foi removido. Em ambos 0s casos, 0 produto

final da oxidagé&o foi sulfato.

Janssen et al. (1995) trabalharam com reatores em bateladas contendo biomassa em suspenséo
de Thiobacillus sp. Os reatores foram operados sob excesso de oxigénio (3mg/L) e apds 5h, o
sulfeto introduzido foi convertido a sulfato. Por outro lado, sob condig¢bes limitantes de
oxigénio dissolvido (0,5-1,0 mg/L), o enxofre elementar e tiossulfato foram produzidos,
entretanto, no decorrer da operacao dos reatores, o sulfato foi o principal produto da oxidagédo
do sulfeto.
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Silva et al. (2002) observaram um reator operado sob condic¢des anaerdbias para remocéo de
sulfato de aguas residuarias. A analise por meio de fluorescéncia de Raios X com dispersdo de
energia (EDXRF) revelou que o precipitado formado sobre o material suporte utilizado para
imobilizacdo de BRS continha 87% de elemento enxofre, sendo que 74% correspondiam a
forma elementar (S°) e o restante estava combinado com outros elementos, principalmente,
sodio. A biomassa foi considerada adaptada, a medida que o sulfato foi sendo reduzido e a

quantidade de sulfeto aumentando no efluente.

Kleinjan et al. (2003) sugeriram que as biotecnologias de remocdo de sulfeto devem usar
preferencialmente os microrganismos que armazenam enxofre extracelularmente, devido a
separacdo mais facil de enxofre a partir da biomassa. Nesse sentido, Ferrera et al. (2004)
utilizaram um biorreator, em escala de bancada, com biomassa composta por cultura pura de
Chlorobium limicola, bactéria cujos granulos de enxofre sdo depositados fora da célula. A
eficiéncia obtida na remocéo de sulfeto foi de 99,5%, quando aplicou-se 0,0016 kgS*/m3.d
de sulfeto no biorreator com biofilme. Contudo, sulfato e enxofre elementar ndo foram

quantificados.

Segundo Ferrera et al. (2004), a maioria dos sistemas propostos na literatura utilizam culturas
puras de sulfobactérias com crescimento em suspensdo e operam reatores com agitacao
continua onde a biomassa pode ser facilmente levada juntamente com o liquido, resultando
em acumulo de sulfeto de hidrogénio no reator. Segundo os autores, este problema pode ser
evitado pela utilizacdo de reatores com biofilme, que proporcionam maior estabilidade ao

sistema.

Silva (2005) desenvolveu um sistema de tratamento no qual o efluente do reator em batelada
sulfetogénico foi tratado em reator aer6bio, com biomassa imobilizada em espuma de
poliuretano, o reator foi operado em bateladas sequenciais sob baixa concentracdo de
oxigénio dissolvido (0,1mg/L — 0,5mg/L) para promover a oxidacdo parcial de sulfeto a
enxofre por microrganismos. O reator foi operado em ciclos de 24 horas divididas nas etapas
de: enchimento (12 minutos); reagéo (23,6 horas) e descarga (12 minutos). Nessas condigdes,
a eficiéncia de remocéo de sulfeto atingiu 88% e os resultados do estudo mostraram que 20%
do sulfeto foram oxidados a sulfato, enquanto que 68% foram oxidados parcialmente a

enxofre elementar.
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Krishnakumar et al. (2005) realizaram estudos em um reator RFLR (Reverse Fluidized Loop
Reactor) destinados a oxidacao aerdbia de sulfeto com a finalidade de formacdo de enxofre
elementar. Os autores observaram a formacéo de enxofre elementar quando a concentracdo de
sulfeto foi acima de 19kgS?/m®.d, houve declinio na producido de sulfato e aumento na
producdo de enxofre elementar e formacdo de polissulfetos. Os autores indicaram que houve
maior producdo de enxofre elementar quando o potencial redox estava entre -400mV e-
350mV, similar ao observado por Janssen et al. (1998) que obtiveram méxima recuperacao de

enxofre com potencial redox entre -147 mV e -137mV.

Lowacharin e Annachhatre (2010) operaram um reator “airlift” e utilizaram como biomassa o
lodo do processo de lodos ativados. No reator, o processo de oxidacgédo biologica de sulfeto foi
investigado sob condic¢des limitantes de oxigénio (0,15 mg/L). O experimento sucedeu-se com
aumento gradual do volume de sulfeto que ocasionou consequente acréscimo na producao de
enxofre elementar ao longo do periodo experimental. Com carga de sulfeto de 4,0kgS?/m?3.d,

90% de enxofre elementar foi produzido no reator.

Em relacdo a remocdo de sulfeto presente no biogas, os microrganismos autotréficos
pertencentes ao género Thiobacillus tém apresentado grande aplicacdo (LEDUC e FERONI,
1994; PEREZ e VILLA, 2004). Fajardo et al. (2012) estudaram a remocéo de H.S do biogas e
desnitrificacdo simultanea por Thiobacillus denitrificans, em um reator em batelada, com o
objetivo de remover nitrato e sulfeto. As cargas aplicadas foram 0,450 kgS?/L.d e 0,450
kgNOs7/L.d e nestas condicOes, a eficiéncia de remocédo de sulfeto foi 100% e de nitrato foi
67%. Em outro estudo realizado em sistemas de tratamento de esgoto, Thiomicrospira
denitrificans, Thiobacillus denitrificans e Beggiatoa foram 0s microrganismos responsaveis
pela oxidacdo anaerdbia do sulfeto na presenca de nitrato (ZHANG et al., 2008).

Ramos et al. (2013) investigaram a viabilidade de dessulfuracdo do biogas em uma unidade
de microaeracdo separada do digestor, com biogas proveniente da digestdo anaerébia do lodo
de uma estagdo de tratamento de esgotos. Foi concluido nesse trabalho uma alta eficiéncia de
remocdo (94%) e resisténcia as variagdes na carga de Hz2S (de 0.22 a 0.35%v/v), além de
haver vantagens tais como menores requisitos de area, custos reduzidos e riscos de
colmatacdo praticamente inexistentes. Entre as diversas possiveis configuracfes de sistemas
de dessulfuracdo bioldgica do biogas, a microaeracdo € uma alternativa promissora. O

processo consiste na introducdo controlada de ar atmosférico ou gés oxigénio de forma a
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promover a oxidagdo bioldgica do H.S a S° ou SO, 2, dependendo da disponibilidade de Oz,
por sulfobactérias incolores (RAMOS et al. 2014).

Atualmente, ha processos patenteados pela PAQUES tal como o THIOPAC que promove a
remoc¢do de sulfato e de metais pesados do efluente combinando processo anaerdbio (que
produz H>S pela acdo das bactérias redutoras de sulfato), em um reator, e oxidacéo bioldgica
de sulfeto a enxofre elementar (em outro reator) por uma sulfobactéria incolor - Thiobacillus
sp. Entretanto, ambos 0s processos apresentam elevado custo para implantacdo (Muyzer et al.,
1993).

Diante das vantagens da utilizacdo de sulfobactérias para remocéo de sulfeto, um estudo em
escala de bancada realizado por Garcia et al., 2012 foi conduzido com objetivo de verificar a
possibilidade da presenca das sulfobactérias na escuma de reatores UASB, com intuito de
utiliza-la posteriormente na remocdo de sulfeto do efluente de reatores UASB. Neste estudo,
foi possivel a identificacdo, por microscopia Optica, de bactérias envolvidas na oxidacdo de
sulfeto tais como Beggiatoa e Thiotrix. Além disso, os testes em batelada realizados com a
escuma demonstraram potencial de remocdo bioldgica de sulfeto. Assim sendo, Garcia et al.,
2014, desenvolveram reatores para oxidacdo biolégica de sulfeto com configuracdo
semelhante ao decantador de reator UASB e sem inoculacdo de biomassa, permitindo que os

micro-organismos presentes no proprio efluente se desenvolvessem ali.

A tabela 3.3 apresenta um resumo dos trabalhos citados na literatura referente a remocéo de
sulfeto.A principal limitacdo destes trabalhos é que poucos destes estudos quantificaram o
enxofre elementar, ou seja, consideram a formacao deste por meio de uma conversdo no qual
o sulfeto removido que ndo foi convertido a sulfato, é considerado enxofre elementar.
Portanto, essa limitacdo dificulta a verificacdo da viabilidade técnica da recuperacdo de

enxofre elementar.

Além disso, conforme descrito nesta revisdo de literatura, a oxidacdo bioldgica de sulfeto é
comumente realizada utilizando reatores em escala de bancada, com meio sintético e culturas
puras como indculo. Nesse sentido, torna-se fundamental a realizacdo de trabalhos que
utilizem biorreatores que propiciem a remocéo de sulfeto e recuperagéo do enxofre elementar

de efluentes que ndo sejam sintéticos, como é o caso do presente estudo.

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



Diante disso, o0 presente projeto de pesquisa apresenta-se inovador devido a sua proposta de
operar biorreatores projetados tanto para remover sulfeto de hidrogénio, quanto para recuperar
enxofre elementar do efluente de um reator UASB tratando esgotos domésticos. Além disso,
considerando que uma das desvantagens do reator UASB é a emissao de H.S, os biorreatores
foram projetados de forma similar a um decantador secundario de reator UASB e uma vez que
ocorra remogdo de sulfeto utilizando escuma, uma nova alternativa econémica para

configuracdo de decantadores pode ser utilizada para remocdo de sulfeto de hidrogénio.
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Tabela 3-3: Caracterizacdo de reatores biolégicos utilizados para remocéao de sulfeto

Tembo de Concentracéo Eficiéncia de Recuperacao de
Especificacdo do PO | Biomassa (suspensa  de oxigénio Carga de sulfeto ~ S°elou -
detencéo . S . . P remocéo de ~ Referéncia
reator hidraulica (h) ou imobilizada) dissolvido (KgS?/mid) sulfeto (%) producdo de
(mg/L) S04 (%)
Reator anaerdbio Biomassa suspensa Kobavashi et al
com colunas 24 (Chlorobium e N&o se aplica 0,107 95 95 (SO4%) A '
(1983)
Rhodopseudomonas)
Reator em ) Blomﬁ_ssg su_?lp enhsa 100 (SO4*) Janssen et al.
batelada 4 (T iobacillus 1,0 1,7 100 . (1995)
denitrificans) 75 (S°)
Biorreator Biomassa
anaerdbio em imobilizada x . x . Ferrera et al.
escala de 24 (Chlorobium Nao se aplica 0,0016 99,5 N&o mencionado (2004)
bancada limicola)
Reator de leito Biomassa suspensa 2
fluidificado ; 1Sp Né&o 3 (S04+%) Krishnakumar et
15 (Thiobacillus . 19 100
(RFLR) em o mencionado 80 (S°) al. (2005)
denitrificans)
batelada
Reator aerobio Biomassa 20 (SO42) .
em bateladas 24 imobilizada (espuma 0,5 0,134 88 . S'g%g;)al'
sequenciais de poliuretano) 68 (S°)
Biomassa suspensa Lohwacharin e
Reator airlift 4 (lodo ativago) 0,15 4,0 90 90 (S°) Annachhatre,
(2010)
Reator anaerdbio Biomassa suspensa ~ . 9 Fajardo et al.
em batelada 24 (Thiobacillus sp) 2o se aplica 0,450 100 100 (SO+%) (2012)
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aparato e procedimento experimental

Neste estudo, o aparato experimental utilizado correspondeu a um reator UASB em escala
piloto de fibra de vidro, com volume total de 340 L e dois reatores em acrilico e cobertura de
acrilico, cada um com volume de 25 L, destinados a remocao de sulfeto dissolvido do efluente
do reator UASB, tratando esgotos sanitarios. Este trabalho esteve inserido no trabalho de
doutorado intitulado “Estudo do desempenho e da comunidade microbiana de biorreator

tratando efluente anaerdbio contendo sulfeto” da aluna Graziella Pereira Garcia.

