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RESUMO

VENTURA, J. E. Remogéo e degradagdo de nonilfenol etoxilado em codigestéo
com esgoto doméstico e agua residuaria de lavanderia comercial em reator anaerobio
de leito granular expandido: caracterizacdo taxondmica e producdo de biogés. 2021. Tese
(Doutorado) — Escola de Engenharia de Sao Carlos, Universidade de S&o Paulo, S&o Carlos,
2021.

Nonilfenol etoxilado (NFEO) € um surfactante ndo-iénico usado na formulacdo de produtos
de limpeza, classificado como Contaminante Emergente (CE) e de dificil remocdo em
Estacbes de Tratamento de Esgoto (ETE). Assim, NFEO e seus metabolitos sdo
frequentemente observados em ecossistemas aquaticos. Neste estudo, foi investigada a
remocdo e degradacdo de NFEO em codigestdo com esgoto doméstico (ED) e agua
residuaria de lavanderia comercial (ARLC) em reator EGSB (Expanded Granular Sludge
Bed) escala aumentada (62L). O reator foi operado durante 637 dias em TDH de 41 £ 5 h,
Vasc de 7mh? e 23 +4 °C. Na fase I, o reator foi alimentado com substrato sintético (SS) —
sem NFEO. Nas Fases Il e 111 com SS foi adicionado 3,5 + 1 mgNFEO L™ e 8 + 2 mgNFEO
L, respectivamente. Na Fase IV com SS e ARLC como fonte de NFEO (4 + 1 mg L™Y). A
Fase V ocorreu com ED e ARLC contendo 4 + 1 mgNFEO L. Remocdo de matéria
organica minima de 90 + 5% (para 574 + 130 mgDQO L™) foi observada durante toda a
operacdo do EGSB. A remocdo de NFEO em SS foi de 82 + 9% (4 + 1 mg NFEO L™),
porém, para 8 + 2 mg NFEO L ocorreu diminuico significativa da sua remocao para 60 +
2%. Na fase IV com ARLC e SS também ocorreu diminuicdo significativa da remocao de
NFEO para 48 + 2% (4 + 1 mgNFEO L™). N&o houve diferenga significativa na remocéo de
NFEO entre as fases IV e V (49 £ 2% para 4 £ 1 mgNFEO L™). A adicdo de NFEO levou a
alteragdo da comunidade microbiana, favorecendo a abundéncia relativa de bactérias
pertencentes a familia Spirochaetacea de 0,63% (fase 1) para 65% (fase I11), 92%, (fase IV) e
76% (fase V). Ademais, a adicdo de NFEO afetou negativamente a producdo de metano,
mesmo com remocdo de matéria organica. Entre as arqueias metanogénicas, Methanosaeta
foi a mais abundante em todas as fases (I, Ill, IV e V), porém, apés a adicdo de NFEO
ocorreu diminuicdo de 9% (fase I) para 0,1% (fase V). Todavia, ap6s 549 dias de operacao
foi observado 0,30 + 0,14 LCH,s g DQOyemovica. ENsaios em reatores em batelada foram
realizados para avaliar o efeito do extrato de levedura (ELV) e fumarato de sodio (FS) na
remocdo de NFEO em esgoto doméstico, via Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR). Sob tais condicGes foi possivel inferir que a adigdo de ELV e FS pode influenciar
significativamente a remocdo de NFEO e no rendimento de CH,. Os valores 6timos de ELV
(400 mg L) e FS (200 mg L) resultaram em remogcéo de 97% (5 mgNFEO L™), sendo a
biodegradacdo (86%) o principal mecanismo de remocdo. A remocdo de matéria organica
foi 92% (677 mgDQO L™) e o rendimento de CH, foi de 134 + 4 NmLCH4 g™ DQOremovida-
Nessas condicdes, Macellibacteroides, Longilinea, Petrimonas e Proteiniphilum para o
Dominio Bacteria, bem como Methanosaeta e Methanoregula para o Dominio Archaea
foram identificadas com maior abundancia relativa.

Palavras-chave: surfactantes ndo-iénicos. contaminantes emergentes. reator EGSB escala
aumentada. cossubstrato metabolico. efluente de dguas residuarias reais.






ABSTRACT

VENTURA, J. E. Removal and degradation of nonylphenol ethoxylated in co-
digestion with domestic sewage and commercial laundry wastewater in an anaerobic
expanded granular sludge bed reactor: taxonomic characterization and biogas production.
2021. Tese (Doutorado) — Sao Carlos School of Engineering, University of Sdo Paulo, 2022.

Nonylphenol Ethoxylate (NPEO) is a non-ionic surfactant used in the formulation of
cleaning products, classified as an Emerging Contaminant (CE) and its removal is difficult
in waste water treatment facilities. NPEO and its metabolites are frequently observed in
aquatic eco-systems. In this study, removal and degradation of NPEO in co-digestion with
domestic sewage (DS) and commercial laundry wastewater (CLW) was investigated in an
anaerobic, increased-scale (62L) Expanded Granular Sludge Bed (EGSB) reactor. The
reactor was operated during 637 days at HRT of 41 £ 5 h, V, of 7 m h'and 23 +4 °C. In
phase | the reactor was fed with synthetic substrate (SS) — without NPEO. In Phases Il and
11, SS was added along with 3,5 + 1 mgNPEO L™ and 8 + 2 mgNPEO L™, respectively. In
Phase IV, with SS plus CLW as a source of NPEO (4 + 1 mg L™). In Phase V, with DS plus
CLW containing 4 = 1 mgNPEO L. Minimum organic matter removal of 90 + 5% (for 574
+ 130 mgCOD L™) was observed throughout EGSB operation. The removal of NPEO in SS
was 82 + 9% (4 + 1 mgNPEO L), however, the increase in NPEO concentration (8 + 2 mg
L) significantly decreased the efficiency (60 + 2%). In Phase 1V, with CLW and SS, there
was also a significant decrease in NPEO removal efficiency (48 + 2% for 4 + 1 mgNPEO L
1. There was no significant difference in NPEO removal between Phases IV and V (49 +
2% for 4 + 1 mgNPEO L™). NPEO addition led to an alteration of the microbial community
favoring the relative abundance of bacteria belonging to the Spirochaetacea family, from
0,63% (Phase 1) to 65% (Phase Il1), 92%, (Phase 1V) and 76% (Phase V). Besides this,
NPEO addition negatively affected methane production evening with organic matter
removal. Among methanogenic Archaea, Methanosaeta was the most abundant in all Phases
(1, 11, 1V e V), nonetheless, after NPEO addition its abundance decreased from 9% (Phase I)
to 0,1% (Phase V). However, after 549 days of operation, 0,30 + 0,14 LCH4; g™ COD emoved
was observed. Batch assays were carried out to assess the effects of yeast extract (YE) and
sodium fumarate (SF), in the removal of NPEO from domestic sewage via central composite
rotatable design (CCRD). Under such conditions, it was possible to infer that YE and SF
addition may significantly influence NPEO removal and CH, yield. The optimum values of
YE (400 mg L™) and SF (200 mg L™ resulted in removal 97% (5 mgNPEO L™), being
biodegradation (86%) the main removal mechanism. Organic matter removal was 92% (677
mgCOD L'l) and CH, yield was 134 £ 4 NmLCH, g 'CODremoved- Under these conditions,
Macellibacteroides, Longilinea, Petrimonas and Proteiniphilum from Bacteria Domain as
well as Methanosaeta and Methanoregula from Archaea Domain were identified with the
highest relative abundance.

Keywords: anaerobic co-digestion. emerging contaminants. increased-scale EGSB reactor.

metabolic cosubstrate. real wastewater effluents.
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1 INTRODUCAO

Compostos quimicos identificados como ameacas potenciais para 0 meio ambiente e
diversidade bioldgica tornou-se uma questdo mundial de crescente preocupacdo ambiental.
Isto principalmente porque sdo contaminantes que carecem de regulamentacdo nas leis
nacionais e internacionais. Apenas para dar um exemplo de particular importancia,
surfactantes formam parte da crescente lista de poluentes emergentes, conforme descrito em
CALVO-FLORES et al. (2018).

Surfactantes (anibnicos, ndo-ibnicos, cationicos e anfotéricos) sdo substancias
quimicas produzidas em grande escala e utilizados diariamente em multiplas atividades
industriais e domésticas, tais como industria de detergentes, cosméticos, metalurgia, papel e
industria do couro. Apos a sua utilizacdo, a maioria desses compostos e seus subprodutos de
degradacéo sdo lancados diretamente nos corpos de agua, solo, sedimento e em estacdes de
tratamento de esgoto (ETE) (IVANKOVIC ¢ HRENOVIC, 2010). Uma vez presentes nestas
diferentes matrizes, os surfactantes podem sofrer acdo por processos fisico-quimicos
(principalmente biodegradacdo e sor¢do) ou migrar livremente no ambiente. Além disso,
estes compostos podem se acumular em organismos vivos (bioacumulacdo), e causar efeitos
indesejaveis sobre os elementos bidticos dos ecossistemas (por exemplo, toxicidade,
perturbacdo do equilibrio enddcrino), assim como podem causar o aumento da solubilidade
de poluentes orgénicos em fase aquosa, sua migracdo e acumulo em diferentes
compartimentos ambientais (OLKOWSKA et al., 2014).

Surfactantes ndo-idnicos, tem a maior participacdo no mercado de produtos de
limpeza para aplicacbes domésticas. Dentre estes, nonilfenol etoxilado (NFEO) é o mais
utilizado, representando aproximadamente 90% da producédo total de Alquilfenois etoxilados
(AFEOQO) (INDUSTRYARC, 2020). De acordo com a RESEARCH (2020), o mercado global
de surfactantes foi avaliado em US$ 41,3 bilhdes em 2019 e esta projetado para atingir US$
58,5 bilhdes em 2027, isto € uma taxa de crescimento anual composta de 5,3% de 2020 a
2027. Os surfactantes ndo-idnicos estdo entre aqueles mais usados em termos de mercado
global. Em termos de volume estima-se que anualmente sdo produzidas 700.000 toneladas
de NFEO em todo o mundo (LI et al., 2018), resultando no acimulo desse surfactante no
esgoto doméstico em até 2,7 mgNFEO L' (VARGAS-BERRONES et al., 2020). Em aguas

residuarias da industria téxtil e lavanderias comerciais, NFEO foi encontrado em



32

concentracBes na faixa de 0,9 - 5,7 mg L ‘e 1,6 - 108,9 mg L ™, respectivamente (NUNES
etal., 2020).

Os produtos da degradacdo de NFEO (nonilfenol com até tres unidades etoxiladas—
NF1,3EO e NF) séo persistentes no ambiente aquatico, bioacumulativos e altamente tdxicos
para organismos aquaticos (EPA, 2010). Por exemplo, para os organismos Ceriodaphnia
dubia e Pimephales promelas foi observado concentracdo letal média (LC50) na faixa de
218-328 pgNFEO L™ (TENEYCK e MARKEE, 2007). Além disso, podem perturbar os
sistemas endocrinos de muitos organismos; ou seja, interferem com a sintese, secrecdo,
transporte, unido e metabolismo dos hormdnios naturais; eventualmente desregulando os
mecanismos homeostaticos, reproducao e desenvolvimento dos organismos (ANNAMALAI
e NAMASIVAYAM, 2015). Os seres humanos sdo expostos aos NFEO e seus produtos de
degradacdo, principalmente, através da agua potavel e da ingestdo de alimentos
contaminados. Outras vias de exposicdo humana incluem o contato com detergentes e
produtos de uso pessoal que contem NFEO na formulagdo (e.g. cosméticos, perfumes).

Desde 2007, no Laboratorio de Processos Biologicos — LPB (USP-Sdo Carlos)
iniciou-se série de estudos visando a remocdo de surfactantes anidnicos como linear
alkylbenzene sulfonate (LAS) e n&o-ibnicos como alcool linear etoxilado (LAE) e 4-
nonilfenol (4-NF) em reatores anaerobios. Ao longo desses anos de pesquisa, muito se
avancou a respeito da remogdo de LAS em &gua residuaria de lavanderia em condigdo
fermentativa-metanogénica e facultativa.

OLIVEIRA et al. (2010); BRAGA et al. (2015a); DELFORNO et al. (2015);
MACEDO et al. (2015); MACEDO et al. (2017) verificaram adequada (>70%) remocéo de
LAS em reatores bioldgicos, bem como reducdo da carga poluidora dos efluentes de
lavanderias comerciais. Dentre os reatores estudados, observou-se maior eficiéncia de
remocdo de LAS Padrdo (>95%) em reator de leito fluidificado com areia como material
suporte (OLIVEIRA et al., 2010). Todavia, o custo de bombeamento para fluidificacdo de
um leito de areia torna essa configuracdo reacional menos atraente para aplicacdo em escala
real. Desse modo, outra possibilidade é o reator de leito anaerdbio de leito granular
expandido (EGSB — expanded granular sludge bed), no qual se utiliza lodo granulado, cuja
expansdo exige menor vazdo de bombeamento quando comparado com o leito de areia.

As caracteristicas do EGSB sdo similares as do reator de leito fluidificado; ou seja,
regime de mistura completa, alta relagdo comprimento-didmetro e recirculacéo efluente,
adequada para diluir aguas residuarias (SEGHEZZO et al., 1998). A partir dessas

consideracdes, iniciaram-se estudos em reator EGSB visando a remocdo de LAS em
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codigestdo com &gua residuéria de lavanderia comercial e esgoto doméstico, obtendo-se
resultados satisfatérios. FARIA et al. (2017) operou reator EGSB em escala de bancada e
obtiveram remocao de até 74% para 10 mgLAS L™ afluente. Recentemente, MOURA et al.
(2019) reportaram remocdo acima de 71% para 5 mgLAS L' em EGSB em escala
aumentada com &gua residuéria de lavanderia comercial.

Outra estratégia que tem sido explorada para a obtencdo de maior eficiéncia de
remocdo de surfactantes nos sistemas bioldgicos € a adicdo de cossubstratos metabdlicos e
suplementacdo de vitaminas de forma a favorecer a atividade das populagdes microbianas
envolvidas no processo. Na digestdo anaerdbia, os consorcios microbianos realizam
atividades metabdlicas complexas de degradacdo da maioria dos compostos aromaticos.
Nessas condicdes, pode ocorrer a metabolizacdo pela via do benzoilCoA (PHILIPP e
SCHINK, 2012). Além disso, fumarato de sodio (FS) pode ser usado como cossubstrato
metabolico e favorecer energeticamente esse processo (GRANATTO et al., 2020). O extrato
de levedura (ELV) também pode ser usado como fonte de nitrogénio e vitaminas,
estimulando o crescimento e também a atividade metabolica de muitas populacdes
microbianas. Esses substratos (ELV e FS) favorecem a degradacdo de surfactantes como,
LAS e LAE (OKADA et al., 2013; MOTTERAN et al., 2014a; MACEDO et al., 2015;
BRAGA et al., 2015a).

Entretanto, ERIKSSON et al. (2002) verificaram que 0s principais constituintes das
aguas residuarias cinzas sao os surfactantes incorporados em detergentes para lavagem de
roupas, lava-louca, e em produtos de higiene pessoal. BRAGA e VARESCHE (2014) por
sua vez, confirmaram a presenca de surfactantes ndo-ibnicos em aguas residuarias de
lavanderia, tais como NFEO.

Os estudos no Brasil sobre a ocorréncia de NFEO nas diferentes matrizes ambientais
ainda é limitado, porém, 4-NF foi detectado em varios corpos de agua superficial no estado
de Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo, em até 2,32 ug L™ (ARAUJO et al., 2018;
STARLING et al., 2018). Entretanto, FIEDLER et al. (2007) observaram alquilfenol (AF)
em até 10,4 pg kg™ em sedimento na mata atlantica (regido de Caucaia, sudoeste de Sdo
Paulo). Acrescenta-se ainda a esta problematica, o fato de que as atuais ETE ndo estdo
preparadas para remover substancias, tais como NFEO (LUO et al., 2014; PETRIE et al.,
2015).

Nesta pesquisa, avaliou-se a remocdo e degradacdo de NFEO em codigestdo com
agua residuaria de lavanderia comercial e esgoto doméstico em reator EGSB, considerando

urgente a necessidade de estudos que visem a degradacdo deste surfactante, bem como
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possibilitem a reducdo da toxicidade de amostras ambientais contaminadas. Para tanto, foi
necessario desenvolver um método analitico para sua determinacdo em matrizes reais
(esgoto doméstico e agua residuaria de lavanderia), para posteriormente monitorar sua
remocdo em EGSB escala aumentada.

A operagdo do reator foi dividia em cinco fases procurando-se primeiramente a
adaptacdo dos microrganismos ao substrato sintético (nutrientes, pH, temperatura) e as
condicgdes hidraulicas impostas no reator (e.g. vazao, velocidade ascensional — Vs, tempo
de detencdo hidraulica — TDH) e posteriormente a adaptacdo ao surfactante.
Preliminarmente utilizou-se NFEO comercial nas fases Il e I1l, seguidamente, foi aplicada
agua residuéria de lavanderia comercial diluida no substrato de alimentacdo — fase IV e na
fase final, aplicou-se dgua de lavanderia comercial em codigestdo com esgoto doméstico.
Alem disso, avaliou-se também a influéncia do extrato de levedura como fonte de vitamina
B, peptonas, aminoacidos hidrolisados e fumarato de sédio como cossubstrato metabdlico na
degradacdo de NFEO em esgoto domeéstico, sob condigdes fermentativa-metanogénica, por
meio das metodologias de Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) e superficie
de resposta (MSR) em reatores em batelada.

A partir da caracterizagdo taxondémica dos microrganismos presentes nas diferentes
fases operacionais do reator EGSB escala aumentada e dos reatores em bateladas, pretendeu-
se ampliar os conhecimentos sobre as popula¢des microbianas que metabolizam NFEO,
principalmente em matrizes complexas, tais como esgoto doméstico e agua residuaria de
lavanderia.

Desta forma contribui-se — de forma inédita — com as possibilidades de remocéo e
degradacdo anaerObia de NFEO em codigestdo com &gua reasiduaria de lavanderia
comercial (ARLC) e esgoto doméstico em EGSB, incluindo o efeito da suplementacdo com
fonte externa de vitaminas e cossubstrato metabodlico na degradacdo e no potencial
metanogénico deste surfactante em reatores em batelada. Além disso, por meio das técnicas
de biologia molecular, foram identificados microorganismos potencialmente associados a
degradacdo de NFEO e as possiveis rotas metabdlicas de degradacdo nessas condicdes

nutricionais especificas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Surfactantes

A presenca cada vez maior de compostos xenobioticos nas diversas matrizes
ambientais tem suscitado grande preocupagdo nos organismos dedicados & protecéo da saude
humana e ao meio ambiente, bem como, na populacdo de modo geral. Dentre eles pode-se
citar os surfactantes que s@o produzidos em grande escala devido a seu uso generalizado.

A principal aplicacdo dos surfactantes € na producéo industrial de detergentes para
uso doméstico. Ademais, sdo amplamente utilizados na produgdo de cosméticos e produtos
para cuidados pessoais, na industria téxtil, processamento do couro, producéo de tintas, lacas
e pinturas, fabricacdo de papel, mineracdo, metalurgia, producéo de agroquimicos, industria
alimenticia, industria quimica, producao de petroleo e industria farmacéutica. Além disso, 0s
surfactantes sdo utilizados em pesquisas médicas e bioquimicas, na fabricacdo de
microcircuitos eletrdnicos, e novas tecnologias de impressdao, bem como na inddstria de
fabricacdo de midia magnética e 6tica (MYERS, 2005).

Os surfactantes também chamados de tensoativos sdo compostos organicos
anfipaticos, ou seja, € uma substancia que contem um grupo apolar e um grupo polar na
mesma molécula. Quando encontrados em solugdo aquosa usam-se 0s termos hidrofdbico e
hidrofilico (Figura 2.1).

Figura 2.1 Representacdo simplificada da molécula de surfactante

% VAVaVaVaV
\/

Cabeca hidrofilica Cauda hidrofébica
Fonte: SEKHON (2014)

Devido a essas forcas opostas dentro da mesma molécula surgem os fendmenos de
adsorcdo e agregacdo que modificam as propriedades da solucgéo, tanto dentro da solucéo
quanto nas interfaces (FARN, 2008). Dependendo da natureza do grupo hidrofilico

garantindo a afinidade da molécula com a &gua, os surfactantes podem ser: anidnicos (carga
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negativa), ndo-idnicos (sem carga), cationicos (carga positiva) e anfotéricos (carga positiva e

negativa), conforme apresentado na Figura 2.2.

Figura 2.2 — Classificacdo dos surfactantes quanto ao grupo hidrofilico

Nao-idnicos /\/\/\/\/\/'o sem carga
- AN WNND  catibnico
[6nicos 4 A\ N\ \N\NV/\/ T~ anionico

| /\/\/\/\/\f@' anfotéricos

Fonte: DAVE e JOSHI (2017)

O grupo hidrofilico dos surfactantes sintéticos é geralmente um grupo sulfato,
sulfonato ou carboxilato (para surfactantes aniénicos), polioxietileno, carboidratos ou
polipeptideo (para surfactantes ndo-i6nicos). Entretanto, as partes hidrofébicas mais comuns
sdo parafinas, olefinas, alquilbenzenos, alquilfendis e alcoois (PARIA, 2008). Na Tabela 2.1
sdo apresentados alguns exemplos de surfactantes. Os surfactantes aniénicos sdo 0s mais
utilizados devido a sua relacéo custo-beneficio. Tém sido aplicados ndo apenas na produgédo
de detergentes, mas também em muitas areas de tecnologia e pesquisa (OLKOWSKA et al.,
2011). Os surfactantes catidnicos sdo compostos de amdnio quaternario e aplicam-se
principalmente como dispersantes para pigmentos inorganicos, agentes antiestaticos para
plasticos, em condicionadores de cabelo e como agentes antiaderentes para fertilizantes. Os
surfactantes também podem conter dimeros (Figura 2.3), isto €, podem possuir dois grupos
hidrofilicos (principalmente idnicos) e duas caudas correspondentes (ndo necessariamente

idénticas), ligadas por um grupo espacador (MURZIN, 2018).

Figura 2.3 — Representa¢do esquematica de surfactante dimérico

Hidrocarboneto Hidrocarboneto

Espacador

Fonte: QIAQ et al. (2017)
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Tabela 2.1 — Classes de surfactantes

Classe Exemplos
Anidnicos Sabonetes
Sulfonatos de alquilbenzeno (principalmente LAS)
Sulfatos de alquila
Sulfatos de éter alquilico
Alcanos sulfonatos secundarios
N&o-i6nicos  Alquilfenol etoxilados
Alcool etoxilados
Alcanol amidas de &cidos graxos
Oxidos de alquilamina
N-Metilglucamidas
Alquil poliglicosideos
Catibnicos Compostos quaternarios mono- ou di-alquilicos
Compostos quaternarios mono- ou di-alquilicos esterificados
Derivados de imidazolina
Anfotéricos  Alquil betaina
Alquil amido propil betaina
Betainas derivadas de imidazolinas
Alquil amido acetatos
LAS: linear alkylbenzene sulfonate

Fonte: MERRETTIG-BRUNS e JELEN (2009)

Os surfactantes ndo-ibnicos ndo ionizam em solugdo aquosa, devido ao seu grupo
hidrofilico ndo dissociavel, tais como alcool, fenol, éter, éster ou amida (DAVE e JOSHI,
2017). Por ndo possuirem carga, os surfactantes nao-iénicos sao excelentes removedores de
gorduras, motivo pelo qual, utilizam-se na fabricagdo de detergentes para ampla variedade
de usos (principalmente domésticos).

Alquilfenois etoxilados é o principal grupo dentre os surfactantes ndo-iénicos, 0s
quais sao considerados disruptores endécrinos (EDCs — Endocrine-disrupting chemicals),
uma vez que interferem ou interrompem a fungdo normal do sistema enddcrino de um
organismo. Segundo MONNERET (2017) a exposi¢do a EDCs pode ter efeitos adversos ao
longo da vida e acarretar consequéncias para as proximas geragoes.

AFEO ndo sdo produzidos naturalmente, sua presenca no ambiente € apenas
consequéncia da atividade antropogénica, atingem as diferentes matrizes ambientais (solo,
agua, ar) principalmente através da descarga de efluentes industriais e municipais, além do

lodo, e a descarga direta no solo através da aplicagdo de pesticidas (YING et al., 2002).



38

Dentre os AFEOQ, sdo de particular importancia 0 NFEO e octilfenol etoxilados
(OFEO), sendo que representam aproximadamente 90% e 10% da producdo total,
respectivamente (WHITACRE, 2010; JAMBOR et al.,, 2016; CHOKWE et al., 2017;
INDUSTRYARC, 2020). Desse modo, considera-se de vital importancia propor tecnologias
para a remocao de surfactantes ndo-i6nicos de aguas residuérias, com a finalidade de reduzir

0s teores destes contaminantes no meio ambiente.

2.2 Nonilfenol etoxilado

NFEO é fabricado pela condensagéo de oxido de etileno com NF, usando catalizador
basico. NF por sua vez, € produzido via processo de alquilacdo do fenol com noneno usando
catalise acida e constituida do isdmero para-posicional. Noneno é uma olefina Cy ramificada
feita por trimerizacdo de propileno e composta por mais de 22 isdbmeros (NAYLOR, 1995;
BENNIE et al., 1997; SOARES et al., 2008).

Na Figura 2.4 ilustra-se a estrutura genérica de NFEO. Comumente o nimero médio
de moles de 6xido de etileno (n) por mole de NF varia de 1 a 50, o qual determina muitas
das propriedades dos surfactantes (DOW, 2020). NFEO com até cinco unidades de EO séo
utilizados como limpadores solUveis em dleo, entretanto NFEO com até nove unidades de

EO servem como base para detergentes de alta eficiéncia (BERGE et al., 2012).

Figura 2.4 — Estrutura genérica de NFNnEO

CoHyg O — (CH,CH,0),., — CH,CH,0H

Fonte: ZHANG, J. et al. (2008)

2.3 Biotransformacéo de nonilfenol etoxilado

A degradacdo do NFEO ocorre por meio da remocdo dos grupos etoxilados,
resultando em compostos que sdo mais toxicos, como por exemplo, estrogénios e mais
persistentes no ambiente, em relacdo aos compostos originais, a saber: NF, nonilfenol mono-
e di-etoxilado (NF1EO, NF2EO), acido nonilfenoxiacético (NF1EC) e &cido
nonilfenoxietoxiacético (NF2EC) (CHUANG, 2015).
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Conforme o numero de unidades etoxiladas diminui, a biodegradacdo de NFEO

difere sob condicdes aerdbias e anaerdbias (Figura 2.5).

Figura 2.5 — Biotransformacdo de NFEO sob condigdes aerdbias e anaerdbias
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Fonte: Adaptado de DTSC (2018)

Sob condicdo aerobia, a cadeia etoxilada € encurtada até formar NF2EO, NF1EO que
logo sdo convertidos a nonifenol etoxicarboxilados (NFLEC, NF2EC) e finalmente NF.
Entretanto, sob condigdo anaerébia, NF2EO, NF1EO sdo diretamente transformados em NF,
enquanto, os grupos etoxicarboxilados ndo sdo observados (YING, 2006; SARMAH e
HALLING-S@RENSEN, 2007; OMEROGLU e SANIN, 2014). Em condigio fermentativa-
metanogénica, a completa mineralizacdo resulta na formacdo de CH4;, CO,, H,O e sais
inorganicos.

2.4 Impactos potenciais na saude publica e na vida aquatica

2.4.1 Poluentes emergentes

Sendo os principais constituintes da formulagdo de detergentes e produtos de limpeza

de modo geral, ndo é surpresa que NFEO atinjam as diversas matrizes ambientais.
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Recentemente tém sido observados em concentracdes na ordem de mg L™, o que causa
preocupacao desde o ponto de vista ambiental. Isto porque, podem ter efeito nocivo imediato
ou de longo prazo sobre o meio ambiente e sua diversidade bioldgica. Atualmente,
desconhece-se a magnitude do risco que surfactantes ndo-ibnicos, tais como NFEO
representam ao meio ambiente, portanto, ndo tém status regulatério no &mbito nacional e
internacional. Todavia na Europa, Canada e Estados Unidos, a producgéo, comercializagdo e
utilizacdo de NFEO e NF estdo sujeitos a algumas restricGes, no entanto o problema

continua sendo preocupante.
2.4.2 Disruptores enddcrinos

NFEO e seus produtos de degradacdo podem mimetizar estrogénios naturais e
perturbar os sistemas enddcrinos de muitos organismos, inclusive em seres humanos. EDCs
interferem no desenvolvimento do corpo de modo geral, inclusive no crescimento,
reproducdo, metabolismo e imunidade com efeitos na salde que podem permanecer por
muito tempo apos a exposicao ter cessado (MONNERET, 2017).

