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“Quando as crengas espiritas forem vulgarizadas, guando forem aceitas
pelas massas, e, a, julgar pela rapidez com que elas se propagam, esse tempo
ndo estaria longe, ocorrerd com ela o que acorre com todas as ideias novas
que encontraram oposigao: os sabios se renderdo a evidencia.

Eles a atingirdo individualmente pela forca das coisas. Até la, é
intempestivo desvid-los dos seus trabalbos especiais, para os constranger a se
ocuparem de uma coisa estranha, que ndo esta nem nas suas atribuigoes,
neni en Seu prograrnia. A espera disso, aqueles que, sem um estudo prévio e
aprofundado da matéria, se pronunciam pela negativa e Jombam de quem
nao lhes colhe a opinido, esquecen: que 0 mesmo ocorren na maioria das
grandes descobertas que honram a Humanidade. Eles se expoenm a ver seus
nomes aumentarem a lista dos ilustres proscriadores das ideias novas, e
inscrito as lado dos membros da douta assembleia que, em 1752, acolheram
com uma imensa explosao de riso o relatorio de Franklin sobre para-raios,
Julgando-o indigno de fissurar ao lado das comunicacoes que lhe eram
enderecadas; e desse outro que ocasionon perder a Franca o beneficio da
iniciativa da marinha a vapor, declarando o sistema de Fulton um sonho
impraticavel; e essas eram questoes de sua algada. Se, pois, essas assembleias
que contavam em seu seio a elite dos sabios do mundo, nao tieram sendo o
escarnio e o sarcasmo por ideias que ndo compreendianm, e que alguns anos
mais tarde deveriam revolucionar a Ciéncia, os costumes e a indistria, cono
esperar que nma questdao estranha a seus trabalhos obtenha mais favor?

Esses erros de alguns, lamentdiveis por sua memoria, nao poderiam tirar-lhe
os titulos que, por outras coisas, adquiriram a nossa estima, Mas é
necessario um diploma oficial para ter bom senso e ndo se contam fora das
poltronas académicas sendo tolos e imbecis?

Que se analisem os adeptos da Doutrina Espirita e se verd se nela ndo se
encontram sendo ignorantes, e se o nsinero imenso de homens de mérito que a
abragaram permite se a relegue ao nivel das crengas populares. O cardter e o

vii



saber desses homens valem bem o que se disse: uma veg que eles afirman, é
preciso ao menos que haja alguma coisa.

Repetimos ainda que se os fatos que nos ocupam se encerrassem no
movimento mecanico dos corpos, a procura da causa fisica desse fenomeno
estaria no dominio da Ciéncia. Mas, desde que se trata de uma manifestacio
fora das leis da Humanidade, ela escapa da competéncia da ciéncia material,
porgue ela ndo pode excprimir nem por algarismos nem pela forca mecanica.
Qunando surge um fato novo, que ndo compete a nenbhuma ciéncia conbecida,
0 sabio, para estuda-lo, deve fazer abstragao de sua ciéncia e dizer-se que é
para ele um estudo novo, gue ndo se pode fazer com ideias preconcebidas.

O homen que considera a sua razao infalivel esta bem perto do erro; mesmo
05 que 1ém as ideias mais falsas se apoiam sobre sua razdo e é em virtude
disso que rejeitam tudo o que lhes parece impossivel. Os que ontrora
repeliram as admirdveis descobertas que a Humanidade se honra, faziam
todo apelo a esse julgamento para as rejeitar.”

Alan Kardec,

Introdugao Livros dos Espiritos
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Resumo

SILVA, M. R. de L. e (2015). Anélise dos parametros que interferem no metabolismo da
microbiota anaerodbia e andxica na remocédo de bifenilas policloradas. 210 f. Tese (Doutorado) —
Escola de Engenharia de Séo Carlos, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Carlos. 2015.

A elevada concentracgéo de cloro das bifenilas policloradas provoca alta toxicidade do composto,
0 qual dificulta sua biodegradacdo. A contaminacdo de PCB no Brasil foi confirmada em estudo
realizado na Bahia de Santos-S&o Vicente (S&o Paulo), o qual revelou a necessidade de um plano de
acdo para o controle e remocdo de PCB no Brasil. Pretendeu-se assim, na realizacdo da presente
pesquisa, verificar quatro hipoteses: (1) A técnica de Microextracdo em fase s6lida € uma metodologia
eficaz para avaliacdo de bifenilas policloradas de amostras de reatores; (2) A condigdo fermentativa-
metanogénica abriga comunidade resistente ao PCB, e remové-lo; (3) A condicéo desnitrificante abriga
comunidade resistente ao PCB, e remové-lo e (4) A remoc¢do de PCB, bem como, a composicdo
microbiana € distinta em cada condigdo metabolica. Para tanto, reatores em batelada foram montados
separadamente com biomassa anaerébia proveniente de reator UASB usado no tratamento de agua
residuaria de avicultura e biomassa de sistemas de lodos ativados de tratamento de esgoto sanitario. Os
reatores operados em condi¢do mesofila foram alimentados com meio sintético, co-substratos, sendo
etanol (457 mg.L?) e formiato de sédio (680 mg.L™?) para os reatores anaerdbios, e somente etanol
(598 mg.L™) para os reatores andxicos, além de PCB padrdo Sigma (congéneres PCBs 10, 28, 52, 153,
138 e 180) em diferentes concentragdes, dependendo do objetivo do ensaio. A aplicagdo do método de
extracdo por SPME com analise em cromatdgrafo gasoso com detector por captura de elétrons foi
adequada para a determinacdo dos seis congéneres de PCB. Obteve-se ampla faixa de linearidade,
seletividade frente aos varios interferentes, além da robustez do método, utilidade e confiabilidade na
identificacdo e quantificacdo especifica dos seis congéneres de PCB. A Hipdtese 1 foi aceita; ou seja,
por meio da aplicagdo da metodologia SPME foi possivel quantificar os PCB nos reatores em batelada.
Apesar de ter sido comprovada a inibicdo metanogénica na presenca de PCB, com ICsode 0,03 mg.L™*
(concentragdo na qual 50% da atividade metanogénica € inibida), a partir da analise dos reatores
metanogénicos no Ensaio de Remocdo, foi confirmada a remocdo de 0,92 mg.L?, 0,19 mg.L?, 0,18
mg.L*, 0,07 mg.L?%, 0,55 mg.L e 0,47 mg.L* para os PCBs 10, 28, 52, 153, 138 e 180, respectivamente,
para 1,5 mg.L? inicial. Thermotogaceae, Sedimentibacter, Anaerolinaceae e Pseudomonas, foram
identificadas nos reatores anaerobios por meio da plataforma Illumina. Representantes de
Thermotogaceae e Sedimentibacter foram identificados em sistemas com elevada taxa de remocéo de
PCB, e representantes do filo Chloroflexi (grupo no qual representantes da Anaerolineae estao inseridos)
foram os primeiros microrganismos desalogenadores de PCB identificados. Assim a Hipdtese 2 foi
aceita; ou seja, por meio de ensaios em batelada foi comprovada a toxicidade do PCB sobre a
comunidade anaerobia, a alteracdo da composi¢do microbiana influenciada pela presenca de PCB e a
remocdo nesta condicdo. Verificou-se ainda que na presenca de PCB ocorreu a desnitrificacdo e
comparando-se diferentes relagcdes C/N-NOs', foi estipulado a relagdo 6,95 como ideal na presenca de
PCB. Mesmo sendo confirmada a inibi¢do da comunidade andxica na presenca de PCB com ICsode 1,0
mg.L?, verificou-se remocéo de 1,02 mg.L?, 0,85 mg.L?, 1,31 mg.L?, 1,02 mg.L?, 0,03 mg.L e 0,09
mg.L? para os PCBs 10, 28, 52, 153, 138 e 180, respectivamente, para 1,5 mg.L? inicial. Bactérias
semelhantes a Aeromonadaceae, Lutispora, Sedimentibacter e Thermotogaceae foram identificadas nos
reatores desnitrificantes. Representantes de Aeromonadaceae e Lutispora estdo relacionados com o
metabolismo desnitrificante e representantes de Thermotogaceae e Sedimentibacter foram identificados
em sistemas com elevada taxa de remoc¢éo de PCB. A Hipdtese 3 foi também aceita; ou seja, por meio
de ensaios em batelada foi calculada a relagcdo C/N-NOs™ ideal na presenca de PCB e foi comprovada a
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toxicidade do PCB sobre a comunidade andxica, a alteracdo da composi¢do microbiana influenciada
pela presenca de PCB e a remocao nesta condicdo. A maior remocdo de PCB foi verificada para a
condigdo anaerobia (entre 45% a 100%), quando comparada com a condi¢do andxica (entre 10% a 95%).
Bactérias semelhantes a Sedimentibacter e pertencentes a familia Thermotogaceae foram identificadas
nas duas condi¢es nutricionais. Entretanto, mesmo verificando-se elevada abundancia relativa desses
grupos nos reatores, evidenciou-se distin¢do entre as biomassas em cada condi¢do. Assim, a Hipotese
4 foi aceita; ou seja, por meio de ensaios em batelada foi comprovada maior eficiéncia de remogéo sob
condi¢do anaerdbia e distinta composi¢do microbiana em cada condicao.

Palavras-chave: Metanogénico, Desnitrificante, PCB, Sedimentibacter, Thermotogaceae
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Abstract

SILVA, M. R. de L. e (2015). Analysis of the parameters that affect the metabolism of
microorganisms in the anaerobic and anoxic removing polychlorinated biphenyls. 210 p. Thesis
(Ph.D.) — School of Engineering of Sdo Carlos, University of Sdo Paulo, Sdo Carlos. 2015.

The high chlorine concentration in polychlorinated biphenyls improves its toxicity,
complicating their biodegradation. A study conducted in Santos-Séo Vicente Bay (Séo Paulo) confirmed
the PCB contamination in Brazil and reveled the need of an action plan to control e remove the PCB in
Brazil. In this sense the aim of this study was to evaluate four hypotheses: (1) The Solid Phase Micro
Extraction is an efficient methodology to evaluate biphenyl polychlorinated in reactors; (2) The
fermentative-methanogenic microorganisms are resistant to PCB and capable to consume it; (3) The
denitrifying microorganisms are resilient to the PCB and capable to remove it; (4) The PCB removal, as
well the microbial composition is distinct in each condition. Therefore, batch reactors were operated
separately inoculated with anaerobic biomass from UASB reactor treating poultry wastewater and
biomass from activated sludge treating sewage wastewater. The reactors were feed with synthetic
medium, co-substrates, as ethanol (457 mg.L?) and sodium formate (680 mg.L?) for the anaerobic
reactors, and ethanol (598 mg.L™?) for the anoxic reactors and different concentrations of six congeners
of PCB (PCBs 10, 28, 52, 153, 138 and 180) depending on the aim of the assay. The applicability of
SPME technique in gas chromatography with electrons capture detection was attested in the analysis of
six PCB congeners. Higher linearity, selectivity, accuracy, reproducibility and robustness was obtained
in the PCB quantification analyses. The Hypothesis 1 was accepted; since the PCB congeners in the
reactors were quantified by the SPME methodology. Although the PCB causes methanogenic inhibition,
with I1Cs of 0.03 mg.L™ (concentration in which 50% of the methanogenic metabolism is inhibited), by
the Removal Assay was confirmed the anaerobic removal of 0.92 mg.L?, 0.19 mg.L?, 0.18 mg.L?, 0.07
mg.L%, 0.55 mg.L? and 0.47 mg.L! to PCB 10, 28, 52, 153, 138 and 180, respectively, for 1.5 mg.L*
initial. By means of platform Illumina Thermotogaceae, Sedimentibacter, Anaerolinaceae and
Pseudomonas, were identified in the anaerobic reactors. The Thermotogaceaeand Sedimentibacter were
related to systems with high PCB removal and the Chloroflexi members (Anaerolineae phylum) were
the first PCB-dechlorination microorganisms identified. Therefore, the Hypothesis 2 was accepted
since the PCB leads to anaerobic inhibition and in the reactors were verified the PCB removal and
changes in the microbial composition. Even with PCB, the denitrification metabolism occurs and
evaluating different C/N-NOs" relations, the 6.95 was stipulated the ideal in the presence of PCB. Even
though the PCB causes inhibition in the denitrification bacteria, with 1Cs of 1.0 mg.L™, by the Removal
Assay in the denitrifying reactors, was confirmed the anoxic removal 1.02 mg.L%, 0.85 mg.L?, 1.31
mg.L?, 1.02 mg.L?, 0.03 mg.L* and 0.09 mg.L* to PCB 10, 28, 52, 153, 138 and 180, respectively, for
1.5 mg.L? initial. Aeromonadaceae, Lutispora, Sedimentibacter and Thermotogaceae were identified in
the denitrifying reactors. Members of Aeromonadaceae e Lutispora were related to the denitrification
metabolism and Thermotogaceae e Sedimentibacter were identified in systems with high PCB removal
rate. The Hypothesis 3 was accepted since the PCB leads to anoxic inhibition and in the reactors were
verified the PCB removal and changes in the microbial composition. The anaerobic reactors presented
the higher PCB removal percentage (between 45% and 100%) when compared to the anoxic reactors
(between 10% and 95%). Member of Sedimentibacter and Thermotogaceae were identifyied in both
conditions. However, even with high relative abundance of these two groups in the reactors, it was
shown distinct composition in each biomass. Thus, the Hypothesis 4 was accepted since the PCB
removal was more efficient in the anaerobic condition and were verified different changes in the
microbial composition in each condition.

Palavras-chave: Methanogenic, Denitrifying, PCB, Sedimentibacter, Thermotogaceae
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Introducao

Os PCBs sdo moléculas organicas estaveis, com baixa flamabilidade, e boa propriedade isolante.
Estas caracteristicas levaram a sua utilizacdo em larga escala em transformadores e capacitores como
fluidos dielétricos e isolantes térmicos (ABRAMOWICZ, 1990; TIEDJE et al., 1993; PENTEADO;
VAZ, 2001; BORJA et al., 2005). Na préatica, em instalacdes industriais e comerciais sdo encontrados
compostos com misturas de 60 a 90 congéneres deste composto (FIELD; SIERRA-ALVAREZ, 2008),
como exemplo o arocloro 1254, no qual os primeiros dois digitos informam o nimero de atomos de
carbono (doze, no caso do PCB) e os Gltimos dois digitos indicam a porcentagem de cloro na molécula
(54% de cloro).

A elevada concentracdo de cloro das bifenilas policloradas aumenta a toxicidade do composto
dificultando sua degradacdo. Ademais, caracteristica como bioconcentracdo e bioacumulagdo sdo
propriedades que devem ser consideradas quando avalia-se a contaminagdo ambiental por tais
compostos (BOPP, 1986). A contaminacdo de PCB no Brasil foi confirmada em estudo realizado na
Bahia de Santos-S&o Vicente, em S&o Paulo (CETESB, 2001). Neste estudo foi identificado presenca
de concentragdes acima do permitido em organismos aquaticos, como animais filtradores, revelando a
necessidade de um plano de acéo para o controle e remogéo de PCB.

A utilizacdo de microrganismos na remocgdo de compostos como o PCB é uma possibilidade
biotecnoldgica que se tornou o foco de extensivas pesquisas nas ultimas décadas. Consequentemente, o
conhecimento de mecanismos de dissipagdo destes compostos, em ambientes naturais, foi intensamente
aprofundado.

Diversas sdo as pesquisas que visam desenvolver possibilidades tecnoldgicas para degradar PCB
no ambiente. Para o melhor entendimento e aperfeicoamento dos processos biolégicos, ainda deverdo
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ser realizadas pesquisas acerca dos diversos fatores que interferem em sua degradacdo, tais como
metodologia de andlise, o0 processo empregado, presenca de determinados microrganismos, produtos e
possivel inibigdo dos microrganismos.

Técnicas tradicionais de extracdo de PCB, como liquido/liquido, apresentam alto gasto com
solventes e elevado tempo de extracdo despendido na analise. No Laborato6rio de Processos Bioldgicos
—LPB (USP - Sdo Carlos) realizou-se série de estudos visando a analise de PCB em amostras ambientais
por meio de diferentes técnica de extra¢do, como liquido-liquido, SPE (extracdo em fase sélida) e SPME
(microextracdo em fase solida) (ADORNO, 2013). Entretanto a utilizacdo da técnica de SPME foi
avaliada apenas em amostras de sedimento contaminado com ascarel (ADORNO, 2013). Assim, a
aplicagdo da técnica de SPME para analise de seis congeneres de PCB em reatores em batelada foi
avaliada neste estudo.

Em trabalhos anteriores a remocgdo de cloro de PCB por bactérias anaerdbias ndo foram
evidenciadas em menos de quatro meses com consoércio ndo-adaptado (CHANG; CHOU; YUAN, 1999).
Entretanto, Gomes et al. (2014) evidenciaram para consécio fermentativo-metanogénico ndo-adaptado
capacidade de degradacao de PCB (PCB 10, 28, 52, 138, 153 e 180) com taxa de remocéo de 0,7 a 0,2
mg.mL™ para concentragdo inicial de 0,7 mg.L™* em reatores em batelada por 60 dias. Desse modo, a
aplicacdo de consorcios fermentivo-metanogénico em reatores anaerdbios e a identificagdo das
concentracdes inibitorias de PCB podem elucidar lacunas referentes a remogéo desse composto.

Além dos desafios encontrados em relacdo a biodegradacdo de PCB em reatores, pouco se tem
avancado na aplicacéo de diferentes receptores de elétrons. Ressalta-se que a escassez de receptores de
elétrons em sistemas naturais na auséncia de oxigénio representa uma barreira na remog¢do de compostos
toxicos (REDDY et al., 2002), como o PCB. Consequentemente, qualquer microrganismo que possa
utilizar diferentes receptores de elétrons, como o nitrato, poderia ter uma vantagem em relagéo aos
outros microrganismos capazes de utilizar PCB em reatores bioldgicos.

O nitrato como receptor final de elétrons foi utilizado eficientemente em diversos reatores no
tratamento de outros compostos aromaticos e clorados (SANFORD; TIEDJE, 1997; GUSMAO et al.,
2007; MARTINEZ-GUTIERREZ et al., 2012). Entretanto, existem poucos relatos na literatura que
utilizaram este receptor final de elétrons na degradacdo do PCB. Deve-se salientar que ndo ha nenhum
relato na literatura relacionado a toxicidade andxica do PCB. Assim, para responder as lacunas acerca
da comunidade desnitrificante na biodegradagdo de PCB sob condicdo andxica, neste estudo avaliou-se
a relacdo C/N-NOs™ e a concentracdo inibitoria capazes de interferir no metabolismo desta comunidade.

Mediante o exposto, objetivou-se no presente trabalho avaliar a remocéo do PCB com consorcio
ndo-adaptado em reatores em batelada comparando-se a comunidade anaer6bia (fermentativa-
metanogénica) e anoxica (desnitrificante), investigando o comportamento destas comunidade na
presenca de diferentes concentra¢fes de PCB e comparando a composic¢do da comunidade microbiana,
por meio de sequenciamento massivo da biomassa sob condigéo anaerdbia e andxica.



Objetivos

Nesta tese foram apresentadas hipoteses e sub-hipéteses distintas associadas aos seus
respectivos objetivos:

Hipdtese 1: A técnica de SPME é eficaz para determinar a concentracéo de
PCB de amostras de reatores.

A aplicacdo de um método de analise do PCB que envolve a preparacdo da amostra sem a
necessidade de adigdo de solvente integrando a amostragem, isolamento e a concentragdo em Gnica etapa
€ uma vantagem significativa nas analises de amostras ambientais.

% Objetivo: Avaliar metodologia de extracdo de PCB pelo método de SPME para
a identificacdo e quantificacdo de seis congéneres de PCB.

Hipotese 2: A condicdo fermentativa-metanogénica abriga comunidade
resistente a presenca de PCB e capaz de remové-lo.

A fermentagdo-metanogénese € uma das principais vias metabolicas nos sistemas anaerobios e
sob tal condigdo ocorre a desalogenacéo redutiva do PCB.

Sub-Hipotese 2A: A presenca do PCB inibe a comunidade fermentativa-
metanogénica
Técnicas como a andlise de toxicidade anaerdbia sdo indicadores da versatilidade e resisténcia

da comunidade metanogénica em sistemas de remocao de compostos toxicos e, por meio delas pode-se
avaliar o efeito adverso de um composto sobre a taxa de producéo de biogas.



% Objetivo: Avaliar a concentragéo inibidora de PCB para a comunidade
fermentativa-metanogénica em reatores em batelada, inoculados com lodo
anaerobio ndo-adaptado.

Sub-Hipodtese 2B: A comunidade fermentativa-metanogénica é capaz de
remover o PCB, e a presenca do PCB altera a comunidade microbiana.

Apesar do processo de degradacdo anaerdbia de PCB ocorrer naturalmente em sedimentos
marinho e de agua doce, tem-se baixos rendimentos em relacdo as condi¢Bes de laboratorio. Desse modo,
a aplicacdo de consorcios anaerobios provenientes de lodos podem aumentar a taxa de degradacdo do
PCB e metodologias mais eficientes na identificacdo dessa comunidade podem elucidar lacunas
referentes a remogéo desse composto.

« Objetivo: Avaliar a remocdo efetiva de PCB nos ensaios em batelada
inoculados com lodo anaer6bio nao-adaptado.

+ Objetivo: Analisar a composi¢do e diversidade microbiana nos reatores
anaerobios.

Hipdtese 3: A condicdo desnitrificante abriga comunidade resistente a
presenca de PCB e capaz de remové-lo.

Baseado nas equacdes de termodinamica, a oxidagcdo completa de compostos organoclorados
aliado a reducgéo de nitrato pode ser um processo energeticamente favoravel.

Sub-Hipdtese 3A: A relagdo C/N-NOs™ para a comunidade desnitrificante é
especifica na presenca do PCB.

Diferentes fontes de carbono e a relagéo carbono e nitrogénio no sistema (C/N) produz diferentes
taxas de desnitrificacdo. A relagdo ideal C/N no sistema desnitrificante sob condicdes especificas, como
a presenca de toxico, deve ser determinada experimentalmente.

<+ Objetivo: Definir a relacdo ideal C/N-NOs" para a comunidade desnitrificante
na presenca de PCB em reatores em batelada inoculados com lodos ativados
ndo-adaptado.

Sub-Hipotese 3B: A concentracdo de PCB inibe a comunidade
desnitrificante.

A reducdo completa do nitrato a gas nitrogénio é sensivel a presenca de inibidores, como o PCB,
e pode ocasionar o acimulo de intermediarios e a diminui¢do do consumo de nitrato.



« Objetivo: Avaliar o impacto que diferentes concentracoes de PCB podem
ocasionar no metabolismo desnitrificante em reatores em batelada inoculados
com lodos ativados ndo-adaptado.

Sub-Hipotese 3C: Sob condicdo desnitrificante o PCB é removido e a
presenca do toxico afeta a composicdo da comunidade microbiana.

A utilizacdo de reator andxico pode ser uma metodologia inovadora na degradacéo do PCB, e
estudos mais aprofundados acerca do papel da microbiota andxica nesses reatores faz-se necessario.

% Objetivo: Avaliar a remocdo efetiva de PCB nos ensaios em batelada
inoculados com lodos ativados ndo-adaptado.

% Objetivo: Analisar a composicdo e diversidade microbiana nos reatores
anoxicos.

Hipotese 4: A remocédo de PCB e a composicdo microbiana sdo distintas sob
condicao fermentativa-metanogénica e desnitrificante.

Poucos estudos tiveram como objetivo determinar a remocdo de PCB em diferentes condi¢des
metabdlicas e comparar a diversidade microbiana dos consoércios microbianos ap6s a exposi¢do ao PCB
utilizando sequenciamento massivo de alto rendimento

% Objetivo: Comparar a remogdo de PCB sob condicdo fermentativa-
metanogénica e desnitrificante.

% Objetivo: Comparar a diversidade de microrganismos nos reatores anaerébios
e anoxicos no final da operacéo.






Revisao Bibliografica

3.1 PCB

Os PCBs sdo moléculas organicas estaveis, com baixa flamabilidade, alta temperatura de
vaporizagdo, baixo grau de reatividade, alta resisténcia elétrica e boa propriedade isolante. Estas
caracteristicas levaram a sua utilizagdo em larga escala em transformadores e capacitores como fluidos
dielétricos e isolantes térmicos instalados em area onde os riscos de incéndio e explosdo deveriam ser
minimizados (como em sub-estagdes elétricas localizadas no interior de prédios, trens e navios ou em
locais com transito frequente de pessoas) (ABRAMOWICZ, 1990; TIEDJE et al., 1993; PENTEADO;
VAZ, 2001;BORJA et al., 2005).

A sintese do PCB tem sua origem no processo de refino do petréleo. Deste processo origina-se
0 benzeno, que apos a extracdo e purificacdo, é utilizado na producéo da bifenila (BAIRD; CANN,
2012). Bifenilas policloradas séo produzidas pela inser¢do direta de cloro no anel com a presenga de
catalisador como o cloreto férrico (HUTZINGER; SAFE; ZITKO, 1974). A molécula de PCB é formada
por dois anéis de seis carbonos, contendo de 1 a 10 moléculas de cloro (Figura 3-1). Sdo produzidas 209
possiveis diferentes combinacgdes de acordo com a posicédo e quantidade de atomos de cloro inserido nos
anéis. Estes isbmeros e homélogos sdo comumente denominados de congéneres (ABRAMOWICZ,
1990).

meta orto orto meta c I CI c I
Cl 3 2 2 3" Cl

4 .. pur” C I Q Q C I
5 6 6 g

para orto orto para C I
@ (b)
Fonte: adaptado de Bedard (2008)
Figura 3-1. (a) Estruturas da bifenila; (b) PCB 138 (2,2',3,4,4',5'-hexaclorobifenila)
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Tendo em vista que as misturas de bifenilas policloradas obtidas comercialmente possuiam alta
viscosidade, houve a necessidade de misturar o PCB com solventes benzoclorados, com o objetivo de
conferir a mistura uma viscosidade conveniente para que atuasse como agente dissipador de calor dentro
dos equipamentos elétricos (ANTONELLO et al., 2007).

Essa mistura de PCB e solvente organoclorado ficou conhecida como ascarel, no Brasil, ou
Aroclor, nos EUA (PENTEADO; VAZ, 2001). O ascarel tipo A (composto por 60% de arocloro 1260 e
40% triclorobenzeno) e ascarel tipo B (composto por 70% de arocloro 1254 e 30% triclorobenzeno) sdo
alguns exemplos de como o PCB foi comercializado (ANTONELLO et al., 2007) (Tabela 3.1).



Tabela 3-1 Férmula molecular dos congéneres de PCB e porcentagem de congéneres de PCB no Arocloro.

o

PCB 10 2,6-Diclorobifenila

3

Qe

PCB 28 2.,4,4'-Triclorobifenila

4

Q
o

PCB 52 2,2',5,5'-Tetraclorobifenila

S

Q
2]

Cl Cl cl
2,2'3,44',5"-
PCB 138 Hexaclorobifenila c' ¢
Cl
cl Cl
224455
PCB 153 Hexaclorobifenila C' ¢
Cl Cl
] [} [+]
2234455
PCB 180 Heptaclorobifenila c' ¢
cl Cl
C12HoCi 0,75
C1,HgCl, 15,04
C1oH:Cls 44,91
Arocloro Mixtura de bifenila C12HsCly 20,16
1242 policlorada com 41,5% de C1oHsCls 18,85
cloro na composigdo média CpH.Clg 0,31
CioHsCly Nao detectado
C12H,Clg Né&o detectado
C1,H:Cly Ndo detectado
C12HoCy 0,02
C1oHgCl, 0,08
Mitura de biferil CiH/Cls 0,21
ixtura de bifenila
. C12HeClI 0,35
Arocloro policlorada com 60% de CleSCIA 874
1260 cloro na composicio média 12755 d
C12H4Clg 43,35
C1oH3Cly 38,54
C1oH.Clg 8,27
C1oH;Clg 0,70

L1UPAC: International Union of Pure and Applied Chemistry
2 Fonte: Hutzinger et al. (1974)
% Fonte: Frame et al. (1996)

A presenca do PCB no ambiente vem sendo relatada desde antes da proibic¢éo de sua manufatura
em 1979 (US EPA — United States Environmetal Protection Agency) principalmente por meio de
residuos mal conservados, destinacdo imprépria ou ilegal de residuos de PCB e eliminagdo de
equipamentos que contenham 6leo de PCB em aterros municipais ou lixdes ndo projetados para lidar
com residuos toxicos. A contaminagdo do ambiente persiste principalmente pela capacidade do PCB de
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bioconcentracdo no ambiente (aumento imediato da densidade de um poluente assim que passa do meio
aquoso para 0 organismo aquatico) e bioacumulagdo na cadeia tréfica (acumulagdo do poluente ao longo
da cadeia trofica a partir da alimentagdo) (LEISTER; BAKER, 1994; KO; BAKER, 2004). Estas
caracteristicas reunidas a presenca de cloro em sua molécula, aumenta a toxicidade do PCB e dificultam
sua biodegradacdo (SAFE, 1994; KO; BAKER, 2004).

A producdo acumulada mundial foi estimada em 1.300.000 toneladas, entre 1930 e 1993
(BREIVIK et al., 2002). Dentre os quais estima-se que 40% estejam no ambiente e parte ainda encontra-
se em uso ou armazenado (PENTEADO; VAZ, 2001; BREIVIK et al., 2002).

Em funcdo da ocorréncia da deposicdo e acumulacdo do PCB no ambiente existe proeminente
preocupacdo dos érgdos de controle em relagdo aos possiveis riscos ambientais e para a salde humana.
Os efeitos do PCB na satde humana foram primeiramente documentados em 1968, em Yusho, Japao.
Neste ano, milhares de individuos foram contaminados ao consumirem 6leo de arroz contaminado com
PCB. Os sintomas relatados foram relacionados com dermatites, hiperpigmentacéo da pele, danos no
figado e tiredide e mais seriamente no sistema nervoso periférico (ATSDR, 2000). Recentemente,
aumentos significativos na concentracdo de PCB em leite materno foi evidenciado em paises com baixa
industrializacdo (ASANTE et al., 2011), indicando potencial risco a salde humana (GIOIA et al., 2014).

A contaminacdo de PCB no Brasil foi confirmada em estudo realizado na Bahia de Santos-Séo
Vicente, em Sdo Paulo (CETESB, 2001). Neste estudo foi identificado presenca de concentracbes
elevadas de PCB em organismos aquaticos, de até 45,05 pg.kg? em peixe. Estes valores estdo acima do
permitido pela US EPA, que consideram o limite de 14 pg.kg™ em organismos aquaticos.

Em S&o Paulo, a Lei Estadual 12.288 de 22 de fevereiro de 2006 discorre sobre a eliminagdo
controlada dos PCBs e de acordo com os critérios estabelecidos nesta lei, os grupos que utilizam ou
tenham equipamentos contendo PCBs, bem como 6leos ou outros materiais contaminados, ficam
obrigados a providenciar a sua eliminagdo progressiva até 2020.

Na sua quarta reunido, em maio de 2009, a Convengdo de Estocolmo promoveu o intercambio
de informacges sobre 0 manejo ambientalmente favoravel do PCB. O PCB Elimination Network (PEN),
ou Rede de Eliminagdo do PCB, é um acordo voluntario para a troca de informacdes e visa uma melhor
coordenacdo e cooperagdo na eliminagdo do PCB. De acordo com esta resolucdo é obrigatdrio a
substituicdo de equipamentos contendo PCB até 2025 e eliminacéo por completo desses residuos toxicos
até 2028 (UNEP, 2011; WARMUTH; OHNO, 2013).

Devido a estas premissas, 0 uso de técnicas de degradacdo que ndo resultem na formacdo de
compostos secundarios mais toxicos como possibilidade de eliminacdo de PCB tem atraido muita
atencdo.

3.2 Degradacao do PCB

Compostos organoclorados alifaticos e aromaticos podem ser utilizados como fonte de carbono
e energia no metabolismo microbiano ou ainda podem servir como receptor final de elétrons (CAINES,
2003; KOENIG; LEE; MANEFIELD, 2014). A forma como estes compostos séo utilizados interferem
diretamente na sua biodegradacdo. Estes compostos clorados podem ser degradados por meio de
mineralizacdo ou participacdo em reacdes co-metabolicas (HARDMAN; MCELDOWNEY; WAITE,
1993; DOBBINS, 1995; KOENIG; LEE; MANEFIELD, 2014).
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No processo de mineralizagdo, os microrganismos utilizam o poluente como fonte de carbono e
energia, resultando na reducdo do composto em seus elementos constituintes. No processo de
participacdo em reacOes co-metabdlicas, 0 microrganismo necessita de um co-substrato organico como
fonte de carbono e/ou energia. Neste caso, a redugdo do poluente com o co-substrato é concomitante
(CAINES, 2003).

Para compostos biodegradaveis, sempre ocorre a mineralizacdo, todavia para 0s outros
compostos sdo produzidas reages incompletas e, consequentemente, ha formagdo de metabdlitos
intermedidrios potencialmente tdxicos. Nessa ultima condi¢do, um segundo consércio microbiano é
necessario para a utilizagdo dos metabdlitos produzidos (BORJA et al., 2005).

A partir dos anos 70 foram publicados os primeiros trabalhos sobre microrganismos capazes de
degradar PCB (AHMED; FOCHT, 1973; OHMORI et al., 1973; FURUKAWA; MATSUMURA, 1976;
MASAI et al., 1995). Entretanto, somente em pesquisas posteriores foram elucidadas etapas metabdlicas
desta degradacéo (BOPP, 1986).

A mineralizacdo bioldgica do PCB pode ser dividida em duas categorias distintas: aquelas que
ocorrem sob condigBes anaerdbias e aquelas que ocorrem aerobiamente (BOYLE et al., 1992). Os
microrganismos aerobios atacam o anel bifenil por meio de rea¢Bes oxidativas (Figura 3-2) e essa
degradacdo comumente se inicia pela adigdo de oxigénio por meio da enzima 2,3-dioxigenase (BphA),
com posterior desidrogenagdo pela enzima dihidrodiol desidrogenase (BphB). A segunda enzima
dioxigenase, 2,3-dihidroxibifenil dioxigenase (BphC) é responsavel pela quebra do anel
(ABRAMOWICZ, 1990).

Sob tais condigdes, o produto é entdo hidrolisado a acido benzédico e 2-hidroxipenta-2,4-
dienoato pela enzima hidrolase (BphD). Estas enzimas sdo responsaveis pela degradagdo aerdbia do
bifenil e do PCB com baixo teor de cloro e sdo codificadas pelos agrupamentos de genes gph
(FURUKAWA; MIYAZAKI, 1986; ERICKSON; MONDELLO, 1992; TAIRA et al., 1992; FUKUDA
et al., 1994; HOFER; BACKHAUS; TIMMIS, 1994; MASAI et al., 1995; FURUKAWA; SUENAGA;
GOTO, 2004).
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Figura 3-2 Rota de biodegradacéo aerdbia do bifenil e PCB com baixo teor de cloro. (1) Bifenil/ PCB; (2)

cis 2,3-dihidroxibifenil; (3) 2,3-dihidroxibifenil; (4) &cido 2-hidroxi-6-oxo-6-fenilexa-2,4- diendico; (5) acido
2-hidroxipent-2,4- diendico; (6) &cido benzoico/ clorobenzoéico. bphA: bifenil 2,3-dioxigease; bphB: cis-2,3-
dihidroxibifenil desidrogenase; bphC: 2,3-dihidroxibifenil 1,2-dioxigenase; bphD: 2-hidroxi-6-oxo-6-
fenilexa-2,4-dienoato hidrolase.

Embora, a reagdo de degradacéo de PCB seja realizada preferencialmente pela via degradativa
bphA, é possivel que o PCB seja metabolizado por outras vias e a degradacdo do PCB até CO, pode
ocorrer anaerobiamente (CHEN et al., 1988; ABRAMOWICZ, 1990). Em funcdo das caracteristicas
dos microrganismos tem-se atividade singular, a qual é dependente dos congéneres de PCB que irdo
metabolizar. Algumas espécies possuem espectro de degradacdo bem restrito, utilizando poucos
congéneres, enquanto outras, como Burkolderia sp. LB400 e Rhodococcus globerulus P6, sdo capazes
de degradar ampla gama de congéneres (BOPP, 1986; ASTURIAS; TIMMIS, 1993; KUMAR, 2004).

Poucas cepas isoladas que degradam PCB aerobiamente sdo capazes de mineralizar-lo (TIEDJE
et al., 1993). A maioria degrada o anel menos clorado e libera o segundo anel como clorobenzoato,
limitadas pelo bloqueio do sitio do ataque enzimatico pelo atomo de cloro (TIEDJE et al., 1993). Assim,
para a mineralizacdo do PCB necessita-se de bactérias que realizam o rompimento do anel bifenil, bem
como de outras com capacidade de realizar a remocao de cloro de PCB.

A remocéo de cloro ou desalogenacédo (processo de participacdo em reagdes co-metabdlicas) é
uma etapa imprescindivel para que aconteca a mineralizacdo do PCB. Os padrdes de desalogenacgdo de
PCB sdo de dificil generalizacdo devido a diversidade microbioldgica e a variedade de congéneres de
PCB com diferentes concentragdes de cloro (ZHANG; BENNETT, 2005).

3.2.1 Desalogenacdo do PCB

O metabolismo microbiano baseia-se em reagdes de reducdo e oxidacdo e, a selecdo de
microrganismos capazes de oxidar compostos organoclorados como doador de elétrons e/ou reduzir
compostos organoclorados como receptor final de elétrons pode ser uma vantagem competitiva
(BOSSERT; HAGGBLOM; YOUNG, 2003). A biodegradacio de PCB, por exemplo, inclui algumas
reacbes com a fungdo de retornar o cloro orgéanico para o seu estado mineral (processo denominado
desalogenacdo). A desalogenacdo pode ocorrer sob condi¢des aerébias, chamadas desalogenacédo
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oxidativa (ou oxigenolitica) e sob condigdes andxicas e anaerdbias, denominadas de desalogenagéo
hidrolitica e desalogenacdo redutiva, respectivamente (Figura 3-3).

Na desalogenagdo oxigenolitica ocorre a substituicdo do atomo de cloro pelo oxigénio em
condicdes aerdbias (BOSSERT; HAGGBLOM; YOUNG, 2003). Esta via ¢ dependente da posicdo do
cloro e a substituicdo s6 ocorre quando dois a&tomos de oxigénio sdo incorporados nos carbonos ndo
ligados a 4&tomo de cloro (ROBINSON; LENN, 1994).

Jé& na desalogenacdo hidrolitica, a liberagdo do cloro ocorre por meio da incorporagao do grupo
hidroxila proveniente da agua (BOSSERT; HAGGBLOM; YOUNG, 2003). Esta reagdo ocorre em meio
aquoso, pode ocorrer em condicGes anoxicas (desnitrificante) (ROBINSON; LENN, 1994), sendo 0s
intermediarios deste processo derivados dos compostos oxigenados organicos (IVANOV, 2010).

Por fim, na desalogenag&o redutiva os microrganismos utilizam o processo para obter energia
para seu metabolismo e crescimento (VOS et al., 2011). Esta desalogenacdo ocorre por meio da
substituicdo do &tomo de cloro por hidrogénio produzido durante a fermentacdo (IVANOV, 2010).

Rl
|
-C- - +
Oxigenolitica R2 (I: OH + Cl + H
Hidrolitica
R3
Rl
|
R, —C- CI
I
R3 Redutiva R1
|
L s
|
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Fonte: Adaptado Bossert et al. (2003)
Figura 3-3. Representacéo genérica da reacdo de desalogenagdo catalisada por microrganismos.

A desalogenagdo do PCB é amplamente disseminada em ambientes anaerobios, tornando a
desalogenacdo redutiva a principal via de remocé&o de cloro do PCB (WIEGEL; WU, 2000).

Entretanto, quanto maior a concentracéo de cloro, maior é a energia necessaria para sua remogao
(DOBBINS, 1995). A localizagéo do cloro altera as caracteristicas de ressonancia dos compostos, bem
como a densidade elétrica de sitios especificos (FURUKAWA, 1986). Ademais, a posi¢ao do cloro no
anel aromatico afeta sua remocdo, ja que essa posicdo modifica diretamente a afinidade das enzimas
participadoras do processo de degradacdo (FURUKAWA, 1986; SYLVESTRE; SONDOSSI, 1994;
BEDARD, 2014).

Diferentes microrganismos sdo responsaveis pelas diferentes atividades de desalogenacéao
redutiva (Figura 3-4) e varios fatores ambientais, tais como doadores e receptores de elétrons, podem

influenciar a extensdo e taxa de desalogenacdo. Estes efeitos sdo devido a especificidade das bactérias
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gue se tornam ativas, bem como as complexas interacbes entre 0s microrganismos da comunidade
(KUMAR, 2004).