Os trés reatores estavam instalados no Centro de Pesquisa e Treinamento em Saneamento
(CePTS) da UFMG/COPASA, situado na Estacdo de Tratamento de Esgoto do Arrudas, em
Belo Horizonte-MG (Figura 4.1). Ap6s 0 esgoto bruto ser submetido ao tratamento
preliminar, uma pequena fracdo era direcionada para o reator UASB e, posteriormente, o
efluente do UASB prosseguia para os dois reatores, para remoc¢do do sulfeto dissolvido. A

figura 4.2 mostra o desenho esquematico dos reatores.

Figura 4-1: Foto do aparato experimental constituido pelo reator UASB em escala

piloto e por dois reatores destinados a remocéao biolégica de sulfeto (R1 e R2) (GARCIA
, 2014).
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Figura 4-2: Desenho esquematico (a) e fotografia (b) do aparato experimental. Os
componentes dos reatores estdo numerados: (1) mesa suporte dos reatores, (2) entrada do
afluente, (3) reator (4) cesto interno para preenchimento com material suporte (5) tampa
transparente (6) saida do efluente (GARCIA, 2014).

As caracteristicas dos materiais suportes utilizados estdo descritas na tabela 4.1 e a imagens

dos mesmos na figura 4.3.

Tabela 4-1: Caracteristicas dos materiais suporte.

ISR, Caracteristicas
Suporte
Desenvolvido e cedido pela empresa Bio Proj Tecnologia Ambiental. Espuma de poliuretano
Biobob envolta por estrutura rigida de polipropileno ¢/ 45 mm de didmetro e 60 mm de altura.
Anel pléastico Polipropileno com 45mm de diametro e 35mm de altura.

Figura 4-3: Materiais suporte: a) Biobob®; b) anel plastico.

Na camara cilindrica dos reatores, havia um cesto interno (de aco inox) que foi preenchido
com o material suporte. A utilizagdo do material suporte objetivava aumentar a retencdo de
micro-organismos presentes naturalmente no efluente anaerdbio e com as perfuragfes do
cesto ocorria a passagem do liquido para o interior do reator. Os reatores foram construidos
com material transparente (acrilico) e tampados, a fim de proporcionar o crescimento de

bactérias oxidadoras de sulfeto que crescem na presenca de luz e em condic¢des anaerdbias.
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O monitoramento dos reatores ocorreu durante 17 meses em trés fases operacionais distintas,

representadas por trés tempos de detenc¢do hidraulica (TDH), descritas na tabela 4.2:

Tabela 4-2: Fases operacionais e caracteristicas dos reatores.

Fase TDH Duracao | Média do fluxo | Meio suporte do | Meio Suporte
operacional do liquido nos reator 1 (R1) do reator 2
reatores(L/d) (R2)
Fase 1 24 h 8 meses 0,03 230 anéis Controle*
plasticos
Fase 2 12 h 5 meses 0,06 230 anéis 90 biobob
pléasticos
Fase 3 6h 4 meses 0,12 230 anéis 90 biobob
plasticos

*reator sem meio suporte

Na fase 1, o reator R1 foi comparado com o reator 2 sem meio suporte, denominado de R2
(controle), com intuito de verificar a diversidade microbiana entre os reatores (biomassa
aderida- R1 e biomassa dispersa- R2) e verificar a influéncia do suporte na eficiéncia de
remogdo de sulfeto. Para a fase 2, os reatores foram desativados e uma nova partida foi
realizada, o R1 foi novamente preenchido com anéis de polipropileno e o R2 foi preenchido
com biobob. A fase 3 prosseguiu sem interrup¢do (em seguida a fase 2) com reducdo apenas
do TDH de 12h para 6h. Nas fases 2 e 3, o objetivo foi avaliar a influéncia do tipo de material
suporte na retencdo de micro-organismos oxidadores de sulfeto e verificar se a reducdo do

TDH influenciaria na remocéo de sulfeto e na diversidade microbiana formada nos biofilmes.

Os reatores ndo foram inoculados, a comunidade microbiana presente no proprio efluente
anaerobio se desenvolveu naturalmente dentro dos reatores durante o periodo de
monitoramento. Os dois reatores foram operados em fluxo continuo e alimentados com

efluente anaerdbio contendo baixas concentracdes de sulfeto dissolvido, cerca de 1 a 6 mg/L.

Com relacédo a coleta de biomassa dos reatores, na fase 1 a tampa dos reatores era retirada
para coleta dos anéis plasticos no R1-24h e no R2-24h (controle), a escuma que se formou na
superficie do reator era removida com auxilio de uma espatula. Nas fases 2 e 3 foram feitas
duas perfuragdes na tampa dos reatores que permitia a retirada do material suporte de forma
aleatoria e quinzenalmente. A coleta do afluente, nas trés fases operacionais, foi realizada

sempre no mesmo dispositivo de entrada, na qual a alimentagéo dos reatores era interrompida.
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Ja o efluente era coletado no ponto de saida dos reatores antes que a alimentacdo dos mesmos

fosse interrompida. Tanto afluente e efluente eram coletados em frascos de 250 mL.

4.2 Andlises fisico-quimicas

O monitoramento dos biorreatores foi realizado duas vezes por semana, sendo 0s parametros
analisados: pH, potencial redox, sulfeto, sulfato, tiossulfato, e enxofre elementar, conforme

apresentado na tabela 4.3.

Tabela 4-3: Parametros de andlise, métodos analiticos, frequéncia e pontos de

amostragem.
A . Pontos de A - A -
Parametro Método Frequéncia Referéncia
amostragem
pH e potencial redox | Potenciométrico Interior do reator
Sulfeto (S, HS)) lodométrico Afluente e efluente D
”a:e‘r’ﬁgﬁz por APHA (2012)
Sulfato (SO4%) Turbidimétrico | Afluente e efluente
Tiossulfato (S20s%) | Turbidimétrico | Afluente e efluente
Enxofre egeme“tar Cromatografia | Afluente e efluente Uma vez por Henshaw et al. (1998)
() liquida semana

Andlises estatisticas foram realizadas para avaliar se as concentragdes de sulfeto, sulfato e
tiossulfato de determinadas amostras no afluente e efluente, eficiéncia de remocdao sulfeto e
concentracdes de enxofre elementar diferiram significativamente. O teste de Kruskal-Wallis
(o = 5% foi realizada, seguido por um teste de comparagdes multiplas entre as medianas (o =

5%), utilizando o software Statistica 8.

4.2.1 pH e potencial redox

O pH e potencial de oxido-reducdo foi medido em pHmetro (Modelo UB-10, Denver
Instruments) com eletrodo combinado de platina com referéncia Ag/AgCl (Modelo DMR-
CP1, Digimed).

4.2.2 Sulfeto

Na determinagéo da concentragéo de sulfeto dissolvido, o método utilizado foi 0 iodométrico

e foi feito com amostras em triplicata. Entretanto, a menos que a amostra esteja inteiramente
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livre de solidos suspensos, o sulfeto dissolvido é igual ao sulfeto total. Dessa forma, para
medir a concentracdo do sulfeto dissolvido, foi necessario remover a matéria insoltvel,
segundo APHA (2012).

O referido método determina que a remoc¢do da materia insoltvel pode ser feita adicionando
cloreto de aluminio, para clarificar o sobrenadante para analise. Assim, realizou-se este
procedimento e em seguida, ap0s transferir o sobrenadante para outro frasco, adicionou-se nas
amostras as solucdes de acetato de zinco e hidroxido de sodio 6 N, o que conduziu a formagéo

de um precipitado branco, sulfeto de zinco.

A equacdo 4.1 representa o processo descrito anteriormente, com a formacao do precipitado

sulfeto de zinco.

Zn( AC), + Szﬂ} ZNS( precipitado) (4.1)

O tempo minimo recomendado para a formacdo do precipitado é de trinta minutos, assim,
depois de decorrido o tempo recomendado as amostras foram entdo submetidas a
centrifugacdo por 30 s a 4000 rpm. O sobrenadante foi transferido para um frasco erlenmeyer
onde adicionou-se agua, iodo 0,025 N, acido cloridrico 6 N e amido. Em seguida, procedeu-se

a titulacdo com solucéo de tiossulfato de sédio 0,025 N.

Para determinacdo da concentracdo de sulfeto dissolvido nas amostras utilizou-se a equacao
4.2.

mg/L = [(A.B) - (C.D)].1600 4.2)
volume da amostra

Onde:

A =Volume (mL) da solucdo de iodo;

B = Concentracdo (N) da solucdo de iodo;

C = Volume (mL) da solucéo de tiossulfato de sddio;

D = Concentracdo (N) da solucdo de tiossulfato de sodio.

Além do sulfeto dissolvido, no ponto de saida do efluente foi medido o sulfeto gasoso, para

1SS0, utilizou-se um medidor de H2S (OdaLog) na faixa de 0-200ppm.

4.2.3 Sulfato

A concentracdo de sulfato foi medida utilizando o método turbidimétrico (APHA, 2012) e foi

feito com amostras em triplicata. O principio desse método baseia-se na precipitacdo do ion
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S04% em meio acido acético com cloreto de bario (BaClz), formando cristais uniformes de
sulfato de béario (BaSOa.) (equacdo 4.3). A absorbancia da suspensdo de BaSO. foi medida
com espectrofotdmetro e a concentracdo de SO42 determinada segundo uma curva padrao.

SO4* + BaCl, . BaSO4 + Cl, (4.3)

4.2.4 Tiossulfato

Para realizacdo da analise de tiossulfato foi coletado 50mL de amostra, em triplicata, sendo
necessario a remocdo de sélidos suspensos, esta etapa foi feita acrescentando a amostra, duas
gotas de NaOH e duas gotas de AICI3, o preparo dessas solugdes foi segundo APHA (2012).
Posteriormente, foram transferidos 20 mL de amostra para um novo frasco e adicionou-se 0,5
mL de NHs concentrada e 2 mL de H20», depois a amostra foi fervida para evaporagdo do
excesso de NHa. ApoOs essa etapa, o tiossulfato foi convertido a sulfato e prosseguiu-se para

mesma metodologia utilizada para analise de sulfato, conforme APHA (2012).

4.25 Enxofre elementar

Especificamente o enxofre elementar foi extraido das amostras de biomassa e efluente dos
reatores R1 e R2 em todas as fases operacionais, com CHCL3z e quantificado por
cromatografia liquida (HPLC) com coluna PRP1 de fase reversa (15cm X 4.1mm), segundo

especificacdo de Lauren e Watkinson (1985) e Henshaw et al. (1998).

Para quantificacdo de enxofre elementar nas amostras coletadas, antes da etapa de extracdo do
S° com cloroférmio, realizou-se o rompimento das células, conforme etapa de lise celular
utilizado na metodologia de extracdo de DNA. Para isso, foram utilizados 2 mL de cada
amostra, estas foram transferidas para um tubo de 2mL contendo 0,2 g de micropérolas de
vidro e foram adicionados 900 pL de tampdo TEN, os tubos foram levados ao
microdesmembrador e agitados por 1 minuto a 4000 rpm. Apds agitacdo, o tubo era
transferido para um banho de gelo e mantido por 1 minuto, com intuito de causar choque
térmico nas ceélulas e rompimento das mesmas; esta operacdo foi repetida e apds este

procedimento, o enxofre elementar foi extraido das amostras.
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4.3 Andlises microbiologicas

4.3.1 Extracdo de DNA

Para determinar a diversidade microbiana presente na biomassa dos reatores R1 e R2, nas
diferentes fases operacionais (fase 1 - TDH=24 h, fase 2 - TDH=12 h e fase 3 - TDH=6 h), foi
realizada a extracdo de DNA, seguida pela PCR-DGGE. Na etapa de extracdo de DNA, foram
utilizados 2 mL de amostra do biofilme de cada reator, as amostras foram centrifugadas a
14000 rpm por 10 minutos e apos descarte do sobrenadante foi adicionado 1,0 mL de Tampéao
Fosfato (120 mM Na;HPO4 pH 8,0), esse procedimento foi realizado novamente com as
amostras e posteriormente, as aliquotas foram utilizadas diretamente no protocolo de extragéo,
segundo Egli et al. (2003) cujo procedimento foi feito em triplicata para cada amostra dos

reatores.

