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RESUMO

OLIVEIRA, C.A. Tratamento anaerobio de &gua residuaria salina, seguido de
nitrificacdo/desnitrificacdo simultaneas e desnitrificacdo autotrofica com sulfeto.
2023. 164 p. Tese (Doutorado) — Escola de Engenharia de Sao Carlos, Universidade de
Séo Paulo, Séo Carlos, 2023

Na presente pesquisa investigou-se o efeito da salinidade no desempenho de reatores de
leito estruturado anaerobio, aerdbio e andxico inoculados com lodos néo halofilicos para
tratamento de efluente sintético com salinidade, matéria orgéanica, nitrogénio amoniacal
(N-NH.4") e sulfato (SO4%) baseados em agua produzida em plataformas de extracio de
petréleo e gas. Em ensaios em batelada foram avaliados a cinética para producédo de
metano e reducdo de SO+ na presenca de salinidade variando de 0 a 35 g-NaCl L%, sem
a adaptacdo gradual a mesma. A producdo de metano decaiu em elevadas salinidades,
com valores variando de 139 a 29 NmL para 15,6 e 35 g-NaCl L respectivamente. A
reducdo de SO.* foi afetada a partir de 10,4 g-NaCl L, em que a constante cinética
aparente variou de 0,06 (0 g-NaCl L) a 0,014 h (10,4 g-NaCl L™). Os resultados
permitiram concluir que as bactérias redutoras de sulfato (BRS) foram as primeiras
afetadas pela salinidade, desequilibrando o sistema, e levando ao acimulo de &cidos. Em
reator anaerdbio continuo, com DQO/S0O4> de 1,6, a salinidade foi incrementada de 1,7
para 50,0 g-NaCl L. Os resultados mostraram que até 35 g-NaCl L™, arcqueias
metanogénicas (AM) e BRS participaram igualmente na conversdo de DQO. Na presenca
de 50 g-NaClI? a eficiéncia de remogio de DQO decaiu em 46% associada ao acimulo
de acetato, com participagédo da via sulfetogénica de 62%. A atividade sulfetogénica foi
menos sensivel a altos niveis de salinidade em comparacdo com a metanogénese,
resultado contrario aos obtidos nos ensaios em batelada. Em seguida foi avaliado um
reator de nitritificacdo e desnitrificagcdo simultaneas (NDS) e apenas nitrificante com
salinidade de 0 a 35 g-NaCl L. A eficiéncia de oxidacdo do N-NH4" foi de 95%. Porém,
para 35 g-NaCl L houve acimulo de nitrito, durante a operagdo do reator NDS. A
variacdo do oxigénio dissolvido de 6 para 3 mg-O, L™ e o retorno para 6 mg-O, L™
permitiu inferir que a perda de eficiéncia da N-NH4" ocorreu devido a salinidade. O
residual de nitrato, presente no efluente do reator aerébio, indicou a possibilidade de
processo de tratamento sequencial utilizando biogas rico em sulfeto, gerado no reator
anaerdbio na relacdo N/S de 1,6. Ao reator desnitrificante autotrofico foi adicionada
salinidade de 0 a 15,6 g-NaCl L*. A viabilidade desse processo foi observada para 10,4
g-NaCl L, sendo observado em concentraces superiores o0 acimulo de nitrito na ordem
de 30 mg-N-NOz L.

PALAVRAS-CHAVE: Aguas salinas. Agua produzida em plataformas de 6leo e gés.
Metanogénese. Nitrificacdo e desnitrificacdo simultaneas. Desnitrificacdo autotrofica.
Sulfetogénese. Sistema de tratamento combinado anaerdbio/aerébio/andxico.






ABSTRACT

OLIVEIRA, C.A. Anaerobic treatment of saline wastewater with simultaneous
nitrification/denitrification and autotrophic denitrification with sulfide. 2023. 164 p.
Tese (Doutorado) — Escola de Engenharia de Sdo Carlos, Universidade de Séo Paulo, Sdo
Carlos, 2023

In the present research, the effect of salinity on the performance of anaerobic, aerobic and
anoxic structured bed reactors inoculated with non-halophilic sludge was investigated for
the treatment of synthetic effluent with salinity, organic matter, ammonia nitrogen (N-
NH.4") and sulfate (SO4%) based on water produced in oil and gas extraction platforms.
Batch tests evaluated the kinetics for methane production and SO4? reduction in the
presence of salinity ranging from 0 to 35 g-NaCl L, without gradual adaptation to it.
Methane production declined at high salinities, with values ranging from 139 to 29 NmL
for 15.6 and 35 g-NaCl L2, respectively. The reduction of SO42- was affected from 10.4
g-NaCl L, where the apparent kinetic constant ranged from 0.06 h™* - 0 g-NaCl L™ to
0.014 h! - 10.4 g-NaCl L. The results allow us to conclude that the sulfate-reducing
bacteria (BRS) were the first affected by salinity, unbalancing the system and leading to
acid accumulation. In a continuous anaerobic reactor, with COD/SO4% of 1.6, the salinity
was increased from 1.7 to 50.0 g-NaCl L. The results showed that up to 35 g-NaCl L?,
methanogenic archaea (MA) and BRS equally participated in the COD conversion. In the
presence of 50 g-NaCl L, COD removal efficiency ranged from 83 to 44% associated
with acetate accumulation, with a 62% participation of the sulfidogenesis. Sulfetogenic
activity was less sensitive to high salinity levels compared to methanogenesis, contrary
to results obtained in batch tests. Next, a simultaneous nitritification and denitrification
reactor (NDS) and only nitrifier with salinity from 0 to 35 g-NaCl L were evaluated. The
oxidation efficiency of N-NHs* was 95%. However, for 35 g-NaCl L there was an
accumulation of nitrite during the operation of the NDS reactor. The variation of
dissolved oxygen from 6 to 3 mg-O, L and the return to 6 mg-O, L™ allowed us to infer
that the loss of N-NH4+ efficiency was due to salinity. The residual nitrate, present in the
effluent from the aerobic reactor, indicated the possibility of a sequential treatment
process using biogas rich in sulphide, generated in the anaerobic reactor at an N/S ratio
of 1.6. To the autotrophic denitrifying reactor was added salinity from 0 to 15.6 g-NaCl
L. The viability of this process was observed for 10.4 g-NaCl L?, with nitrite
accumulation in the order of 30 mg-N-NO2 L being observed at higher concentrations.

KEYWORDS: Autotrophic denitrification Combined anaerobic/aerobic/anoxic
treatment system. Methanogenesis. Saline waters. Simultaneous nitrification and
denitrification. Sulfidogenesis. Water produced in oil and gas extraction platforms.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO GERAL

Aguas residuarias sdo definidas como salinas quando apresentam até 1wt%,
enquanto que hipersalinas apresentam mais de 3,5wt% (SHI et al., 2012). Estima-se que
5% dos efluentes industriais apresentam salinidade ou hipersalinidade (LEFEBVRE et
al., 2007), alguns exemplos sdo as aguas residuarias de industria de pescado e a agua de
producdo de petrdleo e gas que podem conter elevadas concentracdes de ions como cloro

(CI), sodio (Na*), sulfato (SO4%*) e matéria organica.

As atividades de producéo de petroleo e gas natural geram efluentes liquidos, entre
0s quais se destaca a agua de formacdo, ou agua produzida como também é conhecida.
Essa &gua é produzida em grandes volumes que dependem da tecnologia de exploracéo,
formacédo geoldgica, e principalmente da idade do poco, pois quanto mais antigo, mais
agua sera gerada (CAMPOS et al., 2002a). Dessa maneira, esse tipo de industria a cada
ano gera mais agua residudaria para 0 mesmo montante de petroleo e/ou o gas explorado.
Uma média de geracdo para o inicio da exploracgdo é de 0,6 L de agua residuaria por litro
de petréleo (SAUER JR., 1981) enquanto em pocos mais antigos, esse volume pode
exceder 10 vezes o de petrdleo produzido (RIBEIRO, 1995).

A 4agua produzida possui elevada salinidade, podendo chegar a quatro vezes a
concentracdo da dgua do mar. Suas caracteristicas apresentam potencial para que alguns
compostos constituintes sejam convertidos por processos anaerobios, aerobios e
anoxicos. O processo anaerobio possibilita a degradacdo da matéria organica e a
conversdo de compostos de enxofre, no processo anaerdbio conhecido como
sulfetogénese, produzindo alcalinidade, concomitantemente & geracdo de sulfeto de
hidrogénio (H.S).

O nitrogénio amoniacal, importante constituinte das aguas produzidas na
exploracdo de oleo e gés, apresenta potencial de remocéo, utilizando os proprios
componentes da agua residuarias (A.R) como doadores de elétrons, ap6s a etapa de
nitrificacdo em processo aerobio autotréfico e heterotréfico para a fracdo organica,
dependendo da eficiéncia de remocéo dessa fracdo no sistema anaerébio. Tendo em vista
a baixa concentracdo de matéria organica prontamente biodegradavel na A.R em questao,
0s produtos da conversdo anaerobia como o H2S podem ser considerados doadores de

elétrons na etapa de desnitrificacdo pela via autotréfica (LU et al., 2012).
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A remocédo de nitrogénio da A.R. por sistema de nitrificacdo e desnitrificacdo
simultaneas (NDS) apresenta-se como uma alternativa mais sustentavel. Nesse sistema,
a oxidacgdo do nitrogénio amoniacal e sua reducdo a nitrogénio gasoso ocorrem em uma
Unica unidade, possibilitando a recuperacdo de alcalinidade no processo de
desnitrificacdo, essencial no processo de nitrificacdo. A reducdo da geracdo de lodo em
sistemas NDS, dado que os microrganismos sdo expostos a condi¢cbes ambientais
adversas as consideradas 6timas, merece destaque. Entretanto, no sistema de tratamento
proposto, a estratégia de iniciar com processo anaerdbio resulta no consumo da principal
parcela da matéria organica disponivel na A.R, reduzindo seu uso como doador de
elétrons para a desnitrificacdo heterotrofica na etapa de pos-tratamento para remocao de

nitrogénio.