(a)
Cl Cl [+]
c' = c'
Cl Cl e} (o}
€l 9 Cl Ci o] Cl cl
(<)~
[+] ] Cl Cl

(b)

Fonte adaptado de Pieper; Seeger (2008)
Figura 3-4 Desalogenagéo anaerobia redutiva de 2,3,4,5,6-pentaclorobifenil. (a) Desalogenagéo redutiva na
posicdo meta mediada por Dehalococcoides ethenogenes 195. (b) Desalogenagdo na posi¢do orto mediada
pela bactéria 0-17.

3.3 Analise de toxicidade anaerdbia

Por meio da anlise de toxicidade anaerdbia (Anaerobic Toxicity Assay ou ATA) é possivel
obter indicacOes da versatilidade, resisténcia e limitacdo da comunidade metanogénica (TRZCINSKI;
OFOEGBU; STUCKEY, 2012). O termo andlise de toxicidade anaerdébia (ATA) foi primeiro proposto
por Jeris; McCarty (1965). Esses bioensaios relativamente simples podem ser realizados na maioria dos
laboratérios de pesquisa, sem a necessidade de equipamento sofisticado (JERIS; MCCARTY, 1965). A
ATA mede o efeito adverso de um composto sobre a taxa de producdo total de biogas ou consumo de
receptor de elétrons. No caso da metanogénese, esta taxa € dada por uma porcentagem da inibicéo da
producdo de metano. Neste trabalho, o conceito de ATA serd também extrapolado para a comunidade
desnitrificante, no qual esta taxa sera estipulada como porcentagem do consumo de nitrato.

Devido a preocupacdo com a contaminacdo ambiental, grande atencdo tem sido dada as
propriedades cancerigenas e tdxicas de poluentes clorados. Compostos halogenados sdo toxicos para as
arqueias metanogénicas e muitas vezes inibem a metanogénese (MADSEN; AAMAND, 1992). Fang;
Chan (1997) avaliaram os efeitos do fenol na metanogénese. Os referidos autores verificaram inibi¢éo
na atividade metanogénica do lodo com o aumento da concentracdo de fenol e encontraram valores de
ICso de 1.750, 1.000 e 1.700 mg.L™ de fenol, respectivamente com acetato, propionato e benzoato como
co-substratos.

Sierra-Alvarez; Lettinga (1991) realizaram ensaio de toxicidade anaerébia e avaliaram a
inibicdo de 34 diferentes compostos aromaticos sobre a comunidade metanogénica acetoclastica. Estes
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autores identificaram que o clorobenzeno, metoxibenzeno e benzaldeido foram os compostos mais
toxicos com ICso de 3,4 mM, 4,2 mM e 5,2 mM, respectivamente.

Como mostrado por Kaya; Imamoglu; Sanin (2013b), existe relagéo entre as concentracgdes de
PCB e producdo de metano. A producdo de metano sofreu reducdo significativa e proporcional ao
aumento da concentracéo de PCB 118 em reatores em batelada, inoculado com lodo misto (anaeroébio e
lodos ativados) sem adicdo de co-substratos. Este autores encontraram reducéo de 9,3%, 15,6% e 17,8%
para 10 mg.L?, 20 mg.L™* e 30 mg.L* de PCB 118 em 65 dias de operagao.

A posicdo do cloro no anel aroméatico do PCB afeta sua remoc¢do (FURUKAWA, 1986;
SYLVESTRE; SONDOSSI, 1994) e a concentragdo do toxico pode influenciar na extensdo e na taxa de
degradacdo do PCB (KUMAR, 2004). Assim, a avaliacdo de como o PCB afeta o metabolismo
microbiano é necessaria para que maior eficiéncia de remocao de PCB seja alcancada.

3.4 Metabolismo Metanogénico

A metanogénese é uma das principais vias metabolicas nos sistemas anaerébios (ZWIERNIK;
QUENSEN 1II; BOYD, 1998) e sob condicdo fermentativa-metanogénica, a matéria organica é
degradada por interag@es entre microrganismos fermentativos, acetogénicos e metanogénicos (STAMS,
1994). As arqueias metanogénicas utilizam namero limitado de substratos que incluem Hi/COg,
formiato, acetato e alguns outros substratos, como metanol e metilaminas (VOGELS; KELTJENS; VAN
DER DRIFT, 1988; JONES, 1991; DWORKIN et al., 2006). Devido a esta restricdo do metabolismo
metanogénico, 0s compostos organicos sao degradados no ambiente anaerobio pela associacdo de
microrganismos fermentadores, acetogénicos e metanogénicos (STAMS, 1994; KOENIG; LEE;
MANEFIELD, 2014).

A comunidade microbiana que vive em associa¢do desenvolveram mecanismos moleculares
para estabelecer essas parcerias e melhorar a comunicacdo interespécies, resultando em eficientes
cooperagdes metabodlicas (KOUZUMA; KATO; WATANABE, 2015).

A capacidade de desalogenacdo do PCB pelas arqueias metanogénicas foi demonstrado por Ye
et al. (1995). Estes autores avaliaram a degradacdo de PCB com microbiota metanogénica de
sedimentos, etanol como co-substrato e arocloro 1242 (400 pg.g?). A partir dos resultados, pode-se
observar diminuicdo entre 56% e 78% dos congéneres presentes no arocloro 1242.

Entretanto, esta evidencia ndo foi relatada por nenhum outro trabalho subsequente, e atualmente
ha um consenso de que as arqueias metanogénicas nao sdo responsaveis pela remocéo de cloro do PCB
apesar da desalogenacdo redutiva ocorrer preferencialmente em condigdes fermentativas-metanogénicas
( RHEE et al., 1993; KIM; RHEE, 1997; ZWIERNIK; QUENSEN I1I; BOYD, 1998; FAVA,
GENTILUCCI; ZANAROLLI, 2003; BABA et al., 2007; D’ANGELO; NUNEZ, 2010; ZANAROLI et
al., 2010).

A desalogenacéo redutiva do PCB em sedimentos sob condicao fermentativa-metanogénica foi
extensivamente estudada e pode ocorrer tanto em ambientes marinhos, quanto dulcicola (QUENSEN
I1I; TIEDJE; BOYD, 1988; ABRAMOWICZ, 1990; ALDER et al., 1993; BOYLE et al., 1993; RHEE
et al., 1993; OEFJORD; PUHAKKA; FERGUSON, 1994; HOLOMAN et al., 1998; CHANG; LIU;
YUAN, 2001; FAVA; GENTILUCCI; ZANAROLI, 2003; BABA et al., 2007; ZANAROLI et al.,
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2010). A partir desses trabalhos pode-se concluir que a associa¢do metanogénese e desalogenagdo é uma
importante associacdo para que ocorra altas taxas de remocéo de cloro do PCB (BERTIN et al., 2011).

O papel dos organismos anaerdbios na remocéo de cloro do PCB foi primeiramente evidenciado
por Brown Jr et al. (1987), desde entdo alguns microrganismos responsaveis pela desalogenacéo redutiva
foram isolados e identificados (HOLLIGER; WOHLFARTH; DIEKERT, 1998). Entre eles estéo
Dehalobacter sp. (YOSHIDA et al., 2009; WANG; HE, 2013a), algumas bactérias do filo Chloroflexi,
como Dehalobium chlorocoercia DF1 (WU et al., 2002; PAYNE; MAY; SOWERS, 2011,
KJELLERUP; PAUL; GHOSH, 2012; PAYNE et al., 2013), Dehalococcoides mccartyi JNA
(LOFFLER et al., 2013), anteriormente denominado Dehalococcoides ethenogenes 195, (FENNELL
et al.,, 2004; WANG; HE, 2013a, 2013b; LAROE; FRICKER; BEDARD, 2014), Dehalogenimonas
(LIANG et al., 2014; WANG; HE, 2013a), e ainda alguns microrganismos relacionados, porém distintos
do filo Chloroflexi, como a bactéria 0-17 (MAY etal., 2006; CUTTER etal., 2001) e SF-1 (ZANAROLI
etal., 2012a).

Fagervold et al. (2005) verificaram que espécies do grupo Chloroflexi sdo reconhecidamente
capazes de degradar anaerobiamente as bifenilas policloradas por desalogenagdo redutiva na presenca
de acetato, proprianato e butirato como co-substratos (2,5 mM cada) e trés congéneres de PCB, 91, 101
e 132 (50 mg.L™* cada).

Wau et al. (2002) identificaram Dehalobium chlorocoercia DF1 em culturas com altas taxas de
desalogenacdo de PCB 61 a PCB 23 (60% de desalogenacdo em 46 dias). A desalogenacdo ocorreu
guando formiato ou H.-CO foi fornecido.

Yoshida et al. (2009) demonstraram pela primeira vez que espécies de Dehalobacter eram
responsaveis pela desalogenacéo redutiva do PCB 21 com acetato como co-substrato (5 mM). Estes
autores relataram nova via de desalogenacdo com a conversdo do PCB 21 (de 4,8 +1,3 mM a 0,18+0,17
mM) em PCB 3, via 3,4-diclorobifenil.

LaRoe et al. (2014) isolaram Dehalococcoides mccartyi JNA enriquecido e mantido com
Arocloro 1260 (135 uM) e acetato como co-susbrato. Em 124 dias, Dehalococcoides mccartyi INA
removeu 14%, 51% e 20% dos penta-, hexa- e heptaclorobifenil na mistura, sendo a primeira cultura
pura capaz de realizar esta extensa desalogenagao do PCB.

No estudo de Wang; He (2013b), 18 microcosmos de solo e sedimento foram incubados com
Arocloro 1260 (30 mg.L™?) e lactato como co-substrato (10 mM). Apds um ano, os autores verificaram
taxas significativas de desalogenacdo com distintos padrées em 10 dos microcosmos. Entre os padrbes
de desalogenacdo, a remogdo de cloro dos hepta- e hexachlorobifenil foi bem expressiva, de 30% e 59%,
respectivamente. Por meio da analise filogenética verificou-se filiagdo com espécies de
Dehalogenimonas e Dehalococcoides.

Zanaroli et al. (2012a) identificaram microrganismos de sedimento marinho capazes de remover
cloro do Arocloro 1254 (1.000 mg.L™?) na presenca de formiato, acetato, propriananto e butirato (20 mM
cada) como co-substratos. A cultura foi denominada de SF-1 e responsével pela desalogenacéo de 75%
de congéneres penta-, hexa- e heptaclorobifenil em 30 semanas.

Deste modo, metodologias mais eficientes e rapidas na identificacdo de organismos que possam
ser responsaveis pela desalogenacdo do PCB tornam-se ferramentas potencialmente eficazes. No
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entanto, poucos estudos tiveram como objetivo determinar a diversidade microbiana de consoércios
anaeradbios apos a exposicdo PCB utilizando sequenciamento massivo de alto rendimento (LEIGH et al.,
2007a; GOMES et al., 2014).

Além disso, o sedimento foi o primeiro inéculo utilizado no estudo de desalogenacdo do PCB por ter
sido o local onde a desalogenacao anaeroébia foi primeiramente evidenciada (BROWN JR et al., 1987)
e, apesar do processo anaer6bio ocorrer naturalmente em varios sedimentos aquaticos, baixos
rendimentos em relacéo as condigdes de laboratério indicam que novos processos que aplicam
consorcios anaerdbios podem reduzir custos e melhorar a taxa desalogenagdo do PCB (ZANAROLI et
al., 2012b). Neste sentido, estudos com biorreatores anaerébios ganharam evidencia na desalogenagéo
do PCB (Tabela 3-2).
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Tabela 3-2 Resultados de remogéo de PCB em reatores anaerébios.

PCB 10; Etanol
PCB 28; (460 Uasb
PCB 52, 0,7mg.L* mg.L7)e proveniente de batelada 60 dias DeOOéY : Gomes et al. (2014)
PCB 138; (M. formiato de  avicultura ndo- m r’nL'l '
PCB 153; sédio (680 adaptado 9.
PCB 180; mg.L?)
Lodos ativados e
1,10,20 Iorccj)(\)/:r?iiirtzbc;g 16,5%, Kaya; Imamoglu;
PCB 118 e - proven batelada  65dias  8,8%, 5,3% ya g
30ma Lt de digestor e 31% Sanin (2013a)
g mesofilico ndo 7
adaptado
Lodos ativados e
Land 20 Ir?rccj)(\)/:r?iiirtzbc;g batelada 159 Kaya; Imamoglu;
-1 _ H 0, 0, y ’
PCB 118 mg.L de digestor dias 12%, 22% Sanin (2013b)
mesofilico ndo
adaptado
Arocloro12 200_1 etanol Biomassa batelada 3 dias 85% Cline et al. (2010)
60 mg.L anaerobia
PCB 28;
PCB 52;
PCB 101; 0,5 ) Lodos ativados Digestor 204 Entre 33% El-Hadj et al.
PCB 138; mg.kg* anaerobio dias e 58% (2007)
PCB 153;
PCB 180
Entre de 0,6 m .
Arocloro 0,32e Extrato de Aroclorog Tartakovsky;
1242 12'0 mg levedura Lodo anaerobio UASB 202 9SSV ' Hawari; Guiot
L'1’.dia'1 (2gLh diat ' (2000)
Acetato, . .
iruvato e Biomassa ml'sta
PCB 61 1mg.L* FI)actato de lodo anaerabio e batelada Chang; Chou; Yuan
g sedimento) 40 100% g '
sodio (20 (1999)
adaptada com
mM cada)
clorofenol

Tartakovsky; Hawari; Guiot (2000) verificaram a desalogenagéo de Arocloro1242 em reatores
continuos UASB mesofilicos, com tempo de detencéo hidraulica de 5 dias. Os autores verificaram que
a taxa maxima de desalogenacéo foi de 0,6 mg Arocloro. gSSV.dia, para concentracédo média de PCB
de 2,0 mg Arocloro. gSSV'.dia™.

A desalogenacéo do PCB 118 em reatores em batelada metanogénicos foi avaliada por Kaya;
Imamoglu; Sanin (2013a). Os reatores sob condigdo mesofilica foram inoculados com mistura de lodo
anaerobio e lodos ativados por 152 dias. Cerca de 12% e 22% de remocédo de PCB 118 foram atingidos
proporcionalmente as suas concentracdes iniciais de 1 mg.L* e 20 mg.L™, respectivamente.

Gomes et al. (2014) avaliaram a degradacao de seis congéneres de PCB (PCB 10, 28, 52, 132,
153, 180) em reatores em batelada sob condigdes metanogénicas. Os reatores foram inoculados com
lodo proveniente de reator anaerébio de fluxo ascendente (UASB). Etanol (460 mg.L?) e formiato de
sodio (680 mg.L?) foram utilizados como co-substratos. Os autores verificaram ao final de 60 dias,
remocdo de PCB de 0,7 a0,2 mg.mL™ para 0,7 mg.L* de PCB inicial. Desse modo pode-se afirmar que
0 estabelecimento de comunidade complexa favorecida pelas condigdes hidrodinamicas dos reatores
anaerobios podem ser favoraveis a desalogenacdo do PCB, bem como, o conhecimento acerca dos
microrganismos provavelmente responsaveis pelo metabolismo do composto.
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3.5 Metabolismo Desnitrificante

A desnitrificacdo € um processo respiratério no qual as bactérias reduzem nitrato (NOs’) ou
nitrito (NO2"), como receptor final de elétrons a 6xidos gasosos (6xido nitrico, NO e éxido nitroso, N2O),
o0 qual podem ser reduzidos a gas nitrogénio (Figura 3-5) (KNOWLES, 1982; GHAFARI; HASAN;
AROUA, 2008). Na desnitrificacdo heterotrofica, compostos de carbono sdo utilizadas pelas bactérias
desnitrificantes como fonte de carbono e elétrons. Na desnitrificacdo autotréfica compostos inorganicos
reduzidos (sulfeto, ferro e hidrogénio) séo utilizados como fonte de elétrons e carbono inorganico para
biossintese (KOROM, 1992; GHAFARI; HASAN; AROUA, 2008).

NO3z —> NOz — (NO) —™ N0 —™> N

Fonte adaptado de Knowles (1982)

Figura 3-5 Desnitrificagcdo completa ou reducdo de nitrato a nitrogénio gasoso.

Sob condicdo 6tima, na desnitrificacdo ocorre a conversdo de mais de 95% de nitrato e nitrito
em nitrogénio gasoso (CHIU; CHUNG, 2003). Um dos parametros que interferem diretamente na
reducdo bioquimica de nitrato e nitrito é a fonte de carbono MONTEITH; BRIDLE; SUTTON, 1980;
SKRINDE; BHAGAT, 1982; (HER; HUANG, 1995), sendo que tanto a escassez, quanto 0 excesso
podem afetar a eficiéncia de desnitrificagdo.

A degradacdo anaerdbia de compostos tdxicos pode ser ampliada com a adi¢ao de receptores de
elétrons adequados e, a utilizacdo de nitrato permite acoplar a desnitrificacdo a degradacdo de compostos
aromaticos tais como, fenol, clorofenol, BTEX, tolueno e PCB (PROVIDENTI; LEE; TREVORS, 1993;
SANFORD; TIEDJE, 1997; CHANG; CHOU; YUAN, 1999; SARFARAZ et al., 2004; GUSMAO et
al., 2007; MARTINEZ-HERNANDEZ et al., 2009; MARTINEZ-GUTIERREZ et al., 2012).

Baseado nas equagdes de termodinamica, a oxidacdo completa de compostos organoclorados
aliado a reducdo de nitrato pode ser um processo energeticamente favoravel (JANSSEN;
OPPENTOCHT; POELARENDS, 2003). Alguns isolados, pertencentes aos géneros Thauera,
Pseudomonas, e Ochrobacterium mineralizaram 3-clorobenzoato e utilizaram este composto como a
Unica fonte de carbono e energia sob condigdes desnitrificantes (SONG; PALLERONI; HAGGBLOM,
2000). Comamonas testosteroni, (TAMAOKA; HA; KOMAGATA, 1987), Pseudomonas putida,
Desulfitobacterium sp, e Citrobacter freunddi foram capazes de mineralizar o anel bifenil além de
realizar a desalogenacédo do PCB (PETTIGREW et al., 1990; BOYLE et al., 1992; SYLVESTRE, 1980;
VOS et al., 2009).

Pettigrew e colaboradores (1990) identificaram consoércio microbiano proveniente de lodo de
estacdo de tratamento de esgoto municipal capaz de mineralizar PCB 3 e realizar a desalogenacdo do
PCB 15. Neste estudo, o consorcio microbiano foi cultivado em meio contendo PCB 3 (100 mg.L?) e
bifenil (10 mg.L*) como fonte de carbono e nitrato de sédio (4 g.L?). O consdrcio era composto por
trés isolados: C. testosteroni, o qual mediou a quebra do bifenil mono e diclorado a acido clorobenzéico,
Arthrobacter sp., que realizou a degradacédo do acido clorobenzdico, e por Gltimo, P. putida, cujo papel
no consorcio ndo foi elucidado.
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D. dehalogenans foi capaz de realizar a desalogenagéo redutora de PCB-OH ou PCB hidroxilado
(metabdlito da degradacdo do PCB) mas ndo de PCB ndo modificado (WIEGEL; ZHANG; WU, 1999).
Os resultados apresentados indicam que este grupo néo seja capaz de iniciar a desalogenacéo do PCB,
porém, sua participacdo é importante nas etapas intermediarias dessa degradacao.

Poucos estudos avaliaram a degradacdo de PCB sob condig¢des anoxicas e apenas dois avaliaram
essa degradacdo em reatores biologicos (CHANG; CHOU; YUAN, 1999; GRISHEHENKOV;
SLEPEN’KIN; BORONIN, 2002).

Chang et al. (1999) analisaram a degradacdo do PCB 61 (1,0 mg.L™') sob condicéo
desnitrificante em reatores em batelada com acetato, piruvato e lactato de sodio (20 mM cada) como co-
substratos. Num periodo de 40 dias de operacéo, todo o nitrato foi consumido (NOs inicial de 20 mM)
e 0,2 mg.L! do PCB foi removido.

Grishchenkov et al. (2002) isolaram C. freunddi em meio sintético suplementado com bifenil
proveniente de cultura enriquecida do solo e residuo industrial contaminado. Os autores verificaram que
a linhagem foi capaz de degradar o anel aromético sob condi¢do andxica, concomitantemente com a
reducdo de nitrato. Para concentracdo inicial de 150 mg.L, em 3 dias verificou-se remocgdo média de
27% de bifenil, e quando a concentragdo inicial foi de 250 mg.L™?, observou-se remocéo de 17% em 21
dias.

Por meio dos trabalhos apresentados, mais estudos acerca da utilizacdo e metabolismo destes
compostos pelos organismos desnitrificantes precisam ser elaboradas, caracterizando assim, uma
metodologia inovadora na degradagéo do PCB.

3.6 Extracdo e analise cromatogréafica do PCB

Metodologias analiticas para analise quantitativa de PCB a partir de amostras ambientais sdo
especialmente dificeis devido a complexidade das misturas de congéneres, interferéncias de matriz e
necessidade de baixos limites de deteccdo. Assim, extragdo de PCB de amostras ambientais, como
amostras de biorreatores, é um desafio significativo que exige uma eficaz preparacdo da amostra antes
da analise.

A metodologia mais utilizada para a analise e quantificacdo de PCB é a extracao
liquido/liquido. Entretanto, Llompart et al. (1998), comparam a técnica liquido/liquido com o Solid
Phase Microextraction (SPME), e concluiram que com resultados similares entre as duas técnicas,
todavia por meio da aplicagdo da técnica de SPME obtiveram maior rapidez e obtencdo de menores
limites de deteccéo.

O SPME vem sendo usada em muitas pesquisas com grande eficacia. Desenvolvida por
Arthur; Pawliszyn (1990), esta técnica envolve a preparagdo da amostra sem a necessidade de adi¢do de
solvente integrando a amostragem, o isolamento e a concentragdo em Gnica etapa.

Por meio da aplicacdo do SPME tem-se a eliminag&o de alguns problemas de extracdo, como
a necessidade de grande volume amostral e a utilizacdo de solvente, tanto para amostragem como para
a extracdo. Conjuntamente tem-se algumas vantagens, como a reducdo do tempo de extragcdo, maior
praticidade e sensibilidade comparando com métodos classicos, como a extracdo liquido/liquido
(ARTHUR; PAWLISZYN, 1990).
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No SPME, uma fibra de pequeno didmetro revestida com uma fase estacionéria é imersa em
amostra aquosa ou introduzida no headspace. Os analitos sdo extraidos na fase estacionaria da fibra, e
posteriormente, dessorvidos termicamente na coluna do injetor do cromatdgrafo gasoso. As pequenas
dimensbes da fibra (100-300 um) sdo convenientes para injecdes no cromatografo.

Ademais, a simplicidade do uso, o tempo de processamento relativamente pequeno, a utilizacdo de
guantidades menores de amostra e a possibilidade de reutilizacdo da fibra, fazem com que o SPME
seja opc¢do atraente para diversas analises ambientais do PCB (Tabela 3-3).

21



Tabela 3-3. Aplicacdo da técnica de SPME para avaliar amostras ambientais com PCB.

60 min/ Temperatura - PCB 18, Potter; Pawliszyn,
PDMS 15um ambiente 1 min/ 300 °C 87 (1994)
PDMS-DVB
65um 60 min/ 100°C 5 min/ 270°C 100 mL PCB 28,52 10L 105 118 Landin etal. (2001)
PDMS 100pum ' ' '
PDMS 100
pm
PA 85 um
PDMS/DVB 150 min/
65 um Temperatura 10 min/ 260°C 1.5mL PCBlgiZEiégO,lgg, ié,oll& Valor et al. (2001)
CW/DVB 65 ambiente ' ' '
pm
CAR/PDMS
75 pum
PDMS 30 pm 45 min/ 30°C 1 min/ 270°C 30 mL PCB 10, 180 Cortazar et al. (2002)
PD"S% 100 60 min/ 72°C 5 min/ 274°C PCB 10,28, 52,138,155, Rodiletal. (2005)
PDMS 100
pm 30 min/ Temperatura . 5 PCB 10, 28, 52, 138, 153,
PDMS-DVB ambiente 3 min/ 250°C 10 mL 180 Basheer et al. (2007)
65um
PDMS 100, 30 PCB 8, 18, 28, 44, 52, 66,
e7 um . o . o 77,101, 105, 118, 126, 128, Derouiche et al.
PDMS/DVB 30 min/ 60°C 5 min/ 260°C 2mb 138, 153, 170, 180, 167, (2007)
65 um 195, 206 e 209
PDM;NO PCB 28, 52, 74, 101, 118,
H 50 min/ 95°C 5 min/ 280° 5mL 128, 138, 153, 156, 170, 180  Kowalski et al. (2013)
PDMS-DVB
650m e 187

PDMS: Polidimetilsiloxano
PDMS/DVB: Polidimetilsiloxano/ divinilbenzeno
CW/DVB: Carbowax/Divinilbenzeno
CAR/PDMS (carboxen/PDMS): Carboxen/Polidimetilsiloxano

Potter; Pawliszyn (1994) utilizaram esta técnica para avaliar dois congéneres de PCB (PCB 18
e PCB 87) em concentracdo de 10° mg.L™* em amostras de dgua. Os autores concluiram que depois de
60 minutos de exposicédo da fibra, a concentracdo do PCB entra em equilibrio com a fibra, entretanto,
com 10 minutos de exposicao a analise por meio de GC é eficiente.

Kowalski et al. (2013) compararam a extracdo de PCB com duas fibras, PDMS 100 pum e
PDMS/DVB 65um. Verificou-se que para a fibra PDMS/DVB 65um maior eficiéncia, porém maior
variagdo na reprodutibilidade amostral, resultando na escolha da fibra PDMS 100 pm como ideal na
extragdo do PCB. Landin et al. (2001) avaliaram 9 congéneres (PCB 28, PCB 52, PCB 101, PCB 105,
PCB 118, PCB 138, PCB 153, PCB 156, PCB 180) em concentracdes que variaram de 7,22 mg.L* a
28,80 mg.L* em amostras de agua doce e salina, comparando dois tipos de fibras (PDMS 100um e
PDMS/DVB 65um). Os autores concluiram que por meio da utilizacdo da fibra PDMS/DVB 65um
obteve-se maior eficiéncia de extracdo do PCB pelo headspace.

Como apresentado em trabalhos anteriores, a técnica de extragdo de PCB por meio do SPME
é promissora e no presente trabalho foi avaliada na analise ambiental de reatores em batelada. Para tanto,
diferentes tipos de fibra, adi¢do de NaCl, diferentes concentra¢es de PCB e tempos de extragdo foram
avaliados.
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3.7 Consideracoes finais

Por meio de trabalhos apresentados anteriormente sobre as caracteristicas do PCB, sua extensa
producdo mundial, seus efeitos bioldgicos, processos de remocdo e degradacdo, nota-se que especial
atencdo deve ser dada ao seu destino.

Diversas sdo as pesquisas que visam desenvolver possibilidades tecnoldgicas para degradar PCB
no ambiente. Para o melhor entendimento e aperfeicoamento dos processos biolégicos, ainda deverdo
ser realizadas pesquisas acerca dos diversos fatores que interferem em sua degradacéo, tais como o0
processo empregado, presenca de determinados microrganismos, produtos e possivel inibicdo dos
microrganismos.

Em trabalhos anteriores a remocao de cloro por bactérias anaerdbias ndo foram evidenciadas em
menos de quatro meses com consorcio nao adaptado (CHANG; CHOU; YUAN, 1999), entretanto em
recente trabalho (GOMES et al., 2014) evidenciou-se degradacdo de PCB em 60 dias para consocio
fermentativo-metanogénico ndo adaptado.

Além disso, a caréncia de receptores de elétrons em condi¢do anaerdbia é o principal fator
limitante do crescimento microbiano. Consequentemente, qualquer microrganismo que possa utilizar
receptor de elétrons abundante no meio, como o nitrato, poderia ter uma vantagem em relacdo aos outros
utilizadores de PCB em meio anaerobio/anoxico. Tal tecnologia, pouco estudada na remogéo de PCB,
foi utilizada eficientemente no tratamento de outros compostos aromaticos e clorados.

Mediante o exposto, o presente trabalho teve como principal objetivo avaliar a remocéo do PCB
com consoércio ndo adaptado comparando a comunidade anaerdbia (metanogénica) e anoxica
(desnitrificante) na eficiéncia de remocéo do PCB. Investigou-se também neste estudo o comportamento
da comunidade metanogénica e desnitrificante em presenca de diferentes concentracdes de PCB,
caracterizando-se a concentragdo inibitoria do PCB para cada consocio e por fim, foi realizada a
caracterizacdo da comunidade microbiana, por meio de sequenciamento massivo nos reatores sob
condicdo anaerdbia e andxica no inicio e final da operagao.
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Material e Métodos

A execucdo experimental foi realizada de acordo com as hipdteses elaboradas e a partir da
Figura 4-1 ¢é possivel observar o delineamento experimental de cada hipotese.

Para responder a Hipotese 1 e avaliar a eficiéncia e eficacia do SPME como metodologia de
analise de PCB foram realizados testes de extragdo com diferentes tipos de fibras, tempos de extraco,
adicdo de NaCl e volume amostral para determinar as melhores condi¢des cromatogréficas a partir da
mistura de solugéo de seis congéneres de PCB.

Ademais, neste estudo foram realizados Ensaio de Inibicdo Metanogénica e Ensaio de Remogéo
de PCB sob condi¢do fermentativa-metanogénica para responder a Hipétese 2, no qual foi estabelecida
a concentracdo toxica de PCB para a comunidade fermentativa-metanogénica e foi avaliada a remogéo
do PCB e caracterizacdo microbiana sob esta condig&o.

De modo a responder a Hipdtese 3 foram conduzidos Ensaio da Rela¢do ideal Carbono e
Nitrogénio, Ensaio de Inibicdo Desnitrificante e Ensaio de Remocdo de PCB sob condigdo
desnitrificante para estabelecer a melhor relacdo C/N-NQOjs nos reatores em batelada, a concentracao
toxica de PCB para a comunidade desnitrificante e a remocéo do PCB e caracterizagdo microbiana sob
condi¢do andxica.

Por fim, a comparagdo do Ensaio de Remocdo de PCB entre as diferentes condicOes
estabelecidas (fermentativa-metanogénica e desnitrificante) foi realizada para responder a Hipotese 4.
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Hipotese 1: ospvE

uma metodologia eficaz na
avaliacdo de PCB de amostras de
reatores

1
I 1

Teste Extragdo PCB

Técnica SPME

Estabelecimento da condigdo
para a extragdo de PCB

Hlpotese 4: 4 remogio
de PCB e a composicio
microbiana foi distinta em cada
condicao

- r
Hlpotese 2:a condicao
fermentativa-metanogénica abriga
comunidade resistente a presenca
de PCB e capaz de remové-lo

]
\

ENSAIO Inibigéo

Metanogénica

Meio simtético+
co-substrato

(Etanol e
formiato) + PCB

Estabelecimento da
concentragdo
inibitoria de PCB

Hipﬁtese 3: A condigio desnitrificante

abriga comunidade resistente a presenca de PCB
e capaz de remové-lo

' ENSAIO Relaggo C/N ideal

Meio sintético+Etanol
+PCB-+nitrato

Estabelecimento da relacdo ideal de C/N
para a comunidade desnitrificante na presega
de PCB
A

ENSAIO Inibigdo
Desnitrifi

Meio sintético+Etanol
+PCB+nitrato

Estabelecimento da concentragdo
inibitoria de PCB

v

ENSAIO Remogéo de PCB
Anaerobia ” Anoxica
(metanogénica) (desnitrificante)

Avaliagéio da melhor condigdo para remogéio de PCB

A
Caracterizagdo da comunidade microbiana:

Sequenciamento Massivo-
Caracterizar a comunidade do Ensaio de Remogédo de PCB
(Toe To)

Figura 4-1 Fluxograma experimental dos ensaios em batelada, extracio do PCB e caracterizacdo da comunidade microbiana
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41 PCB

Em todas as etapas do trabalho foi utilizado o PCB na forma de PCB Congener Mix 1 adquiridos
pela Sigma-Aldrich®. A concentracdo estoque do PCB foi de 10 mg.L™ e era composto por:

2,6-Diclorobifenil ou PCB 10;
2,4,4'-Triclorobifenil ou PCB 28;
2,2',5,5'-Tetraclorobifenil ou PCB 52;
2,2'.3.4,4',5'-Hexaclorobifenil ou PCB 138;
2,2'.4.4' 5,5'-Hexaclorobifenil ou PCB 153;

2,2'3,4,4',5,5'-Heptaclorobifenil ou PCB 180;

4.2 Meio Sintético

Para os ensaios em batelada sob condicdo fermentativa-metanogénica e desnitrificante foi
utilizado o meio sintético descrito por Angelidaki et al. (2009). A solucdo A e B foi preparada pela
dissolucdo dos itens da solugdo em &gua deionizada (Tabela 4-1 e Tabela 4-2). Posteriormente,
esterilizou-se a solucéo por filtracdo em sistema Millipore em membrana com porosidade de 0,22 pum,
previamente esterilizado em autoclave a 121°C e 1 atm durante 20 minutos.

Tabela 4-1. Solucdo A utilizada nos ensaio em batelada.
Quantidade — g.s.p. 1000

SOLUCAO A mL de 4gua deionizada
NH,CI 100 g
NaCl 10g
MgCl, 6H,0 10g
CaCl, 2H,0 59

Tabela 4-2 Solucéo B utilizada nos ensaio em batelada.

~ Quantidade — g.s.p. 1000
SOLUCAO B mL de agua deionizada

KoHPO, 15269

A solucéo de resazurina foi utilizada para avaliar o potencial redox nos reatores em batelada e
foi preparada pela dissolugdo em agua deionizada (Tabela 4-3).

Tabela 4-3 Solugdo de resazurina utilizada nos ensaio em batelada

- Quantidade — g.s.p. 1000
SOLUCAO C mL de agua deionizada

resazurina 059

A solucdo traco de metais e selenito foi utilizada na preparacdo dos meios sintéticos em agua
deionizada (Tabela 4-4). Posteriormente a solucdo foi submetida a atmosfera de nitrogénio (100%) por
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20 minutos, e entdo, procedeu-se a distribuicdo em frascos de antibidticos (30 mL), também sob
condicdes de anaerobiose. Os frascos foram fechados com tampa de butila, lacrados e esterilizados em
autoclave a 121°C e 1 atm, por 20 minutos. Os frascos foram armazenados sob refrigeragéo.

Tabela 4-4 Solugéo traco de metais e selenito utilizado nos ensaio em batelada
Quantidade — g.s.p. 1000

SOLUCAQ D: METAIS E SELENITO mL de &gua deionizada
FeCl,. 4H,0 29
H3BOs 0,059
ZnCl, 0,059
CuCl, .2H,0 0,038¢g
MnCl; .4H,0 0,059
(NH,)6M0705, .4H,0 0,05 g
AlCl, 0,059
CoCl, .6H,0 005¢g
NiCl, .6H,0 0,092 g
EDTA 059
HCI concentrado 1mL
Na,SeOs; .5H,0 01g

A solugdo estoque de vitaminas foi preparada por meio de dissolu¢do dos itens em &gua
deionizada (Tabela 4-5). A solucéo foi esterilizada por filtracdo em sistema Millipore em membrana de
poro 0,22 um, previamente esterilizado em autoclave a 121°C e 1 atm durante 20 minutos. Procedeu-se
entdo a distribuicdo da solu¢do em frascos de antibidticos (30 mL), sob fluxo de nitrogénio (100%). Os
frascos foram fechados com tampa de butila, lacrados e armazenados sob refrigeracéo.

Tabela 4-5 Solucéo de vitaminas utilizada nos ensaio em batelada
Quantidade — g.s.p. 1000

SOLUCAO E: VITAMINAS mL de dgua deionizada

Biotina 2 g

Acido félico 2 ug
Piridoxina 10 ug
Riboflavina 5 ug
Cloridrato de tiamina 5 ug
Vitamina B12 0,1 pg
Acido Nicotinico 5ug
Acido p-aminobenzoico 5 ug
Acido lipéico 5ug
Acido DL-pantoténico 5 ug

A solucdo final do meio sintético foi preparada adicionando-se 10 mL da solucdo A, 2 mL da
solugdo B, 1 mL da solugéo de rezasurina, 1 mL da solucdo de metais e 1 mL da solucdo de vitaminas
em agua deionizada anaerdébia (1.000 mL q.s.p.) (Tabela 4-6).
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Tabela 4-6 A solucao final do meio sintético
Quantidade — g.s.p. 1000

SOLUCAO FINAL mL de 4gua deionizada
Solugéo A 10 mL
Solucédo B 2mL
Solugéo C - Resazurina 1mL
Solucéo D — Metais e Selenito 1mL
Solugéo E- Vitaminas 1mL

Nos reatores em batelada foram adicionados no momento da inoculacéo solucdo de bicarbonato
de sadio e sulfeto de sédio preparados sob condi¢do anaerdbia como descritos por Vazoller (1995). As
solugdes foram esterelizadas por filtragdo em sistema Millipore em mebrana de 0,22 pm.

4.3 Co-substratos

Para a alimentacdo dos reatores fermentativos-metanogénicos em batelada foram utilizados 457
mg.L? de etanol e 680 mg.L* de formiato de sddio (Tabela 4-7). A variacdo de co-substratos e/ou de
doadores de elétrons no processo de desalogenacdo do PCB sob condigdo fermentativa-metanogénica
interfere diretamente nas taxas de remogéo do cloro (NOLLET et al., 2005).

Nollet et al. (2005) confirmaram que entre diferentes fontes de carbono testadas, as taxas de
remocdo de cloro foram mais elevadas quando o etanol e formiato de sodio foram adicionados aos
reatores em batelada. Outros pesquisadores (SCHOLLHORN et al., 1997; WILDEMAN et al., 2003;
GOMES et al., 2014) obtiveram alta eficiéncia de remoc¢do com a utilizacdo combinada destes co-
substratos na remogdo de compostos xenobidticos, como PCB, tricloroetano (TCE) e dicloroetano
(DCE).

Ademais, com o intuito de minimizar as disparidades de operagdo dos reatores em batelada e
garantir a equidade experimental, os reatores operados sob condicéo desnitrificante foram alimentados
com etanol (Tabela 4-7).

Baseando-se nos reatores metanogénicos, a somatoria da DQO proveniente da adi¢ao de etanol
(457 mg.L) e do formiato de sédio (680 mg.L?) gerou DQO de 964 mg O..L1. A partir destes
resultados, os reatores desnitrificantes foram alimentados com 598 mg.L™ de etanol totalizando DQO
de 984,63 mg O..L ™.

Tabela 4-7 Valores de DQO para as fontes de carbono utilizadas nos ensaios em batelada.
Concentragao Condicao experimental

i -1)1
Fonte de carbono (mg.L?) DQO produzido (mgO,.L™) utilizada
Formiato de sodio 680 181,67 +27,17 -
Etanol 457 782,3 46,2 9640 Metanogenica
Etanol 598 984,3+34 Desnitrificante

1 DQO determinada em anélise

As solucbes estoque de co-substratos (etanol e formiato de sddio) foram preparadas pela
dissolucdo individual do reagente em agua deionizada anaerdbia. Procedeu-se a distribuicdo das
solucbes em frascos de antibidticos (30 mL), sob fluxo N2 (100%). Os frascos foram fechados com

29



tampa de butila, lacrados e esterilizados em autoclave a 121°C e 1 atm, por 20 minutos. Os frascos foram
armazenados a temperatura ambiente.

4.4 Indculo

Em todos os reatores sob condic¢do fermentativa-metanogénica foi utilizado indculo proveniente
de reator de manta de lodo e escoamento ascendente (UASB) usado no tratamento de residuo de
abatedouro de aves (Avicola Dakar, Tieté, SP), conhecido pelo alto potencial metanogénico
(OLIVEIRA, 2010; DELFORNO, 2014). O lodo foi homogeneizado e desintegrado em liquidificador
domestico, e submetido a atmosfera de N, (100%) durante 10 minutos, antes de sua utilizagao.

No Ensaio de Inibicdo Metanogénica e Ensaio de Remocdo de PCB foi utilizado controle
abidtico com essa mesma biomassa, todavia inativada por meio de tratamento térmico. Para tanto, a
biomassa foi colocada em frascos adequados e transferida em autoclave a 121°C e 1 atm, por 1 hora
em trés vezes consecutivas, de acordo com protocolo adaptado de Kaya; Imamoglu; Sanin (2013b).

Nos reatores operados sob condic¢do desnitrificante, o indculo foi proveniente de sistemas de
lodos ativados usado no tratamento de esgoto sanitario da empresa VVolkswagen (Séo Carlos, SP), com
caracteristica, tanto nitrificante, quanto desnitrificante (SOUZA, 2011). No Ensaio de Inibicdo
Desnitrificante e Ensaio de Remocao de PCB foi utilizado controle abidtico com biomassa inativada por
meio de tratamento térmico (3 vezes) a 121°C, 1 atm por 1 hora, de acordo com metodologia descrita
por Kaya; Imamoglu; Sanin (2013b) adaptada. Os ensaios sob condigdo anodxica foram realizados com
biomassa em suspencéo, ou seja, ndo foi adicionado material suporte nos reatores em batelada.