JI, X. et al. (2019) observaram atividade antagonista significativa do NFEO nos
receptores de estrogénio (ER-a), de andrégeno (RA), do horménio tireoidiano (RT) e no
receptor gama relacionado ao estrogénio (ERRy) na faixa de 0,78 - 25 mg L. A presenca de
NF também influenciou no processo reprodutivo e de desenvolvimento em roedores (EPA,
2010). Em outro estudo realizado com peixes marinhos, Pagrus major e Sebastes schlegelii
apos exposicdo ao NF observou-se aumento de vitelogenina (VTG) e reducdo de estradiol
(E2) e testosterona (11-KT), em ambas as espécies (SARAVANAN et al., 2019).

2.4.3 Potencial de bioacumulacéo e biomagnificacgao tréfica

NFEO sdo compostos fortemente hidrofobicos, com coeficiente de particao
octanol/agua (logK,y) maior que 4 (BRIX et al., 2001; GAO et al., 2014), portanto tem alto
potencial de bioacumluacdo e biomagnificacdo na cadeia alimentar. A deteccdo destes
compostos em organismos de agua doce, bem como em aves foi reportada em inumeras
pesquisas (AHEL et al., 1993; LOZANO et al., 2012; KORSMAN et al., 2015). Apenas
para exemplificar, em estudo realizado por YANG et al. (2014), observaram 4-NF na faixa
de 53 - 282 ng g™ em algas de 4gua doce. LOZANO et al. (2012), por sua vez, observaram

NFEO nos tecidos do peixe Micropterus salmoides (também conhecido como achigd ou
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black-bass) em maiores concentragdes, na faixa de 0,53 - 8,28 pg g*. Assim mesmo, CHEN
et al. (2014) observaram residuos de NFEO (até 0,2 ug g™ p.h.) e NF (até 12 pg g* p.h.) nos

tecidos da tilapia selvagem Oreochromis niloticu.
2.4.4 Toxicidade

Dependendo da concentracdo, NFEO pode ser téxico para ampla variedade de
organismos. Ha um grande e crescente banco de dados sobre a toxicidade aguda e cronica de
NF e NFEO para organismos aquéticos, tais como algas, plantas, invertebrados benténicos e

peixes como mostrado na Tabela 2.2.

Tabela 2.2 — Valores LCs, (95% IC) em pg L™ de NFEO notificadas para organismos aquéticos

Composto Organismo I;l;tr:%ﬁ;) *LCso Referéncia
NF Tapes philippinarumos 96 1120 HALL et al. (1989)
NF2EO  Ceriodaphnia dubia 48 1040 ANKLEY et al. (1990)
NFBEO  Litoria adelaidensis 140 9200 MANN e BIDWELL (2000)
NF8EO  Crinia insignifera 134 6400 MANN e BIDWELL (2000)
NFS8EO  Xenopus laevis 96 3900 MANN e BIDWELL (2000)
NF Oryzias latipes 72 850 KASHIWADA et al. (2002)
NF Chironoms riparius 24 700 LEE e CHOI (2006)
NF Lumbriculus variegatus 48 6 MAENPAA e KUKKONEN (2006)
NF Chironoms riparius (larva) 48 4 MAENPAA e KUKKONEN (2006)
NFEO Ceridaphnia dubia 48 328 TENEYCK e MARKEE (2007)
NFEO Pimephales promelas 96 218 TENEYCK e MARKEE (2007)
4-NF Physella virgata 96 774 SPEHAR et al. (2010)
4-NF Oncorhynchus mykiss 96 221 SPEHAR et al. (2010)
4-NF Lepomis macrochirus 96 209 SPEHAR et al. (2010)
4-NF Pimephales promelas 96 128 SPEHAR et al. (2010)
4-NF Hyalella azteca 96 21 SPEHAR et al. (2010)
NF Rhinella arenarum (larva) 96 370 MARIEL et al. (2014)
NF Rhinella arenarum (adulto) 96 1060 MARIEL et al. (2014)
4-NF Heteropneustes fossilis 96 1600 GAUTAM et al. (2015)

*LC50: contragdo letal em 50%; IC: intervalo de confianca; NF: nonilfenol; NFEO: nonilfenol

etoxilado.

Fonte: Autoria propria.

Dentre os efeitos observados no crescimento de peixes, algas e plantas aquaticas apos

exposicdo ao NFEO e NF incluem-se, reducdes no comprimento e no peso, alteracfes no
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peso dos orgaos, alteracGes na biomassa de algas ou contagem de células e alteracbes na
producdo de frondes. A partir dos estudos realizados, observa-se que a toxicidade de NFEO
tende a diminuir com o aumento do grau de etoxilagdo na molécula do surfactante, desse
modo, o NF é o metabdlito de maior toxicidade (CAl et al., 2012; ZHANG et al., 2016).

Por exemplo, os efeitos de NF18EO e NFIEO no crescimento de alguns organismos
aquaticos foram observados apenas em concentracdes maiores a 1 mg L™ (STAPLES et al.,
2004). Em estudo realizado pela EPA (2010), a toxicidade aguda para Fundulus cingulatus
(killifish) resultou em 1,4 mg L*, 3mg L™, 54 mg L™, 12 mg L™ e 110 mg L™ para NF,
NF1EO, NF6-4EO, NFOEO e NF16-6EO, respectivamente. Além disso, a toxicidade de
NF4-10EO e NF foi constatada no crescimento de plantulas de Triticum aestivum L., o trigo
de maior consumo no mundo, sendo observada concentracédo efetiva ao 50% (ECs) de 1,7
mgNF L (ZHANG et al., 2016).

Por fim, os seres humanos sdo expostos aos NFEO e seus produtos de degradagéo,
principalmente, através da agua potavel e da ingestdo de alimentos contaminados. Outras
vias de exposi¢do humana incluem o contato com produtos e detergentes de higiene pessoal,
bem como o uso de espermicidas em contraceptivos (TALMAGE, 1994; BERRYMAN et
al., 2004). Na China, concentragOes elevadas de NF foram observadas em varios rios, na
agua da torneira e em organismos aquaticos (XU et al., 2006). Em Cape Cod, Massachusetts
(EUA), bisfenol A (BFA), NF3EO, NFEC e OF3EO foram observados em pogos de agua
potavel em concentracdes variadas (< 32,9 pug L™), sugerindo que os tanques sépticos podem
ser fonte significativa de contaminacdo com NFEO para as aguas subterraneas (CONN et al.,
2006; SWARTZ et al., 2006).

Ademais o0 uso de NFEO na formulacdo de pesticidas pode contaminar plantas de
cultivo por absorcdo e consequentemente afetar a seguranca alimentar. De fato, NF e NFEO
foram observados em amostras de solo e vegetais coletadas em 27 horticolas localizadas na
regido do delta do Rio das Pérolas, no sul da China (CAl et al., 2012). OF, OFEO e NF
também foram observados em leite materno em 0,12 ng mL™, 0,16 ng mL™ e 32 ng mL™,
respectivamente (ADEMOLLO et al., 2008). Além disso, OF e NF foram observados em
urina humana em 4,09 ng mL™ e 3,84 ng mL™, respectivamente (ZHOU et al., 2013).

2.5 Nonilfenol etoxilado no ambiente

A presenca de NFEO no ambiente é apenas produto da atividade humana e pode

ocorrer durante as diferentes fases do ciclo de vida do produto, desde a producdo primaria de
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NFEO até a fabricacdo de produtos contendo NFEO na formulagdo, utilizacdo desses
produtos e sua eliminacdo em agua residuaria, fossas sépticas, aterros sanitarios ou
simplesmente no ambiente (YING et al., 2002).

Dessa forma, concentragdes significativas de NFEO e NF tém sido observadas em
diferentes matrizes ambientais, tais como solo, agua e ar (Tabela 2.3). Somado a isso, devido
a sua hidrofobicidade, tais compostos tém grande tendéncia em adsorver em particulas
sélidas. NF e NFEO de cadeia curta na faixa de 50 a 200 mg g™ tém sido observados em
sedimento de rios, lodo de esgoto e organismos aquaticos (THIELE et al., 1997; PLANAS et
al., 2002). GONZALEZ et al. (2010) analisaram amostras de lodo provenientes de diferentes
ETAR e encontraram NFEO na faixa de 44 - 962 mg kg™ de massa seca (ms), 8 - 669 mg kg’
'ms, 27 - 319 mg kg™ ms e 61 - 282 mg kg™ ms em lodo de compostagem, lodo anaerébio

ou aerobiamente digerido e lodo de lagoas anaerobias, respectivamente.

Tabela 2.3 — Concentracfes de NFEO e NF em diferentes matrizes ambientais

Composto Matriz Cc* Localizacéo Referéncia
NF1,10EO AR 430 Suica AHEL et al. (2000)
NF1,10EO AR 1850 Barcelona, Espanha PETROVIC et al. (2001)
NF1EO SR 7,3 Nova lorque, US FERGUSON et al. (2001)
NF6,15EO AR 21,5 Dinamarca COHEN et al. (2001)
NF2EO S 2,2 Dinamarca VIKELS@E et al. (2002)
NF1EO SR 0,7 Catalunha, Espanha GONZALEZ et al. (2004)
NF2EO SR 0,4 Catalunha, Espanha GONZALEZ et al. (2004)

NF S 4,4 Reino Unido GIBSON et al. (2005)
NF1EO PSP 11,1 Grécia GATIDOU et al. (2007)
NF2EO PSP 11,1 Grécia GATIDOU et al. (2007)
NF2EO AS 0,224 Franca CAILLEAUD et al. (2007)
NF1EO AS 0,149 Franca CAILLEAUD et al. (2007)

NF AS 179,6 China XUE et al. (2008)

NF LE 829,3 Andaluzia, Espanha GONZALEZ et al. (2010)
NF1EO LE 524.8 Andaluzia, Espanha GONZALEZ et al. (2010)
NF2EO LE 343,7 Andaluzia, Espanha GONZALEZ et al. (2010)

NF AS 3,94 Taiwan LEE et al. (2013)

NF SR 47,8 Taiwan LEE et al. (2013)

NF LE 4,1 China GAO et al. (2014)
NF1EO LE 4,1 China GAO et al. (2014)
NF2EO LE 4,1 China GAO et al. (2014)

NF AS 16,29 Varanasi, india GAUTAM et al. (2015)

*Concentragio; dguas superficiais (AS) e 4dguas residuarias (AR) em pg L™; lodo de esgoto (LE),
solo (S), sedimento de rio (SR) e particulas em suspensdo (PSP) em pg g™; NF: nonilfenol; NFEO:
nonilfenol ethoxilado.

Fonte: Autoria propria.
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No Brasil os estudos sobre a ocorréncia de NFEO no ambiente ainda é muito
limitado, porém em alguns deles realizados em corpos de &gua superficiais foram
observados 4-NF. MOREIRA et al. (2009) e MOREIRA et al. (2011) monitoraram trés
fontes de agua superficial (\Vargem das Flores, Morro Redondo e Rio das Velhas) da regido
metropolitana de Belo Horizonte, Minas Gerais, e ~2 pug L™ de 4-NF foi observado em todas
as amostras. Entretanto, ARAUJO et al. (2018) reportaram a presenca de 4-NF (1.73 — 2,32
ng L™ no Rio Guandu e Ribeirdo das Lajes, no estado de Rio de Janeiro. Que é principal
bacia hidrogréafica do estado do Rio de Janeiro, a partir da qual a dgua é coletada e
distribuida para a maioria das cidades nessa regiéo.

2.6 Legislacdo sobre nonilfenol etoxilado e seus produtos de degradacao

Em relacdo a Legislacdo Internacional, o Canadd possui a legislacdo mais
conservadora, cujas concentracdes maximas permitidas de NFEO e NF séo de 0,7 pg L e 1
ng L™* em 4gua salgada e agua doce, respectivamente (CANADA, 2002). Nos EUA, as
concentracdes maximas de NF permitidas sdo de 1,7 pg L™ e 6,6 pug L™ em agua salgada e
agua doce, respectivamente (EPA, 2005). Além disso, a Agéncia de Protecdo Ambiental
incluiu NF na Lista de Candidatos a Contaminantes (CCL) de agua potavel (CCL4) (EPA,
2016).

Na Europa, a producdo, comercializacdo e utilizacdo de NFEO e NF foram
restringidas (limites maximos de concentracdo permitidos em aguas superficiaias de até 2,0
Hg L™ pela Comunidade Europeia (DIRECTIVE 2008/105/EC, 2008) e pela Convencéo
OSPAR, que é a comissdo formada para a protecdo da zona nordeste do Oceano Atlantico
(PARCOM, 2000).

A atual Legislacao Brasileira sobre a qualidade de agua para consumo humano nao
contempla 0 NFEO nem mesmo AFEO (BRASIL, 2011). Na Resolugdo numero 430, do
Conselho Nacional do Meio Ambiente (BRASIL, 2017), apenas é exigida a determinacédo de

fenois totais para a avaliacdo da qualidade de aguas superficiais.
2.7 Meétodos de determinacédo de nonilfenol etoxilado
A cromatografia em suas diferentes formas (gasosa, liquida, e com fluido

supercritico) representa 0 mais relevante conjunto de técnicas analiticas disponiveis

atualmente para analise de substancias quimicas nos mais diferentes ambientes (LANCAS,
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2004). Assim, diversos métodos cromatograficos tém sido desenvolvidos para monitorar
AFEO e seus produtos de degradacdo em diferentes matrizes ambientais. Tais métodos
incluem cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM) com ionizacéo
de elétrons (IE), ionizacdo quimica (1Q) ou lonizacdo por Electrospray (IES), bem como
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e detector de fluorescéncia (DF). Assim, na
Tabela 2.4 sdo apresentados os principais metodos empregados para a determinagdo de
NFEO e seus metabolitos.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia é a mais
recomendavel para identificacdo e quantificacdo de surfactantes ndo-idnicos, como o0 AFEO
e seus produtos de degradacdo em matrizes ambientais, tais como aguas superficiais, urbanas
e esgoto doméstico. No entanto, para obter resultados aceitaveis é necessario definir as
melhores condigdes (temperatura da coluna, tipo de deteccdo, técnicas de extracdo dos

analitos etc.).

Tabela 2.4 — Principais métodos empregados para a determinacdo de NFEO e NF

. . Técnica de Ao
composro [0 TR oy s GNEE g
¢ guantificacéo ¢
NF 95 - 02ngL"*
AS EES Fase Reversa CL g L1
NF3-5E0 38-96 EM-EM 0,008-0,2 ng L
NF 95 - 09ngg*
SR EES Fase Reversa CL g9 3 1
NF3-5EO 78-110 EM-EM 0,03-0,8 ng g
NF LE Soxhlet 75 CG-EM 1,0 ugkg L 2
NF Fase reversa 0,1mgL*
SS EFS 85-90 CLAE-CG-EM 1 3
NFEO (com RMN) 40mgL
NF Extracéo liquido/ 84 4
NFI2EO N liquido (AMPTFE) 7583 CLAE-DF O-Tngl 4
NF AR Micro-EFL 90 CLAE-DF 0,52 ngmL™ 5
4-NF EFS (com 0,34 pg L*
AR nanoparticulas 96-99 CLAE-UV 1 6
4-OF magnéticas) 0,33 pg L

1 LOYO-ROSALES et al. (2003); 2 GIBSON et al. (2005) ; 3 LUPPI et al. (2007); 4 ZGOLA-
GRZESKOWIAK et al. (2009); 5 VILLAR-NAVARRO et al. (2013); 6 ZHOU et al. (2017)

"Recuperacgdo; NF: nonilfenol; NFEO: nonilfenol etoxilado; OF: octilfenol; EFS: extragio em fase
solida; EFL: extracdo em fase liquida; CL: cromatografia liquida; EM: espectrometria de massa; CG:
cromatografia gasosa; CLAE: cromatografia liquida de alta eficiéncia; DF: detector de fluorescéncia;
UV: detector ultravioleta; RMN: Ressonancia magnética nuclear; AMPTFE: Armadilha multi-capilar
de politetrafluoroetileno): AS: dgua superficial; SR: sedimento de rio; LE: lodo de esgoto; AR: adgua
residudria; SS: substrato sintetico; Ref. referéncia.
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Fonte: Autoria propria.
2.8 Processos de remocao de nonilfenol etoxilado e seus metabolitos

Os sistemas de tratamento de efluentes contaminados com AFEO e seus derivados
incluem processos bioldgicos (biofilmes, enzimas imobilizadas, etc.), fisicos (filtragdo por
membrana), adsorcdo (carvdo ativado, argilas, etc.), e processos avancados de oxidagdo
(fotocatélise, fotdlise e sonoquimica) (PRIAC et al., 2017). Dentre estes, remocao bioldgica
pode ser uma alternativa interessante para alguns compostos toxicos. Tecnicas como a
extracdo com solventes, adsor¢do em carvdo ativado, troca de ions, tratamentos
eletroquimicos, incineracdo ou oxidacao convencional podem ser economicamente inviaveis
e gerar residuos sélidos indesejados, além de exigir grandes quantidades de produtos
quimicos ou energia (DE LA FUENTE et al., 2010).

Os principais processos bioldgicos empregados na remocdo de AFEO e seus
produtos de degradacdo utilizam a via aerébia (Tabela 2.5).

TANGHE et al. (1998) avaliaram a remocdo de NF em esgoto doméstico no sistema
de lodos ativados. Trés reatores em escala de bancada foram operados em fluxo semi-
continuo, a diferentes temperaturas, TDH de 4 dias e 8,33 mg L™ de NF afluente. Os autores
observaram que a eficiéncia de remocéo ocorreu em funcdo da temperatura, obtendo-se
maior remoc&o (acima de 92%) em condicdo mesofilica (28+2 °C; 1,0 g L™ d™* de carga
orgénica volumétrica — COV). Entretanto, em condicdo psicrofilica (10-15 °C; COV de 2,0 ¢
L dY), a remocéo foi na faixa de 23 a 85%.

WINTGENS et al. (2002) avaliaram a remocéo aerobia de NF e BFA, em estacéo de
tratamento de lixiviados de lixdo, escala real. A estagdo recebe em torno de 6,0 m* h™ de
lixiviado e é composta por um biorreator de membrana, uma unidade de ultrafiltragdo e um
filtro com carvao granular ativado. Os autores observaram remocdo de 90% para
concentracéo afluente de 1,0 a 10,0 ug L™ e 0,52 8,0 p L™ de NF e BFA, respectivamente.
Segundo os autores a maior remogao ocorreu no biorreator de membrana.

CHANG et al. (2004) estudaram a degradacdo de NFEO e NF usando como inoculo
sedimento de rio em condicdo fermentativa-metanogénica, em reatores em batelada — 2,0 ug
g* de NF ou NFEO em cada ensaio. Para NFEO obteve-se remocéo de 62%, enquanto NF
foi removido totalmente. A taxa de degradacéo foi de 0,033 L d™ e 0,043 L d™* para NFEO e
NF, respectivamente. Segundo o0s autores a degradacdo de ambos os compostos foi

integralmente devido a acdo microbiana. Em estudo semelhante conduzido por CHANG et
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al. (2005) foi avaliada a degradacdo anaerdbia de NF (5,0 mg L™) em lodo proveniente de
ETAR de tratamento de efluente de indUstria alimenticia e indUstria petroleira. Em ambos os
ensaios, verificou-se remocdo superior a 80% via biodegradacdo, a qual foi favorecida com

0 aumento da temperatura de 20 para 50 °C e a adicdo de EL (5,0 mg L™).



Tabela 2.5 — Principais processos bioldgicos de remocéo de alquilfenois etoxilados e seus metabdlitos

Tecnologia Composto Co?rcr:]z]nlt_rg;;éo % Remocdo % Biodegradacéo Referéncia
Lodos ativados® NF 8,33 >02 >92 TANGHE et al. (1998)
Biorreator de membrana® NFEO <0,30 <91 nm LI et al. (2000)
Lodos ativados” NFEO <0,30 <80 nm LI et al. (2000)
Biorreator de membrana® AF, NF ~0,50 >85 nm WINTGENS et al. (2002)
Digestdo anaerdbia de Lodo* NFEO 2,0* 62 62 CHANG et al. (2004)
Digestdo anaerdbia de Lodo" NF 2,0* 100 100 CHANG et al. (2004)
Lodos ativados” AF 0,50 74 nm TERZIC et al. (2005)
Biorreator de membrana® AF 0,50 87 nm TERZIC et al. (2005)
Biorreator de membrana” BFA 1,07 >97 nm LYKO et al. (2005)
Digestdo anaerébia de Lodo® NF 50 100 100 CHANG et al. (2005)
Degradacéo aerébia (RALE®) AF, NF 4,9 >84 >84 SOARES et al. (2006)
Degradacéo aerébia (RALE?) NFEO 3,0-8,0 >75 ~65 BERTIN et al. (2007)
Tratamento enzimatico® NF, BFA 5,0 >95 CABANA et al. (2007)
Degradacéo aerdbia (RALE %) AF, 4-NF ~60,0 94,23 93,42 DI GIOIA et al. (2009)
Degradacéo aerdbia (RALE ?) NF5EO ~60,0 80,8 70,81 DI GIOIA et al. (2009)
Adsorc¢éo e biodegradacdo em microalgas AF, NF 1,0 88,6 51,6 GAO et al. (2011a)
Adsorcao e biodegradacdo em microalgas AF, NF 1,0 >08 54,0-73,0 GAO et al. (2011b)
Processo combinado Anaerébio/Oxico® NFEO <0,1 89 nm GAO et al. (2014)
Filtro biolégico aerébio” NFEO <0,1 79 nm GAO et al. (2014)

%escala bancada; “escala real; ‘escala piloto; “bateladas; nm.: ndo menciona; * pg/g; NF: nonilfenol; NFEO: nonilfenol etoxilado; AF: alquilfennol;

BFA: bisfenol A; RALE: reator anaerébio de leito fixo empacotado.

Fonte: Autoria propria.
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SOARES et al. (2006) avaliaram a remocdo de NF em reator aerdbio de leito
estruturado (RALE) usando pérolas de vidro como meio suporte. O reator foi inoculado
como amostra de solo contaminada, alimentado com meio mineral e operado em pH 7, TDH
na faixa de 7 a 15 d, e em vérias condi¢cbes de temperaturas (10, 55 e 15 °C). A
concentracdo afluente de NF aplicada foi na faixa de 2,41 a 31,71 mg L. Para todas as
condicBes testadas obteve-se eficiéncia de remocgdo acima de 84% pela via de
biodegradacéo.

BERTIN et al. (2007) por sua vez, avaliaram a remoc¢édo de NFEO (lgepal CO-520 e
Igepal CO-210) em 4&gua residuéria sintética em reatores RALE operados em bateladas
sequenciais. Para tanto, utilizou cepas de Pseudomonas sp. BCb 12/3 isolada a partir de
amostra de lodo proveniente de estacdo de lodos ativados. Foram operados trés reatores com
diferentes meios suporte (esferas de vidro, esferas de silica, e carvao granular ativado). Os
autores observaram para5a 8 mg L™ de NFEO eficiéncia de remocao acima de 75%, sendo
65% biodegradado e apenas 10% adsorvido nos diferentes meios suportes.

CABANA et al. (2007) avaliaram a degradacdo de NF por meio de tratamento
enzimatico a base de fungo Coriolopsis polyzona contendo, NF (5 mg L™), 5 U L™ de
catalase de Aspergillus niger, acido citrico/tampé&o de hidrogenofosfato dissodico e metanol
a 1% v/v. Em alguns casos, tambem adicionou-se a lacase ao tratamento. Além disso, testes
foram realizados em diferentes temperaturas (20, 40 e 50 °C) e pH (3, 4 e 5). Sob tais
condi¢cdes o NF foi completamente removido. Todavia, a maior remocéo foi a 50 °C e em
pH 5.

LU et al. (2008) estudaram a degradacdo anaerébia de NFEO (Igepal CO-630) em
substrato sintético em ensaios em batelada (1,0 gSSV L™, 35 C, 120 rpm e lodo anaerébio
proveniente de ETE como inoculo). Os autores avaliaram o efeito de varios fatores
(temperatura, carga organica etc.) no processo de degradacdo. Remocédo de 70% foi obtida
para 100 mg L™ de NFEO. Além disso, 0s autores observaram que 0 aumento da carga
organica, bem como o aumento da temperatura influenciaram negativamente na eficiéncia de
remocao.

ZHANG, J. et al. (2008) avaliaram a biodegradacdo de NFEO sob condi¢es aerdbias
(sistema de lodos ativados) e condi¢bes anaerébias (UASB — Upflow anaerobic sludge
blanket). Ambos os reatores foram alimentados com esgoto domestico contendo 232+15 mg
L™ de DQO, 15 mgNFEO L™, pH 7,4 e diferentes TDH (5, 8 e 15 h). Em ambos 0s sistemas

observou-se eficiéncia de remocdo de NFEO acima de 92%, porém, observou-se formacao
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de NF1-3EO e NF pela via anaerobia, assim como a formacéo de NFEC e NF1-3EO pela via
aerobia.

DI GIOIA et al. (2009) avaliaram a biodegradacéo de 4-NF e NFEO (lgepal CO-520)
em RALE escala bancada. Para tanto, utilizaram consorcio microbiano isolado a partir de
ETE de industria téxtil e cultivado em meio mineral contendo 100 mg L™ de 4-NF. Dois
reatores foram operados em bateladas e fluxo continuo, com esferas de silica (R-SB) e com
carvao granular ativado (R-GAC) como meio suporte. Ambos os reatores foram alimentados
com substrato sintético contendo 4-NF ou NFEO como Unica fonte de carbono. Nos ensaios
em reatores operados em modo continuo, a eficiéncia de remocao obtida foi de 48 a 69% e
de 48 a 74% para 12,22 mg L™ de NFEO afluente ao R-SB e R-GAC, respectivamente. Sob
tais condi¢Ges, 4-NF foi completamente removido do sistema. Nos ensaios em bateladas em
ambos os reatores, a remocao foi superior a 94% para 19,80 mg L™ de 4-NF. Entretanto, a
remocdo de NFEO foi de 80% em ambos os reatores para concentracdo afluente idéntica a
usada no ensaio com 4-NF.

GAO et al. (2011b) avaliaram a remocao de NF por Chlorella vulgaris sob condicdes
fotoautotroficas (de forma imobilizada e em cultura suspensa). Para a imobilizacdo celular
utilizou-se alginato de sodio a 2% e cloreto de célcio a 2,5% como solugdo de gelificacéo.
Em ambos os ensaios (cultura imobilizada e suspensa) foram inoculadas 160 esferas de
microalgas, com biomassa celular inicial equivalente a 0,625 pg de Clorofila A por esfera,
na presenca de 1,0 mgNFEO L. Os reatores foram agitados a 160 rpm, iluminados com luz
fluorescente fria (50 pmol m? s™) sob ciclos de 16 h de luz e 8 h no escuro. A remogcéo de
NFEO obtida foi satisfatoria (94%) em ambos o0s ensaios. As quantidades de NF
adsorvida/absorvida por unidade de biomassa foram de 1231 + 42 pug g e 1217 + 75 ug g™
do peso seco nas células suspensas e células imobilizadas, respectivamente. Entretanto, a
adsorcéo de NF na matriz de alginato foi de 62 + 14 ug g™.

Outra tecnologia utilizada nas estagdes de tratamento de esgoto doméstico é o
processo A/O (anaerdbio-aerobio). O A/O é um processo sequencial onde a agua a ser
tratada passa através de um tanque anaerobio, seguido de tanque aerdbio. Este processo €
comumente usado para remoc¢do de fésforo devido a alta eficiéncia e baixo consumo de
energia. Alternativamente, os filtros biologicos aerados (BAF — biological aerated filters)
S80 um processo anexo, que estd associado a melhoria na economia da tecnologia. A
eficiéncia deste processo na remocdo de NFEO em ETE escala real foi avaliada por GAO et
al. (2014). A ETE do estudo estava configurada de forma que ap0s o pré-tratamento ocorre 0

processo secundario A/O (com capacidade de 1,6x10° m®d™) e o processo BAF (com
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capacidade de 4,0x10* m*® d?) em paralelo. Os autores observaram para concentracdo
afluente de 1,8 ng L™, 2,0 ng L™ e 103 ng L™ de NF, NFIEO e NF2EO eficiéncia de
remocdo de 78%, 84% e 89%, no processo A/O, respectivamente. Entretanto, no processo
BAF, a remocdo observada foi inferior; ou seja de 55%, 76%, 79% para NF, NF1EO e
NF2EO, respectivamente.