Para verificagdo do resultado da extracdo de DNA, aliquotas de 2,0uL da solucdo de DNA
foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1,0% a 75 Volts por 45 minutos. Para
avaliar o tamanho dos acidos nucléicos extraidos, utilizou-se o Ladder Express como
marcador de peso molecular. Posteriormente, os géis foram corados com GelRed, observados
em um transiluminador de luz UV e as imagens foram registradas por um sistema de captura
de imagem. A medicdo da concentracdo de DNA extraida das amostras dos reatores foi

realizada em espectrofotémetro de &cidos nucleicos.

4.3.2 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e Eletroforese em gel de gradiente
desnaturante (DGGE)

Apds a extracdo do DNA total da comunidade microbiana, presente nas amostras dos reatores,
foi realizada a amplificagdo do gene RNAr 16S por meio da técnica de PCR. Neste estudo, foi
utilizado o par de iniciadores 1055F e 1392R (tabela 4.4) que delimita a regido
universalmente conservada entre os micro-organismos do Dominio Bactéria, em 35 ciclos
com temperatura de desnaturacdo de 94°, 56° para anelamento e 72° para extencao (posicdes
1055-1070 e 1392-1406, baseado no RNAr 16S de Escherichia coli). Para a analise de
DGGE o iniciador 1392R utilizado, continha grampo GC, conforme descrito por Ferris et al.
(1997).
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Tabela 4-4: Principais caracteristicas do par de iniciadores usado na PCR-DGGE.

Tamanho Temperatura
Gene Par de Sequéncia (5° — 3") do de Referéncia
alvo Iniciadores fragmento anelzmento
_ (°C)

Regiéo

v8 do 1055F ATGGCTGTCGTCAGCT Ferris et al

gene 337 56 (1997) '
RNAr 1392R-GC [GC]*ACGGGCGGTGTGTAC

16S

[sequéncia grampo GC]*= CGC CCG CCG CGC CCC GCG CCC GGC CCG CCG CCC CCG CCe

Os reagentes necessarios, as concentracdes e o volume dos mesmos, para uma reacdo de PCR
com volume final de 50 pL, estdo apresentados na tabela 4.5. Todas as rea¢des de PCR foram
realizadas juntamente com um controle, ausente de amostra de DNA (branco), contendo

somente 0s reagentes para a reacao de PCR.

Tabela 4-5: Concentracdes e volumes dos reagentes utilizados na reacéo de PCR.

Concentracéo estoque  Concentragao por Volume para reacgdo

Reagente Marca reacio de 50 ul_
Agua ultra-pura Samtec Biotecnologia - - 37,35uL
Tampéo PCR .
(contendo MgCl2) Phoneutria 10X 1X 5puL
dNTPs @ Fermentas 25 mM cada 200 uM cada 0,4 ul
Iniciadores Fermentas 3Op?;]?(l:/i ;gaf)c ada 300nM(cada iniciador) 0,5 uL (cada iniciador)
BSA® Sigma 2,5mg/L 600ng 3,0l
Tag polimerase Phoneutria 5U/uL 0,025U/Ml 0,25 pl
Amostra de DNA - - - 3ul

@O dNTPs - nucleotideos; @ BSA - albumina de soro bovino.

Apbs a realizacdo da PCR com o DNA obtido das amostras extraidas dos reatores, foram
aplicado 2 pl dos produtos de PCR no gel de agarose 1% e 2 puL do marcador de peso
molecular (Low Mass Ladder - Invitrogen), como padrdo de referéncia para estimativa da

concentracdo de DNA.

Posteriormente, as imagens dos géis de agarose digitalizadas foram analisadas no programa
ImageJ(http://imagejdocu.tudor.lu/doku.php?id=video:analysis:gel_quantification_analysis),
no qual estimou-se a area da intensidade da banda (em pixels) de referéncia (Low Mass
Ladder) e das amostras do gel. No programa ImageJ, com os valores das respectivas areas do
Low Mass Ladder foi estimado 400 ng de DNA para cada amostra que seria aplicada na
canaleta do gel de DGGE.
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Os produtos resultantes da amplificacdo da PCR foram adicionados em geis de poliacrilamida
(acrilamida-bisacrilamida) contendo agentes desnaturantes (uréia e formamida) para
separacdo dos diferentes fragmentos de DNA. O gel de DGGE continha 8% de poliacrilamida
e gradiente desnaturante de 50% a 65% no caso das amostras das fases operacionais 1 e 2,
gradiente desnaturante de 55% a 75% para as fases operacionais 2 e 3. O DGGE foi realizado
nas seguintes condicdes: temperatura de 60 °C, 75 V, durante 16,5 horas no tampéo TAE
0,5X (TAE 1X: 0,04 M Tris base; 0,02 M Acetato de sddio; 10 mM EDTA,; pH ajustado para
7,4) no sistema DCode (Bio-Rad Universal Mutation Detection, Hercules, CA, USA).

Posteriormente, os géis foram corados com solu¢cdo SYBR Gold (30 pL de corante 10.000X
em 300 mL de tampdo TAE 0,5X) e visualizados sob luz ultravioleta. As bandas observadas
na luz ultravioleta foram excisadas e transferidas para microtubos de 2,0 mL contendo 50 pL
de TE onde as bandas foram mantidas a 4°C, para permitir a eluicdo do DNA retido na matriz
do gel para a fase liquida. Posteriormente, foi realizado outra PCR com os par de iniciadores
1055F-1392R (sem calda GC) utilizando 2 pL da banda que foi eluida em TE. Os produtos
desta PCR foram purificados com etanol e o produto foi suspenso em 10 uL de agua ultra

pura.

Os produtos de PCR purificados foram sequenciados usando o servi¢co genémica da Macrogen
Inc.(Coréia do Sul). As sequéncias foram comparadas com aquelas presentes no BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool; http://blast.ncbi.nm.nih.gov/) do NCBI (National

Center of Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e suas respectivas

posicBes taxondmicas foram obtidas pela ferramenta de busca do National Centre for
Biotechnology Information e o Ribosomal Database Project (RDP) classifier
(https://rdp.cme.msu.edu/classifier/classifier.jsp)

O perfil obtido no gel de DGGE, contendo as amostras dos reatores R1 e R2, nos TDH de 24
h, 12 h e 6 h, foi analisado usando o BioNumerics software versdao 6.6 (Applied Maths,
Bélgica). O perfil das amostras no gel foi comparado usando o coeficiente de similaridade
Dice, com tolerancia de 1% e o dendrograma foi construido utilizando o método de

agrupamento UPGMA (Unweighted Pair Group with mathematical Averages).

Segundo Gafan et al. ( 2005), o indice mede o grau de incerteza em prever a que espécie

pertencerd uma banda escolhida, ao acaso, de uma amostra com S espécies e N bandas.
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Portanto, para analise de diversidade do DGGE das amostras dos reatores utilizou-se o indice

de Shannon (H’), que foi calculado conforme equacdo 4.4 abaixo:

H=- X [ni/N log(ni/N)] (4.4)
Onde n; representou a intensidade de bandas individuais e N foi a soma da intensidade de
todas as bandas.

4.3.3 Caracterizagdo morfoldgica dos microrganismos presentes no biofilme dos
reatores R1 e R2 em ambas as fases operacionais por microscopia optica comum.

As amostras do biofilme dos reatores R1 e R2 foram coletadas nas trés fases operacionais
estudadas, sendo que para os reatores com material suporte, a biomassa foi coletada de 10
anéis plasticos do reator R1 e 10 biobobs do reator R2, retirados de locais diferentes dentro
dos reatores (superficie, laterais, meio e fundo). Na primeira fase experimental do reator R2,
utilizado como controle (sem meio suporte), a biomassa também foi coletada de locais

diferentes do reator e em quantidades equivalentes a do reator R1 com anel plastico.

A biomassa era desprendida cuidadosamente com a ajuda de uma pinca, observando as
diferentes coloragfes e texturas da mesma, armazenada em tubo plastico, refrigerada e
encaminhada ao laboratério. Cada amostra foi distribuida em duas Iaminas de vidro com
auxilio de uma pipeta de Pasteur e, por conseguinte, a laminula. A leitura das laminas era feita
sempre no mesmo dia, duas horas apds a coleta a fim de obter todas as caracteristicas da

biomassa.

A caracterizacdo dos microrganismos foi feita por meio de microscopia 6ptica comum em
microscopio binocular da marca Olympus, modelo BX-50, com camara acoplada para captura
de imagem. As amostras analisadas corresponderam aos dias 09/05/2013 referente a fase 1,
03/09/2013 referente a fase 2 e 29/04/2014 referente a fase 3 em ambos os reatores.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Desempenho dos reatores de oxidacado biolégica de sulfeto

5.1.1 Monitoramento das concentracdes de sulfeto, sulfato e enxofre elementar dos

pontos afluente e efluente dos reatores

Os reatores foram monitorados durante 500 dias em trés fases operacionais distintas
representadas pelos seguintes tempos de detencdo hidraulica: fase 1- TDH=24 h; fase 2-
TDH=12 h; fase 3- TDH=6 h. Como a maioria dos resultados de monitoramento dos reatores
(concentracbes de sulfeto, sulfato, tiossulfato e enxofre elementar dos pontos afluente e
efluente) foi apresentada no trabalho de Garcia (2014), serdo mostrados no presente trabalho
somente os dados de concentracdo e de eficiéncia de remogéo de sulfeto de modo a poder
correlacionar a eficiéncia do reator com a estrutura da comunidade bacteriana. Além disso,
apresenta-se neste trabalho o balango de massa de enxofre para os reatores R1 e R2 nas trés
fases operacionais (tabela 5.1). Os calculos do balanco de massa de enxofre foram realizados
a partir dos dados de Garcia (2014) e contaram com o auxilio fundamental do doutorando

Emanuel Brandt e da Dra. Livia Lobato.

Os resultados das determinacbes de sulfeto (afluente e efluente) durante as trés fases

operacionais estdo apresentadas na figura 5.1

TDH= 24h TDH=12h TDH=6h

Sulfeto (mgSZ/L)

| L
1 -
0 . . . .
e e
o & a5

e & @ 0 G = o
e © ov\‘d' e @1@0"0 o ad® @1\0@‘?

A
@0 g
Amostras

‘ ©025% mMediana =Min —Max *75% |

Figura 5-1: Box-plot das concentra¢cfes de sulfeto (afluente e efluente) dos reatores 1 e 2,
nas diferentes fases operacionais (Garcia, 2014).

As concentragOes de sulfeto dissolvido no afluente dos reatores foram baixas, com valores
medianos em torno de 2mg/L nos TDH de 24 h e 12 h, e 3 mg/L no TDH de 6 h. Com relacao
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as fases operacionais é possivel observar que no TDH de 12 h o decaimento de sulfeto foi
maior no R1 e R2 quando comparado com os reatores nas demais fases operacionais. Apesar
do consumo de sulfeto ter sido maior nos reatores na fase 2, € possivel observar que esse

consumo também ocorreu nas fases 1 e 3.