Como o lodo proveniente do reator de lodos ativados é muito diluido, foi necessaria a realizacdo
de uma etapa para concentracdo do mesmo, antes de inocular nos reatores em batelada. Assim, 40 ml do
indculo foi centrifugado a 9.000 rpm por 15 minutos, a 15°C. Apos a centrifugagdo, o sobrenadante foi
descartado, sendo adicionado mais 40 mL da biomassa e posterior centrifugacdo. A amostra foi
centrifugada 5 vezes no total. Essa biomassa concentrada foi usada para inoculacdo dos reatores sob
condig&o desnitrificante.

4.5 Material suporte

No Ensaio de Inibicdo Metanogénica foi utilizada espumas de poliuretano como material
suporte nos reatores em batelada para induzir a adesao dos microrganismos. As espumas de poliuretano
foram cortadas em cubos de 5 cm de aresta e lavadas com agua destilada (300 mL, 3x), em seguida
acetona P. A. (300 mL, 3x) e por fim, com n-hexano grau UV para cromatografia liquida (300 mL, 3x)
para a remocao de contaminantes organicos da superficie (LAWRENCE; TOSINE, 1976; ADORNO,
2013; GOMES et al., 2014).

Com o intuito de facilitar a analise e extracdo do PCB dos reatores em batelada, no Ensaio de
Remocéo de PCB sob condi¢do metanogénica, Ensaio Relagdo Carbono e Nitrogénio, Ensaio de Inibigdo
Desnitrificante e Ensaio de Remocdo de PCB sob condigdo desnitrificante ndo foram adicionadas
espumas de poliuretano como material suporte, sendo a biomassa mantida em crescimento planctdnico.
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4.6 Procedimentos Analiticos para acompanhamento dos experimentos
laboratoriais

Anélises de demanda quimica de oxigénio (DQO), pelo método espectrofotométrico, pH
(potencial hidrogenidnico) e sdlidos totais volateis, pelo método gravimétrico, foram realizadas de
acordo com APHA (2005).

Nitrato, nitrito e aménia foram analisados por meio de cromatografia i6nica. A cromatografia
ibnica foi feita em cromatdgrafo de ions Dionex ICS — 5000, equipado com supressora de anions e
deteccdo por condutividade. A coluna foi mantida a 35 °C e a fase movel utilizada foi solugdo de
carbonato (4,5 mM) e bicarbonato de sédio (0,8 mM) (SABATINI et al., 2014). O monitoramento dos
reatores em batelada sob condicdo andxica foi realizado por meio da quantificacdo do consumo de
nitrato (NOs’). A avaliacdo da desnitrificacdo foi realizada por meio da eficiéncia de remocdo de formas
nitrogenadas, NOx (NO3 e NOy).

Como a acumulagdo de nitrito nos sistemas desnitrificantes podem superestimar a
desnitrificacdo (HER; HUANG, 1995), essa eficiéncia foi calculada a partir da concentragdo de NOs
(nitrato) e NOy™ (nitrito) nos reatores de acordo com a Equagéo 4-1.

[NOX |final
NOy Jinicial

Equagio 41 Ep = (1 = )x100

Sendo:

Ep = eficiéncia de desnitrificacéo;
[NOyJinicial = Concentragdo inicial de NOs e NO2 (mg.L™)
[NOx]final = Concentragéo final de NOs e NO2 (mg.L™).

Os acidos organicos volateis foram determinados por cromatografia gasosa, CG (ADORNO;
HIRASAWA; VARESCHE, 2014) ou por cromatografia liquida de alta eficiéncia, CLAE
(PENTEADO et al., 2013). Por meio da metodologia da cromatografia gasosa determinou-se Metanol,
Etanol, Isobutanol, N-Butanol, Acido Acético, Acido Propibnico, Acido Isobutirico, Acido Butirico,
Acido Isovalérico, Acido Valérico e Acido Capréico. Por meio da cromatografia liquida de alta
eficiéncia determinou-se os seguintes acidos: Capréico, Valérico, Isovalérico, Butirico, Isobutirico,
Propibnico, Acético, Férmico, Latico, Succinico, Malico e Citrico.

As andlises de biogas foram realizadas em cromatografo gasoso (GC-2010 SHIMADZU)
equipado com Detector de Condutividade Térmica (GC-TCD). Para tanto, foi retirado 0,5 pL do
headspace dos reatores fermentativos-metanogénicos. A coluna utilizada foi Carboxen 1010 plot 30 m
x 0,53 mm com Argbnio como gas de arraste (ADORNO, 2014). O monitoramento dos reatores em
batelada sob condicdo anaerdbia foi realizado por meio da quantificacdo da producdo especifica de
metano, em umolCH,.gSTV..
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4.6.1 Analises Cromatogréficas do PCB

A Hipotese 1 foi avaliada por meio do desenvolvimento e validagdo do método para
determinacdo de seis congéneres de PCB por cromatografia gasosa (CG) com a utilizacdo da técnica de
microextracdo em fase solida (SPME).

I.  Microextracdo em fase sélida

A técnica de SPME foi utilizada como metodologia de extracdo e analise do PCB das amostras
provenientes dos ensaios em batelada (Figura 4-2). A extracdo imersa no liquido (SPMEi) ndo foi
avaliada, pois Llompart; Fingas (1998) obtiveram em extracdo por meio do headspace (SPMEkgs), 6tima
linearidade e sensibilidade, além de menor interferéncia dos componentes da matriz e vida Util da fibra
mais prolongada.

O método foi desenvolvido em cromatdgrafo gasoso Hewlett-Packard, 5890 series Il equipado
com detector de captura de elétrons (GC-ECD) — coluna capilar Elite — 5 Perkin Elmer (30 m x 0,32 mm
x 0,25 um). O gas de arraste foi o hidrogénio e o gas auxiliar o nitrogénio, modo splitless (sem divisdo
do volume injetado), 6 psi de pressdo na cabega da coluna, temperatura do detector de 300°C e do forno
de 160 °C, até 200 °C, a 20 °C.min*, até 270° (1 min), a 30°C.min, até 290°C (10 min), a 30 °C.min,
totalizando 16 minutos de corrida.
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f
Figura 4-2 Amostrador(Ze fibras utilizadas para a extracdo do PCB po(s)meio da técnica de SPME. (a)
amostrador manual; (b) Fibra exposta do amostrador; (c¢) Frasco para amostrador automaético por
headspace; (d) aparato para extracédo do PCB; (e) amostrador acoplado ao Cromatografo gasoso; (f) Fibras
testadas, PDMS/DVB (azul), PDMS (vermelha) e carboxen/PDMS (preta); (g) Caixa de fibras testadas.
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Realizaram-se varios testes para determinar as melhores condi¢Ges cromatograficas a partir da
mistura de solucdo de seis congéneres de PCB. As seguintes fibras foram avaliadas: 100um PDMS,
65um PDMS/DVB e 75um carboxen/PDMS (Sigma-Aldrich®) em diferentes tempos de extracdo,
temperatura, presenca de NaCl e volume da amostra (Tabela 4-8).

Para testar as diferentes condicOes prepararam-se padrdo da solugdo de PCB de 0,09 mg.L™,
1,5mg.L e 3,0 mg.Ltem dgua e em meio sintético. Em frasco de 10 mL de amostrador automético de
headspace, com tampa de aluminio e teflon (Figura 4-2[c]) colocou-se de 2,0 mL a 3,0 mL de amostra
e uma barra magnética para manter a agitagdo sobre um agitador magnético (marca Ika®, modelo C-
Mag MS 4). Ap6s o condicionamento da fibra no cromatdgrafo, ela foi exposta a amostra no aparato
experimental, e decorrido o tempo de extracdo, era injetada no cromatdgrafo para a fase de dessorcdo e
analise cromatogréfica.

Tabela 4-8 Condicdes avaliadas na escolha da melhor condicéo de extragdo e analise do PCB das amostras
dos reatores em batelada.

0

PCB + (E&Mri) 0
Agua H 2,0 mL 0 210 5 05
0,09
pce+ TDPMS/DVB 25 mL 05 22 250 15 08
Meio (65um) 15
s OGP 0 30mL 1,0 280 30 15
S (75um) ' 30

A técnica de extracdo foi avaliada e aperfeicoada comparando-se a eficiéncia da extragdo de
acordo com a reprodutibilidade do teste e 0 padrdo de otimizacdo. A reprodutibilidade foi avaliada por
meio do coeficiente de variagdo da triplicata e perfil dos picos cromatogréaficos em cada condicdo. Em
geral em cromatografia gasosa picos mais estreitos e bem definidos sdo relacionados com melhor
eficiéncia na extracdo e analise do analito.

O coeficiente de variacdo ¢ uma medida de dispersao relativa empregada para estimar a precisao
de experimentos e representa 0 desvio-padrdo expresso como porcentagem da média, no caso deste
estudo, das triplicatas (RIBANI et al., 2004). Os erros resultantes de estimativas de altura de pico no
cromatograma sdo refletidas nos coeficientes de variacdo, e quanto menor o coeficiente de variacao,
menor é a variagao entre as replicatas e, consequentemente, maior € sua reprodutibilidade. O padréo de
otimizacdo foi avaliado por meio de graficos de area cromatografica versus condicdo variante, onde a
areas maiores representam otimizacdo da metodologia de extracdo do PCB.

Essas diferentes condicdes de extracdo foram testadas objetivando-se a selecdo da condicéo
que melhor expressasse o contetdo de PCB total nas amostras, maior eficiéncia e reprodutibilidade dos
resultados. Sob tais condigdes foi conduzido a preparacdo da curva de calibragdo conjuntamente com a
validacdo do método cromatografico.
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Il.  Elaboracéo das curvas de calibracéo e validagdo
Preparo das soluc6es-estoques de PCB

As diferentes concentra¢des da solugdo-estoque do PCB para a curva foi preparada a partir da
solucdo Congener Mix 1 (10 mg.L™) diluida em meio sintético (ANGELIDAKI et al., 2009) (Tabela
4-9). Para cada concentragdo foi preparada solucdo-estoque em triplicata, que foi armazenada sob
refrigeracdo (4°C) até seu posterior uso.

Tabela 4-9 Preparacdo da solucdo-estoque para utilizacdo na curva analitica.

1 0.1 50 4995
2 02 100 2900
3 03 150 2850
z 05 250 4750 5000
5 10 500 2500
6 20 1000 2000

Curva de calibragdo

Para realizar as curvas de calibracdo foram utilizados os pardmetros descritos na Tabela 4-10.
Aliquotas de 2,0 mL de cada solucdo-estoque em triplicata foram amostrados no frasco de analise,
adicionado de NaCl e barra magnética para agitacao. A fibra entéo foi exposta ao headspace da amostra,
e terminado o tempo de extra¢do, foi injetado no cromatografo para fase de dessor¢do concomitante com
a analise cromatografica. O método de analise de PCB por meio da técnica de SPME foi validado pela
determinagdo de sua linearidade, precisdo, recuperacdo relativa e limites de deteccdo (LD) e
quantificagdo (LQ) de acordo com Ribani et al. (2004).

Tabela 4-10 Parametros estabelecidos para andlise da concentragdo de PCB pela técnica de SPME.

PDMS/DVB 20 05 15 22 16 250
(65um)

Linearidade e faixa de aplicacéo

A curva analitica foi expressa pela equacéao de reta a partir dos picos obtidos no cromatograma
das concentracBes em cada ponto da curva. A relagdo matematica entre o sinal e a concentragdo do
analito corresponde a linearidade do método e, no caso deste trabalho foi calculado para cada congénere
de PCB.

O LD representa a menor quantidade do analito (concentracdo) que o método é capaz de detectar
e foi calculado por parametros da curva analitica como se segue (RIBANI et al., 2004):
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Equacéo 4-2 LD = 3, 3x (S/S)

Sendo:

s =a estimativa do desvio padrdo do coeficiente linear da curva analitica,
S = a inclinacédo ou coeficiente angular da curva analitica.

O LQ refere-se a menor concentracdo do analito que pode ser quantificada a partir de um método
experimental. Quanto menor o LQ, menor a precisdo do método. Foi usado 0s mesmos critérios
considerados para LD, com uma relacdo 10:1 referente a relacdo sinal/ruido entre o desvio padrdo da
resposta analitica e a inclina¢&o da curva analitica (Equagéo 4-3).

Equacéo 4-3 LQ =10x (S/S)

Sendo:

s = a estimativa do desvio padrdo do coeficiente linear da curva analitica e
S = ainclinag&o ou coeficiente angular da curva analitica.

Tanto, para LD, quanto para LQ é mais conveniente usar o método que considera os parametros
da curva analitica, por ser mais confiavel estatisticamente, uma vez que a relacdo sinal/ruido pode ser
afetada pelo tamanho dos picos, podendo, portanto, ser subjetiva (RIBANI et al., 2004).

Repetitividade

Repetitividade de um método é o grau de variancia, ou coeficiente de variacdo entre resultados
de testes independentes obtidos a partir de material de estudo sob condicGes estipuladas. Anélises de
precisdo deve incluir analises intra-dia (repetibilidade) e inter-dia. A precisdo intra-dia € a repeti¢do da
mesma amostra no mesmo dia. Ja a precisao inter-dia, é a analise de pontos da curva injetados em dias
diferentes.

Para arealizagdo da preciséo intra-dia, foram analisados em triplicata os pontos 2, 4 e 5 da curva,
e em quintuplicata os pontos 1, 3 e 6. Para a avaliagio da preciséo inter-dia, foi analisado em triplicata
0 ponto 3, em dia distinto da primeira analise.

Exatidédo

Um dos processos mais utilizados para avaliar a exatiddo de um método é a analise da
recuperacao relativa (RIBANI et al., 2004). A recuperacao relativa foi estimada pela analise de amostras
de 4gua fortificadas com quantidades conhecidas do PCB semelhantes aos pontos 1, 2 e 3 da curva. A
recuperacao foi calculada como a porcentagem entre amostras com agua e dos pontos da curva, por meio
da equacéo:
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PCx100

Equagdo 4-4 RR =
quagio PA

Sendo:

RR = a Recuperacdo Relativa (%),
PC = a area cromatografica dos Pontos da Curva e
PA = a area cromatografica dos Pontos com &gua.

I1l.  Determinacdo da concentracdo de PCB nos reatores em batelada

A concentracdo do PCB do Ensaio de Remocéo de PCB foi acompanhada por meio de analise de
amostras liquidas (2 mL), que foram retiradas no inicio (T0), no meio, por volta de 80 dias (T1) e final,
por volta de 100 dias (T2) da operacdo dos reatores em batelada.

Foi utilizado o método de adigcdo do padrdo, ou Standard addiction, para quantificar o PCB
proveniente de amostras dos reatores a fim de minimizar o efeito de matriz nas amostras ( RIBANI et
al., 2004; OUYANG; PAWLISZYN, 2008). O método de adigdo de padrdo consiste em realizagdo da
curva analitica com adicéo de quantidades conhecidas da substancia de interesse, e a extrapolagdo desta
curva, 0 ponto onde a reta corta o eixo das ordenadas, a concentragdo real da substancia interesse
(RIBANI et al., 2004). Neste sentido, de quatro a seis pontos de adi¢do de padrdo foram avaliados para
cada congénere, por meio da adi¢do sucessiva de PCB (Tabela 4-11).

Tabela 4-11 Relac&o de pontos e concentragdes adicionadas de PCB no método de Adi¢do de Padréo.
_ PO 1 002 3 4 5 006

Concentragdo
adicionada (mg.L™) 0 0,03 1.0 15 2,0 3,0

A concentracdo foi calculada a partir da interseccao e inclinacéo do gréafico de adi¢do de padrdo
de acordo com a Equacdo 4-5, de acordo com Miller; Miller (1993).

Equacio 4-5 CPCB = Abs(_b/a)

Sendo,

Crce = Concentracdo do PCB nos reatores,
-b = intercepcdo do grafico no eixoy e
a = inclinag&o do grafico.

4.7 Caracterizacdo da diversidade microbiana

4.7.1 Exames Microscopios

As morfologias dos microrganismos foram avaliadas por meio de exames microscopios de
contraste de fase e fluorescéncia. Os exames microscopios foram realizados no inicio e final da operagédo
dos reatores do Ensaio de Remog&o de PCB sob condigdo fermentativa-metanogénica (MTO e MT2) e
desnitrificante (DTO e DT2). Para avaliar a morfologia celular foi utilizado Microscopio Olympus BX-
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60, acoplado a cAmera com captura de imagens (Evolution QE, Media Cybernetics Inc., USA) e software
Image Pro-Plus 4.5.

Para tanto, foram retiradas amostras em diferentes tempo de operacdo e condigéo dos reatores
em batelada, adicionada em uma lamina previamente limpa com detergente e alcool. A aliquota da
amostra foi colocada sobre fina camada de agar (2%) e recoberta com laminula. Em seguida a amostra
foi analisada em microscépio.

4.7.2 Analises Filogenéticas
I) Estocagem de amostra e extracdo de DNA

Para analise de biologia molecular foram utilizadas amostras de todas as etapas de operacéo dos
reatores em batelada. As amostras com material suporte, do Ensaio de Inibicdo Metanogénica, foram
provenientes do biofilme aderido a espuma, e as amostras dos reatores sem material suporte, do Ensaio
Relacdo Carbono e Nitrogénio, do Ensaio de Inibi¢do Desnitrificante e do Ensaio de Remocdo de PCB,
foram provenientes da biomassa suspensa. As amostras de todos os ensaios foram avaliadas pela técnica
de PCR/DGGE e amostras do Ensaio de Remocao de PCB foram analisadas por meio de sequenciamento
massivo.

Previamente a extracdo de DNA, as amostras foram lavadas (3x) com tampéo PBS (1X) e
centrifugadas a 4°C com rotagdo de 3.000 rpm durante 10 minutos. Apés a lavagem os pellets foram
armazenados a -20°C até a extracdo de DNA.

A extracdo de DNA gendmico das amostras para as anélises da eletroforese em gel de gradiente
desnaturante (DGGE) foram realizadas pelo método direto utilizando glass beads e mistura de fenol,
cloroférmio e tampdo (1:1:1) seguindo o procedimento de Griffiths et al. (2000), com algumas
modificagdes em virtude do material bioldgico em estudo, descrito na Tabela 4-12.

Tabela 4-12 A extracédo de DNA gendmico das amostras seguindo o procedimento de Griffiths et al. (2000)

modificado.
Fenol tamponado

Amostra Glass beads PBS com Tris Cloroférmio Agitacdo Centrifugacéo
059 0,5 1mL 1mL 1mL 507 10;;:1//;.800
1mL - - 1mL - 507 1Or?rir:]//zﬁjgoo

800 L - - - 800 L 50 1OrrgmriT:1// fo.(c)oo
600 L - - - 600 L 50 10rrFr)1riT:1l/ fo.(c)oo

Aproximadamente 400 pL do sobrenadante foi retirado e transferido para outro tubo e entéo o
DNA foi desidratado e precipitado em 1 mL de etanol 95% (4°C), depois em 0,5 mL de etanol 70%
(4°C). Apos cada adicdo de etanol, a amostra era homogeneizada e centrifugada por 10 minutos a 10.000
rpm a 4°C e deixado para secagem natural por 24 horas. Todo o material foi eluido em 100 pL de tampao
TE e armazenado a -20°C.

Para verificar a integridade e a concentracdo do DNA foi realizada eletroforese em gel de
agarose a 0,8% (m/v), utilizando 5 pL do extrato de acido nucleico homogeinizado em 1 uL de loading
dye e como padréo foi utilizado 2 pL do High DNA Mass Ladder Invitrogen. As condic¢Ges da corrida
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da eletroforese foram 75V (6VV.cm™) constante por 30 minutos. Apés a corrida o gel foi transferido para
a camara de trans-iluminador UV (Stratagene- Eagle Eye Il) para a observagdo das bandas do gel.

Algumas amostras foram submetidas a purificacdo do DNA, por apresentarem bandas fracas ou
com impurezas. A purificacao foi realizada com o Kit lllustra GFX PCR DNA e Gel Band Purification
(GE Healthcare) seguindo seu protocolo.

1) PCR/IDGGE

Para a analise da diversidade microbiana das amostras dos reatores em batelada dos Ensaios de
Inibicdo Metanogénica, Relagdo Carbono e Nitrogénio, Inibigdo Desnitrificante e Remogéo de PCB foi
utilizada a técnica PCR/DGGE, tanto para o Dominio Bacteria, quanto para o Archaea.

A coleta das amostras dos reatores em batelada dos ensaios Inibicdo Metanogénica, Relacdo
Carbono e Nitrogénio e Inibi¢cdo Desnitrificante ocorreu ap6s o término da operagdo dos reatores (por
volta de 30 dias). A coleta das amostras dos reatores do Ensaio Remog&o de PCB foi realizada no inicio
(TO, representa o indculo), no meio (T1, por volta de 80 dias) e no final da operacdo (T2, por volta de
100 dias).

Para iniciadores filogenéticos do Dominio Bacteria (968FGC e 1401R) (Tabela 4-13) foram
utilizadas as condi¢Ges de amplificacdo descritas por Nubel et al. (1996) cuja programacdo do
termociclador (Eppendorf AG - 22331 Hamburg) estéa apresentada na Tabela 4-14.

Tabela 4-13 Iniciadores para amplificacdo da regido do RNAr 16S para o Dominio Bacteria.

968FGC 5’- CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG GCG GGG GCA GGC GGG GAA CGC GAA GAACCT TAC-3
1401R 5’-CGG TGT GTA CAA GAC CC-3’
Fonte: Nubel et al. (1996)

Tabela 4-14 Programagéo do termociclador para amplificacdo do RNAr 16S para o Dominio Bacteria.

95°C 94°C 56°C 72°C 94°C 55°C 72°C 72°C e
05:00 00:30 00:40 01:00 00:45 00:45 01:00 07:00
10 ciclos 25 ciclos

Para o Dominio Archaea foram utilizados os iniciadores 1100FGC e 1400R (Tabela 4-15)
(KUDO et al., 1997) cuja programacao do termociclador (Perkin EImer GeneAmp PCR System 2400)
esta apresentada na Tabela 4-16.

Tabela 4-15 Iniciadores para amplificacdo da regido RNAr 16S para o Dominio Bacteria.

5°-CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA GGC GGG AAC CGT CGA TCA GGY AAC GAG
1100FGC CoAD

1400R 5°-CGG CGA ATT CGT GCA AGG AGC AGG GAC-3
Fonte: Kudo et al. (1997)
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Tabela 4-16 Programacao do termociclador para amplificacdo do RNAr 16S para o Dominio Archaea.

95°C 94°C 55°C 72°C 72°C 2
01:00 01:00 01:00 07:00
05:00 -
35 ciclos

O produto da PCR foi verificado por meio de eletroforese em gel de agarose a 1,2%, utilizando
5 uL do produto homogeneizado com 1 pL de loading buffer e 2 uL do padrdo Low DNA Mass Ladder
Invitrogen. As condicdes de corrida da eletroforese foram de 75 V (6 V.cm™) constante por 1 hora.
Na Tabela 4-17 estdo detalhados os reagentes e concentracOes utilizadas para reacdo em cadeia da
polimerase (PCR).

Tabela 4-17 Solucgbes para amplificacdo usando iniciadores 968FGC e 1401R e 1100FGC e 1400R.

H20 ultrapurificada - 35

Tampdo PCR Invitrogen® 10X 5,0

MgCl, 50 mM 15

dNTP (cada base nitrogenada) 2mM 5,0

Primer Foward 100 pmol.puL? 0,5

Primer Reverse 100 pmol.pL? 0,5

Taq DNA Polimerase Invitroge® 5U.uL? 0,5
Amostra 100 ng 2,0-3,0

O produto da PCR, com GC clamp, foi utilizado para 0 DGGE e o preparo das placas, tanto para
o Dominio Archaea, quanto para o0 Dominio Bacteria foi usado gradiente de 45% e 65% (MUYZER,;
WAAL,; UITIERLINDEN, 1993). As solugdes para a eletroforese em gel com gradiente desnaturante
(DGGE) foram preparadas em gel acrilamida (40%), solu¢cdo TAE 50X, formamida e uréia. Para as
placas do gel foram utilizados 14 mL do gel na concentracdo almejada, 100 puL de APS 10% (persulfato
de amodnia) e 10 uL de Temed (tetrametiletilenodiamina).

As placas solidificadas do gel foram transferidas para a cuba eletroforética contendo 140 mL de
TAE 1X. As amostras foram aplicadas nos pocos do gel (24 puL de amostra e 6 UL de corante para
DGGE) e permaneceram na cuba a 75V (6 V.cm™) a 65°C por 16 horas. Transcorrido o tempo de corrida,
os geéis foram transferidos para uma bandeja com agua destilada e brometo de etidio por 15 minutos e
entdo, foi observada em fotodocumentador Eagle Eye TM Ill (Stratagene), sob exposi¢cdo em
comprimento de onda de 254 nm, acoplada a computador com o programa Eagle Sight para
armazenamento das imagens. As imagens foram analisadas por meio do Bionumerics versdo 2.5.

I11) Sequenciamento Massivo

O sequenciamento massivo do gene RNAr 16S via plataforma MiSeq da lllumina® foi usado
para caracterizacao filogenética da biomassa dos reatores fermentativo-metanogénico e desnitrificante
do Ensaio de Remogéo de PCB, no tempo inicial e final (Figura 4-3). O sequenciamento foi realizado
na Fundacdo De Estudos Agrarios Luiz De Queiroz (FEALQ) com sede em Piracicaba, SP. Para tanto,
foram enviadas amostras de DNA genonico purificado (5 a 10 ng.puL™?), o qual foi quantificado em
espectrofotdmetro Nanodrop® 2000. A integridade do DNA extraido foi verificada por eletroforese em
gel de agarose (0,8% em TAE 1X).
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Figura 4-3 Fluxograma da etapa de sequenciamento massivo das amostras.

A regido hipervariavel VV3-V4 do gene RNAr 16S (KLINDWORTH et al., 2013) foi amplificada
utilizando os iniciadores universais para procariotas CCTACGGGNGGCWGCAG 16S (S-D-Bact-
0341-b-S-17) e GACTACHVGGGTATCTAATCC (S-D-Bact-0785-a-A-21) para o Dominio Bacteria
e Archaea (TAKAHASHI et al., 2014), com base nos resultados de alinhamento. A deteccdo simultanea
de bactérias e arqueias em amostras ambientais é interessante em termos de custo, contemplando anélise
da comunidade procarittica (TAKAHASHI et al., 2014).

A etapa de obtencdo dos dados brutos foi feita pelo software Casava 1.8.2, fornecido pela
Illumina, que faz o base call dos dados brutos e os transforma em leituras no formato fastq
acompanhados dos scores de qualidade phred. As leituras foram visualizadas utilizando o programa
FastQC (www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/).
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A filtragem das leituras de baixa qualidade, sequéncias de adaptadores e vetores foi realizada
pelo programa Seqyclean (https://bitbucket.org/izhbannikov/seqyclean), utilizando qualidade minima
de 24 QScore. As bases de dados de contaminantes wusada foi a Univec
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/UniVec.html). Apds filtragem, sequéncias com tamanho
inferior a 65pb foram removidas.

Para a andlise de metagen6mica foi utilizada a base de dados RDP (COLE et al., 2014) para
Archaea e Bacteria. O pipeline usado foi o do pacote QIIME v 1.9 (CAPORASO et al., 2010) para a
concatenacdo dos reads paired-end, filtragem, procura e identificacdo de UTOs (Unidade Taxonémica
Operacional), andlises de rarefacdo, alfa e beta diversidade.

As UTOs (Unidade Taxon6mica Operacional) foram definidas por meio do programa QIIME
v1.9. As sequencias brutas foram filtradas de acordo com as instru¢bes do tutorial MiSeq, com
adaptacOes. A distancia genética de 3% foi determinada para agrupar as sequencias em UTOs,
porcentagem sugerida por Edgar (2010) para classificar um microrganismo em nivel de espécie. RDP-
Il Classifier foi a base de dados utilizada como referéncia para inferir as afiliacoes filogenéticas (WANG
et al., 2007). A cobertura foi calculada de acordo com a Equacédo 4-6 (PENG et al., 2012):

Equacdo 4-6 c=1-["~1/,)x100]

Sendo:

C = cobertura calculada,
n = ndmero de UTOs Unicas (singletons) e
N = total de sequéncias encontradas.

IV) Anélises das sequencias

As sequencias obtidas na plataforma MiSeq foram tratadas e analisadas utilizando as
ferramentas do programa QIIME v1.9 (CAPORASO et al., 2010), aquelas do site RDP’s Ribosomal
Database  Project (WANG et al, 2007) e  também pelo Metagenassist
(http://www.metagenassist.ca/METAGENassist). As sequencias ndo identificadas e taxonomias com
abundancia zero em 50% das amostras foram removidas para analise pelo Metanagenassist (ARNDT et
al., 2012).

A suposicdo de que as comunidades naturais contenham caracteristicas especificas levou a série
diversificada de analise dos indices ecoldgicos. Os indices ecoldgicos de diversidade, dominancia,
equitabilidade e riqueza foram avaliados utilizando o software PAST, incluindo as sequencias com
singletons (UTOs com uma Unica sequéncia).

A caracterizacdo microbiana foi realizada por meio de sequenciamento massivo do gene RNAr
16S utilizando a plataforma MiSeq, Illumina no tempo inicial (TO) e final (T2) do Ensaio de Remogé&o
do PCB.

4.8 Ensaios em Batelada

As Hipdteses 1, 2, 3 e 4 foram avaliadas por meio da utilizacdo de ensaios em reatores em
batelada. Os reatores foram montados em triplicada, sob temperatura controlada (30°C +1°C) e agitacdo
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constante (150 rpm) (Figura 4-4 [c]). O reator em batelada foi composto por frasco de antibidtico de 100
mL., cujo volume reacional foi de 25 mL (Figura 4-4 [a]).

De uma maneira geral para a realizacdo dos ensaios em batelada, primeiro as espumas foram
pesadas em cada frasco de antibidtico quando foi o caso (Ensaio de Inibicdo Metanogénica), depois
procedeu-se a adicdo de meio de cultura(ANGELIDAKI et al., 2009)(ANGELIDAKI et al.,
2009)(ANGELIDAKI et al., 2009)(ANGELIDAKI et al., 2009), bicarbonato de sddio, co-substratos,
sulfeto de sodio sob condi¢do metanogénica e nitrato de sédio sob condicdo desnitrificante.

A biomassa (10% do volume reacional) foi inoculada sem troca de atmosfera para promover o
crescimento da biomassa desnitrificante e sob atmosfera de N, (100%) para estabelecer a anaerobiose
dentro dos frascos sob condi¢do metanogénica. Por ultimo foi adicionado o PCB, totalizando sempre o
volume reacional de 25 mL. Todos os reatores foram fechados com tampa de teflon e, lacre de aluminio.
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(@) (b)

(©)

Figura 4-4 Reatores em batelada e agitador elétrico utilizados nos ensaios em batelada. (a) reator em
batelada com meio sintético, co-substrato, PCB e in6culo utilizados em todos os ensaios; (b) espuma de
poliuretano, evidenciando a biomassa aderida no material suporte utilizada apenas no ensaio de Inibigéo
Metanogénica e (c) agitador elétrico utilizado operacao dos reatores.

4.8.1 Condigdo Anaerdbia
IV.  Ensaio de Inibicdo Metanogénica

No Ensaio de Inibicdo Metanogénica foi avaliado indiretamente quais concentragdes de PCB
eram mais toxicas para a comunidade metanogénica. Para tanto, foi avaliada a producdo de metano para
cada concentracdo de PCB em comparacdo com o reator controle, RC (sem adicdo de PCB). Nesses
sistemas foram monitorados a producéao de acidos organicos volateis e DQO. No reator denominado de
Branco a biomassa inoculada foi inativada por meio de tratamento térmico.
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Dois ensaios em reatores em batelada foram conduzidos para avaliar a inibicdo causada pela
presenca do PCB na comunidade fermentativa-metanogénica (Figura 4-5). No primeiro ensaio avaliou-
se 0,5 mg.L?, 1,5 mg.L? e 3,0 mg.L! de PCB por trinta dias. No segundo avaliou-se 3,0 mg.L?, 4,5
mg.L™ e 6,0 mg.L de PCB por 34 dias.

Ensaio Inibicido Metanogénica

al =l Meio sintético .

G [N » Co-substrato (Etanol e formiato)
PCB Congener Mix 1

~ ~ N

(1] ad R
1 E?Sam 2° Ensaio
Concentraciio de " Controle: Branco: Concentragiode
PCB: o . PCB:
Meio sintético Meio Cultura
Co-substrato Co-substrato
(Etanol e (Etanol e 30 me L 6.0 L1
0.5 mg.L* 3.0mg L? formiato) formiato) 2,V g -V me.
1,5mglL?! biomassa biomassa 4,5mg.L!
inativada

Acompanhar a producdo de CH, , producéo de dcidos organicos e
remogdo de DQO

Figura 4-5 Fluxograma do Ensaio de Inibigdo Metanogénica

Para a realizacdo do ensaio em batelada, primeiro o material suporte foi pesado em cada frasco de
antibiotico de 100 mL (0,31 g). Procedeu-se a adi¢do de meio de cultura (ANGELIDAKI et al., 2009),
bicarbonato de sodio, co-substratos (etanol e formiato) e sulfeto de sodio (0,05%). A biomassa (10%
do volume reacional) foi inoculada sob atmosfera de N, (100%) para estabelecer a anaerobiose dentro
dos frascos. Por altimo foi adicionado o PCB, totalizando volume reacional de 25 mL (Tabela 4-18 e

Tabela 4-19).
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Tabela 4-18 Composicao dos reatores em batelada no primeiro ensaio de inibicdo metanogénica.

RB! RC? RO,5 R1,5 R3,0
Material suporte
0,31 0,31 0,31 0,31 0,31
(mg)
Biomassa (mL) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Mieio sinttico 20,0 20,0 18,75 16,25 125
(mL)
PCB (mg.L?) - - 05 15 30
RaKmiaoide sodio 680 680 680 680 680
(mg.L™)
Etanol (mg.L™Y) 457 457 457 457 457
Bicarbonato (g.L?) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Sulfeto de sodio 005 0,05 0,05 0,05 0,05

(%)
1 RB ou Reator Branco: inoculado com biomassa inativa por tratamento térmico (Controle negativo)
2 RC ou Reator Controle: inoculado com biomassa sem adigio de PCB (Controle positivo)

Tabela 4-19 Composi¢ao dos reatores em batelada no segundo ensaio de inibicdo metanogénica.

RB! RC? R3,0 R4,5 R6,0
Material suporte 0,31 0,31 0,31 0,31 0,31
(mg)
Biomassa (mL) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Mieio Sintetico 20,0 20,0 125 8,75 5,0
(mL)
PCB (mg.L?) - - 3,0 45 6,0
RATIEDEE S 680 680 680 680 680
(mg.L™)
Etanol (mg.L?Y) 457 457 457 457 457
Bicarbonato (g.L™) 0,5 0,5 0,5 05 0,5
Sulfeto de sodio 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
(%)

1 RB ou Reator Branco: inoculado com biomassa inativa por tratamento térmico (Controle negativo)
2 RC ou Reator Controle: inoculado com biomassa sem adigéo de PCB (Controle positivo)

A Inibicdo Metanogénica foi calculada com base na porcentagem de inibicdo que cada
concentracdo de PCB induziu na comunidade metanogénica. Assim, a porcentagem da atividade
metanogénica (%AC) foi calculada dividindo-se a producdo de gas de cada amostra pela producao de
gés do reator controle (Equacéo 4-7) (OWEN et al., 1979).

CH,
Equacéo 4-7 %AC = C AMOSTRA x100
HyconrrOLE

Sendo:
%AC = porcentagem da atividade metanogénica,

CHa amosTra = produgdo maxima de metano nos reatores com PCB e
CHa controLe = producdo maxima de metano nos reatores sem adicdo de PCB.

A porcentagem de inibicao (%Iw) foi definida como:

Equacéo 4-8 %IM =100 — %AC

Sendo:
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%Im = porcentagem de inibicéo dos reatores com PCB e
%AC = porcentagem da atividade metanogénica.

Os compostos que propiciam inibicdo de 50% e 80% sdo referidos como ICso e 1Cqg,
respectivamente.

V.  Ensaio de Remocgéo de PCB

Nesta etapa foi avaliada a remocéo do PCB sob condicdo fermentativa-metanogénica por 101
dias. A biomassa foi inoculada em meio de cultura (ANGELIDAKI et al., 2009), com fonte de carbono
(formiato de sddio e etanol) e PCB (Tabela 4-20). A biomassa utilizada nos reatores controle (CM) foi
inativada por meio de tratamento térmico (3 vezes).

Tabela 4-20 Condicdo do ensaio em batelada para avaliar a remog¢ao do PCB em condicdo fermentativa-
metanogénica.

CM!? M?
Biomassa (mL) 2,5 2,5
Meio de cultura (mL) 16,25 16,25
PCB (mg.L?) 15 15
Formiato de sodio (mg.L?) 680 680
Etanol (mg.L?) 457 457
Bicarbonato (g.L %) 0,5 0,5
Sulfeto de sodio (%) 0,05 0,05

1 CM ou Reator Controle: inoculado com biomassa inativa por tratamento térmico
(autoclavacao)
2 M ou reator metanogénico: inculado com biomassa ativa

A atividade metanogénica foi avaliada durante todo o tempo de operagao dos reatores por meio
da analise do headspace em cromatdgrafo gasoso. O lodo proveniente do reator UASB da avicola Dakar
utilizado neste ensaio foi armazenado em geladeira por volta de 10 meses, assim antes de ser utilizado
foi aclimatado por uma semana a 30°C para ativa¢do dos microrganismos.

As andlises de quantificacdo de PCB, analises fisico-quimicas e amostras para a caracterizagdo
da comunidade microbiana foram realizadas no tempo inicial (TO), com 81 dias (T1) e 101 dias (T2). A
concentragdo tedrica adicionada nos reatores foi de 1,5 mg.L* de PCB, e a partir dessa concentragao foi
calculada a porcentagem de adsorcéo de cada congéneres de PCB no lodo anaerébio (biossorcéo) por
meio da analise da concentracdo dos congéneres de PCB nos reatores controle (CM), inoculados com
biomassa inativada (Equacéo 4-9).

[PCB]r-[PCB]g
[PCB]r

Equacéo 4-9 %Biosso = ( ) x100
Sendo:
%Biosso = porcentagem de biossor¢éo nos reatores controle,

[PCB]+ = concentracéo tedrica de PCB adicionada nos reatores controle, no caso 1,5 mg.L™,
[PCB]r = concentragdo real do PCB nos reatores controle, por meio de analise cromatografica.
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A partir da analise cromatografica do PCB nos reatores metanogénicos (M), foi calculado a
eficiéncia de remocéo de cada congénere de PCB através da concentracdo removida de PCB (Equacao
4-10).

[PCBl1o—[PCB]T>
[PCB]to

Equacéo 4-10 RPCB = ( ) x 100

Sendo:

Rece = eficiéncia de remocao de PCB para cada congénere,
[PCB]+o = concentracdo inicial de PCB nos reatores no tempo TO0,
[PCB]r2 = concentragéo final de PCB nos reatores no tempo T2.

4.8.2 Condig¢do Anoxica
I.  Ensaio de Rela¢do Carbono e Nitrogénio

A desnitrificacdo € a reducao de compostos nitrogenados, como o nitrato (NO3’) e o nitrito (NO2
) resultando na formac&o de nitrogénio gasoso (N2) pelo catabolismo de bactérias anoxicas. Este
processo é realizado com a utilizacdo de fontes de carbono biodegradaveis, tais como acetato e etanol
(AKUNNA; BIZEAU; MOLETTA, 1992; DRTIL et al., 1995; PERCHERON et al., 1998; SANTOS et
al., 2004; TCHOBANOGLOUS; BURTON; STENSEL, 2003; PENG; MA; WANG, 2007; ADAV;,
LEE; LAI, 2010). Diferentes fontes de carbono e de relagdo carbono e nitrogénio no sistema (relagdo
C/N) produz diferentes taxas de desnitrificagdo (MONTEITH; BRIDLE; SUTTON, 1980; SKRINDE;
BHAGAT, 1982; HER; HUANG, 1995).

A relacdo ideal C/N no sistema desnitrificante sob condi¢des especificas, como a presenca de
toxico, deve ser calculada experimentalmente (CHIU; CHUNG, 2003). Assim, o Ensaio de Relacdo
Carbono e Nitrogénio foi conduzido para estabelecer qual a relagdo ideal na presenca de PCB. Os
reatores foram inoculados com lodos ativados ndo-adaptados, etanol (598,9 mg.L™?), meio sintético e
diferentes relagdes de C/N-NOs'.