A insercdo de unidade em série posterior ao sistema NDS traz como grande
vantagem a utilizacdo dos subprodutos de unidades anteriores, como o H>S produzido na
digestdo anaerdbia que pode atuar como doador de elétrons na etapa de desnitrificacao.
MORAES; ORRU; FORESTI (2013) investigaram o processo NDS, com desnitrificagio
pela via autotréfica com sulfeto em reatores em batelada alimentada com aeracdo
intermitente e verificaram o acimulo de enxofre elementar, eficiéncias de 86% e 53%
para a nitrificacdo e desnitrificacdo, respectivamente, em condi¢gdes com excesso de
sulfeto. Nesse sentido, outra vantagem da utilizacdo do biogas contento H>S como doador
de elétrons é a possibilidade de recuperacdo de enxofre elementar que é formado pela
oxidagdo incompleta do sulfeto, e pode ser utilizado como matéria prima em industrias
de producio de &cido sulfirico e fertilizantes (CELIS-GARCIA; GONZALEZ-
BLANCO; MERAZ, 2008). Exaurido o potencial dos doadores de elétrons disponiveis
na agua residudria, a adicdo de fontes externas de carbono, como metanol, etanol, &cido
acético (FORESTI; ZAIAT; VALLERO, 2006) , dentre outros pode ser considerada.

A sequéncia de processos biologicos investigados nessa tese é amplamente
aplicada e estudada. O diferencial encontra-se na avaliacdo da influéncia da salinidade
devido a cloreto de sédio na metanogénese e sulfetogénese para remocdo da matéria
organica e compostos sulfurosos oxidados; na remogédo de nitrogénio, em sistema de
nitrificacdo e desnitrificagdo simultdneas, complementado pela desnitrificacdo
autotrofica com a utilizagdo do subproduto gasoso H.S como doador de elétrons, gerado
na unidade anaerdbia, baseando-se nas concentracGes de salinidade, matéria organica

nitrogénio e enxofre existentes na agua produzida em plataformas de 6leo e gés.
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1.1 Delineamento da tese

Esta tese de doutorado trata da remogdo de compostos organicos, sulfurosos e
nitrogenados presentes em agua residudrias com elevadas salinidades, utilizando
processos anaerdbio, nitrificante e desnitrificante simultaneos e desnitrificacdo
autotrofica para polimento final da fracdo liquida e gasosa. As aplicacGes derivadas dos
topicos abordados nesta tese podem ser desenhadas a partir de duas perspectivas, uma
estritamente associada a tecnologia de tratamento e outra as popula¢des microbianas, as
quais participam da conversdo do substrato. Dentro de um contexto tecnoldgico, nesta
tese foram testadas a utilizacao de reatores de leito fixo estruturado, com indculos nao-
halofilicos, submetidos a condi¢fes ambientais adversas, combinando tdpicos de
salinidade, presenca de sulfato, nitrogénio, entre outros.

A partir do exposto, este documento compreende o0s seguintes capitulos:

CAPITULO 2: Consiste em revisdo bibliografica para contextualizar a base dos

principais processos avaliados nesse estudo.

CAPITULO 3: Consiste nas hipdteses e respectivos fundamentos desta tese, motivados
pela revisdo da literatura abordada no Capitulo 2. Os objetivos gerais e especificos foram

estabelecidos de acordo com as hipdteses delineadas.

CAPITULO 4: Consiste no resumo das principais metodologias utilizadas no
delineamento experimental. As metodologias e equagdes quimicas especificas utilizadas

para avaliar os dados obtidos serdo apresentadas nos capitulos pertinentes.

Os resultados da tese serdo apresentados nos capitulos 5 a 8. Sendo o contetdo do
CAPITULO 5 uma avaliacdo cinética de remoc&o de matéria organica e conversio de
sulfato utilizando ensaios em batelada anaerdbio para in6culo ndo halofilico, sob
condicdes halofilicas. No CAPITULO 6 avaliou-se o efeito do aumento gradual da
salinidade em reator anaerdbio com leito fixo estruturado(AnSTBR), com capacidade de
remocao de matéria organica. O CAPITULO 7 traz uma abordagem de remog&o parcial
de nitrogénio, via nitrificacdo e desnitrificagdo simultaneas, também utilizando inéculo
ndo halofilico, submetido ao aumento gradual de salinidade, com posterior avaliacao
apenas da nitrificacdo. No CAPITULO 8 apresenta-se o polimento quanto 4 remogc&o de
compostos nitrogenados, simultaneamente & lavagem do biogas para remogéo de sulfeto,

considerando-se o incremento de salinidade via processo de desnitrificacdo autotrofica.
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CAPITULO 9: Consiste na apresentacao da conclusdo geral, destaques e recomendagoes

para estudos futuros.
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CAPITULO 2

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Carcaterizacdo e tratamento da dgua produzida em plataformas de 6leo e
gas

As rochas de formacGes subterraneas sdo permeadas por diferentes compostos,
como petréleo, gas, e agua de formacao, a qual possui caracteristica salina. Assim, em
plataformas de extracdo de petroleo e/ou gas é gerado um residuo de grande impacto
ambiental, conhecida como agua produzida. Essa &gua residudria apresenta em sua
composicao substancias organicas e inorganicas, como 6leos e graxas, acidos organicos,
compostos recalcitrantes e hidrocarbonetos (benzeno, tolueno, etilbenzeno, tolueno —
BTEX- e fendis), metais, anions e cations, metais pesados e gases dissolvidos (CO: e
H.S) (AHMADUN et al., 2009).

A Tabela 2.1 resume as carcaterisitcas das aguas produzidas em plataformas de
petréleo e gas nas regides sudeste (21 plataformas), nordeste (1 plataforma), e sul (1
plataforma) do Brasil realizada por GABARDO (2007). Vale ressaltar que ha grande
variacdo nos parametros dessas aguas, uma vez que elas variam de acordo com a geologia
do local de extracdo, tempo de vida do reservatorio e tipo de hidrocarboneto extraido
(VEIL et al., 2004).

A producdo mundial de petroleo em 2021 foi de 89,8 milhdes barris por dia, sendo
o0 Brasil responsavel por 3,3% dessa producéo, de acordo com 71° relatério fornecido por
BP Statistical Review of World Energy (Londres 2022). Para cada barril de petréleo
produzido, sdo gerados aproximadamente trés barris de dgua produzida, sendo que a
mesma pode ser injetada novamente nos pocos (com a finalidade de manter a presséo);
descartadas nos oceanos, afetando a biota aquéatica (CAMPOS; NOBREGA;
ASANT’ANNA JR., 1999) ou reutilizada na prépria manufatura do petroleo e gas, sendo
gue para isso é necessario um tratamento adequado (ARTHUR; LANGHUS; PATEL,
2005).

De acordo com a Resolugdo N° 357 do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA) de Marco de 2005, que classifica os corpos de dgua e fornece padrdes para
langcamento de efluentes, a &gua do mar enquadra-se na Classe | das agua salinas, sendo
assim, ao comparar com os valores obtidos na Tabela 2.1 nota-se que é necessaria

adequacdo da agua de producdo, uma vez que o0s metais, hidrocarbonetos, carbono
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organico total (COT) e nitrogénio amoniacal estdo acima do permitido por essa resolugéo
considerando classe 1 de &guas salinas - onde ha recreacao de contato primario, protecao
de comunidades aquaticas, aquicultura a atividades de pesca (exemplo de limites: COT
até 10 mg L*; nitrogénio amoniacal 0,40 mg L™ .e benzeno 700 ug L™).

Tabela 2.1 Caracterizacdo da agua produzida em plataformas de 6leo e gas

Parametro Minimo Maximo Mediana
S04* (mg L™ 17 2243 481
Sulfeto (mg L1)? - - 10
HCOs (mg L) 275 730 436
Nitrogénio amoniacal (mg L™) 102 3002 51,7
pH 6,06 8,20 6,98
Salinidade (mg L™?) 38.182 179.766 75.434
SST (mg LY 1,9 106,1 10,6
COT (mg LY 153 971 307
DQO (mg O2L™) 1,28 10002 790P
Hidrocarbonetos totais (mg L) 4 66 10
Oleos e graxas (mg L™1)° 21 218 79
BTEX
Benzeno (mg L) 0,625 13,462 1,579
Tolueno (mg L?) 0,484 5,066 2,11
Etilbenzeno (mg L?) 0,051 0,602 0,223
Xilenos (mg L) 0,237 3,904 0,971
Fenois (mg L) 0,05 5,74 0,74
Acidos
Acético (mg L) 45 775 365
Propi6nico (mg L ™) 21 200 47
Metais
Aluminio (mg L™?) 0,003 0,32 0,1
Bario (mg L™?) 0,2 45 2,0
Boro (mg L™?) 18,4 80,1 36,4
Cobre (mg LY) 0,01 0,29 0,12
Ferro (mg LY) 0,1 17 1,1
Fosforo (mg L™?) 0,1 3,0 0,05
Manganés (mg L) 0,04 5,89 0,35

Fonte: adaptado GABARDO (2007); 2AHMADUN et al. (2009); ® VIEIRA et al. (2003).