A andlise estatistica com o teste Kruskal-Wallis (0=5%) demonstrou que ndo houve diferenca
estatistica entre 0s reatores quanto ao consumo de sulfeto, nas trés fases operacionais,
indicando que o consumo entre os reatores foi similar. Contudo, houve diferenca estatistica
significativa (p<0,05) ao comparar os valores de sulfeto do efluente dos reatores com o

afluente, nas diferentes fases operacionais.

Portanto, analisando o consumo de sulfeto nos reatores, observou-se que as mudancas de
TDH tiveram maior influéncia na remocdo de sulfeto do que a presenca ou auséncia de
material suporte (TDH de 24 h) ou o uso de diferentes meios suportes, tais como o anel
plastico ou o biobob (TDH de 12 h e 6 h).

A resolucdo CONAMA 430/11 apresenta padrdes para o lancamento de efluentes nos corpos
de &gua, estabelecendo limites para compostos organicos e inorganicos. Esta resolucao
estabelece para sulfeto a concentracdo méxima padrdo de 1,0 mg/L. Nesse sentido, foi
possivel observar que nas trés fases operacionais o valor mediano de sulfeto no afluente néo
atendeu aos limites estabelecidos pela resolucédo para o langcamento de efluentes nos corpos de
agua. Por outro lado, os valores medianos do efluente dos reatores no TDH de 12h atenderam
ao limite estabelecido pela resolucdo, indicando que os reatores poderiam ser usados no pos-
tratamento do efluente do UASB, no que diz respeito a remocao bioldgica de sulfeto.

Com relacdo a concentracdo de sulfeto no headspace dos reatores, os valores determinados
estiveram na faixa de 0 a 3 ppm, portanto, a perda de sulfeto na forma de HS foi considerada
desprezivel. Segundo Janssen et al. (2009), dependendo da carga de sulfato e pH no reator
anaerobio, as concentragdes de H>S no biogas podem variar de algumas centenas de ppms até
2-3% (v / v). Conforme Koydon (2004), o sulfeto pode se apresentar na forma de H.S volatil,
quando o pH esta &cido e na forma de HS™ sendo essa a forma predominante quando o pH esta
neutro. Uma vez que o pH do efluente dos reatores mostraram-se na faixa de 7,0 a 7,6 (ver

item 5.1.2), a maior parte do sulfeto estava na forma dissolvida na fase liquida.
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Com relacdo a eficiéncia de remocdo de sulfeto (Figura 5.2) pode-se verificar que
(considerando os valores medianos) no TDH de 24h, a eficiéncia foi maior no R2 (65%) do
que no R1 (30%), ou seja, na fase 1 o R2 controle (sem meio suporte) apresentou maior
eficiéncia na remocéo de sulfeto.
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Figura 5-2: Eficiéncia de remocao de sulfeto nos reatores 1 e 2, nas diferentes fases
operacionais. (GARCIA, 2014).

Apesar do R2 (controle) ndo apresentar meio suporte, foi possivel verificar a formacéo de
escuma na superficie do reator (semelhante a um tapete microbiano), que era uma camada
estratificada na qual a parte superior apresentava coloracao verde e a parte inferior, coloragdo
purpura. As analises microscopicas (apresentadas no proximo item) revelaram a presenca de
bactérias com morfologia semelhante a da familia de sulfobactérias purpura Chromatiacea,

que possivelmente poderiam estar envolvidas na remogéo de sulfeto nesse reator.

Quando os reatores, R1 e R2, foram comparados na fase 2 (TDH=12h), ambos apresentaram
90% de eficiéncia de remocéo de sulfeto, portanto, apresentaram eficiéncias similares, ainda
que contendo meios suporte distintos. Enquanto que na fase 3 (TDH=6h) a eficiéncia de
remocao de sulfeto foi maior no R2 (69%) contendo biobob como meio suporte do que no R1
(52%) com anéis plasticos. A queda de eficiéncia de remocao de sulfeto observada entre as
fases 2 (TDH=12h) e 3 (TDH=6h), poderia estar também relacionada a uma eventual
saturacdo da biomassa que foi aproveitada de uma fase para outra. Contudo, as diferencas

entre as eficiéncias dos reatores nas fases 1, 2, e 3, s foram obtidas a partir da comparacéo
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dos valores medianos. Se comparados o conjunto de resultados, as anélises estatisticas com o
teste Kruskal-Wallis (0=5%) demonstraram que ndo houve diferencas estatisticas
significativas entre os reatores nas fases operacionais 1, 2 e 3, indicando que em cada fase

operacional, o desempenho dos reatores foi similar quanto a eficiéncia de remocéo de sulfeto.

O balango de massa de enxofre foi calculado para os dois reatores nas trés fases operacionais
estudadas e € apresentado na Tabela 5.1. O balanco de enxofre para o reator 1 mostrou que
houve acumulo de enxofre nas trés fases operacionais, e que na fase 1 de 24 h, a quantidade
de enxofre elementar formada no reator (e que ficou retida na biomassa) foi similar em
relacdo a quantidade de S-sulfato que foi formado e que saiu no efluente. No entanto, na fase
2 de 12 h, maior quantidade de sulfato (2 g) foi formada em relacdo a quantidade de enxofre
elementar (cerca de 0,17 g), mas na fase 3 de 6 h, uma quantidade maior de enxofre elementar
foi formada (11,5 g) em relagdo a quantidade de sulfato (2,0 g) ( Tabela 5.1). No que diz
respeito ao reator R2, embora o balanco de massa ndo tenha fechado, os resultados
apresentados na Tabela 5.1 indicam que a formacéo de enxofre elementar foi mais elevada em
comparacdo com a formacdo de sulfato, em todas as trés fases (ver também Tabela 5.2),

indicando que a oxidacéo bioldgica de sulfeto a enxofre elementar ocorreu e prevaleceu.

Os resultados do balango de massa de enxofre (Tabelas 5.1 e 5.2) também mostram que uma
quantidade maior de enxofre elementar foi formada (e saiu no efluente) em ambos os reatores
quando operado com TDH de 6 horas (11,5 g e 7,7 g no reator 1 e 2, respectivamente) do que
com TDH de 12 e 24 horas (0,5 g e 4,5 g no reator 1 e 2, respectivamente). No entanto, uma
quantidade maior de enxofre elementar ficou retida na biomassa do reator 1 com TDH de 24h
e 12 h (74% e 88%) do que no TDH de 6 horas (9% e 4%, em reator 1 e 2, respectivamente).
Em conjunto, estes resultados indicam que, entre as condicOes testadas, o melhor para a
recuperacdo de enxofre a partir da biomassa foi reator 1 (com anéis de plasticos como
material suporte) a TDH de 12 ou 24 horas. No entanto, a recuperacdo de enxofre a partir do
efluente seria mais vidvel no reator operado no TDH de 6 horas, ndo necessitando assim
interromper o funcionamento do reator ou sacrificar a biomassa formada e estabilizada. Esta
formacdo de enxofre se torna ambientalmente favoravel, pois como 0 mesmo € insollvel,
pode ser removido de meios liquidos, contribuindo para a reducdo do contetdo total de

compostos de enxofre das aguas residuarias.
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Portanto, de acordo com os resultados do balanco de massa, no presente estudo o produto

final da oxidacdo de sulfeto nos reatores foi tanto enxofre elementar quanto sulfato.

Resultados similares foram obtidos por Janssen et al. (1995), que operaram reatores em

bateladas contendo biomassa em suspensdo de Thiobacillus sp, sob condi¢des limitantes de

oxigénio dissolvido (0,5-1,0 mg/L). Os autores mostraram que apesar do enxofre elementar e

tiossulfato terem sido produzidos, no decorrer da operacdo, o sulfato foi o principal produto

da oxidacdo do sulfeto.

Tabela 5-1: Resultados do balan¢co de massa de enxofre entre o afluente e efluente dos

reatores 1 e 2 nas trés fases operacionais estudadas.

Fase1- TDH 24 h

Espécies de Enxofre () Efluente Biomassa Efluente Biomassa?
Afluente R1 R1 R2 R2
S-Sulfeto 3.0 1.9 nd 11 nd
S-Sulfato 47 5.3 nd 5.6 nd
S-Tiosulfato 6.1 5.1 nd 5.4 nd
SO 0 0.06 0.5 45 0.005
Total S 13.8 12.4 0.5 16.7 0.005
Fase2-TDH 12 h
Espécies de Enxofre () Afluent Efluente Biomassa Efluente Biomassa?
uente R1 R1 R2 R2
S-Sulfeto 5.1 1.3 nd 0.9 nd
S-Sulfato 6.3 8.3 nd 74 nd
S-Tiosulfato 3.1 2.7 nd 55 nd
SO 0 0.04 0.12 4.0 0.05
Total S 145 12.3 0.12 17.8 0.05
Fase3-TDH6h
Espécies de Enxofre (g) Afluent Efluente Biomassa Efluente Biomassa®
uente R1 R1 R2 R2
S-Sulfeto 10.6 5.4 nd 4.0 nd
S-Sulfato 115 134 nd 16.5 nd
S-Tiosulfato 56.7 56.8 nd 52.6 nd
SO 0 105 1.0 7.4 0.3
Total S 78.8 86.1 1.0 80.5 0.3

nd: N&o determinado
3 os valores de S° determinados na biomassa representam a soma de enxofre elementar determinada nas amostras de lodo e biofilme.
Os valores mais elevados de enxofre elementar determinados para cada fase, na biomassa ou no efluente de cada reator, sdo apresentados em

negrito.

Tabela 5-2: Quantidade de enxofre elementar e sulfato formados em um més de operagéo
dos reatores em cada tempo de detencao hidraulica (24, 12 e 6 horas).

Os valores em negrito sdo do total de S° determinado (na biomassa e no efluente).

Reator 1 Reator 2
Parametro/fase
TDH 24 TDH 12 TDH 6 TDH 24 TDH 12 TDH 6
S-sulfato formado (g) 0.6 19 2.0 0.9 11 5.0
S°formado (g) 0.6 0.2 11.5*% 45 4.1 7.7
S® biomassa (%) 88 74 9 0 1 4
S efluente (%) 12 26 91 100 99 96

* Esta quantidade de enxofre elementar formado representa 3,2 g de S/ m® de efluente anaerdbio tratado .
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5.1.2 Relacéo entre pH e potencial redox do afluente e efluente dos reatores

Buisman et al. (1991) demonstraram que a conversao de sulfeto para enxofre elementar é
responsavel por 70% da perda de sulfeto em reatores com condigdes andxicas/anaerobias,

com o pH variando de neutro a alcalino.

Uma vez que o pH e o potencial redox tem grande influéncia nas formas de sulfeto que podem
estar presentes no sistema, esses parametros foram monitorados ao longo da operacdo dos
reatores conforme mostra a tabela 5.2.

Tabela 5-3: Valores médios de pH e potencial redox do afluente e efluente dos reatores R1
e R2, nas trés fases operacionais.

Fase Ponto o Média Potencial
operacional PR de amostragem Media pH redox (\Volts)

Afluente 7,0 -0,3

! 24h Efluente do R1 7,6 -0,1
Efluente do R2 7,6 -0,1

Afluente 7,0 -0,4

° 12h Efluente do R1 7,0 -0,3
Efluente do R2 7,0 -0,4

Afluente 7,2 -0,3

3 6h Efluente do R1 7,2 -0,3
Efluente do R2 7,2 -0,3

Como pode ser observado na tabela 5.2, os valores médios de pH do afluente e efluente dos
reatores nas trés fases operacionais permaneceram proximo do neutro, o potencial redox tanto
no afluente quanto no efluente dos reatores apresentaram valores negativos que sdo favoraveis
ao crescimento de micro-organismos anaerobios. Segundo Amim (2008), ambientes com
potencial redox elevado (+) séo favoraveis a manutencdo de micro-organismos estritamente
aerobios, enguanto valores negativos do potencial favorecem o crescimento de micro-

organismos estritamente anaerobios.