Os estudos anteriormente citados reportaram a degradacdo e remocédo de NFEO por
meio de processos biologicos. Todavia na literatura, os estudos realizados sobre a
degradacdo anaerObia destes compostos, particularmente em reator EGSB ainda sao
limitados. Porém, esta tecnologia (EGSB) tem sido empregada amplamente no tratamento de
esgoto doméstico e Aaguas residuarias de diversas industriais, obtendo-se satisfatoria
eficiéncia na remocdo de compostos organicos, além de boa producdo de biogds sem a
adicdo de fontes de carbono e nutrientes externos (SHELDON e ERDOGAN, 2016).
Portanto, é imperativo explorar o potencial deste sistema como uma alternativa de remocéo
de NFEO e seus produtos de degradagdo. Sendo que a presenca e persisténcia destes
contaminantes nas diferentes matrizes ambientais (adguas superficiais, sedimentos, aguas
subterraneas, solo e ar) tem sido reportada em inumeras pesquisas, podendo ser prejudicial a

saude publica e aos ecossistemas aquaticos.
2.9 Reator anaerdbio de leito granular expandido

O EGSB foi desenvolvido na tentativa de solucionar problemas observados nos
reatores UASB, tais como a ocorréncia de zonas mortas, caminhos de fluxo preferencial
entre outros (CORREIA et al., 2014). O principio basico de operacdo do reator EGSB ¢ 0
mesmo do UASB; no entanto, no EGSB, pode-se aplicar elevadas velocidades de fluxo
ascendente (2,0 - 10,0 m h™') em razéo de sua elevada proporcéo altura-didmetro e alta taxa
de recirculacdo (FRANKIN et al., 1992; ZOUTBERG e FRANKIN, 1996; VAN LIER et al.,
2015). A maior velocidade ascensional (V,s) intensifica a mistura hidraulica dentro do
reator e os granulos sdo expandidos, oferecendo maior contato substrato-biomassa (LIM e
KIM, 2014) melhorando a eficiéncia do tratamento. Além disso, no reator EGSB tem-se a
possibilidade de aplicar taxas de COV superiores a 30 kg m? d* (ZHENG et al., 2012).

Muitas vezes a tecnologia EGSB resulta favoravel em comparacdo com outros
sistemas convencionais de tratamento, particularmente no tratamento de efluentes com
lipidios e gorduras, sendo necessario manter excelente contato efluente-biomassa
(LETTINGA e HULSHOFF POL, 1991). Estes sistemas tém sido empregados no tratamento
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de efluentes provenientes de industrias dedicadas a extracdo do dleo de palma, 0s quais tem
alto teor de matéria organica (16,0-100,0 gDQO L) e lipidio (10,0-17,0 g L™). Apenas para
dar um exemplo, FANG et al. (2011) obtiveram eficiéncia remocéo de 91% e 53% para 5,8
gSV Lt d* e 10,4 gSV L d* de COV afluente em reator EGSB operado com TDH de 5
dias, Vasc 18 mL h™* em condic8es termofilicas (55°C). ZHANG, Y. et al. (2008) por sua
vez, reportaram alta eficiéncia de remocéo (91%) para 17,5 g L™ d™ de COV na mesma
configuracdo reacional operado com TDH de 2 dias, Vasc de 3,5 m h™ em condicdes
mesofilicas (35 °C).

No tratamento de agua residuéria de lavandaria comercial tem sido alcangada
eficiéncia de remocao de matéria organica (813+75 mg DQO L™) superior a 90% por médio
de reator EGSB. Assim mesmo, a remocdo de surfactante anidnico LAS tem sido
satisfatoria, isto &, até 78% para 11,5 mgLAS L™ afluente (DELFORNO et al., 2014).

Como pode ser constatado na literatura, o reator EGSB tem sido empregado no
tratamento anaerobio de diversos tipos de efluentes domésticos e industriais (aguas residuais
de alimentos, cervejarias, fermentos, produtos farmacéuticos, papel, industria quimica).
Devido ao bom desempenho obtido neste tipo de configuracdo reacional, dezenas de
unidades EGSB tém sido construidas em varias partes do mundo (NICOLELLA et al., 2000;
CORREIA et al., 2014). Assim, é de suma importancia avaliar o potencial destes sistemas na
remocdo de compostos recalcitrantes, tais como NFEO, a fim de diminuir os riscos que

representam para 0 meio ambiente e sua diversidade biologica.
2.10 Mecanismos de biotransformacao anaerdbia de NFEO

No processo de digestdo anaerobia, diversos consorcios microbianos realizam
atividades metabdlicas complexas para a degradacdo do substrato. Nessas condicdes, a
maioria dos compostos aromaticos sdo metabolizados pela via benzoilCoA (PHILIPP e
SCHINK, 2012), e fumarato como cossubstrato pode favorecer energeticamente o processo
(GRANATTO et al., 2020). Na degradacdo de hidrocarbonetos aromaticos, fumarato foi
identificado como um mecanismo para as etapas iniciais de degradacdo (PORTER e
YOUNG, 2014; ABU LABAN et al., 2015). Por meio da adicdo de fumarato, esses
compostos podem ser ativados por culturas mistas contendo, por exemplo Smithella e
Desulfatibacillum (J1, J.-H. et al., 2019).

Além disso, 0 ELV como fonte de nitrogénio e vitaminas estimula o crescimento e

também a atividade metabdlica de muitas popula¢Ges microbianas. Foi relatado que, tanto
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ELV, quanto FS podem favorecer o processo de degradacdo de surfactantes como, LAS e
alcool etoxilado linear (LAE - linear alcohol ethoxylate) (OKADA et al., 2013,
MOTTERAN et al., 2014a; MACEDO et al., 2015; BRAGA et al., 2015a). ELV também ¢
considerado um substrato potencial no cultivo de bactérias degradadoras de NFEO, como
Sphingomonas sp. Y2 (BAI et al., 2016). Por outro lado, FS favoreceu a remocdo de matéria
organica e a metanogénese na presenca de 4-NF (289 - 436 pg L™), conforme relatado por
DORNELLES et al. (2020a). De acordo com WEI et al. (2015), sob condi¢des anaerdbias,
0s microrganismos utilizam trés mecanismos para degradacdo de compostos fendlicos,
carboxilacéo, adicdo de fumarato ao grupo metil ou hidroxilagcdo do grupo metil.

No caso do NFEO, o ELV pode atuar de forma oxidativa na cadeia etoxilada
(HAYASHI et al.,, 2005). A maioria das bactérias identificadas como degradadoras de
NFEO pertencem ao filo Proteobacteria e Firmicutes (Pseudomonas, Sphingomonas,
Sphingobium, Cupriavidus, Ralstonia, Achromobacter e Staphylococcus) (GU et al., 2010;
BAI et al., 2016). Dentre estas, uma cepa de Sphingomonas utilizou a via ndo oxidativa para
a degradacdo aerdbia de NFEO. Entretanto, uma cepa de Ralstonia degradou o NFEO por
oxidacgdo da cadeia etoxilada.

Apesar dos avancos obtidos, € necessario melhorar o entendimento sobre populagdes
microbianas que metabolizam o NFEO principalmente em matrizes complexas como o
esgoto domeéstico. Técnicas de biologia molecular, como metagenoma permitem insights
sobre a estrutura da comunidade por meio da identificagdo dos microorganismos e relacao
com possiveis enzimas envolvidas na degradacdo desse surfactante sob condicbes

nutricionais especificas.

2.11 Planejamento de experimentos e analise de superficie resposta na remocéao de

NFEO em esgoto doméstico

No processo de degradacdo de compostos fendlicos intervem mdaltiplos fatores (por
exemplo, concentracdo do composto, temperatura, condi¢Bes nutricionais, tipo de inoculo)
que precisam ser otimizados para atingir taxas de remocdo satisfatorias. As ferramentas de
planejamento experimental, associadas a analise da superficie de resposta, sd&o uma
estratégia que conta com o auxilio da Estatistica para avaliar os efeitos de determinados
fatores (varidveis independentes) sobre um processo, visando otimizar esse processo. Essas
ferramentas tém sido aplicadas com sucesso na remocdo de surfactantes. Por exemplo,
ANDRADE et al. (2017b) avaliaram o efeito de etanol (50 — 185 mg L) e nitrato (26 — 185
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mg L™) na degradacdo anaerébia de LAS via delineamento composto central (DCC). Os
autores obtiveram remocdo quase completa de LAS (9 — 41 mg L™Y) nas condicdes
otimizadas (etanol= 97,5 mg L™ e nitrato= 88 mg L™). O delineamento experimental
também tem sido amplamente usado para otimizacdo da producdo de bioenergia
(principalmente Hyy a partir de diferentes substratos (MAZARELI et al., 2019; MONTOYA
etal., 2019; CAMARGO et al., 2021).

HANCI et al. (2011) utilizaram o DCC e MSR avaliar e otimizar o efeito de
diferentes fatores na remocdo dos surfactante anionico (dioctil sulfosuccinato de sodio —
DSS), catidnico (sais quaternarios de aménio — SQA) e ndo-iénico (NFL0EO) em processos
fotoquimicos de oxidacdo avangada. Nas condi¢fes estudadas, os autores observaram que o
processo foi significativamente influenciado por todas as varidveis selecionadas seguindo a
ordem decrescente; tempo de tratamento fotoquimico (efeito positivo) > carga organica
surfactante (efeito negativo) > concentracdo de H,O, adicionada. Remocéo superior a 90%
foi obtida para todos os surfactantes nas condiges otimizadas (DSS= 400 mg L™; SQA=
309 mg L™*; NFEO= 294 mg L™*; H,0,DSS= 34,9 mM; H,0,SQA= 34,3 mM; H,0,NFEO=
45 mM; pH= 10,5). Em estudo similar, NUNES et al. (2020) investigaram o efeito
simultaneo da concentracdo de persulfato (PS) e da taxa de emisséo de fotons especifica
(EP) na degradagéo de NFEO por radiacdo ultravioleta combinada com o anion persulfato
(S,05™) (UV/PS) por meio de delinamento experimental Doehlert. Remocao de 96% para
~5 mg L™ de NFEO foi obtida nas condi¢des 6timas (PS= 10 mmol L *; EP= 0,324 pmol
fotons L™ s™).

A partir da mesma linha de tratamento, IQBAL e BHATTI (2015) analisaram o0s
efeitos da dose da radiagdo gamma/H,0, na degradacdo de NF6EO, NFOEO e NF30EO por
meio do DCCR e MSR. Os autores obtiveram eficiéncia de degradacdo superior a 90% para
50 mg L™, 100 mg L™, e 150 mg L™ de NFEO nas condicdes otimizadas (radiagdo gamma
de 15 kGy na presenca de 4,58% H,0,.

Da mesma forma, a estratégia do delineamento experimental pode ser aplicada no
tratamento bioldgico de NFEO para avaliar a influencia das inUmeras variaveis envolvidas
no processo de degradacdo deste surfactante sob condigbes anaerdbias (por exemplo,
concentracdo de NFEO, adicdo de cossubstratos metabolicos, temperatura, pH, headspace e
suplementacdo de vitaminas).

A escolha do planejamento adequado é funcdo direta do ndmero de varidveis
independentes inerentes ao processo, bem como da viabilidade do estudo em termos de custo
(RODRIGUES e IEMMA, 2014). Assim, dentre as diversas estratégias incluidos no
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planejamento fatorial, o delineamento composto central rotacional (DCCR) e a metodologia
de superficie de resposta (RSM) foram adotadas neste estudo, para avaliar a influéncia do
extrato de levedura como fonte de vitamina B, peptonas, aminoacidos hidrolisados e
fumarato de sddio como cossubstrato metabdlico na degradacdo de NFEO em esgoto

domestico sob condi¢des fementativa - metanogénica.
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3 HIPOTESES E OBJETIVOS

NFEO é um composto de dificil degradacdo nos sistemas convencionais de
tratamento de anaerdbio de agua residuaria. No entanto, existem microrganismos capazes de
degradar tais compostos sob condicdo nutricional especifica. Logo, levantou-se a hipdtese
que a adaptacdo da biomassa ao NFEO, a suplementacdo de macro e micro nutrientes, bem
como a adicdo de um cossubstrato metabolico, contribui para alcangar maior eficiéncia de
remocdo de NFEO em codigestdo com esgoto doméstico e agua residuéria de lavanderia

comercial.

Dessa forma, neste estudo foram abordadas as hipdteses e objetivos seguintes:

Hipdtese 1: A adicdo de nutrientes e cossubstrato metabodlico favorece a remocao anaerébia

do NFEO comercial em codigestdo com esgoto doméstico.

Hipdtese 2: A suplementacdo com nutrientes e bicarbonato de sddio na alimentacdo de um
reator anaerobio é suficiente para manter a estabilidade do sistema e remocdo matéria

organica e NFEO de &gua residuéria de lavanderia comercial.

Hipdtese 3: A adaptacdo da biomassa ao NFEO, resulta em maior estabilidade e maior
eficiéncia de remocdo de matéria organica e NFEO, no tratamento anaerdbio de agua
residuaria de lavanderia comercial em codigestdo com esgoto doméstico comparado com um

sistema com biomassa ndo adaptada.
Hipdtese 4: A codigestdo do esgoto doméstico com agua residuaria de lavanderia comercial,
resulta em maior estabilidade e maior eficiéncia na conversdo bioquimica de matéria

organica em metano em comparagao com a mono-digestéo.

Hipdtese 5: As condicdes nutricionais podem influenciar na dindmica da populacao

microbiana presente em reatores em batelada e em reator EGSB.

Objetivo geral:
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Avaliar a remocdo de NFEO no tratamento de &gua residuaria de lavanderia
comercial em codigestdo com esgoto doméstico sob condicdes anaerdbias em reator EGSB

escala aumentada.

Obijetivos especificos:

Objetivo 1. Avaliar a influéncia do extrato de levedura e fumarato de sodio no
potencial metanogénico e degradacao anaerébia de NFEO comercial em codigestdo com
esgoto domeéstico por meio de delineamento experimental em reatores em batelada.

Objetivo 2: Avaliar a influéncia da suplementacdo com meio sintético na remoc¢éo de

NFEO em agua residuaria de lavanderia comercial em reator EGSB escala aumentada.

Objetivo 3: Avaliar o efeito da adaptacdo da biomassa na remogdo do nonilfenol
etoxilado em &gua residudria de lavanderia comercial em codigestio com esgoto

doméstico em reator EGSB escala aumentada.

Objetivo 4: Avaliar a producdo de metano a partir de reator EGSB alimentado com

agua residudria de lavanderia comercial em codigestdo com esgoto domeéstico.

Objetivo 5: Caracterizar a dindmica populacional dos microrganismos para as
condicBes 6timas de degradacdo de NFEO dos reatores em batelada e para as fases I, 1ll,
IV e V do reator EGSB escala aumentada.



58

4 MATERIAL E METODOS

De acordo com as hipéteses e objetivos estabelecidos a priori, o delineamento
experimental adotado para esta pesquisa € apresentado na Figura 4.1. Os ensaios em
batelada foram executados com a finalidades de comprovar (ou descartar) a hipdtese 1 e 5. A

operacao do reator EGSB com a finalidade de comprovar (ou descartar) as hipoteses 2, 3, 4 e
5.

Figura 4.1 — Delineamento experimental das etapas abordadas nesta pesquisa

[ Reatores em batelada
4 ) ( )

Estratégia: Design Andilises:
composto central rotacional, L
3 fatores, 2 niveis - — NFEO, Biogas,
Ensaios: 8 pontos fatoriais, 6 DQO, pH,
., Fatores: Extrato de pontos axiais e 3 pontos Validagio condicio Alcalinidade, AOV,
Hipétese 1 levedura (x ), Nonifenol centrais, totalizando 17 ensaios, otimizada: 2 condi¢des STV, Balango de
etoxilado (x7), Fumarato de analisados em triplicata analisadas en triplicata massas,
sdi ’ (x3) Caracterizagio
. microbiana
i di¢io otimizad:
Matriz: Esgoto doméstico (condicdo otimizada)

- Reator EGSB escala aumentada -

Avaliar a remocio e

degradaciio de NFEO em
Avaliar a remogio e codigestio com esgoto
degradacio de NFEO em doméstico e dgua
reator EGSB alimentado residudria de lavanderia
W com substrato sintético W comercial em reator EGSB
Hip(’)teses N . ~ . . . ,-)
2,3e4 K x X

Avaliar a remogio e
degradacio de NFEO de
dgua residudria de
lavanderia comercial em

determinagdo e
quantificagdo de NFEO

reator EGSB

Analises:
Metodologia: NFEO, Biogas, DQO, pH, Alcalinidade, AOV, STV,
CLAE-DF Balango de massas, Granulometria, Caracterizagio

microbiana (fases I, III, [V e V)

Fonte: Autoria prépria.
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NFEO= nonilfenol etoxilado; DQO= demanda quimica de oxigénio; AOV= 4acidos
organicos volateis; STV= solidos totais volateis; EGSB= expanded granular sludge bed,;
CLAE-DF= cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia.

4.1 Inbculo

O indculo utilizado tanto no reator EGSB, quanto nos ensaios em batelada foi lodo
granular anaerdbio proveniente de reator UASB empregado no tratamento de agua residuaria
de abatedouro de aves, instalado na Avicola Ideal, na cidade de Pereira — SP (Brasil). O lodo
foi coletado em galdes de polietileno de alta densidade com capacidade volumétrica de 20 L
e logo apos a coleta foi armazenado em cadmara friaa 4 °C.

4.2 Agua residuaria de lavanderia comercial

A agua residuéria de lavanderia empregada na alimentacdo do reator EGSB foi
coletada quinzenalmente durante todo o periodo de operacdo do reator em lavanderia
comercial localizada na cidade de Séo Carlos — SP (Brasil), em galdes de polietileno de alta

densidade com volume de 10 litros e mantida sob refrigeracéo a 4 °C.

4.3 Esgoto doméstico

O esgoto domeéstico foi captado da rede coletora municipal do bairro Santa Angelina
em S&o Carlos — SP (Brasil), a qual tem ligacdo direta com local de pesquisa onde foi

instalado o artefato experimental e esté localizado no campus Il — USP S&o Carlos.

4.4 Nonilfenol etoxilado

Para o desenvolvimento desta pesquisa, foi utilizado o surfactante ndo-iénico,
Nonilfenol Etoxilado comercial com 95% de pureza, grau técnico, CAS N° 27177-08-8,
férmula molecular CgH;9CsH4(OCH,CH,),OH, com um valor de n=10, obtido na Destilaria
Bauru, na cidade de Catanduva — SP (Brasil). A solucdo estoque foi preparada a partir de
NFEO 95% dissolvido em agua ultrapurificada e armazenada a 4 °C em frasco ambar,

protegido da luz e refeita quinzenalmente.
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45 Reatores em batelada

Todos os ensaios foram realizados em frascos transparentes Erlenmeyer com volume
atil de 1.000 mL, com 335 mL de mistura reacional, contendo esgoto doméstico, ELV,
NFEO e FS em concentracOes variadas de acordo com a delinamento experimental (Tabela
4.2) e 665 mL de headspace saturado com N; (100%). Os reatores foram fechados com
tampa de butila e rosca plastica, incubados em temperatura controlada (30 + 1 °C) e
mantidos sob agitacdo constante (150 rpm) por periodo aproximado de 25 dias até a
producgdo de metano estabilizar. A concentracdo inicial do indculo para todos os reatores foi
de 2,0gSTV L™

Nesta etapa experimental foi utilizada a metodologia do DCCR e MSR para avaliar e
otimizar a influéncia das covariaveis (variaveis independentes) extrato de levedura (x;) e
fumarato de sdédio (x3) na degradacdo de NFEO (x;) para condicdo fermentativa —
metanogénica (Tabela 4.1). O ELV e FS tém sido testados em estudos anteriores na
degradacdo de compostos recalcitrantes, obtendo-se resultados satisfatorios (HAKOBYAN
et al., 2012; MOTTERAN et al., 2014a; MACEDO et al., 2015; GRANATTO et al., 2020).
Por esse motivo, foram adotadas como variaveis independentes no processo de remogéo e
degradacdo de NFEO em esgoto doméstico no presente estudo. Para construir a matriz
experimental e analise estatistica dos resultados obtidos no DCCR, foi utilizado o software
Protimiza Experimental Design (RODRIGUES e COSTA, 2019).

Tabela 4.1 — Varidveis independentes adoptadas no delineamento composto central rotacional

Variavel Cadigo Niveis

(mg L) -1 0 +1
ELV X1 200 300 400
NFEO Xo 2,5 3,75 5,0
FS X3 200 350 500

ELV: extrato de levedura; FS: fumarato de sodio;
NFEO: nonilfenol ethoxilado.

Fonte: Autoria prépria

Para determinar a significancia estatistica dos coeficientes linear, quadratico e de
interacdo do modelo, foi aplicada a Anélise de Variancia (ANOVA), e p-values < 0,05
foram considerados significativos com intervalo de confianga de 95%. Foi realizado

delineamento composto central rotacional de dois niveis e trés fatores, composto por 8
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pontos fatoriais, 6 pontos axiais e 3 pontos centrais, totalizando 17 ensaios, analisados em
triplicata. O delineamento experimental completo com os valores reais e codificados é

apresentado na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 — Matrix experimental do DCCR para a degradagéo de NFEO em condicéo fermentativa-
metanogénica (X, X, € X; em mg L™)

Valores codificados Valores reais
ENSAIO ELV NFEO FS ELV NFEO FS
X1 X2 X3 X1 X2 X3
Pontos fatoriais
1 -1 -1 -1 200 2,50 200
2 +1 -1 -1 400 2,50 200
3 -1 +1 -1 200 5,00 200
4 +1 +1 -1 400 5,00 200
5 -1 -1 +1 200 2,50 500
6 +1 -1 +1 400 2,50 500
7 -1 +1 +1 200 5,00 500
8 +1 +1 +1 400 5,00 500
Pontos axiais
9 -1,68 0 0 132 3,75 350
10 +1,68 0 0 468 3,75 350
11 0 -1,68 0 300 1,65 350
12 0 +1,68 0 300 5,85 350
13 0 0 -1,68 300 3,75 98
14 0 0 +1,68 300 3,75 602
Pontos centrais
15 0 0 0 300 3,75 350
16 0 0 0 300 3,75 350
17 0 0 0 300 3,75 350

ELV: extrato de levedura; NFEO: nonilfenol etoxilado; FS:
fumarato de sédio.

Fonte: Autoria propria.

Uma vez que a melhor condigéo foi obtida a partir da varidvel resposta — degradacéao
de NFEO (Y), aliquotas de NFEO foram retiradas no inicio e no final de cada ensaio. Uma
vez obtida a resposta (Y) foi gerado o modelo preditivo em funcdo das variaveis
independentes (xi, X2 e X3). ANOVA foi realizada para avaliar a magnitude do efeito de cada
variavel independente na variavel resposta. Para avaliar a qualidade do modelo, os residuos
entre os valores previstos e os valores observados foram calculados usando o modelo

ajustado. A melhor faixa de degradacdo do NFEO nas condicdes estudadas foi identificada
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com base na superficie de resposta gerada. Por fim, a partir destes resultados foram

realizados os ensaios para validacdo do modelo.

4.6 Reator EGSB

O reator EGSB escala aumentada foi confeccionado em policloreto de vinila (PVC)
com volume util de 62 L, e a regido de expansdo foi confeccionada em acrilico para
visualizagdo do leito de lodo. Neste reator foi instalado um distribuidor de vaz&o na sua base
e no topo um dispositivo de separacdo entre as fases (sélida, liquida e gasosa). Além disso,
tem um medidor de biogés no topo e doze pontos de amostragem igualmente espacados ao
longo do reator conforme Figura 4.2. O reator foi instalado no Laboratério de Processos

Biologicos localizado na area Il — USP Séo Carlos.



Figura 4.2 — Diagrama esquematico do reator EGSB
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O reator foi operado durante 637 dias em fluxo continuo e em condigdo fermentativa-
metanogénica. Ao longo deste periodo, a operacao foi dividida em cinco fases experimentais
conforme descrito na Tabela 4.3. Na primeira fase o reator foi alimentado apenas com
substrato sintético. Apo6s o periodo de adaptacdo da biomassa ao substrato sintético (fase 1),
adicionou-se NFEO comercial gradativamente com o intuito de propiciar a adaptagéo dos
microrganismos ao composto. NFEO foi adicionado na concentracio inicial de 0,5 mg L™ e
em seguida foi-se acrescentando semanalmente ou quinzenalmente (conforme a resposta do
sistema) de 1,0 mg L™ em 1,0 mg L™ aproximadamente até alcancar concentracéo de ~5 mg
L' e ~10 mg L™ que foram as concentracdes nominais para teste na fase Il e III,
respectivamente. Tais concentragdes foram definidas com base nos valores méximos
observados em &guas residuérias, isto é, concentracdes da ordem de 10 a 15 mg L™*(DI
GIOIA et al., 2009).

Uma vez que o desempenho do sistema se viu comprometido, particularmente no que
diz respeito da remog¢do do NFEO e a ocorréncia da metanogénese foi definida concentragao
inferior para as proximas fases de operacdo, ~5 mgNFEO L. Desse modo, na fase IV da
operacdo, o reator foi a alimentado com agua residuaria de lavanderia comercial diluida em
substrato sintético, de forma a obter concentracéo aproximada de 5 mgNFEO L™. Na fase V,
a alimentacdo consistiu de esgoto doméstico e agua residudria de lavanderia comercial,

mantendo-se a concentracdo de NFEO afluente definida da fase anterior (~5 mg L™).

Tabela 4.3 — Fases experimentais da operacao do reator EGSB

Fase Ter_npo Composicdo da alimentacao Dl Vas?l MFEC Afl_ﬁjente
(dias) (horas) (mh™) (mg L)
I 157 Substrato Sintético 4145 7,0 na
I 88 Substrato Sintético 40+1 7,0 3,5+1,0
1] 148 Substrato Sintético 40+4 7,0 7,612,1
v 156 Substrato Sintético + ARLC 40+3 7,0 4,0+1,1
Vv 88 ED + ARLC 41+4 7,0 3,7¢1,3

TDH: tempo de detencdo hidraulica; V. velocidade ascensional; NFEO: nonilfenol etoxilado;
ARLC: 4gua residuéria de lavanderia comercial; ED: esgoto doméstico; na: ndo adicionado.

Fonte: Autoria propria.

4.6.1 Inoculacdo

Inicialmente, o reator foi preenchido com substrato sintético e, em seguida foi

adicionado lodo granular anaerobio oriundo de reator UASB de tratamento de agua
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residuaria de abatedouro de aves. A carga organica aplicada ao reator foi de 0,065 gDQO
gSTVd * conforme recomendado por CHERNICHARO (2016) para a partida de reatores
anaerdbios (0,05 a 0,15 gDQO gSTV™! d). O sistema foi deixado em repouso por periodo
de 24 horas para a adaptacdo gradual da biomassa a temperatura ambiente. Apds o tempo de
repouso, o reator foi aberto e alimentado apenas com substrato sintético (fase 1), dando
inicio a operacdo em fluxo continuo em condicdo fermentativa-metanogénica. O reator foi
operado em temperatura ambiente (23 = 4,2 °C), TDH de 41 £ 5 horas, vazdo de alimentacao
de 1,53 + 0,19 L h™. A vazdo de recirculacdo aplicada foi de 126 L h™, resultando na

velocidade ascensional de 7 m h™.
4.6.2 Composicdo do substrato sintético

O substrato sintético utilizado para alimentacdo do reator, tanto na fase de adaptacéo,
quanto na fase Il e Il foi preparado com agua da rede publica de abastecimento contendo
extrato de levedura como fonte de nitrogénio e vitaminas, etanol como fonte de carbono, e
sais inorganicos como fonte de macro e micro nutrientes (Tabela 4.4 e Tabela 4.5). Além
disso, adicionou-se bicarbonato de s6dio como agente tamponante em concentracédo inicial
de 400,0 mg L™, a qual foi reduzida gradativamente até 250,0 mg L™ no final da operacéo.
As gquantidades de cada componente foram escolhidas de forma a obter carga organica
aproximada de 400,0 mgDQO L™.