Como a relagdo C/N ideal para um sistema € diretamente influenciada pela fonte de carbono e
a melhor relacdo C/N deve ser determinada experimentalmente (CHIU; CHUNG, 2003), foi realizado
ensaio em batelada para estabelecer a melhor relagdo C/N-NOs™ nos reatores alimentado com etanol e
em presenca de PCB sob condicéo desnitrificante (Tabela 4-21). Este ensaio foi realizado com a adigéo
de 1,5 mg.L* de PCB. As trés relaces 6,6:1, 3,5:1 e 1,8:1 foram baseadas em trabalhos que utilizaram
condi¢do desnitrificante para a remocao de compostos aromaticos (CHIU; CHUNG, 2003; SARFARAZ
et al., 2004; MARTINEZ-HERNANDEZ et al., 2009). Ja a relacdo 138:1 foi escolhida com base na
composicao das células dos microrganismos, que se refere & concentracéo de nitrogénio descrita como
minima para atender as necessidades de macronutrientes dos organismos (RITTMANN; MCCARTY,
2001).
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Tabela 4-21 Condicédo dos ensaios em batelada para avaliar a melhor Relacdo C/N-NOs™ na presenca de

PCB.
Relacdo C/N-NO3

138:1 6,6:1 Sl 1,8:1
Meio Angelidaki (mL) 18,50 18,05 17,75 17,00
PCB (mg.LD) 15 15 15 15
Etanol (mg.L™Y) 598 598 598 598
Bicarbonato (g.L?) 0,5 0,5 0,5 0,5
Biomassa (mL) 25 2,5 25 2,5
N-NO; (mg.L?Y) 21,0 4375 833,3 1614,3

As relagdes C/N-NOjs foram calculadas por meio da seguinte equagao:

~ C-DQO
Equacéo 4-11 RelagaoC/N = N——Nﬁg
Sendo:

C-DQO = quantificacdo de carbono por meio da analise de DQO (mgO..LY) e
N-NO3™ = quantificagdo de nitrogénio na forma de nitrato em mg.L™.

Para estabelecimento da Relacdo C/N-NOs ideal na presenca de PCB foi utilizada a
metodologia descrita por Chiu; Chung (2003), determinada diretamente pelo gréafico de consumo de
NOs. Utilizando os resultados de nitrato encontrado em cada reator, um grafico de NOgs residual versus
Relacéo de C/N-NOs nos reatores foi plotado, e a partir da intersec¢do do grafico foi calculado a Relagdo
C/N-NOs ideal na presenca de PCB.

Il.  Ensaio de Inibicdo Desnitrificante

No Ensaio de Inibi¢do Desnitrificante foi avaliada indiretamente as concentragdes de PCB mais
toxicas para a comunidade redutora de nitrato. Para tanto, foi monitorado o consumo de nitrato para
cada concentracdo de PCB, producdo de acidos organicos volateis e DQO em todos 0s reatores em
comparagdo com o reator controle, RC (sem PCB) (Figura 4-3). O resultado negativo foi evidenciado
pelo reator Branco (RB), em que a biomassa inoculada foi inativada anteriormente por meio da
tratamento térmico.

A melhor relagdo C/N-NO; para 1,4 mg.L? de PCB obtida no Ensaio Relagdo Carbono e
Nitrogénio foi utilizada no ensaio de inibigdo desnitrificante e no Ensaio de Remocéo de PCB.
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Ensaio Inibicao Desnitrificante

_ - Meio sintético
72 17 » Co-substrato (Etanol)
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Acompanhar a remoc¢do de NOy, produgdo de dcidos orgénicos e
remo¢éo de DQO

Figura 4-6 Etapas do Ensaio de Inibi¢&o Desnitrificante.

No ensaio de Inibicdo Desnitrificante foi avaliado 0,5 mg.L?, 1,5 mg.L™" e 3,0 mg.L* de PCB,
nos reatores R0,5, R1,5 e R3,0, respectivamente. Para a realizacdo do ensaio em batelada, em cada frasco
de antibidtico de 100 mL foram adicionados bicarbonato de sédio (12,5 mg), co-substrato (etanol)
conjuntamente com o meio sintético (ANGELIDAKI et al., 2009). Posteriormente, os reatores foram
inoculados com biomassa (10% do volume reacional) e por Gltimo foi adicionado o PCB, compondo o
volume total de 25 mL (Tabela 4-22).

Tabela 4-22 Condigédo dos ensaios em batelada para avaliar a taxa de inibi¢&o desnitrificante gerada pelo
PCB.

RC RO,5 R1,5 R3,0
Meio Angelidaki
(mL) 21,8 20,55 18,05 14,3
PCB (mg.L™) 0 0,5 15 3,0
Etanol (mg.L™) 598 598 598 598
Bicarbonato (g.L™) 0,5 0,5 0,5 0,5
Biomassa (mL) 2,5 2,5 2,5 2,5
N-NOs (mg.L™*) * 1515 256,9 362,3 579,8

1'N-NO3 = concentragdo de N-NO;™ adicionado na forma de NaNO;

A analise da Inibicdo Desnitrificante foi calculada por meio da porcentagem de inibicdo que
cada concentragdo de PCB induziu na comunidade anoxica. Assim, foi utilizado a Eficiéncia de
Desnitrificagdo (Ep), ou eficiéncia de remogdo de NOx (NOs™ e NO;). Como a acumulagdo de nitrito
nos sistemas desnitrificantes pode superestimar a eficiéncia de desnitrificacdo (HER; HUANG, 1995),
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a eficiéncia foi calculada a partir da concentragdo de NOs™ (nitrato) e NO-" (nitrito) nos reatores de acordo
com a Equacéo 4-12.

Equaco 4-12 Ip = Ep controle — Ep reatores

Sendo:

Io = inibicdo desnitrificante calculada para cada concentracdo de PCB
Eocontrole = eficiéncia de desnitrificagdo nos reatores sem PCB (RC);
Epreatores = eficiéncia de desnitrificacdo nos reatores com PCB (R0,5, R1,5 e R3,0).

I1l.  Ensaio de Remoc¢éo de PCB

Nesta etapa foi avaliada a remog¢édo do PCB por parte da comunidade andxica (desnitrificante).
Os reatores em batelada foram operados por volta de 100 dias, inoculado em meio sintético
(ANGELIDAKI et al., 2009), etanol (598 mg.L ™) e PCB (1,5mg.L?) (Tabela 4-23). O nitrato de sédio
(NaNOs) foi adicionado como fonte de nitrato (1.652,2 mg.L* de NOs). A biomassa do reator controle
desnitrificante (CD) foi inativada por meio da tratamento térmico (3 vezes).

Tabela 4-23. Reatores desnitrificante do ensaio em batelada para avaliar a remogéo do PCB.

CD! D?

Biomassa (mL) 2,5 2,5
Meio de cultura (mL) 14,3 14,3

PCB (mg.L?) 15 15
Etanol (mg.L™) 598 598

Bicarbonato (g.L %) 0,5 0,5
N-NOs (mg.L?) 373,0 373,0

1 CD ou Reator Controle: inoculado com biomassa inativa por tratamento térmico
(autoclavacéo)
2 D ou reator desnitrificante: inculado com biomassa ativa

O crescimento das bactérias desnitrificantes foi avaliado indiretamente pela Eficiéncia de
Desnitrificacdo (Ep) que representa a taxa de consumo do nitrato adicionado no meio.

As analises de quantificagcdo de PCB, analises fisico-quimicas e amostras para a caracterizacao
da comunidade microbiana foram realizadas no tempo inicial (T0), com 79 dias (T1) e 99 dias (T2).

A concentracdo tedrica adicionada nos reatores foi de 1,5 mg.L? de PCB, e a partir dessa
concentragdo foi calculada a porcentagem de adsorcdo de cada congéneres de PCB no lodo andxico
(biossorcao) por meio da analise da concentracdo dos congéneres de PCB nos reatores controle (CD),
inoculados com biomassa inativada (Equagéo 4-13).

[PCB]|r—[PCB]g
[PCBIr

Equacéo 4-13 %Biosso = ( ) x 100

Sendo:

%Biosso = porcentagem de biossor¢éo nos reatores controle
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[PCB]+ = concentracéo tedrica de PCB adicionada nos reatores controle, no caso 1,5 mg.L?,
[PCB]r = concentracdo real do PCB nos reatores controle, por meio de analise cromatogréfica.

A partir da analise cromatografica do PCB nos reatores desnitrificantes (D), foi calculado a
eficiéncia de remocéo de cada congénere de PCB através da concentracdo removida de PCB (Equacao
4-14).

[PCB]1o—[PCB]T2
[PCB]To

Equacéo 4-14 RPCB = ( ) x100

Sendo:
Recg = eficiéncia de remocao de PCB para cada congénere,

[PCB]+o = concentracdo inicial de PCB nos reatores no tempo TO,
[PCB]r2 = concentragéo final de PCB nos reatores no tempo T2.
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Resultados e Discussao

5.1 Desenvolvimento e validacdo de método para determinacdo de PCB
via SPME

A técnica de extracdo de PCB por meio do SPME foi avaliada e aperfeicoada comparando-se a
eficiéncia da extracdo com a adigdo de NacCl, diferentes concentracdes de PCB, tempo de extracao, tipo
de fibra e adi¢do de padréo interno.

A primeira avaliacdo foi relacionada a seletividade do método de extracdo e quantificacdo. A
andlise da seletividade é necessaria para ndo superestimar a concentragdo do composto de interesse e
refere-se a capacidade em detectar os analitos de interesse na presenca de outros componentes da matriz
por meio da aplicagdo do método analitico (CHASIN et al., 1998; RIBANI et al., 2004). A seletividade
pode ser obtida de diversas maneiras. Dentre essas a escolhida neste trabalho foi comparar a matriz sem
PCB (somente o meio de cultura e fontes organicas) com a matriz fortificada com PCB (0,2 mg.L™?)
(Figura 5-1).

Neste caso, verificou-se para 0s compostos da matriz sem PCB tempo de retencéo por volta de
1,960 e 2,137 minutos, os quais foram visualizados antes dos picos dos PCBs, cujo tempo de retengdo
foi em torno de 3,925, 4,982, 5,277, 6,852, 7,176 e 7,962 minutos. Neste sentido, verificou-se para todos
0s compostos do meio de cultura sintético tempos de retengdo distintos daqueles encontrados para 0s
analitos de interesse, e seletividade do método foi alcangada (Figura 5-1).
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Figura 5-1 Anélise da seletividade da extracao por meio da técnica de SPME. (a) Cromatograma da analise
da matriz isenta de PCB (Tempo de extracdo 15 minutos, temperatura ambiente de extragéo); (b) matriz
adicionada de PCB (0,2 mg.L* PCB, tempo de extracdo 15 minutos, temperatura ambiente de extragao).
PCB 10 (Pico 1), PCB 28 (Pico 2), PCB 52 (Pico 3), PCB 153 (Pico 4), PCB 138 (Pico 5) e PCB 180 (Pico 6).

Retengdo na cromatografia é o resultado de um processo de distribuigdo competitiva de soluto
entre as fases mdveis e fixas, em que a separacdo do soluto entre estas fases é em grande parte
determinada pela estrutura molecular. Segundo Ren et al. (2007), o tempo de retencdo cromatografica
dos compostos clorados depende diretamente do nimero de cloro e posigéo inserida na molécula de
bifenila. Assim neste trabalho, os diferentes tempos de retencao foram relacionados diretamente com os
diferentes congéneres de PCB (Tabela 5-1), sendo os primeiros picos considerados com menos cloro.

Tabela 5-1 Relagéo entre os picos obtidos no cromatograma, tempo de retencéo e congéneres de PCBs.

PCB 10 2,6-diclorobifenil 2 3,92 +0,01 2,58 1
PCB 28 2,4.4'-triclorobifenil 3 4,98 +£0,01 4,08 2
PCB 52 2,2',5,5'-tetraclorobifenil 4 5,28+ 0,01 4,39 3
PCB 153 2,2'.4,4'5,5"-hexaclorobifenil 6 6,85+ 0,01 6,37 4
PCB 138 2,2',3,4,4',5'-hexaclorobifenil 6 7,18+0,01 6,56 5
PCB 180 2,2'.3,4,4',5,5"-heptaclorobifenil 7 7,96 £0,01 7,41 6

No segundo teste foram adicionadas diferentes concentracbes de NaCl nas amostras. As

1 Tempo de retengdo encontrado por Ren et al. (2007) para os respectivos congéneres de PCB

condicOes avaliadas foram sem NaCl, e com 0,5 g e 1,0 g de NaCl (Tabela 5-2).
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Tabela 5-2 Condicdes de extracdo para o teste com diferentes concentracfes de NaCl para a técnica de

SPME.

Volume de Temperatur

~ Temperatura de Tempo de
aTngsLt)ra Mgy e Ezztggao dessorcéo (°C) extragdo (min)

Desvio padrao
Tempo
retencdo’
0,04
0,05
0,05
0,03
0,03
0,03
0,04
0,03
0,02
0,01
0,01
0,01
0,02
0,02
0,01
0,01
0,01
0,02

! Desvio Padrdo do Tempo de retengdo de cada congenere PCB 10 (Pico 1), PCB 28 (Pico 2), PCB 52 (Pico 3), PCB 153 (Pico 4), PCB
138 (Pico 5) e PCB 180 (Pico 6)

Fibrade Concentragéo

Amostra SMPE  PCB (mg/L)

PCB + PDMS

Meio (100um) 15 2,0 0 22 250 15

PCB + PDMS

Meio (100um) 15 2,0 0,5 22 250 15

PCB + PDMS

Meio (100um) 15 2,0 1,0 22 250 15

QB (WINFRPIO(O|BR|WIN|FRIO|CTR|W|IN |-

o

A partir dos cromatogramas obtidos pode-se verificar que a utilizagdo de NaCl foi mais
favoravel para a extragdo do PCB por meio do efeito salting-out, visto que o coeficiente de variacdo na
presenca de 0,5 g de sal foram menores para todos os picos (entre 0,01 a 0,04) e as areas de cada pico
foram mais elevadas (entre 1.000.000 e 12.000.000), aumentando a precisdo da extragdo (Figura 5-2).

O efeito de salting-out diminui a polaridade da molécula do soluto e aumenta o particionamento
de compostos organicos da fase liquida para a fase gasosa. Sais como o NaCl que consistem em
pequenos ions, melhoram a estruturacdo da fase aquosa e, portanto, a energia de coeséo da dgua devido
as suas fortes interagdes. O aumento da energia de coesdo tem varios efeitos sobre as propriedades da
fase aquosa, e resultam principalmente no aumento da eficiéncia de extragao de procedimentos analiticos
como natécnica de SPME (ENDO; PFENNIGSDORFF; GOSS, 2012). Assim, a adi¢do de 0,5g de NaCl
foi elegido como uma condi¢do adequada para as analises cromatograficas de PCB nas etapas
posteriores. Adorno (2013) avaliou a extracdo de PCB por cromatografia gasosa e detector de captura
de elétrons em 6leo Ascarel, reator anaerdbio e solo e evidenciou melhores eficiéncias de extragdo na
presenca de NaCl.
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Figura 5-2 Area cromatografica de cada congénere de PCB em diferentes concentragdes de NaCl na
extracéo por SPME.

Trés tipos de fibras foram testadas em relacdo a extracdo de PCB: PDMS (Dimetil
polissiloxano), com espessura de 100 um, PDMS/DVB (Dimetil polissiloxano e Divinilbenzeno) com
espessura de 65 pum e Carboxen/PDMS (Carboxen e Dimetil polissiloxano) com espessura de 75 pum
(Tabela 5-3).
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Tabela 5-3 Condigdo dos testes para a escolha do tipo de fibra na extracao de PCB utilizando a técnica de
SPME.

Concentragao Volume de Temperatura Temperatura Tempo de Desvio padrdo

Amostra FS'?\;?Dge PCB amostra N(Z():I Extracdo de dessor¢do  extragdo Tempo
(mg/L) (mL) (o) (o) (min) retencdo*
1] 0,01
2| 0,02
Carboxen/ *

PCB+  “opMs 15 2,0mL 1,0 22 250 15 31002
Meio (75um) 4| 0,05
5| 0,06

6 | 0,07

1] 0,02

2| 0,01

PCB+ PDMS/DVB 3] 0,01
Meio (65um) 15 2,0 mL 1,0 22 250 15 217000
5| 0,00

6| 0,00

1] 0,04

2| 0,03

PCB + PDMS 3| 0,02
Meio (100m) 15 2,0mL 1,0 22 250 15 2T 001
5| 0,01

6| 0,01

! Desvio Padrdo do Tempo de retencdo de cada congenere PCB 10 (Pico 1), PCB 28 (Pico 2), PCB 52 (Pico 3), PCB 153 (Pico 4),
PCB 138 (Pico 5) e PCB 180 (Pico 6)

Para a sele¢do da fibra de extracdo do PCB considerou-se 0s seguintes aspectos: a presenca de
picos finos e bem resolvidos, maior area cromatografica e melhor reprodutibilidade (RIBANI et al.,
2004). Para todas as amostras analisadas verificou-se melhor extragdo com a aplicacdo da fibra
PDMS/DVB, cujos picos obtidos eram estreitos (Figura 5-3), além da obtengdo de adequada
reprodutibilidade (menores valores de coeficiente de variagdo, entre 0,00 e 0,02) e maior area dos picos
cromatograficos (entre 2.500.000 e 25.000.000) (Figura 5-4). Assim, a fibora PDMS/DVB foi escolhida
como a melhor para a extracao e analise cromatogréfica do PCB nos ensaios em batelada.

Destaca-se que apesar da fibra PDMS/DVB (65 um) apresentar maior polaridade que a fibra
PDMS (100um), Landin et al. (2001) obtiveram maior eficiéncia de extracdo de PCB com a aplicacéo
da fibra composta (PDMS/DVB), semelhante ao obtido neste trabalho.

57



counts E
140000
120000 —
100000 —

80000 —

60000 f

40000 —

20000 —

2

0

counts -

3000000 -
2500000 -
2000000 -
1500000 -
1000000 -

500000 -

0]

@

5 =}
-
ey |

w

10.261

0

counts ]

120000—5
100000—5
aoooo—f
60000—5
40000—5

20000 -

| F8.646
9.459

0

10

©

Figura 5-3 Cromatogramas dos seis congéneres de PCB com diferentes tipos de fibras na extragdo por meio
da técnica de SPME, (a) Carboxen/PDMS, (b) PDMS/DVB e (c¢) PDMS. PCB 10 (Pico 1), PCB 28 (Pico 2),
PCB 52 (Pico 3), PCB 153 (Pico 4), PCB 138 (Pico 5) e PCB 180 (Pico 6).
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Figura 5-4 Area cromatografica de cada congénere de PCB com extragdo sob diferentes tipos de fibras
(PDMS, PDMS/DVB e Carbox/PDMS) utilizando a técnica de SPME.

Em relacdo ao terceiro teste avaliou-se diferentes tempos de extracdo do PCB para definir aquele
mais adequado na aplicagéo das amostras dos reatores. As condigOes avaliadas foram 5, 15 e 30 minutos
de extracéo (Tabela 5-4).
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Tabela 5-4 Condic&o dos testes para a escolha do tempo de extracao.

0,01
0,01
0,01
0,00
0,01
0,00
0,26
0,11
0,06
0,13
0,13
0,15
0,02
0,02
0,02
0,02
0,03
0,03
0,01
0,02
0,02
0,05
0,00
0,00
0,02
0,02
0,02
0,01
0,01
0,01
0,06
0,05
0,05
0,04
0,04
0,04

PCB+ PDMS/DVB
Meio (65um)

0,09 2,0 1,0 22 250 5

PCB+ PDMS/DVB

Meio (65um) 15 2,0 1,0 22 250 5

PCB+ PDMS/DVB

Meio (65um) 0,09 2,0 1,0 22 250 15

PCB+ PDMS/DVB
Meio (65um)

15 2,0 1,0 22 250 15

PCB+ PDMS/DVB

Meio (65um) 0,09 2,0 1,0 22 250 30

pPCB+ PDMS/DVB

Meio (65um) 15 2,0 1,0 22 250 30

QBWINFPIOO|BR|WIN|FRIO|OR|WIN(FRIO|ORIWINFRIOORWINFRIOOR|WIN |-

(o]

1 Desvio Padrdo do Tempo de retengdo de cada congenere PCB 10 (Pico 1), PCB 28 (Pico 2), PCB 52 (Pico 3), PCB 153
(Pico 4), PCB 138 (Pico 5) e PCB 180 (Pico 6)

Verificou-se para os diferentes tempos de extracdo do PCB maior coeficiente de varia¢éo para
o0 tempo de extracdo de 5 e 30 minutos, entre 0,00 e 0,26 e entre 0,01 e 0,06, respectivamente. Ademais,
em 5 min e 30 min obteve-se menores areas cromatograficas de cada pico de PCB, entre 500.000 e
1.000.000 e entre 500.000 e 6.000.000, respectivamente (Figura 5-5).
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Figura 5-5 Area cromatogréfica de cada congénere de PCB (1,5 mg.L™Y) em 5, 15 e 30 minutos de extragao
com a técnica de SPME.

Para 5 minutos de extragdo foi observado cromatogramas com perfis de linha de base com ruido
e picos menos definidos. Este perfil pode estar relacionado com a falta de equilibrio entre o PCB da
amostra e a fibra (Figura 5-6).

Tempo reduzido de extracdo, no caso 15 minutos, é um tempo 6timo de utilizagéo da técnica de
SPME por assegurar que no final da corrida do cromatégrafo gasoso (16 minutos) e do tempo de
esfriamento do forno, a proxima amostra estd pronta para injecdo (LLOMPART; LI; FINGAS, 1998;
ALMEIDA; BOAS, 2004). Assim, verificou-se que 15 minutos de extracdo foi mais adequado, sendo
obtido menor coeficiente de variagdo e maiores areas cromatograficas, viabilizando amostragem com
maior eficiéncia e reprodutibilidade.
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Figura 5-6 Perfil cromatografico de congéneres de PCB em diferentes tempos de extragdo. (a) perfil

cromatogréafico para 5 minutos com 1,5 mg.L™*, (b) perfil cromatografico para 15 minutos com 1,5 mg.L?,
(c) perfil cromatografico para 30 minutos com 1,5 mg.L%. PCB 10 (Pico 1), PCB 28 (Pico 2), PCB 52 (Pico
3), PCB 153 (Pico 4), PCB 138 (Pico 5) e PCB 180 (Pico 6).

Verificou-se para diferentes temperaturas de dessor¢do, 210°C, 250°C e 280°C (Tabela 5-5)
mudangas no coeficiente de varia¢do, na linha de base, como também no desvio padrdo do tempo de
retencdo cromatografica. O desvio padrdo do tempo de retengdo calculado foi alto em 210° (de 0,23 a
0,38). Devido a isso, tornou-se inviavel a utilizacdo desta temperatura, ja que o tempo de retencdo é um
componente imprescindivel na validagdo do método de extracao.
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Tabela 5-5 Condi¢do dos testes para a escolha da temperatura de dessor¢édo de extracdo do PCB com a

técnica de SPME.

PCB+ PDMS/DVB

Meio (65um) 15 2,0 1,0 22

210

15

0,23

0,26

0,27

0,32

0,34

0,38

PCB+ PDMS/DVB

Meio (65um) 15 2,0 1,0 22

250

15

0,01

0,02

0,02

0,00

0,00

0,00

PCB+ PDMS/DVB

Meio (65um) 15 2,0 1,0 22

280

15

0,03

0,02

0,02

0,01

0,01

OO lWw (NP IO (OR|WIN(F o (O [N

0,01

! Desvio Padrdo do Tempo de retengdo de cada congenere PCB 10 (Pico 1), PCB 28 (Pico 2), PCB 52 (Pico 3), PCB 153 (Pico 4), PCB

138 (Pico 5) e PCB 180 (Pico 6)

Entretanto, quando se comparou os picos cromatograficos (Figura 5-7), nenhuma alterag&o foi
observada em 250°C e 280°C. Em 210°C obteve-se picos com ruido e indefinidos, por conseguinte,
pode-se inferir em menor eficiéncia na extragdo e analise do analito, possivelmente pela dessorcao

incompleta em temperatura mais baixa, no caso 210°C.
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Figura 5-7 Perfis cromatograficos em diferentes temperaturas de dessorcéo: (a) 210°C, (b) 250°C e (c) 280°C
com 1,5 mg.L* de PCB na extragéo pela técnica de SPME. PCB 10 (Pico 1), PCB 28 (Pico 2), PCB 52 (Pico

3), PCB 153 (Pico 4), PCB 138 (Pico 5) e PCB 180 (Pico 6).
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Em 250°C (1,5 mg.L* de PCB) foram encontrados menores desvios padrdes do tempo de
retencdo (entre 0,00 e 0,02), resultando em maior estabilidade. Entretanto, nesta temperatura foi
encontrado menores areas cromatograficas, entre 500.000 e 6.000.000 (Figura 5-8).

Por sua vez, em 280°C excedeu a temperatura maxima de 270°C estabelecida pelo fabricante da
fibora PDMS/DVB e, sob tais condigdes, pode ocasionar a degradagéo e liberacdo de compostos da
prépria fibra, mascarando os picos provenientes do PCB. Assim, neste estudo a temperatura estabelecida
para a extragdo do PCB foi de 250°C.
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Figura 5-8 Area cromatografica referente a dessor¢éo a 210°C, 250°C e 280°C para 1,5 mg.L! de PCB.

No penultimo teste avaliaram-se diferentes volumes amostrais na extracdo do PCB pela técnica
de SPME. As condigdes avaliadas foram 2,0 mL, 2,5 mL e 3,0 mL de meio liquido (Tabela 5-6).

Para o teste com diferentes volumes amostrais (2,0 mL, 2,5 mL e 3,0 mL) n&o foi encontrado
diferencas no desvio padrdo do tempo de retencdo cromatografica, todos abaixo de 0,06 (Tabela 5-6).
Ademais, quando avaliou-se as areas cromatograficas de cada congénere de PCB (Figura 5-9) observou-
se maiores areas cromatograficas com 2,0 mL de amostra, sendo 1.000.000 e 5.000.000 para 0,09 mg.L"
! de PCB e entre 12.500.000 e 22.500.000 para 1,5 mg.L* de PCB. Para 2,5 mL de amostra observou-
se picos entre 500.000 e 4.000.000 para 0,09 mg.L* de PCB e entre 100.000 e 500.000 para 1,5 mg.L*
de PCB. Para as amostras com 3,0 mL observou-se picos entre 500.000 e 1.000.000 para 0,09 mg.L™* de
PCB, e entre 100.000 e 500.000 para 1,5 mg.L™* de PCB.

A extracdo por meio de SPME envolve interagfes entre a fase liquida, gasosa e o revestimento
da fibra. O efeito do volume amostral na cinética e termodindmica da extracdo € muito complexa e
dependente da constante de parti¢cdo (GORECKI, 1997: GORECKI; KHALED; PAWLISZYN, 1998).
Landin etal. (2001) confirmaram que a apliacacao de maior volume amostral foi adequada para obtencéo
de maior quantidade de PCB extraido. Todavia, por meio da técnica de SPME, pode-se afirmar que o
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acréscimo no volume amostral atingindo o limite de adsorcdo da fibra e de particdo do analito no
headspace ndo favorece a maior extracdo do analito (GORECKI, 1997; GORECKI; KHALED;
PAWLISZYN, 1998), exemplificado pela area cromatografica para amostras com 2,0 mL (entre
1.000.000 e 5.000.000). Desse modo, com base nessas informagfes optou-se no presente estudo em
utilizar menor volume (2,0 mL) na extracao dos seis congéneres de PCB.

Tabela 5-6 Condic&o dos testes para a escolha do volume amostral ideal na extracdo de PCB utilizando o

SPME.

Concentragao Volume de Temperatura  Temperatura ~ Tempode Desvio padréao

Amostra Fél')vrlap(ée PCB amostra Né():I Extracdo de dessorcédo extracdo Tempo
(mg/L) (mL) ) () (min) retencio®
1] 002
2 0,02
PDMS/D :
PCB+ " "\g 0,09 20 1,0 22 250 30 3] 002
Meio (65um) 4| 0,01
51 0,01
6] 0,01
1] 0.06
2 0,05
PDMS/D '
PCB+ "\ 15 2,0 1,0 22 250 30 3] 005
Meio (65um) 4| 0,04
51 0,04
6] 0,04
T] 001
21 0,01
PDMS/D ’
PCB+ " "yp 0,09 25 1,0 22 250 30 3] 001
Meio (65um) 4| 0,00
51 0,00
6 0,00
T 0,00
2 1 0,00
PDMS/D ’
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51 0,00
6| 0,00
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5] 0,00
6| 0,00
1| 001
210,02
PDMS/D ’
P,\SB. Y 15 30 10 22 250 30 31002
eio (65um) 4| 0,02
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6] 0,03

! Desvio Padrdo do Tempo de retengdo de cada congenere PCB 10 (Pico 1), PCB 28 (Pico 2), PCB 52 (Pico 3), PCB 153 (Pico 4),
PCB 138 (Pico 5) e PCB 180 (Pico 6)
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Figura 5-9 Area cromatogréafica de cada congénere de PCB extraido com a técnica de SPME com diferentes

volumes amostrais (2,0, 2,5 e 3,0 mL): (a) area cromatogréafica de cada congénere nos diferentes volumes
amostrais para 0,09 mg.L* de PCB, (b) area cromatografica de cada congénere nos diferentes volumes
amostrais para 1,5 mg.L* de PCB.
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Por fim, testou-se a utilizagdo de octacloronaftaleno como padréo interno para a extragéo por
meio da técnica de SPME (0,5 mg.L%, 0,8 mg.Lt e 3,0 mg L) (Tabela 5-7). Apés preparar as solugdes
adicionou-se a cada uma delas uma concentracdo conhecida de padréo interno (octacloronaftaleno) cuja
estrutura quimica é semelhante & dos analitos em estudo com tempo de retengdo analogo (ADORNO,
2013).

Tabela 5-7 Condicgao dos testes da utilizacdo de padréo interno na extracido do PCB com a técnica de SPME.

1] 0,04

2 [ 0,05

bcps PDMS/ 3T 00
. DVB 0,09 20mL 10 22 250 15 05 :

Meio 41 0,03

(65um) 51 003

6] 0,03

1| 004

pog s PDMS/ oo
. DVB 0,09 20mL 1,0 22 250 15 08 '

Meio 4| 0,01

(65um) 51 001

6| 0,01

1] 001

ik
. DVB 0,09 20mL 1,0 22 250 15 30 '

Meio 4| 0,05

(65um) 51 0,06

6] 0,07

1] 002

o z{ dol
Agua  DVB 0 20mL 1,0 22 250 15 08 :

(G5um) 41 0,00

5| 0,00

6| 0,00

1 Desvio Padrdo do Tempo de retencao de cada congenere PCB 10 (Pico 1), PCB 28 (Pico 2), PCB 52 (Pico 3), PCB 153 (Pico 4),
PCB 138 (Pico 5) e PCB 180 (Pico 6)

Entretanto, encontrar um padrdo interno que se ajuste perfeitamente a matrizes complexas é um
trabalho arduo e que pode comprometer a facilidade analitica do método (OUYANG; PAWLISZYN,
2008). Especificamente, nesse estudo verificou-se para o octacloronaftaleno tempo de retencéo
conflitante e igual ao do PCB 180 (7,9 minutos) e, como a substéncia escolhida como padrdo interno
deve ter estrutura quimica semelhante a dos analitos em estudo, ser estavel e ndo interferir na analise
(LIGIERO et al., 2009), optou-se pela ndo utilizacdo de padréo interno com a técnica de SPME.

5.1.1 Parametros de Validagéo

A partir dos testes de extracdo, as melhores condi¢des para a analise do PCB por meio da técnica
de SPME foram as seguintes: fibra PDMS/DVB (65 um), volume amostral de 2,0 mL adicionado de
0,5g de NaCl, temperatura ambiente de extracdo por 15 minutos sob constante agitacdo, e temperatura
de 250°C de dessorcao, por 16 minutos (Tabela 5-8).
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Os parametros de validacdo utilizados neste trabalho foram os seguintes: linearidade, limites de
deteccdo e de quantificacdo, repetitividade e exatidao. Para a validacdo da extracdo de PCB de amostras
de reatores por meio da técnica de SPME seguiu-se o procedimento estipulado por Ribani et al. (2004).

Tabela 5-8 As melhores condic6es definidas para a extracéao e analise do PCB por meio da técnica de SPME.

PDMS/
30segundos  DVB 0,1-2,0 2,0 0,5 22 250 15 16 minutos
(65um)

I) Linearidade e faixa de aplicacéo

A linearidade esté relacionada com a capacidade do método em proporcionar a obtencdo de
resultados diretamente proporcionais a concentragdo dos analitos em estudo, dentro de determinada
faixa de aplicacdo (RIBANI et al., 2004). A linearidade do método foi avaliada por meio da relagéo
matematica entre a resposta obtida e a concentracdo (ou massa), a partir dos sinais obtidos com
concentragdes conhecidas, expressa como curva analitica.

Aplicando-se 0 método matematico da regressdo linear obteve-se o coeficiente linear e a
inclinacdo, além do coeficiente de correlacdo, R? (RIBANI et al., 2004). A curva analitica foi expressa
por uma equacao de reta a partir dos picos obtidos no cromatograma de concentragfes conhecidas de
PCB. A relacdo matematica entre o sinal e a concentragdo do analito foi calculada para cada congénere
de PCB (Figura 5-10). Verificou-se para cada congénere de PCB, coeficiente de correlacdo maior do
que 0,92. Este coeficiente indica que a equagdo de regressdo apresentou bom ajuste de acordo com 0s
valores recomendado pelo INMETRO (2003), o qual recomenda valores acima de 0,90 para o
coeficiente de correlacdo em validacdo de métodos cromatograficos de ensaios quimicos.

Tanto, para LD, quanto para LQ é mais conveniente usar o método que considera 0s parametros
da curva analitica, por ser mais confiavel estatisticamente, uma vez que a relacdo sinal/ruido pode ser
afetada pelo tamanho dos picos, podendo, portanto, ser subjetiva (RIBANI et al., 2004). Assim, 0s
valores calculados de LD para os PCBs 10, 28, 52, 153, 138 e 180 foram 0,03 mg.L?, 0,01 mg.L™%, 0,02
mg.L?, 0,02 mg.L?, 0,02 mg.L? e 0,02 mg.L?, respectivamente (Figura 5-10). Os valores de LQ
calculados por meio da equacdo de reta foram 0,10 mg.L™, 0,05 mg.L™%, 0,07 mg.L%, 0,07 mg.L?, 0,07
mg.L™* e 0,07 mg.L " para os PCBs 10, 28, 52, 153, 138 e 180, respectivamente (Figura 5-10).

A sensibilidade, parametro calculado a partir da equagdo de reta da curva de calibragédo
(ANGERER; SCHALLER, 1985; MILLER; MILLER, 1988; CHASIN et al., 1998) indica qudo o
método é sensivel a minimas variagGes de concentracdo do analito. De acordo com os autores Angerer;
Schaller (1985), Miller e Miller (1988) e Chasin et al. (1998), a sensibilidade é definida como a
inclinagdo da curva de calibracdo (coeficiente angular), e quanto maior esse valor, mais sensivel é o
método. Comparando-se o método de extracdo de cada congénere, é possivel afirmar que a metodologia
de SPME acoplada ao CG-ECD (cromatdgrafo gasoso de captura de elétrons) foi mais sensivel para o
PCB 52, cujo coeficiente angular obtido foi de 2x10°.
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Figura 5-10 Determinacéo grafica das curvas de linearidade da técnica de SPME para os congéneres PCB
10; PCB 28; PCB 52; PCB 153; PCB 138 e PCB 180. Est&o apresentados os valores da equacéo da reta, R?,
LQ e LD de cada congénere. Simbolos representam dados, enquanto linha representa o ajuste da reta que
representa a curva de calibragéo.

I1) Repetitividade

A repetitividade representa a concordancia entre os resultados de medigdes sucessivas de um
mesmo método (RIBANI et al., 2004) e foi calculada pela Precisdo Intra-dia e Precisdo Inter-dia.
Verificou-se para a Precisdo Intra-dia variacdo de 0,1% a 27%, expressa como o coeficiente de variacao
das areas cromatograficas de cada congénere de PCB diluido em meio de cultura nas seis diferentes
concentracdes analisadas (Tabela 5-9).

Para os fins de validacdo do método, a variabilidade aceitavel é dependente da concentracdao do
analito (RIBANI et al., 2004), e neste trabalho foi encontrado um coeficiente de variacdo das areas
cromatogréaficas de quase 30%, valor relativamente alto para o estudo e que confere uma problematica
na utilizacdo da técnica de SPME para a avaliacdo de PCB (RIBANI et al., 2004).

Os maiores valores do coeficiente de variacdo foram encontrados para 0,3 mg.L? (27,4%) de
PCB 10 e para 2,0 mg.L? (21,1%) de PCB 28. Pode-se inferir que tais resultados devem estar
relacionados com a resposta ao detector uma vez que existe uma relagéo direta entre a diminuicdo de
sensibilidade do detector de captura de elétrons e 0 menor nimero de atomos de halogénio na molécula
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(TOBISZEWSKI; NAMIESNIK, 2011; ADORNO, 2013). Desta maneira os maiores valores de
coeficiente de variagéo foram observados para PCB 10 e 28, com 2 e 3 a&tomos de cloro em sua molécula,
respectivamente.

Tabela 5-9 Precisdo Intra-dia do método de extragdo de PCB por SPME para cada analito diluido em meio
sintético.

1,6 45 55 39
106 10° 100 10°

68 63 98 7.7 21 18 25 32 56 47 81 17
10 100 22 105 100 8 g8 100 2 qpp 105 126 g8 qps 84 qpe g 21D
62 10 85 45 35 48 44 83 47 18 78 79
100 100 188 g0 g 38 g qr A g5 qpe 190 g qpe 89 g g 102
18 11 27 11 23 19 25 26 41 84 15 15
10 100 %% 105 100 9% 105 10¢ 8% v 100 106 g5 ¢ 204 g5 e 100
91 67 23 27 32 59 56 20 62 20 17 23
- 100 100 P 105 100 15 g5 qgr 88 g5 g 3% g5 ¢ 33 qps qpe 183
27 27 28 17 47 15 50 25 69 90 21 25
- 100 100 % ¢ a0t %9 s a0t 32 0 g 05 g8 gt B gp g 123
‘n=5
2n=3

3 M = média das areas cromatograficas
“ DP = desvio padrdo dessas areas
5 CV = coeficiente de variacdo das areas cromatograficas

Por meio da precisdo inter-dia (coeficiente de variacdo entre as analises realizadas em dias
distintos) tem-se o efeito das variagdes dentro do laboratorio e é descrita como a precisdo mais
representativa na validacdo de métodos cromatograficos (RIBANI et al., 2004). Verificou-se variacdo
relativamente baixa entre os diferentes dias de analise, com valores de coeficiente de variagdo de 1,6%
até 17,7% (Figura 5-11). O maior valor referente ao PCB 28 (17,7%) pode estar relacionado com a
resposta ao detector, encontrado também para a Precisdo Intra-dia (TOBISZEWSKI; NAMIESNIK,
2011; ADORNO, 2013).
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Figura 5-11 A precisdo inter-dia através da area cromatografica e coeficiente de variacao entre as analises
realizadas em dias distintos (m dia 1 e m dia 2) para os seis congéneres de PCB avaliados pela técnica de
SPME.

I11) Exatidao

Os intervalos aceitaveis de recuperacdo para anélise de residuos geralmente estdo entre 70 e
120% (RIBANI et al., 2004). Verificou-se recuperagdo relativa entre 80% e 112% para todas as
concentracdes analisadas (0,1 mg.L?, 0,2 mg.L" e 0,3 mg.L?) entre o PCB fortificado em agua
ultrapurificada e em meio sintético (Tabela 5-10). Por estes resultados pode-se inferir que a exatidao da
aplicacdo do método de extracdao por meio do SPME de PCB foi obtida.

Tabela 5-10 Porcentagem de recuperacdo relativa entre agua ultrapurificada e a amostra fortificada com
PCB.

Congénere de PCB 0,1 mg.L?! 0,2 mg.L*! 0,3 mg.L*!
PCB 10 90,91% 83,36% 90,04%
PCB 28 104,56% 112,39% 100,38%
PCB 52 104,96% 103,48% 109,40%
PCB 153 102,14% 108,67% 103,60%
PCB 138 86,64% 92,06% 91,53%
PCB 180 79,91% 91,42% 93,64%

5.1.2 Determinagéo da concentragdo de PCB nos reatores em batelada

Por meio de analises preliminares das amostras dos reatores em batelada verificou-se que a matriz,
ou o lodo, interferiu diretamente na analise do PCB. Esta interferéncia da matriz também foi relatada

por Llompart et al. (1998). Os autores verificaram que a concentracdo de PCB a partir de amostras
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ambientais eram menores daquelas analisadas em &gua ultrapurificada, confirmando o efeito de matriz.
Com o intuito de minimizar o efeito da matriz nas amostras dos reatores foi utilizado o método de adicédo
do padréo, ou Standard addiction, para quantificar o PCB proveniente de amostras dos reatores do
Ensaio de Remocéo de PCB (de Figura A. 1 a Figura A. 24, apéndice). O Standard addiction € utilizado
para matrizes complexas, como o lodo, e a regressdo da curva com a matriz resulta em uma curva de
calibragdo mais préxima da real (OUYANG; PAWLISZYN, 2008).