Os resultados da Tabela 5.2 indicam que condi¢BGes anaerobias prevaleceram em ambos 0s
reatores e que nas condicbes de pH encontradas, a forma de sulfeto dissolvido mais

encontrada € HS e ndo H».S, como apresentado na figura 5.3. Além disso, quando esses
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valores de potencial redox e pH foram inseridos no diagrama de Pourbaix (Figura 5.3), que €
uma representacdo grafica das possiveis fases deequilibrio estaveis de um
sistema eletroquimico (GENTIL, 1996), é possivel verificar que a formagéo de S° por reacéo
quimica néo foi favorecida nos reatores, mas a formacao de sulfato (por oxidacéo quimica) foi

favorecida nos reatores 1 e 2 na fase operacional 1 (TDH de 24 horas).

Portanto, esses resultados indicam que a quantidade de sulfato formada nos reatores e
detectada no efluente na fase 1, provavelmente foi derivada da oxidacdo quimica e ndo da
oxidagdo biologica. Entretanto, o sulfato verificado no efluente de ambos os reatores nas fases
operacionais 2 e 3 (tabela 5.2), provavelmente deve ter sido oriundo da oxidacdo bioldgica
uma vez que as condicdes ambientais que prevaleceram nos reatores (presenca de luz,
auséncia de oxigénio e pH neutro) sdo favoraveis ao desenvolvimento de micro-organismos
fototroficos, tais como as familias Chromaticeae e Chlorobiaceae, que foram detectadas e
identificadas nas amostras de biofilmes formadas nos reatores (conforme sera apresentado a
seguir). Na fotossintese anoxigénica realizada por essas bactérias, sulfeto ou outros compostos
reduzidos de enxofre atuam como doadores de elétrons para a fixacdo de carbono
fotossintética, e, compostos de enxofre oxidados tais como enxofre elementar ou sulfato séo

produzidos, conforme as equacgdes 5.1 e 5.2 a seguir:

2H,S + CO2 + H2S — CH20 + H20 + 28° (5.1)

H2S + 2C0z + 2H,0 — 2CH20 + H2S0, (5.2)
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Figura 5-3: Diagrama de Pourbaix S/H,O, considerando algumas espécies de enxofre em
relacéo a faixa de pH e potencial redox do afluente e dos reatores R1 e R2, nas trés fases
operacionais.

No estudo realizado por Krishnakumar et al. (2005), os autores verificaram que houve maior
producdo de enxofre elementar quando o potencial redox estava entre -0,4V e -0,3V e Janssen
et al. (1998) obtiveram maxima recuperacdo de enxofre com potencial redox entre -0,1V.
Portanto, como no presente estudo os valores de potencial redox encontrados foram de - 0,3V
e -0,4 V pode-se concluir que estes valores favoreceram o crescimento de micro-organismos
anaerobios nos reatores e que a formagcéo de S° foi provavelmente proveniente da oxidacéo

bioldgica de sulfeto a enxofre elementar.

5.2 Analises microbiologicas das amostras dos reatores nas diferentes
fases operacionais

5.2.1 Analise por microscépica optica dos micro-organismos presentes nos reatores
As observagdes microscopicas foram feitas com as amostras do biofilme dos reatores R1 e

R2, em todas as fases operacionais, sendo que a figura 5.4 mostra como a biomassa (dispersa

ou aderida) ficou retida em ambos os reatores.
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Figura 5-4:(a-d) Imagens da biomassa microbiana que se desenvolveu durante a oxidacao
biolégica de sulfeto nos reatores R1 e R2. Legenda: (a) escuma formada no R2-24h (sem
meio suporte); (b) biofilme formado no reator R1-24h; (c) biofilme formado no reator R2-12h;
(d) aparéncia da superficie do reator R1-24h, com detalhe do material suporte com pontos
brancos correspondentes ao enxofre elementar.

Apdbs 147 dias de operacdo foi possivel visualizar globulos brancos na superficie do R1-24h
indicando a presenca de enxofre elementar (figura 5.4 d), sendo mais um indicativo de
oxidagdo bioldgica de sulfeto a enxofre elementar que corrobora com os resultados fisico-
quimicos apresentados anteriormente. Segundo Buisman et al. (1989) e Janssen et al.(1995),
a presenca de globulos de coloracdo verde amarelada esta relacionada com a formacédo de

polissulfetos e a presenca de globulos esbranquicados com a formacao de enxofre elementar.

Uma vez que a presenca de enxofre elementar foi detectada, as observacGes microscépicas
foram realizadas a fim de verificar a presenca de bactérias oxidadoras de sulfeto. Os
resultados mostraram, em ambos 0s reatores e em todas as fases operacionais, a presenca de
bactérias com morfologia de cocos, hastes ou bastonetes, contendo granulos intracelulares,
coloracdo rosa - avermelhada, vermelho-acastanhada, vermelho-plrpura e purpura-violeta,
caracteristicas que sdo similares as bactérias da familia Chromatiaceae. Estas bactérias, na
presenca tanto de sulfeto quanto de luz, formam glébulos de S° no interior das células, que
posteriormente séo oxidados para sulfato (MADIGAN et al., 2010).

Os géneros Chromatium okenii, Allochromatium vinosum, Thiocystis violacea, Thiocystis
gelatinosa sdo exemplos de sulfobactérias purpuras que tem crescimento 6timo com
temperaturas de 20-35°C, pH ligeiramente neutro, sdo fotolitoautotroficas em condicdes
anoxicas e com incidéncia de luz, lembrando que tais condigdes foram encontradas em ambos
o0s reatores, além disso acumulam enxofre em granulos intracelulares e contém membranas
fotossintéticas internas em que 0s pigmentos fotossintéticos bacterioclorofila e carotendides
estdo localizados, ademais, 0os géneros Allocromatium e Thiocystis também utilizam o
tiossulfato como doadores de elétrons (BRENNER et al. 2005a).
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Micro-organismos semelhantes as bactérias da familia Chromatiaceae, foram observadas nos
resultados da anélise de microscopia Optica das amostras de biomassa dos reatores R1 e R2,
nas trés fases operacionais, como mostram as figuras 5.5 com amostras do reator R1 e 5.6

com amostras do reator R2.

Figura 5-5: (i-k) Microscopia Optica da biomassa retirada do reator R1 com material suporte
anel plastico. Legenda: (i) R1-24h; (j) R1-12h; (k) R1-6h.

Figura 5-6: (I-n) Microscopia 6ptica da biomassa retirada do reator R2. Legenda: (I) R2-24h
sem meio suporte; (m) R2-12h e (n) R2-6h com material suporte Biobob.

Estas bactérias sdo gram-negativas e podem apresentar morfologia de cocos, hastes ou
bastonete e ja foram encontradas em sistemas de tratamento de aguas residuarias (SIEFERT et
al., 1978). Portanto, as observagGes microscopicas de bactérias com potencial de oxidacao de
sulfeto, juntamente com os resultados mencionados anteriormente quanto ao consumo de
sulfeto nos reatores indicam que o sulfeto dissolvido presente no efluente anaerdbio foi

biologicamente oxidado e convertido a enxofre elementar e/ou a sulfato.

Com relacdo a presenca de outros micro-organismos nos reatores, juntamente com micro-
organismos similares aos da familia de sulfobactéria Chromatiaceae, cianobactérias e algas
foram observadas por microscopia em todas as amostras dos reatores, 0 que pode ser um
aspecto positivo para a operacdo dos mesmos, de modo que certa producdo de oxigénio pode
auxiliar na oxidacdo dos compostos reduzidos por outros micro-organismos (SILVA et al.
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2005). Uma vez que os reatores foram construidos com material transparente, provavelmente
a incidéncia de luz favoreceu a presenca de algas e cianobactérias, bem como o
desenvolvimento de sulfobactérias purpuras, que necessitam de luz para realizacdo da

fotossintese anoxigénica.

Segundo Stal (1995), cianobactérias e sulfobactérias fototroficas podem coexistir em
ambientes com gradiente de concentracdo de oxigénio e sulfeto, tais como os biofilmes. Esta
coexisténcia € atribuida ao grau de tolerdncia ao oxigénio. Contudo, diferente das
cianobactérias, as bactérias fototréficas purpuras ocupam as regides mais profundas do
biofilme devido ao efeito inibidor do oxigénio na sintese dos pigmentos.

Comparando as observacdes de Stal (1995) e as realizadas em campo, foi possivel visualizar
uma camada verde formada tanto na biomassa suspensa (figura 5.4a) quanto no reator com
biomassa aderida (figura 5.4d), além disso, quando esta camada era removida era possivel
visualizar uma coloracdo purpura aderida a biomassa em suspensdo (figura 5.4a) e aos

materiais suporte, conforme apresentado na figura 5.4 b e c.

No presente trabalho, ndo foram encontradas morfologias similares a Beggiatoa e Thiotrix que
sdo géneros de sulfobactérias incolores aerdbias. Esses resultados diferem daqueles obtidos
por Garcia et al. (2012), que observaram esses micro-organismos na escuma do reator UASB,
que foi o mesmo reator utilizado neste estudo para alimentar os reatores R1 e R2. A razdo
para a auséncia das sulfobactérias incolores nos reatores do presente estudo deve estar
relacionada a condicdo anaerdbia/andxica verificada nos mesmos (conforme discutido
anteriormente), mas também poderia ser devido a ocorréncia de competi¢do pelo sulfeto, entre
estas sulfobactérias incolores e as parpuras (Chromatiaceae). As sulfobactérias purpuras sdo
capazes de se moverem para camadas mais inferiores (em dire¢do ao sedimento, com baixa
intensidade de luz) e utilizarem o enxofre acumulado no sedimento para a oxidacéo de sulfeto
(JORGENSEN e DES MARAIS, 1986).

5.2.2 Caracterizacao da estrutura da comunidade bacteriana dos reatores R1 e R2.

5.2.2.1 Estrutura da comunidade bacteriana nas fases operacionais 1 e 2.

A fim de verificar a estrutura e a dindmica da comunidade bacteriana desenvolvida nos
reatores R1 e R2, nas diferentes fases operacionais, foi realizada a analise de PCR-DGGE. Na

figura 5.7a é apresentado o perfil de DGGE da comunidade bacteriana para as amostras dos
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reatores nas fases operacionais 1 e 2. A figura 5.7b mostra o perfil de DGGE da comunidade
nas fases operacionais 2 e 3, e ressalta-se que para esta comparacdo foram utilizadas as
mesmas amostras dos reatores da fase 2 (TDH 12 horas) apresentadas no gel da figura 5.7a.

a- | RL(24h) || R1(12h) || R2(24h) || R2(12h) | b- { R1(12h) | | R1(6h) i | R2{12h) | R2(6h)

10/12 02/13 06/13 08/13 10/13 10/12 02/13 06/13 08/13 10/13
08413 1013 03144 05114 0813 1013 03114 05114

18
09

Figura 5-7: Analise da comunidade bacteriana usando eletroforese desnaturante
(DGGE). Perfil do DGGE da comunidade bacteriana amostrados em momentos
diferentes ao longo das trés fases operacionais dos reatores 1 e 2: (a) as fases 1 e
2 (TDH 24 e 12 h); (b) as fases 2 e 3 (TDH de 12 e 6h).

As bandas mais fortes do gel foram numeradas, excisadas e 0 DNA foi sequenciado para
identificacdo dos micro-organismos dominantes em cada amostra dos reatores 1 e 2, nas
condicdes testadas, tais como presenca e auséncia de meio suporte (TDH=24 h) e comparac¢édo
entre o tipo de material suporte, anel plastico e biobob (TDH=12 h e TDH=6 h) (Tabela 5.4).