Tabela 4.4 — Composicdo do substrato sintético

Componente Quantidade adicionada
Extrato de Levedura 300,0mg L™
Bicarbonato de Sédio 400,0mg L™

Etanol 100,0 mg L™
Solucéo de Sais 50mlL?

Fonte: Adaptado de TORRES (1992)

Tabela 4.5 — Composi¢éo da solucéo de sais adicionada ao substrato sintético

Sais Inorgéanicos Concentragéo (mg L™)
NaCl 50
MgCl,.6H,0 1,4
CaCl,.2H,0 0,9

Fonte: TORRES (1992)
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A preparacdo do substrato sintético foi realizada da maneira seguinte: a solucéo de
sais foi preparada previamente em agua destilada e mantida sob-refrigeracdo em temperatura
aproximada de 4°C; os reagentes solidos foram pesados semanalmente e mantidos em
frascos tampados livres da umidade; o extrato de levedura e bicarbonato de sédio foram
solubilizados em &gua da rede publica de abastecimento mediante agitacdo, e em seguida

adicionava-se a solugéo de sais e o etanol.
4.7 Analises fisico-quimicas e cromatograficas

As analises fisico-quimicas e cromatogréficas dos reatores em bateada e do afluente
e efluente do reator EGSB escala aumentada foram realizadas seguindo a frequéncia e

metodologia apresentada na Tabela 4.6.

Tabela 4.6 — Analises fisico-quimicas e cromatograficas de monitoramento dos reatores em batelada

(RB) e EGSB
Parametro Frequéncia Frequéncia Método Ref.
RB EGSB
D%SJS;?I ¢ Inicial e Final 3 vezes por semana Espectrofotométrico 1
pH Inicial e Final 3 vezes por semana Potenciométrico 1
STV Inicial e Final 1 vez por semana Gravimétrico 1
Alcalinidade Inicial e Final 3 vezes por semana Titulométrico 2
AOV Inicial e Final 1 vez por semana CLAE 3
NFEO Inicial e Final 3 vezes por semana CLAE-DF 4
LAS ndo aplica 2 Vezes por semana CLAE-DF 5
C-biogas Periodicamente 3 vezes por semana CG 6
V-biogéas ndo aplica 3 vezes por semana Volumétrico

1: APHA (2017); 2: RIPLEY et al. (1986); 3: PENTEADO et al. (2013); 4: DORNELLES et
al. (2020b); 5: DUARTE et al. (2006); 6: PERNA et al. (2013)

DQO: demanda quimica de oxigénio; STV: sélidos totais volateis; AOV: &cidos organicos
volateis; NFEO: nonilfenol etoxilado; LAS: linear alkylbenzene sulfonate; C-biogas:
composicdo biogéas; V-biogés: volume biogds; CLAE-DF: cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de fluorescéncia; CG: cromatografia gasosa; Ref.: referéncia.

A concentracdo de NFEO foi determinada por meio de cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de fluorescéncia conforme metodologia desenvolvida por

DORNELLES et al. (2020b) e as condi¢des cromatograficas apresentadas na Tabela 4.7.
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Tabela 4.7 — Condigdes cromatograficas para determinagdo de nonilfenol etoxilado

Parametro Condicao cromatografica

Equipamento Shimadzu® Co., Kyoto Japan

Coluna Agilent Eclipse XDB-C8, 5um, 4,6 x150mm

Fase movel Acetonitrila: Agua ultrapurificada (90:10, v:v)

Fluxo 0,8 mL min™

Volume de injecéo 100uL

Detector Fluorescéncia com A excitacdo 225nm e A emissao 305 nm

Temperatura da coluna  40°C

Fonte: Autoria propria.

Para validacdo do método foram construidas curvas analiticas de calibracdo (Figura
4.3 e Figura 4.4) com concentracdo conhecida de NF padrdo e NFEO comercial, na faixa de
0,25 a 50 mg L™ (n= 12 pontos) com &gua ultrapurificada e substrato sintético como
solventes. A linearidade foi calculada pela regresséo linear da concentracdo de cada pico e a
corresponde &rea cromatografica. Para verificar a precisdo e exatiddo do método, quatro
replicatas de cada amostra foram analisadas sob as mesmas condi¢Ges e foi estimado o
desvio padrao relativo ou coeficiente de variacdo (CV) a partir da Equacéo (1) para o tempo

de retencdo de cada pico.

CV (%) = =+ 100 1)
U

Sendo:
CV: coeficiente de variacédo
o: erro padréo

W: média amostral

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) foram determinados com base
nos parametros da curva de calibracdo, de acordo com a Equacdo (2) desenvolvida por
RIBANI et al. (2004) para o LD e adotando os mesmos critérios para a estimativa do LQ

expresso na Equacéo (3).

LD =332 2
- 9 a ()
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Sendo:
LD: Limite de detec¢édo
z: coeficiente linear da equacéo;

a: coeficiente angular da curva analitica
LQ =10 3
3)

Sendo:
LQ: Limite de quantificacao
z: coeficiente linear da equacdo;

a: coeficiente angular da curva analitica

Figura 4.3 — Curva analitica de quantificacdo de Nonilfenol Comercial (NFEO)
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Fonte: Autoria propria.



69

Figura 4.4 — Curva analitica de quantificacdo de Nonilfenol Padrdo (4-NF)
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Fonte: Autoria propria.

Para os ensaios em batelada e reator EGSB, a composicao do biogas foi determinada
por cromatografia gasosa de acordo com a metodologia desenvolvida por PERNA et al.
(2013). O equipamento utilizado foi Shimadzu® Co., Kyoto Japan, modelo GC-2010 com
detector de condutividade térmica, e coluna Supelco Carboxen® 1010 PLOT
(30mx0,53mm) e argdnio como gés de arraste (5,66 mL min™). As temperaturas do injetor,

detector e da coluna foram 220°C, 230°C e 130°C, respectivamente.

Para os ensaios em batelada, os dados da producdo de CH, foram ajustados pela
equacdo Gompertz modificada por ZWIETERING et al. (1990) (Equacgéo 4) e o software
Origin (versdo 9.6.0.172).

Y(t) =P -exp {—exp [% QA-t)+ 1]} 4)

Sendo,
Y(t) = razdo logaritmica entre a concentracdo de CH, (mL) no tempo t e sua concentracao

inicial,
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Rm = velocidade maxima de rendimento de CH; (NMLCH,; g'DQOemovida),
e = numero de Euler (2,71828182),

A =tempo para o inicio da producdo de CH, (h),

P = rendimento méximo de CH; (NmLCH,; g'DQO emovida)-

Para o reator EGSB, a producdo tedrica de CH, a partir da matéria organica
degradada no reator EGSB foi calculada seguindo o procedimento descrito em
CHERNICHARO (2016) de acordo com as Equacdes a seguir (5, 6 e 7):

CH, + 2C0, > CO, + 2H,0 (5)
(16g) + (64g9) — (449) + (369)

Nas condicdes normais de temperatura e pressdo a producdo teérica de metano se

determina pela expresséo:

Qcu, = DQOcy, - [f(T)]™ (6)

Sendo:
QcHa: produco volumétrica de metano (m®d™);
DQOcH;,: carga de DQO removida no reator e convertida em metano (gDQO);

f(T): fator de correcéo para a temperatura operacional do reator (kgDQO m®).

f(T) =P-Kpgo-[R- (273 +T)]™* (7)

Sendo:

P: pressao atmosférica (atm);

Kbgo: DQO correspondente a um mol de CH,4 (64 gDQO mol™);
R: constante dos gases (0,08206 atm L mol™ k™);

T: temperatura operacional do reator (°C).
4.8 Balanco de massa

Para o balango de massa dos reatores em batelada realizou-se a extragdo do NFEO

adsorvido no lodo de indculo no final de cada experimento. Para o balango de massas global
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no reator EGSB a amostra do leito de lodo foi coletada no final da operacdo. A extragdo do
NFEO adsorvido no lodo foi realizada seguindo a metodologia desenvolvida por DUARTE
et al. (2008).

O balango de massas foi realizado de acordo com as Equacg0es 8 e 9:

Myrem = Mgf — Mef (8)

Mpdeg = Mrem — Mads 9)

Sendo:

mrem: Massa de NFEO removido por processos biologicos e fisicos (mg);
m,s: massa de NFEO afluente (mg);

mes: Mmassa de NFEO efluente (mg);

Mpdeg: Massa de NFEO removido por processos bioldgicos (mg);

mags: Massa de NFEO adsorvido no lodo (mg).

Para o céalculo da massa de NFEO que entrou no reator EGSB e que foi recuperada

no efluente, utilizou-se a Equacédo 10:

Meas/ery = [C] Q- (10)

Sendo:

m@fen: Massa de NFEO acumulado no afluente/efluente do reator EGSB (mg);
[C]: concentragdo de NFEO (mg L™);

Q: vazéo afluente/efluente (L d™*) aplicada no reator EGSB;

t: tempo de operagéo do reator EGSB (d).

Para o célculo da massa de NFEO adsorvida no lodo do reator EGSB foi utilizada a
Equacéo 11:
Maas = [C] ' ﬂ "V (ll)

Sendo:



72

mags: Massa de NFEO adsorvida no lodo;

[C]: concentragdo de NFEO (mg gST™) extraida do lodo;
B: sélidos totais do lodo do reator (g L™);

V: volume de lodo no reator EGSB (L).

4.9 Granulometria

A anélise granulométrica, tanto do indculo, quanto da manta de lodo no final de cada
fase de operacéo foi realizada por meio de Software Image-Pro Plus 4.5 para o tratamento
das imagens, contagem e medi¢do do diametro médio dos granulos, entretanto, para as
andlises estatisticas dos dados utilizou-se o software Microsoft Office Excel de acordo com
metodologia desenvolvida por ALVES et al. (2018).

4.10 Analise de biologia molecular

4.10.1 Extragdo de DNA

Nos ensaios em batelada, as amostras de lodo foram coletadas dos ensaios de
validagdo (condigdo otimizada) ao finalizar cada experimento. Entretanto, no reator EGSB,
as amostras foram coletadas ao final das fases de operacdo (I, Ill, IV e V). Apoés coleta,
todas as amostras foram lavadas com solucéo salina tamponada com fosfato (PBS) (NaCl
8%, KCI 0,2%, Na,HPO, 1,4%, KH,PO, 0,24%) (GREEN e SAMBROOK, 2012) e
armazenadas a -80 °C até o uso. O DNA do genoma total das amostras foi extraido usando o
kit FastDNA ™ SPIN for Soil DNA Extraction (MP Biomedicals). A quantificacdo do DNA
(ng/uL) e a pureza foram realizadas usando espectrofotdmetros Nanodrop 2000

(ThermoFisher Scientific) e a integridade foi analisada usando agarose 0,8%.

4.10.2 Sequenciamento de alto rendimento

Apos extragdo do DNA foi realizado o sequenciamento de alto rendimento pela
empresa GenOne Biotechnologies na cidade de Rio de Janeiro — RJ (www.genone.com.br).
As regides V3-V4 dos genes RNAr 16S foram amplificadas a partir do DNA gendmico
microbiano usando o iniciadores especificos (341F/806R). As reacbes de PCR foram

realizadas com Phusion® High—Fidelity PCR Master Mix (New England Biolabs). Para o
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sequenciamento foi utilizada a plataforma PE250 Illumina que gerou 250 bp paired-end
reads.

As etapas de tratamento para a remoc¢do de iniciadores de sequéncia e codigos de
barras, filtragem de sequéncias de baixa qualidade e quimeras, fusdo de leituras
emparelhadas e agrupamento em unidades taxondmicas operacionais (OTUs) com >97% de
similaridade foram conduzidas usando o pipeline DADA2 versdao 1.16 (CALLAHAN etal.,
2016) no software R, bem como os indices de diversidade a (Chaol, tixons observados,
Shannon-Wiener e Simpson). SILVA SSU 138.1 rRNA Database Project (verséo de 10 de
margo de 2021) (FRANCIOLI et al., 2021) foi usado para atribuigdo taxondmica. Os dados
das sequéncias estdo disponiveis no GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) com os
numeros de acesso PRINA736670 e PRINA680770 referentes as amostras dos ensaios em
batelada (condicdo otimizada) e do reator EGSB, respectivamente.

Os genes potenciais que codificam enzimas envolvidas no processo, com foco na
producéo de CH,4, foram inferidos usando o pacote Tax4Fun2 versdo 1.1.6 (WEMHEUER et
al., 2020) em linguagem de programacédo R, baseada na Enciclopédia de Genes e Genomas
de Kyoto (KEGG), com 97% de similaridade.

4.11 Andlise estatistica

No reator EGSB, para verificar as diferencas significativas entre os parametros foi
utilizado o software PAST 4.02. Shapiro-Wilks foi usado para verificar a normalidade e, em
seguida, ANOVA One-way foi aplicada para comparar as amostras entre as fases. Os p-
values menores que 0,05 foram considerados significativos com intervalo de confianca de
95%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ensaios em reatores em batelada

5.1.1 Remocao de NFEO em func¢édo da adicéo de extrato de levedura e fumarato de

sodio

Baseando-se na hipotese de que a adicdo de nutrientes e cossubstrato metabdlico
favorece a remocdo do NFEO em codigestdo com esgoto doméstico, foi investigada a
influencia do extrato de levedura e fumarato de sodio na remogcdo de NFEO em esgoto
doméstico sob condicdo fermentativa — metanogénica. Por meio do DCCR foi possivel
determinar os efeitos Unicos e combinados das variaveis adotadas na variavel resposta.

Remocédo de NFEO (Y) entre 37% e 97% foi obtida para faixa de NFEO de 1,62 —
5,82 mg L ELV= 131,82 — 468,18 mg L™ e FS= 97,73 — 602,27 mg L™ (Tabela 5.1). A
maior remocao foi observada para a condi¢cdo com a maior concentragcdo de NFEO (5,82 mg
L) com 300 mg L™ de extrato de levedura e 350 mg L™ de fumarato de sédio (ensaio 12),
sequido das condicdes do ensaio 7 (96% para ~5 mgNFEO L), ensaio 4 para ~ 5 mgNFEO
LY(no qual também observou-se a maior remogao de matéria organica, 96% para 584 mg L™
de DQO) e ensaio 2 com eficiéncia de remocao de 95% para 2,5 mgNFEO L™. Além disso,
foi observada pequena variabilidade entre as respostas para 0s pontos centrais, indicando
boa repetitividade do processo.

Pode-se observar que para NFEO na faixa de 2,5 a 5,0 mg L™ e FS na faixa de 200 -
500 mg L™, o aumento da concentracdo de ELV resultou em incremento na remocdo de
NFEO, exceto no ensaio 8 (contendo a maior concentragcdo de matéria organica — 934 DQO
mg L™). Em geral, neste estudo, a remogdo de NFEO em esgoto doméstico foi maior em
comparacao com os resultados prévios obtidos via digestdo anaerdbia. Acredita-se que a
aplicacdo de cossubstrato acelera as reagdes de bio-oxidagdo e estimula as enzimas
funcionais que resultam no aumento da degradagcdo dos compostos toxicos recalcitrantes
(NDAYISENGA et al., 2021). Por exemplo, PATERAKIS et al. (2012) estudaram a
degradacdo anaerébia de NFEO (7 - 10 mg d™* ) em temperatura mesofilica (35 °C) e
termofilica (55 °C) em digestores de lodo em UASB (1,5 L) . Os autores observaram
remocao de 58% e 90%, no digestor mesofilico e termofilico, respectivamente. MURDOCH
et al. (2018) obtiveram remocdo de 90% para 3 mg L™ de NF2EO também em UASB em
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escala de bancada. Em ambos os estudos citados, ndo foram utilizados cossubstratos
metabdlicos nem mesmo suplementacdo de nutrientes. LUPPI et al. (2007) avaliaram a
influéncia de nitrato como aceptor de elétrons na degradacao anaerobia de NFEO em meio
mineral em reatores em batelada. Sob tais condic¢des foi observada completa remogéo para
300 mg L™ de NFEO. Por outro lado, também foi observada degradacdo quase completa
para 0,5 mgNFEO L™ em reatores em batelada usando sulfato de sédio (1,5 mmol L) com
aceptor elétrons (LIAN e LIU, 2013). Com relacdo aos ensaios do DCCR no presente
trabalho, constatou-se que a condicdo nutricional pode influenciar significativamente na
eficiéncia do tratamento. Nesse sentido, a adicdo de ELV e FS nas concentracGes

supracitadas favoreceu maior remocdao e degradacéo de NFEO.

Tabela 5.1 — Variaveis independentes e remog¢do de NFEO dos ensaios DCCR

Remocéao

- ELV NFEO  Fs NFE%
ENsalo (mgL?) (mgL?) (mgL?) (%)
X1 X2 X3 Y

1 20000 2,65 200,00 37
2 40000 248 200,00 95
3 20000 495 200,00 90
4 400,00 503 200,00 95
5 20000 254 500,00 90
6 400,00 248 500,00 92
7 20000 496 500,00 96
8 40000 496 500,00 64
9 131,82 374 350,00 82
10 468,18 3,72 350,00 88
11 30000 1,62 350,00 90
12 30000 582 350,00 97
13 30000 372 97,73 01
14 30000 3,69 60227 81
15 30000 3,73 350,00 65
16 30000 3,71 350,00 64
17 30000 378 350,00 63

ELV: extrato de levedura; NFEO: nonilfenol etoxilado; FS:
fumarato de sédio.

Fonte: Autoria propria.

Além disso, por meio da anélise de superficie de resposta pode-se verificar eficiéncia

de remocdo superior a 80% a partir de 300 mg L™ de FS, com 3,75 mg NFEO L™ e
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concentracdo minima de ELV de 100 mg L™ (Figura 5.1). O FS é cossubstrato potencial que
auxilia na degradacdo de surfactantes favorecendo a atividade metabdlica de muitas
populaces microbianas. DORNELLES et al. (2020b) observaram remocao de 74 + 17%
para 4-NF (~0,5 mg L™) usando reatores anaerobios em batelada alimentados com substrato
sintético contendo fumarato (1161 + 38 mg L™). Todavia a concentracdo de fumarato de
sodio aplicada neste estudo foi menor (até 602 mg L) em comparagdo com DORNELLES
et al. (2020b), resultando em maior eficiéncia de remogdo. MOTTERAN et al. (2020), por
sua vez, obtiveram eficiéncia de remocdo semelhante (98%) para 26 mg L' LAS em
reatores anaerdbios em batelada, com fumarato (~230 mg L™) como cossubstrato
metabolico. De acordo com os autores, o fumarato atua como doador de elétrons fornecendo
energia para microrganismaos.

Neste estudo, é evidente que o uso de ELV e FS favoreceu maior remocéo de NFEO,
todavia para otimizar o processo é importante determinar a concentracdo ideal de ambos 0s
substratos para cada condicdo especifica. Na Figura 5.1 observa-se também que eficiéncia
semelhante (> 80%) pode ser obtida a partir de concentracéo aproximada de 225 mgELV L™
sem a necessidade de adicionar FS. Além disso, pode-se notar que um incremento na
concentragdo de ELV resulta em um incremento na remogdo de NFEO. Desse modo, com
272 mg L™ e 300 mg L™ de ELV atuando como Unico substrato poderia ser obtida remocéo
de NFEO aproximada de 90,6 + 13,8% e 97,3 + 13,1%, respectivamente. Ao contrario, 0 uso
de FS como cossubstrato requer a adigdo de concentragdo minima de ELV (100 mg L™) para
alcancar remog0es similares de NFEO.
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Figura 5.1 — Curva de contorno para a remog¢do de NFEO em func¢éo da concentracéo fixa de
nonifenol etoxilado (NFEQ)
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Fonte: Autoria propria.

Na Figura 5.2 pode-se observar que para uma concentracdo fixa de ELV em 300 mg
L™, a remocdo de NFEO oscila entre 84,5 + 17,1 e 100% com a menor remogao observada
para 2,0 mgL™ de NFEO. Ademais, pode-se notar que para concentracdes de NFEO
superiores a 4,0 mg L™, um incremento na concentracdo de FS causa diminuicio na remocéo
de NFEO (<80%). Ressalta-se também a concentracdo de ELV e FS que leva a maior
remocéo de NFEO é de 300 mg L™ e 350 mg L™, respectivamente. Esses valores estdo

dentro da faixa usualmente empregada para melhorar a degradacdo de compostos fendlicos.
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Figura 5.2 — Curva de contorno para a remoc¢do de NFEO em funcdo de concentracdo fixa de extrato
de levedura (ELV)
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Fonte: Autoria prépria.

Na Figura 5.3 pode-se visualizar que dadas as concentracdes de FS= 350 mg L™ e
ELV= 100 mg L™, remocdo de NFEO entre 74,3 + 13,5% e 100% pode ser obtida, com o
menor valor observado para 2,1 mg de NFEO L. Além disso, para concentragdes inferiores
(<2,1 mg L") de NFEO, um aumento na concentragio de ELV resulta em maior eficiéncia
de remocdo de NFEO. Entretanto, para concentragdes de NFEO superiores a 4 mg L, a
adicdo de ELV resultaria em menor eficiéncia de remocdo de NFEO. O mesmo
comportamento é observado quando a concentragdo de FS é aumentada (>350 mg L"), em
presenca de 300 mg L™ de ELV. Provavelmente, 4 mgNFEO L™ seja o limite de tolerancia
dos microrganismos frente a toxicidade do NFEO, cuja preferencia metabdlica tenha sido

para os compostos facilmente biodegradaveis, como FS e ELV.
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Figura 5.3 — Curva de contorno para a remog¢do de NFEO em funcgéo de concentracdo fixa de
fumarato de sédio (FS)
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Fonte: Autoria propria.

Em geral, observa-se que ELV, bem como FS, podem favorecer maior remogao de
NFEO em esgoto doméstico, se aplicados na concentracdo apropriada, isto €, quantidades
inadequadas, muitas vezes podem causar prejuizo no processo ao invés de favorecé-lo. A
partir da analise da superficie de resposta, foi possivel inferir que a maior remoc¢édo de NFEO
pode ser obtida utilizando apenas 300 mg L™ de extrato de levedura. ZHOU et al. (2011),
por sua vez, observaram que o ELV (410 mg L) influenciou significativamente na
degradacédo de fenol via delineamento composto central (DCC) e MSR. BAI et al. (2017)
observaram que a adicdo de 500 mg L™ de ELV favoreceu a biodegradacéo de NF (100 -
1000 mg L™). De acordo com ARULAZHAGAN et al. (2010), nos ensaios com ELV (200
mg L™ foi favorecida a biodegradacdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPASs)
como naftaleno, fluoreno, antraceno e fenantreno. Neste estudo, por meio do MSR foram
observadas eficiéncias de remocéo superiores a 80% de NFEO (3,75 mg L) a partir de 225
mgELV L™, o que esta dentro da faixa de valores apresentados na literatura como favoraveis
na degradacgdo de compostos recalcitrantes.

Além disso, nas condi¢des testadas, a adicdo de surfactante ndo afetou a remocdao de

matéria organica e foi observada eficiéncia superior a 80% para todos os reatores (Tabela
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5.2). A menor remogao foi observada no reator 9 (ELV= 131,82 mg L™; NFEO= 3,75 mg L
1 FS= 350 mg L) para 362,7 mg DQO L™. Outros autores também verificaram remocao de
matéria organica na presenca de composto recalcitrante. Por exemplo, DORNELLES et al.
(2020a) obtiveram remocdo de 90% (para >878 mgDQO L™) em reator anaerébio de leito
fluidizado (RALF) alimentado com substrato sintético contendo 4-NF (até 376 + 36 ug L™).
ANDRADE et al. (2017a) observaram eficiéncia semelhante (86% para 617 mgDQO L™)
com LAS (~19 mg L) na mesma configuragéo reacional.

Os valores de alcalinidade foram suficientes (alcalinidade total de 418 - 590
mgCaCO;3; L™ e 675 - 963 mgCaCO; L™ no inicio e no final de cada experimento,
respectivamente) para fornecer boa capacidade tampdo e também manter os valores de pH
proximos da neutralidade (7,4 - 7.8), promovendo equilibrio no processo e
consequentemente condicdo 6tima para os microrganismos degradarem o NFEO (Tabela
5.2).

Equacdo polinomial de segunda ordem (Equacdo 12) para a remogdo de NFEO foi
obtida via modelo em funcdo das varidveis codificadas, contendo apenas 0s termos

estatisticamente significativos.

Y = 5,81x% + 8,82x% + 6,17x3 — 10,87x,x, — 11,62x,x3 — 9,37x,x5 + 64,47 (12)

Sendo, Y=a remocdo NFEO predito; x;, X, € x3 = valores codificados de ELV, NFEO
e FS, respectivamente.



Tabela 5.2 — Remog&o de matéria organica, pH e alcalinidade para todas os ensaios do DCCR

DQO pH *Alcalinidade
Ensaio  Inicial Final Remocdo Inicial Final Inicial Final

(mg L") (mgL™) (%) Parcial Intermediaria Total Parcial Intermediaria Total
1 568,0 78,8 86 74 76 320,1 151,3 4714 5373 197,2 734,5
2 650,0 48,4 93 7117 292,4 145,7 438,2 602,4 159,6 762,0
3 494,0 81,3 84 77 15 280,4 136,5 4170 5193 161,4 680,8
4 584,0 23,2 96 77 16 268,4 142,1 4105 559,0 162,4 7214
5 654,7 71,3 89 78 1.7 301,6 181,7 4834 6955 165,1 860,7
6 567,3 71,3 87 78 1.7 297,0 198,3 4954  709,4 2214 930,8
7 570,7 40,3 93 77 76 277,7 167,9 4455  616,2 176,2 7924
8 934,0 738 92 73 76 345,9 2445 5904 7841 163,7 947,8
9 362,7 71,7 80 78 1.7 288,7 165,1 4539  593,1 152,2 745,3
10 812,7 80,7 90 76 75 290,6 166,0 456,6  687,2 203,9 891,1
11 412,0 55,3 87 78 76 293,3 168,8 462,2  658,6 155,0 813,6
12 598,0 45,3 92 77 16 264,7 153,1 4179 5959 172,5 768,4
13 542,0 75,3 86 77 16 279,5 139,3 4188  528,6 146,7 675,2
14 605,3 38,5 94 78 1.7 290,6 203,9 4944  761,0 202,0 963,0
15 786,0 89,9 89 73 715 332,1 204,8 536,9 6531 176,2 829,3
16 776,0 89,9 88 73 75 328,4 202,9 531,3 6531 176,2 829,3
17 800,0 89,9 89 75 75 339,5 207,6 547,0 6531 176,2 829,3

*Alcalinidade (mgCaCOj; L™); DQO: demanda quimica de oxigénio.

Fonte: Autoria propria.
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Observou-se valores estatisticamente significativos para os termos quadraticos e

termos de interacdo linear para o nivel de significancia estabelecido a priori (5%). Além

disso, para todas as variaveis analisadas, a interacdo entre ELV (x;) e FS (x3) foram o0s

termos observados com maior valor de significancia, conforme apresentado na Tabela 5.3.

Tabela 5.3 — Coeficientes de regressao para a reposta Y (%)

Fatores CR )y t(7) p-valor
Média 64,47 4,17 15,45 0,0000
X1 3,16 1,96 1,61 0,1514
xi? 5,81 2,16 2,70 0,0308
X2 3,13 1,96 1,60 0,1540
x2? 8,82 2,16 4,09 0,0046
X3 0,60 1,96 0,31 0,7687
x3? 6,17 2,16 2,86 0,0244
X1t Xz -10,88 2,56 -4,25 0,0038
X1 * X3 -11,63 2,56 -4,54 0,0027
X2 * X3 -9,38 2,56 -3,66 0,0081

CR: Coeficiente de regressao; o: erro padrao.

Fonte: Autoria propria.

De acordo com a ANOVA, a porcentagem de variagéo explicada (R?) pelo modelo

foi de 86%. Esse valor é satisfatorio para processos que envolvem microrganismos em

matrizes altamente complexas. Além disso, 0 valor Feacutado (10,0) do modelo foi maior do

que o valor Fgpuago padrao (3,22). Portanto, o modelo usado é adequado para avaliar o

comportamento da varidvel resposta (remocdo de NFEO — Y) em funcdo da variacdo das

variaveis independentes (Tabela 5.4).

Tabela 5.4 — ANOVA para 0 modelo de remogéo de NFEO

FV SQ GL QM Feal
Regresséo 3838,6 6 639,8 10,0
Residuos 641,9 10 64,2
aFjaJ;?ede 639,9 8 80,0 80,0
Erro puro 2,0 2 1,0
Total 4480,5 16

FV: fontes de variacdo; SQ: soma de quadrados; GL: graus de

liberdade; QM: quadrados médios; F,: F calulado.