5.2 Ensaio Inibicdo Metanogénica

No Ensaio de Inibicdo Metanogénica foi avaliado indiretamente quais concentracdes de PCB
eram mais téxicas para a comunidade fermentativa-metanogénica. Para tanto, dois ensaios em batelada
foram montados com lodo anaerdbio, co-substratos (etanol e formiato) e diferentes concentragdes de
PCB. O primeiro ensaio foi operado por 30 dias e o segundo ensaio, por 40 dias. Os resultados foram
ajustados de acordo com a equacao de Gompertz modificado (ZWIETERING et al., 1990).

A producéo de metano dos reatores RC (reator controle) e R3,0 (3,0 mg.L™ de PCB) foi avaliada
repetidamente tanto no primeiro ensaio de Inibicdo Metanogénica, quanto no segundo. A Producédo
Maxima Acumulada de Metano (PMM) foi representada graficamente ao longo do tempo de operacgéo
dos reatores para comparar as taxas relativas de metabolismo entre os reatores (Figura 5-12).

Nos reatores RC, tanto no primeiro Ensaio de Inibicdo Metanogénica, quanto no segundo,
observou-se producdo acumulada de metano (Figura 5-12 [a]) semelhantes entre si, com ajustes
similares para a equagdo de Gompertz. Da mesma forma, verificou-se para os reatores R3,0, PMM e
ajuste da equacdo de Gompertz semelhantes em ambos 0s ensaios (primeiro e segundo ensaio de Inibi¢éo
Metanogénica) (Figura 5-12 [b]). No primeiro ensaio obteve-se R? de ajuste da equacdo de Gompertz
dos reatores RC e R3,0 de 0,93 e 0,94, respectivamente. No segundo ensaio obteve-se o R?dos reatores
RC e R3,0 de 0,94 e 0,96, respectivamente. Assim, neste trabalho foi escolhido os dados do segundo
ensaio tanto para os reatores RC, quanto para R3,0 para o calculo da Inibicdo Metanogénica, pois melhor
se ajustou a equacao de Gompertz modificada.

73



800 a. °

Producao de CH, (umolCH,.gSTV™")

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Tempo (horas)

(@)

800

600

400 1

200

Producao de CH, (umolCH,.gSTV™)

-—717Tr 1T -1 1 1 1 +~T1 1 1171
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Tempo (horas)

(b)

Figura 5-12 Producédo acumulada de metano para (a) RC e (b) R3,0 em ambos 0s ensaios (primeiro -m- e
segundo ensaio -e-). Linha representa o ajuste através da equacdo de Gompertz modificado e simbolos
representam os dados.
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A producdo de metano ao longo do tempo, a producdo méxima acumulada de metano (PMM) e
a velocidade de produc¢édo de metano (VPM) estdo apresentados na Figura 5-13. Obteve-se para todas as
amostras R? de ajuste da equacdo de Gompertz valor maior que 0,92. Por meio do teste t-Student foi
verificado diferenca estatistica (P < 0.05) nos valores de PMM para as diferentes concentracdes de PCB.
Para as condicGes do reator branco (RB) ndo se verificou producao de metano e ndo foram apresentados
esses resultados.

Obteve-se valores de PMM de 654,8 pmolCH.gSTV?, 193,1 umolCH4.gSTVY,
111,6 pmolCH4.gSTV™?, 104,6 pmolCH4.gSTV™, 96,7 umolCH4.gSTV? e 79,5 umolCH..gSTV ! para
os reatores RC, R0,5, R1,5, R3,0, R4,5 e R6,0, respectivamente (Figura 5-13). A partir desses resultados
foi possivel observar diminuicdo da PMM com o aumento da concentragdo de PCB nos reatores
anaerdbios. Desse modo, pode-se inferir sobre o efeito inibitdrio do PCB na producdo de metano.

Ademais, verificou-se maior VPM para as condi¢des do RC, seguido dos reatores R0,5, R1,5,
R3,0, R4,5 e R6,0, cujos valores foram de 15,5 umolCH4.gSTV1.h?, 2,6 umolCH..gSTV1.h?, 0,7
MMOICH4.gSTV™h?, 1,1 umolCH4.gSTV™h?, 1,0 umolCH4gSTV™h?, 0,7 umolCH4.gSTV™h7,
respectivamente (Figura 5-13). A partir destes resultados foi possivel verificar que a velocidade de
producéo de metano foi diretamente influenciada pela adi¢cdo de PCB no sistema, e no reator sem adi¢ao
de PCB a velocidade foi mais alta (15,5 umolCH..gSTV1.h"%), quando comparada com os reatores em
que o PCB estava presente (entre 2,6 umolCH4.gSTV-1.h"t e 0,7 umolCH4.gSTV1.h?).

75



800 -

600 -

400+

200 -

R0O,5

800 -

600 -

400 -

600 -

400 -

Producéo de CH, (umol CH,.gSTV")

200 A

R>=0,93
, RC PMM = 193,08
R"=0,94 1 VPM = 2,63
PMM = 654,83
VPM = 15,51 | .. .
RLS | R30
R?=0,92 R =096
PMM = 111,65 PMM = 104,60
VPM =0,73 . VPM =1,08
R4,5 | R6,0
R®=0,96 R*=0,97
PMM = 96,67 PMM = 79,50
VPM = 1,02 ] VPM = 0,68
0 200 400 600 800 O 200 400 600 800

Figura 5-13 Producéo de metano nos reatores metanogénicos sob diferentes concentragdes de PCB. RC:
reator controle (sesm PCB); R0,5: 0,5 mg.L* de PCB; R1,5: 1,56 mg.L* de PCB; R3,0: 3,0 mg.L* de PCB;
R4,5: 45 mg.L* de PCB e R6,0: 6,0 mg.L! de PCB. R2 é o coeficiente de correlacdo, PMM a Produgéo
Méxima Especifica de Metano (UmolCH4.gSTV?!) e VPM a velocidade de producdo de metano
(UMOICH4.gSTV-1.h1). Simbolos representam valores medidos, enquanto linha representa o ajuste a

Tempo (horas)

equacéo modificada de Gompertz.

Gomes et al. (2014) avaliaram a producdo de metano em reatores em batelada, sob condigdes
similares de operacéo desse trabalho, com etanol (460 mg.L™) e formiato de sédio (680 mg.L™) como
co-substratos e congéneres de PCB (PCB 10, 28, 52, 153, 138 e 180), além de inéculo proveniente de
reator UASB tratando efluente de avicultura. Os autores observaram para os reatores controle, com
co-substratos e lodo anaerdbio suspenso, producdo méaxima de metano de 900 pmolCH,4.gSTV1. Nos
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reatores com PCB (0,7 mg.L?), co-substratos e lodo anaerébio suspenso, obtiveram
400 umolCH,4.gSTV ™.

Comparando-se os resultados obtidos para os reatores sem PCB e com baixa concentracdo de
PCB do presente trabalho (654,8 pmolCH..gSTV?® e 193,1 pmolCH4.gSTV?, para RC e R0,5
respectivamente) e aqueles obtidos por Gomes et al. (2014) (900 pmOICH..gSTV?! e
400 umolCH4.gSTV™, para reator controle e reator com 0,7 mg.L?, respectivamente) foi possivel
verificar menor producdo méaxima de metano nos reatores do presente estudo (Tabela 5-11).

Destaca-se que as condicdes de operacdo dos reatores anaerdbios realizadas por Gomes et al.
(2014) e do presente estudo foram similares, como a presenca de material suporte, 0 meio sintético
utilizado e inclusive a mesma origem de biomassa utilizada como inéculo dos reatores. Todavia, no
presente estudo obteve-se menor producdo de metano em relacdo aquela de Gomes et al. (2014).
Provavelmente, esses resultados podem estar relacionados com diferentes tempos de armazenamento do
indculo proveniente do reator UASB em geladeira, consequentemente, com alteracdo do metabolismo e
diversidade das populagdes de microrganismos. No presente trabalho foi utilizado indculo mais antigo
e foi obtido menor producdo de metano do que Gomes et al. (2014). A determinac¢do do potencial
metanogénico é um método bioldgico sujeito a grandes variagdes devido a utilizagéo de indculo ndo-
padronizado e heterogéneo e as caracteristica do lodo pode estar diretamente ligada a diminuigdo do
potencial metanogénico da amostra (HANSEN et al., 2004).

Tabela 5-11 Comparacdo entre a producdo maxima de metano nos reatores em batelada sem PCB e com
concentragdes baixas de PCB (0,5 mg.L? e 0,7 mg.L™) no presente estudo e literatura.

Presente Estudo Gomes et al. (2014)
Reator Controle 654,8 UmMolCH,.gSTV* 900 umolCH,.gSTV*
Reator com 0,5 mg.L! de PCB 193,1 umolCH,.gSTV™! -
Reator com 0,7 mg.L! de PCB - 400 umolCH,.gSTV*

A produ¢do maxima de metano (PMM) do reator controle (RC) foi utilizado na comparacao da
taxa de inibicdo em relagdo aos reatores R0,5, R1,5, R3,0, R4,5 e R6,0, com 0,5 mg.L%, 1,5 mg.L?%, 3,0
mg.L?, 4,5 mg.L? e 6,0 mg.L* de PCB, respectivamente (Tabela 5-12).

Neste estudo verificou-se correlacdo direta entre a concentragdo de PCB adicionada no reator e
a inibicdo metanogénica (Tabela 5-12). Nos reatores em batelada com 0,5 mg.L?, 1,5 mg.L?, 3,0 mg.L-
1 45mg.L e 6,0 mg.L" de PCB obteve-se taxas de inibicdo de 70,5%, 83,0%, 84,0%, 85,2% e 87,5%,
respectivamente.

Kaya; Imamoglu; Sanin (2013a) determinaram a producdo de metano em reatores anaerébios
com in6culo misto (lodo anaerdbio e lodos ativados) contendo PCB 118, sem co-substrato. Estes autores
avaliaram a porcentagem da producdo de metano com PCB em comparag¢do com o grupo controle, e a
porcentagem de inibicéo calculada foi 9,3%, 15,6% e 17,8% para 10, 20 e 30 mg.L™ de PCB 118 em 65
dias.

Comparando-se os resultados de inibicdo metanogénica obtidos no presente trabalho (inibigdo
de 70,5%, 83,0%, 84,0%, 85,2% e 87,5% para 0,5 mg.L*, 1,5 mg.L?, 3,0 mg.L%, 4,5mg.L e 6,0 mg.L
! de PCB, respectivamente) e aqueles obtidos por Kaya; Imamoglu; Sanin (2013a) (inibicdo de 9,3%,
15,6% e 17,8% para 10, 20 e 30 mg.L* de PCB 118) verificou-se maior inibicdo metanogénica sob as
condicBes nutricionais do presente estudo.
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Sierra-Alvarez; Lettinga (1991) confirmaram que existe relagéo entre a estrutura molecular do
composto aromatico e seu efeito inibitério sob a comunidade metanogénica do lodo granular de reator
UASB. Assim, a distinta taxa de inibicdo metanogénica obtida no presente estudo e aquela obtida por
Kaya; Imamoglu; Sanin (2013a), provavelmente, esteja relacionada com as caracteristicas quimicas do
congénere de PCB, bem como, com a fonte de inéculo utilizada nos respectivos trabalhos, de grande
importancia no célculo da taxa de inibic&o.

Verificou-se comportamento similar ao da produgdo de metano para a remogdo de matéria
organica nos reatores em batelada, sendo observada diminuicdo efetiva na eficiéncia de remocéao para
maiores concentracGes de PCB (Tabela 5-12). Verificou-se eficiéncia de remocdo de DQO para 0s
reatores RC, R0,5, R1,5, R3,0, R4,5 e R6,0 de 60%, 52%, 46%, 39%, 31% e 24%, respectivamente (para
940,17 mg.L?, 1.605,25 mg.L™?, 2.247,50 mg.L?, 3.603,25 mg.L*, 5.003,00 mg.L* e 7.116,00 mg.L*
de DQO inicial, respectivamente). Resultados similares foram obtidos por Kaya; Imamoglu; Sanin
(2013a). Os autores verificaram menor eficiéncia de remocéo de DQO (25.000 mg.L™* de DQO inicial)
nos reatores em batelada metanogénicos para maiores concentragdes de PCB-118 (eficiéncia de remocao
de 62,9%, 45,2%, 37,1% e 22,2% para 1 mg.L?, 10 mg.L?, 20 mg.L! e 30 mg.L* de PCB-118,
respectivamente). Assim, pode-se inferir que o PCB teve efeito inibitério ndo apenas no metabolismo
metanogénico, mas também na remocao de matéria organica no sistema.

Tabela 5-12 Acidos organicos volateis, inibico, producdo maxima especifica de metano, DQO inicial e final
e eficiéncia de remocgdo de DQO em cada reator no Ensaio de Inibicdo Metanogénica.

940,17 376,07

RC - 654,83 (+8.71) (+30.60) ®0
RO5 705 193,08 1(162%573)5 (ngé) 52
RL5 830 111,65 2(124?72)0 éfi??é’) 46
R30 840 104,60 ey 725? (133133) %
R45 852 96,67 o000 (125572% 3
RGO 87,9 79,50 ngﬁ? (?0(; (iggg,’ég) 2

RC reator controle, R0,5 reator com 0,5 mg.L ! de PCB, R1,5 reator com 1,5 mg.L* de PCB, R3,0 reator com 3,0 mg.L* de
PCB, R4,5 reator com 4,5 mg.L™* de PCB e R6,0 reator com 6,0 mg.L™ de PCB

Neste trabalho constatou-se diferentes concentragdes e distribui¢do de acidos organicos volateis
nos reatores em batelada que foi dependente da concentracdo de PCB (Tabela 5-13). O acimulo de
acidos organicos volateis foi crescente com o aumento da concentra¢do de PCB nos reatores R0,5, R1,5
e R3,0, cujas concentracoes totais de acidos organicos volateis foram de 1.078,29 mg.L*, 1.766,25 mg.L
1e2.003,43 mg.L?, respectivamente. Para 4,5 mg.L* e 6,0 mg.L* de PCB néo verificou-se acimulo de
acidos organicos volateis, sendo observados 198,01 mg.L e 72,96 mg.L?, respectivamente. O acimulo
de acidos organicos volateis em reatores anaerébios em batelada foi evidenciado por Garcia-Morales et
al. (2001). Em seu trabalho, esses autores vincularam a alta concentracdo de &cidos orgéanicos volateis
na operacdo dos reatores ao aumento da concentracdo de alquibenzeno-sulfonado e a consequente
inibicdo metanogénica no sistema. A inibicdo metanogénica ocasionou a diminui¢cdo do consumo de
metabdlitos, como os acidos organicos, e resultou no acimulos destes nos reatores.
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De acordo com Boone et al. (1993) e Krocker et al. (1979) a presenca de substancias inibitorias
na alimentacdo pode influenciar a metanogénese, causando a conversao incompleta dos acidos organicos
volateis a metano. De tal modo, nos reatores com elevada concentracdo de &cidos organicos volateis,
R0,5, R1,5 e R3,0, foi possivel inferir que a metanogénese tenha sido inibida, atingindo PMM de 193,08
HUMOICH4.gSTV?, 111,65 umolCH4.gSTV! e 111,65 pmolCH4.gSTV, respectivamente, e a digestdo
anaerdbia foi incompleta, apenas com a fase acidogénica.

A partir da anélise de &cidos organicos volateis dos reatores foi possivel verificar que (Figura
5-14 e Tabela 5-13) o acido acético foi o principal &cido organico volatil observado nos reatores R0,5,
R1,5e R3,0,com 794,0 mg.L?, 793,6 mg.L ! e 1.014,5 mg.L™, respectivamente. Pode-se inferir a partir
desses resultados que a rota metanogénica acetoclastica foi inibida com o aumento da concentracdo de
PCB.

Ademais, como o formiato de sédio adicionado no inicio da operagdo (396,0 mg.L™?) foi
consumido (47,2 mg.L™?, 29,7 mg.L™ e 50,0 mg.L* para os reatores R0,5, R1,5 e R3,0, respectivamente),
pode-se inferir que 0 metano produzido nestes reatores foi principalmente por meio do metabolismo
metanogénico hidrogenotrofico.

Xu et al. (2010) avaliaram como os inibidores cléssicos da metanogénese
(2-bromoetanosulfonado e cloroférmio) alteraram a comunidade microbiana anaerdbia. Os autores
constataram que a comunidade acetoclastica foi mais sensivel a presenca de inibidores do que as
metanogénicas hidrogenotroficas. Ademais, Gomes et al. (2014) evidenciaram inibicdo metanogénica
acetoclastica em reatores em batelada inoculados com lodo anaerdbio de reator UASB tratando efluente
de avicultura com 0,7 mg.L™* de PCB. Portanto, é possivel afirmar que as arqueias acetoclasticas sdo
mais sensiveis a presenga do PCB do que as populagdes metanogénicas hidrogenotroficas.

Outros produtos principais nos reatores R0,5, R1,5 e R3,0 foram o &4cido butirico (336,0 mg.L™*
e 630,9 mg.L* para os reatores R1,5 e R3,0, respectivamente) e o acido propidnico (83,0 mg.L™ para o
reator RO,5). Xu et al. (2010) constataram que as formas ndo ionizadas do acido acético (entre 22.000
umol.Lt e 27.000 umol.L?), do &cido butirico (entre 600 pmol.L™ e 700 umol.L) e do &cido propidnico
(entre 9.000 pmol.L* e 11.000 pmol.L) eram os principais metabdlitos acumulados nos sistemas com
altas taxa de inibigdo metanogénica (95% de inibig&o).

Casserly; Erijman (2003) evidenciaram que o acumulo de &cidos organicos ocorre quando ha
baixa atividade metanogénica associada a alta atividade fermentativa. Portanto, a partir do acumulo dos
acidos acético, butirico e propidnico, neste trabalho, pode-se salientar que houve inibigdo metanogénica
conjuntamente com a alta atividade acidogénica nos reatores R0,5, R1,5 e R3,0.

As bactérias acidogénicas sd0 menos sensiveis aos compostos toxicos em comparagdo com as
arqueias metanogénicas (KIM; YOUNG; TABAK, 1994; GARCIA-MORALES et al., 2001; WARREN
et al., 2003; OCHOA-HERRERA et al., 2009). Com isso pode-se sugerir que no presente trabalho as
bactérias acidogénicas foram menos sensiveis a adi¢cdo do PCB do que as arqueias metanogénicas.

Nos reatores R4,5 e R6,0 foi evidenciado menor producéo de metano, 96,7 umolCH4.gSTV! e
79,5 umolCH,4.gSTV?, respectivamente, e menor acimulo de 4cidos organicos volateis, 96,4 mg.L* e
46,8 mg.L™?, respectivamente. Por meio destes resultados destaca-se que para concentracdes acima de
4,5 mg.L* de PCB, tanto as populacdes metanogénicas, quanto as acidogénica foram inibidas.
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Tabela 5-13 Porcentagem e concentracao de cada acido orgénico volatil nos reatores RC (reator controle),
RO,5 (reator com 0,5 mg.L? de PCB), R1,5 (reator com 1,5 mg.L* de PCB), R3,0 (reator com 3,0 mg.L de

PCB), R4,5 (reator com 4,5 mg.L de PCB) e R6,0 (reator com 6,0 mg.L* de PCB).

RC mg.L? 0,00 8,83 0,00 0,00 0,00 0,00 61,86 70,69
R0,5 mg.L? 47,15 794,41 83,21 61,36 9,02 83,14 0,00 |1.078,29
R1,5 mg.L? 29,73 793,64 25,48 2131 336,07 26,29 533,73 | 1.766,25
R3,0 mg.Lt 50,06 1.014,52 116,17 70,20 630,88 121,60 0,00 | 2.003,43
R4,5 mg.L? 0,02 55,87 23,27 3,84 0,00 9,24 105,77 | 198,01
R6,0 mg.L? 2,65 35,71 3,42 0,75 0,00 4,28 26,14 72,96

RC % 97,76 0,87 1,01 0,37 0,00 0,00 0,00 100
RO0,5 % 0,00 12,49 0,00 0,00 0,00 0,00 87,51 100
R1,5 % 4,37 73,67 7,72 5,69 0,84 7,71 0,00 100
R3,0 % 1,68 44,93 1,44 1,21 19,03 1,49 30,22 100
R4,5 % 2,50 50,64 5,80 3,50 31,49 6,07 0,00 100
R6,0 % 0,01 28,22 11,75 1,94 0,00 4,67 53,42 100
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Figura 5-14 Proporc¢do de cada &cido organico volatil no meio sintético (meio sintético mais fontes de
carbono) e nos reatores RC (reator controle), R0,5 (reator com 0,5 mg.L* de PCB), R1,5 (reator com 1,5
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mg.L? de PCB), R3,0 (reator com 3,0 mg.L* de PCB), R4,5 (reator com 4,5 mg.L"* de PCB) e R6,0 (reator
com 6,0 mg.L de PCB).

Verificou-se nos ensaios de inibicdo metanogénica que quanto maior a concentra¢do do PCB,
menor foi a producdo de metano e maior sua inibigdo nas populagdes metanogénicas (Figura 5-15). O
valor de ICso dos seis congéneres estudado foi calculado a partir da curva de Dose-resposta ajustada ao
gréfico de %lv e producdo maxima de metano versus concentracdo de PCB, sendo obtido 0,03 mg.L™.
Desse modo, 50% da producdo de metano foi afetada para 0,03 mg.L* dos seis congéneres de PCB
adicionados nos reatores em batelada. Sierra-Alvarez; Lettinga (1991) avaliaram a inibicdo
metanogénica com 34 diferentes compostos aromaticos, e concluiram que o pentaclorofenol foi o mais
inibidor, com ICso de 7,99 mg.L%. Por meio dos resultados obtidos neste trabalho pode-se inferir que o
PCB é um composto toxico para a comunidade metanogénica.
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Figura 5-15. Relacdo entre porcentagem de inibicdo (-m-) e producdo maxima de metano (-m-) versus a
concentracdo de PCB. Simbolo representa dados mensurados e linha representa o ajuste dos dados a
equagao.

A comunidade microbiana do inéculo (i), do reator controle (RC), R0.5 (0,5 mg.L™ de PCB),
R1.5 (1,5 mg.L? de PCB), R3.0 (3,0 mg.L* de PCB), R4.5 (4,5 mg.L* de PCB) e R6.0 (6,0 mg.L* de
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PCB) para 0 Dominio Archaea e Bacteria foram analisadas em termos de composicao e diversidade. A
correlacdo filogenética estabelecida e suas respectivas similaridades estdo apresentadas na Figura 5-16
[a] e [b]. A diversidade bacteriana estabelecida a partir dos perfis de DGGE de cada amostra foi medida
como indice de diversidade de Shannon-Wiener (H”).

Verificou-se mediante analise de cluster do perfil de bandas do DGGE, que a biomassa dos
reatores anaerdbios em batelada afiliaram-se influenciadas pela concentracdo do PCB. Para 0 Dominio
Archaea observou-se indice de similaridade de 96% para a biomassa dos reatores anaerdbios com maior
concentracdo de PCB (R4,5 e R6,0). Sob tais condicbes verificou-se, menores taxas de producdo
especifica de metano, de 96,7 umolCH4.gSTV e 79,5 umolCH..gSTV, respectivamente (Figura 5-16
[a]). Coeficiente de similaridade de 98% foi verificado para 0 Dominio Archaea para biomassa dos
reatores anaerdbios com menor concentracdo de PCB (R0,5 e R1,5). Sob tais condicdes verificou-se as
maiores taxas de producdo especifica de metano na presenca de PCB, de 93,1 pmolCH,.gSTV?'e 111,6
UmMolCH4.gSTV, respectivamente.

Por meio da analise de cluster para o0 Dominio Bacteria verificou-se trés grupos relacionados
diretamente com a concentracao do PCB nos reatores anaerdbios (Figura 5-16 [b]). Similaridade de 87%
foi observada entre o indculo e a biomassa do reator RC. Para biomassa dos reatores R0,5 e R1,5 foi
observado indice de similaridade de 93%. Por fim, para aquelas dos reatores R3,0 e R4,5 verificou-se
similaridade de 95%.

Ainda, em relagdo as populacbes do Dominio Bacteria verificou-se padrdes de bandas
exclusivos para cada concentragdo de PCB. As bandas predominantes nos reatores R3,0 e R4,5 foram
diferentes daquelas observadas para os reatores R0,5 e R1,5. Ja para as amostras do indculo e do reator
RC, ndo foi observado nenhum padrdo de bandas dominante. Provavelmente, a dominancia de
determinada populagéo foi diretamente relacionada com a concentragdo de PCB.

Deve-se salientar que verificou-se elevada similaridade (95%) para as popula¢fes do Dominio
Bacteria para os reatores R3,0 e R4,5. Destaca-se contudo que foi verificado atividade acidogénica
diferente, para as duas condicdes. Estes resultados podem ser explicados pelo possivel estado de
inativacdo das bactérias acidogénicas no reator R4,5, o qual ndo houve produgdo do metabdlitos (acidos
organicos), entretanto ainda estavam presentes na amostra (VAN BODEGOM, 2007).

Menores indices de similaridade para o0 Dominio Bacteria (81%) foram observados para as
amostras do reator R6,0 em relagdo as demais biomassas (indculo e reatores RC, R0,5, R1,5, R3,0 e
R4,5). Camara et al. (2004) demonstraram que altas concentragdes de PCB e seus intermediérios
afetaram a viabilidade da célula, levando a lise celular. Desse modo, provavelmente a baixa producao
de &cidos orgéanicos e a baixa similaridade obtida para as popula¢des do reator R6,0 em relagdo as demais
biomassas esteja relacionado com tais caracteristicas.
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Figura 5-16 Perfis de DGGE de comunidades microbianas em RC (reator controle), i (in6culo), R0.5 (0,5
mg.L! de PCB), R1.5 (1,5 mg.L! de PCB), R3.0 (3,0 mg.L"* de PCB), R4.5 (4,5 mg.L! de PCB) e R6.0 (6,0
mg.L! de PCB) para o Dominio Archaea (a) e Bacteria (b). Dendrogama construido utilizando correlacdo
de Pearson e 0 método de agrupamento UPGMA.

Verificou-se para 0 Dominio Archaea indice de diversidade de Shannon-Wienner (H’) similar
para a biomassa presente no inéculo e no reator RC (2,25 e 2,20, respectivamente) (Tabela 5-14). Ainda
para o Dominio Archaea verificou-se indices de similaridade semelhantes entre as biomassas dos
reatores RO,5, R1,5, R3,0, R4,5 e R6,0 (2,62, 2,54, 2,40, 2,66 e 2,41, respectivamente) (Tabela 5-14). A
partir desses resultados pode-se inferir que a presenca de PCB afetou diretamente a diversidade
microbiana da biomassa anaerdbia.

Entretanto, para o Dominio Bacteria verificou-se divergéncia entre a biomassa das amostras,
cujos valores obtidos foram 2,85, 3,50, 3,02, 2,81, 2,83, 2,91 e 2,40 para o inoculo, reatores RC, R0,5,
R1,5, R3,0, R4,5 e R6,0, respectivamente. A partir desses resultados, pode-se evidenciar menor
diversidade microbiana na biomassa presente no reator R6,0 quando comparadas com as amostras do
inéculo e dos reatores RC, R0,5, R1,5, R3,0 e R4,5, demonstrando o efeito negativo de 6,0 mg.L™ de
PCB sob a comunidade bacteriana anaerébia.

Tabela 5-14 indice de diversidade de Shannon-Wienner (H’) para as amostras provenientes dos reatores
e do indculo.

Archaea 2,25 2,20 2,62 2,54 2,40 2,66 2,41
Bacteria 2,85 3,50 3,02 2,81 2,83 2,91 2,40
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5.3 Ensaio de Remoc¢édo de PCB sob condigéo fermentativa-metanogénica

5.3.1 Parametros de Monitoramento

No Ensaio de Remocdo de PCB foi avaliado o consumo de PCB sob condicdo metanogénica.
Os reatores em batelada foram operados por 101 dias. Ao longo do tempo de operacdo foi avaliada a
producdo especifica de metano nos reatores em batelada, bem como, o consumo de matéria organica e
producdo de &cidos organicos volateis. Nos reatores controle (CM), inoculados com biomassa inativada
por tratamento térmico, ndo foi verificada producéo de metano.

A producéo de metano nos reatores metanogénicos (M), inoculados com a biomassa ativa, foram
ajustados a equacdo modificada de Gompertz (R? igual a 0,95) (Figura 5-17). A producdo maxima de
metano calculada a partir da equacdo ajustada foi de 120,70 umolCH,.gSTV.

No Ensaio de Inibigdo Metanogénica, a producédo maxima de metano de 111,65 umolCHa4.gSTV"
! foi obtida para o reator R1,5, operado sob condi¢des similares (1,5 mg.L™ de PCB, etanol e formiato
como co-substratos e biomassa anaerobia).

Comparando os resultados de producdo maxima de metano obtidos nesse ensaio
(120,70 pmolCH4.gSTV?) e no Ensaio de Inibicdo Metanogénica (111,65 pmolCH4.gSTV?) foi
possivel observar respostas metabélicas semelhantes na presenca de 1,5 mg.L* de PCB.
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Figura 5-17 Producao especifica de metano no Ensaio de Remocao de PCB. Ajuste de Gompertz modificado.
Simbolos representam valores medidos, enquanto linha representa o ajuste da equagéo.
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Verificou-se comportamento similar da producao de metano para a remocao de matéria organica
neste ensaio. Nos reatores controles (CM) néo foi evidenciado consumo de matéria organica (Tabela
5-15). Ja nos reatores metanogénicos (M), inoculados com biomassa ativa, a eficiéncia de remocéo de
DQO observada foi de 48% para os primeiros 81 dias e 90% no final do experimento (101 dias) para
2.292,60 mg.L ! inicial (Tabela 5-15). Para o reator em condi¢des experimentais semelhantes (R1,5) do
Ensaio Inibicdo Metanogénica verificou-se remocao de DQO de 52% para DQO inicial de 2.247 mg.L"
L 'em 30 dias de operagdo.

Comparando-se os resultados de remoc¢do de matéria organica obtidos no Ensaio de Remogao
de PCB (48% em 81 dias e 90% em 101 dias para 2.292,60 mg.L* DQO inicial) e no Ensaio de Inibicdo
Metanogénica (52% com DQO inicial de 2.247 mg.L em 30 dias) foi possivel observar maior remogéo
de matéria organica nas condi¢Bes impostas para o presente ensaio. Provavelmente, a maior eficiéncia
obtida tenha sido devido ao maior tempo de operagdo dos reatores anaerdobios, ou seja de 101 dias.
Ademais, é possivel observar que nos primeiros dias a remocao de matéria organica foi menos eficiente,
demonstrando uma possivel fase de adaptacdo da biomassa a presenca do PCB.

Constatou-se ainda nesse trabalho diferentes concentraces e distribuicdo de acidos organicos
volateis em cada reator ao longo do tempo de operacdo (Tabela 5-15). Observou-se concentragdo de
acidos organicos volateis totais decrescente com o tempo de operacgao dos reatores metanogénicos MTO,
MT1 e MT2, de 2.373,11 mg.L?, 2.167,00 mg.L? e 241,23 mg.L?, respectivamente. Nos reatores
controles, CMTO, CMT1 e CMT?2, verificou-se producéo de acidos organicos volateis de 1.671,58 mg.L"
1,1.961,00 mg.Lte 1.765,63 mg.L™, respectivamente.

Tabela 5-15 Acidos organicos volateis, DQO e eficiéncia de remogdo de DQO em cada reator no Ensaio de
Remocé&o de PCB.

0 dias MTO 237311 2&%30

81 dias MT1 2.167,00 (1;3;3208 90,24
101dias  MT2 241,23 223,74 (+16,70)

Odias  CMTO 1.671,58 2(-;2119?)8

8ldias  CMT1 1.961,00 fj?g?&‘j 0
101dias  CMT2 1.765,63 2&%%3?

MTO = reator metanogénico inoculado com 1,5 mg.L™* de PCB no tempo inicial,
MT1 = reator metanogénico inoculado com 1,5 mg.L™ de PCB no tempo mediano,
MT2 = reator metanogénico inoculado com 1,5 mg.L™ de PCB no tempo final,
CMTO = reator controle metanogénico inoculado com 1,5 mg.L™ de PCB no tempo inicial,
CMT1 = reator controle metanogénico inoculado com 1,5 mg.L* de PCB no tempo mediano,
CMT?2 = reator controle metanogénico inoculado com 1,5 mg.L* de PCB no tempo final.

Pode-se inferir a partir da proporgdo dos acidos organicos volateis observados nos reatores CM
(Tabela 5-16 e Figura 5-18) que as fontes de co-substratos (etanol e formiato de sodio) ndo foram
totalmente consumidas, sendo observado 1.481,9 mg.L?, 1.289,9 mg.L* e 372,1 mg.L! para CMTO,
CMT1 e CMT2, respectivamente. Em relacdo & propor¢do dos acidos organicos volateis nos reatores M
(Figura 5-18) pode-se inferir que o etanol e formiato de sddio adicionados nos sistema foram
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consumidos, sendo obtidos 2.341,3 mg.L?, 25,0 mg.L* e 25,7 mg.L? para MTO, MT1 e MT2,
respectivamente.

Acido acético foi o principal composto produzido no reator M, de 1.077,9 mg.L" e 70,9 mg.L?,
com 81 dias (MT1) e 101 dias de operacdo (MT2), respectivamente. No Ensaio de Inibicdo
Metanogénica, no reator sob condicdes similares (R1,5) verificou-se que o &cido acético foi o principal
composto, com 793,6 mg.L* em 30 dias de operagio.

Comparando-se a concentragdo de acido acético observada nesse ensaio (1.077,9 mg.L* em 81
dias e 70,9 mg.L™ em 101 dias) e no Ensaio de Inibicdo Metanogénica (793,6 mg.L* em 30 dias) foi
possivel verificar a predominancia desse acido no sistema para as condi¢des com 1,5 mg.L* de PCB nos
reatores anaerobios.
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Tabela 5-16 Concentracdo e porcentagem de cada acido organico volatil nos reatores MTO (reator
metanogénico no tempo inicial), MT1 (reator metanogénico em 81 dias de operac¢do), MT2 (reator
metanogénico em 101 dias de operacdo), CMTO (reator controle metanogénico no tempo inicial), CMT1
(reator controle metanogénico em 81 dias de operacédo) e CMT2 (reator controle metanogénico em 101
dias de operagao).

MTO mg.L? 2341,35 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 22,18 0,00 9,57
MT1 mg.L? 0,00 0,00 1077,91 689,70 112,67 59,35 163,10 24,38 14,88
MT2 mg.L? 25,66 0,00 70,68 42,86 0,00 29,82 56,55 15,27 10,38
MTO % 98,66 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,93 0,00 0,40
MT1 % 0,00 0,00 50,32 32,20 5,26 2,77 7,61 1,14 0,69
MT2 % 10,22 0,00 28,14 17,06 0,00 11,87 22,51 6,08 4,13
CMTO mg.L?! 1481,88 0,00 75,50 21,93 24,73 19,01 23,49 15,83 9,22
CMT1 mglL?! 1289,94 7,54 542,76 27,27 23,86 16,62 28,77 15,25 8,96
CMT2 mglL?! 37210 750 1137,60 141,01 0,00 18,10 54,05 26,23 9,03
CMTO % 88,65 0,00 4,52 1,31 1,48 1,14 141 0,95 0,55
CMT1 % 65,78 0,38 27,68 1,39 1,22 0,85 1,47 0,78 0,46
CMT?2 % 21,07 0,42 64,43 7,99 0,00 1,03 3,06 1,49 0,51
I Ac. Capréico
100 Bl Ac. Valérico
A c. Isovalérico
< I Ac. Butirico
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Figura 5-18 Proporcdo de cada acido organico volatil nos reatores MTO (reator metanogénico no tempo
inicial), MT1 (reator metanogénico em 81 dias de operacdo), MT2 (reator metanogénico em 101 dias de
operacdo), CMTO (reator controle metanogénico no tempo inicial), CMT1 (reator controle metanogénico
em 81 dias de operacdo) e CMT2 (reator controle metanogénico em 101 dias de operacao).

5.3.2 Remocéo de PCB

O método de adigdo do padrdo, ou Standard addiction foi utilizado para quantificar o PCB
proveniente de amostras dos reatores a fim de minimizar o efeito de matriz das amostras. A remocao do
PCB sob condicdo anaerdbia foi avaliada nos reatores metanogénicos (M) (Figura A. 1 a Figura A. 6,
apéndice) no tempo inicial (T0), com 81 dias de operacdo (T1) e no tempo final, com 101 dias de
operacdo (T2). Para as condi¢Ges controle (CM) (Figura A. 7 a Figura A. 12, apéndice) foi avaliada a
concentracdo de PCB no tempo inicial (TO) e no tempo final, com 101 dias de operacdo (T2).

A remocdo de poluentes organicos em reatores biologicos envolve, tanto o mecanismo de
biodegradacédo, quanto de biossorcdo (TSEZOS; BELL, 1989). A biodegradacéo é a degradacdo destes
compostos intermediada pelos microrganismos disponiveis no inoculo, e a biossor¢éo, € a adsor¢éo dos
poluentes na biomassa dos reatores (TSEZOS; BELL, 1989).

Uma vez que a determinag&o de parametros de biossorc¢éo para a biomassa inativada, ou morta,
é tecnicamente mais facil do que para a biomassa ativa (TSEZOS; BELL, 1988), é vantajosa a utilizagdo
de biomassa inativa para determinar os parametros necessarios de biossorcao.

A cinética de biossorcdo por meio de isotermas ndo foi avaliado neste trabalho, entretanto, a
andlise de biossor¢do foi avaliada por meio da andlise da concentracdo dos congéneres de PCB nos
reatores controle (CM), inoculados com biomassa inativada no tempo inicial (TO) e final de operacdo
(T2) (Tabela 5-17). Destaca-se que foi verificado para cada congénere concentragdo constante ao longo
do tempo, sendo o valor de adsorgdo calculado a partir dessas concentracfes e da concentracéo teorica
adicionada de cada congénere (1,5 mg.L™Y).

Observou-se diferentes concentragdes iniciais para cada congénere (Tabela 5-17). Verificou-se
concentragdes mais elevadas para os congéneres PCB 10, 138 e 180, de 0,92 mg.L?, 0,77 mg.L?! e
0,93 mg.L?, respectivamente. Em contrapartida, notou-se concentragdes menores para o PCB 28, 52 e
153, de 0,39 mg.L?, 0,32 mg.L* e 0,16 mg.L™, respectivamente.

Comparando-se as diferentes concentracdes dos congéneres de PCB observadas foi possivel
inferir que exista diferentes afinidades desses congéneres de PCB com a biomassa. A diferenca entre as
concentracdes biossorvidas pode ser explicada pelo variado numero de dtomos de cloro em cada
molécula e posi¢do no anel, o qual confere distintas conformagdes moleculares e caracteristicas
particulares a cada congénere.

Patureau; Trably (2006) verificaram para lodos anaerébios maior capacidade de induzir perdas
abidticas de PCB. Os autores observaram entre 10 a 30% de perda para os PCB 52, 101, 118, 138, 153
e 180. Neste trabalho foram encontrados valores de biossor¢do de 38%, 74%, 78%, 89%, 48% e 37%
para as PCBs 10, 28, 52, 153, 138 e 180, respectivamente. Provavelmente, as diferencas observadas
neste trabalho em relagdo aos resultados de Patureau e Trably (2006) estejam relacionadas com a
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influéncia na adsorcéo, tanto da estrutura molecular do PCB (PATUREAU; TRABLY, 2006), quanto
das caracteristicas da biomassa usada como inéculo dos reatores anaerobios (TSEZOS; WANG, 1991).

Ademais, como ja no tempo inicial de operacdo (T0) a biossorg¢do foi evidenciada, foi possivel
inferir que o PCB foi prontamente adsorvido na biomassa. Resultados similares foram observados por
Tsezos; Wang (1991), que avaliaram a adsorcdo do PCB 1 em lodos ativados. Os autores observaram
alta velocidade de adsorcao, em quatro horas 0 PCB em solugéo atingiu equilibrio com o PCB adsorvido
na biomassa.

Tabela 5-17 Concentracao dos seis congéneres de PCB (PCB 10, 28, 52, 153, 138 e 180) nos reatores controle
(CM) ao longo do tempo de operacéo (TO e T2) do ensaio em batelada.