A 4gua de producdo pode ser tratada por métodos fisicos, quimicos e bioldgicos,
que dependem da disponibilidade de tecnologia no local em que ocorre a exploragéo.
Tratamentos fisicos e quimicos sdao usualmente aplicados para exploracao “off shore”, ou

seja, aquela realizada em plataformas, uma vez que a area destinada para o tratamento é
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reduzida. Ja o tratamento bioldgico ¢ mais aplicado para exploragdo “on shore”, a qual
ocorre em terra, sendo que esse tipo de tratamento apresenta menor custo que os demais
(AHMADUN et al., 2009).

VIEIRA; CAMMARTOTA; CAMPORESE (2003) avaliaram o tratamento
bioldgico anaerobio da agua de producdo, utilizando o isolamento de consoércio
microbiano presente na propria agua residudria. Os autores verificaram a predominancia
de bactérias redutoras de sulfato (BRS) na comunidade estabelecida no sistema em
questdo, sendo esses microrganismos capazes de utilizar hidrocarbonetos como fonte de
carbono para seu metabolismo.

COSTA (2014) avaliou o processo de nitrificacdo em &gua residuéria sintética da
indUstria de petrdleo, e por meio de teste de respirometria verificou a influéncia de
salinidade de 100 a 15000 mg-CI- L™* nos microrganismos nitrificantes. O autor observou
que até 1000 mg-Cl- L o ion cloreto ndo apresentou toxicidade aos microrganismos,
entretanto acima de 2000 mg-CI- L! a atividade metabodlica celular apresentou queda.

VAIOPOULOU; MELIDIS; AIVASIDIS (2005) avaliaram a desnitrificagcéo
autotrdfica utilizando reator em escala piloto alimentado com efluente real de agua
produzida em plataformas de 6leo de gas. A carga de nitrogénio na forma de nitrato foi
de 0,127 g-N-NOs3 L d* e enxofre de 0,165 g-S,” L™ d. As cargas impostas ao sistema
apresentaram boa eficiéncia com Sz no efluente abaixo de 0,1 mg L™, indicando que ndo
houve toxicidade devido a esse composto.

Os compostos de bezeno, tolueno, etilbenzeno e xileno (BTEX), também estdo
presentes na agua produzida em plataformas de 6leo e gas, em concentracdes de 0,05
mg L de etilbenzeno até 13 mg L de benzeno. Esses compostos sdo constituidos de
hidrocarbonetos aromaticos e relativamente estaveis devido ao anel aromético e a falta de
grupos reativos em suas cadeias (VOGT; KLEINSTEUBER; RICHNOW, 2011). BTEX
sdo considerados os principais contaminantes das dguas continentais, por isso efluentes
industriais com esses compostos devem ser tratados para seu posterior lancamento no
meio ambiente.

A eficiéncia de remocédo de cada composto do BTEX varia de acordo com sua
cadeia, sendo o benzeno o mais dificil de ser biodegradado. Estudos revelam que o
benzeno é recalcitrante durante a reducdo do nitrato (BARBARO et al., 1992; KAO;
BORDEN, 1997).Nardi et al., (2005) e Firmino et al., (2015) concluiram que apds o
benzeno, os compostos mais dificeis de degradacdo sdo: tolueno, etilbenzeno, o-xileno,

seguidos pelos m- e p-xilenos.
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Para sistemas aerados ZHAO et al., (2006) avaliaram a eficiéncia de reatores
bioldgicos do tipo filtro aerado para o tratamento de 4guas de formagdo antes da etapa de
dessalinizagdo. Nesse estudo foi atingido 78% de eficiéncia para a remogéo de carbono
organico total (COT), 94% para 6leo, e 90% para compostos aromaticos de cadeia C13Hos
até CazHeg, totalizando 16 hidrocarbonetos, em um TDH de 4 horas e carga volumétrica
de 1,07 kg DQO m3d1.FIRMINO et al., (2015) estudaram a influéncia da relacdo
DQO/S04* utilizando reator UASB com volume de 3,3 litros. Esses autores encontraram
uma eficiéncia de remocgao de BTEX de 67% (concentrac&o inicial de 21,1 mg L) e 93%
de sulfato, quando a relagdo DQO/SO4* foi de 5,2, porém quando atingiu o valor de 1,3
a eficiéncia foi de 73% para BTEX (concentragéo inicial de 20,6 mg L), e a remogéo de
sulfato para essas mesmas relagdes foi de 53%.

Os estudos aqui citados demonstram a capacidade de sistemas anaerdbio e aerébio

de removerem compostos recalcitrantes como 0 BTEX.

2.3 Digestao anaerdbia e a influéncia da concentracédo de compostos de enxofre na

competicdo entre organismos metanogénicos e sulfetogénicos

O ciclo do enxofre se relaciona com os do nitrogénio, carbono e fésforo (HAO et
al., 2014), sendo assim, a degradacao de aguas residuarias contendo enxofre pode ocorrer
concomitante com outros compostos indesejaveis e poluentes.

O enxofre € um dos elementos mais abundantes, podendo ser encontrado em
erupgdes vulcanicas, oceanos e nas mais variadas atividades antropogénicas. Pode ser
liberado nas suas mais diversas formas através da queima de combustiveis fosseis,
processamento de alimentos, industria de aluminio, decompiscédo de matéria organica,
entre diversas outras (LEE; BRIMBLECOMBE, 2016).

As formas inorganicas de enxofre podem ser: sulfeto (S¥); enxofre elementar (S°),
tiosulfato (S203%) e sulfato (SO4%), variando seu estado de oxidagéo de -2 a +6 (Figura
2.1). Logo, o processo de tratamento biologico desses compostos baseia-se em 3
principais conceitos: controle da formacdo de sulfeto; volatilizagdo do sulfeto de
hidrogénio (H2S); precipitacdo de metais contendo sulfeto (ZHANG et al., 2008) e
utilizacdo do sulfeto como doador de elétrons para desnitrificacdo (GUERRERO;
ZAIAT, 2018; PANTOJA FILHO et al., 2014).
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Redugao
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2 | H,S | 1/ HS, | o] S° +2 5,05% +4 | SO4% +6 | SO,Z
FeS Oxidacao

Figura 2.1.Ciclo do enxofre e as principais formas de oxidacéo (-2 a +6). Fonte: adaptado
de Lloyd (2006)

Na digestdo anaerdbia, a maior preocupacéo, associada aos compostos sulfurosos
oxidados, esta na competicao entre arquéias metanogénicas (AM) e bactérias redutoras
de sulfato (BRS). As arquéias metanogénicas convertem substratos como o acetato,
metanol, hidrogénio e gas carbonico (H2 e CO2) a metano (CHs4) (HEDDERICH;
WHITMAN, 2006; MUYZER; STAMS, 2008). Ha dois grupos principais de arquéias
que participam da digestdo anaerdbia, sendo as hidrogenotroficas responsaveis pela
conversdo de Ho/CO2 em aproximadamente 30% do CHa e as acetoclasticas (conversao
do acetato), responsaveis por 70% (MOSEY, 1982).

As BRS utilizam ampla variedade de compostos organicos e Hz disponiveis no
meio como doadores de elétrons e reduzem sulfato (SO4%) a sulfeto (S%) em condicdes
anaerobias (WU et al., 2018), tornando-as mais versateis.

Na competicdo por Hz, as BRS sdo capazes de obter mais energia dessa molécula
do que as arquéias metanogénicas hidrogenotroficas, por apresentarem maior afinidade
pelo Hz e maior velocidade de crescimento (LENS et al., 1998a). No que tange a
competicdo entre BRS e arquéias acetoclasticas, as primeiras tambem apresentam reacédo
termodinamicamente mais favoravel do que as arquéias (LENS et al., 1998a), bem como
apresentam velocidades de crescimento maiores. Na Tabela 2.2 estdo descritas as
principais reacdes realizadas pelas BRS e arquéias metanogénicas.

Em elevadas razdes DQO/SO4>, a metanogénese € a rota principal; enquanto que
abaixo de 1,7 a pressdo de selecdo favorece a participagdo da BRS, como as Desulfovibrio
vulgaris (LENS et al., 1998a)(LENS et al., 1998). Além da competi¢cdo entre esses
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microrganismos por doadores de elétrons, o sulfeto produzido pode ser toxico a ambas.
CALLADO; DAMIANOVIC; FORESTI (2015) relataram que o sulfeto afetou tanto as

BRS quanto as arquéias, reduzindo a eficiéncia do processo anaerobio em condicoes

mesofilicas.

Tabela 2.2. Principais reacdes de reducao de sulfato e producao de metano a partir

de diferentes doadores e elétrons e seus respectivos valores de energia livre de Gibbs.

Processo Reacéo AG kJ*

1) 2 etanol + SO4* — HS + 2H,0 + H+ + 2 Acetato -132,7
2) 2 etanol + 3S04* — 3HS™ + 4HCO3 + 3H+ + 2H,0 -227,3

3) Acetato” + SO4> — 3HS + 4HCO3 -47,3
4) Glicose + SO, — HS + 2HCO3 + 3H+ + 2 Acetato - -358,2
. 5) Glicose + 3504 — 3HS + 6HCO3 + 3H* -452,5
Sulfetogénese 6) 4H, + SO + H* — 3HS" + 4HCO* 11522
7) 4 Ac. Propidnico” + 350, — 3HS™ + 4HCOs + 4Acetato + H* -150,6

8) 4 Ac. Propibnico + 7SOs* — 7HS + 12HCO;s + H* -341

9) 4 Ac. Butirico+ 10S04* — 10HS™ + 16HCO;- + 2H* -492

10)2 Ac. Butirico+ SO,> — HS + 4 Acetato” + 2H* -55,5

11) Acetato + H,O — CH4 + HCOs -31

Metanogénese

13) 4H; + H* + HCO3— CH4 + 3H20 -135,6

Fonte: Adaptado de SAADY (2013); ZHOU; XING (2015) .