Fonte: Autoria propria.
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5.1.2 Balanco de massas

A andlise do balanco de massa foi realizada no final de cada experimento dos
reatores em batelada do DCCR. Os valores da fracdo adsorvida, recuperada na fase liquida e
biodegradada em relacdo a massa total de NFEO removida em cada experimento, séo

apresentados na Figura 5.4.

Figura 5.4 — Balanco de massa final de NFEO para cada experimento
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Fonte: Autoria propria.

Em relacdo a porcentagem de NFEO adsorvido no lodo verificou-se entre 4,4% e
19% para ~0,80 mgNFEO g™ST. O valor maximo e minimo foi observado no ensaio 7 e 1,
respectivamente (Figura 5.4). A porcentagem recuperada da fase liquida foi na faixa de
4,10% (ensaio 12 com ~1,2 mg mgNFEO g™ST ) a 62,60% (ensaio 1 com ~0,8 mgNFEO g
IST). Assim, observou-se 33,0% a 84,5% de degradacdo de NFEO cujo valor méximo foi
observado no ensaio 4 (ELV= 400 mg L™, NFEO= 5 mg L™, FS= 200 mg LY. Deve-se
considerar que o NFEO € um composto altamente hidrofébico, com um coeficiente de

particdo octanol-a4gua (log Kow) superior a 4, sendo um dos principais fatores que influencia
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0 processo de adsor¢do em um composto. Nesta pesquisa observou-se adsorcéo de 19 % em
relacdo a massa de NFEO adicionada em cada reator. Por exemplo, no caso de NF, rapida e
completa adsorcio tem sido observada (90% para 4,5 mg L™ de NF em apenas uma hora)
(BOUKI et al., 2010). Em lodo proveniente de ETE, NFEO foi observado em 5,5 mg g™ e
19,5 mg g (OMEROGLU et al., 2015), o que provavelmente esta relacionado com a 4rea
superficial e a porosidade das particulas sélidas. Por exemplo, foram observados na areia,
valores de adsorcdo de 3,9 - 4,5 pg g* em reator anaerébio de leito fluidificado
(DORNELLES et al., 2020a). Neste estudo a maior concentragdo adsorvida foi de 0,17 mg
NFEO g'ST, provavelmente devido ao reduzido contetido de sélidos suspensos no esgoto e
ao tipo de indculo utilizado nos ensaios (granulos finos com diametro médio menor que 1,0

mm e area superficial relativamente pequena.
5.1.3 Rendimento de metano

Em relacdo a producdo de metano nos ensaios sob diferentes condi¢cdes do DDCR foi
observado rendimento entre 1254 + 3 a 342,4 + 1 NmLCH,; g'DQOremovida (Figura 5.5 e
Tabela 5.5). O valor maximo de producdo metano (P= 342,4 + 1 NmLCH, g 'DQOremovida)
foi observado no ensaio 5 (ELV= 200 mg L™; NFEO= 2,51 mg L™*; FS= 500 mg L),
equivalente a 98% do valor teérico, dado que, teoricamente, cada grama de matéria organica
(analisada via DQO) removida rende 350 mL de CH,4. O menor rendimento foi observado no
ensaio 1 com similar concentracdo de ELV= 200 mg L™ e NFEO= 2,65 mg L™ e menor
concentracdo de FS= 200 mg L* em comparacdo com o ensaio 5. Provavelmente, o
incremento na concentracdo de FS favoreceu maior producédo de metano. Por outro lado,
observou-se decréscimo no rendimento de metano com o incremento na concentracdo de
NFEO (-1 para +1), sugerindo inibicdo devido a toxicidade de NFEO.
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Figura 5.5 — Rendimento de CH,4 para os ensaios do DCCR.
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Tabela 5.5 — Par@metros de Gompertz para metano nos ensaios do DCCR
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. P Rm
S (NmL g 'DQOrem) (NmL g'DQOrem h') AL, R®
1 1254 +3 0,7+0,09 9,2+8 0,97
2 1516 +4 1,6 0,17 0,15 0,97
3 146,75 0,5 £0,07 34%1 0,97
4 1358 +3 0,8 £0,06 0,15 0,98
5 3424 +1 1,9+0,19 1,8+8 0,97
6 251,95 16+0,11 0,1+4 0,98
7 169,73 0,7+0,03 11,3+4 0,99
8 174,4 £ 2 1,3+0,09 02+4 0,98
9 261,3+9 15+0,14 766 0,98
10 280,6 + 6 22+0,21 366 0,98
11 23245 1,4+0,10 01x7 0,98
12 193,2+3 1,1+0,05 116+3 0,99
13 2902 +1 0,9+0,10 0,1+8 0,96
14 1743+ 6 1,1+0,13 0,25 0,97
15 139,2+2 1,4+0,11 12,3+4 0,98
16 139,22 14+0,11 123+4 0,98
17 137,72 1,4+0,11 123+4 0,98

P: rendimento maximo de CH,; Rm: velocidade maxima de rendimento de CH4; A:
tempo para o inicio da producdo de biogéas; DQOrem: demanda quimica de oxigénio

removida.

Fonte: Autoria propria.
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De modo geral, sob tais condi¢bes experimentais foi obtido maior rendimento de
metano, em comparacao com pesquisas anteriores sobre degradacéo de surfactante. PUTEH
et al. (2015) avaliaram a biodegradacdo anaerébia de NFEO (20 mg L™ de IGEPAL CO-
630) atuando como Unica fonte de carbono, com rendimento de metano de 37% a partir do
valor tedrico (12 mLCH,; de producdo maxima acumulada). MARONE et al. (2016)
obtiveram 109 + 21 NmLCH, g'lDQOremo\,ida em sistema bioeletroquimico em escala de
bancada, aplicado para o tratamento de aguas residudarias contendo altos niveis de compostos
fendlicos (por exemplo, hidroxitirosol, tirosol). Todavia, neste estudo foram aplicadas
concentracBes de NFEO de até 5,82 mg L™, portanto é possivel que tal concentrago esteja
dentro da faixa de tolerancia dos microrganismos. Soma-se a isso a suplementacéo de ELV e
FS contribuiram para o desenvolvimento dos microrganismos.

O maior Rm (2,2 £ 0,21 NmL g'DQOemovida h™!) foi observado para o ensaio 10,
contendo NFEO= 3,75 mg L™, FS= 350 mg L™ e a maior concentragio de ELV= 468,18 mg
L%, Entretanto, o menor valor de Rm (0,5 + 0,07 NmL g 'DQOremovida h™*) foi 0bservado no
ensaio 3, com NFEO= 4,95 mg L™; FS= 200 mg L™ e ELV= 200 mg L™*. Provavelmente, o
aumento da concentragdo de NFEO ndo foi favoravel ao desenvolvimento das atividades
enzimaticas dos microrganismos.

O maior 4 (12,3 = 4 h) foi observado nos pontos centrais, ensaios 15-17 (ELV= 300
mg L™ NFEO= 3,7 mg L™, FS= 350 mg L™). Entretanto, o menor valor de 1 (0,1 + 4 h) foi
observado no ensaio 6 contendo maior concentracdo de substrato facilmente degradavel
(ELV= 400 mg L™ e FS= 500 mg L™) e menor concentracdo de NFEO (2,48 mg L™).
Provavelmente, o aumento da concentracdo de ELV e FS pode ter contribuido para mitigar o
efeito inibitério do NFEO (que ademais se encontrava em menor concentracdo em
comparagdo com 0s ensaios 15-17) na atividade microbiana, resultado em menor tempo para
0 inicio da producgédo de metano.

MOTTERAN et al. (2014b) observaram 4 de ~9 horas para concentragdes maiores de
alcool etoxilado (> 7 mg L) e LAS (> 16 mg L) em é&gua residuaria de lavanderia
comercial. Quanto mais hidrofobica € uma molécula, maior é sua permeabilidade de
membrana e maior é sua toxicidade (KAYEMBE et al., 2013). NFEO tem maior
hidrofobicidade (Log Kow > 4) em comparagdo com AE e LAS, cujos valores sdo menores
que 3 (HODGES et al., 2019).

Apesar de ter observado na superficie de resposta que a maior remocdo (até 100%)

de NFEO pode ser obtida usando apenas ELV (300 mg L™), optou-se por validar o modelo
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considerando as condicdes do ensaio 4; ou seja, ELV= 400 mg L™; NFEO= 503 mg L™ e
FS= 200 mg L™, considerando que FS pode auxiliar muito na degradacdo de compostos
fenolicos, tais com NFEO (WEI et al., 2015).

Além disso, segunda validacao foi realizada com base no ensaio 5 (ELV=200 mg L*;
NFEO= 2,54 mg L e FS= 500 mg L™) em que a maior concentracido de metano foi
observada juntamente com eficiéncia de remogdo de NFEO e matéria orgénica de 90% e
89%, respectivamente. Na Tabela 5.6 sdo apresentados os valores preditos e experimentais
para a remoc¢édo de NFEO, obtidos nos ensaios de validacdo do modelo (4V e 5V).

Os valores experimentais (97% e 93% para os ensaios 4V e 5V, respectivamente) sao
similares aos preditos pelo modelo, com erro de precisdo minimo (<2%). Na auséncia de
ELV e FS, a remocédo de NFEO foi inferior a 45%, como pode ser observado na Tabela 5.6
para o0s ensaios controle (C4 e C5). Além disso, a remocao de matéria organica nos ensaios
de validacdo também foi semelhante aos obtidos na primeira fase experimental (92% e 95%
para o ensaio 4V e 5V, respectivamente). Nos ensaios controle, a remocdo de matéria
organica obtida foi de apenas 24% para ~207 mgDQO L™ inicial (Tabela 5.7),
provavelmente, devido a complexidade dos compostos organicos presentes no esgoto
domeéstico, tais como acidos organicos, cetona, alcoois e XOCs (MOURA et al., 2019).
Neste estudo, pelo método utilizado, acetona (~3 mg L), metanol (1 - 5 mg L™) e etanol (2
-7 mg L) foram observados no inicio e no final cada experimento.

Conforme era esperado, constatou-se nos ensaios de validacdo (4V e 5V) que o
principal mecanismo de remocdo de NFEO foi a biodegradacdo (~87%), similar aos
resultados obtidos nos ensaio 4 e 5 do DCCR, a partir dos quais foram realizados os ensaios
de validacdo do modelo e apresentados anteriormente. Ademais, a partir dos resultados
obtidos nos ensaios controle pode-se corroborar que a adi¢do de ELV e FS favoreceu maior
remocdo e degradacdo de NFEO, sendo que foi observada diferenca significativa na
eficiéncia de remocdo (<45%) na auséncia de ambos os substratos (Tabela 5.6).
Corroborando também, a hipétese da influencia positiva da suplementacdo de nutrientes e
cossubstratos metabdlicos, na remocdo de NFEO em codigestdo com esgoto doméstico.
Além disso, em ambos os ensaios (4V e 5V) os valores de pH observados (inicial e final)
foram préximos da neutralidade (6 - 8) juntamente com alcalinidade inicial relativamente
alta (>350 mgCaCO; L™ de alcalinidade total, a qual aumento em ~200% ao final dos
experimentos), mantendo boa capacidade tamp&o em ambos os reatores e contribuindo a

sucesso do processo.
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O rendimento de metano obtido em ambos os ensaios também foi como esperado
(Tabela 5.6 e Figura 5.6). O maior valor de P (336 £ 9 NmL g 'DQOemovida — 96% do valor
teorico) foi observado no ensaio V5, que também teve o maior tempo para o inicio da
producdo de metano (4= 27 + 8 h) e maior velocidade maxima de rendimento de metano
(Rm= 2 = 0,2 NmL g'DQOremovica ') €M comparacdo com o ensaio 4V (P= 134 + 4 NmL
2 'DQOremovida — 38% do valor tedrico; 1= 24 £ 8 h e Rm= 0,5 £ 0,04 NmL g "DQOremoviga h™')-
Ao contrario, nos ensaios controle, P foi apenas 2% e 16% do valor tedrico no ensaio C5 e
C4, respectivamente. Com valores de 4 da ordem de até cinco vezes maior do que nos ensaio
4V e 5V (90 a 106 h) que resultaram em baixos Rm (<0,14 NmL g 'DQOemoviga h™).

A partir desses resultados é possivel inferir que o potencial metanogénico foi
influenciado pela presenca ou auséncia de ELV e FS similar ao observado em outros
estudos. Por exemplo, SOUTO et al. (2010) avaliaram a influencia da varios fatores (relacao
alimento/microrganismo, auséncia/presenca de extrato de levedura, entre outros) na
atividade metanogénica especifica (AME) de lodo anaerdbio de reator UASB alimentado
com esgoto doméstico em reatores em batelada. Os autores observaram maiores valores de
AME na presenca de extrato de levedura.

O extrato de levedura é uma fonte rica em nutrientes que estimulam o crescimento de
muitos microrganismos (por exemplo, Methanospirillum stamsii sp.) (PARSHINA et al.,
2014). Além disso, tem sido relatado que varias espécies de Halobacteriaceae podem usar
fumarato como aceptor de elétrons (por exemplo, Haloferax volcanii e Haloferax
denitrificans)(TORREGROSA-CRESPO et al., 2016). Dessa forma, neste estudo a adi¢ao
de ELV e FS possivelmente favoreceu o crescimento, sobrevivéncia e atividade metabolica

dos microrganismos nas condigOes estudadas.



Tabela 5.6 — Valida¢do do modelo de remocéo de NFEO e rendimento de metano dos reatores em batelada

Remogéo de NFEO (%) Distribuicéo (%0) Rendimento de metano
) NFEO Valor Valor )
Ensaio L ) ) Degradado ~ Recuperado  Adsorvido P Rm A R?
(mg L) predito experimental
4\ 50 95 96,9 86 3,1 10,9 134,45(3,60) 0,49(0,04) 23,67(8,04) 0,98
5V 2,5 95 93,1 86,8 6,9 6,3 336,04(8,94) 1,56(0,16) 26,76(7,94) 0,98
*C4 50 449 32,9 55,1 12,0 55,09(2,54) 0,14(0,01) 90,46(11,98) 0,98
*C5 2,5 34,1 27,7 65,9 6,3 8,54(0,33) 0,03(0,003) 106,43(11,58) 0,98

P: rendimento méximo de CH; (NmL g'DQOm); 4: tempo para o inicio da produgdo de biogas (h); Rm: velocidade méxima de rendimento de CH, (NmL
2 'DQOyem h1); erro padrdo em parénteses; NFEO: nonilfenol etoxilado; *controle — sem ELV/FS; DQO,,: demanda quimica de oxigénio removida.

Fonte: Autoria prépria.

Tabela 5.7 — Par@metros de operacdo dos reatores em batelada dos ensaios de validacéo

Ensaio DQO pH Alcalinidade AOQOV

Inicial  Final %R Inicial Final Inicial Final Ace MeOH EtOH Ace MeOH EtOH
Parcial Interm  Total Parcial Interm  Total

4v 677,3 53,5 92 7,8 6,9 259,6 141,1  400,8 612,4 1853 7978 3,1 nd 58 30 11 nd
5V 668,7 30,4 95 7,8 7,0 250,2 176,9 4277 656,7 231,4 888,1 3,1 4,0 70 30 26 nd
*C4 1940 1501 23 79 6,6 283,2 77,1 360,3 393,2 1411 5344 nd nd 64 30 35 2,3
*C5 206,7 1573 24 7,9 6,7 257,8 99,7 3575 390,4 148,6  539,1 3,1 4,9 64 31 nd 5,3

Alcalinidade (mgCaCO; L™); DQO: demanda quimica de oxigénio (mg L™); %R: remocéo (%);*controle — sem ELV/FS; Interm: intermediéria; AOV: &cidos
organicos volateis (mg L™); nd: no detectado; MeOH: metanol; EtOH: etanol; Ace: acetona.

Fonte: Autoria propria.
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Figura 5.6 — Rendimento de metano para ensaios de validagédo
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Fonte: Autoria propria.
5.1.4 Diversidade de microrganismos

O gene RNAr 16S do Dominio Bacteria e Archaea da biomassa dos reatores de
validagdo (S4 e S5) foram sequenciados. Em relagdo aos valores de cobertura de Good
obteve-se aproximadamente 100% em todas as amostras e por meio das curvas de rarefacdo
pode-se constatar representacdo satisfatoria das populacGes microbianas (Figura 5.7). A
diversidade e a riqueza das comunidades microbianas foram maiores em S5 (H'= 4,63), bem
como Chao-1 (986,37) e Téaxons observados (984) conforme descrito na Tabela 5.8. Isso
pode estar relacionado & concentracdo de NFEO (S5= 2,5 mg L™ menor que em S4= 5,0 mg
L), o que pode ter favorecido essa maior diversidade na amostra S5. Além disso, a
dominancia, estimada por meio do indice de Simpson, foi semelhante nas duas amostras
(0,96), o que pode ser explicado pelo fato de que em ambos 0s ensaios a biomassa foi
submetida ao potencial inibidor do NFEO, independente da sua concentragcdo. Da mesma
forma, os perfis taxondmicos das amostras foram muito semelhantes entre si, quando foi

considerado o nivel de filo.
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Figura 5.7 — Curva de rarefacio para as amostras S4 (ELV= 400 mg L™; NFEO=5mg L™; FS= 200
mg L) e S5 (ELV=200 mg L™; NFEO+ 2,5mg L™ ; FS=500 mg L™)
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Fonte: Autoria propria.

Tabela 5.8 — indices ecoldgicos dos Dominios Bactéria e Archaea dos ensaios de validagio em
reatores em bateladas

Téaxons Shannon- .
Amostra observados Wiener (H") Simpson  Chaol
S4 907 4,47 0,96 910,48
S5 984 4,63 0,96 986,37

Fonte: Autoria propria.

Em relacdo ao Dominio Bacteria na biomassa do reator S4 e S5 observou-se que o
filo mais abundante foi Bacteroidota (S4= 32,7%; S5= 30,0%), seguido por Firmicutes (S4=
13,24%; S5= 10,90%), Proteobacteria (S4= 3,17%; S5= 3,61%), Cloroflexi (S4= 1,52%;
S5= 1,28%) e Synergistota (S4= 0,88%; S5= 0,90%). Em relacdo ao Dominio Archaea
foram identificadas metanogénicas pertencentes ao filo Halobacterota (S4= 28,7%; S5=
28,04%). Além disso, com menor abundancia relativa (<1,0%) foram identificadas bactérias
pertencentes aos filos, Cloacimonetes, Thermotogae e Spirochaetota.

As estruturas taxondmicas em ambas as amostras dos reatores S4 e S5 foram bastante

diferentes em relacdo ao in6culo proveniente do reator UASB (aplicado no tratamento de
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agua residuéria de abatedouro de aves) e caracterizado por GRANATTO et al. (2019). No
inoculo os filos mais abundantes foram Bacteroidota (~45%), Proteobacteria (~20%),
Synergistota (~19%), Firmicutes (~9%) e Cloroflexi (~5%). Actinobacteriota,
Spirochaetota e Acidobacteriota também foram identificados em menor abundancia relativa
(<3%). Ademais, as familias mais abundantes foram Bacteroidaceae, Synergistaceae,
Syntrophaceae e Clostridiaceae, todas diferentes daquelas identificadas em S4 e S5. Dessa
forma, pode-se inferir que 0 NFEO provocou mudanca nas populagdes microbianas.

As bactérias pertencentes aos filos Bacteroidota, Firmicutes, Proteobacteria e
Chloroflexi sdo todas fermentativas (DUAN et al., 2018). Bacteroidota ¢ um filo
metabolicamente heterogéneo que inclui espécies com ampla gama de habilidades, como
hidrolise de polissacarideos e proteinas, fermentagdo de aclcares e producdo de AOV
(HAHNKE et al., 2016). Os filos Bacteroidota, Firmicutes e Proteobacteria tém sido
identificados como os principais grupos microbianos degradadores de NF em sedimentos de
rios, bem como em lodo de reatores anaerdbios usados para a remogdo de surfactantes como
4-NF e LAS (ANDRADE et al., 2017a; CENTURION et al., 2018; DORNELLES et al.,
2020a).

Entre os grupos observados com baixa abundancia relativa, os Cloacimonetes
degradam proteinas, celulose e lipidios, sendo também capazes de realizar oxidacao de acido
propidnico (Bl et al., 2020). De acordo com POLLO et al. (2015), Thermotogae séo
anaerdbios e organotréficos, capazes de crescer em ampla faixa de temperatura e substratos
complexos, tém sido observados em ecossistemas com altas e baixas temperaturas (por
exemplo, fontes hidrotermais, reservatorios de petroleo e sedimentos de rios).
Representantes pertencentes a Spirochaetota fermentam proteinas e carboidratos,
principalmente em acido acético e realizam a oxidag&o sintréfica desse &cido organico (SAO
— syntrophic acetate oxidation) (RAJENDRAN et al., 2020).

Os géneros identificados em maior abundancia relativa foram Macellibacteroides
(S4= 18,92%; S5= 12,69%), Petrimonas (S4= 4,48%; S5= 4,10%), Proteiniphilum (S4=
4,28%; S5= 6,14%), Sulfurovum (S4= 3,54%; S5= 2,00%), Syntrophomonas (S4= 3,16%;
S5= 2,36%), Gallicola (S4= 2,97%; S5= 1,19%), Clostridium (S4= 1,81%; S5= 1,62%) e
Desulfovibrio (S4= 1,69%; S5= 0,72%) conforme ilustrado na Figura 5.8.
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Figura 5.8 — Diagrama de circo resumindo os géneros do Dominio Bacteria e Archaea identificados
com maior abundancia relativa (>1,0%) em S4 e S5
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Fonte: Autoria propria.

O género mais abundante em ambas as amostras (S4 e S5) foi Macellibacteroides
(filo Bacteroidota, familia Tannerellaceae), € um grupo de bactérias hidroliticas, com
capacidade de metabolizar proteinas em polipeptideos e aminoacidos (XU et al., 2019).
Assim, sua maior abundancia relativa foi observada em S4 (18,92%), quando comparada a
S5 (12,69%). Tal possibilidade foi relacionada a maior concentragdo de ELV em S4 (400 mg
L) comparado ao S5 (200 mg L™), uma vez que o ELV é fonte bem conhecida de

polipeptideos e aminoacidos (LIU et al., 2015).
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A familia Anaerolineaceae, representada nas amostras analisadas, principalmente
pelo género Longilinea (S4= 1,51%; S5= 1,27%), € uma bactéria fermentativa que foi
identificada em consorcios microbianos de degradacdo de LAS em proporgdes semelhantes
as observadas neste estudo (DELFORNO et al., 2014). Além disso, essas bactérias estdo
potencialmente associadas a degradacdo de altas concentracdes de fenol e hidrocarbonetos
aromaticos (WU et al., 2020). De acordo com ABU LABAN et al. (2015), tais bactérias
realizam a fermentacdo de metabdlitos intermediarios de iso-alcanos, como microrganismos
acetogénicos e microrganismos sintroficos oxidantes de acido acético.

Dois principais géneros identificados em maior proporcéo tanto em S4 quanto em S5
foram Petrimonas (4,48 - 4,10%) e Proteiniphilum (4,28 - 6,14%), que juntamente com
Dysgonomonas (0,06 - 0,03%) pertencem a familia Dysgonomonadaceae. Essas bactérias
assimilam substratos proteicos complexos (por exemplo, extrato de levedura e peptona) e
fermentam ampla gama de mono- e dissacarideos (MAUS et al., 2020). Petrimonas € um
microrganismo estritamente anaerobio, que fermenta carboidratos em acido acético, H, e
CO, (PASTER, 2010). Este género foi identificado em maior abundancia relativa (14%) em
EGSB usado para remocdo de LAS, alimentado com substrato sintético (DELFORNO et al.,
2016). Em menor abundancia (2,5%), Petrimonas também foi identificado em lodo de
RALF em escala ampliada alimentado com &guas residuéria de lavanderia visando a
remocdo de LAS (MOTTERAN et al., 2018). Além disso, de acordo com PASTER (2010),
0 ELV e o fumarato estimulam seu crescimento. I1sso pode explicar sua abundancia neste
estudo, sendo que ambos os substratos (ELV e FS) foram utilizados neste estudo, o que pode
ter favorecido sua abundancia relativa.

Em relacdo a familia Helicobacteraceae (2 - 3%), o Unico género identificado foi
Wolinella (S4= 0,74%; S5= 4,69%). Ha apenas uma espécie neste género, a Wolinella
succinogenes ndo fermentativa, metabolicamente versatil, sendo capaz de crescer por
respiragdo de sulfito (produzindo sulfeto) em condi¢cGes microaerébias ou anaerobias
(KERN et al., 2011). Além disso, Wolinella succinogenes pode crescer usando fumarato,
nitrato e nitrito como aceptores de elétrons. Fumarato e esgoto doméstico (que contém
nitrato e nitrito) foram utilizados como substratos neste estudo, provavelmente, favorecendo
tais bactérias, principalmente no ensaio com S5, no qual foram adicionados 500 mg L™ de
fumarato, contra apenas 200 mg L™ no S4.

Apesar de menor abundancia relativa (<0,4%) em S4 ¢ S5, varios géneros foram
identificados pertencentes a familia Synergistaceae, como Aminivibrio, Lactivibrio,

Aminimonas, Fretibacterium, Thermovirga e Pyramidobacter. Esses microrganismos Sao
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capazes de realizar a via SAO através do sistema de clivagem da glicina e via
tetrahidrofolato (ZHU et al., 2019). Bactérias pertencentes a Synergistaceae foram
identificadas em consércios anaerobios de degradacdo de LAS (DELFORNO et al., 2012;
DELFORNO et al.,, 2014). Membros desta familia também s8o conhecidos como
degradadores anaerdbios de aminoécidos e tém sido identificados em alta abundancia
(~20%) em consorcio microbiano de UASB usado no tratamento de aguas residuarias
salinas contaminadas com fendis (100 - 1000 mg L) (WANG et al., 2017).

Em relacdo ao dominio Archaea foi representada principalmente pela metanogénica
acetoclastica, Methanosaeta (Methanosaetaceae) (S4= 22,62%; S5= 22,61%), enquanto o
segundo género mais abundante foi Methanoregula (Methanoregulaceae) (S4= 4,33%; Sb=
4,38%). Methanorregula, assim como Methanosaeta, tem sido identificadas como as
metanogénicas predominantes em consércios microbianos de EGSB alimentados com &guas
residuais de lavanderia em codigestdo com esgoto doméstico para remocdo de LAS
(CENTURION et al., 2018). Esses géneros também tem sido predominantes em sistemas
contendo diferentes substratos iso-alcanos sob condi¢es anaerébias (ABU LABAN et al.,
2015). Além disso, o género Methanoregula € bem conhecido como metanogénica
hidrogenotréfica, e pode reduzir CO, a CH, com H, como o principal doador de elétrons,
bem como formiato (GUO et al., 2015), além de mineralizar fenol como Unica fonte de
carbono para CO, e CH, (CHEN et al., 2008).

Outros géneros de Archaea foram identificados em menor abundancia relativa
(<1,5%), como Methanolinea (Methanoregulaceae), Methanobacterium
(Methanobacteriaceae),  Candidatus  Methanofastidiosum  (Methanofastidiosaceae),
Methanomassiliicoccus (Methanomassiliicoccaceae) e Methanospirillum
(Methanospiraceae) entre outros (<0,3%). Vale ressaltar que tanto os géneros do Dominio
Bacteria, quanto Archaea identificados em menor abundancia relativa pode estar relacionada
a eficiéncia dos reatores e também dos subprodutos obtidos, ndo sé pelo estabelecimento de
relacdes sintroficas, mas pelas interacGes célula-célula e a troca de metabolitos que ocorre
em culturas microbianas mistas com capacidades metabdlicas mais amplas do que as
culturas individuais (BENOMAR et al., 2015). Metanomassiliicoccus, por exemplo, pode
reduzir compostos metilados e produzir metano (MElI et al., 2020).

Vale ressaltar que a enzima re-cs (Recitrato Sintase — Re-Citrate Synthase) é
inativada na presenca de O,, sendo encontrada em varios microrganismos anaerébios, como
Clostridium e Desulfovibrio (LI et al., 2007). No entanto, neste estudo, no ensaio com maior
concentracdo de FS (S5- 500 mg L™) foi observada menor abundancia relativa para ambos



96

0S géneros mencionados anteriormente (1,62 e 0,72%, respectivamente), em relacédo ao
ensaio S4 (com 200 mgFS L), em que Clostridium e Desulfovibrio foram identificados em
maior abundancia (1,81% e 1,69%, respectivamente), o que poderia indicar inibicdo do
cossubstrato para estes géneros em maior concentracdo de fumarato.