T0 092 0,39 0,32 0,16 0,77 093

T2 093 038 0,32 0,17 0,77 0,94
Biossorcao 2 0,58 112 118 134 073 057
% biossOrcao 38,33 74,33 78,67 89,00 48,67 37,67

1 Reator Controle: Biomassa inativada por tratamento térmico
2 Concentragdo de PCB adsorvido no lodo em relagéo ao PCB tedrico adicionado nos reatores

Fazer uma generalizacdo relativa a magnitude de adsorgdo entre a biomassa e compostos
organicos é um problema de dificil resolucdo. Entretanto, pelos resultados observados, por meio da
andlise de adsorcao de PCB nas condigdes dos reatores controle pode-se inferir que ocorreu remocao e
degradacdo de PCB nos reatores metanogénicos. Verificou-se remogdo de PCB nos reatores
metanogénicos (M) de no minimo 0,92 mg.L*, 0,19 mg.L?, 0,18 mg.L?, 0,07 mg.L?, 0,55 mg.L e 0,47
mg.L* para os PCBs 10, 28, 52, 153, 138 e 180, respectivamente (Tabela 5-18), com remoc¢édo média de
PCBs totais de 0,40 mg.L™* (81,5%).

Gomes et al. (2014) evidenciaram degradacdo dos seis congéneres de PCB (10, 28, 52, 153, 138
e 180) em reatores em batelada inoculado com lodo anaerdbio na presenca de co-substratos (formiato
de sodio e etanol). A partir da concentragdo inicial de 0,7 mg.L™ para cada congénere, os autores
observaram remocéo de 0,12 mg.L %, 0,37 mg.L™?, 0,43 mg.L?, 0,45 mg.L?, 0,46 mg.L ! e 0,40 mg.L™!
para 0s PCBs 10, 28, 52, 153, 138 e 180, respectivamente.

Comparando os resultados observados por Gomes et al. (2014) e aqueles reportados neste
trabalho pode-se evidenciar que a remocdo foi distinta para cada congénere. A distinta remocéo de PCB
pode ter ocorrido por diferenca na comunidade microbiana proveniente do in6culo (ocasionado por
diferencas na conservacdo e manutencéo de lodo), bem como, pela diferenga da concentracdo de PCB
usada nas diferentes pesquisas, ou seja, 0,7 mg.L e 1,5 mg.L %, respectivamente, em Gomes et al. (2014)
e nesta pesquisa. Barret et al. (2010) afirmaram que a remogdo de poluentes em biorreatores é
dependente do metabolismo microbiano e biodisponibilidade do composto.

Tabela 5-18 Concentragdo dos seis congéneres de PCB (PCB 10, 28, 52, 153, 138 e 180) nos reatores
metanogénicos (M) ao longo do tempo de operacdo (TO, T1 e T2) do ensaio em batelada.

TO 1,01 0,42 0,24 0,11 0,55 0,59 0,49
T1 1,05 0,30 0,26 0,08 0,02 0,12 0,30
T2 0,09 0,23 0,06 0,04 0 0,12 0,09
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Remogao! 0,92 0,19 0,18 0,07 0,55 0,47 0,40
% remocao 91,1 452 75,0 63,6 100,0 79,7 81,5

! Concentragdo de PCB removida em relagéo ao PCB encontrado inicialmente nos reatores
2 Concentragdo de PCBs totais na amostra: Média dos seis congéneres de PCB

Aos 81 dias de operacdo dos reatores metanogénicos (T1) verificou-se diminuigdo acentuada na
concentracdo apenas dos PCBs mais clorados (de 0,11 mg.L™* a 0,08 mg.L* para PCB 153, de 0,55
mg.La 0,02 mg.L ! parao PCB 138 e de 0,59 mg.L " a 0,12 mg.L™ para o PCB 180) e ligeiro aumento
dos PCBs menos clorados (de 1,01 mg.L* a 1,05 mg.L™* para o PCB 10 e de 0,24 mg.L* a 0,26 mg.L*
para o PCB 52) (Figura 5-19).

Dudkové; Demnerovd; Bedard (2012) evidenciaram a desalogenacao de hexa-, hepta-, octa- e
nonaclorobifenil em tri-, tetra-, penta- e hexaclorobifenil. Essa desalogenacdo teve como consequéncia
diminuicdo dos PCB mais clorados e aumento dos menos clorados no meio reacional. Assim,
provavelmente nos reatores do presente estudo, os PCBs mais clorados foram removidos pela
comunidade anaerdbia e consequentemente, para 0s PCBs menos clorados, tais como PCB 10 e PCB
52, verificou-se ligeiro acréscimo.

Entre 81 e 101 dias de operacdo dos reatores (T1 e T2, respectivamente) verificou-se
concentracdo média constante dos PCBs mais clorados (de 0,08 mg.L* a 0,04 mg.L* para PCB 153, de
0,02 mg.L2a 0,0 mg.L* parao PCB 138 e de 0,12 mg.L*a 0,12 mg.L* para o PCB 180). Todavia, para
0s PCBs menos clorado, como PCB 10 e 52, verificou-se decréscimo efetivo de 0,96 mg.L* e 0,20 mg.L"
! respectivamente. Desse modo, pode-se inferir que no primeiro periodo de operagdo (81 dias) a
remogd&o foi efetiva para os PCBs mais clorados (PCB 153, 138 e 180) e no segundo periodo de operagdo
(101 dias) foi efetiva para os PCB menos clorados (PCB 10 e 52).
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Figura 5-19 Concentracéo dos seis congéneres de PCB (PCB 10, 28, 52, 153, 138 e 180) e concentracao média
dos PCBs (m PCBs totais) nos reatores metanogénicos (M) ao longo do tempo de opera¢do (sTO, mT1le mT2)
do ensaio em batelada.

5.3.3 Indices ecolégicos

A regido hipervariavel V3-V4 do gene RNAr 16S foi utilizada para o sequenciamento massivo
das amostras dos reatores metanogénicos referente ao Ensaio de Remogéo de PCB. Obteve-se 124.970
de sequéncias contendo em média 439 pares de base para as duas amostras do inicio e final da operagédo
dos reatores para representantes do Dominio Bacteria e Archaea (Tabela 5-19).

Dentre as sequencias selecionadas, 58.941 e 66.029 foram atribuidas para amostras do inicio
(MTO) e final de operacdo (MT2), respectivamente. Ao todo foram definidas 2.313 UTOs (Unidade
Taxondmica Operacional), sendo 1.290 das UTOs atribuidas a biomassa do indculo ou reator anaerobio
no tempo inicial de operagdo (MTO) e 1.023 das UTOs atribuidas as amostras dos reatores no tempo
final de operagédo (MT?2).

Tabela 5-19 Quantidade de sequencias e UTOs atribuidas a cada amostra (97 % de similaridade).

. - ~ Dominio Bacteria  50.466 1.189
Inéculo ou reator no tempo inicial de operagdo (MTO0) Dominio Archasa 7,947 58.941 o 1.290
Dominio Bacteria  62.667 898
R final ao (MT2 .02 1.02
eator no tempo final de operacéo ( ) Dominio Archasa  2.049 66.029 023
TOTAL 124.970 2.313

Na ecologia de comunidades as medidas de diversidade sdo agrupadas em trés categorias, indice
de riqueza (nimero de espécies), indice de equitabilidade e riqueza (abundancia relativa) e modelo de
abundancia das espécies. Para avaliar a complexidade da comunidade microbiana das amostras dos
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reatores em batelada metanogénico, MTO e MT2, foram calculados os indices ecolégicos de diversidade,
dominancia, equitabilidade e riqueza (Tabela 5-20).

Por meio da andlise do indice de Simpson (1-D), complemento do indice de dominancia, foi
possivel verificar para ambos os dominios valor menor no final do experimento, de 0,92 para 0,88 para
o Dominio Archaea, e de 0,96 para 0,89 para representantes do Dominio Bacteria. Pode-se inferir que
houve maior dominancia de um, ou poucos grupos na comunidade microbiana no final da operacéo dos
reatores em batelada e, provavelmente, ocorreu selecdo de microrganismos devido a presenca de PCB
nos reatores anaerdbios.

Por meio da analise de diversidade através do indice de Shannon-Wienner (H’) foi possivel
verificar que no final da operacdo (MT2) os valores obtidos foram menores, quando comparados com
as amostras iniciais (MTO), tanto para o0 Dominio Bacteria (de 4,73 para 3,81), quanto Archaea (de 4,24
para 3,58). Por meio dessa analise foi possivel inferir que no final da operacdo dos reatores anaerébios
verificou-se menor diversidade da comunidade microbiana para os representantes de ambos 0s
dominios.

Através da analise de equitabilidade de Pielou (J”) verificou-Se baixa equitabilidade para a
biomassa do final do experimento, de 0,55 para 0,47 e de 0,59 para 0,49, para 0 Dominio Archaea e
Bacteria, respectivamente. A equitabilidade indica abundancia distinta entre as espécies e confirma o
indice de dominancia encontrado para as amostras, de 0,92 para 0,88 para 0 Dominio Archaea, e de 0,96
para 0,89 para representantes do Dominio Bacteria.

A cobertura (C) foi utilizada para avaliar se o tamanho da biblioteca de UTOs era suficiente
para estimar indices ecoldgicos confidveis e significativos. Observou-se valores de C acima de 97%
(98,0% e 98,5% para o Dominio Archaea e 97,4% e 98,1% para 0 Dominio Bacteria). Por meio destes
resultados pode-se inferir que as espécies de microrganismos identificadas na biblioteca nos garantem
boa representatividade da microbiota nas amostras e que os indices ecoldgicos calculados sdo confiaveis
e significativos (PENG et al., 2012).

Comunidades naturais microbianas normalmente sdo caracterizadas pela presenca de algumas
espécies com muitos individuos, e muitas espécies com poucos individuos. Na presenca de um fator
limitante pode ocorrer alteragBes detectveis na estrutura da comunidade microbiana (WILHM;
DORRIS, 1968). Peng et al. (2012) demonstraram que ao se enriquecer uma comunidade com adi¢oes
temporais de um composto toxico, como o tetra-bromobisfenol, ocorreu selecdo de microrganismos
resistentes e capazes de degradar o composto.

Verificou-se para as amostras do final de operacdo (MT2) tendéncia a baixos valores de riqueza
(1.787 e 2.318 UTOs, para Dominio Archaea e Bacteria, respectivamente), diversidade (3,58 e 3,81,
respectivamente para Dominio Archaea e Bacteria) e equitabilidade de espécies (0,48 e 0,49,
respectivamente para Dominio Archaea e Bacteria), possivelmente resultando em alta dominancia e
abundancia de espécies mais resistentes. Com isso, pode-se indicar a seguinte hipotese: a estrutura da
comunidade microbiana é diferente nos reatores com a adicdo do PCB em relacdo aquela do indculo
proveniente de reator UASB.
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Tabela 5-20 indices ecologicos de diversidade, dominancia, equitabilidade e riqueza para o Dominio
Bacteria e Archaea, nas amostras MT0 e MT2.

NUmero de Sequencias 60.535 67.552 60.523 67.582
UTOs 2.250 1.787 2.867 2.318
Simpson (1-D) ou Doninancia 0,922+0,002 0,885+0,002 0,96+0,001 0,889+0,003
Shannon-Wienner (H”) ou Diversidade 4,24+0,03 3,58+0,02 4,73+0,03 3,81+0,03
Pielou (J°) ou Equitabilidade 0,55+0,004 0,479+0,003 0,595+0,003 0,491+0,003
Singletons 1.197 1.020 1.576 1311
Cobertura (C) 98,02% 98,49% 97,40% 98,06%

Por meio da andlise das curvas de rarefacéo verificou-se maior riqueza para a amostra do reator
no tempo inicial (MTO) comparada com aquela obtida no final de operacdo (MT2) (Figura 5-20).
Atribuiu-se, entdo a menor riqueza da amostra do reator no final da operagcdo (MT2) a presenca de PCB
e, consequentemente a sele¢do de microrganismos resistentes a este composto.
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Figura 5-20 Curva de rarefagdo das sequencias de amostras do indculo, reator metanogénico no tempo incial
(=MTO) e final de operacéo (=MT?2) (97% de similaridade).

5.3.4 Analise Taxondmica

Por meio da aplicagdo do RDP-classifier obteve-se classificacdo em filos dos representantes do
dominio Bacteria para cada amostra. Em relacéo aos filos identificados nas amostras iniciais (MTO0) e
finais (MT2) dos reatores metanogénicos em batelada, destaca-se a similaridade com representantes
pertencentes ao filo Proteobacteria (49-30%), Thermotogae (0,7-30%), Firmicutes (4-15%), Chloroflexi
(4-8%) e Synergistetes (7-6%) (Figura 5-21).
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Em relacdo a biomassa dos reatores no inicio (MTO0) e final (MT2) de operagdo dos reatores
pode-se salientar que ocorreu alteracdo na composi¢do dos representantes pertencentes a determinado
filo. Ao longo do tempo de operacdo verificou-se diminui¢do da abundancia relativa de Proteobacteria,
de 49% para 30%, e de Synergistetes, de 7% para 6%. Em contrapartida, para representantes de outros
filos verificou-se aumento da abundéncia relativa, como por exemplo, para Thermotogae (de 0,7% para
30%), Firmicutes, (de 4 para 15%) e Chloroflexi (de 4% para 9%).

Pode-se salientar, ainda, que ocorreu pouca alteracdo da composi¢cdo microbiana para 0s
representantes do filo Proteobacteria (Figura 5-21). Ao longo do tempo de operacdo verificou-se
alteracdo da abundancia relativa de Alpha-proteobacteria, (de 4% para 6%), Beta-proteobacteria (14%
para 16%), Delta-proteobacteria (de 13% para 14%), Episilon-proteobacteria (de 57% para 50%) e
Gamma-proteobacteria (de 12% para 13%).

Desse modo, pode-se destacar que houve selecdo na microbiota dos reatores anaerdbios, e
provavelmente relacionada com a adi¢do de PCB, uma vez que, a capacidade das bactérias pertencentes
aos filos Chloroflexi e Firmicutes em realizar a desalogenacao é conhecida e tem sido descrita com
frequéncia na literatura cientifica (KITAGAWA; KAMAGATA, 2014).
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Figura 5-21 Abundancia relativa de classes, dentro do grupo Proteobacteria, e dos filos (similaridade 97%0)

nas amostras iniciais MTO (a) e finais MT2 (b).
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Devido a quantidade de géneros do Dominio Bacteria classificados (75-180) restringiu-se a
descricdo dos 10 grupos (ordem, familia, género e espécie) com maior abundancia relativa em cada
amostra, MTO (Tabela A. 1, apéndice) e MT2 (Tabela A. 2, apéndice). A distribuicdo dos principais
grupos identificados nas amostras inicial (MTO) e final (MT2) esta apresentada na Figura 5-22.

Dentre esses grupos, dois deles (Sulfurimonas e Cloacamonas) foram identificados apenas no
indculo, e portanto foram relacionados com a pré-existéncia desses microrganismos no lodo anaerébio
de reator UASB. Apenas um grupo foi identificado (Synergistaceae) nas amostras MTO e MT1, e foi
relacionado com a presenca no indculo e atividade metabdlica que favorecia sua manutencao no sistema.
Por fim, quatro grupos (Thermotogaceae, Sedimentibacter, Anaerolinaceae e Pseudomonas) foram
identificados apenas na amostra M T2, provavelmente, desempenharam papel importante na remocao do
PCB.

No in6culo ou reator metanogénico no tempo inicial de operacdo (MTO0), foram identificados
representantes semelhantes a Sulfurimonas, caracterizando 26,89% da microbiota sequenciada. Tal
género é caracterizado pela anaerobiose facultativa (BOONE et al., 2005) e capacidade de crescer sob
condigdes quimiolitotroficas. Isto significa que os microrganismos deste grupo sdo capazes de crescer
utilizando hidrogénio molecular, enxofre elementar ou tiossulfato como fonte de energia, CO, como
fonte de carbono e amonia ou o nitrato como fonte de nitrogénio (TAKAI et al., 2006).

As proprias caracteristicas do lodo como a intensa atividade anaerdbia e sua prolongada idade,
podem explicar a riqueza observada para Sulfurimonas no indculo e ndo no final da operagdo (MT2). A
intensa fermentacdo acidogénica, bem como a metanogénese, provavelmente, favoreceram elevada
produgéo de elementos mais simples como CO;, Hz, NH3, H.S e CHs, possivelmente carreada pelo longo
tempo de armazenamento do lodo, onde grande parte da matéria organica foi consumida, possibilitando
0 crescimento de organismos capazes de consumir estes compostos mais simples. Estes microrganismos
foram identificados apenas em amostras de sedimentos marinhos e dulcicolas (BRIEE; MOREIRA;
LOPEZ-GARCIA, 2007; LIAO; HUANG; HUANG, 2007). A identificacio destes microrganismos no
presente estudo pode indicar a existéncia desses microrganismos em habitat distintos daqueles relatados
anteriormente, como lodo anaerébio.

Cloacamonas também foi identificado apenas nas amostras inicias de operagdo dos reatores
(Figura 5-22). Chouari e colaboradores (2005) avaliaram a composi¢do do lodo anaerébio proveniente
de estacdo de tratamento de esgoto e constataram que por volta de 10% da composicdo bacteriana era
composta por um novo candidato a divisdo, a WWE1, grupo na qual Cloacamonas se classifica. Este
grupo realiza preferencialmente a fermentag&o, sendo capaz de utilizar formiato e produzir CO, e H e,
por conseguinte, pode crescer com microrganismos consumidores de H,, como metanogénicos,
redutores de sulfato e acetogénicos (PELLETIER et al., 2008). Assim, a identificacdo destes
microrganismos no inéculo pode ser explicada pela sua importancia ecologica em reatores
metanogénicos. A auséncia de identificacdo desses representantes nas amostras do final da operacao,
provavelmente, pode estar relacionada com a presenca do PCB, que afetou a estrutura microbiana
(LIANG et al., 2015) e ocasionou a sele¢do de microrganismos resistentes.

Também, foram identificadas bactérias semelhantes a Synergistes (familia Synergistaceae)
(JUMAS-BILAK et al., 2007; JUMAS-BILAK; ROUDIERE; MARCHANDIN, 2009), a qual inclui
microrganismos anaerobios com capacidade de realizar a degradagdo de aminoécidos (JUMAS-BILAK
et al., 2007). Em sistemas anaerdbios de tratamento de aguas residuarias, estas bactérias estdo sempre
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presentes, possivelmente devido a presenca de altas concentragfes de aminodcidos no sistema
(DIGNAC et al., 2000). Assim, a presenca deste grupo nas amostras MTO, bem como MT2 é elucidada
pela presenca natural destes microrganismos no lodo, fato corroborado por outras pesquisas realizadas
com 0 mesmo indculo (DELFORNO et al., 2012; SILVA, 2012), e com diferentes fontes de inoculacao
(ROSSETTI, 2003; SOUSA et al., 2007; ITO etal., 2011; SCHERR et al., 2012), os quais identificaram
representantes deste grupo nos reatores anaerobios.

Verificou-se para representantes pertencentes a quatro grupos, Thermotogaceae,
Sedimentibacter, Anaerolinaceae e Pseudomonas, baixa abundancia relativa nas amostras MTO (de 0 a
0,04%), mas, que foram favorecidas nas amostras MT2, (de 2,5 a 29,6%).

Os representantes da ordem Thermotogales realizam  fermentacdo e sdo geralmente
classificados como termofilicos e hipertermofilicos (KUEVER; RAINEY; WIDDEL, 2005), entretanto,
hé relatos de representantes dessa ordem em ambientes mesoéfilos (HOLOMAN et al., 1998; DAHLE et
al., 2011; NESB@ et al., 2012; OKADA, 2012; SILVA, 2012). Membros da familia Thermotogaceae
foram identificados em sistemas marinhos, terrestre, hidrotermal, reservatorios de petréleo (RAVOT et
al., 1995; L’HARIDON et al., 2001; KUEVER; RAINEY; WIDDEL, 2005; MIRANDA-TELLO et al.,
2007; CHENG et al., 2013) e em reatores metanogénicos (BALK; WEIIMA; STAMS, 2002; BRIONES
etal., 2009; LI et al., 2013a; BHANDARI; GUPTA, 2014). Apesar de nenhum membro desse grupo ter
sido comprovadamente responsavel pela desalogenacdo do PCB, varios representantes dessa ordem
foram isolados de amostras onde a degradagédo do PCB foi comprovada (HOLOMAN et al., 1998; WU;
SOWERS; MAY, 2000; WATTS et al., 2001; YAN; LAPARA; NOVAK, 2006; ZHAXYBAYEVA et
al., 2012). Destaca-se que representantes deste grupo foram apenas identificados nas amostras MT2 e
pode indicar que estes microrganismos desempenham papel importante na remogéo do PCB.

Sedimentibacter é caracterizado por incluir microrganismos anaerébios estritos que crescem sob
condicBes de desalogenacdo redutiva, apesar da sua capacidade de remover halogénios nédo ter sido
comprovada (VOS et al., 2011). Representantes desse género foram identificados em sedimentos
intensamente contaminados por clorofenois, PCB e hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos do Estuério
S&o Vicente (Sdo Paulo, Brasil) (SAIA et al., 2007). Representantes deste género realizam sintrofismo
com Dehalobacter sp., espécie reconhecidamente capaz de desalogenar compostos clorados
(GROSTERN; EDWARDS, 2009; GROSTERN et al., 2010; MAPHOSA et al., 2012; WANG; HE,
2013Db). Esta relacéo sugere que fatores essenciais para Dehalobacter, s&o supridos por Sedimentibacter,
demonstrando o importante papel deste género em ambientes com atividade de desalogenacéo
(MAPHOSA et al.,, 2012). Assim, o aumento na abundancia relativa nas amostras MT2 de
Sedimentibacter, cuja remocdo de congéneres de PCB foi de até 100%, corrobora com trabalhos
anteriores em que a degradacdo do PCB foi simultanea com o aumento da abundancia relativa desse
género (GOMES et al., 2014), e pode-se indicar sua importancia na remogéo do PCB.

O filo Cloroflexi é um grupo muito heterogéneo e com poucos representantes cultivados
(YAMADA et al., 2006). Representantes do filo Chloroflexi foram identificados em abundéncia em
lodo anaerébio (CHOUARI et al., 2005) e representam grande parte das culturas filamentosas em
sistemas anaerobios de tratamento de aguas residuérias (BJORNSSON et al., 2002), principalmente em
reatores UASB (YAMADA et al., 2005). Tais representantes contribuem na degradacao de carboidratos
e outros componentes celulares como aminoacidos, (YAMADA et al., 2005). Dehalococcoides
ethenogenes 195 foi a primeira espécie isolada e descrita (MAYMO-GATELL et al., 1997) pertencente
a esse filo, capaz de realizar a desalogenacéo redutiva do PCB.
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Representantes da classe Anaerolineae foram identificados em diversas amostras ambientais
(YAMADA et al., 2006), e h& apenas duas espécies classificadas, Anaerolinea thermophila e Calidilinea
aerophila, ambas encontradas em condicdes termofilicas (SEKIGUCHI et al., 2003). Entretanto, Cheng
et al (2013) avaliaram o enrigquecimento de microrganismos capazes de realizar a degradacdo de
hidrocarbonetos alcanos sob condigdes metanogénicas em temperatura mesofilica. Os autores
identificaram representantes da familia Anaerolinaceae nas diluiges seriadas. Além disso, Leigh et al.
(2007b) identificaram representantes pertencentes a essa classe em amostras de solo contaminado com
bifenila. Assim, apesar deste grupo ser filogeneticamente distinto de Dehaloccocoides, podem auxiliar
na remocdo do PCB nos reatores.

Pseudomonas é caracterizada como microrganismos com metabolismo restrito que utilizam o
oxigénio como receptor final de elétrons, entretanto, com alguns representantes capazes de utilizar
nitrato como receptor alternativo, permitindo seu crescimento em condicBes andxicas (DAUM et al.,
1998; BOONE et al., 2005). Além disso, estes microrganismos foram identificados em granulos de
reatores UASB (ATUANYA,; AIGBIRIOR, 2002; KEYSER; BRITZ; WITTHUHN, 2007). Assim, a
elevada abundancia relativa destes microrganismos em MT2 pode ser relacionada com a natural
presenca destes microrganismos no inoculo.
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Figura 5-22 Distribui¢do da abundancia relativa dos 10 grupos mais abundantes no inicio (sMTO) e no final
(mMT?2) da operagéo dos reatores (97% de similaridade). (O) representa a classificacdo em nivel de Ordem,
(F) representa a classificagdo em nivel de Familia, (G) representa a classificacdo em nivel de Género e (E)
em nivel de Espécie.

Em relagdo aos representantes da comunidade metanogénica verificou-se visivel diminuicdo
desse grupo ao longo do tempo de operacéo dos reatores. Por exemplo, verificou-se para Methanosaeta,
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de 6.025 UTOs identificadas no tempo inicial (MTO) para 548 UTOs no tempo final (MT2) (Tabela
5-21). Argueias semelhantes a Methanosaeta sdo estritamente metanogénicas acetoclasticas
(DWORKIN et al., 2006). Nos reatores MT1 e MT2 verificou-se elevada producéo de acido acético,
respectivamente de 1.077,9 mg.L* e 70,9 mg.L™. Nas condicOes impostas do MT2, essas arqueias nao
foram favorecidas, em relacdo a condicdo inicial (MT1).

Calli et al. (2005), investigaram a dindmica populacional em reatores metanogénicos com
aumento gradual de aménia, e constataram que Methanosaeta era a mais abundante no inicio da
operacgdo, e que ao longo do tempo de operacédo foi sendo substituida por Methanosarcina. Os autores
atribuiram esse fato a maior sensibilidade de Methanosaeta a maior concentragdo do composto toxico.
Assim, comparando-se os resultados encontrados no presente estudo e aqueles obtidos por Calli et al.
(2005) é possivel inferir que Methanosaeta é sensivel a presenca de PCB, e sua abundancia diminuiu ao
longo do tempo de operacdo (de 6.025 UTOs no MTO para 548 UTOs no MT2), para 1,5 mg.L de PCB.

Representantes da familia Methanoregulaceae, especificamente representantes semelhantes a
Methanolinea, sdo caracterizados pela metanogénese hidrogenotréfica e capacidade de consumir
formiato de so6dio (SAKAI et al., 2012). Estes microrganismos foram identificados em granulo de
reatores UASB (YAMAMOTO et al., 2014). Assim, a elevada abundancia relativa destes
microrganismos, tanto em MTO, quanto em MT2 (1.245 UTOs e 801 UTOs) pode ser relacionada com
a natural presenca destes microrganismos no inoculo e favorecida pela presenca de formiato de sddio
nos reatores anaerobios.

Membros do género Methanobacterium crescem preferencialmente utilizando CO; e Ha,
entretanto, algumas espécies sdo capazes de utilizar apenas formiato (DWORKIN et al., 2006).
Methanobacterium bryantii foi identificada primeiramente em digestores anaerébio (DWORKIN et al.,
2006). Assim, verificou-se para Methanobacterium bryantii e Methanobacterium elevada abundancia
em MT2 (de 55 UTOs e 49 UTOs para 100 UTOs e 124 UTOs, respectivamente).

Tabela 5-21 Microrganismos do Dominio Archaea nos reatores metanogénicos no tempo inicial (TO0) e final
(T2) de operacgdo (97% de similaridade).
S i et Sl ettt

Methanosaeta 6.025 548

Methanoregulaceae 1.245 801

Methanolinea 255 410

Methanobacterium bryantii 55 100

Methanobacterium 49 124
TOTAL 7.629 1.983

1 UTOs encontradas no inoculo, ou no reator metanogénico no tempo inicial (MTO)
2UTOs encontradas no reator metanogénico no tempo final (MT2)

5.3.5 Exames Microscopicos

A comunidade microbiana dos reatores metanogénico (M) e controle metanogénico (CM) do
Ensaio de Remocéo de PCB foi caracterizada morfologicamente por meio de exames microscopios de
contraste de fase e de fluorescéncia no tempo inicial (TO) e final de operagéo (T2).

Na caracteriza¢do morfoldgica dos reatores controle no tempo inicial e final (CMT0 e CMT2)
(Figura 5-23) foi possivel verificar massa amorfa, provavelmente resultado de morte celular por meio
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da inativacao por tratamento térmico e bactérias filamentosas. Nas amostras dos reatores no tempo final
de operacdo (CMT2) foi observada também alguns bacilos, microrganismos que possivelmente se
restabeleceram no sistema depois do tratamento térmico.

Figura 5-23. Microscopia optica comum da biomassa inativada por meio de tratamento térmico do lodo
anaerobio nos reatores controle metanogénico (CMTO0 e CMT?2). (a) filamentosa no reator CMTO, (b) massa
amorfa resultante da inativacdo da biomassa do reator CMTO, (c) filamentosa da biomassa do reator CMT2,
(d) cocos na biomassa do reator CMT2 depois da inativacao por meio de tratamento térmico.

Na caracterizacdo morfoldgica dos reatores metanogénicos no tempo inicial e final (MTO e
MT?2) (Figura 5-24) foi possivel verificar predominio de bacilos, filamentos septados, além de arqueias
metanogénicas semelhantes a Methanosarcina e bacilos fluorescentes. Methanosarcina ndo foi
identificada no sequenciamento massivo, mas sua presenga na amostra final dos reatores ndo pode ser
verificada por meio do sequenciamento massivo devido a limitacdo da amplitude do iniciador utilizado
nesta técnica.
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Figura 5-24. Microscopia( )()ptica comum da biomassa do lodo anaer()bic()f) proveniente dos reatores
metanogénicos (MTO e MT2). (a) e (b) bacilos nos reatores MTO, (c) bacilos envoltos em bolhas inertes na
amostra MTO, (d) filamentosas na amostra MT2, (e) e (f) morfologia semelhantes a Methanosarcina na
amostra MT2.

5.3.6  Caracterizacdo da comunidade microbiana

A comunidade microbiana proveniente do Ensaio de Remocéo de PCB, dentre elas amostras do
reator controle (CM) e metanogénico (M) no tempo inicial (CMTO e MTO0), com 78 dias de operagdo
(CMT1 e MT1) e no final da operagdo, com 101 dias (CMT2 e MT2) foram analisadas em termos de
composicao e diversidade microbiana. A correlacdo filogenética estabelecida para o0 Dominio Archaea
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e Bacteria esta apresentada na Figura 5-25 [a] e [b]. A diversidade bacteriana estabelecida a partir dos
perfis de DGGE de cada amostra foi medida como indice de diversidade de Shannon-Wiener (H’).

Mediante a andlise do cluster do perfil de bandas do PCR/DGGE foram observadas mudancas
nas populacdes microbianas, tanto, para 0 Dominio Bacteria, quanto para o Dominio Archaea.
Observou-se maior variagdo dos coeficientes de similaridade para o Dominio Archaea (de 50% a 85%)
do que para o Dominio Bacteria (de 57% a 72%). Ao longo da operacgdo dos reatores metanogénico (M)
e controle (CM) foi possivel verificar diferentes padrdes de bandas, tanto para 0 Dominio Archaea,
guanto para Bacteria.

Por meio da comparac¢do do perfil de bandas para o0 Dominio Bacteria observou-se valores de
similaridade de 71% entre as amostras MTO e MT2, de 76% entre as amostras MT1 e CMT1 e de 57%
entre CMTO e as outras amostras.

Ademais, por meio da comparacdo do perfil de bandas da biomassa para 0 Dominio Archaea
observou-se maior similaridade entre as amostras MT1 e MT2 e entre CMTO e CMT1, de 85% e 76%,
respectivamente.
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Figura 5-25 Analise de cluster (Correlagdo de Pearson) do perfil de bandas do PCR/DGGE para o (a)
Dominio Bacteria e (b) Archaea para as amostras reatores metanogénico no inicio (MTO0), no meio (MT1) e
final da operacédo (MT2), bem como para os reatores controle no inicio (CMTO), no meio (CMT1) e final da
operacgédo (CMT?2).

Verificou-se para 0 Dominio Archaea indice de diversidade de Shannon-Wienner (H’) similar
para a biomassa do reator MTO e CMTO (3,13 e 3,16, respectivamente) (Tabela 5-22). Ainda, para o
Dominio Archaea verificou-se diminuicdo dos indices de diversidade ao longo do tempo de operacdo
dos reatores metanogénicos (M), de 3,13, 3,11 e 2,39, respectivamente para MT0, MT1 e MT2.
Entretanto, para os reatores controle (CM), evidenciou-se recuperacdo da diversidade microbiana, por
meio do indice de Shannon-Wienner (H’), de 3,16, 2,18 e 2,41, para CMT0, CMT1 e CMT2,
respectivamente.
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Entretanto, para o Dominio Bacteria verificou-se menor indice de similaridade no tempo final
de operacdo dos reatores metanogénico (M), de 2,91, 3,01 e 1,97, respectivamente para MTO0, MT1 e
MT2. Para os reatores controle (CM), evidenciou-se recuperacao da diversidade microbiana, por meio
do indice de Shannon-Wienner (H), de 2,01, 2,17 e 3,17, para CMTO0, CMT1 e CMT2, respectivamente.

A partir desses resultados pode-se inferir que a presenca de PCB afetou a diversidade
microbiana da biomassa anaerébia e que houve restabelecimento da comunidade microbiana nos
reatores controle.

Ademais, verificou-se neste estudo, maior indice de diversidade Shannon-Wienner (H’) por
meio do PCR/DGGE no tempo inicial de operacdo, MTO (de 3,13 e 2,91, respectivamente para o
Dominio Archaea e Bacteria) em relacdo ao tempo final de operacdo do reator, MT2 (de 2,39 e 1,97,
respectivamente para 0 Dominio Archaea e Bacteria).

Por meio do indice de diversidade Shannon-Wienner (H”) a partir do sequenciamento massivo
das amostras do reator metanogénico (MTO e MT2) observou-se valores menores (3,58 e 3,81,
respectivamente para o0 Dominio Archaea e Bacteria) no final da operacdo (MT2), quando comparados
com aqgueles para as amostras iniciais (MTO0), ou seja, de 4,24 e 4,73, respectivamente para 0 Dominio
Archaea e Bacteria.

Comparando-se as duas analises do indice de diversidade Shannon-Wienner (H’), por meio do
PCR/DGGE e sequenciamento massivo foi possivel verificar menor indice de diversidade para as
amostras MT2, em ambas as analises, tanto para 0 Dominio Archaea quanto Bacteria. Por meio desses
resultados pode-se destacar que houve selecdo de microrganismos resistentes ao PCB e,
consequentemente, diminuig&o da diversidade microbiana.

Tabela 5-22 Indice de Shannon-Wienner (H") para as amostras dos reatores metanogénicos do Ensaio de

Remocéo de PCB

Dominio Archaea 3,13 3,11 2,39 3,16 2,18 2,41
Dominio Bacteria 2,91 3,01 1,97 2,01 2,17 3,17

5.4 Ensaio de Relacdo Carbono e Nitrogénio

Baseando-se na literatura (SANTOS et al., 2004; PENG; MA; WANG, 2007; ADAV; LEE;
LA, 2010) foi utilizado etanol como Unica fonte de carbono para a comunidade andxica e, com o intuito
de minimizar as disparidades de operagdo dos reatores em batelada e garantir a equidade experimental,
os reatores operados sob condigdo andxica foram suplementados com etanol (598,9 mg.L™) em
equivaléncia de DQO dos reatores anaerébios (DQO de 984,63 mg O,.L1).

A condicdo andxica foi comprovada com a utilizacdo do indicador de potencial redox,
resazurina. Verificou-se coloragdo azul escuro nos reatores em batelada, e apés a incubacédo de in6culo
andxico observou-se coloragéo rosa claro nos reatores em todos os ensaios (GUSMAO, 2005).
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Os parametros que interferem diretamente na desnitrificacdo sdo os seguintes: concentracdo de
carbono na forma de DQO, concentracdo de nitrato e a relacdo C/N do meio (BECCARI et al., 1983).
Assim nos ensaios em que se avaliou a condigdo andxica, por meio da desnitrificacdo, procedeu-se
inicialmente a avaliacdo do efeito da adicdo do PCB na composicdo da DQO nos reatores anoxicos
(Figura 5-26).

Verificou-se que 0 aumento da concentragdo de PCB gerou um aumento proporcional na DQO,
e a partir da equacdo gerada pelo grafico Concentracdo de PCB versus DQO, foi estimado a DQO nos
Ensaios de Relacdo Carbono e Nitrogénio, Inibicdo Desnitrificante e Remocéo de PCB. Verificou-se
que para 0,1 mg.L* de PCB obteve-se DQO de 991,25 de mg O,.L™.
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Figura 5-26 Concentragdo de PCB versus DQO.

A aplicacéo das relacdes 3,5:1 C/N-NOs e 1,8:1 C/N-NOs” foram baseadas em trabalhos que
utilizaram condigdo desnitrificante para a remogdo de compostos aromaticos, como fenol e tolueno
(Tabela 5-23). Ja a relacdo 138:1 C/N-NOjs foi escolhida com base na composicdo das células dos
microrganismos, e se refere & concentracdo de nitrogénio descrita como minima para atender as
necessidades de macronutrientes dos organismos (RITTMANN; MCCARTY, 2001).

Para atingir as diferentes relacbes C/N-NOs" fixou-se a concentracdo de DQO e variou-se a
concentracao de nitrato.

Tabela 5-23 Relagdes C/N em presenga de compostos aromaticos.

Referencia Composto Relacdo C/N-NO5
Sarfaraz et al. (2004) Fenol 34:1
Martinez-Hernandez et al. (2009) Tolueno 14:1
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Neste ensaio a concentracao de nitrato nas quatro relagdes C/N-NOs™ (138:1, 6,6:1,3,5:1e1,8:1)
com adicdo de 1,5 mg.L de PCB foram analisadas periodicamente ao longo de 16 dias de operagéo
(408 horas) (Figura 5-27).

Observou-se que nos reatores com relacdo 138:1, 6,6:1 e 3,5:1 de C/N-NQg', 0 nitrato adicionado
(93,0 mg.L?, 1.938,0 mg.L e 3.691,0 mg.L ™, respectivamente) foi todo consumido. Para o reator com
relacdo 138:1, todo nitrato foi consumido em menos de 24 horas, ja nos reatores com relacdo de 6,6:1 e
3,5:1, em 200 horas.

Ademais, foi possivel verificar que para relagdo 1,8:1, com 7.150 mg.L de nitrato inicial, ndo
ocorreu consumo total de nitrato, e 525,72 mg.L™? permaneceram no sistema (nitrato residual).
Resultados similares foram observados por Glass; Silverstein (1999). Os autores avaliaram trés
concentragdes de nitrato (2.700 mg.Lt, 5.400 mg.L ™ e 8.200 mg.L ) em reatores operados em bateladas
sequenciais com agua residuaria salina. Os autores verificaram que com aumento da concentragdo de
nitrato ocorreu diminuicdo da taxa de desnitrificagdo, entretanto, a desnitrificagcdo continuou ocorrendo
no sistema.

Comparando-se os resultados apresentados neste trabalho e aqueles de Glass; Silverstein (1999)
foi possivel concluir que a elevada concentragdo de NO; (de 7.150 mg.L* e 8.200 mg.L?,
respectivamente) pode diminuir a taxa de consumo de nitrato, entretanto ndo inibe o metabolismo
desnitrificante (KNOWLES, 1982).

Concentragao de NO, (g/L)

200 300 400
Tempo (horas)

Figura 5-27 Concentracéo de nitrato para as relagdes C-DQO/N-NOs de 138:1 (- V¥ -), de 6,6:1 (-m-), de 3,5:1
(-e-)ede1,8:1 (- A-) napresenca de PCB (1,5 mg.L™). Simbolos representam os dados mensurados e a linha
0 ajuste a equacdo exponencial de decaimento.
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Os parametros de NOj residual, NOs; consumido e constante de decaimento de NOs; foram
obtidos com o ajuste do consumo de nitrato em relagdo a equagdo exponencial de decaimento (Tabela
5-24).

Em nenhuma das relacdes estudadas foi identificado o0 acimulo de nitrito. O nitrito é um produto
intermediario da desnitrificacdo e o seu acumulo ndo é esperado no sistema desnitrificante
(WILDERER; JONES; DAU, 1987; SUN et al., 2009) e esta relacionado com insuficiente fonte de
carbono suplementada no sistema (HER; HUANG, 1995). Portanto, a auséncia de acimulo de nitrito no
presente trabalho confirma suficiente fonte de carbono suplementada e estabelecimento da condicéo
desnitrificante nos reatores.

Para relacdo 138:1, verificou-se concentragdo de nitrato proxima aquela do sobrenadante
proveniente do indculo de sistema de lodos ativados (88 mg.L™). Sob tais condig@es verificou-se menor
constante de decaimento (0,001 gN-NO3".L™.ht). A medida que foi elevada a concentragdo de nitrato, a
constante de decaimento aumentou, de 42,71 gN-NOs.L1h' para a relacdo 6,6:1 C/N-NOs;
47,19 gN-NOgs".L2.h? para a relacéo de 3,5:1 C/N-NOs e 57,67 gN-NOs~.L2.h" para a relagdo de 1,8:1
C/N-NOgz (Tabela 5-24). Pode-se inferir que o aumento da concentracdo de N-NOs™ induziu maior
consumo de nitrato, resultando em alta velocidade.