WU et al. (2018) avaliaram a mudanca gradual entre metanogénese e

sulfetogénese durante a operacdo de um UASB com agua residudria sintética contendo

sulfato, etanol e acetato. A partir de testes de atividade microbiana, os autores observaram

que durante a fase com dominancia da metanogénese, o Desulfovibrio e outras BRS foram

capazes de converter etanol a acetato por meio da redugdo de sulfato (Figura 2.2A). Na
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fase em que a sulfetogénese estava estabelecida, Desulfovibrio oxidava etanol a acetato,

além de utilizar o Hz na sulfetogénese (Figura 2.2B).

S0~ s%°
S0z~ §% S0z~ §%
W : U\ e
— | Acetato — | Acetato
Etanol — CH, Etanol — CH,
L—— | H,+CO, | .+ CO,
503~ §*7 502~ s2-

Figura 2.2.Rotas metabdlicas para degradacdo do etanol, hidrogénio e acetato: (a)
sistema dom dominancia das metanogénicas; (b) sistema com dominancia das bactérias
redutoras de sulfato. Fonte: Adaptado de Wu et al. (2018).

A razdo entre a quantidade da matéria organica e sulfato em reatores
metanogénicos/sulfetogénicos auxilia na selecdo dos microrganismos, e € considerada o
principal parametro da interacdo entre metanogénicas e sulfetogénicas (CALLADO;
DAMIANOVIC; FORESTI, 2015). Estequiometricamente, a relagdo DQO/SO4? de 0,67
é suficiente para a completa remocédo de matéria organica via sulfetogénese. Para raz6es
menores, a quantidade de matéria organica é insuficiente para a completa reducdo de
sulfato; enquanto para relacdes acima de 0,67, a remogdo da matéria organica so ocorrera
se concomitantemente houver metanogénese (LENS et al., 1998a). Porém, fatores como
doadores de elétrons tornam a relacdo descrita acima apenas um parametro de controle,
uma vez gue a presenca de acetato auxilia no metabolismo das arquéias acetoclasticas, e
glicose favorece a oxidacdo incompleta das BRS, produzindo acetato (CALLADO;
DAMIANOVIC; FORESTI, 2015).

2.3.1 Toxicidade de compostos de enxofre na digestdo anaerdbia

A maior preocupacdo em sistemas de tratamentos de aguas residuarias contendo
composto sulfurosos oxidados € a producdo de sulfeto de hidrogénio (H2S). Esse
composto, na sua forma dissolvida ou gasosa pode gerar corrosdao, odor, aumentar a
demanda quimica de oxigénio (DQO) no efluente e até mesmo causar toxicidade no
sistema biologico de tratamento (LENS et al., 1998). O pH e a temperatura sdo fatores

intervenientes para a especiagéo do sulfeto (Eq. I).
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H,S = H* + HS™ = 2H' + S? (D

Em pH neutro (pKa = 6,9) e temperatura 30 °C, a dissociacdo entre H>S e HS™ é
de 50% de cada espécie. Em pH abaixo de 7, a maior parte do sulfeto é encontrada na
forma de H2S. Acima de pH 8 inicia o aparecimento da forma S? (LENS et al., 1998).

REIS et al., (1992a) observaram a completa inibicdo de cultura de BRS cultivada
em lactato e sulfato a partir da presenca de H.S em concentracdes de 547 mg L com pH
variando de 5,8 a 7,0 e temperatura de 22 °C. Para condic@es termofilicas (55 °C), VAN
HOUTEN; YUN; LETTINGA, (1997a) observaram que a populacdo de
Desulfotomaculum sp. foi inibida a uma concentragdo de 250 mg L™ de H2S. Os niveis
de toxicidade estdo associados a especiacdo do sulfeto de hidrogénio, funcéo do pH e de
acordo com o inoculo utilizado, fonte de matéria organica e temperatura. Faixas de 100 a
800 mg L™ para HS" e H.S foram relatadas na inibicdo de microrganismos metanogénicos,
enquanto que faixas de 50 a 200 mg L de H.S para outros microrganismos anaerdbios
(PARKIN et al., 1990a).

Destaca-se que o sulfeto ndo é toxico apenas para 0s organismos anaerobios, mas
também para as bactérias nitrificantes. Sendo assim, sistemas complexos de tratamento e
compostos por unidades sequenciais anaerobias e aerbias devem se atentar para o sulfeto
dissolvido. De acordo com SEARS et al., (2004) 0,5 mg L de sulfeto foi capas de inibir
a oxidacdo da amonia em sistemas de crescimento suspenso em reatores de fluxo
continuo. Ao contrario de outros tdxicos, como a salinidade, na qual os microrganismos
se adaptam quando adicionados em concentracBes crescentes, as bactérias nitrificantes
dificilmente se adaptam a presenca do sulfeto (MORAES; ORRU; FORESTI, 2013).

Portanto, o sulfeto possui consideravel efeito negativo para as atividades das
bactérias nitrificantes (£S@Y; GDEGAARD; BENTZEN, 1998; BECARI et al., 1980;
ERGUDER et al., 2008). Dessa forma, o tratamento de aguas residuarias ricas em

compostos sulfurosos e nitrogenados requer estratégias especificas.
2.4 Processos de nitrificacéo e de desnitrificacio

A nitrificacdo é um processo de conversdo de compostos ricos em nitrogénio,
geralmente na forma amoniacal (NHz") a nitrito (NO2"), conhecido como nitritacéo, e de
NO> a nitrato (NOs") — nitratacdo, na presenca de oxigénio como doador de elétrons.
Ocorre sob condi¢des ambientais especificas como: temperatura entre 25°C e 30°C;
oxigénio dissolvido na relagdo O2/N-NHs" de 3,55; pH entre 7,5 e 85(&£SQY;
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@DEGAARD; BENTZEN, 1998). Nessa etapa ha consumo de alcalinidade para
manutencdo do pH, uma vez que essa reagdo libera ions H* e fornece carbono aos
organismos autotréficos. De acordo com HENZE et al. (1997), a nitritacdo é a etapa
limitante do processo, uma vez que sua velocidade de reacdo € menor quando comparada
a nitratacéo.

Em sistemas convencionais de tratamento, a nitrificacdo é seguida pela
desnitrificacdo, em unidade subsequente sob condi¢des anoxicas, e caracteriza-se pela
reducdo do NOs™ até Ny, utilizando doadores de elétrons orgénicos ou inorgénicos. Os
doadores de elétrons externos mais comumente utilizados nos processos de
desnitrificacdo heterotréfica sdo: metanol e etanol; enquanto que na via autotréfica o HaS
apresenta-se como potencial. Algumas condi¢des ambientais que influenciam na
desnitrificacdo sdo: temperatura entre 10 e 30°C, pH entre 6,5 e 8, e oxigénio dissolvido
(OD) menor que 0,5 mg/L. Em contrapartida com o processo de nitrificacdo, a
desnitrificacdo gera alcalinidade, sendo que sua recuperacdo dependente do doador de
elétrons.

Na busca por sistemas mais compactos, vém se estudando o processo de
nitrificacdo e desnitrificacdo simultaneas (NDS), o qual é explicado com base em flocos
de lodos ativados, onde os microrganismos aerébios ocupam a parte mais externa, e
organismos andxicos ocupam a regido central do floco. De acordo com ZENG et al.
(2003), esse processo € possivel devido a resisténcia a transferéncia de massa, uma vez
que quando o oxigénio da fase liquida € transferido para o floco ha um decaimento da sua
concentracdo, até atingir valores baixissimos, momento em que inicia a atividade do
consarcio de microrganismos anoxicos. A estratificacdo observada no floco também pode
ser observada em sistemas com biomassa imobilizada para ocorréncia do processo NDS.
Organismos nitrificantes ficam aderidos a parte mais externa do meio suporte,
diretamente em contato com o oxigénio. Assim, ocorre a conversdo de N-amoniacal em
nitrito e nitrato, os quais serdo transformados pelos organismos desnitrificantes
autotréficos ou heterotréficos (localizados no interior do biofilme) em compostos mais
reduzidos, como o nitrogénio gasoso.

POCHANA; KELLER (1999) avaliaram os fatores que poderiam influenciar a
NDS em reatores de batelada sequenciais, e encontraram que o tamanho do floco interfere
na eficiéncia de converséo, pois a diminui¢do de 80 pum para 40 um, diminui a eficiéncia

do processo global de 52% para 21%, além de verificar relacdo positiva entre OD e
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eficiéncia da nitrificacdo e negativa com a desnitrificacdo, confirmando que o OD é um
fator essencial na NDS.

MOURA et al. (2018) avaliaram a NDS, para tratamento de esgoto sanitério,
variando os periodos de aeracdo e sem aeracéao entre 2h/1h e 3h/1h em duas condi¢es de
TDH, 8 e 12 horas. Os autores concluiram que aumentando o periodo de areacdo de 2
para 3 horas a eficiéncia de nitrificagéo foi de 77,5% para 91%. Para 0 mesmo processo
NDS e esgoto sanitario, SILVA et al. (2022) avaliaram o efeito das dimensdes do leito
de aderéncia dos microrganismos, com principal foco na influéncia da contradifuséo para
0 processo. Os autores avaliaram espumas com espessuras de 10, 5 e 2 mm e efluentes
sintéticos com relagdo DQO/N de 5 e 2,5, concluindo que em 2 mm néo houve boa adesdo
dos microrganismos.