Em relacdo a adicdo de NFEO, seus grupos —OH podem ser removidos pela agdo da
enzima alcool desidrogenase (adh), além da alcan-1-ol desidrogenase (peg-dh), uma
oxidorredutase que atua principalmente sobre o C3-C16 cadeia-linear de alcoois saturados
primarios, e também em C4-C7 de aldeidos e em surfactantes ndo-iénicos. E importante
ressaltar que a Gltima enzima listada anteriormente j& foi descrita como relacionada a
degradacédo do nonilfenol, como nonilfenol desidrogenase da cadeia etoxi -EO (NFEO-DH)
(LIU et al., 2013). Os aldeidos gerados nesta etapa podem ser utilizados como substrato para
a enzima acetaldeido desidrogenase (acetilante) (dmpfg), sendo entdo convertidos em etanol
ou utilizados com a Coenzima A (CoA), reduzindo o NAD" a NADH, H" e Acetil-CoA, que
é um composto chave na acidogénese. Por outro lado, sabe-se que a recalcitrancia do
nonilfenol pode aumentar com a diminui¢do do ndmero de grupos etoxilados (BERGE et al.,
2012; NOORIMOTLAGH et al.,, 2018), resultando em metabdlitos mais tdxicos,
persistentes e bioacumulativos, como 0 4-NF e nonilfenol monoetoxilado (NF1EO), o que
pode explicar a menor diversidade microbiana no ensaio S4 (NFEO= 5,0 mg L™) em
comparago ao ensaio S5 (NFEO= 2,50 mg L™) (Chaol= 910,48 e 986,37, respectivamente),
além de menor producdo de CH,; (134,45 e 336,04 NmMLCH, g'lDQO,emovida,
respectivamente).

Durante as vias da glicolise e do piruvato, tanto o acetaldeido (Equacdo 13) quanto a
Acetil-CoA (Equacdo 14) podem ser convertidos em acetato, por meio de enzimas como
acetato-CoA ligase (acss2) e aldeido desidrogenase no ultimo caso. O acetato pode ser usado
como substrato para a producdo de CH4 na via acetoclastica (Equacdo 15), enquanto H; e
CO,, da mesma forma, podem ser usados como substrato na metanogénese hidrogenotréfica
(Equacéo 16) (NESHAT et al., 2017).

Acetaldeido + NAD™ + H,0 - Carboxilado + NADH + H* (13)

AcetilCoA + H,0 - Coenzima A + Acetato (14)
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CH;COOH - CH, + CO, (15)

4H, + CO, - CH, + 2H,0, (16)

Varios genes relacionados a metanogénese acetoclastica e hidrogenotréfica foram
inferidos, como a acetil-CoA sintetase (acs), acetato-CoA ligase (acss2), acetil-CoA
hidrolase (achlp), entre outros relacionados & metanogénese acetocléstica, além da
metaniltetrahidrometanopterina ciclo-hidrolase ( n5), formilmetanofurano desidrogenase
(pf02663) e tetrahidrometanopterina S-metiltransferase (h4mpt) relacionada a metanogénese
hidrogenotrofica (ZINDER e BRAUER, 2015) (Figura 5.9). Methanosaeta, e Metanorregula
foram as arqueias acetoclastica e hidrogenotrofica, identificadas em maior abundancia

relativa em S4 e S5 respectivamente.
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Figura 5.9 — Possiveis vias metabdlicas envolvidas nas condigdes otimizadas de remogdo de NFEO,
com foco na producdo de CH,
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Nota: adh= 4lcool desidrogenase; peg-dh= npolietilenoglicol desidrogenase; dmpfg=
acetaldeido desidrogenase; aldh2= aldeido desidrogenase; acss2= acetato-CoA ligase;
achlp= acetil-CoA hidrolase; pta-1= fosfato acetiltransferase; ack= acetato quinase; acsch=
CO-acetil-CoA sintase de metilacdo; pdh= piruvato desidrogenase; h4mpt=
tetrahidrometanopterina  S-metiltransferase; mcr= coenzima-B sulfoetiltiotransferase;
hdralblcl= ferredoxina: heterodissulfeto redutase CoB-CoM; n5=
metaniltetrahidrometanopterina ciclo-hidrolase; co-dh= monoxido de carbono desidrogenase
anaerobico; pf02663= formilmetanofurano desidrogenase; LDH= L-lactato desidrogenase;
FRD= fumarato redutase; pyc= piruvato carboxilase.

5.2 Operacdo do reator de leito granular expandido

5.2.1 Caracterizagdo da agua residuaria de lavanderia e esgoto doméstico

Analise comparativa da caracterizacdo convencional da ARLC e esgoto doméstico
do presente estudo em relacdo a outros valores obtidos na literatura € fornecida na Tabela
5.9, Em relacdo a matéria organica da ARLC foram observados para a DQO soltuvel e DQO
total 584,0 mg L™ e 655 + 347 mg L, respectivamente. Em estudos anteriores foram
reportados valores maiores para DQO sollivel, entre 665 + 276 — 1.471 + 917 mg L™; assim
como para DQO total, entre 713 + 252 — 1.710 + 968 mg L™ (Tabela 5.9).

Destaca-se que para algumas aguas residuarias de lavanderia é observado menor teor
de matéria organica, entre 423 e 450 mgDQO L™* (AL-GHEETHI et al., 2017) e sdo mais
alcalinas (280 mgDQO L™, pH 9,6), conforme observado por SOSTAR-TURK et al. (2005).
Além disso, neste estudo foram observados valores médios de pH proximos a neutralidade
(6,89 + 0,41) e baixa alcalinidade (28,61 + 7,25 mgCaCO; L™ de alcalinidade total) (Tabela
5.9). BRAGA e VARESCHE (2014) mencionaram que a ARLC foi ligeiramente &cida.
Entretanto, em outros estudos (Tabela 5.9) foram observados valores maiores para pH (> 8),
bem como para a alcalinidade (entre 200 e 500 mgCaCO; L™ de alcalinidade total)
(MOTTERAN et al., 2019; MOURA et al., 2019; MACEDO et al., 2020). Neste estudo,
constatou-se que os valores dos parametros analisados estdo na faixa tipicamente observada
da composicao de efluentes de lavanderia.

Em relagdo ao LAS foram observados para ARLC valores maiores (202,84 + 130,77
mg L™) em relagdo aos estudos anteriores, cujos valores foram de 66 + 56 a 164 + 248 mg L~
! (Tabela 5.9). Além disso, foi observado também 27,39 + 42,62 mg L™ de NFEO na ARL.
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Tabela 5.9 — Caracterizagdo fisico-quimica da &gua residuaria de lavanderia comercial e esgoto doméstico

Agua residuaria de lavanderia comercial Esgoto doméstico E-san
Parametro 1 2 3 4 Este estudo 5 Este estudo 6

pH 5609  89(13) 83(14)  86(16) 6,9(0,4) 6,3(0,1) 6,9(0,2) 7,2(0,1)
Alcalinidade Total* 259(20,2)  227(47) 212(170) 431(174)  28,6(7,3) 190(33) 189(18) 216(22)
Alcalinidade Parcial* - 190(38)  156(133) 353(157) 14,3(3,5) 119(25) 103(20) 133(19)
Alcalinidade Intermediaria* - - 56(41) - 14(4,8) - 86(8,5)

DQO soltvel (mg L) 1471(917)  745(152) 692(456) 665(276)  584(328) 317(132) 213(53)

DQO Total (mg L) 1710(968) - 713(252) 821(337)  655(347) - 570(139) 653(169)
NFEO (mg L") - - - - 27(43) - -

LAS (mg L) 164(248)  95(53) 66(56)  134(52) 203(131) 5(3) - 6,2(3,2)

* Alcalinidade (mgCaCOs L™); E-san: esgoto sanitario; DQO: demanda quimica de oxigénio; NFEO nonilfenol etoxilado; LAS linear alkylbenzene
sulfonate; (-) ndo reportado; desvio padrdo em parénteses.

1: BRAGA e VARESCHE (2014); 2: MOURA et al. (2019); 3: MOTTERAN et al. (2019); 4: MACEDO et al. (2020); 5: MOURA et al. (2019); 6:
GRANATTO et al. (2019).

Fonte: Autoria propria.
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Por outro lado, para o esgoto doméstico usado neste estudo, foram observados
valores menores no contetido de matéria organica (212,89 + 53,43 mg L™ e 570,07 + 139,34
mg L™ para DQO soltvel e DQO total, respectivamente) e valores de pH (6,93 + 0,21) e
alcalinidade (total= 189,46 + 18,01 mgCaCOs L™; parcial= 103,16 + 19,88 mgCaCO; L e
intermediéaria= 86,30 + 8,48, mgCaCO3 L) similares aos reportados por MOURA et al.
(2019). Em outro estudo conduzido por BENVENUTI et al. (2018), o esgoto doméstico
apresentou pH entre 6,7 - 8,8 e contelido de matéria organica de 487 + 138 mg L™ (DQO
total). Assim, a composi¢cdo quimica do esgoto doméstico usado neste estudo é consistente
com os valores tipicamente observados nesse tipo de aguas residudrias. De acordo com
GRANATTO et al. (2019), o esgoto sanitario apresenta valores semelhantes de pH (7,2 +
0,1) e alcalinidade (total= 216 + 22 mgCaCO; L; parcial= 133 + 19 mgCaCOs; L) porém
maior teor de matéria organica (653 + 169 mg L™ de DQO total). DAI et al. (2011) também
verificaram valores de pH (7,6) pertos da neutralidade juntamente com menor alcalinidade
(236,1 mgCaCO; L™) e menor carga organica (231 mg L™ de DQO solGvel) em esgoto
sanitario.

Comparando-se os resultados dos estudos supracitados, pode-se concluir que o0s
parametros fisico-quimicos de efluentes de lavanderia variam continuamente em fungéo das
principais atividades econdmicas, estagdes sazonais e costumes da localidade (e.g. tipos de
industrias, clima e tipos de roupas). No entanto, 0s compostos detergentes sdo 0s
constituintes principais. J& o0 esgoto doméstico apresenta menor flutuacdo em sua

composicao.
5.2.2 Remocédo de matéria organica

Remocdo de matéria organica foi obtida ao longo do periodo de operacdo (Tabela
5.10), sendo que o valor minimo observado foi de 90 + 5%, para 573,8 + 130 mgDQO L™
(61,6 + 17,8 mg DQO gSV™* d™*) na fase V (Figura 5.10 e Figura 5.11) . Mesmo na fase I,
sob a condicdo de maior estresse imposta ao sistema, a eficiéncia observada foi satisfatoria
(93 + 4%) para DQO afluente de 475,8 + 57,4 mg L™ (51,8 + 6,4 mg DQO gSV™* d™), nesta
fase foi aplicada a maior carga organica especifica de NFEO (10 £ 3 mg gVS™ d') em
substrato sintético.

Ao longo da operacdo, foram observados valores de carga organica especifica
afluente na faixa de 34,2 a 62,7 mgDQO gSTV™ d* (51,8 + 6,4 mgDQO gSTV™* d?) e
remocdo de 97+2% e 90+5%, respectivamente. CENTURION et al. (2018) observaram
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menor eficiéncia de remocao (61 + 24,6%) para 37 + 21 mgDQO gSTV™ d™* para a mesma
configuracdo reacional, referente a remocdo de LAS de agua residuaria de lavanderia
comercial em codigestdo com esgoto domeéstico. Da mesma forma, GRANATTO et al.
(2019) observaram remocéao de 77 + 28% para 50 + 15 mgDQO gSTV™ d*, em reator EGSB
alimentado com esgoto sanitario. Em ambas as investigacdes citadas anteriormente, a carga
de LAS aplicada (<3,0 mg gSV* d*) foi menor & obtida neste estudo.

Apos a adicdo de NFEO (fase Il) ndo houve diminuicéo significativa da eficiéncia de
remogdo da carga organica especifica (97 + 2% para 48,5 + 6,6 mg gSV* d?) em
comparacdo com a fase | (sem NFEQ). Esses resultados séo coerentes com 0s observados
em estudos anteriores. Por exemplo, DELFORNO et al. (2012) observaram eficiéncia de
remocao na faixa de 96,3 + 3,4% a 97,6 + 2,9% na presenca de surfactante LAS (1,38 + 0,54
mg gSTV ' d™ — 2,61 + 0,54 mg gSV™* d*) em reator EGSB alimentado com meio mineral.
Os autores constataram que a adicdo de surfactante ndo afetou a remocdo de matéria
organica, o que também foi observado por varios outros pesquisadores (MACEDO et al.,
2015; MACEDO et al., 2017; ANDRADE et al., 2017a; DORNELLES et al., 2020a) que
avaliaram a remocdo de surfactante anidnico e ndo idnico em diferentes condicbes
operacionais em reator anaerobio de leito fluidizado (RALF).

Além disso, a adicdo da &gua residuaria de lavanderia ao substrato de alimentacéo
(fase 1V) ndo causou impacto significativo na remocdo da matéria organica (94 + 5% para
433 + 95 mgDQO L™). Entretanto, observou-se diminuicéo significativa da eficiéncia de
remogdo (90 + 5% para 574 + 130 mgDQO L™* — a maior carga organica aplicada no
sistema) apoés a adi¢do do esgoto doméstico na alimentacdo do EGSB.

Ao longo das fases de operacdo, foram observados valores de alcalinidade total,
parcial e intermediaria efluente superiores ao afluente (Tabela 5.10), evidenciando boa
capacidade tampdo no meio reacional, o que contribuiu para manter a estabilidade do
processo. Bicarbonato de sodio foi adicionado como parte do substrato sintético de
alimentacéo, entretanto, a quantidade adicionada foi gradualmente reduzida de 400 mg L™
na fase de adaptacdo para 200 mg L™ na fase V. Em funcdo dos valores de alcalinidade
intermediéria afluente ( 121,9 + 20,92 mg CaCO; L™) e efluente (98,4 + 14,35) na fase V
pode-se inferir que tal quantidade poderia ser reduzida ainda mais sem comprometer a
estabilidade do processo. Além disso, foram observados valores médios de pH entre 7,1 +
0,21 e 7,8 £ 0,10 que estdo na faixa 6tima para o processo de digestdo anaerdbia, uma vez
que a maioria dos microrganismos se desenvolvem melhor em pH neutro ou ligeiramente

alcalino.
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Fase | (adaptacéo) 1 11 1V \Y
Tempo (d) 157 88 148 156 88

TDH (h) 41+5 40+11 40+14 40+£3 41+4
Ve (mh™) 7 7 7 7 7

COV (kgm=d™) 0,27 £ 0,03 0,27 £ 0,04 0,29 £ 0,04 0,26 £ 0,05 0,34 +£0,10
pH Afluente 7,6 £0,15 7,7+0,05 7,6+0,14 7,6 +0,13 71+0,21
pH Efluente 7,7+0,28 7,8 £0,05 7,7+0,13 7,6 +0,21 7,8 +0,07
Al/AP 0,3+0,03 0,3+0,03 0,3+0,03 0,3+0,03 0,3 +0,04
Alcalinidade Afluente (mgCaCOs L)

Total 203,0+ 16,4 197,2+34 177,1+£250 1799+142 331,7+34,53
Parcial 151,2+124 150,0+5,1 129,7+191 130,2+115 209,8+28,94
Intermediéria 51,7+6,9 47,2+5,3 47,4 +8,9 49,7+4.4 121,9 + 20,92
Alcalinidade Efluente (mgCaCOs L)

Total 270,7+235 2414+170 2431+331 262,2+145 460,6+ 36,70
Parcial 241,2+181 191,4+138 189,0+26,8 201,4+11,2 362,2+30,74
Intermediaria 56,4+ 7,8 50,0+5,4 541+77 60,8 +5,9 98,4 + 14,35
DQO Afluente (mg L) 4639+31,0 486,2+27,3 4758+574 433,1+952 573,8+130
DQO Efluente (mg L™) 12,8 £9,9 16,7+ 8,4 30,7+ 18,2 242 +£18,1 52,3+ 28
COE (mg gVS'd™") 34,1+39 48,5+ 6,6 51,8+6,4 47,2+ 11,6 61,6 +17,8
Remocéo (%) 97 +2 97 +2 93+4 94+5 905
HAc Afluente (mg L) nd Nd nd 12,7 + 38 31,6 + 34,6
Acetona Afluente (mg L™) nd 1,76 +162 138+156 0,40+1,05 1,12+ 1,52
Metanol Afluente (mg L) nd 0,79+ 1,28 nd 0,33+ 1,27 2,02 + 3,59
Acetona Efluente (mg L) nd nd 1,02+145 1,31+1,49 1,67 +1,56
Metanol Efluente (mg L) nd nd nd nd 1,67 +2,09
NFEO Afluente (mg L) na 35+10 7,6+21 40+11 3,7+1,28
NFEO Efluente (mg L™) na 0,6 £0,3 29110 19+0,6 1,7+0,48
COE-NFEO (mg gVS'd™") 42+14 98+29 48+18 47+19
Remoc&o (%) 82+9 60 £ 18 48 + 19 49 +18
COE-LAS (mg gVS'd™") na na na 6,524 14,0 + 4,42
Remoc&o (%) 26 £ 16 50 £ 16
*Rendimento tedrico de CH,  0,34+0,002 0,34+0,003 0,34+0,004 0,34+0,004 0,34+0,001
*Rendimento real de CH, 0,35+0,04 0,18+0,13 0,03+0,02 13 £ 0,07 0,30+0,14

TDH: tempo de detencdo hidraulica; V. velocidade ascensional; COV: carga orgénica volumétrica; Al/AP:
relacdo alcalinidade intermediaria/alcalinidade parcial; DQO: demanda quimica de oxigénio; COE: carga
organica especifica; HAc: &cido acético; NFEO: nonilfenol etoxilado; LAS: linear alkylbenzene sulfonate; nd:

nao detectado; na: ndo adicionado; *LCH, g'lDQO,emo\,ida.

Fonte: Autoria propria.
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Figura 5.10 — Variagdo temporal da matéria organica afluente, efluente e eficiéncia de remogao na

fase | (sem NFEOQ), e fases Il, 11, IV e V (com NFEO)
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A concentracdo de AOV ndo foi significativa, apenas acido acético foi observado no
afluente em concentracdo inferior ao limite de deteccdo (1 mg L™) nas trés primeiras fases
de operagéo até 108,10 mg L™ na fase IV e 141,5 mg L™ na fase V. Além disso, acetona foi
observada em concentragdo inferior a 4 mg L™ em todas as fases apds a adi¢do de NFEO.
Valor préximo também foi observado para metanol nas fases Il, IV e V (<6 mg L™). No
efluente, acetona e metanol foram observados em concentragfes ainda menores. As
concentracdes de acetona nas fases 111, IV e V foram menores que 3,20 mg L™ e metanol
(1,70 mg L") foi observado apenas na Gltima fase da operac#o.

Acido acético, bem como &lcoois e cetonas sdo frequentemente observados em altas
concentragdes na ARLC e esgoto doméstico, portanto, sua presenca no meio é esperada. E
importante mencionar que valores como 0s observados neste estudo ndo causam distdrbios
no processo e nem inibicdo da atividade microbiana conforme verificado por outros autores
(DELFORNO et al., 2012; ZUPANCIC et al., 2012). Ainda existem casos em que mesmo
para maiores concentracdes de AOV ndo ocorre desequilibrio devido a boa capacidade
tampdo do sistema. Por exemplo, FRANKE-WHITTLE et al. (2014) reportaram boa
estabilidade em uma planta de digestdo anaerdbia escala real, tendo concentra¢cdes muito
maiores de AOV (até 8.741 mg L™ de 4cido propionico). No presente estudo foram mantidos

pH estavel e capacidade tampéo suficiente, evitando, assim, o acimulo de AOV no sistema.
5.2.3 Remocéao de Nonilfenol etoxilado

A remocdo de NFEO por meio de processos biologicos tem sido avaliada
anteriormente, no entanto, até aonde sabe-se, este é o primeiro estudo envolvendo EGSB. A
maior eficiéncia de remocdo de NFEO foi observada durante a fase Il, sendo de 82 + 9%
para 3,5 + 1,0 mg L™ de NFEO afluente (Tabela 5.10), equivalente a carga especifica de
NFEO de 4,2 + 1.4 mg gSTV™' d? (Figura 5.12 e Figura 5.13). Esta porcentagem de
remocdo de NFEO € alta em comparagdo com as obtidas em pesquisas anteriores. Por
exemplo, LU et al. (2008) obtiveram eficiéncia de remogdo de 70% para 100 mg L™ de
NFEO (lgepal CO-630) via digestdo anaerébia em experimentos em batelada. DORNELLES
et al. (2020a) obtiveram remocdo de até 78% para 4-NF em 20L-RALF alimentado com
substrato sintético similar ao deste estudo, porém com menor concentragdo deste surfactante
(0,38 mg L™). GOEL et al. (2003) observaram remocdo inferior (30 - 50%) para
concentracdo similar de NF10EO (5 mg L™) em reator anaerébio em escala de bancada

alimentado com substrato sintético. Por outro lado, MURDOCH et al. (2018) obtiveram
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remocéo de aproximadamente 90% para 3 mgNF2EO L™ em digestores anaerébios escala

bancada, o que esta em concordancia com o resultado obtido neste estudo para reator EGSB.

Figura 5.12 — Variagéo temporal de NFEO, afluente, efluente e eficiéncia de remocéo

- | 11 v \% )
~°
’0 s ¢ * L
12 A >o » d
000. R vee + ‘e |
tT e N L Y 4 .’0 ¢
10 - MECRC RS TN o .o o .
o e et e At . « * * . o
) * LIRS g .
O . S,et N . . * e
s 8 $ LR AR ¢ *
£ e ‘g MEAEE - . M
- * > L * L4 B
= 6 - oo o “'o’ 0” 00‘ " MER |
E * * o * ot ? o* LIRS . o
4 * - s ¢ * e » e,
4 » %, - :0’ :”0.*\0‘:’:0 oot
A X 2 LIPRC W AR IS o RS Q¥ Ve e A
» * e * 0’ g Q' ‘.‘Q Ne 0"0» .”‘ 0’0
LRI SN A A EACAME - X o 0 of
2 {7 LAY i . MR LI RN
. . 4 LY 0 X RN
* * P . Moo ¥
N ? PR 4
*
0 #‘ T T T T T T T T T T T T T
157 185 213 250 278 308 339 374 423 469 500 528 560 591 621

Fonte: Autoria prépria.

+ Afluente

Tempo (dias)
+ Efluente

+ Remocdo

100
90
80
70

- 60

50
40
30
20
10
0

Figura 5.13 — Carga especifica de NFEO ao longo das fases operacionais do EGSB
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Na fase Ill, observou-se diminuicdo significativa da eficiéncia de remocdo (60 *
18%) quando a carga especifica de NFEO foi aumentada para 9,8 + 2,9 mg gSTV™ d™.
Consequentemente, a estratégia foi reduzir a carga em 50% para as fases seguintes, dessa
forma, as cargas de NFEO aplicadas foram de 4,8 + 1,8 mggSV'd'e 4,7 +19mggSV*d
! nas fases IV e V, respectivamente. N&o houve diferenca significativa na eficiéncia de
remocdo de NFEO entre as fases IV (48 £ 19%) e V (49 + 18%). A adicdo de esgoto
doméstico na ultima etapa ndo afetou a eficiéncia de remocdo do NFEO, provavelmente
devido a adaptacdo da biomassa ao composto. Este resultado estd em concordancia aos
valores de remoc&o (<53% para menor concentracdo de NFEO — 2,0 pg L™) obtidos por
GAO et al. (2014), que avaliaram a degradacdo anaerébia de NFEO em ETE escala real.
PATERAKIS et al. (2012) também observaram resultados similares (66%) na remocéo de
NFEO de lodo contaminado (1,5 pug kg™ peso seco) em reatores anaerébios em escala de
bancada. Neste estudo, a composicdo do substrato sintético provavelmente favoreceu a
manutencdo e a atividade metabolica da comunidade microbiana, contribuindo para a
obtencdo de eficiéncia de remocédo de NFEO de até 82 + 9%.

Particularmente, o extrato de levedura é frequentemente utilizado no tratamento
bioldgico de aguas residuarias contendo compostos toxicos, por ser uma fonte rica em
vitaminas, nutrientes e aminoécidos, o que favorece algumas popula¢fes microbianas.
Outros autores (MACEDO et al., 2015; BRAGA et al., 2015a) também observaram bons
resultados usando extrato de levedura como cossubstrato em reatores anaerobios
alimentados com A&gua residuaria com LAS. Esse fato também foi observado por
MOTTERAN et al. (2014a), que estudaram a degradacdo de LAE em RALF em escala de
bancada. Além do extrato de levedura, no presente estudo, também utilizaram etanol como
fonte de carbono no substrato sintético que, de acordo com varias pesquisas (MACEDO et
al., 2015; MOTTERAN et al., 2018; DORNELLES et al., 2020a), pode melhorar a
degradacéo de alguns surfactantes (por exemplo, LAS e 4-NF).

Além disso, a degradagdo do LAS foi monitorada nas fases IV e V (que incluem
ARLC como fonte de surfactante). A remocao maxima e minima de LAS foram observadas
na fase V (50 + 16% para 14 + 4,42 mgLAS gSTV™* d™) e na fase IV (26 + 16% para 6,5 +
2,4 mgLAS gSTV™? d?), respectivamente. Em estudo similar, MOURA et al. (2019)
obtiveram eficiéncia de remocao inferior (32 + 17%) para 12,9 + 4,5 mgLAS STV d* em
reator EGSB escala aumentada, sob condi¢des operacionais semelhantes (alimentado com
ARLC em codigestdo com esgoto doméstico; TDH 41 + 2; Ve 4 M h: temperatura

ambiente).
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Em outros estudos sobre o tratamento bioldgico de surfactantes envolvendo a
tecnologia EGSB foram observados valores similares. DELFORNO et al. (2014) obtiveram
eficiéncia de remocéo de 63,5 £+ 10,3% para carga especifica de LAS inferior (1,2 + 0,2 mg
gSTV! d!) em reator EGSB em escala de bancada, alimentado com meio mineral e operado
em TDH 38 h, V.. 4 m h™ e condicBes meséfilas. FARIA et al. (2017) obtiveram eficiéncia
de remocdo de 55,3 + 18,4% para 3,5 + 0,7 mg STV™ d* de LAS em EGSB escala de
bancada (operado em TDH 38 h; V. 4 m h™; condigdo mesofilica) alimentado com ARLC
em codigestdo com esgoto doméstico. Neste estudo, reduzida remoc¢do de LAS foi observada
na fase IV, provavelmente devido a complexidade da ARLC, contendo diversos compostos
organicos xenobi6ticos (XOC), em TDH 40 + 3 h, V. de 7 m h™ em condicdo mesofilica.
Deve-se destacar que BRAGA e VARESCHE (2014) identificaram trinta e trés XOC
diferentes incluindo solventes, fragrancias, constituintes de produtos de limpeza,
conservantes, repelentes de insetos, antioxidantes entre outros. MOTTERAN et al. (2019)
também constataram diversos compostos organicos contendo de 6 a 36 cadeias de carbono,
alguns deles em alta abundancia (por exemplo, hexadecanol, dodecanol e nonadecanol). Da
mesma forma, em caracterizacdo conduzida por MOURA et al. (2019) observou-se alta
abundancia de XOC (por exemplo, acido hexadecanoico, &cido palmitoléico, acido
tetradecandico, butil benzenossulfonamida, esqualeno, etil hexil ftalato, etc.). Além destes
contaminantes, na alimentagdo do EGSB do presente estudo foi incluido o NFEO, em
concentracOes crescentes contribuindo para a complexidade da remocdo e degradacdo nas

condigdes impostas de operacao.

5.2.4 Producédo de metano e composi¢ao do biogas

A producdo e composicdo (CO, e CH,) do biogas foram monitoradas ao longo da
duracdo desta investigacdo. Em relagcdo a producdo volumétrica de metano, foi observado
entre 0,5+ 0,3 e 53+ 0,7 L CH, d* (Figura 5.14 e Tabela 5.10), enquanto o contetido de
metano permaneceu acima de 90%.