Tabela 5-4: Posicéo taxondmica das bandas do DGGE obtidas das amostras dos reatores
R1 e R2 (TDH 24 h, 12h e 6 h), de acordo com RDP Classifier em um nivel de confianga de
80% e as sequéncias mais proximas obtidas no GenBank relacionadas ao gene 16S rRNA
das amostras coletadas dos reatores 1 e 2 no TDH de 24 h,12 h e 6 h, através da
ferramenta BLAST, apresentando a porcentagem de similaridade.

N° de acesso Gene RNAr16S i

Bandas Posigdo Taxonomica no Genbank Similaridade*

Filo Firmicutes
Classe Clostridia Uncultured Firmicutes
1,12 Ordem Clostridiales ABB896675 bacterium 99%
Familia Clostridiales incertae sedis**
Género Soehngenia
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Filo Proteobacteria
Classe Betaproteobacteria
2 Ordem Burkholderiales KF206381
Familia Burkholderiales incertae sedis
Género Tepidimonas

Filo Proteobacteria
Classe Gammaproteobacteria

3 Ordem Xanthomonadales Q349048
Familia Xanthomonadaceae
Filo Proteobacteria
4 Classe Gammaproteobacteria KE911330

Ordem Xanthomonadales
Familia Xanthomonadaceae

Filo Proteobacteria
Classe Alphaproteobacteria
5 Ordem Rhodospirillales NR_025830
Familia Rhodospirillales incertae sedis
Género Rhodocista

6 Filo Cyanobacteria EF123634

Filo Proteobacteria
Classe Gammaproteobacteria
7,15 Ordem Xanthomonadales FJ821616
Familia Xanthomonadaceae
Geénero Thermomonas

Filo Proteobacteria
Classe Gammaproteobacteria

8 Ordem Methylococcales KJ081955
Familia Methylococcaceae
Filo Chlorobi
9 Classe Chlorobia DQ383316

Ordem Chlorobiales
Familia Chlorobiaceae

Tepidimonas sp.

Lysobacter sp.

Lysobacter brunescens

Rhodocista pekingensis

Uncultured Cianobacterium

Thermomonas sp

Methylomonas sp

Uncultured Chlorobium sp

100%

97%

97%

98%

92%

100%

98%

90%
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Filo Proteobacteria
Classe Gammaproteo_bacterla HQO03533 Uncultured Chromatiaceae 97%
Ordem Chromatiales

10,22 ]
bacterium
Familia Chromatiaceae

Filo Firmicutes
Classe Clostridia
11 Ordem Clostridiales NR_025761 Soehngenia saccharolytica 97%
Familia Clostridiales incertae sedis
Género Soehngenia

Filo Proteobacteria

1 1 ili 0,
Classe Betaproteobacteria KC492099 Gulbenkiania mobilis 87%

13,33

Filo Proteobacteria
Classe Alphaproteobacteria
Ordem Rhizobiales
Familia Bradyrhizobiaceae

14 FJ210722  Rhodopseudomonas palustris 93%

Filo Bacteroidetes
Classe Bacterc_ndla GU179797 Uncultured Bgcterlmdes
Ordem Bacteroidales bacterium

Familia Porphyromonadaceae

16 93%

Filo Proteobacteria
Classe Alphaproteobacteria
Ordem Rhodospirillales
Familia Rhodospirillaceae

17 NR_025830 Rhodospirillum centenum 99%

18 Filo Cyanobacteria EF123634 Uncultured Cianobacterium 92%

Filo Chloroflexi
Classe Chloroflexia ; o
19 Ordem Chloroflexales JX298781 Chloronema giganteum 91%

Género Chloroflexaceae
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20,25

21,29

23

24

26

27

28

30

Filo Proteobacteria
Classe Alphaproteobacteria
Ordem Rhizobiales
Familia Bradyrhizobiaceae

Filo Proteobacteria
Classe Gammaproteobacteria
Ordem Xanthomonadales
Familia Xanthomonadaceae
Geénero Thermomonas

Filo Proteobacteria
Classe Gammaproteobacteria

Filo Bacteroidetes
Classe Bacteroidia
Ordem Bacteroidales
Familia Porphyromonadaceae

Filo Verrucomicrobia
Classe Opitutae
Ordem Opitutales
Familia Opitutaceae

Filo Bacteroidetes
Classe Sphingobacteriia
Ordem Sphingobacteriales
Familia Chitinophagaceae

Filo Bacteroidetes
Classe Sphingobacteriia
Ordem Sphingobacteriales
Familia Chitinophagaceae

Filo Chlorobi
Classe Chlorobia
Ordem Chlorobiales
Familia Chlorobiaceae

FJ210722

KF7170461

HM984596.1

JQ346770.1

CU925220.1

HM124372.1

KF206394.1

AY394785.1

Rhodopseudomonas palustris

Thermomonas sp

Pseudomonas sp.

Uncultured Bacteroidetes
bacterium

Uncultured Verrucomicrobium
bacterium

Terrimonas sp.

Hydrotalea sp.

Chlorobaculum sp.

99%

99%

83%

84%

97%

99%

99%

94%
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Filo Proteobacteria
Classe Betaproteobacteria

31 Ordem Burkholderiales KJ127965.1 Uncultured Acidovorax sp. 99%
Familia Comamonadaceae
Filo Firmicutes
Classe Clostridia . .
32 AB702885.1 Clostridiales bacterium 90%

Ordem Clostridiales
Familia Clostridiales incertae sedis**

*A porcentagem indica a similaridade entre a sequéncia da banda com a sequéncia disponivel no GenBank que mostrou maior correspondéncia.

** Com posi¢ao incerta dentro da familia.

As bandas destacadas em negrito se referem aguelas com sequencias relacionadas a bactérias fototréficas pUrpuras e verdes.

A seqguir a tabela 5.5. mostra a diversidade de micro-organismos que foram encontrados

em

ambos os reatores e fases operacionais distintas, podemos ver que em todas as fases

operacionais e em ambos os reatores foram encontrados micro-organismos relacionados com

as sulfobactérias purpuras e que somente no R1-24h e R2-6h ndo foram encontrados micro-

organismos relacionados com sulfobactérias verdes.

Tabela 5-5: Diversidade de micro-organismos encontrados nos reatores 1 e 2 em cada fase
operacional (24 h, 12 h e 6 h).

R1

R2

Rhodocista pekingensis
Gulbenkiania mobilis
Tepidimonas sp.

Uncultured Chromatiaceae bacterium
Rhodospirillum centenum
Chloronema giganteum

24h Thermomonas sp. Gulber_wk_iania mobilis
Methylomonas sp. Tepidimonassp.
Uncultured Firmicutes bacterium Uncultured Firmicutes bacterium
Lysobacter sp. Uncultured Cianobacterium
Uncultured Cianobacterium
Uncultured Chromatiaceae bacterium
Ung&:g;ﬁig&gg&?& SP- Uncultured Chromatiaceae bacterium
Thermomonas sp Rhodopseudomonas palustris
Uncultured Firmicutes bacterium Gulbenkiania mobilis
12h . - Thermomonas sp.
Soehngenia saccharolytica Uncultured Verrucomicrobium
Uncultured Bacterioides bacterium bacterium
Pseudomonas sp. Chlorobaculum s
Uncultured Verrucomicrobium P
bacterium
Uncultured Chromatiaceae bacterium . .
Rhodopseudomonas palustris Uncultured Chromatiaceae bactt_arlum
Uncultured Bacteroidetes bacterium Rhodopseudomonas palustris
6h Uncultured Verrucomicrobium Thermomonas sp.
bacterium Uncultured Acidovorax sp.
Terrimonas sp. Clostridiales bacterium
Hydrotalea sp.

Chlorobaculum sp.

As bandas destacadas em negrito se referem aquelas com sequencias relacionadas a bactérias fototréficas parpuras e verdes.
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A banda 5, presente no R1-24h, a banda 17 presente no R2-24h, e as bandas 14, 20 e 25
presentes no R1-12h, R2-12h, R1-6h e R2-6h apresentaram sequéncias préximas,
respectivamente, as sequencias de bactérias purpuras ndo sulforosas como Rhodocista
pekingensis, Rhodospirillum centenum, e Rhodopseudomonas palustris. Essas bactérias
podem estar envolvidas na degradacdo de acidos graxos volateis de cadeia curta presentes em
aguas residuarias (OKUBO et al., 2006). Rhodocista pekingensis foi isolada do tratamento de
aguas residuérias, € bactéria gram-negativa, que pode apresentar crescimento fototrofico
anaerdbio ou quimioheterotréfico aerobio e € capaz de utilizar H, como doador de elétrons
(ZHANG et al., 2003).

Rhodopseudomonas palustris, esta amplamente distribuida na natureza e tem grande
versatilidade  metabdlica, crescendo por via fotoautotrofica, fotoheterotrofica,
quimioheterotréfica e quimioautotréfica, pode oxidar compostos inorganicos tais como o gas
hidrogénio, tiossulfato e alguns estudos mencionam também a utilizacéo de sulfeto em baixas
concentragbes (NEUTZLING, PFLEIDERER e TRUPER, 1985; LARIMER et al, 2004).
Este género teve seu genoma sequenciado por LARIMER et al (2004), no qual foram
encontrados muitos genes associados ao metabolismo energético e genes semelhantes aos
codificados por micro-organismos redutores de compostos de enxofre, refletindo a sua

versatilidade metabdlica.

Isso demonstra que aléem de ocorrerem em sistemas de tratamento de aguas residuarias e
estarem envolvidas na degradacao de &cidos organicos de cadeia curta (OKUBO et al., 2006),
mesmo classificadas como ndo-sulfurosas, poderiam estar associadas a oxidacdo de tiossulfato
e sulfeto como mencionado também por HANSEN e VAN GEMERDEN (1972),
contribuindo para eficiéncia observada nos TDHs de 12h e 6h em ambos os reatores.

As bandas 10 e 22, que s6é ndo foram encontradas no R1-24h, apresentaram sequéncia
relacionada a bactéria ndo cultivada de Chromatiaceae, que constitui uma das principais
familias de sulfobactérias purpuras (MADIGAN et al., 2010). Enquanto que a banda 9
(presente somente no R1-12h) apresentou 90% de similaridade com a bactéria ndo cultivada
Chlorobium sp., essa similaridade baixa indica que o micro-organismo pertence a familia
Chlorobiaceae. Em relagdo ao micro-organismo relacionado a banda 19 (presente somente no
R2-24h), a posicdo taxondmica mostra que pertence a ordem Chloroflexales e teve apenas

91% de similaridade com Chloronema giganteum que é uma espécie de sulfobactéria
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fototréfica verde filamentosa, comumente encontrada em lagos, tapetes microbianos e em
fontes geotérmicas, contendo baixas concentracdes de sulfeto (ABELLA et al., 1992). Esses
resultados demonstram que bactérias fototroficas pdrpuras e verdes, estavam presente nos
reatores e provavelmente estavam envolvidas na oxidacdo de sulfeto a enxofre elementar ou a
sulfato.

As bandas 13 e 33 estdo relacionadas com a classe Betaproteobactéria. Essas bactérias séo
gram-negativas, aerobias, quimioheterotréficas e j& foram isoladas do tratamento de aguas
residudrias. O crescimento desse micro-organismo ocorre na presenca de nitrato (MOREIRA
etal., 1997).

A banda 2, presente no R1-24h e R2-24h, apresentou sequencia relacionada com o género
Tepidimonas, que sdo bactérias quimilitoheterotroficas, ligeiramente termofilicas e aerdbias,
capazes de oxidar tiossulfato e tetrationato a sulfato (MOREIRA, 1997). Assim, estes
resultados indicam que essas bactérias podem estar envolvidas na oxidacdo de compostos
reduzidos de enxofre do efluente do reator UASB, uma vez que enxofre elementar e sulfato

foram formados e detectados nos reatores 1 e 2.