Tecnologias de tratamento para remoc¢ao de nutrientes de dguas residuarias, como
nitrogénio, fosforo, metais, entre outros vém sendo desenvolvidas, e a busca continua por
processos eficientes, de baixo custo e compactos sdo destaques entre as pesquisas. O
processo de nitrificacdo e desnistrificagdo simultaneas e a desnitrificagdo autotrofica
ganham destaque em aguas residuarias pré-tratadas.

O processo NDS foi estudado por muitos autores em diferentes condicdes e
configuracdes de reatores. MORAES; ORRU; FORESTI (2013) avaliaram a remog&o de
nitrogénio a partir do efluente de um reator UASB contendo sulfeto, em reatores de
batelada alimentada com ciclos de 8 horas e operado com aeracdo intermitente. Tais
autores observaram que o prévio estabelecimento da nitrificacdo e baixas concentracdes
de sulfeto foram essenciais para a oxidacdo de N-amoniacal. A nitrificacdo é
extremamente sensivel a presenca de sulfeto, sendo que concentracfes de 0,5 mg/L de
sulfeto resultou em perda da eficiéncia na nitrificacdo (£SQ@Y; GDEGAARD;
BENTZEN, 1998). BECARI et al. (1980) observaram queda da eficiéncia de 28% para
76% da atividade das bactérias nitrificantes quando aumentaram a concentracdo de
sulfeto de 1,5 para 10 mg S/L.

2.6 Desnitrificacdo autotroéfica

Apos a nitrificacdo, doadores de elétrons precisam estar disponiveis para que
ocorra a desnitrificacdo. Dada a escassez de doadores de elétrons, remanescente em
unidades anteriores em que se estabelecem os processos de tratamento, como por exemplo
em reatores anaerobios e no processo NDS, faz-se necessario explorar outras

possibilidades para remogdo dos residuais de nitrogénio oxidado. Aguas residuérias
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complexas, contendo compostos sulfurosos, geram em ambiente anaerdbio gas sulfidrico,
conforme abordado na secdo 2.3. Esse composto gera mau odor nas estacOes de
tratamento, corrdi tubulacdes de metal e concreto e é toxico para seres humanos, fauna e
flora. Portanto, estratégias que permitam a remocéo do gés sulfidrico, para mitigacdo dos
efeitos deletérios para disposi¢cdo ou para 0 aproveitamento do biogas, precisam ser
analisadas. O acoplamento de processos envolvidos no sistema de tratamento, com a
utilizacdo do sulfeto de hidrogénio produzido no reator anaerdébio na desnitrificagdo em
ambiente anoxico pode ser considerado.

Nessa etapa, compostos reduzidos de enxofre, como H.S presente na corrente
gasosa do reator anaerdbio, podem ser utilizados como doadores de elétrons para o
processo de desnitrificacdo, interligando os ciclos do enxofre e nitrogénio e promovendo
a lavagem do biogaés.

A oxidacdo autotréfica do sulfeto via bactérias desnitrificantes pode levar a
geragdo de sulfato ou enxofre elementar (BERISTAIN-CARDOSO et al., 2006) ,
conforme representado pelas equacdes 2 e 3.

S4+16NOs + 1,6 H* — SO+~ +0,8N2+08H20 AG°’ -743,9 kJ (2)
S$*+0,4NOs +24H" — S°+0,2N2+ 1,2 H0 4G°-191,0 kJ (3)

A adicéo de solucdo contendo nitrato em campo de 6leo com sulfeto se mostrou
eficiente para a remocdo bioldgica de sulfeto JENNEMAN et al., 1999; REINSEL et al.,
1996). Além disso, foram descritas para relacdes entre NO37/S;™ acima de 1,48 o produto
final obtido era o sulfato (SO4%), enquanto que para relagdes abaixo desse valor, o produto
final era o enxofre elementar (S°). Os autores observaram que a remoc¢édo de nitrato ou
nitrito via sulfeto ndo so controla a liberacdo desse gas para a atmosfera, como também
auxilia no processo simultaneo de desnitrificacio via autotréfica (DOGAN et al., 2012).

A tilizacdo de reator anaerobio tratando &guas residuarias com sulfato,
anteriormente ao processo de remocao de nitrogénio, requer a avaliagcdo do conteudo de
sulfeto na fase liquida, visando proteger as bactérias nitrificantes em sistema NDS. O
equilibrio do sulfeto entre as fases gasosa e liquida estd associado ao pH do meio. A
introducdo do sulfeto gasoso presente no biogas do reator anaerébio pode contribuir para
desnitrificacdo complementar pela via autotrofica, em unidade reacional complementar,

apos o sistema NDS.
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O sulfeto possui consideravel efeito negativo para as atividades das bactérias
nitrificantes (£SQ@Y; ODEGAARD; BENTZEN, 1998; BECARI et al., 1980;
ERGUDER et al., 2008). Dessa forma, o tratamento de aguas residuérias ricas em
compostos sulfurosos e nitrogenados requer estratégias especificas, como relacdo N/S
estequiométrica, pH, temperatura e alcalinidade.

PANTOJA FILHO et al. (2014) operaram reator de leito fixo compartimentado
(zona aerdbia e zona andxica) com adicao de sulfeto apds a zona 6xica, a partir do biogas
para o pos-tratamento de efluente de reator UASB tratando esgoto doméstico. Os autores
obtiveram 70% de remocao de nitrogénio em condicdes de excesso de H»S, adicionado a
partir de gés sintético. Para concentracdo de H>S semelhante as concentracGes obtidas em
reator UASB (CH4 -380 g/m3, CO. — 120 g/m3, H2S — 50 g/m3), foi possivel converter

50% do nitrato em nitrogénio gasoso.
2.7 Tratamento microbioldgico de aguas salinas

Aguas residuarias sdo definidas como salinas quando apresentam até 1wt%,
enquanto que hipersalinas apresentam mais de 3,5wt% (SHI et al., 2012). Logo, 0s
microrganismos utilizados em sistemas de tratamento podem ser afetados, uma vez que
as membranas celulares sdo permedveis a agua, e em meios hipertdnicos, elas perdem
agua por osmose. Para que um organismo consiga sobreviver em ambientes com elevada
salinidade, duas estratégias sdo fundamentais: as células reterem elevadas concentracdes
de sal intracelular; ou as células manterem baixas concentracdes de sais no seu interior e
a pressao osmatica do meio ser equilibrada por solutos organicos compativeis (OREN,
1999).

Por exemplo, o Na* é essencial para o crescimento dos microrganismos em
pequenas concentracfes, uma vez que participam da formacdo do ATP e oxidacdo do
NADH (DIMROTH; THOMER, 1989) Porém, concentracdes de 3,5 a 5,5 g-Na*" L
podem causar toxicidade moderada; enquanto que 8 g-Na* L™ afetam drasticamente a
metanogénese (CHEN; CHENG; CREAMER, 2008; MCCARTY, 1964a). MUNOZ et
al. (2019) observaram em A&gua residudria com concentracdo de 6 g-Na® L? alta
solubilizacdo de substancias semelhantes a proteinas e reducdo do tamanho médio dos
granulos do reator UASB em 38%. Bactérias como BRS e nitrificantes também sdo
afetadas pela salinidade do meio. Um aumento de 7 a 35 g L na concentragio de NaCl
afetou as BRS, gerando reducéo de 40% na conversdo de sulfato (VAN DEN BRAND et
al., 2015).
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Nos processos de nitrificacdo e desnitrificacdo, a salinidade também vem sendo
avaliada como fator limitante. As bactérias oxidantes de amonia (BOA) e as oxidantes de
nitrito (BON) devem atuar em simbiose para que a nitrificacdo ocorra completamente, ou
seja a amonia seja totalmente convertida em nitrato. Entretanto, alguns parametros
operacionais e caracteristicas do substrato, como a salinidade podem afetar diretamente
essa relagdo. WANG et al. (2017) avaliaram o processo de NDS em ambiente com
elevada carga organica, nitrogénio e salinidade. Os autores relataram que a inibicdo da
BON, bem como das desnitrificantes, ocorreu principalmente devido a salinidade.
Contrariamente, MACEDO et al. (2019b) observaram que aumento da pressdo osmética
de 5 para 9 atm afetou o processo de nitrificacdo, entretanto 0s microrganismos
desnitrificantes heterotréficos ndo sofreram alteragao.

Estudo apresentado por BASSIN; DEZOTTI; SANT’ANNA (2011) relatou que
na presenca de 33g NaCl L™ ocorreu acimulo de nitrito, demonstrando que as BON s&o
mais sensiveis a salinidade do que as BOA. Entretanto, MOUSSA et al. (2006)
concluiram que as BOA sdo mais sensiveis a curtos e longos periodos na presenca de
salinidade de aproximadamente 17 g NaCl L™, perdendo entre 36 e 39% da sua atividade,
enguanto que as oxidadoras de nitrito apresentaram reducdo da sua atividade entre 5 e
13%. Essa divergéncia de resultados esta, possivelmente, associada mais a uma limitagdo
da transferéncia de oxigénio causada pelo sal, que pela inibicdo das bactérias oxidadoras
de nitrito (MOUSSA et al., 2006). Os trabalhos citados indicam que € necessario cautela
ao comparar ensaios de nitrificacdo na presenca de sal, uma vez que os resultados se
mostram contraditérios, devido as condicGes dos testes.