Verificou-se alta eficiéncia de desnitrificacdo (100%) e auséncia de NOs residual para as
relagbes 3,5:1, 6,6:1 e 138:1 (Tabela 5-24). Para a relacdo 1,8:1 foi observada menor eficiéncia
desnitrificacdo (92,7%), logo o NOs residual neste reator foi o maior valor obtido em relacdo as demais
condigdes; ou seja de 0,62 g.L™.

Verificou-se, ainda maior eficiéncia de remocéo de DQO para as relagdes 138:1 e 6,6:1 (45,1%
e 51,9%, respectivamente) quando comparadas com as relagdes 3,5:1 e 1,8:1 (17,0% e 14,8%,
respectivamente) para 2.900 mg.L* de DQO inicial (Tabela 5-24).

Tabela 5-24 Parémetros do Ensaio de Relagdo de Carbono e Nitrogénio em diferentes relagdes
C-DQO/N-NOs3.

18:1 &l 6,6:1 138:1
R2 0,91 0,90 0,95 1
NO; residual (g.L?) 0,62+0,71 0 0 0
NO; consumido (g.L %) 6,24 + 0,99 3,93 +0,49 2,03 +0,18 0,093 + 0,00008
Constante de 15
T (g.(L.h)'l) 57,67 £18,62 47,19 £13,00 42,71 £8,40 0,001 +6,0.10
SgEIgH 92,7% 100% 100% 100%

desnitrificacdo NOx
Eficiencia remogao
DQO 14,8% 17,0% 51,9% 45,1%
(DQO inicial = 2.900)
NOjs™ residual, NO3 consumido e constante de decaimento foram calculadas a partir do ajuste a equacéo de decaimento das
concentragdes de NOj. Eficiéncia de desnitrificacdo foi calculada a partir dos valores de NO, (NO3 e NO,") determinada por
cromatografia ibnica

A partir da analise da proporc¢éo de acidos organicos volateis nos reatores (Tabela 5-25 e Figura
5-28) foi possivel verificar que para relacdo de 138:1 e 1,8:1, o co-substrato adicionado (etanol) néo foi
todo consumido, com concentracdo final de 141,8 mg.L* e 11,1 mg.L?, respectivamente. Estes
resultados podem ser explicados pelo fato das bactérias desnitrificantes serem as principais
consumidoras de etanol no sistema de lodos ativados (GERARDI, 2003), e tanto a baixa concentracdo
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de NOs™ nos reatores em batelada para relagdo 138:1 (93 mg.L™), quanto a alta concentragéo de NOs-
nos reatores da relagdo 1,8:1 (7.150 mg.L™) podem ter restringido a atividade das bactérias
desnitrificantes, diminuindo o consumo de etanol (GLASS; SILVERSTEIN, 1998).

Em relacdo aos acidos orgénicos volateis para as relagdes 138:1, 6,6:1, 3,6:1 e 1,8:1 observou-
se elevada concentracdo de 4cido acético (37,7 mg.L?, 1.333,6 mg.L?, 154,7 mg.L* e 20,1 mg.L?,
respectivamente) e acido propionico (18,7 mg.L?, 396,9 mg.L?, 36,8 mg.Lt! e 21,4 mg.L?,
respectivamente).

Tabela 5-25 Concentracdo e porcentagem de acidos organicos volateis no meio sintético mais fonte de
carbono, nos reatores no tempo inicial (TO) e final (TF) de operacéo para as diferentes relaces de C/N-NOs’

suk?s?r-ato mg.Lt 244135 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
(etanol)
138:1-TO mg.L! 1707,94 15,88 17,01 0,00 17,40 17,27 15,62 8,86
138:1-TF mg.L? 141,82 37,75 18,73 20,51 16,92 18,37 0,00 8,77
6,6:1-T0 mgL! 197130 18,37 0,00 0,00 17,43 17,83 15,95 8,83
6,6:1-TF  mg.L? 0,00 133356 396,93 1,11 0,28 205,91 6,58 3,76
3,6:1-T0  mg.L! 1907,00 299,67 0,00 0,00 18,68 0,00 0,00 0,00
3,6:1-TF  mg.lL? 0,00 154,67 35,50 23,24 20,99 23,34 15,40 9,07
1,81-T0 mgL?! 172479 79,11 36,80 20,50 18,64 17,76 0,00 0,00
1,8:1-TF mg.L*! 10,98 20,11 21,45 0,00 17,83 18,11 15,47 8,89
Co-
substrato % 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
(etanol)
138:1-TO % 94,89 0,88 0,95 0,00 0,97 0,96 0,87 0,49
138:1-TF % 53,95 14,36 7,13 7,80 6,44 6,99 0,00 3,34
6,6:1-TO % 96,17 0,90 0,00 0,00 0,85 0,87 0,78 0,43
6,6:1-TF % 0,00 68,45 20,37 0,06 0,01 10,57 0,34 0,19
3,6:1-TO % 85,69 13,47 0,00 0,00 0,84 0,00 0,00 0,00
3,6:1-TF % 0,00 54,81 12,58 8,24 7,44 8,27 5,46 3,21
1,8:1-T0 % 90,89 4,17 1,94 1,08 0,98 0,94 0,00 0,00
1,8:1-TF % 9,73 17,82 19,01 0,00 15,80 16,05 13,71 7,88
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Figura 5-28 Propor¢éo de acidos organicos volateis no meio sintético mais fonte de carbono, nos reatores no
tempo inicial (TO) e final (TF) de operacéo para as diferentes relacdes de C/N-NOs".

Destaca-se que para defini¢do da relacdo ideal C/N para determinado sistema deve-se obter
maxima remocdo de nitrato, minimo nitrogénio residual e minima producgdo de N.O (CHIU; CHUNG,
2003). Além disso, essa possibilidade pode ser calculada por meio do modelo de Bernet (BERNET;
DELGENES; MOLETTA, 1996), modelo modificado de Bernet (CHIU; CHUNG, 2003), entre outros.
O modelo de Bernet estipula a relacdo ideal de C/N por meio da fonte de carbono minima necessaria
para que ocorra a completa conversao de nitrato em N.. J4 0 modelo modificado de Bernet (CHIU;
CHUNG, 2003) se baseia no consumo de nitrato, ndo mais no consumo de carbono, e pode ser utilizado
para uma variada gama de fontes de carbono.

Em contrapartida, Chiu; Chung (2003) demonstraram que a utilizacdo do método de NO3
residual para a andlise da relacdo ideal de C/N é vélida e justificada pela sua eficiéncia e facilidade no
calculo. Assim, a partir deste método, a interseccao do grafico de NOs residual versus relagdo C/N foi
estabelecida como a relagéo ideal de C/N-NOs". No presente estudo, obteve-se relacéo ideal C/N-NOs
na presenca de PCB (1,5 mg.L?) de aproximadamente 6,95 (Figura 5-29).
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Figura 5-29 Relagdo C/N ideal determinado pelo método de NOs residual.

Ademais, como para a relacéo 6,6:1 verificou-se elevada eficiéncia de desnitrificagdo (100%),
sem acumulo de nitrato residual e elevado consumo de DQO (51,9% para 2.900 mg.L* de DQO inicial),
esta relagdo C/N-NOs™ (6,6:1) foi escolhida para ser utilizada nos ensaios posteriores sob condicao
anoxica em presenca de PCB.

5.5 Ensaio Inibicdo Desnitrificante

A reducgdo completa do nitrato a gas nitrogénio envolve quatro etapas metabolicas consecutivas
catalisada por diferentes enzimas. Essas enzimas sdo sensiveis a mudancas de pH, oxigénio dissolvido,
fontes de carbono e energia e presenca de inibidores, 0 que pode ocasionar o0 acimulo de intermediarios
e a diminuicdo do consumo de nitrato (KNOWLES, 1982; FELEKE; SAKAKIBARA, 2002;
KARANASIOS et al., 2010).

Neste sentido, objetivou-se no ensaio de inibicdo desnitrificante avaliar a concentracéo inibidora
de PCB sobre a comunidade desnitrificante em reatores em batelada inoculados com lodo proveniente
de lodos ativados, etanol como co-substrato e nitrato de sédio em 11 dias de operagdo (261 horas).

Por meio de ensaios preliminares, foi estipulada a relagdo 6,6 C/N-NOz para todos 0s ensaios
sob condic&o desnitrificante. Assim, neste ensaio a relacdo de C/N-NOs foi mantida (6,6) e para cada
reator, RC (sem adicdo de PCB), R0,5, R1,5 e R3,0, foi adicionado diferentes concentragdes de PCB,
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0,5mg.L? 1,5 mg.Lt e 3,0 mg.L?, respectivamente, e diferentes concentragdes de nitrato, 665,8 mg.L
11.113,3mg.L?, 1.544,7 mg.L e 2.434,9 mg.L?, respectivamente.

Para o reator branco (RB) néo verificou-se consumo de nitrato e para os reatores RC, R0,5, R1,5
e R3,0 verificou-se consumo de nitrato de 665,8 mg.L*, 1.039,8 mg.L?, 382,8 mg.L* e 438,8 mg.L?,
respectivamente, resultando em eficiéncia de desnitrificacdo de 100,0%, 93,4%, 24,8% e 18,0%,
respectivamente (Tabela 5-26). A partir desses resultados foi possivel verificar que com o aumento da
concentracdo de PCB, houve diminuicdo na eficiéncia de desnitrificagdo e consequentemente, aumento
da inibic&o desnitrificante, de 6,6%, 75,2% e 82,0% para os reatores R0,5, R1,5 e R3,0, respectivamente
(Tabela 5-26).

Como mostrado anteriormente no Ensaio de Relagdo Carbono e Nitrogénio, mesmo para elevada
concentracdo de nitrato (3.691,0 mg.L ™) a eficiéncia de desnitrificacdo foi de 100%. A partir desses
resultados pode-se inferir que as altas concentragdes de nitrato nos reatores R0,5, R1,5 e R3,0 (1.113,3
mg.L?, 1.544,7 mg.L e 2.434,9 mg.L™?, respectivamente) ndo foram responsaveis pela taxa de inibicéo
desnitrificante nestes reatores (6,6%, 75,2% e 82,0% para os reatores R0,5, R15 e R3,0,
respectivamente). Assim, a inibicdo desnitrificante encontrada nesse ensaio deveu-se provavelmente
apenas a presencga de PCB nos reatores.

Tabela 5-26 NOs™ residual, consumo de NOs™ e Eficiéncia de Desnitrificagdo (Ep) nos reatores inoculados
com diferentes concentrac6es de PCB.

NOj5 residual (mg.L™?) 0 73,50 1161,91 1996,18
CEEICEN 665,78 1039,78 382,84 438,76
(mg.L™)
Eficiéncia de
Desnitrificacdo — Ep 100,0 93,4 24,8 18,0
(%)
Inibicéo
Desnitrificante - %lp - 6,6 75,2 82,0

(%)

Neste estudo verificou-se direta relacéo entre a concentracdo de PCB e a inibicdo desnitrificante
(Figura 5-30). O valor de ICs dos seis congéneres estudado, foi calculado a partir da curva de Dose-
resposta, ajustada ao grafico de %lp versus a concentracdo de PCB, sendo obtido 1,00 mg.L™. Desse
modo, pode-se inferir que 50% da eficiéncia de desnitrificacdo foi afetada quando 1,00 mg.L* desses
seis congéneres de PCB foram adicionados nos reatores.
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Figura 5-30 Relagéo entre porcentagem de inibi¢do versus a concentragédo de PCB. Simbolo representa os
dados e linha o ajuste a equagéo.

Verificou-se diminuigdo efetiva da remocdo de matéria organica com o aumento da
concentragdo de PCB (Tabela 5-27). Eficiéncia de remogéo de 89%, 72%, 56% e 17% foi evidenciada
para os reatores RC, R0O,5, R1,5 e R3,0, respectivamente. A partir desses resultados pode-se concluir
que a presenca de PCB nos reatores afetou, tanto o consumo de nitrato, quanto o consumo de matéria
organica.

Tabela 5-27 Acidos organicos volateis, DQO inicial e final e eficiéncia de remogdo de DQO no Ensaio de

Inibi¢do Desnitrificante.
Acidos Organicos

e DQO inicial DQO final Eficiéncia de remocéo
Reator Volateis
(mo LY (mg L") (mg L") de DQO (%)

936,5 105,76

RC 134,16 (8,70) (+2359) 8
1.601,25 448,08

R0,5 178,66 (£38,40) (25.00) 72
2.268,25 981,75

RLS 24094 (45,70) (£99,03) 56
3.603,00 2974,97

R3,0 755,81 (+251,00) (+135.53) 1

RC reator controle, R0,5 reator com 0,5 mg.L* de PCB, R1,5 reator com 1,5 mg.L™* de PCB e R3,0 reator com 3,0 mg.L™ de
PCB

Constatou-se neste trabalho que conforme aumentava-se a concentracdo de PCB nos reatores,
intensificava-se também o acimulo de &cidos organicos no sistema. Para o reator R0,5, verificou-se no
final da operacdo 178,66 mg.L™* de acidos organicos totais, sendo 19% de acido propidnico. Para os
reatores R1,5 e R3,0, verificou-se respectivamente, 240,94 mg.L™ e 755,31 mg.L* de cidos organicos
totais, sendo 53% e 82% de é4cido acético, respectivamente (Tabela 5-28 e Figura 5-31).
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Tabela 5-28 Concentracao e porcentagem de cada acido organico volatil nos reatores RC (reator controle),
RO,5 (reator com 0,5 mg.L* de PCB), R1,5 (reator com 1,5 mg.L™* de PCB) e R3,0 (reator com 3,0 mg.L de
PCB).

RC mg.L*? 0,00 0,00 34,29 38,78 31,88 22,19 134,16
RO0,5 mg.Lt 27,70 34,65 33,66 34,67 30,28 17,71 178,67
R1,5 mg.Lt 128,30 0,00 0,00 42,41 52,42 17,81 240,94
R3,0 mgL?! 621,12 0,00 0,00 38,80 76,43 18,97 755,31

RC % 0,00 0,00 25,56 28,91 23,76 16,54 100,00
RO,5 % 15,50 19,40 18,84 19,40 16,95 9,91 100,00
R1,5 % 53,25 0,00 0,00 17,60 21,76 7,39 100,00
R3,0 % 82,23 0,00 0,00 5,14 10,12 2,51 100,00

) I Acido Capréico
100 I Acido Valérico
] I Acido Isovalérico
90 + I Acido Butirico
80 . I Acido Propidnico
I Acido Acético
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Figura 5-31 Proporc¢éo de cada &cido organico volatil nos reatores RC (reator controle), R0,5 (reator com
0,5 mg.L* de PCB), R1,5 (reator com 1,5 mg.L* de PCB) e R3,0 (reator com 3,0 mg.L™ de PCB).

Gusmao et al. (2006) verificaram na remoc¢do de BTEX sob condi¢do desnitrificante e etanol
como co-substrato menor eficiéncia de remog¢édo de DQO, quando os reatores eram alimentados com m-
xileno, etilbenzeno e BTEX em reator andéxico horizontal de leito fixo (RAHLF). Estes autores
justificaram a diminuicdo na eficiéncia pelo acumulo de &cido acético apds a sobrecarga organica, o que
afetou a eficiéncia do sistema.
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No presente estudo, a partir do aumento da concentragdo de PCB foi observado também
acimulo de &cidos organicos (Tabela 5-27), principalmente &cido acético (Figura 5-31). Assim, a
inibicdo desnitrificante pode ter sido causada diretamente pela toxicidade do PCB, bem como, pela
toxicidade indireta com o acumulo de compostos secundarios do metabolismo, como o &cido acético.

A comunidade microbiana do inéculo (i), do reator controle (RC), R0.5 (0,5 mg.L™* de PCB),
R1.5 (1,5 mg.L de PCB) e R3.0 (3,0 mg.L* de PCB) para o Dominio Bacteria foram analisados em
termos de composicdo da comunidade microbiana. A correlacdo filogenética estabelecida e suas
respectivas similaridades sdo apresentadas na Figura 5-32. A diversidade bacteriana estabelecida a partir
dos perfis de DGGE de cada amostra foi medida como indice de diversidade de Shannon-Wiener (H”).

Mediante analise de cluster do perfil de bandas do DGGE verificou-se que as populacdes dos
reatores afiliaram-se influenciadas pela concentracdo do PCB. Observou-se indice de similaridade de
93% para as populac¢des dos reatores com menor concentracdo de PCB (R0,5 e R1,5).

Foi possivel constatar também alteragdo na composicdo microbiana ap6s inoculacdo nos
reatores, e verificou-se 62% de similaridade entre as populagdes do indculo (i) e aquelas dos reatores
com PCB (RC, R0,5, R1,5 e R3,0).

Verificou-se para cada série experimental padrdo de bandas exclusivo. Para as condigdes dos
reatores com PCB (R0,5, R1,5 e R3,0) foi possivel verificar padrdo de bandas dominantes.
Provavelmente, para cada concentragdo de PCB predominou uma populagdo especifica. Todavia, para
a biomassa das condigdes sem PCB (indculo e RC) nédo foi observado nenhum padrdo de bandas
dominante. Provavelmente, a dominancia de determinada populacao de bactérias tenha sido diretamente
relacionada com a concentragdo de PCB.
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Figura 5-32 Perfis de DGGE de comunidades microbianas em RC (reator controle), i (inéculo), R0.5 (0,5
mg.L? de PCB), R1.5 (1,5 mg.L* de PCB) e R3.0 (3,0 mg.L* de PCB) para o Dominio Bacteria. Dendrogama
construido utilizando correlagéo de Pearson e 0 método de agrupamento UPGMA.

Verificou-se maior indice de diversidade de Shannon-Wienner (H”) para as condi¢fes do Ensaio
de Inibi¢do Desnitrificante (Tabela 5-29) para a biomassa do indculo e RC, cujos valores obtidos foram
de 3,55 e 3,25, respectivamente. Para as condic¢Oes do reator R3,0 verificou-se 0 menor indice de
diversidade (2,04). Provavelmente, as populac6es de bactérias foram suscetiveis ao PCB e este composto
causou efeito negativo no sistema desnitrificante, que sob a concentracdo de 3,0 mg.L* de PCB, o
metabolismo desnitrificante foi comprometido (inibicdo desnitrificante de 82,0%) e a remoc¢do de
matéria organica foi a menor (17% de eficiéncia de remoc¢édo de DQO).
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Tabela 5-29 indice de diversidade de Shannon-Wienner (H’) para as biomassas dos reatores e inoculo.

Dominio Bacteria 3,55 3,25 2,77 3,15 2,04

i (inéculo), RC (reator controle), R0.5 (0,5 mg.L-1 de PCB),
R1.5 (1,5 mg.L-1 de PCB) e R3.0 (3,0 mg.L-1 de PCB)

5.6 Ensaio de Remogédo PCB sob condigao desnitrificante

5.6.1 Parametros de Monitoramento

No Ensaio de Remocgédo de PCB foi avaliado o consumo de PCB sob condicdo andxica. Para
tanto, reatores em batelada foram inoculados com biomassa proveniente de lodos ativados, etanol como
co-substrato (598,9 mg.L™?), nitrato (1.652,2 mg.L?) e PCB (1,5 mg.L™) e relagdo C/N-NOs de 6 por
99 dias. Os reatores desnitrificante (D) foram inoculados com biomassa ativa e os reatores controle (CD)
foram inoculados com biomassa desnitrificante inativa. Ao longo do tempo de operacéo dos reatores foi
avaliada a eficiéncia de desnitrificagdo (Ep), 0 consumo de nitrato e DQO e a producdo de acidos
organicos volateis.

Nos reatores CD, inoculados com biomassa desnitrificante inativada por tratamento térmico,
verificou-se consumo de matéria organica, sem consumo de nitrato (Tabela 5-30). van de Graaf et al.
(1995) demonstraram que a comunidade desnitrificante é sensivel ao aumento de temperatura e sdo
inativadas com tratamento térmico. Por meio dos resultados observados no presente estudo pode-se
inferir que as populagBes desnitrificantes do indculo foram efetivamente inativadas pelo tratamento
térmico, entretanto outras populagdes resistiram & inativagéo e consumiram matéria organica no sistema,
cuja eficiéncia de remocé&o foi de 76%, para 2.237,04 mg.L inicial.

A eficiéncia de remocdo de matéria organica e eficiéncia de desnitrificagdo observadas nos
reatores D em 99 dias foram de 94% e 100%, respectivamente, para 2.596,06 mg.L™* de DQO inicial e
1.652,2 mg.L* de nitrato inicial (Tabela 5-30).

No Ensaio de Inibi¢do Desnitrificante verificou-se, para o reator R1,5, com etanol (598,9 mg.L-
b, nitrato (1.544,7 mg.L 1) e PCB (1,5 mg.L), eficiéncia de remocéo de DQO de 56% para 2.268 mg.L-
! de DQO inicial e eficiéncia de Desnitrificagdo (Ep) de 24% em 11 dias.

Comparando-se o0s resultados apresentados neste ensaio (remocdo de matéria orgénica e
eficiéncia de desnitrificacdo de 94% e 100%, respectivamente, em 99 dias) e no Ensaio Inibi¢ao
Desnitrificante (eficiéncia de remocéo de DQO de 56% e eficiéncia de Desnitrificacdo de 24% em 11
dias) foi possivel concluir que a eficiéncia de remogéo de nitrato e DQO foram maiores no presente
ensaio. Possivelmente, devido ao maior tempo de operacdo dos reatores neste ensaio (99 dias de
operagdo) quando comparados com o Ensaio Inibicdo Desnitrificante (11 dias de operag&o).

Constatou-se ainda neste trabalho diferentes concentragdes e distribuicdo de &cidos organicos
voléateis em cada reator ao longo do tempo (Tabela 5-30). Verificou-se concentracao de &cidos organicos
volateis decrescente com o tempo de operacdo dos reatores desnitrificantes, DTO, DT1 e DT2, bem
como nos reatores controle desnitrificante, CDTO0, CDT1 e CDT2, respectivamente de 2.524,50 mg.L?,
520,75 mg.L?, 405,28 mg.L?, 2.452,06 mg.L?, 237,81 mg.L ! e 234,79 mg.L ™.
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Tabela 5-30 Acidos organicos volateis, DQO, eficiéncia de remogdo de DQO e eficiéncia de Desnitrificagao
(Ep) em cada reator no Ensaio de Remogéo de PCB.

2.596,06

DTO 1.652,2 2.524,50 s
DTL 0 100,0 520,75 1('10530%2)7 94,69
DT2 0 405,28 éﬂf?g)

CDTO 1.565,6 2.452,06 2(5133]73'2;‘

CcDTL 1.569,1 0 237,81 %i}gf%; 76,06

CDT2 1.580,8 234,79 gﬁg&

DTO = reator desnitrificante inoculado com 1,5 mg.L ™ de PCB no tempo inicial,
DT1= reator desnitrificante inoculado com 1,5 mg.L* de PCB com 78 dias de operagéo,
DT?2 = reator desnitrificante inoculado com 1,5 mg.L* de PCB no tempo final (99 dias),

CDTO = reator controle desnitrificante inoculado com 1,5 mg.L™* de PCB no tempo inicial,

CDT1= reator controle desnitrificante inoculado com 1,5 mg.L* de PCB com 78 dias de operagao,
CDT2 = reator controle desnitrificante inoculado com 1,5 mg.L™ de PCB no tempo final (99 dias)

Tanto, nos reatores desnitrificantes (D), quanto nos reatores controle (CD) verificou-se consumo
do etanol (Tabela 5-31). E conhecido que as bactérias desnitrificantes sdo as principais consumidoras
de etanol em lodos ativados (GERARDI, 2003), entretanto, no caso da inativacdo deste grupo
(comprovado pela taxa de desnitrificagdo), o consumo deste co-substrato pode ter sido realizado por
outros grupos microbianos que sobreviveram ao tratamento térmico.

Em relacdo a proporgdo dos acidos orgénicos volateis nos reatores D e CD (Tabela 5-31)
verificou-se que &cido acético, propidnico e isovalérico foram os principais compostos produzidos
nesses sistemas. Constatou-se concentragdes no tempo final dos reatores D de 185,8 mg.L?, 81,2 mg.L
1e 44,8 mg.L ™ para os &cidos acético, propidnico e isovalérico, respectivamente. Evidenciou-se também
concentragdes no tempo final dos reatores CD de 108,4 mg.L ™, 26,6 mg.L™" e 20,3 mg.L, para os acidos
aceético, propionico e isovalérico, respectivamente.
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Tabela 5-31 Porcentagem e concentracdo de cada acido orgéanico volatil nos reatores DTO (reator
desnitrificante no tempo 0 dias), DT1 (reator desnitrificante no tempo 78 dias), DT2 (reator
desnitrificante no tempo 99 dias), CDTO (reator controle desnitrificante no tempo 0 dias), CDT1 (reator

controle desnitrificante no tempo 78 dias) e CDT2 (reator controle desnitrificante no tempo 99 dias).

mg.L?  2442,11 20,23 8,93 2524,50

DT1  mg.L? 4,43 403,19 28,01 22,52 18,44 19,66 9,20 520,75
DT2 mg.L? 0 185,86 81,26 44,87 18,86 48,73 9,98 405,28
DTO % 96,74 0,80 0,66 0 0,73 0,72 0,35 100,00
DT1 % 0,85 77,42 5,38 4,32 3,54 3,77 1,77 100,00
DT2 % 0 45,86 20,05 11,07 4,65 12,02 2,46 100,00
CDTO mg.L! 2360,65 26,96 17,56 0 18,36 19,62 8,91 2452,06
CDT1 mg.L? 9,11 125,75 0 0 27,28 23,44 11,34 237,81
CMT2 mg.L? 4,44 108,45 26,64 20,36 21,09 21,74 8,95 234,79
CDTO % 96,27 1,10 0,72 0 0,75 0,80 0,36 100,00
CDT1 % 3,83 52,88 0 0 11,47 9,86 4,77 100,00
CMT2 % 1,89 46,19 11,35 8,67 8,98 9,26 3,81 100,00
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Figura 5-33 Proporcao de cada acido organico volatil nos reatores DTO (reator desnitrificante no tempo
0 dias), DT1 (reator desnitrificante no tempo 78 dias), DT2 (reator desnitrificante no tempo 99 dias),
CDTO (reator controle desnitrificante no tempo 0 dias), CDT1 (reator controle desnitrificante no tempo
78 dias) e CDT2 (reator controle desnitrificante no tempo 99 dias).

5.6.2 Remocéo de PCB

Similar ao observado para os reatores do Ensaio de Remocéo de PCB na condicdo anaerdbia, por
meio das andlises preliminares da amostra dos reatores em batelada sob condi¢do andxica verificou-se
que a matriz interferiu diretamente na determinacdo do PCB. Assim, 0 método de adi¢do do padréo, ou
Standard addiction, foi utilizado para quantificar a amostra dos reatores sob condi¢ao anoxica.

Para tanto, analisou-se a remocéo de PCB nos reatores em batelada desnitrificantes (D), com
etanol (598,9 mg.L™?), nitrato (1.652,2 mg.L™?), PCB (1,5 mg.L™?) e in6culo ativo (Figura A. 13 a Figura
A. 18, apéndice) no tempo inicial (T0), com 78 dias de operagdo (T1) e no tempo final, com 99 dias de
operacdo (T2) e nos reatores controle (CM), com etanol (598,9 mg.L™?), nitrato (1.652,2 mg.L?), PCB
(1,5 mg.L 1) e indeulo inativo (Figura A. 19 a Figura A. 24, apéndice) no tempo inicial (TO) e no tempo
final, com 99 dias de operacdo (T2).

A remocdo de poluentes organicos em reatores bioldgicos envolve, tanto o mecanismo de
biodegradacéo, quanto de biossor¢do (TSEZOS; BELL, 1989), entretanto a cinética de biossor¢ao por
meio de isotermas nao foi avaliado neste trabalho, como esclarecido no Ensaio de Remocéo de PCB sob
condicdo fermentativa-metanogénica.
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Assim, a analise de biossorcao foi avaliada por meio da anélise da concentragdo dos congéneres
de PCB nos reatores controle (CD), inoculados com biomassa inativa no tempo inicial (T0) e final de
operacdo (T2) (Tabela 5-17). Como as concentragtes para cada congénere permaneceu constante ao
longo do tempo, o valor de adsorcdo foi calculada a partir dessas concentragGes e da concentracao tedrica
adicionada de cada congénere (1,5 mg.L™).

Observou-se diferentes concentracdes iniciais para cada congénere (Tabela 5-32). Verificou-se
concentragdes mais elevadas para os congéneres PCB 10, 28, 52 e 153, de 1,13 mg.L*, 1,33 mg.L?,
1,35 mg.L* e 1,43 mg.L?, respectivamente. Em contrapartida, notou-se concentragdes menores para o
PCB 138 e 180, de 0,36 mg.L* e 0,17 mg.L?, respectivamente.

Comparando-se as diferentes concentracdes dos congéneres de PCB foi possivel inferir que
exista diferentes afinidades desses congéneres de PCB com a biomassa. A diferenca entre as
concentracdes biossorvidas pode ser explicada pelo variado numero de atomos de cloro em cada
molécula e posicdo, o qual confere distintas conformacgdes moleculares e caracteristicas particulares a
cada congénere.

Patureau; Trably (2006) verificaram para lodos anaerdbios maior capacidade de induzir perdas
abidticas de PCB. Os autores observaram entre 10 a 30% de perda para os PCB 52, 101, 118, 138, 153
e 180. Neste trabalho foram encontrados valores de biossor¢do de 25%, 11%, 10%, 5%, 75% e 88%
para as PCBs 10, 28, 52, 153, 138 e 180, respectivamente, para condi¢do andxica. Provavelmente, a
diferenca observadas neste trabalho em relacdo aos resultados de Patureau e Trably (2006) estejam
relacionadas com a influéncia, tanto da estrutura molecular do PCB (PATUREAU; TRABLY, 2006),
quanto das caracteristicas da biomassa usada como in6culo dos reatores anaerébios (TSEZOS; WANG,
1991) na adsorcéo.

Ademais, como ja no tempo inicial de operacdo (T0) a biossorcao foi evidenciada, foi possivel
inferir que o PCB foi prontamente adsorvido na biomassa.

Tabela 5-32 Concentracéo dos seis congéneres de PCB (PCB 10, 28, 52, 153, 138 e 180) nos reatores controle
(CD) ao longo do tempo de operacéo (TO e T2) do ensaio em batelada.

T0 1,13 1,33 1,35 1,43 0,36 0,17
T2 1,13 1,34 1,36 1,42 0,38 0,2
Biossorgéo 2 0,37 0,17 0,15 0,08 1,13 1,32
% biossorgéo 24,7 11,0 9,7 5,0 75,3 87,7

! Reator Controle: Biomassa inativada por tratamento térmico
2 Concentragdo de PCB adsorvido no lodo em relagio ao PCB tedrico adicionado nos reatores

Pelos resultados observados, por meio da analise de adsorcao de PCB nas condigdes dos reatores
controle pode-se inferir que ocorreu remocdo e degradacdo de PCB nos reatores desnitrificantes.
Verificou-se remogdo de PCB nos reatores desnitrificantes (D) de 1,02 mg.L?, 0,85 mg.L, 1,31 mg.L-
11,02 mg.L?, 0,03 mg.Lt e 0,09 mg.L? para os PCBs 10, 28, 52, 153, 138 e 180, respectivamente
(Tabela 5-33), com remocdo média de PCBs totais de 0,72 mg.L™ (74,0%).

No Ensaio de Remocéao de PCB sob condicdo fermentativa-metanogénica verificou-se remocao
de PCB de 0,92 mg.L%, 0,19 mg.L?, 0,18 mg.L?, 0,07 mg.L%, 0,55 mg.L* e 0,47 mg.L* para os PCBs
10, 28, 52, 153, 138 e 180, respectivamente.
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Comparando-se os resultados reportados neste trabalho sob condicdo desnitrificante (remocao
de PCB de 1,02 mg.L?, 0,85 mg.L?, 1,31 mg.L?, 1,02 mg.L %, 0,03 mg.Lt e 0,09 mg.L™ para os PCBs
10, 28, 52, 153, 138 e 180, respectivamente) e aqueles do Ensaio de Remocdo de PCB sob condigéo
fermentativa-metanogénica (remogdo de PCB de 0,92 mg.L?, 0,19 mg.L?, 0,18 mg.L?, 0,07 mg.L?,
0,55 mg.L e 0,47 mg.L ™ para os PCBs 10, 28, 52, 153, 138 e 180, respectivamente), pode-se evidenciar
que para a primeira condicdo, a remogédo dos PCBs 28, 52 e 153, foi favorecida e a remocéo dos PCBs
138 e 180 foi reduzida.

A distinta remocao de PCB pode ter ocorrido por diferenca na comunidade microbiana no
inoculo (lodos ativados e UASB). Chang et al. (1999) concluiram que a capacidade de degradacéo de
PCB esté relacionada com a fonte de indculo utilizado nos reatores, bem como os doadores de elétrons
e receptores finais.

Ao mesmo tempo, a partir dos resultados apresentados neste trabalho pode-se inferir que o
in6culo andxico ndo adaptado foi capaz de remover PCB em 99 dias.

Tabela 5-33 Concentracdo dos seis congéneres de PCB (PCB 10, 28, 52, 153, 138 e 180) nos reatores
desnitrificantes (D) ao longo do tempo de operacéo (TO, T1 e T2) do ensaio em batelada.

T0 1,13 1,45 1,37 1,42 0,30 0,17 0,97
T 0,17 0,44 0,48 1,28 0,27 0,08 0,45
T2 0,11 0,60 0,06 0,40 0,27 0,08 0,25
e — 1,02 0,85 131 1,02 0,03 0,09 0,72
% remocao 90,27 58,62 95,62 7101 10,00 52,94 73,99

! Concentragdo de PCB removida em relagéo ao PCB encontrado inicialmente nos reatores
2 Concentragdo de PCBs totais na amostra: Média dos seis congéneres de PCB

Aos 78 dias de operacéo dos reatores desnitrificantes (T1) verificou-se diminuigdo acentuada na
concentragdo apenas dos PCBs menos clorados, PCB 10, 28 e 52 (de 0,96 mg.L?, 1,01 mg.L e 0,89
mg.L, respectivamente) (Figura 5-34). Entre 78 e 99 dias (T1 e T2, respectivamente) de operacdo dos
reatores verificou-se diminuicdo acentuada da concentracdo do PCB 52 e 153 (0,42 mg.L e 0,88 mg.L
! respectivamente), e ligeiro aumento da concentragdo do PCB 28 (de 0,16 mg.L™?).

Dudkové; Demnerova; Bedard (2012) evidenciaram a desalogenacéo de hexa-, hepta-, octa- e
nonaclorobifenil observaram como consequéncia diminuicdo dos PCB mais clorados e aumento dos
menos clorados no meio reacional. Assim, provavelmente nos reatores do presente estudo, os PCBs mais
clorados foram removidos pela comunidade anodxica e consequentemente, ligeiro acréscimo da
concentragdo do PCB menos clorado (PCB 28).

Desse modo, pode-se inferir que no primeiro periodo de operacdo (de 0 a 78 dias) a remocéo foi
efetiva para os PCBs menos clorados (PCB 10, 28 e 52) e no segundo periodo de operacdo (de 78 a 99
dias) foi efetiva para os PCB mais clorados (PCB 52 e 153).
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Figura 5-34 Concentragéo dos seis congéneres de PCB (PCB 10, 28, 52, 153, 138 e 180) e concentracdo média
dos PCBs (m PCBs totais) nos reatores desnitrificantes (D) ao longo do tempo de operacéo (mTO, mT1 e mT2)
do ensaio em batelada.

Ademais, a partir dos resultados de remocdo de PCB dos reatores desnitrificantes (D) e controle
(CD) foi possivel atribuir a remocao de PCB ao estabelecimento do metabolismo desnitrificante, visto
gue a remoc¢do de PCB foi observada somente nos reatores em que o metabolismo desnitrificante foi
estabelecido (D).

5.6.3 Indices ecoldgicos

A regido hipervariavel V3-V4 do gene RNAr 16S foi utilizada para o sequenciamento massivo
das biomassas dos reatores desnitrificantes do Ensaio de Remocéo de PCB. Obteve-se total de 185.977
sequéncias (somando as duas amostras do inicio e final da operacao) (Tabela 5-34).

Dentre as sequencias selecionadas, 118.838 e 67.139 delas foram atribuidas para cada amostra,
respectivamente, ao indculo, ou reator no tempo inicial de opera¢do (DTO), e as amostras dos reatores
no tempo final de operacdo (DT2). Ao todo foram definidas 6.678 UTOs, sendo 3.563 das UTOs
atribuidas a biomassa do DTO, e 3.115 UTOs atribuidas a biomassa do DT2.

Tabela 5-34 Quantidade de sequencias e UTOs atribuidas a cada amostra (97 % de similaridade).
Indculo ou reator no tempo inicial de operagdo (DT0) 118.838 3.563

Reator no tempo final de operacéo (DT2) 67.139 3.115
TOTAL 185.977 6.678

Para avaliar a complexidade da comunidade microbiana das amostras dos reatores em batelada
desnitrificante, DTO e DT2, foram calculados indices ecoldgicos de diversidade, dominancia,
equitabilidade e riqueza (Tabela 5-35).
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Por meio da andlise do indice de Simpson (1-D), complemento do indice de dominancia, foi
possivel verificar igual valor para ambas as amostras, de 0,96 para DTO0 e DT2. Desse modo, pode-se
inferir que ndo houve diferenga na dominéncia em funcéo do tempo de operagéo dos reatores.

Por meio da analise do indice de Shannon-Wienner (H”) verificou-se que no final da operacdo
(DT2) os valores obtidos foram relativamente menores (4,58), quando comparados com aqueles para as
amostras iniciais (DTO0), ou seja, de 4,78. Pode-se inferir que no final da operacgdo verificou-se menor
diversidade da comunidade microbiana.

Verificou-se também abundancia distinta entre as espécies no final da operacdo (DT2) (0,57),
quando comparados com aqueles para as amostras iniciais (DT0) (0,58) por meio da analise de
equitabilidade de Pielou (J°).

A cobertura (C) foi utilizada para avaliar se o tamanho da biblioteca de UTOs era suficiente
para estimar indices ecoldgicos confiaveis e significativos. Os valores de C observados foram 98,6% e
97,4%, respectivamente, para as amostras DTO e DT2. Por meio dessa andlise obteve-se boa
representatividade das espécies de microrganismos identificados, cujos indices ecoldgicos calculados
foram confiaveis e significativos (PENG et al., 2012).

Comunidades naturais microbianas normalmente séo caracterizadas pela presenca de algumas
espécies com muitos individuos, e muitas espécies com poucos individuos. Na presenca de um fator
limitante pode ocorrer alteragdes detectveis na estrutura da comunidade microbiana (WILHM;
DORRIS, 1968). Peng et al. (2012) demonstraram que ao se enriquecer uma comunidade com adi¢des
temporais de um composto téxico, como o tetra-bromobisfenol, ocorreu selecdo de microrganismos
resistentes e capazes de degradar 0 composto.

Verificou-se para as amostras finais (DT2) tendéncia a baixos valores de diversidade (0,58) e
equitabilidade (0,57) de espécies. Com isso, levanta-se a hipo6tese de que a estrutura da comunidade
microbiana é diferente nos reatores com PCB em relacdo aquela do inéculo.

Tabela 5-35 indices ecoldgicos de diversidade, dominancia, equitabilidade e riqueza para o Dominio
Bacteria nas amostras DTO e DT2.

Numero de Sequencias 118.838 67.139
UTOs 3.563 3.115
Simpson (1-D) ou Doninancia 0,961+0,001 0,960+0,001
Shannon-Wienner (H”) ou Diversidade 4,78+0,02 4,58+0,02
Pielou (J°) ou Equitabilidade 0,585+0,002 0,569+0,003
Singletons 1.613 1.744
Cobertura (C) 98,64% 97,40%

Por fim, por meio da analise das curvas de rarefacdo verificou-se maior riqueza para amostra do
reator no tempo inicial (DTO) quando comparada com aquela do reator no tempo final (DT2) (Figura
5-35). Atribuiu-se entdo a menor riqueza da amostra do reator DT2 ao PCB e, consequentemente,
selecdo de microrganismos resistentes a este composto.
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Figura 5-35 Curva de rarefacdo definida das sequencias de amostras do indculo, ou reator desnitrificante
no tempo incial (=DTO) e tempo final (=DT2) (97% de similaridade).

5.6.4 Anadlise TaxonOdmica

Por meio da aplicacdo do RDP-classifier obteve-se classificacdo em filos do Dominio Bacteria
para cada amostra. Em relacdo aos filos observados nas amostras iniciais (DTO) e finais (DT2) dos
reatores desnitrificantes em batelada destaca-se a identificagdo de representantes de Proteobacteria (33-
49%), Chloroflexi (19-3%), Firmicutes (15-24%), Bacteroidetes (10-5%) e Acidobacteria (6-0,9%)
(Figura 5-36).