As bandas 7, 15, 21 e 29 foram encontradas em todos os reatores, com excecdo do R2-24h e
R1-6h, apresentaram sequéncias proximamente relacionadas a sequéncia de Thermomonas sp.
As bactérias desse género sdo gram-negativas e algumas espécies foram isoladas de reatores
desnitrificantes (MEGAERT et al., 2003).

A banda 8 foi encontrada somente no R1-24h e apresentou sequéncia préxima a
Methylomonas sp. As bactérias desse género sdo metanotroficas obrigatorias que usam
metano ou metanol como fonte de carbono, e foram isoladas de sedimentos de lagos de dgua

doce e rios, lodos ativados e de aguas residuarias (BRENNER et al., 2005a e b).

A banda 1, presente somente no R1-24h e a banda 12, presente no R1-12h e R2-24h,
apresentaram sequéncia com 99% de similaridade a sequéncia de representante ndo cultivado
do filo Firmicutes. Os membros desse filo podem ser aerobios, aerobios facultativos ou
anaerobios estritos e alguns membros séo termdfilos e/ou halofilos. Dentre os representantes
mais comuns encontram-se as bactérias dos géneros Bacillus e Clostridium (ATLAS &
BARTHA, 1997). A banda 11, presente somente no R1-12h, apresentou sequéncia proxima a
Soehngenia saccharolytica, essa bacteria € mesofilica, anaerobia, mas aerotolerante e fixadora

de nitrogénio molecular, observando que a posi¢do taxondmica identificada pelo RDP
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Classifier das bandas 1 e 12 acima descritas, também identificou esse género. Sulfeto e
tiossulfato sdo pouco utilizados por esses micro-organismos como aceptores de elétrons e

geralmente é encontrada em lodo de digestores anaerébios (PARSHINA et al., 2003).

As bandas 3 e 4, presentes somente no R1-24h, apresentaram similaridade com Lysobacter sp
e Lysobacter brunescens, respectivamente, essas bactérias sdo gram-negativas, aerdbias e
quimiorganotroficas e sdo capazes de usar nitrato e amonio como fonte de nitrogénio
(CHRISTENSEN et al., 1978).

A banda 16 foi detectada somente no R1-12h e foi relacionada a familia
Porphyromonadaceae do filo Bacteroidetes, esse filo tem distribuicdo bem ampla no
ambiente, podem realizar fermentacdo e sdo encontrados principalmente no trato
gastrointestinal humano, o que justifica sua procedéncia nas aguas residuarias (KIRCHMAN,
2002). As bandas 6 e 18, presentes no R1-24h e R2-24h, respectivamente, apresentaram baixa
similaridade com sequéncia de cianobactéria ndo cultivada. A presenca de cianobactérias
também foi observada na microscopia Optica nas amostras dos reatores, nos TDH de 24h,12h
e 6h.

A banda 23 presente no R1-12h apresentou sequéncia relacionada com a classe
Gammaproteobactéria. Esses micro-organismos possuem necessidades nutricionais diversas,
sobrevivendo em uma grande variedade de ambientes. Encontram-se amplamente distribuidas
no solo e na agua, e podem também fazer parte da microbiota normal do trato intestinal e pele
de 3 a5 % da populacdo (BRENNER et al., 2005a).

Também apresentando similaridade baixa, a banda 24, encontrada no R1-12h e R1-6h, foi
relacionada ao filo Bacteroidetes, que com grande diversidade colonizam quase todos os tipos
de ambientes, estéo entre os principais membros da microbiota de animais, especialmente no
trato gastrointestinal, podem atuar como patdgenos e sdo frequentemente encontrados em
solos, oceanos e agua doce. Nestes nichos ecoldgicos contrastantes, Bacteroidetes sdo cada
vez mais considerados como especialistas para a degradacdo da matéria organica de alto peso
molecular, ou seja, proteinas e carboidratos (THOMAS et al. 2011).

A banda 26 foi similar a Verrucomicrobium sp. presente nos reatores R1-12h, R2-12h e R1-6,

que sdo micro-organismos heterotroficos aerdbios ou anaerdbios facultativos, capazes de
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fermentar varios acgucares, encontrados na agua doce e marinha, assim como em solos de
florestas e agriculturdveis (MADIGAN et al., 2010).

Micro-organismo similar a Terrimonas sp. identificado pela banda 27 foi encontrado no reator
R1-6h, membros desse género sdo geralmente aerdbios com coloragdo de amarelo a salmao-
avermelhada, gram-negativos, organotroficos e encontrados em solo poluido (ZANG et al.,
2012). A sequéncia da banda 28 foi similar ao género Hydrotalea, constituido por bactérias
levemente termofilicas, aerobias e organotroficas, isoladas de aguas termais
(ALBUQUERQUE et al., 2012), e foi encontrada somente no reator R1-6h.

Ja a banda 30 apresentou sequencia relacionada a familia Chlorobiaceae e foi encontrada nos
reatores R1-6h e R2-12h. Trata-se de um grupo composto por sulfobactérias verdes que
realizam fotossintese anoxigénica e que depositam granulos de enxofre externamente a célula,
podem usar enxofre, sulfeto ou hidrogénio como doador de elétrons (MADIGAN et al.,
2010).

A banda 31 encontrada apenas no reator R2-6h, teve a sequéncia similar a bactéria ndo
cultivada do género Acidovorax, que é gram-negativa, aerdbia, algumas cepas séo capazes de
desnitrificacdo heterotrofica. Sao isoladas a partir do solo, da &gua, amostras clinicas,
sistemas de lodos ativados (BRENNER, et al. 2005b; MAINTINGUER, et al. 2013) e
também reator andxico rico em nitrato (ETCHEBEHERE et al., 2001).

Membros da ordem Clostridiales identificada pela banda 32 sdo anaerébios, fazem parte da
microbiota  intestinal, usualmente  quimiorganotréfica com algumas  espécies
quimiolitotroficas (VOS et al., 2009).

Com relacdo a presenca de sulfobactérias, Chromatiaceae é uma familia de sulfobactérias
pUrpuras gram-negativas, que podem realizar a oxidacdo de sulfeto e acumular granulos de
enxofre intracelular (MADIGAN et al., 2010), esse grupo s6 ndo foi encontrado nas amostras
do reator R1-24h como mostra a tabela 5.5, mas micro-organismos semelhantes foram
encontrados nas amostras dos reatores R1 e R2 em todas as fases operacionais, analisadas por
microscopia éptica. Enquanto que Chloronema giganteum é uma espécie de sulfobactéria
fototréfica verde e filamentosa, que € comumente encontrada em lagos, tapetes microbianos e

em fontes geotérmicas, contendo baixas concentragdes de sulfeto (ABELLA et al., 1992).
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As sequencias relacionadas as sulfobactérias verdes dos géneros Chlorobium e
Chlorobaculum pertencem a familia Chlorobiaceae que sdo fototroficas, anaerdbias e sdo
comumente encontradas em ambientes aquaticos anoxicos, sedimentos e outros ambientes
onde a incidéncia de luz penetra em profundidades em que a agua contém sulfeto de
hidrogénio (VAN DEN ENDE e VAN GEMERDEN, 1993; MADIGAN et al., 2010).

De modo geral as bactérias verdes sulfurosas sdo mais tolerantes ao sulfeto do que as parpuras
sulfurosas, necessitando de menor quantidade de luz para realizacdo das atividades
fotossintéticas, sendo estas geralmente encontradas em maiores profundidades. O enxofre
elementar é depositado em grénulos fora da célula, mas podem ainda ser oxidados
(MADIGAN et al., 2010; BRYANT et al. 2006).

Tanto nas analises de microscopia como da PCR-DGGE, foram encontradas cianobactérias
que, segundo Stal (1995), podem coexistir com bactérias fototréficas sulfurosas em ambientes
com gradiente de concentracdo de oxigénio e sulfeto, tais como os biofilmes. Esta
coexisténcia € atribuida ao grau de tolerancia ao oxigénio. Contudo, diferente das
cianobactérias, as bactérias fototréficas purpuras ocupam as regides mais profundas do

biofilme devido ao efeito inibidor do oxigénio na sintese dos pigmentos.

Em suma, os resultados do PCR-DGGE demonstraram que a comunidade bacteriana presente
nos reatores 1 e 2, nas trés fases operacionais, foi diversificada apresentando bactérias com
diferentes metabolismos: heterotréfico (como Rhodopseudomonas sp.; Pseudomonas sp.),
fermentativo (como Firmicutes), bactérias oxidadoras de metano (Methylomonas sp.),
bactérias fototroficas como as sulfobactérias verdes da familia Chlorobiaceae e as
sulfobactérias parpuras da familia Chromatiaceae. Portanto, além da oxidacdo de sulfeto,
provavelmente outros metabolismos relacionados a oxidacdo de matéria organica, também

estavam ocorrendo nesses reatores.

E importante ressaltar que a anélise do PCR-DGGE ndo recuperou bandas relacionadas a
bactérias nitrificantes, tais como Nitrosomonas, Nitrobacter ou Nitrospira, ou bandas
relacionadas as oxidadoras de sulfeto dos géneros Beggiatoa, Thioploca, Thiobacillus ou
Thiobacillus denitrificans. Além disso, as concentragdes de nitrito e nitrato determinadas no
afluente e efluente dos reatores foram muito baixas (0,3 mg/L de nitrito e 0,6 mg/L de nitrato,
GARCIA, 2014) e similares entre o afluente e efluente. Portanto, indicando que embora o
efluente do reator UASB tivesse nitrogénio amoniacal (concentracdo em torno de 29 a 47
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mg/L), este nitrogénio ndo estava sendo transformado dentro dos reatores, e
consequentemente a nitrificacdo ndo estava ocorrendo. Provavelmente, a oxidagéo de sulfeto
acoplada a desnitrificacdo autotréfica também ndo deve ter ocorrido nos reatores, ou,

aconteceu em téo baixa proporcao que nao foi detectada.

5.2.3 Comparacéo do perfil de bandas da comunidade bacteriana de cada reator

Os perfis populacionais obtidos no DGGE com as amostras dos reatores R1 e R2 de cada fase
operacional foram comparados utilizando o programa BioNumerics. Para avaliar a dindmica
da comunidade bacteriana, durante as fases operacionais dos reatores, foi calculada a
similaridade entre cada amostra e a partir dessa andlise foi gerado um dendrograma indicando
os coeficientes de similaridade entre os perfis resultantes. A anélise de agrupamento separou
as amostras em grupos que compartilharam caracteristicas semelhantes (perfis de conjuntos de
bandas) a partir de uma matriz de similaridade que foi gerada da matriz de presenca e
auséncia de bandas obtidas dos géis de DGGE. A figura 5.8 mostra a analise das fases
operacionais 1 e 2.
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Figura 5-8: Dendograma do perfil da comunidade bacteriana do DGGE dos reatores 1 e 2,
nas duas diferentes fases operacionais (TDH de 24h e 12h). A direita contém os dados
guanto a especificacdo do reator, TDH e amostra; a esquerda indica a porcentagem de

similaridade e identificacdo dos grupos.