Assim, ao comparar resultados do efeito da salinidade na nitrificacéo é necessario
atentar-se a: a) configuracdo do sistema e condi¢cbes experimentais, como temperatura,
pH e compostos inibitorios; b) Se o sal é introduzido em forma de pulso ou gradual; c)
Inéculo utilizado (MOUSSA et al., 2006) .

A partir do exposto, observa-se que em grande parte dos sistemas de tratamento,
efluente salinos podem levar a baixas eficiéncias, uma vez que alteram a estrutura do
biofilme (MACEDO et al., 2019a) e geram aumento da producdo de polimeros
extracelulares (CHEN et al., 2019a) como forma de mitigar os efeitos do aumento da
pressdo osmatica. Sendo assim, a adaptacdo do inoculo ndo—halofilicos a salinidade e as

mudangas de forca idnicas causadas por excesso de cations precisam ser consideradas.
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CAPITULO 3

3. HIPOTESES E OBJETIVOS

A partir da reviséo de literatura e dos avancos nas tecnologias de tratamento para
aguas residuarias, levantou-se a hipdtese de avaliar sistemas mais eficientes para a
remocao de nutrientes em condicdes de estresse para microrganimos, utilizando-se de
uma éagua residuaria com caracteristicas salinas. Aguas residuérias similar a agua de
producdo de petroleo foi escolhida por conter diferentes nutrientes como nitrogénio,
sulfato e matéria organica. Para tanto utilizaram-se reatores de leito estruturado,
amplamente utilizados nas pesquisas dos processos envolvidos no grupo de pesquisa do

Laboratdrio de processos bioldgicos (LPB -EESC/USP), e in6culos ndo halofilicos.

O presente trabalho teve como hipétese central: Aguas residuérias salinas sdo
passiveis de tratamento bioldgico gerando subprodutos que podem ser utilizado nas
etapas sequencias, refinando o processo e aumento a eficiéncia do mesmo para 0s mais
diferentes compostos, como sulforosos, nitrogenados e matéria organica a partir de lodo
ndo-halofilico. Assim, o objetivo foiavaliar a eficiéncia sistema de tratamento de &guas
com compostos organicos, sulfurosos e nitrogenados na presenca de elevada salinidade a
cloreto de sédio em indculos ndo halofilicos, utilizando um sistema composto de reatores
de leito estruturado anaerdbio, seguido de reator aerdbio/andxico e para finalizar um

reator anoxico para a desnitrificacdo autotr6fica com H2S como doador de elétrons.

De acordo com as etapas estudadas, a hipdtese central foi subdividida em:

o Sub-hipotese 1: As BRS e arquéias metanogénicas oriundas de ambientes ndo
halofilicos competem pelo substrato na digestdo anaerobia, sendo as BRS mais
resistentes a salinidade sem adaptacdo aos sais.

Objetivo: Avaliar a sulfetogénese e metanogénse em diferentes salinidades
de cloreto de sodio em reator anaerdbio de leito estruturado, utilizando lodo

biolégico anaerdbio ndo halofilico como indculo.

e Sub-hipdtese 2: O desempenho das BRS e AM néo halofilicas é influenciada por
fatores ambientais como a relagcdo DQO/SO42- e a salinidade, entretanto a

resposta metabdlica (para remocdo de matéria organica e reducdo de sulfato)
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desses microrganismos difere em ambientes com concentracdes elevadas de
salinidade.
Objetivo: Avaliar desempenho das BRS e AM por meio de parametros
cinéticos de metanogénese e sulfetogénese conjuntamente em diferentes

salinidades, utilizando lodo bioldgico nao halofilico.

Sub-hip6tese 3: Aguas residuarias ricas em nitrogénio sio passiveis de tratamento
com base na nitrificacdo e desnitrificacdo simultaneas, entretanto efluentes de pés
tratamento de reatores anaerObios possuem baixa concentracdo de matéria
organica, limitando o processo de desnitrificacdo. Na presenca de salinidade, que
promove baixa difusdo de O.D. e indculo nitrificante ndo halofilico, a eficiéncia
do sistema fica mais impactada negativamente.

Objetivo: Avaliar a nitrificacdo e desnitrificacdo heterotrofica simultanea
em diferentes salinidades de cloreto de sodio em reator aerébio/anoxico a partir

de lodo ndo halofilico

Sub-hipétese 4: Devido a baixa concentracdo de matéria organica em efluente de
pos tratamento anaerdbio, a desnitrificacdo heterotréfica é limitada, assim utilizar
0 gas sulfidrico, que também é um sub-porduto da digestdo anaerdbia da agua
residudria em questdo, para a desnitrificacdo autotrofica apresenta-se como
alternativa potencial. Entretanto, efluentes salinos podem interferir na
transferéncia desse gas para o liquido, limitando a eficiéncia do processo, e até
mesmo gerando toxicidade para 0s microganismos.

Obijetivo: Avaliar a desnitrificacdo autotrofica utilizando H2S em reator andxico

para diferentes salinidades, utilizando indculo ndo halofilico
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CAPITULO 4

4. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Nesse capitulo serdo apresentados 0s processos avaliados em trés reatores
continuos distintos, operados independentemente (Figura 4.4) e um ensaio em batelada.
Os detalhes operacionais, como meio nutricional, salinidades e condigdes ambientais
serdo apresentadas nos capitulos especificos. Esse capitulo tem como objetivo apenas
apresentar os principais destaques para o delineamento experimental desta tese.

Sendo assim, o primeiro reator anaerdbio de leito estruturado (AnSTBR- R1) foi
operado em ambiente anaerébio (Figura 4.1), em condicbes metanogénica e
sulfetogénica, conforme descrito por GODOI; FORESTI; DAMIANOVIC, (2017). O
principal objetivo da unidade foi a remoc¢do de matéria organica e a reducdo do sulfato
existente nas aguas. O efluente do AnSTBR -R1 também teve como funcgdo fornecer
alcalinidade, necessaria para o processo de nitrificacdo em unidade subsequente e residual
de matéria organica, para ser utilizado pelos microrganismos desnitrificantes
heterotroficos no reator aerobio de leito estruturado (AnSTBR - R2) — Figura 4.2. Como
subproduto das reacdes em R1, durante a sulfetogénese é gerado gas H.S. Dado o
reduzido volume de biogés produzido e a dificuldade de coleta e armazenamento do
mesmao, 0 gas do reator destinado ao processo de desnitrificacdo autotrofica (Figura 4.3)
foi obtido a partir de cilindro com mistura sintética de gases contendo N2 e H.S, sendo o
H>S o doador de elétrons para desnitrificacdo autotrofica no reator anoxico (R3) com
objetivo de finalizar a remocéo de nitrogénio remanescente do sistema NDS e simular a
lavagem do biogés produzido no reator anaerobio.

A imobilizacdo da biomassa no reator anaerébio (R1) foi realizada em material
suporte na forma de hastes de poliuretano, configurando um leito estruturado. Esse reator
foi confeccionado em acrilico com volume util aproximado de 2,3 L e alimentado com
fluxo ascendente por meio de bomba peristaltica.

O tempo de detencdo hidraulica (TDH) de R1 foi de 12 horas, conforme observado
por RIBEIRO et al. (2013) em reator anaerdbio horizontal de leito fixo para remocao de
BTEX, e CAMILOTI etal. (2014) em reator de leito estruturado para reducéo simultanea
de sulfato e matéria organica, componentes da agua residuaria sintética em questdo. O
meio sintético utilizado para alimentagdo manteve a relagio DQO/SO4? igual & obtida em

literatura da agua residuérias de plataformas de 6leo e gas, ou seja, em 1,6 (GABARDO,
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2007) . O pH foi ajustado para valores abaixo de 6,5, uma vez que essa faixa se mostrou
eficiente para a liberacdo de biogas seguindo lei de Henry, favorecendo a forma néo
dissociada do H>S (DE GODOI et al., 2017), permitindo o desenvolvimento dos
processos metanogénico e sulfetogénico.

O reator aerobio (R2) tambem teve como suporte para imobilizacdo da biomassa
o leito estruturado de espuma de poliuretano e foi construido com tubo de acrilico de
didmetro interno de 80 mm, altura de 400 mm, e volume util aproximado de 2,2 L. A
alimentacdo desse reator também foi em fluxo ascendente com efluente sintético
simulando o efluente de R1, com énfase no residual de matéria orgéanica e alcalinidade.
Destaca-se que nesse reator foram testadas diferentes concentraces de OD avaliadas na
literatura, entre 3 até 6 mg-O, L™! por meio de compressor de ar com ajuste para aeracao.
O tempo de detencdo hidraulica para R2 foi de 12 horas de acordo com (SANTOS et al.,
2016), operando reator de leito estruturado com recirculacdo e aeracdo intermitente
(SBRRIA).

O terceiro reator (R3), foi um sistema andxico com suporte de espuma de
poliuretano, no qual ocorreu a complementacdo da desnitrificacdo pela via autotrofica e
lavagem do biogas produzido no em R1. O reator possuia diametro interno de 50 mm e
altura de 680 mm e volume util de 0,81 L. Destaca-se que a quantidade de matéria
organica presente na agua residuaria era insuficiente para suprir a demanda por doadores
de elétrons exigida para desnitrificacdo heterotrofica em R2. O TDH utilizado também
foi de 12 horas e o afluente sintético baseado na composicdo do efluente de R2. O sulfeto

gasoso foi dosado em concentracdo semelhante a produzida em R1.
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Figura 4.1. Imagem do reator anaerdbio e a biomassa aderida em espuma de poliuretano

apos os 580 dias de operacéo

Figura 4.2. Imagem do reator andxico e a biomassa aderida em espuma de poliuretano apds os
100 dias de operagéo
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Figura 4.3. Imagem do reator aerdbio e a biomassa aderida em espuma de poliuretano
apos os 480 dias de operacéo
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4.1.5 Material suporte

Os trés reatores continuos foram de leito estruturado, utilizando como material
suporte espuma de poliuretano, com densidade aparente de 20 kg m3 e porosidade de 92%
com arestas entre 0,8 e 1,0 cm . Foram utilizadas aproximadamente 12 hastes verticais

para R1 e R2 e 8 hastes para R3. Nos ensaios em batelada ndo houve material suporte.
4.1.6 Inoculo

R1 e bateladas anaerdbias foram inoculados a partir da maceracéo dos granulos
do lodo de reator UASB proveniente do tratamento de aguas residuérias da Avicola Dacar
(Tieté/SP).