Pode-se mencionar que para as amostras DTO e DT2 houve mudanga ha composi¢do microbiana
dos reatores em batelada. Ao longo do tempo de operacdo verificou-se diminuigdo na abundancia
relativa de Chloroflexi, de 19% para 3%, Bacteroidetes, de 10% para 5% e Acidobacteria, de 6% para
0,9%. Em contrapartida, para outros filos verificou-se aumento da abundéncia relativa, como por
exemplo para Proteobacteria, de 33% para 49% e Firmicutes, de 15% para 24%.

Pode-se salientar ainda que ocorreu alteracdo da composi¢do microbiana para os representantes
do filo Proteobacteria (Figura 5-21). Ao longo do tempo de operacdo verificou-se alteracdo da
abundancia relativa de Alpha-proteobacteria, (de 54% para 16%), Beta-proteobacteria (9% para 9,3%),
Delta-proteobacteria (de 8% para 2%), Episilon-proteobacteria (de 1% para 0%) e Gamma-
proteobacteria (de 27% para 72%).

Desse modo, pode-se destacar que houve selecdo na microbiota dos reatores anoxicos,
provavelmente relacionada com a adi¢do de PCB nos reatores. Destaca-se a capacidade das bactérias
pertencentes ao filo Firmicutes em realizar a desalogenacéo, a qual tem sido descrita com frequéncia
na literatura (KITAGAWA; KAMAGATA, 2014), bem como, a identificacdo de membros pertencentes
a Proteobacteria em sistemas onde foi comprovada a remo¢do de PCB (CORREA et al., 2010;
MERCIER et al., 2014).
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Devido a quantidade de géneros do Dominio Bacteria classificados (75-180) restringiu-se a
descricdo dos 10 grupos (ordem, familia, género e espécie) com maior abundancia relativa em cada
amostra, DTO (Tabela A. 3, apéndice) e DT2 (Tabela A. 4, apéndice). A comparag&o entre 0s grupos
identificados na amostra inicial (DTO0) e final (DT2) estdo apresentado na Figura 5-37.

Dentre esses grupos, representantes de sete deles (Rhizobiales, Clostridiaceae, Caldilineaceae,
Prosthecobacter, Chloracidobacteria, Thermomonas e Kouleothrix) foram identificados apenas no
inéculo, e portanto relacionado com a pré-existéncia desses microrganismos no lodo anoxico.
Representantes de outros trés (Chitinophagaceae, Hyphomonadaceae e Fimbriimonas) foram
identificados nas amostras DTO e DT2 e relacionados com a presenca no indculo e atividade metabdlica
gue favorecia sua manutencao no sistema. Outros dois grupos (Chitinophagaceae e Hyphomonadaceae)
foram relacionados com o metabolismo estabelecido nos reatores desnitrificantes e quatro grupos
(Aeromonadaceae, Lutispora, Sedimentibacter e Thermotogaceae), foram identificados apenas na
amostra DT2, os quais possivelmente desempenharam papel importante na remogéo do PCB.

Representantes pertencentes a ordem Rhizobiales, as familias Clostridiaceae e Caldilineaceae e
ao género Prosthecobacter foram identificados em sistemas de lodos ativados. Tais representantes foram
identificados em estacfes de tratamento de lodos ativados de diferentes efluentes com distintos
parametros operacionais e localidades geograficas (Wang et al., 2012).

No presente estudo verificou-se para representantes da ordem Rhizobiales, das familias
Clostridiaceae e Caldilineaceae e género Prosthecobacter abundancia relativa de 3,9%, 9,1%, 3,5%,
4,0%, respectivamente, para DTO. Todavia, para DT2 verificou-se abundancia relativa proxima a 0%
para todos esses grupos. Neste sentido, a identificacdo destes grupos de microrganismos, neste trabalho,
foi relacionada com a natural presenca deles no indculo proveniente de sistema de lodos ativados, sendo
possivel sugerir que estes microrganismos foram afetados ou inibidos pelo PCB nos reatores
desnitrificantes.

A classe Chloroflexi é representado por bactérias filamentosas (KUEVER; RAINEY; WIDDEL,
2005) que comumente sao consideradas responsaveis pela formacao de flocos em estagGes de tratamento
com lodos ativados (BEER et al., 2002). Nesta classe estdo incluidas representantes do género
Kouleothrix, primeiramente isolado de lodos ativados e capaz de utilizar carboidratos e biopolimeros
(BEER et al., 2002; KOHNO; SEI; MORI, 2002). Identificou-se elevada abundancia (15,2%) deste
género no DTO, que pode ser explicada pela sua presenca no tratamento de lodos ativados. A baixa
abundancia relativa em DT2 (préximo a 0%) pode ser relacionada com a sensibilidade deste grupo ao
PCB.

A familia Chitinophagaceae possui representantes, tanto, aerdbios, quanto anaerdbios
facultativos, com capacidades fermentativas limitadas e que realizam o metabolismo desnitrificante
(KAMPFER; LODDERS; FALSEN, 2011). Ainda, representantes desta familia foram encontrados em
estacdes de tratamento de lodos ativados estudadas por Wang et al. (2012) com elevada taxa de
abundancia relativa (entre 7% e 59%). No presente estudo, verificou-se abundancia relativa deste grupo
de 6,7% e 1,1%, respectivamente para amostras DTO e DT2.

Membros da familia Hyphomonadaceae, principalmente isolados de habitats marinhos, formam
um clade robusto que apresenta similaridades morfoldgica, fisioldgica e biolégica (MOORE; WEINER,;
GEBERS, 1984; SCHLESNER et al., 1990; ABRAHAM et al., 1999; STROMPL et al., 2003; LEE et
al., 2005). Seus representantes apresentam metabolismo aerébio e anaerdbio facultativo e algumas
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espécies sdo capazes de realizar desnitrificacdo (LEE et al., 2005). No presente estudo, verificou-se
abundancia relativa deste grupo de 5,7% e 2,4%, respectivamente para amostras DT0 e DT2.

Assim, neste trabalho, observou-se elevada abundancia relativa em DTO de membros da familia
Chitinophagaceae (6,7%) e Hyphomonadaceae (5,7%). A partir desses resultados pode-se supor que
estes microrganismos contribuiram para o estabelecimento do metabolismo desnitrificante nos reatores
no inicio da operacdo, entretanto com o consumo do nitrato adicionado desde o tempo T1 de operacéo,
dia 78 (de 1.652,2 mg.L* a 0 mg.L?), foi possivel observar a diminuicdo desses microrganismos e o
estabelecimento de grupos relacionados com a degradagéo do PCB no final da operacdo (99 dias).

Verificou-se para quatro grupos, Aeromonadaceae, Lutispora, Sedimentibacter e
Thermotogaceae, baixa abundancia relativa nas amostras DTO (de 0,2%, 0%, 0% e 0%, respectivamente)
e alta abundancia relativa nas amostras DT2, cujas abundancias relativas obtidas foram 28,4%, 8,9%,
8,0% e 6,1%, respectivamente.

A familia Aeromonadaceae € composta por representantes anaerébios facultativos que realizam
a reducdo do nitrato, mas ndo a desnitrificacdo, e sdo encontrados em lodos, sedimentos e biofilmes
(BOONE et al., 2005). Representantes deste grupo foram isolados de amostras de estacdo de tratamento
de &gua e sedimentos em meio contendo PCB, e foi suposto que estes isolados ou possuiam a capacidade
de degradacdo de PCB ou realizaram a metabolizacdo de nutrientes do inéculo (SAYLER; SHON;
COLWELL, 1977).

Shuai et al. (2010) identificaram a microbiota isolada de solos contaminados, crescendo em
meio de cultura com nitrato de amdnia e PCB como Unica fonte de carbono. Estes autores utilizaram
iniciadores especificos para Pseudomonas fluorescens, e representantes da familia Aeromonadaceae
foram identificados.

Sayler et al. (1977) e Shuai et al. (2010) indicaram que espécies desta familia sejam capazes de
realizar a degradacdo do PCB. Neste sentido a identificagdo de representantes da familia
Aeromonadaceae apenas na amostra final do presente trabalho com elevada abundancia relativa (28,4%)
pode indicar que este grupo foi provavelmente responsavel pela remogdo de PCB nos reatores.

Lutispora é caracterizado pela termofilia moderada, anaerobiose e quimiorganotrofismo, além
da capacidade de formar enddésporo (SHIRATORI et al., 2008). Representantes deste género foram
enriquecidos provenientes de cultura de reator metanogénico termofilico (55°C) usado no tratamento de
residuos solidos (SHIRATORI et al., 2008). Membros deste grupo foram identificados também em
sistema anaerobio, onde a mineralizagdo do pentaclorofenol foi alcangada com lactato como Unica fonte
externa de carbono (LI et al., 2013b). A identificacdo deste grupo no presente estudo (8,9% de
abundancia relativa no DT2) pode indicar a existéncia de representantes mesofilicos que crescem na
presenca de PCB.

Sedimentibacter é caracterizado por incluir microrganismos anaerébios que crescem sob
condicBes de desalogenacdo redutiva, apesar de sua capacidade de remover halogénios nédo ter sido
comprovada (VOS et al., 2011). Representantes desse género foram identificados em sedimentos
intensamente contaminados por clorofenois, PCB e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos do Estuério
Séo Vicente (Séo Paulo, Brasil). Além de membros desse grupo terem sido identificados em reator em
batelada sequencial usado no tratamento de lixiviado com remocdo de 97% de N-amoniacal (XIAO et
al., 2009). Assim, a abundancia relativa nas amostras DT2 de Sedimentibacter (8,0%) indica a
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importancia deste grupo na remogao do PCB e a possibilidade de estabelecimento desta comunidade em
condicBes andxicas.

Os representantes da ordem Thermotogales (anaerdbios e fermentativos) sdo geralmente
classificados como termofilicos e hipertermofilicos (KUEVER; RAINEY; WIDDEL, 2005), entretanto
recentes trabalhos evidenciaram a presenca destes microrganismos em ambientes mesofilos
(HOLOMAN et al., 1998; DAHLE et al., 2011; NESB@ et al., 2012; OKADA, 2012; SILVA, 2012).
Membros da familia Thermotogaceae foram identificados em sistemas marinhos, terrestre, hidrotermal,
reservatorios de petréleo (RAVOT et al., 1995; L’HARIDON et al., 2001; KUEVER; RAINEY;
WIDDEL, 2005; MIRANDA-TELLO et al., 2007; CHENG et al., 2013). Li et al. (2015) identificaram
representantes da familia Thermotogaceae em reator anaerdbio que uniu os processos de hidrélise e
desnitrificacdo com altas eficiéncias de remoc¢éo de nitrogénio e compostos aromaticos.

Apesar de nenhum membro desse grupo ter sido comprovadamente responsavel pela
desalogenacéo do PCB, ele foi isolado em diversos trabalhos onde a degradag&o do PCB foi comprovada
(HOLOMAN et al., 1998; WU; SOWERS; MAY, 2000; WATTS et al., 2001; YAN; LAPARA,
NOVAK, 2006). A presenca de representantes deste grupo apenas nas amostras DT2 (com 6,1% de
abundancia relativa) indica que estes microrganismos podem desempenhar importante papel na remogao
do PCB.
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Figura 5-37 Distribuicao da abundancia relativa dos 10 grupos mais abundantes no inicio (sDTO0) e no final
(mDT2) da operacédo dos reatores (97% de similaridade). (F) representa a classificacdo em nivel de Familia,
(G) representa a classificacdo em nivel de Género e (E) em nivel de Espécie.
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5.6.5 Exames Microscopicos

A comunidade microbiana dos reatores desnitrificante (D) e controle (CD) do Ensaio de
Remocéo de PCB foi caracterizada morfologicamente por meio de exames microscopios de contraste
de fase e de fluorescéncia no tempo inicial TO e final de operacdo T2 (98 dias).

A partir das andlises microscépicas verificou-se a presenca de morfologias semelhantes a
Euglypha na amostra no tempo inicial (DTO) (Figura 5-38 [a] e [b]), comumente encontradas em lodos
ativados (SEVIOUR; NIELSEN, 2010) e ovos de rotiferos. Em ambas as amostras DTO e DT2 observou-
se morfologia semelhante a fungo filamentoso e cocos (Figura 5-38 [c], [d], [e] e [f]), entretanto,
observou-se presenca mais acentuada de morfologia semelhante a fungos filamentosos no tempo final
(98 dias).
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Figura 5-38. Microscopia dptica comum da biomassa de lodos ativados utilizado para inoculagdo nos

reatores DTO e DT2. (a) morfologia semelhante a Euglypha nos reatores DTO, (b) ovos de rotiferos nos
reatores DTO, (c) morfologia semelhante a fungo filamentoso na amostra DTO, (d) morfologia semelhante a
fungo filamentoso septado na amostra DTO, (¢) morfologia semelhante a fungo filamentoso na amostra DT2,
(e) cocos (estreptococos) na amostra DT2.

Na caracterizacdo morfoldgica dos reatores controle desnitrificante no tempo inicial (CDTO) e
final (CDT2) (Figura 5-39) foi possivel verificar predominio de fungos, filamentosas e bacilos. A partir
da presenca desses organismos, tanto na amostra DTO, quanto DT2 pode-se confirmar os dados de
consumo de DQO e a producdo de &cidos organicos no reator inoculado com biomassa inativada.
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Figura 5-39. Microscopia 6ptica comum da biomassa inativada por meio de tratamento térmico da biomassa

anoxica proveniente dos reatores controle desnitrificante (CDTO e CDT2). (a) e (b) filamentosas no reator
DTO, (c) fungos no reator DT2, (d) filamentosas e bacilos no reator DT2.

5.6.6 Caracterizacdo microbiana

Por meio da analise de DGGE e do perfil de bandas para 0 Dominio Bacteria foram comparadas
amostras provenientes do reator controle (CD) e desnitrificante (D) no tempo inicial (CDTO e DTO0), no
meio da operacdo (CDT1 e DT1) e no final da operacdo (CDT2 e DT2) (Figura 5-40). Observou-se
maior variacdo dos coeficientes de similaridade entre os reatores desnitrificante e controle (42% de
similaridade), sendo possivel distinguir dois grupos bem distintos, reatores inoculados com a biomassa
ativa (D) e os reatores inoculados com a biomassa inativada (CD). Esta variagdo foi devido
principalmente ao baixo indice de similaridade das populacfes desnitrificantes apds o tratamento
térmico do in6culo. Esse resultado era esperado, porque a inativacdo por meio de tratamento térmico
afetou diretamente as bactérias desnitrificantes, visto que nos reatores controles ndo houve consumo de
nitrato.
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Figura 5-40 Analise de cluster (Correlagéo de Pearson) do perfil de bandas do PCR/DGGE dos fragmentos
RNAr 16S para o Dominio Bacteria para as amostras reatores desnitrificante no inicio (DT0), no meio (DT1)
e final da operacdo (DT2), bem como para os reatores controle no inicio (CDTO), no meio (CDT1) e final da
operacdo (CDT2).

Ao longo da operagdo dos reatores verificou-se diminui¢do do indice de diversidade Shannon-
Wienner (H”) por meio do PCR/DGGE (Tabela 5-36) para as populacdes dos reatores controle e
desnitrificante. Observou-se indice de diversidade de 3,17, 3,02 e 2,64, para DTO, DT1 e DT2,
respectivamente. Ademais, verificou-se indice de similaridade de 3,06, 2,30 e 2,20 para CDTO0, CDT1 e
CDT?2, respectivamente.

Assim, constatou-se os menores valores para as amostras do tempo final (2,64 e 2,20, para DT2
e CDT2, respectivamente). A partir desse resultado, pode-se inferir que ocorreu selecdo das populagoes
nos reatores, e apenas aquelas resistentes ao PCB continuaram no sistema.

Verificou-se neste estudo, maior indice de diversidade Shannon-Wienner (H’) por meio do
PCR/DGGE no tempo inicial de operacdo, DTO (3,17) em relagéo ao tempo final de operacéo do reator,
DT2 (2,64). Por meio do indice de diversidade Shannon-Wienner (H’) a partir do sequenciamento
massivo das amostras do reator desnitrificante (DTO e DT2) observou-se que no final da operagéo (DT2)
valores menores (4,58), quando comparados com aqueles para as amostras iniciais (DTO0), ou seja, de
4,78.

Comparando-se as duas analises do indice de diversidade Shannon-Wienner (H’), por meio do
PCR/DGGE e por meio do sequenciamento massivo, € possivel verificar menor indice de diversidade
nas amostras de DT2 em ambas as analises. Por meio desses resultados pode-se destacar que houve
selecdo de microrganismos resistentes ao PCB e, consequentemente, diminuicdo da diversidade
microbiana.

Tabela 5-36 indice de Shannon-Wienner (H') para as amostras dos reatores desnitrificante do Ensaio de
Remocéo de PCB

Dominio Bacteria 3,17 3,02 2,64 3,06 2,30 2,20
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5.7 Analise Comparativa

Por meio do indice de dissimilaridade de Bray-Curtis (BRAY; CURTIS, 1957) calcula-se
estatisticamente quanto a composi¢do microbiana é diferente entre as amostras a partir da abundéancia
relativa das UTOs em cada amostra e o total de sequencias em ambas as amostras. Usualmente, o0s
valores do indice sdo maiores para as amostras que apresentam menores similaridades, mas para facilitar
a interpretacdo, os valores de dissimilaridade (ID) foram convertidos em similaridade (IS).

Assim, no presente estudo realizou-se a comparagdo entre a comunidade microbiana do in6culo
e dos reatores, tanto metanogénico quanto desnitrificante, depois de 101 e 99 dias, respectivamente.
Observou-se indice de similaridade de Bray-Curtis de 19% entre as amostras MTO (in6culo) e MT2, do
reator metanogénico, e 12% entre as amostras dos reatores DTO (in6culo) e DT2, do reator
desnitrificante (Figura 5-41).

A selecéo da microbiota em reatores metanogénicos em batelada foi verificada por Gomes et al.
(2014). Os autores compararam a composi¢do microbiana entre os reatores com PCB (0,7 mg.L™) e sem
PCB depois de 60 dias, e encontraram indice de similaridade de Bray-Curtis de 42%.

Comparando-se os resultados similaridade de Bray-Curtis do presente estudo (19% entre as
amostras dos reatores metanogénicos em 101 dias e 12% entre as amostras dos reatores desnitrificantes
em 99 dias) e de Gomes et al. (2014) (42% entre os reatores com PCB e sem PCB depois de 60 dias) foi
possivel inferir a obtencdo de menores indices no presente estudo. A partir desses resultados pode-se
inferir que as mudancas na estrutura da comunidade microbiana foram relacionadas com o tempo de
operacdo dos reatores, de 101 dias e 99 dias para o presente estudo e 60 dias para de Gomes et al. (2014),
bem como, em relacéo as caracteristicas do indculo usado no presente estudo e aquele de Gomes et al.
(2014).

Allison; Martiny (2008) afirmaram que a composicdo da maioria dos grupos microbianos séo
sensiveis a perturbacdes, entretanto, ndo imediatamente resistentes, independentemente da diversidade
taxonémica ou do tipo de perturbacdo. A partir dos resultados apresentados neste trabalho pode-se
afirmar que ocorreram altera¢cdes na comunidade dos reatores, quando comparada com 0s respectivos
indculos, possivelmente devido a respostas a presenca de PCB nos reatores.
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Figura 5-41 Dendograma da analise de agrupamento das amostras dos reatores MT0, MT2, DTO e DT2.
indice de similaridade calculado através do indice de dissimilaridade de Bray-Curtis e agrupamento
UPGMA.

Observou-se 4.611 OTUS com no minimo duas sequencias (doubletons) para Dominio Bacteria,
sendo 65.000 e 66.000 sequencias para os reatores DT2 e MT2.

Em virtude da abundéancia relativa dos filos classificados foram descritos e comparados os
guatro grupos mais abundantes em cada amostra dos reatores metanogénico (MT2) e desnitrificante
(DT2) no final da operacdo (Tabela 5-37 e Figura 5-42).

Tabela 5-37 Quatro grupos mais abundantes em cada amostra MT2 e DT2, relagdo de UTO representativa,
filiacdo a partir do RDP classifier e abundancia relativa em cada amostra.

uTO MT2 DT2
S000005395 Aeromonadaceae (F) 28,4%
S000437409 Lutispora (G) 8,9%
S001151153 Sedimentibacter (G) 12,26% 8,0%
S003322713 Thermotogaceae (F) 29,59% 6,1%
S000115171 Anaerolinaceae (F) 3,86%
S000502111 Synergistaceae (F) 2,98%

Identificou-se dois grupos em ambas as amostras (MT2 e DT2), sendo uma UTO que se afiliou
ao género Sedimentibacter (S001151153) e outra que se afiliou a familia Thermotogaceae
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(S003322713). Ambos os grupos foram identificados em sistemas onde a degradacdo de PCB foi
evidenciada (HOLOMAN et al., 1998; WU; SOWERS; MAY, 2000; WATTS et al., 2001; YAN;
LAPARA; NOVAK, 2006). A partir desses resultados pode-se inferir que provavelmente estes
microrganismos desempenharam importante papel na remocéo do PCB.

Representantes da familia Aeromonadaceae (S000005395) e género Lutispora (S000437409)
foram identificados apenas nas amostras dos reatores anoxicos (DT2), enquanto, representantes das
familias Anaerolinaceae (S000115171) e Synergistaceae (S000502111) foram identificadas apenas nos
reatores metanogénicos.

Neste trabalho, em ambas as condi¢des ndo foram identificados grupos cléassicos degradadores
de PCB, como e Dehalococcoides (PIEPER; SEEGER, 2008a), entretanto a remo¢do do PCB foi
evidente, tanto, nos reatores metanogénicos, quanto, nos andxicos, com 81,5% e 74,0% de remocao
média, respectivamente. Por meio destes resultados pode-se salientar a importancia da heterogeneidade
da comunidade microbiana no processo de remocéo de toxicos, bem como a capacidade de degradacéo
de PCB de diferentes microrganismos.
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Figura 5-42 Arvore filogenética da biomassa dos reatores CD e CM construida com as quatro UTOs com
maior abundancia relativa em cada amostra. A barra da escala refere-se a distancia filogenética e Chlorella
vulgaris foi escolhida como outgroup de 1.000 amostragens. O nimero de acesso do GenBank esta entre
parénteses.
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Evidenciou-se distintas taxas de biossor¢do de cada congénere em cada in6culo. Para o in6culo
anaeradbio, observou-se biossor¢éo de 38,3%, 74,3%, 89,0%, 48,7% e 39,7%, respectivamente para PCB
10, 28, 52, 153, 138 e 180. Para o indculo andxico, constatou-se biossor¢éo de 24,7%, 11,0%, 9,7%,
5,0%, 75,3% e 87,7%, respectivamente para PCB 10, 28, 52, 153, 138 e 180.

A concentracdo de sélidos do inéculo anaerdbio foi 48,06 g.L* de STV nos reatores controle
(CM), e 22,38 g.Lt de STV nos reatores controle com indculo anéxico (CD). Observou-se maior
biossor¢do média na biomassa anaerébia (de 61,1%) em relacdo ao indculo andxico, com 35,6% de
biossor¢do média (Tabela 5-38).

Chang et al. (1999) demonstraram que a taxa de biossorcdo é diretamente proporcional a
concentracdo de sélidos do indculo, e maior adsorcdo de PCB foi encontrado no lodo com maior
concentracdo de sélidos.

Tabela 5-38 Comparacéo entre a concentragdo biossorvida dos seis congéneres de PCB (PCB 10, 28, 52,
153, 138 e 180) nos reatores controle desnitrificante (CD) e metanogénico (CM).

Biossorgdo D * 0,37 0,17 0,15 0,08 1,13 1,32 0,53
% biossor¢édo D 24,7 11,0 9,7 5,0 75,3 87,7 35,6
Biossorgdo M? 0,58 1,12 1,18 1,34 0,73 0,57 0,92
% biossorcdo M 38,3 74,3 78,7 89,0 48,7 37,7 61,1

! Reator Controle desnitrificante: Biomassa inativada por tratamento térmico
21 Reator Controle metanogénico: Biomassa inativada por tratamento térmico

A concentracdo média removida dos PCBs totais na condi¢do metanogénica foi de 0,40 mg.L™?,
representando remocéo de 81,5%, e na condicdo desnitrificante foi de 0,72 mg.L™, o que representou
remocéo de 74,0%, para concentracdo inicial de 1,5 mg.L™.

Por meio da eficiéncia de remog&do tem-se quao eficiente é o sistema, relacionando o quanto esta
biodisponivel e o quanto é removido. Assim, na condi¢cdo metanogénica verificou-se concentragéo final
no sistema de 0,09 mg.L?, enquanto para os reatores desnitrificantes, a concentracéo final foi de 0,25
mg.L2. A partir desses resultados, pode-se afirmar que a maior eficiéncia de remocéo do PCB foi
encontrada sob condicdo anaerobia.

Resultados similares foram encontrados por Chang et al. (1999), que avaliaram a desalogenagao
de PCB por meio de consoércio proveniente de lodo adaptado ao clorofenol. Estes autores evidenciaram
que a taxa de remogdo de cloro foi maior sob condi¢cBes metanogénicas comparada com a condigdo
desnitrificante.
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Consideracoes Finais

Hipotese 1: O SPME é uma metodologia eficaz da avaliacdo de PCB de
amostras de reatores.

A metodologia de extracdo de PCB pelo método de SPME para a identificagdo e quantificacdo
de seis congéneres de PCB em reatores € eficaz e confiavel.

% Hipdtese aceita: Por meio da analise dos resultados verificou-se que a utilizacdo
da técnica de SPME para avaliacdo de PCB foi adequada. A partir da obteng&o de
picos cromatograficos com resolugdo apropriada, faixa de linearidade ampla,
seletividade frente a varias possiveis substancias interferentes e robustez, foi
possivel confirmar a utilidade e confiabilidade desse método na identificacéo e
quantificagdo especifica dos seis congéneres de PCB em reatores biolégicos. Mais
especificamente foi possivel concluir que:

e A utilizacdo da técnica de adicdo de padrdo solucionou a problematica de biossorcdo do PCB

no lodo, conferindo a técnica simplicidade na extracdo dos analitos, minimizando o acréscimo
de solventes visando a diminuig&o da interferéncia da matriz e de erros operacionais.
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Hipotese 2: A condi¢do fermentativa-metanogénica abriga comunidade
resistente a presenca de PCB e capaz de remové-lo

Sub-Hipdtese 2A: A presenca do PCB inibe a comunidade fermentativa-
metanogénica

A adicdo de PCB em reatores em batelada, inoculados com lodo anaerdbio ndo-adaptado,
proveniente de reator UASB, com etanol (547 mg.L?) e formiato de sédio (680 mg.L?) como co-
substratos e meio sintético (ANGELIDAKI et al., 2009) é capaz de inibir a comunidade fermentativa-
metanogénica.

% Hipotese aceita: Por meio da analise dos resultados observou-se correlacéo direta
entre a concentragdo de PCB adicionada no reator e a produgdo maxima de metano.
Verificou-se ainda que a crescente adicdo de PCB em reatores fermentativos-
metanogénicos inibiu o consumo de matéria organica e o metabolismo
acidogénico, além de alterar a estrutura da comunidade microbiana nos reatores.
Mais especificamente foi possivel concluir que:

® Nos reatores em que foi adicionado menor concentracdo de PCB, apenas a comunidade
metanogénica foi inibida.

® Nos reatores em que foi adicionado maiores concentracfes de PCB, tanto a comunidade
metanogénica quanto acidogénica foram inibidas.

e O valor de ICs calculado nos reatores fermentativos-metanogénicos foi de 0,03 mg.L™.

Sub-Hipotese 2B: A comunidade fermentativa-metanogénica é capaz de
remover o PCB, e a presenca do PCB altera a comunidade microbiana.

O PCB é removido em reatores em batelada inoculados com lodo anaerébio ndo-adaptado
proveniente de reator UASB, com etanol (547 mg.L?) e formiato de sodio (680 mg.L?) como co-
substratos e meio sintético (ANGELIDAKI et al., 2009). Ademais, observou-se alteracdo na
comunidade microbiana no final da operacdo dos reatores em batelada.

% Hipotese aceita: Por meio da andlise dos resultados observou-se que 0s seis
congéneres de PCB adicionados nos reatores foram removidos. Mais
especificamente foi possivel concluir que:

® Evidenciou-se remogdo média de PCBs totais de 0,40 mg.L™, representando taxa de remogéo
de 81,5%.

® Por meio da analise dos indices ecoldgicos confirmou-se para a amostra do reator no tempo
inicial (MTO) maior riqueza, dominancia, diversidade e equitabilidade comparada com amostra
do reator no tempo final (MT2), tanto para 0 Dominio Bacteria quanto para o Archaea.

® Por meio do sequenciamento massivo do gene RNAr 16S, notou-se alteragéo das populac6es do
inéculo, quando comparadas com aquelas no final do experimento.
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® Por meio do sequenciamento massivo do gene RNAr 16S, notou-se enriquecimento de gquatro
grupos (Thermotogaceae, Sedimentibacter, Anaerolinaceae e Pseudomonas) apenas na amostra
no final do experimento.

Hipdtese 3: A condicdo desnitrificante abriga comunidade resistente a
presenca de PCB e capaz de remové-lo.

Sub-Hipotese 3A: A relacdo C/N-NOz para a comunidade desnitrificante é
especifica na presenca do PCB.

A relacdo ideal C/N-NOs" para a comunidade desnitrificante em reatores em batelada inoculados
com lodo ndo-daptado proveniente de lodos ativados, com etanol (598,9 mg.L?) como co-substrato,
meio sintético (ANGELIDAKI et al., 2009) e nitrato de sodio (de 93,0 mg.L* a 7.150,0 mg.L™* de NOs)
é especifica na presenca de PCB (1,5 mg.L™Y).

% Hipdtese aceita: Por meio da analise dos resultados observou-se que a relagdo ideal
C/N-NO; para a comunidade desnitrificante em reatores em batelada é especifica
na presenca de PCB. Mais especificamente foi possivel concluir que:

® Napresenca de PCB, a desnitrificagéo ocorreu, uma vez que em todos os reatores com diferentes
concentragdes de nitrato, houve consumo desta fonte de nitrogénio.

® Ademais, a relacdo ideal estabelecida para C/N-NOs" na presenga de PCB foi 6,95.

Sub-Hipotese 3B: A concentracdo de PCB inibe a comunidade
desnitrificante.

A adigéo de PCB em reatores em batelada, inoculados com lodos ativados ndo-adaptado, etanol
(589,9 mg.L 1) como co-substrato, meio sintético (ANGELIDAKI et al., 2009) e nitrato de sodio (de
665,78 mg.L* a 2.434,94 mg.L* de NOs) é capaz de inibir a comunidade desnitrificante.

% Hipdtese aceita: Por meio da andlise dos resultados observou-se que existe
correlacdo direta entre a concentracdo de PCB e a inibicdo desnitrificante. Mais
especificamente foi possivel concluir que:

® O valor de ICso calculado nos reatores desnitrificantes foi de 1,0 mg.L™.

Sub-Hipotese 3C: Sob condicdo desnitrificante o PCB é removido e a
presenca do toxico afeta a composicdo da comunidade microbiana.

O PCB é removido em reatores em batelada inoculados com lodos ativados ndo-adaptado, etanol
(589,9 mg.L) como co-substrato, meio sintético (ANGELIDAKI et al., 2009) e nitrato de sédio
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(1.652,2 mg.L* de NOs). Ademais, observou-se alteracdo na comunidade microbiana no final da
operacao dos reatores em batelada.

% Hipotese aceita: Por meio da andlise dos resultados observou-se que 0s seis
congéneres de PCB adicionados nos reatores foram removidos. Mais
especificamente foi possivel concluir que:

Evidenciou-se remocdo média de PCBs totais de 0,72 mg.L™?, representando taxa de remocgéo
de 74,0%.

Por meio da andélise dos indices ecoldgicos confirmou-se para a amostra do reator no tempo
inicial (DTO) maior diversidade e equitabilidade comparada com amostra do reator no tempo
final (DT2) para o0 Dominio Bacteria.

Por meio do sequenciamento massivo do gene RNAr 16S, notou-se alteracao da das populacdes
do in6culo quando comparadas com aquelas do final do experimento.

Por meio do sequenciamento massivo do gene RNAr 16S, notou-se o enriquecimento de quatro
grupos (Aeromonadaceae, Lutispora, Sedimentibacter e Thermotogaceae) apenas na amostra no
final do experimento.

Hipotese 4: A remocdo de PCB e a composi¢do microbiana foi distinta em
cada condicéo.

A remocéo de PCB em reatores em batelada inoculados com lodos ativados ndo-adaptado, etanol

(589,9 mg.L!) como co-substrato, meio sintético (ANGELIDAKI et al., 2009) e nitrato de sédio
(1.652,2 mg.L* de NO3) e em reatores em batelada inoculados com lodo anaerébio nédo-adaptado
proveniente de reator UASB, com etanol (547 mg.L?) e formiato de sodio (680 mg.L?) como co-
substratos e meio sintético (ANGELIDAKI et al., 2009) foi distinta. Ademais, observou-se diferentes
populagdes microbianas em cada reator no final da operagé&o.

% Hipotese aceita: Por meio da analise dos resultados observou-se maior eficiéncia
de remocdo do PCB para a condi¢do anaerobia quando comparada com a condicdo
andxica. Mais especificamente foi possivel concluir que:

Evidenciou-se taxa de remocdo de PCBs totais de 81,5% e 74,0%, respectivamente para
condi¢do anaerdbia e andxica.

Por meio da analise de similaridade de Bray-Curtis confirma-se que houve alteracdo na
composi¢do microbiana nos reatores e obteve-se valores de similaridade de 19% e 12%, entre
MTO e MT2 e entre DTO e DT2, respectivamente.

Por meio do sequenciamento massivo do gene RNAr 16S, notou-se o enriquecimento de dois
grupos (Sedimentibacter e Thermotogaceae) em ambos os reatores no final do experimento.

o Entretanto, mesmo verificando-se elevada abundancia relativa de dois grupos nas
amostras DT2 e MT2, evidenciou-se diferenca significativa entre as biomassas em cada
condigéo.
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Conclusodes

Verificou-se a eficacia da metodologia de extracdo de PCB pelo método de SPME para a
identificacdo e quantificacdo de seis congéneres de PCB.

O PCB inibiu a comunidade fermentativa-metanogénica em reatores em batelada, inoculados
com lodo anaerébio ndo-adaptado.

A remocdo efetiva de PCB nos ensaios em batelada inoculados com lodo anaerébio néo-
adaptado foi de 81,5%.

Notou-se enriquecimento de quatro grupos (Thermotogaceae, Sedimentibacter, Anaerolinaceae
e Pseudomonas) apenas na amostra no final do Ensaio de Remoc¢do de PCB sob condicéo
fermentativa-metanogénica.

Observou-se, na presenca de PCB, relacdo ideal C/N-NOs™ de 6,95.

O PCB inibiu a comunidade desnitrificante em reatores em batelada, inoculados com lodos
ativados ndo-adaptado.

A remogdo efetiva de PCB nos ensaios em batelada inoculados com lodos ativados
ndo-adaptado foi de 74,0%.
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+ Notou-se enriquecimento de quatro grupos (Aeromonadaceae, Lutispora, Sedimentibacter e
Thermotogaceae) apenas na amostra no final do Ensaio de Remoc¢do de PCB sob condicédo

desnitrificante.
A remocdo de PCB é mais efetiva sob condic¢do fermentativa-metanogénica.

+«» A partir do Ensaio de Remocédo de PCB, observou-se a presenca de dois grupos em ambas as
amostras DT2 e MT2 (Sedimentibacter e Thermotogaceae).
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Figura A. 7 Curva de extracéo utilizando a técnica de SPME com Adi¢do de Padréo nos Reatores Controle
Anaerdébio para o PCB 10. (a) Analise no CMTO e (b) Analise no CMT2.
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Figura A. 9 Curva de extracao utilizando a técnica de SPME com Adicao de Padréao nos Reatores Controle

Anaerdébio para o PCB 52. (a) Analise no CMTO e (b) Analise no CMT2.
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Figura A. 10 Curva de extragdo utilizando a técnica de SPME com Adicéo de Padréo nos Reatores Controle
Anaerobio para o PCB 153. (a) Analise no CMTO e (b) Analise no CMT2.
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Anaerdébio para o PCB 138. (a) Analise no CMTO e (b) Analise no CMT2.
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Figura A. 13 Curva de extragdo utilizando a técnica de SPME com Adigéo de Padrao nos Reatores Anoxico
para o PCB 10. (a) Analise no DTO, (b) Analise no DT1 e (c) Analise no DT2.
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Figura A. 15 Curva de extragdo utilizando a técnica de SPME com Adicéo de Padrao nos Reatores Andxico
para o PCB 52. (a) Analise no DTO, (b) Analise no DT1 e (c) Analise no DT2.
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Figura A. 16 Curva de extracdo utilizando a técnica de SPME com Adicéo de Padréo nos Reatores Andxico
para o PCB 153. (a) Andlise no DTO, (b) Anélise no DT1 e (c) Anélise no DT2.
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Figura A. 17 Curva de extragdo utilizando a técnica de SPME com Adigéo de Padréo nos Reatores Anoxico
para o PCB 138. (a) Analise no DTO, (b) Andlise no DT1 e (c) Andlise no DT2.
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Figura A. 18 Curva de extracdo utilizando a técnica de SPME com Adicéo de Padréo nos Reatores Anoxico
para o PCB 180. (a) Andlise no DTO, (b) Anélise no DT1 e (c) Anélise no DT2.
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Figura A. 19 Curva de extragdo utilizando a técnica de SPME com Adigéo de Padréo nos Reatores Controle

Anoxico para o PCB 10. (a) Anélise no CDTO e (b) Andlise no CDT2.
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Figura A. 20 Curva de extragdo utilizando a técnica de SPME com Adigéo de Padrao nos Reatores Controle

Andxico para o PCB 28. (a) Andlise no CDTO e (b) Analise no CDT2.
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Figura A. 21 Curva de extragdo utilizando a técnica de SPME com Adicéo de Padréo nos Reatores Controle
Andxico para o PCB 52. (a) Andlise no CDTO e (b) Analise no CDT2.
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Figura A. 22 Curva de extragdo utilizando a técnica de SPME com Adicdo de Padréo nos Reatores Controle
Anoxico para o PCB 153. (a) Anélise no CDTO e (b) Anélise no CDT2.
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Figura A. 23 Curva de extragdo utilizando a técnica de SPME com Adicéo de Padréo nos Reatores Controle

Anoxico para o PCB 138. (a) Anélise no CDTO e (b) Anélise no CDT2.
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Figura A. 24 Curva de extragdo utilizando a técnica de SPME com Adic&o de Padréo nos Reatores Controle
Anoxico para o PCB 180. (a) Anéalise no CDTO e (b) Anélise no CDT2.
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Tabela A. 1 Microrganismo do Dominio Bacteria mais abundantes no inoculo metanogénico, ou nos reatores
no tempo inicial (MTO) (97% similaridade).

Sulfurimonas (G) 26,89%
Cloacamonas (G) 3,99%
Synergistaceae (F) 3.27%
Dethiosulfovibrionaceae (F) 2,43%
Synesgistales (O) 1,94%
Desulfovibrio mexicanus (E) 1,84%
Sulfuricurvum kujiense (E) 1,48%
Anaerolinaceae (F) 1,18%
Syntrophus (G) 1,13%
Thiobacillus (G) 0,95%

Tabela A. 2 Microrganismos do Dominio Bacteria mais abundantes nos reatores metanogénicos no tempo
final (MT2) (97% de similaridade).

Thermotogaceae (F) 29,59%
Sedimentibacter (G) 12,26%
Anaerolinaceae (F) 3,86%
Synergistaceae (F) 2,98%
Pseudomonas (G) 2,53%
Anaerolinaceae (F) 2,43%
Sulfuricurvum kujiense (E) 2,19%
Synesgistales (O) 1,68%
Dethiosulfovibrionacea (F) 1,31%
Dethiosulfovibrionaceae (F) 0,89%
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Tabela A. 3 Microrganismo do Dominio Bacteria mais abundantes no inoculo desnitrificante, ou nos
reatores no tempo inicial (DTO0) (97% similaridade).

Kouleothrix (G) 15,2%
Clostridiaceae (F) 9,1%
Chitinophagaceae (F) 6,7%
Hyphomonadaceae (F) 5,7%
Fimbriimonas (G) 4,5%
Chloracidobacteria (C) 4,4%
Prosthecobacter (G) 4,0%
Rhizobiales (O) 3,9%
Thermomonas (G) 3,7%
Caldilineaceae (F) 3,5%

Tabela A. 4 Microrganismo do Dominio Bacteria mais abundantes no inoculo desnitrificante, ou nos
reatores no tempo final (DT2) (97% similaridade).

Aeromonadaceae (F) 28,4%
Lutispora (G) 8,9%
Sedimentibacter (G) 8,0%
Thermotogaceae (F) 6,1%
Fimbriimonas (G) 3,9%
Anaerolinaceae (F) 2,6%
Porphyromonadaceae (F) 2,4%
Hyphomonadaceae (F) 2,4%
Stenotrophomonas acidaminiphila (E) 2,1%
Chitinophagaceae (F) 1,1%
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