Com base na analise de agrupamento do perfil de bandas do DGGE da Figura 5.8 foram
identificados quatro grupos distintos com 19,5% a 27,1% de similaridade. O grupo A
corresponde ao agrupamento do R1-12h (08/13) e R2-24h (06/13), o grupo B é referente ao
agrupamento das amostras 10/12 e 02/13 e 06/13 do R1-24h, enquanto que o grupo C
corresponde ao R1-12h (10/13) e R2-24h (02/13 e 10/12) e o grupo D indica o agrupamento
das amostras 08/13 e 10/13 do R2-12h.
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Como ¢ possivel observar na figura 5.8, o grupo D apresentou maior porcentagem de
similaridade (60%) entre as amostras 08/13 e 10/13 do R2, ou seja, o curto intervalo de dois
meses entre as coletas, no TDH de 12h, foi a condi¢do que apresentou menor influéncia na
mudanca do perfil da comunidade bacteriana. Considerando o TDH de 24h, no R1
(preenchido por anel plastico), essa condi¢cdo também pode ser observada no agrupamento das
amostras 10/12 e 02/13 que, apesar do intervalo entre a coleta das amostras ter sido maior, de
cinco meses, as amostras apresentaram 58,8% de similaridade e 42,9% de similaridade dessas

amostras com a amostra referente ao dia 06/13.

Por outro lado, ao analisar o grupo C, referente ao R2 (sem meio suporte) no TDH de 24h, a
amostra 10/12 apresentou apenas 29,8% de similaridade com a amostra 02/13, indicando que
houve uma mudanca consideravel no perfil da comunidade bacteriana entre esses periodos.
Portanto, a presenga do meio suporte no R1 favoreceu maior estabilidade da comunidade
bacteriana, quando comparado com 0 R2 ao longo do tempo e na mesma fase operacional, no

qual ndo havia meio suporte.

Na figura 5.8 € possivel observar diferenca na estrutura da comunidade bacteriana da amostra
do R1-24h (grupo B) quando comparada com a amostra do R2-24h (grupo C), isso sugere que
a auséncia do meio suporte ocasionou uma selecdo e adaptacdo das bactérias. Além disso, 0
perfil de DGGE do grupo C referente a amostra do R1-12h (suporte: anéis plasticos) nao foi
similar ao perfil obtido no grupo D, correspondente a amostra do R2-12h (suporte: biobob),

indicando que diferentes meios suportes selecionaram comunidades bacterianas distintas.

A seguir sdo comparadas as fases operacionais 2 e 3 onde o intuito foi avaliar a influéncia do

tipo de material suporte na retencdo e diversidade de micro-organismos (figura 5.9).
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Figura 5-9: Dendograma do perfil da comunidade bacteriana do DGGE dos reatores
1(suporte: anel plastico) e 2 (suporte: Biobob), nas duas diferentes fases operacionais (TDH
de 12h e 6h). A direita contém os dados quanto a especificacdo do reator, TDH e amostra; &

esquerda indica a porcentagem de similaridade e identificacdo dos grupos.

Conforme a anélise do perfil de bandas do agrupamento do DGGE das amostras das fases
operacionais 2 e 3 da figura 5.9, foram formados trés grandes grupos (A, B e C). As amostras
do reator R1 (suporte: anel plastico) em ambas as fases operacionais, se dividiram em 2
grupos distintos (A e B), com baixa similaridade entre si (48.0%). N&o obstante, as amostras
da fase operacional 2 (TDH 12h) apresentaram similaridade maior entre si (57%), quando

comparada com aquelas da fase operacional 3 (TDH 6h).

Assim, esses perfis indicam que a estrutura da comunidade variou ao longo do tempo dentro
do mesmo reator, e na mesma fase operacional, e que a reducdo do TDH de 12 para 6 horas,
alterou a estrutura da comunidade bacteriana. Ja as amostras do reator R2, se dividiram em 2
grupamentos distintos (B e C) com baixa similaridade entre si, indicando que dentro do
mesmo reator e na mesma fase operacional as amostras variaram bastante ao longo do tempo,
e da mesma forma que no reator 1, a redu¢do do TDH de 12 para 6 horas alterou a estrutura da
comunidade microbiana. Especificamente no caso do reator 2 (suporte: Biobob), a reducéo do
TDH reduziu o nimero de bandas no perfil de DGGE, sugerindo uma reducéo da diversidade
da comunidade. A coexisténcia de grupos de micro-organismos metabolicamente
diversificados no biofilme de ambos os reatores e a riqueza de especies encontradas dentro
destes grupos metabdlicos, pode ser muito importante para estabilidade e funcionamento a
longo prazo de cada reator.
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Biofilmes heterogéneos compostos por diferentes membros fisioldgicos e ecoldgicos podem
ser mais adaptados e resistentes do que culturas puras para suportar grandes perturbagdes nas
condigdes ambientais, tais como a redugdo do TDH que aconteceu da fase 2 de 12h para a
fase 3 de 6h. A presenca de mais de um grupo com o mesmo perfil metabolico (por exemplo,
Chromatiaceae e Chlorobiaceae) poderia assegurar a continuidade do funcionamento caso

alguma mudanca (de TDH, pH ou temperatura) afetasse uma das populagdes.

5.2.3.1 Biodiversidade

A fim de avaliar a riqueza das espeécies (diversidade) nos reatores, o indice de Shannon (H’)
foi calculado a partir dos géis de DGGE, nas diferentes fases operacionais (figura 5.7a e 5.7b).
A maioria das amostras dos reatores 1 e 2 (nas fases operacionais 24h e 12h) apresentou
moderada diversidade bacteriana, com o H variando de 2,0 a 2,5 (Figura 5.10 abaixo). As
excecdes foram as amostras do reator 2 na fase operacional 2 com TDH de 12h (H em torno
de 1,5) e também na fase 1 (H=1,2).
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R1.24h ! R2.24h R2.12h

Figura 5-10: indice de Shannon das amostras dos reatores 1 e 2 nas duas diferentes
fases operacionais ( TDH de 24h e 12h).
Legenda: R1-24: amostras do reator 1 preenchido por anéis plasticos, no TDH de
24h. R1-12: amostras do reator 1, preenchido por anéis plasticos, no TDH de 12h.
R2-24: amostras do reator 2, sem meio suporte, no TDH de 24h.
R2-12: amostras do reator 2, preenchido por biobob, no TDH de 12h.

Conforme figura 5.10 pode-se observar que as trés amostras do reator 1(R1), no TDH de 24h
apresentaram os maiores indices de diversidade, quando comparado com as amostras do R1,
no periodo de 12h e do reator 2 em ambos os periodos. Considerando que o reator 1, em
ambas as fases, foi preenchido com o mesmo material suporte (anel plastico) é possivel
verificar um decaimento do indice de diversidade, com a reducdo do TDH de 24 para 12
Portanto, a diminuicdo do TDH no reator influenciou a diversidade de bactérias no biofilme,
uma vez que o maior tempo de residéncia hidraulica (TDH de 24h) pode ter favorecido maior

retencdo de micro-organismos no anel plastico, quando comparado com o TDH de 12h.

Por outro lado, quando se estabelece uma comparacédo entre os reatores (R1 e R2), na mesma
fase operacional (TDH de 24h), pode-se observar a influéncia do meio suporte na diversidade
bacteriana, uma vez que nesse periodo, a média do indice de Shannon nas amostras do R1,
preenchido por anel plastico, foi de 2,47+0,23, maior do que a média do R2 (1,62+0,42), no
mesmo TDH de 24h, porém, sem meio suporte. Portanto, a diversidade bacteriana foi maior
no R1, no qual a biomassa cresceu aderida, quando comparado com o R2, no qual a biomassa
cresceu de forma dispersa, pois como descrito por Ferrera et al. (2004), o biofilme pode

permitir maior diversidade metabdlica e taxonémica quando comparado com sistemas que
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operam com biomassa dispersa, pois tais sistemas podem ficar sujeitos a lavagem da biomassa

e provocar a selecdo de um nimero reduzido de micro-organismos.

No que se refere a influéncia do tipo de material suporte na diversidade bacteriana, foi
possivel analisar que, ao comparar os reatores (R1 e R2) na mesma fase operacional (TDH de
12h), o reator 1 contendo anel pléstico apresentou valores médios de H maiores do que 0 R2 (
R1: 2,16+0,08 e R2: 1,40+0,09) e, portanto, pode-se inferir que o anel plastico permitiu o
estabelecimento de um biofilme contendo maior diversidade bacteriana do que o biobob
(espuma de poliuretano), o que pode contribuir para estabilidade e funcionamento do reator a

longo prazo.

A figura 5.11 mostra o indice de Shannon para as amostras dos reatores 1 (TDH 12h e 6h) e 2

(TDH 12h e 6h), para as fases experimentais 2 e 3.
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Figura 5-11: indice de Shannon das amostras dos reatores 1 e 2 nas duas diferentes fases
operacionais ( TDH de 12h e 6h). Legenda: R1-12: amostras do reator 1, preenchido por
anéis plasticos, no TDH de 12h. R1 - 6: amostras do reator 1 , preenchido por anéis
plasticos, no TDH de 6h. R2-12: amostras do reator 2, preenchido por biobob, no TDH de
12h. R2-6: amostras do reator 2, preenchido por biobob, no TDH de 6h.

Com relacéo ao indice de Shannon da figura 5.11 referente ao TDH de 12h e 6h, foi possivel
observar que as duas amostras do reator R1, no TDH de 12h e 6h apresentaram os maiores
indices de diversidade, 2,25 e 2,20 respectivamente, quando comparado com as amostras do
R2. Considerando que o reator 1, em ambas fases aqui analisadas, foi preenchido com o

mesmo material suporte (anel plastico), é possivel verificar que mesmo com a reducdo do
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TDH de 12h para 6h o indice de diversidade ndo diminuiu, assim podemos inferir que o
material suporte possibilitou uma melhor retencdo da biomassa . O que ndo foi observado com
as amostras do reator R2, onde ocorreu um ligeiro decaimento do indice de diversidade com a
diminuicdo do TDH de 12h para 6h. Diante disso, possivelmente 0 meio suporte anel plastico
apresentou maior aptiddo a retencdo dos micro-organismos no R1, quando comparado com o
biobob no R2.
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6 CONCLUSOES

A investigacdo da estrutura e dindmica da comunidade bacteriana nos reatores de oxidacéo
bioldgica de sulfeto, através do PCR-DGGE, revelou que a comunidade foi extremamente
diversificada e muito dinédmica, variando ao longo do tempo dentro de um mesmo reator e na
mesma fase operacional, bem como entre os reatores. Bactérias fototroficas purpuras e verdes
envolvidas na oxidacdo de sulfeto de hidrogénio foram detectadas tanto através dos perfis de
DGGE, quanto através da microscopia oOptica, indicando que houve razoavel concordancia
qualitativa entre os micro-organismos observados microscopicamente e aqueles identificados

através do método molecular.

Os resultados do DGGE em conjunto com os resultados do balango de massa do enxofre
elementar, indicaram que o sulfeto presente no efluente anaerébio foi oxidado biologicamente
e convertido em enxofre elementar e /ou a sulfato pela biomassa fototrofica que se

desenvolveu nos reatores, mostrando sua capacidade de realizar fotossintese anoxigénica.

A composicdo da comunidade microbiana desenvolvida em cada reator foi diferente, nos
tempos de detencédo hidraulica de 24h, 12h e 6h, com indices de similaridade abaixo de 60%,
indicando que materiais suportes diferentes favoreceram a formacdo de comunidades
microbianas distintas. Uma vez que a biomassa do reator R1 na condicdo operacional TDH =
6h produziu maior quantidade de enxofre elementar (que saiu no efluente) com base no
balango de massa e manteve a diversidade de acordo com o indice de Shannon, pode-se
concluir que o reator R1 no TDH=6h, contendo meio suporte anel plastico, foi mais
apropriado para o estabelecimento de uma comunidade bacteriana envolvida na remocao
biolégica de sulfeto. Além disso, o potencial para formagdo e recuperacdo de enxofre
elementar (3,2 g de S / m® de efluente tratado) de efluente anaerébio com baixa concentragéo

de sulfeto foi demonstrada.
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