R2 foi inoculado com lodo proveniente de sistema de lodos ativados com atividade
nitrificante, da estacdo de tratamento de &guas residuérias da Fabrica de Motores da
Volkswagen (S&o Carlos/SP) (GUERRERO; ZAIAT, 2017).

R3 foi inoculado a partir da biomassa adaptada proveniente de reator
desnitrificantes autotrofico operado nas dependéncias do Laboratério de Processos
Bioldgicos (LPB/EESC —~USP) (GUERRERO; ZAIAT, 2017).

Ressalta-se que nenhum dos trés indculos utilizados estavam adapatados a

salinidade, ou seja, todos eram ndo-halofilicos.

4.1. Avaliacdo do desempenho dos reatores: Métodos analiticos e calculos

O desempenho do reator anaerébio (R1) foi avaliado por parametros como: pH
Alcalinidade parcial (Ap), alcalinidade intermediaria (Al), acidos volateis totais (AVT),
alcalinidade a &cidos volateis, demanda quimica de oxigénio (DQO) e concentracdo de
solidos suspensos totais (SST), volateis (SSV) e fixos (SSF), sulfato, sulfeto liquido e
gasoso.

O desempenho do reator aerdébio (R2) foi avaliado pelos mesmos parametros
aplicados ao R1, com acréscimo da avaliacdo de nitrogénio amoniacal (N-NH4"),
nitrogénio na forma de nitrito (N-NO2") e nitrogénio na forma de nitrato (N-NO3").

E para o reator desnitrificante autotréficos (R3) a avali¢do de desempenho ocorreu
pelos mesmos parametros citador para os reatores R2 e R3 acrescido de analise de sulfeto
no liquido e gas.

As equac0es gerais para os trés sistemas estdo descritas nas Tabela 4.1, Tabela
4.2e Tabela 4.3.
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o DQO, SST, SSV e SSF: Esses parametros foram determinados de acordo

com protocolos descritos no Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (APHA/AWWA/WEF, 2012). Para a andlise de sélidos foram utilizadas
membranas de 1,2 um para filtragem das amostras, e para a analise de DQO do reator R1
foi utilizado ZnSO4 para precipitagdo do sulfeto dissolvido, uma vez que o mesmo
contribui para a DQO do sistema (1 g S* ¢y ~2 g O2), além da precipitagdo do cloreto
existente na &gua residuaria utilizando sulfato de mercirio (HgSOa.) seguindo
metodologia de (VYRIDES; STUCKEY, 2009);

o Alcalinidade e &cidos volateis totais: para determinacao desses parametros

foi utilizada metodologia descrita por KAPP, (1984) por meio de titulometria
potenciométrica para R1, permitindo o célculo da alcalinidade a sulfeto determinada DE
GODOI et al. (2017). Para R2, foi realizada alcalinidade total e intermediaria seguindo
metodologia de RIPLEY; BOYLE; CONVERSE (1986).

o Sulfato e sulfeto no liquido: O sulfato e sulfeto estdo sendo analisados por

método descrito no Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater
(APHA/AWWA/WEF, 2012). Para analise do sulfeto utiliza-se o kit HACH® composto por
dois reagentes. Uma vez que o sulfeto reagente com o oxigénio, as amostras foram
coletadas diretamente do interior do reator utilizando seringa com septo para evitar a
contaminagdo ou perda do gas. Foi utilizado NaOH para o sulfeto e HCI para o sulfato
para preservacgao das amostras.

. Sulfeto gasoso: Esse método idealizado no laboratério de processos

biol6gicos (LPB-EESC/USP) realiza a quantificacdo de sulfeto de hidrogénio (H2S) em
amostras gasosas utilizando o método de azul de metileno, 0 mesmo utilizado na
determinacdo de sulfeto total em amsotras liquidas (APHA/AWWA/WEF, 2012). Para
andlise de sulfeto gasoso a amostra é transferida para um tubo a vacuo contendo uma
solucdo de acetato de zinco, na qual o gas sulfidrico é fixado sob a forma de sulfeto de
zinco (ZnS). Hidroxido de sodio € utilizado para elevar o pH da solugdo e promover a
precipitacdo de ZnS.

o Sulfeto total dissolvido (STD): Calculado de acordo com o pKa (6,89) para

0 primeiro estagio de ionizagédo do sulfeto (H2S @q) — HS") sob a temperatura de operagéo

(30 °C), de acordo com equacdes descritas nos respectivos capitulos desta tese.

o Série de nitrogénio: Nitrogénio amoniacal (N-NH4") e nitrito (N-NO2)
foram avaliados por método espectrofotométrico (APHA/AWWA/WEF, 2012) e 0 nitrato
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(N-NO3’) avaliado por metodo espectrofotométrico da absorcdo ultravioleta (UV)
modificado de (APHA/AWWA/WEF, 2012) A anélise de nitrato utiliza-se apenas do acido
cloridrico como reagente, e em seguida realiza-se a leitura em UV. As amostras do
efluente sdo previamente filtradas em membrana 0,45 um para realizacdo da série
nitrogenada.

e Oxigénio dissolvido, potencial de oxirreducdo e condutividade: O oxigénio

dissolvido (OD) e o potencial de oxi-redugdo (pOR) estdo sendo monitorados em R2 a partir
de sensores Intellical ORP-Redox MTC 101 (Hach) e LDO HQ10 (Hach), ambos acoplados
a medido HQ40d (Hach). E a condutividade por meio de condutivimetro Digimed DM-31.

e Analise de Sulfeto de hidrogénio (H»2S), metano (CH4) ,nitrogénio (N»), e gas

carbénico (CO») : esses compostos foram analisado por cromatografia gasosa (LEBRERO
etal., 2016).

e (Cilculo pressdo osmoética (w): Como o substrato tem caracteristicas salina, utiliza-

se a pressdo osmatica como forma de monitoramento (Equacdo 4). Onde: M é a molaridade
da solugdo (mol/L), R é a constante universal dos gases perfeitos (0,082 atm L mol™), T a
temperatura (K) e i o fator de Van’t Hoff. Para fins de transformagao utilizou-se 1 wt%
equivalente a 6,3 atm (PANSWAD; ANAN, 1999) .

m=MRT.i 4)
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Tabela 4.1. Principais equaces utilizadas para verificacdo do desempenho do reator R1

VARIAVEL

UNIDADE

EQUACAO

Eficiéncia de remocdo de matéria organica

%

%DQO = % 100

DQOaf: DQO afluente (g L)
DQOef: DQ efluente (g L)

DQO removida via sulfetogénese

%

%DQOSO42_ :0,67 . Sulfato af —Sulfato ef 100

DQOaf-DQO ef

Sulfato af: sulfato afluente (g L™?)
Sulfato af: sulfato afluente (g L)
DQOaf: DQO afluente (g L)
DQOef: DQ efluente (g L)

DQO removida via metanogénese

%

%DQOCH4: %DQO - %DQOso42'

%DQO: Eficiéncia de remogao de matéria organica

%DQO0so42: DQO removida via sulfetogénse

Carga de sulfato

g SO Ltd?

TDH: Tempo de detencdo hidraulico (dia)

Anion bissulfeto

gL?

~ Sulfato
C SO = ——
TDH
L STD
HS = 1+10PKa—pH

STD: Sulefto total dissolvido (g L)

Sulfeto total dissolvido

gL*

STD = HZS(aq) +HS_(aq)

H2S: Sulfeto de hidrogénio (g L)
HS": anion hissulfeto (g L)

Sulfeto estimado

gL?