O rendimento tedrico de metano para todo o periodo de operacdo foi de 0,34 + 0,004
LCH4 g'DQOremovica- Entretanto, o rendimento médio real de metano observado foi entre
0,03 + 0,02 LCH; g'DQOremovica (fase 111) e 0,35 + 0,03 LCH; g'DQOemovica (fase 1)
conforme apresentado na Tabela 5.10. Diminuigéo significativa do rendimento de metano
foi observada entre a fase | em relacdo as fases I, 111 e IV. O valor real obtido durante a fase

| foi coerente com o valor teodrico (Tabela 5.10). Portanto, pode-se inferir que existiram
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condigdes favoraveis para o crescimento e metabolismo do consorcio microbiano e,
consequentemente, um processo de digestdo anaerdbia equilibrado. Nas fases seguintes,
observou-se diminuicdo abrupta até atingir reducdo de 91% (fase IIl), evidenciando
toxicidade de NFEO para a comunidade metanogénica, principalmente quando a carga
especifica de NFEO foi maior que 5 mg gSTV™* d™. Nesse periodo, observou-se remogao de
matéria organica estavel (> 80%). VILELA et al. (2021) relataram comportamento similar
da atividade metanogénica em reator anaerobio de leito estruturado (RALE) aplicado a
producdo de biocombustivel (H, e CH,) a partir de melaco de cana de aclcar (diminuicao
acentuada do rendimento de metano para valores de COV superiores a 2,3 kg DQO m™ d*,
todavia, foi observada maior remocéo de matéria orgénica). Segundo os autores, 0 aumento
na COV promoveu condi¢des desfavoraveis para as arqueias metanogénicas. Em estudo
semelhante, OLIVEIRA et al. (2020) observaram remocao de matéria organica em RALF
alimentado com LAS de até 76 + 2% com producdo nula de CH, De acordo com
CHERNICHARO (2016), mecanismos ndo biologicos de remogdo de matéria organica
podem ocorrer em sistemas bioldgicos (como por exemplo, precipitacdo e adsor¢do), nestes

casos nao havera producéo de CH,.

Figura 5.14 — Producgdo volumétrica de metano nas diferentes fases de operacdo do EGSB
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Apesar da adicdo de NFEO ter impactado negativamente a producdo de metano, as
arqueias metanogénicas conseguiram restabelecer sua atividade na fase V, cujo rendimento
de metano observado foi de 0,30 + 14 LCH, g'lDQOremovida (88% do valor tedrico) na
presenca de 4,7 + 1,9 mg gSTV™ d™*. Tém-se duas hipéteses possiveis para este resultado, a
saber: acredita-se que os microrganismos adaptaram-se aos compostos toxicos presentes no
meio, e por outro lado, é possivel inferir que a codigestdo da ARLC e esgoto doméstico
tenha contribuido para maior producao de biogas, promovendo o equilibrio de nutrientes,
além de possivel contribuicio com populagdo microbiana autéctone mais diversa
provenientes desses residuos liquidos. De fato, a capacidade de codigestdo anaerdbia para
melhorar a producéo de biogés foi relatada anteriormente (KARKI et al., 2021).

A concentracdo média de CH, e CO; no biogas observada foi de 91,28 + 0,96% a
96,57 = 0,96% e de 3,43 + 0,96% a 8,72 £ 0,96%, respectivamente. Pelo método utilizado
ndo foram observados outros gases (por exemplo, Hy, H,S). O maior teor de metano foi
observado na fase | (sem NFEO), o qual diminuiu continuamente ao longo da operacdo a
partir da adicdo de NFEO no substrato. MURDOCH et al. (2018) obtiveram rendimento de
metano ligeiramente superior (0,38 + 0,001 LCH, g DQOemovica) junto com baixo teor de
CH, (57 = 0,8%) em reator anaerébio em escala de bancada com biomassa proveniente de
lodos ativados e menor concentracdo de NFEO (3 mg L™).

Os valores observados apds 0s microrganismos se adaptarem ao NFEO (fase V),
foram relativamente altos em comparacdo com as pesquisas anteriores sobre o tratamento
anaerdbio de aguas residuarias contendo compostos toxicos. Por exemplo, ELREEDY et al.
(2016) obtiveram producdo de CH, de 1,70 + 0,14 L d™* (neste estudo — 54 + 20 Ld ") e
teor de CH, de 46,41 + 3,74% no tratamento de &guas residudrias contendo etilenoglicol
com COV de 0,67 kg m™ d™* em reator anaerébio de leito empacotado de 15L.. MAHMOUD
et al. (2017) observaram teor maximo de CH, de 62% e producéo de 3,5 LCH, d™ em reator
anaerdbio em escala aumentada de tratamento de aguas residuarias de resina de poliéster
contaminadas com 1, 4-dioxano, com similar COV (0,31 + 0,04 kg m™ d™).

Neste estudo, a suplementacio com extrato de levedura (300 mg L™) juntamente com
valores médios de pH préximos a neutralidade (Tabela 3), tanto para o afluente, quanto para
o efluente ao longo da operagdo podem ter contribuido para a ocorréncia da metanogénese.
Da mesma forma, o0s valores observados para a relagdo Alcalinidade
Intermediaria/Alcalinidade Parcial (Al/AP) foram de 0,3 sem variacdo significativa durante
todo o periodo operacional, indicando estabilidade do sistema. Além disso, é provavel que

outros fatores operacionais, como o TDH (41 + 5 h) e a Vas aplicada (7 m h™*; maior do que
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em outros estudos) para manter a mistura adequada e maior contato biomassa-substrato pode

ter favorecido o processo.
5.2.5 Distribui¢do do tamanho do granulo

A analise granulométrica da manta de lodo foi realizada ao final de cada fase e o
resultado é fornecido na Tabela 5.11 e Figura 5.15. Na Figura 5.16, sdo apresentadas
algumas imagens a partir das quais foi realizada a contagem e determinagdo do tamanho dos
granulos. Observou-se para o inéculo 0,98 + 0,88 mm de didmetro médio, assim como para
os granulos da manta de lodo, apds periodo de adaptacdo (157 dias), foi observado didmetro
médio de 0,90 £ 0,42 mm e maior frequéncia de granulos com diametro entre 0,5 e 1,0 mm.
No final da fase 111, ap6s a adicdo de NFEO (9,8 + 2,9 mg gVTS™d™) observou-se aumento
significativo da frequéncia de granulos com didametros menores (<0,5 mm), o que pode estar
diretamente relacionado a toxicidade de NFEO e a Vs (7 m h™) aplicada no reator, sendo

que € um dos principais fatores que influenciam o processo de granulacéo.

Tabela 5.11 — Frequéncia das faixas granulométricas observadas no inéculo e na manta de lodo do
reator EGSB durante as diferentes fases operacionais

Diametro Inéculo Adaptacdo SS+ NFEO SSRARHES ARG ED

NFEO NFEO

iy Frequéncia (%o)

<0,5 0 0 88,34 75,10 50,59
0,5-1,0 81,70 72,57 10,36 22,35 22,56
1,1-15 7,67 16,57 0,71 1,72 16,98
1,6-2,0 2,54 9,29 0,38 0,62 9,03
2,1-2,5 1,21 1,43 0,20 0,12 0,64
2,6-3,0 1,04 0,14 0,01 0,04 0,12
3,1-35 0,78 0,00 0,00 0,04 0,01
3,6-4,0 1,50 0,00 0,01 0,01 0,00
4,1-4,5 2,54 0,00 0,00 0,00 0,03
4,6-5,0 0,97 0,00 0,00 0,00 0,00

>5,0 0,05 0,00 0,00 0,01 0,04
Meédia 0,98+0,88 0,90+0,42 0,25+0,23 0,35+0,30 0,68+0,65

SS: substrato sintético; ARLC: agua residuéria de lavanderia comercial; NFEO: nonilfenol
etoxilado.

Fonte: Autoria propria.
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Figura 5.15 — Distribui¢do granulométrica para as diferentes fases operacionais do EGSB
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Figura 5.16 — Granulometria do lodo de inoculo e da manta de lodo durante as diferentes fases de
operagdo do reator EGSB

Fonte: Autoria propria.

A e B=lodo de in6culo; C= alimenta¢do com substrato sintético (SS); D= alimenta¢do com
SS + nonilfenol comercial; E= alimentacdo com &gua residuaria de lavanderia comercial
(ARLC) diluida em SS; F= alimentacdo com esgoto doméstico + ARLC.
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Acredita-se que o desempenho dos reatores anaerébios como o EGSB é altamente
dependente da formacdo de granulos (0,5 - 3,0 mm) com propriedades de sedimentacao
favoraveis evitando a lavagem de particulas GAGLIANO et al. (2017). Além disso, ha
evidéncias de maior atividade metanogénica em granulos com aproximadamente 1,0 a 2,0
mm de didmetro (ALPHENAAR et al., 1994). Neste estudo, houve maior frequéncia de
granulos com diametros menores que 1,0 mm, porém, o desempenho do reator manteve-se
satisfatorio durante toda a operacdo quando considerados todos os parametros. Na fase I,
foi observada diminuicdo severa no rendimento de metano (0,03 = 0,021 LCH; ¢
'DQOremovica), CoiNcidentemente, nesta fase observou-se também diminuicdo do diametro
médio dos granulos no leito de lodo para 0,25 + 0,23 mm. Nas fases IV e V deste estudo,
observou-se aumento na propor¢do de granulos de maior tamanho (> 1,0 mm) junto com
maior rendimento de metano (0,13 + 0,07 LCH, g'lDQOremovida)- Mesmo na fase IV, o
rendimento de metano ainda era muito baixo (0,35 = 0,3 mm de didmetro médio), e foi
apenas na fase V que o rendimento de metano voltou aos valores esperados (88% do valor
tedrico); até entdo, o diametro médio dos granulos na manta de lodo tinha aumentado para
0,68 £ 0,7 mm, o que pode estar relacionado a adi¢éo de esgoto doméstico.

A mudanca nos granulos (desintegracdo e reconstrucdo) durante a operacdo de
reatores anaerdobios tem sido documentada em muitos estudos. Por exemplo, MOURA et al.
(2019) observaram reducdo no tamanho dos granulos de 1,9 = 0,7 mm (in6culo) para 1,3 +
0,9 mm (apds 480 dias de operacdo) em reator EGSB empregado na remocdo de LAS de
agua residuaria de lavanderia. ALVES (2013) observou diminuicdo considerada na
frequéncia (de 46,4% para 6,8%) de granulos maiores (1,6 - 2,0 mm) junto com aumento na
frequéncia de granulos menores (0,4 - 1,0 mm) devido ao aumento da COV (até 10 kg m> d
1) e na Vas (até 0,17 m h™) durante a operacdo de um UASB (60L) usado no tratamento de
vinhaca. Neste estudo, pode-se inferir que a diminuicdo significativa no tamanho dos
granulos ocorreu principalmente por causa da adicdo de NFEO, enquanto a adigdo esgoto
doméstico favoreceu a reconstru¢do granular. No entanto, mesmo com granulos finos e
maior concentracdo de NFEO (4,8 + 1,8 mg gSV*' d™) foi observada remocdo deste

surfactante e bom desempenho reacional.

5.2.6 Balanco de massa

O balanco de massa foi realizado ao final da operacdo, com o objetivo de reduzir

erros conceituais na remocdo do NFEO. Durante 637 dias de operacao, o reator recebeu 84,9
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g de NFEO afluente dos quais 36,8 g sairam no efluente. Dessa forma, 48,2 g (57%) foram
removidos no processo. Da fracdo removida, 5,2 g foram adsorvidos na biomassa (35,1 mg
g’ peso seco), portanto, 11% do NFEO foram removidos por adsorcdo e 89% foram
degradados.

A adsor¢do de uma fracdo do NFEO era esperada, pois se sabe que o NFEO de
cadeia curta possui um log Kow maior que 4, o que significa que é fortemente hidrofébico.
Assim, tais compostos podem associar a biomassa ou a fragdo particulada do substrato de
alimentacdo do reator. Para o composto parental, octilfenol etoxilado (Triton X-100),
observou-se taxa de adsorcdo maior (60,7 mg g*) em lodo anaerébio (JIMENEZ-
GONZALEZ et al., 2019). Portanto, a porcentagem de adsorcdo (11%) no estudo pode ser
considerada baixa e pode estar relacionada as caracteristicas dos granulos (por exemplo,
estrutura, tamanho e area superficial) na manta de lodo e a composi¢do do substrato de

alimentacdo, tendo reduzido conteudo de material particulado.

5.2.7 Composicdo da comunidade microbiana nas diferentes fases operacionais do
EGSB

As amostras coletadas no final das fases I, 111, IV e V foram analisadas e 1.387 OTUs
foram identificados a partir de 116.875 leituras de sequenciamento do gene RNAr 16S, em
que 89.557 foram mantidos apo6s a filtragem, fusdo e remocdo da quimera. 1.372 OTUs,
representando 98,92% das leituras de sequenciamento foram classificados para 0 Dominio
Bacteria e 0s 15 OTUs restantes foram classificados para 0 Dominio Archaea (1,08%).

Os valores de cobertura de Good foram cerca de 100% em todas as amostras e por
meio das curvas de rarefacdo observou-se platd com representacdo satisfatoria das
comunidades microbianas (Figura 5.17). A complexidade das comunidades microbianas foi
avaliada por meio da diversidade alfa, incluindo taxas observadas, Shannon, Simpson-
Wiener e Chaol (Tabela 5.11).
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Figura 5.17 — Curva de rarefacdo para todas as amostras coletadas durante as diferentes fases de

operacao do reator EGSB
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Fonte: Autoria propria.
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F-1= fase | (SS, sem NFEO); F-111= fase 111 (SS + 7,6 + 2,1 mgNFEO LY); F-1V= fase IV
(SS + ARLC + 4,0 + 1,1 mgNFEO LY); F-V=fase V (ED + ARLC + 3,7 + 1,3 mgNFEO L’

1); SS= substrato sintético; ARLC= agua residuéria de lavanderia comercial; ED= esgoto

doméstico.

Tabela 5.12 — Diversidade e riqueza da comunidade microbiana no lodo do EGSB para as diferentes

fases de operacdo

Fase UChE Shannon-Wiener (H ") Simpson Chaol
observada

Fase | 632 3,90 0,94 6382

Fase Il 395 2,62 0,83  398,3

Fase IV 360 1,65 0,57 3621

Fase V 544 2,11 0,55  546,7

Fonte: Autoria propria.

Na fase | (sem NFEO), Proteobacteria (30,39%) foi o filo mais abundante na

populacdo bacteriana, seguido de Campylobacterota (26,53%), Bacteroidota (4,42%),

Firmicutes (2,54%) e Synergistota (1,99%). No Dominio Archaea, membros do filo
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Halobacterota foram identificados como 0s microrganismos com maior abundancia relativa
de 9,02% (Figura 5.18).

Figura 5.18 — Géneros com maior abundancia relativa (>1,7%) nas diferentes fases de operacdo do
reator EGSB
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Fonte: Autoria propria.

Apos a adicdo do NFEO, houve aumento acentuado na abundancia relativa de

microrganismos pertencentes ao filo Spirochaetota (familia Spirochaetaceae) de 0,63% (fase
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), 65,27% (fase Ill), 91,70%, (fase 1V) e 75,54% (fase V), representando assim o filo mais
abundante. O contrario ocorreu com o filo Proteobacteria cuja abundancia relativa observada
diminuiu de 30,39% (fase I) para 20,06 (fase I11), 0,29% (fase 1V) e 0,38% (fase V), sendo o
segundo filo mais abundante. Da mesma maneira, a abundancia relativa dos filos
Campylobacterota, Bacteroidota, Firmicutes, diminuiu (> 1%) para todas as seguintes fases
de operacéo.

Embora, representantes do filo Spirochaetota tenham sido identificados
anteriormente em sistemas de digestdo anaerdbia de tratamento de esgoto doméstico e
sanitario (TOMAZETTO e OLIVEIRA, 2013; SHU et al., 2015), e &gua residuarias de
lavanderia (BRAGA et al., 2015b; ANDRADE et al., 2017a), raramente foi observado como
o filo mais abundante. No ambiente, bactérias pertencentes ao filo Spirochaetota tem sido
observadas em culturas de enriquecimento e relacionadas a degradacao de hidrocarbonetos
ou compostos clorados sob condi¢Bes anoxicas, incluindo tolueno, naftaleno, alcanos,
tereftalato e tricloroeteno (DONG et al., 2018). Em baixas propor¢des, foram também
identificados em consdrcios microbianos envolvidos na degradacdo de alguns surfactantes
(por exemplo, LAS e LAE) (MACEDO et al., 2015; BRAGA et al., 2015b; MOTTERAN et
al., 2017; ANDRADE et al., 2017a; CENTURION et al., 2018; GRANATTO et al., 2019).

Neste estudo, a maior abundancia de Spirochaetota foi observada na presenca de
maior carga de poluentes organicos (até 9,8 + 2,9 mg gSTV™* d* e 14 + 4,42 mg gSTV ' d™
de NFEO e LAS, respectivamente), sugerindo maior grau de especializacdo de nicho. Por
meio desses resultados, pode-se inferir que tais microrganismos desempenham papel
importante na degradagdo desses compostos. Até 0 momento, todas as bactérias isoladas do
filo Spirochaetota, fermentam proteinas e carboidratos principalmente em acetato, H, e CO,
junto com quantidades variaveis de etanol (DONG et al., 2018). No entanto, RAJENDRAN
et al. (2020) sugerem que bactérias deste filo sdo capazes de realizar a SAO. Além disso, de
acordo com uma pesquisa sobre o genoma de comunidades microbianas envolvidas no
processo da digestdo anaerobia, Spirochaetota, assim como Proteobacteria (principalmente
Deltaproteobacteria), Firmicutes e Bacteroidota sdo microrganismos bastante versateis com
potencial metabdlico para desempenhar diferentes papéis no processo da digestdo anaerobia.
Isto €, desde a hidrolise da celulose ou celobiose até a acetogénese, destacando-se membros
do filo Proteobacteria com maior capacidade de realizar oxidagdo sintrofica de AOV
(VANWONTERGHEM et al., 2016). Neste estudo, a propor¢cdo de Spirochaetota (familia

Spirochaetaceae) foi elevada em relacdo aos outros filos identificados, portanto, é possivel
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que membros desse filo estavam envolvidos em multiplas fases do processo, o que estaria
em concordancia com o estudo previamente citado.

Ainda, em relacdo ao Dominio Bacteria foi verificado maior diversidade microbiana
para representantes do filo Proteobacteria. Bactérias incluidas nesse filo possuem ampla
diversidade metabdlica e seus membros realizam variedade de fungdes em ecossistemas
microbianos diversos (aquaticos, solo, vegetal e animal) (MOON et al., 2018). Bactérias
pertencentes aos filos Proteobacteria, Firmicutes e Bacteroidota tém sido associadas a
degradacdo de compostos fenolicos em ambientes naturais, por exemplo, CAl et al. (2016)
identificaram bactérias do filo Proteobacteria (39,6%) e Firmicutes (18,1%) como grupos
dominantes em rios urbanos poluidos com BFA (0,8 a 77,5 ng L™) e NF (10,2 2 162,9 ng L’
). WANG et al. (2015) também sugeriram que a biodegradac&o de NF em sedimentos de
rios € realizada principalmente por bactérias dos filos Proteobacteria, Firmicutes e
Bacteroidota. Além disso, esses filos sdo frequentemente observados como bactérias
dominantes em estudos sobre a remocéo de surfactantes de ARLC, esgoto sanitéario e esgoto
doméstico. BRAGA et al. (2015b) observaram maior abundancia de Proteobacteria e
Bacteroidota em RALF de tratamento de aguas residuarias de lavanderia com LAS. Da
mesma forma, ANDRADE et al. (2017a) observaram maior remocéo (até 99 + 3%) de LAS
(18,6 + 4,1 a 22 + 45 mg L"), a0 mesmo tempo que Proteobacteria (33 - 42%) e
Bacteroidota (28 - 29%) foram identificados com maior abundancia relativa. CENTURION
et al. (2018) identificaram bactérias dos filos Proteobacteria, Bacteroidota, Synergistetes e
Firmicutes como os mais abundantes durante a codigestdo anaerobia de dguas residuarias de
lavanderia e esgoto doméstico visando a remoc¢do de LAS. Algumas populagdes dos filos
Acidobacteria, Proteobacteria, Bacteroidota e Firmicutes também foram associadas a
biodegradacédo do 4-NF (DORNELLES et al., 2020a).

Ao nivel de género em relacdo ao filo Desulfobacterota (antes classificados como
Deltaproteobacteria) observou-se abundéancia relativa consideravel de Desulfovibrio (0,04 -
2,81%) e Syntrophorhabdus (0,18 - 2,37%) durante todo o periodo operacional. Esses
microrganismos sdo capazes de metabolizar anaerobiamente ampla variedade de alcanos
normais, iso- e ciclicos, bem como hidrocarbonetos aromaticos mono- e policiclicos
(DAVIDOVA et al., 2019). Syntrophorhabdus sdo anaerobios estritos e crescem apenas na
presenca de microrganismo hidrogenotrofico (KUEVER, 2014b). Estes microrganismos tém
sido identificados em consorcios microbianos de reatores anaerdbios em escala real
empregados no tratamento de &guas residuarias contendo fenol (CHEN et al., 2009).

Desulfovibrio também sdo anaerdbios estritos com metabolismo respiratério ou
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fermentativo. Além disso, oxidam substratos organicos incompletamente em acetato
(KUEVER, 2014a). Essas bactérias sdo conhecidas como redutoras de sulfato e,
aparentemente, alguns membros deste género podem estar envolvidos na degradacdo de
aditivos organicos (como surfactantes nédo-ionicos) presentes no fluido de fraturamento
hidraulico (HFF — Hydraulic Fracturing Fluid ) (LOZANO et al., 2019). Por meio desses
resultados pode-se inferir sobre a existéncia de uma relagdo sintrofica entre
Syntrophorhabdus e Desulfovibrio, considerando este Gltimo como um parceiro sintréfico
responsavel pelo consumo de H,.

Outro grupo envolvido na degradacdo do NFEO é Pseudomonas, cuja abundancia
relativa foi de 1,75% na fase | (sem NFEO) para 19,76% na fase Ill (ha maior carga
especifica de NFEO aplicada ao sistema). Curiosamente, verificou-se diminuicao drastica da
abundancia relativa nas fases seguintes (abundancia relativa ~0,16%). Muitas espécies do
género Pseudomonas tém potencial para realizar a SAO, bem como degradar lipidios a
acidos organicos e glicerol (YIN et al., 2018). Bactérias pertencentes a familia
Pseudomonadaceae tem sido associada a degradacdo de BFA e NF em rios urbanos poluidos
(CAI et al.,, 2016). Este grupo também foi observado em consdrcios microbianos de
degradacdo de LAS (MACEDO et al., 2015; GRANATTO et al., 2019). Pseudomonas foi
identificado como capaz de degradar alcool etoxilado (JI, J. et al., 2019). Neste estudo,
Pseudomonas foi identificada em abundancia relativa maior apds a adicdo de NFEO
comercial (4,2 + 1,4% a 9,8 + 2,9% mg gSV™* d?) ao substrato sintético. Uma vez que a
ARLC foi adicionada e mesmo na codigestdo com esgoto domeéstico verificou-se diminuicao
drastica da abundancia (<1%). Isso sugere maior afinidade com o substrato sintético
utilizado na alimentacdo nas fases I, Il e Il (antes da adicdo da ARLC), indicando bom
potencial para degradar NFEO nessas condicdes nutricionais especificas.

Synergistaceae (género ndo identificado) sdo bactérias que oxidam acetato
sintroficamente, trabalham coletivamente com arqueias metanogénicas hidorgenotréficas
(LV et al., 2019). Neste estudo, Synergistaceae foi a Unica familia representante do filo
Synergistota identificada durante a operacdo do reator. Em relacdo a sua abundancia relativa
verificou-se diminuicdo de 1,99% (fase I) para 0,07% (fase 1V), o que indica que a
toxicidade do NFEO impactou negativamente tais bactérias nas fases iniciais de operacéo,
mas apds algum tempo (cerca de 550 dias) adquiriu tolerancia ao composto. Isto porque na
fase V, emergiu progressivamente até atingir abundancia relativa de 0,48%. E possivel que a
adicdo de esgoto doméstico tenha favorecido sua abundancia relativa. Apesar de apresentar

suscetibilidade & adicdo de NFEO (até 7,6 + 2,1 mg L™), Synergistaceae tem mostrado boa
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resisténcia em situacdes adversas sob diferentes concentrages de fenol (de 0,50 g L™ até 5,0
g L") (POIRIER et al., 2016). Bactérias pertencentes a esta familia sdo identificadas em
reatores anaerobios empregados na degradacdo de LAS (DELFORNO et al., 2012;
DELFORNO et al., 2014) e, provavelmente, sua atividade metabolica foi favorével para
manter a estabilidade no sistema. Neste estudo, porém, o papel ecoldgico deste grupo na
degradacdo de compostos fendlicos ainda nao esta claro.

Em relacdo ao Dominio Archaea verificou-se que o género mais abundante durante
todo o periodo de operagdo do reator foi a acetoclastica estrita, Methanosaeta (filo
Halobacterota) tendo a maior abundancia relativa na fase | (sem NFEO) (9,21%). Os outros
metanogénicos identificados na fase | foram Methanoregula (0,47%) e Methanobacterium
(0,23%). A composicdo da populacdo metanogénica esta ilustrada em nivel de género na
Figura 5.19. Taxons com abundéancia relativa inferior a 0,01% foram agrupados na categoria

outros.

Figura 5.19 —Estrutura da populagdo microbiana do Dominio Archaea ao nivel de género. Téxons
com abundancia relativa < 0,01% foram agrupados na categoria outros. A abundéancia relativa foi
calculada considerando apenas 0 Dominio Archaea
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Fonte: Autoria propria.

Apobs a adicdo de NFEO verificou-se reducdo continua e drastica na abundancia

relativa de todos os metanogénicos presentes na comunidade microbiana. Por exemplo,
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verificou-se diminuicdo da abundancia de Methanosaeta de 9,21% (fase I) para 0,05% (fase
V). A abundancia de Methanorregula era de 0,47% no inicio da operacdo (fase 1) e <0,001%
no final da operacéo (fase V), fase na qual quase desapareceu. No mesmo periodo, verificou-
se diminuicdo da abundancia de Methanobacterium de 0,23% para 0,015%. Além disso, na
Gltima fase operacional, Methanoregula foi sucedida por Methanobrevibacter, que foi
identificado apenas na fase IV (0,001%), sendo verificado aumento da abundancia relativa
(0,06%) na fase V. Membros do género Methanoregula, Methanobrevibacter e
Methanobacterium séo considerados metanogénicos hidrogenotroficos (YU et al., 2020) os
quais produzem CH, a partir de H, e CO..

A menor abundancia e diversidade de arqueias metanogénicas ao longo do periodo
de operacdo pode ser um indicador da baixa tolerancia que possuem em relacdo a toxicidade
de alguns compostos quimicos, como por exemplo, NFEO, assim como aos diversos
parametros operacionais (por exemplo, temperatura, pH, COV, V). Além disso, em uma
comunidade metanogénica estabelecida, normalmente o nimero de copias do RNAr 16S do
Dominio Bacteria é cerca de 10 vezes maior em relacdo ao Dominio Archaea (YU et al.,
2014). De acordo com CARDINALI-REZENDE et al. (2012), as copias do gene RNAr 16S
de Bacteria podem ser cerca de 360 vezes maiores do que as copias de Archaea por grama
de lodo.

GRANATTO et al. (2019) identificaram menor abundancia de Archaea (3,7%),
principalmente Methanosaeta, em lodo anaerébio de EGSB (62L) aplicado na remocéo de
surfactante (1,4 + 0,7 mgLAS gSV' d?) em esgoto sanitario. Os autores também
identificaram microrganismos do género Methanobacterium e Methanolinea, com similar
abundancia relativa (>0,5%). As principais arqueias metanogénicas (Methanosaeta,
Methanobacterium, Methanoregula e Methanobrevibacter) identificadas nesta pesquisa
também foram observados por (DORNELLES et al.,, 2020a) que operou RALF (20L)
visando & remogcdo de 4-NF (0,27 + 0,02 mg L™). Segundo os autores, foi verificado apés a
adicdo do surfactante, aumento da abundancia relativa de Methanosaeta no leito de areia de
1,56 para 2,58%. Além disso, este género foi identificado com maior abundancia na manta
de lodo (15,65%). Em estudo similar, CENTURION et al. (2018) identificaram
Methanosaeta, Methanolinea e Methanoregula como os principais géneros na manta de lodo
do reator EGSB (0 mesmo usado neste estudo) empregado na codigestdo de esgoto
doméstico e ARLC para remocdo de LAS. Neste caso, verificaram que a abundancia de
Archaea aumentou de aproximadamente 7% para 30%, a0 mesmo tempo em que a
concentracdo de LAS foi aumentada de 4,0 mgLAS L™ para 16,0 mgLAS L™.



122

A partir da anélise comparativa dos estudos mencionados anteriormente, pode-se
inferir que NFEO é mais toxico para a comunidade metanogénica do que LAS e que, em
certas concentracdes, 4-NF ndo causa inibicdo por toxicidade em algumas arqueias
metanogénicas. Neste estudo, para maior concentracdo de NFEO aplicada (fase Ill), a
metanogénese foi quase completamente inibida (0,03 + 0,02 LCH, g*DQOremovida). Vale
ressaltar que apds algum periodo de tempo, certas metanogénicas conseguiram-se adaptar
gradativamente a situacdo de estresse imposta ao sistema (principalmente devido a Ve € a
carga de NFEO aplicada ao reator).

Membros do género Methanosaeta, por exemplo, tém mostrado boa resisténcia em
condigOes ambientais adversas para seu crescimento, mesmo na presenga de um competidor
potencial como a Methanosarcina (CHEN e HE, 2015). Neste estudo, sendo a Unica
metanogénica acetoclastica identificada no consércio microbiano, Methanosaeta
provavelmente foi crucial para a produgdo de metano. Por outro lado, Methanobrevibacter
também foi identificada na presenca de 4,7 £ 1,9 mgNFEO gSV' d! e 14,0 + 4,4 mgLAS
gSv'd.

Apesar da menor abundancia relativa de arqueias metanogénicas, rendimento de
metano de 0,30 + 0,14 LCH4 g DQOemovica TOi Observado apés 549 dias de operacdo — fase
V. Este resultado é de grande relevancia porque a maioria das pesquisas que envolvem
digestdo anaerdbia para tratamento de A&guas residuarias contaminadas com compostos
potencialmente toxicos focam apenas na remoc¢édo dos compostos e ndo exploram o potencial
do sistema para a producdo de biogas como uma fonte sustentavel de bioenergia. Sendo
assim, hd muito a ser explorado nessa area. Ressalta-se ainda, que neste estudo, a
abundancia relativa do Dominio Archaea foi notavelmente menor (0,001 - 0,06%), 0 que
evidencia o enorme potencial desses microrganismos (Methanosaeta, Methanobrevibacter)
em sobreviver em condicdes adversas e, além disso, permanecer metabolicamente ativos, em
funcdo da determinacdo do biogas.

Em geral, neste estudo, por meio da andlise taxonémica foi possivel inferir sobre a
dominancia marcante de bactérias da familia Spirochaetacea ao longo da operacéo, a partir
da adicdo de NFEO ao substrato de alimentacdo (Figura 5.18). A familia Spirochaetacea é
dividida em quatro géneros: Spirochaeta, Borrelia, Cristispira e Treponema (PASTER,
2010). Dentre estes, apenas Spirochaeta e Treponema tém sido identificados em sistemas de
digestdo anaerdbia, em abundancias relativas muito baixas (<0,01%). O género Spirochaeta
inclui espécies anaerdbias estritas e facultativas que tém um metabolismo quimiorgantrofico

e usam ampla variedade de carboidratos como fontes de carbono e energia (LESCHINE et
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al., 2006). De acordo com LUDWIG et al. (2010), as espécies conhecidas de Spirochaeta (S.
stenostrepta, S. coastis, S. aurantia e S. halophila), sob condi¢cdes anaerdbias, usam a via
Embden-Meyerhof para fermentar carboidratos em piruvato, que é posteriormente
convertido em acetil-CoA, CO, e H, pela via Clostridial tipo 2, tendo o acetato e etanol
como produtos finais.

Por outro lado, espécies conhecidas de Treponema sdo estritamente anaerdbias,
fermentadoras de glicose e requerem carboidratos ou aminoacidos como fonte de energia,
além de acidos organicos de cadeia longa ou curta para seu crescimento. Neste estudo, pode-
se inferir fortemente que os membros da familia Spirochaetacea, particularmente
Spirochaeta e Treponema, foram o0s principais participantes no processo de digestdo
anaerdbia, desde a hidrdlise da matéria organica complexa até a conversao de AOV em Hj,
CO, e &cido acético na etapa da acetogénese (Figura 5.20). Além disso, pode-se inferir que a
metanogénese ocorreu principalmente por meio da degradacdo do acetato, sendo que
Methanosaeta foi o género mais abundante durante todo o periodo operacional.
Desulfovibrio e Lactivibrio foram provavelmente responsaveis pela oxidacao do etanol.

Apos a inferéncia metabolica, foi possivel observar que o0s principais genes
codificadores de enzimas (preditos como numero KO) relacionados a metanogénese
acetoclastica foram acetil-CoA sintetase (acs), acetato-CoA ligase (acss2), acetil-CoA
hidrolase (achlp) entre outros. Além disso, também foram inferidas enzimas codificadoras
de genes relacionados a  metanogénese  hidrogenotréfica, tais  como
metaniltetrahidrometanopterina ciclo-hidrolase (n5), formilmetanofurano desidrogenase
(pf02663) e tetrahidrometanopterina S-metiltransferase (h4mpt). Em relacdo a degradagédo
do NFEO, as principais enzimas possivelmente relacionadas foram alcool desidrogenase
(adh) e polietilenoglicol desidrogenase (peg-dh) (LIU et al., 2013). Assim, na Figura 5.20
sdo apresentados 0s microrganismos potencialmente associados a degradacdo do NFEO sob

as condicOes estudadas, bem como as vias metabdlicas mais provaveis no sistema.
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Figura 5.20 — Vias metabdlicas mais provaveis no reator EGSB
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Nota: Os genes potenciais envolvidos que codificam enzimas mostrados entre colchetes
foram inferidos pelo pacote Tax4Fun2 versdo 1.1.6 R. adh= alcool desidrogenase; peg-dh=
polietilenoglicol desidrogenase; dmpfg= acetaldeido desidrogenase; aldh2= aldeido
desidrogenase; acss2= acetato-CoA ligase; achlp= acetil-CoA hidrolase; pta-1= fosfato
acetiltransferase; ack= acetato quinase; acsch= CO-acetil-CoA sintase de metilagdo; pdh=
piruvato desidrogenase; h4mpt= tetrahidrometanopterina S-metiltransferase; mcr=
coenzima-B sulfoetiltiotransferase; hdralblcl= ferredoxina: heterodissulfeto redutase CoB-
CoM; n5= metaniltetrahidrometanopterina ciclo-hidrolase; co-dh= mondxido de carbono
desidrogenase anaerdbico; pf02663= formilmetanofurano desidrogenase; LDH= L-lactato
desidrogenase; NF= nonilfenol; NFEO= nonilfenol etoxilado; ED= esgoto domeéstico;

ARLC= agua residuaria de lavanderia comercial.
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6 RESPOSTAS AS HIPOTESES

Hipdtese 1: A adicdo de nutrientes e cossubstrato metabdlico, pode favorecer a remogéo

anaerébia do NFEO comercial em codigestdo com esgoto doméstico.

A partir dos ensaios realizados em reatores em batelada e com auxilio da estratégia
do delineamento composto central rotacional foi possivel comprovar que o extrato de
levedura e fumarato podem favorecer a remocdo e degradacdo de NFEO em esgoto
doméstico, sendo observada eficiéncia de remocéo de 97% e 93% para 5,0 mg L e
2,5 mg L, respectivamente. Por meio do balanco de massas constatou-se que o
principal mecanismo de remocdo foi a biodegradacdo (>86%). Ao contrario, na
auséncia de extrato de levedura e fumarato de sddio, a remocéo alcancada foi apenas
de 44% e 34% para 50 mg L™ e 2,5 mg L, respectivamente. Além disso, foi
possivel constatar que a adicdo de extrato de levedura e fumarato de sddio
favoreceram a producdo de metano (134,45 + 3,60 — 336,04 + 8,94 NmLCH,; g
1DQOrem0vid0). Na auséncia de ambos os substratos, o rendimento de metano
alcancado foi na faixa de 8,54 + 0.33 — 55,09 £ 2,54 NmLCH, g'lDQOremovida. Dessa
forma, a hipéGtese 1 e objetivo 1 (Avaliar a influéncia do extrato de levedura e
fumarato de sodio na degradagdo anaerdobia de NFEO comercial em codigestdo com
esgoto domestico por meio de delineamento experimental em reatores em batelada)

foram atendidos.

Hipotese 2: A suplementacdo de nutrientes e bicarbonato de sodio na alimentacdo de um
reator anaerobio é suficiente para manter a estabilidade do sistema e remoc6es satisfatorias

de DQO e NFEO de agua residuaria de lavanderia comercial.

Durante a alimentagdo com substrato sintético observou-se na Fase Il de operacéo do
reator EGSB maior remocédo de matéria organica, 97 + 2% para 486 £ 27 mgDQO L~
! afluente. Concomitantemente, foi observada também eficiéncia de remocdo de
NFEO de 82 + 9% para 3,5 + 1 mg L™ afluente . Porém, com o incremento da
concentracdo de NFEO (7,6 + 2 mg L™ — fase 111) na alimentacéo, ocorreu influéncia
significativa na eficiéncia de remocéo de NFEO (60 + 2%) e de matéria organica (93

+ 4% para 476 + 57 mgDQO L™ afluente). A partir desses resultados optou-se por
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manter concentracdo de NFEO afluente de até 5 mg L™ par as seguintes fases
operacionais. A adicdo de agua residuaria de lavanderia ao substrato sintético de
alimentacéo (fase 1V) resultou em diminuicao significativa da remocéo de NFEO (48
+ 2% para 4 + 1 mg L™ afluente), entretanto a estabilidade do sistema nao foi
comprometida. Inclusive, observou-se ligeiro incremento na remocdo de matéria
organica (94 + 5% para 433 + 95 mg DQO L afluente). Dessa forma, foi possivel
confirmar a hipétese 2 e atender o objetivo 2 (Avaliar a influéncia da suplementacéo
com meio sintético na remocdo de NFEO em &gua residuaria de lavanderia
comercial em reator EGSB escala aumentada).

Hipotese 3: A adaptacdo da biomassa ao nonilfenol etoxilado (NFEO), resulta em maior

estabilidade e maior eficiéncia de remocdo de matéria organica e NFEO, no tratamento

anaerdbio de agua residuéria de lavanderia comercial em codigestdo com esgoto doméstico

comparagdo com um sistema com biomassa néo adaptada.

Menor remocdo de NFEO e matéria organica foi observada na fase V em
comparacdo com as fases I, 1l e Il com substrato sintético e NFEO comercial.
Ademais, nao houve diferencia significativa na remocédo de NFEO entre as fases IV
(48 + 19 para 4 + 1 mg L™ afluente) e V (49 + 18 para 3,7 + 1 mg L™ afluente)
durante a codigestdo de esgoto doméstico e agua residuaria de lavanderia comercial.
Todavia, em relacdo a remocdo de matéria organica observou-se diminuicao
significativa, de 94 + 5% (433 + 95 mgDQO L™ — fase IV) para 90 + 5% (574 + 130
mgDQO L™ — fase V). Portanto, pode-se notar que a adaptacdo da biomassa n&o
contribuiu significativamente para melhor desempenho do reator em termos de
remocdo de NFEO e matéria organica, porém pode ter ajudado para manter a
estabilidade do sistema e a remocdo de NFEO na fase V. Dessa forma foi atendido o
objetivo 3 (Avaliar o efeito da adaptacéo da biomassa ao nonilfenol etoxilado na
remocdo de NFEO em agua residuéria de lavanderia comercial em codigestdo com
esgoto doméstico em reator EGSB escala aumentada) e confirmou-se parcialmente a

hipdtese 3 desta investigacéo.

Hipotese 4: A codigestdo do esgoto doméstico com agua residuaria de lavanderia comercial,
resulta em maior estabilidade e maior eficiéncia na conversdo bioquimica de matéria
organica em metano no tratamento de &gua residuaria de lavanderia comercial em

comparagao com a mono-digestéo.
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A adicdo de NFEO impactou negativamente a producdo de metano, sendo verificado
diminuicdo do rendimento continuamente da fase I (0,35 + 0,002 LCH; ¢
'DQO\emovica para a fase 11 (0,03 + 0,02 LCH, g *DQOyemovica), Uma vez que NFEO
foi adicionado no sistema. Apds reduzir a concentracdo de NFEO ao substrato de
alimentacdo para ~ 4 mg L' (fase V) observou-se aumento significativo no
rendimento de metano (0,13 + 0,07 LCH, g'lDQOremovida)- Da mesma maneira,
durante a codigestdo do esgoto doméstico e agua residuaria de lavanderia comercial
observou-se aumento significativo no rendimento de CH, (0,30 + 0,02 LCH, g
'DQO0removidza — 88% do valor teérico). Assim, é possivel que os microrganismos
tenham conseguido se adaptar aos compostos toxicos presentes ho meio, por outro
lado, é possivel que a codigestdo do esgoto doméstico e agua residuaria de lavanderia
comercial tenham contribuido para maior producdo de biogéas, promovendo o
equilibrio de nutrientes e populacdo microbiana diversa (fase 1V, H'= 1,65 e fase V,
H'=2,1) e consequentemente favorecendo a estabilidade do sistema. Desta forma, foi
atendido o objetivo 4 (Avaliar a producéo de metano a partir do tratamento de agua
residudria de lavanderia comercial em codigestdo com esgoto domestico) e se

confirmou parcialmente a hipotese 4.

Hipdtese 5: As condicdes nutricionais podem influenciar na dindmica da populacédo

microbiana presente em reatores em batelada e em reator EGSB.

Por meio do sequenciamento alto rendimento do RNAr 16S foi realizada a
caraterizacdo taxonémica da comunidade microbiana presente nos reatores em
batelada (condicdo otimizada) e reator EGSB (fases I, IlI, IV e V). A partir da
comparacdo do perfil taxondmico entre o indculo e a amostra de lodo extraida dos
reatores no final dos experimentos, constatou-se que houve alteragdo nas populagdes
microbianas presentes nos reatores em batelada. Provavelmente, a alteracdo foi
principalmente devido a presenca do nonilfenol etoxilado no meio, podendo
favorecer ou inibir determinados microrganismos. Além disso, na auséncia de extrato
de levedura e fumarato de sodio no meio, verificou-se desfavorecimento no sistema
reacional de forma geral, corroborado pela menor eficiéncia de remogdo de matéria
organica, NFEO e producdo de metano nos ensaios controle do reator em batelada.

Em relacdo ao reator EGSB, foi observada marcada diferenca entre as amostras da
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fase I (sem NFEOQ) e as fases Ill, IV e V contendo NFEO (4 + 1 — 10 + 3 mg gVS™!
d?). Em relacdo a abundancia relativa da familia Spirochaetacea observou-se
incremento de 0,63% (fase I) para 65,3% (fase Ill), 91,7%, (fase IV) e 75,5% (fase
V) tornando-se assim o filo mais abundante ao longo da operacdo. Exceto para
Desulfobacterota, a abundéncia relativa dos outros filos abundantes (em relacdo a
fase 1), diminuiu (>1%) para todas as seguintes fases de operacdo. Sendo que a Unica
variavel incorporada ao processo (da fase | para a fase Ill) foi a adicdo do NFEO.
Desse modo, acredita-se que a mudanga na populagdo microbiana foi principalmente
devido ao NFEO. Dessa forma, foi atingido o objetivo 5 (Caracterizar a dinamica
populacional dos microrganismos para as condiciones 6timas de degradacdo de
NFEO dos reatores em batelada e para as fases I, 111, IV e V do reator EGSB escala

aumentada) e comprovada a hipdtese 5.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O planejamento fatorial € uma ferramenta potencialmente Gtil para medir os efeitos
de uma o mais variaveis na resposta de um processo. Diversas estratégias podem ser
implementadas em funcdo do nimero de varidveis independentes envolvidas no estudo.
Assim, por meio da estratégia do delineamento composto central rotacional e a metodologia
de superficie de resposta, verificou-se que a adi¢do de extrato de levedura (substrato rico em
vitamina B, peptonas e aminoacidos) e fumarato de sédio como cossubstrato metabélico,
podem influenciar na remocdo de NFEO em matrizes complexas, tais como 0 esgoto

doméstico.

Para a faixa de estudo das variaveis independentes (NFEO= 1,6 — 5,8 mg L™"; ELV=
131,8 — 468,2 mg L e FS= 7,7 — 602,3 mg L), observou-se eficiéncia de remocéo de
NFEO até 97%. Além disso, a remocao de matéria organica foi superior a 80% para todos 0s
ensaios, concomitante com rendimento de metano entre 1254 + 3 e 3424 + 1 NmL ¢’
1DQOrem0vida. Ademais, foi possivel constatar que a adi¢do de extrato de levedura e fumarato
de sodio impactaram significativamente a producdo de metano. Nos ensaios controle (sem
adicdo de extrato de levedura/fumarato de sodio) o rendimento maximo de metano
alcancado foi de 55 + 3 NmL g™ *DQO\emovida.

Por meio dos ensaios de validacdo foi confirmada a acuracia do modelo, obtendo-se
eficiéncia de remocéo de 97% (5,0 mg NFEO L™) e 93% (2,5 mg NFEO L), valores
similares aos preditos pelo modelo (95% para ambas as condigdes), isto é, um erro de
precisdo minimo (<2%) que pode ser perfeitamente entendido em processos que envolvem
microrganismos. A partir da caracterizacdo taxondmica do inoculo, foi possivel inferir que a
adicdo de NFEO favoreceu alteracdo da comunidade microbiana. Os géneros de bactérias
identificados com maior abundancia relativa foram Macellibacteroides, Longilinea,
Petrimonas e Proteiniphilum. Methanosaeta e Methanoregula foram as arqueias
identificadas com maior abundancia nas condicdes otimizadas (ELV= 400 mg L™) e SF
(FS= 200 mg L™), pelo que foi possivel inferir que o metano foi produzido principalmente

pela rota acetoclastica.
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Por meio da aplicacdo do EGSB observou-se remocdo de matéria organica de até 97
+ 2% (486 + 27 mgDQO L™). N&o houve diferenca significativa na remogdo de matéria
organica entre a fase | (sem NFEO) e fase Il (contendo 3,5 + 1 mgNFEO L™). Inicialmente,
a eficiéncia de remocdo de NFEO foi de 82 + 9% (3,5 + 1 mg L) durante a alimentagéo
com substrato sintético, porém, o incremento da concentragdo de NFEO (7,6 + 2 mg L™) no
afluente, diminuiu significativamente a eficiéncia na remocéo de NFEO (60 + 2%) e matéria
organica (93 + 4% para 476 + 57 mgDQO L™) .

A adicdo de &gua residuaria de lavanderia ao substrato sintético de alimentagdo (fase
IV) resultou em diminuicao significativa da remog&o de NFEO (48 + 2% para 4 + 1 mg L ™),
provavelmente devido a diversidade de compostos organicos xenobioticos presentes na agua
residudria de lavanderia, além dos surfactantes. Porém, ndo causou impacto significativo na

remog&o da matéria organica (94 + 5% para 433 + 95 mgDQO L™).

N&o houve diferenca significativa na remocdo de NFEO entre a fase IV, contendo
agua residuaria de lavanderia diluida ao substrato sintético de alimentacdo (48 + 2% para 4 £
1 mgNFEO L™) e a fase V, durante a codigestio de esgoto doméstico com agua residuéria
de lavanderia (49 + 2% para 3,7 = 1 mgNFEO L™). Entretanto, foi observado diminuic&o
significativa na remocéo de matéria organica (90 + 5% para 574+ 130 mgDQO L) em

relacdo a fase IV.

A conversdo bioquimica de matéria organica em metano foi atingida (0,30 + 0,14
LCH. g™'DQOremovica — €quivalente a 88% do valor tedrico), indicando a coexisténcia de
bactérias e arqueias, tais como da familia Spirochaetacea e género Methanosaeta, sendo 0s
microrganismos identificados com maior abundancia relativa ao longo da operacéo,
provavelmente desempenhando as tarefas centrais do processo. Outros géneros identificados
em menor abundancia relativa foram os seguintes: Pseudomonas, Desulfovibrio,

Syntrophorhabdus Methanoregula e Methanobacterium.

Por meio de balanco de massas global, verificou-se que o principal mecanismo de
remocdo no EGSB foi a biodegradacdo. Dentre os 84,90 g de NFEO que entraram no reator,
48,20 g foram removidos no processo, sendo 5,20 g (11%) removidos por adsorc¢éo e 43,0 g

(89%) removidos pela acdo microbiana, similar ao observado nos reatores em batelada (do
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total removido, ~87% foi biodegradado e apenas 13% ficaram adsorvidos no lodo de
inoculo).

Ao longo das diferentes fases de operacéo do reator EGSB foi observada mudanca
nos granulos. Os granulos do indculo apresentaram didmetro médio de 0,98 + 0,88 mm e
maior frequéncia de granulos entre 0,5 e 1,0 mm, similar & distribuicdo dos granulos da
manta de lodo no final da fase de adaptacdo, porém com menor diametro médio (0,90 +
0,42). A adicao de NFEO provocou aumento significativo da frequéncia de granulos com
diametros menores a 0,5 mm conforme observado no final da fase Ill. Apds a reducdo da
concentracdo de NFEO afluente na fase IV, houve aumento na proporcdo de granulos de
maior tamanho (>1,0 mm). Na fase V a frequéncia de granulos com diametro maior a 1,0
mm incrementou significativamente (de 1% para 17%), provavelmente a adicdo do esgoto

doméstico favoreceu a reconstrucdo granular.
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8 CONCLUSOES

Variabilidade da agua residuaria de lavanderia comercial e esgoto doméstico foi
observada em funcgéo das principais atividades econdmicas, estagdes sazonais e costumes da
localidade (por exemplo, tipos de industrias, clima e tipos de roupas). Os compostos da
formulacdo de detergentes sdo os constituintes principais em agua residuaria de lavanderia.
Em relacdo ao esgoto doméstico foi observada menor flutuacdo em sua composicao,
especialmente quando é oriundo da mesma localidade contendo também ampla variedade de

compostos organicos complexos.

A adicdo de extrato de levedura e fumarato de sodio favoreceu maior remocéo de
NFEO em esgoto domestico em reatores em batelada. Ademais, foi possivel constatar que a
adicdo de extrato de levedura e fumarato de sédio impactou significativamente a producéo
de metano, sendo que nos ensaios controle (sem adicdo de extrato de levedura/fumarato de
sodio) o rendimento maximo de metano alcancado foi de 16% do valor teorico.

Nos reatores em batelada observou-se eficiéncia de remocdo de NFEO de até 97%.
Além disso, a remocdo de matéria organica foi superior a 80% para todos 0s ensaios,

concomitante com rendimento de metano entre 36% e 98% do valor tedrico.

A adicdo de NFEO favoreceu alteracdo da comunidade microbiana nos reatores em
batelada, nas condicBGes otimizadas. Os géneros de bactérias identificados com maior
abundéancia relativa foram Macellibacteroides, Longilinea, Petrimonas e Proteiniphilum.
Entretanto, Methanosaeta e Methanoregula foram as arqueias identificadas com maior
abundancia relativa, pelo que foi possivel inferir que o metano foi produzido principalmente

pela rota acetoclastica.

Ao longo das diferentes fases operacionais do reator EGSB observou-se maior
remocdo de matéria organica durante a alimentacdo com substrato sintético (~98%). Néo
houve diferenca significativa na remocao de matéria organica entre a fase I (sem NFEO) e
fase Il (ap6s adicdo de ~4 mgNFEO L), porém, o incremento da concentracdo de NFEO

(~8 mg L) na fase I, causou reducdo significativa na eficiéncia de remocio de NFEO e
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matéria orgénica evidenciando a sensibilidade da populacdo microbiana a toxicidade do
NFEO.

A adicdo de &gua residuaria de lavanderia comercial ao substrato sintético de
alimentacdo na fase IV de operacdo do reator EGSB, resultou em reducdo significativa da
remocdo de NFEO, provavelmente devido a diversidade de compostos organicos
xenobioticos da agua residuaria de lavanderia, aléem dos surfactantes. Entretanto, ndo foi

observada diferenca significativa na remocao da matéria organica.

A adicdo do esgoto doméstico na fase V de operacdo do reator EGSB, ndo impactou
significativamente o desempenho do reator em termos de remoc¢do de NFEO. Ao contrario,
observou-se reducdo significativa na remocdo de matéria organica em relacdo a fase 1V,

provavelmente devido a complexidade da matéria do esgoto.

A adicdo de NFEO impactou negativamente a producdo de metano no reator EGSB,
reduzindo o rendimento de CH, em até 91% (fase IlI), mesmo com remocdo de matéria
orgédnica. J& na fase IV observou-se ligeiro incremento no rendimento de CHy,
possivelmente devido a redugdo da concentracdo de NFEO afluente. J& na fase V de
operagéo, a producdo de metano foi reestabelecida por completo, atingindo rendimento de

metano de 86% em relacao ao valor tedrico.

Representantes da familia Spirochaetacea, em relacdo ao Dominio Bacteria, assim
como o género Methanosaeta do Dominio Archaea, foram os microrganismos identificados
com maior abundancia relativa ao longo da operacdo do EGSB, provavelmente
desempenhando as tarefas centrais do processo. Outros géneros identificados em menor
abundéancia relativa foram Pseudomonas, Desulfovibrio, Syntrophorhabdus Methanoregula

e Methanobacterium.

Por meio de balangco de massas global realizado ao final dos 637 dias de opera¢éo do
reator EGSB, verificou-se que a acdo microbiana foi principal mecanismo de remocao de

NFEO, similar ao observado nos reatores em batelada do DCCR.

Ao longo das diferentes fases de operacdo do reator EGSB, foi observada

desintegracdo e reconstrucdo granular, o que pode estar principalmente relacionado a
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toxicidade de NFEO e a velocidade ascensional aplicada no reator. A adigdo de NFEO
provocou mudanca significativa na distribuicdo dos granulos, porém apds a reducdo da
concentracdo de NFEO afluente houve aumento na proporc¢édo de granulos de maior tamanho
(>1,0 mm). Ademais a adicdo do esgoto doméstico na fase V favoreceu a reconstrucdo
granular sendo observado incremento na frequéncia de granulos com didmetro entre 1,0 e
1,5 mm. Em geral, neste estudo, observou-se maior frequéncia de granulos com diametros

menores a 1,0 mm.

Ao longo de 637 dias de operacdo observou-se estabilidade reacional, sendo a
tecnologia EGSB uma alternativa viavel e atraente para o tratamento de aguas residuarias
contendo compostos toxicos recalcitrantes similares ao NFEO, com o beneficio adicional da

producéo de bioenergia.
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9 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Levando em conta que a digestdo anaerobia € um processo complexo no qual
intervém multiplos fatores, sugere-se avaliar outras variaveis (por exemplo, tipo de inéculo,

pH, temperatura, diferentes cossubstratos metabdlicos).

No reator EGSB escala aumentada foi avaliada com sucesso a remoc¢édo de NFEO,
porém no processo de degradacdo formam-se outros compostos que podem ser mais toxicos,
recalcitrantes e bioacumulativos (por exemplo, NF1-3EO e NF). Portanto, sugere-se avaliar

esses sub-produtos.

Sugere-se considerar a implementacdo de outras técnicas tais como a PCR em Tempo
Real, por meio do qual € possivel identificar genes ativos ou a Metagenémica para
identificar a presenca/auséncia de genes dos microrganismos presentes no consorcio
microbiano associado a degradacdo de NFEO e estabelecer as possiveis rotas metabolicas de

degradacéo.

Sugere-se avaliar a remocdo de NFEO em esgoto sanitario.

Levando em conta que NFEO e seus produtos de degradacdo sdo considerados
disruptores enddcrinos, sugere-se realizar ensaios ecotoxicoldgicos para avaliar a toxicidade

aguda e cronica destes compostos em organismos aquaticos tais Chironomus xanthus.

Acentuado incremento na abundancia relativa de microrganismos pertencentes a
familia Spirochaetacea foi observado a partir da adicdo de NFEO ao substrato de
alimentacdo. Portanto, sugere-se realizar investigacdo mais detalhada para determinar suas
rotas metabdlicas e comportamento na degradacdo de compostos estruturalmente
semelhantes ao NPEO, tais como alcool etoxilado, octilfenol etoxilado e bisfenol A, entre

outros.
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