Sestim. = (Sulfato af — Sulfato ef).0,33

Sulfato af: sulfato afluente (g L)
Sulfato af: sulfato afluente (g L)

Contelido de H2S(%), CH4(%) e CO2(%)
no biogas

%

%H,S= X2

nt

%CH, = "2

n
_ mH2

%CO2=—

"ot

nH2S: nimero de mols de H2S (mol)

nCHa: nimero de mols de H2 (mol)

nCO2: nimero de mols de Hz (mol)
nt: nH2S + nCH4 + nCO2 (mol)

Rendimento de CH4

mLCH4 g’loqo

VBG.%CH4

MY =
(DQOaf-DQOef).Qaf

VBG: vazdo de biogas (mL h)
DQOaf: DQO afluente (g L)
DQOef: DQ efluente (g L?)
Qar: vazdo afluente ao reator (L h'?)
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Tabela 4.2. Principais equagdes utilizadas para verificacdo do desempenho do reator R2

VARIAVEL UNIDADE EQUACAO
Eficiéncia de remocéo de % %DQO = DQOaf-DQOef 440 DQOaf: DQO afluente (g L?)
, - A - DQO
materia organica Qoaf DQOef: DQ efluente (g L—l)
Eficiencia de oxidacdo de % %0x. N-NH,* = N-NH4+af= N-NH4+ef 40 N-NH,*af: Nitrogénio amoniacal afluente (mg L)
nitrogénio amoniacal N-NH4+af e N A . 4
N-NHg*ef: Nitrogénio amoniacal efluente (mg L™)
%N = N-NH4*af: Nitrogénio amoniacal afluente (mg L)
Eficiéncia de remogao de % . . _ _ N-NH,*ef: Nitrogénio amoniacal efluente (mg L™?)
nitrogénio total (N-NHF af)—(N-NH; ef +N—-NOj ef+N—NO3 ef) 100
(N-NH] af) ' N-NOyef: Nitrogénio a nitrito efluente (mg L)
N-NOsef: Nitrogénio a nitrato efluente (mg L™)
i N-NH,*af: Nitrogénio amoniacal afluente (mg L*
Carga aplicada a mgeN e i N N-NHE af gar 4 9 (mgL™)
nitrogénio aplicada vitil Qaf: vazdo afluente ao reator (L h?)
Vatil: Volume (til do reator (L)
N-NHg*af: Nitrogénio amoniacal afluente (mg L)
Carga de nitrogénio mg-N m- dia CNoyigags = N=NHE af ~N-NH{ ef) .Qaf N-NHg*ef: Nitrogénio amoniacal efluente (mg L™)
oxidado e vatil

Q.r: vazao afluente ao reator (L h?)
Vatil: Volume (til do reator (L)
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Tabela 4.3. Principais equacg0es utilizadas para verificacdo do desempenho do reator R3

VARIAVEL UNIDADE EQUACAO
_ N-NOsaf: Nitrogénio amoniacal afluente (mg L?)
Carga aplicada a nitrogénio ~ mg-N L h! CNaplicaca = 103 8/ .Qaf
gaap g g aplicada vt Qar: vazdo afluente ao reator (L h)
Vatil: Volume til do reator (L)
N-NOgaf: Nitrogénio a nitrato afluente (mg L)
Eficiéncia de desnitrificaco % %Des = N=N0s af)—(;llV_—I\;\/OO_;a;?— N-NOz ¢f 100 N-NOsef: Nitrogénio a nitrato efluente (mg L)
3
N-NOef: Nitrogénio a nitrito efluente (mg L)
H2S: concentracdo volumétrica de H2S afluente (ppmv)
QN_2/S;: Vazéo de entrada de gas sintético (L h?)
H2Saf. QN2 . P. MM o ;.
Carga aplicada a enxofre mg-SL*ht Carga de sulfeto = H2s P: pressdo atmosférica (1atm)

R . T . Vreator

MM: massa molar do enxofre (g mol™?)

R: constante universal dos gases ideais, equivalente - 0,082
atm L mol™* K

Eficiéncia de remocdo de
H,S

%

Ef. Remogdo H,S =

st af—st ef
st af

H2S af: concentragdo volumétrica de HS afluente (ppmv)
H2S ef: concentragdo volumétrica de H,S efluente (ppmv)
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CAPITULO 5

5. EFEITO DA SALINIDADE NA PRODUCAO DE METANO E NA REDUC}AQ
DE SULFATO DE LODO DE REATOR ANAEROBIO NAO ADAPTADO A
SALINIDADE: UMA AVALIACAO CINETICA

5.1 RESUMO

Aguas residuérias ricas em matéria organica e sulfato sdo amplamente estudadas
visando a digestdo anaerdbia com microrganismos metanogénicos e bactérias redutoras
de sulfato. Entretanto com a evolugdo rapida das inddstrias, novas demandas surgem para
aguas residuarias ricas em compostos organicos e sulfato, mas sobretudo com elevadas
salinidades. Os microrganismos halofilicos sdo os mais adequados para o tratamento
dessas aguas residuarias, entretanto ndo sdo facilmente disponiveis, por isso séo
necessarios 0s estudos de comportamento de microrganismos metanogénicos e
sulfetogénicos em elevadas salinidades utilizando inoculos ndo halofilicos. Assim, o
presente estudo visa avaliar a cinética para producdo de metano e reducdo de sulfato na
presenca de salinidade variando de 0,00 a 35,00 g-NaCl L™ em ensaios em batelada. A
producdo de metano (P-CHas) decaiu com o aumento da salinidade, com valores variando
de 139 NmL (15,60 g-NaCl L) para 29 NmL (35,00 g-NaCl L?), tendo sua velocidade
maxima 81 mL-CH4 d com 2,3 g-NaCl L. A reducdo de sulfato apresentou interferéncia
com valores mais baixos de salinidade, 10,4 g-NaCl Lt com constante cinética aparente
decrescendo de 0,06 h™! (0,00 g-NaCl L) para 0,014 h't (10,40 g-NaCl L. Os resultados
permitiram concluir que as BRS foram os primeiros microgranismos afetados pela
salinidade, desequilibrando o sistema, e levando ao acumulo de &cidos. As arquéias
metanogénicas tiveram seu metabolismo afetado pela salinidade, apresentando baixa
velocidade de producdo de metano, ndo sendo capaz de consumir acidos. A queda na
abundancia relativa das bactérias oxidadoras incompletas de sulfato em 23 g-NaCl L,
Sulfurovum, seguido do aparecimento de bactérias fermentativas — Clostridium —
explicam tais padrdes. A existéncia de arquéias metanogénicas hidrogenotroficas (ex.
Methanoregula) e acetoclasticas (ex. Methanosaeta) ndo foi suficiente para consumir

acetato e hidrogénio do meio.
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5.2 INTRODUCAO

Aguas residuarias de industria de pescado, agua de producdo de petréleo e géas
podem conter elevadas concentragdes de ions como cloro (CI), sodio (Na*), sulfato (SO4*
) e matéria organica. Matéria organica e sulfato podem ser removidos via metanogénese
e sulfetogénese. O ion sddio (Na") auxilia na sintese de adenosina trifosfato (ATP) e
oxidacdo de nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) (TURCIOS; WEICHGREBE;
PAPENBROCK, 2016).

O S04? quando reduzido a sulfeto (ROBERTS et al., 2016) e Na* (MENDEZ;
LEMA; SOTO, 1995) podem causar toxicidade por inibicdo aos microrganismos
envolvidos nos processos de conversdo dependendo de suas concentracfes. A toxicidade
do sulfato ocorre ap0ds sua reducao pelas BRS, na sua forma de sulfeto de hidrogénio
(H2S) no biogés, ou HS/H>S na fase liquida, dependendo do pH. Todos esses compostos
podem ser toxicos as células, podendo ser permeavel na parede celular, desnaturar
proteinas e coenzimas importantes através de ligacdes com as cadeias polipeptidicas
(LENS et al., 1998a).

A toxicidade do Na* relaciona-se a elevada diferenca de pressdo osmotica entre
citoplasma do organismo e meio liquido, gerando inibicdo de proteinas chaves e
desordens metabolicas (GUAN et al., 2023). Entre as proteinas afetadas, a F420,
coenzima presente nas arquéias metanogénicas, vem sendo avaliada como indicativo da
atividade metanogénica, e estudos demonstram decaimento dessas proteinas com o
aumento gradual de sal em ensaios anaerdbios, concomitante com o decaimento da
producdo de metano e tamanho de granulos em lodos anaerébios (ZHANG et al., 2022,
2020).

Além do decaimento de proteinas essenciais para o metabolismo celular, a
salinidade elevada (>1%) pode gerar perda de agua da célula, recessdo do citoplasma e
até desintegracdo das células (ABOU-ELELA; KAMEL; FAWZY, 2010). Para
minimizar a toxicidade desses compostos, principalmente o sodio, uma opc¢éo € utilizar
organismos halofilicos, porém, os mesmos sdo limitados como fonte de inéculo. A
adaptacdo de organismos nao holifilicos pode demorar até 719 dias em concentracfes de
sal acima de 17 g L' (MENDEZ; LEMA; SOTO, 1995). Ressalta-se aqui a diferenca

entre organismos halofilicos e halotolerantes. Organimos halofilicos sdo aqueles que
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requerem elevadas concentracdes de sal para crescer, enquanto o halotolerantes, podem

crescer na auséncia de salinidade, ou na presenca de pequenas concentracoes de sal.

Diante disso buscam-se alternativas para aplicacdo do tratamento anaerobio em
aguas residuérias na presenca de sal, viabilizando o uso de organismos ndo halofilicos
como in6culo. Uma das estratégias metabdlicas desses organismos é o acimulo de ions
em seu interior para balancear com a pressdo osmotica externa (ROESSLER; MULLER,
2001). Devido ao tempo de resposta metabdlica de adaptacdo, muito se tem pesquisado
sobre as diferentes concentragdes iniciais de salinidade capazes de afetar os organismos
anaerébios, podendo variar entre 6 g-Na* L? (ZHANG et al., 2022) ou até
23 g-Na* L (LEFEBVRE et al., 2007).

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da salinidade (0 a 35 g-NaCl L) na
digestdo anaerodbia usando dgua produzida em plataformas de petrdleo e gés sintética por
meio de (i) avaliacdo cinética do efeito da salinidade na metanogénese (producdo de
metano), (ii) avaliacdo cinética na sulfetogénese, por meio da remocdao de sulfato, (iii)
analisar o efeito da salinidade nas arquéias metanogénicas e bactérias. Esse estudo pode
auxiliar em estrategias para utilizar lodo n&o halofilico como indculo para diversas aguas

residudrias salinas de processos industriais.

5.3 MATERIAL E METODOS
5.3.1 In6culo

O in6culo utilizado como consorcio microbiano foi proveniente de um reator do
tipo UASB operando em condi¢fes mesofilas para o tratamento de efluentes de
abatedouro de aves. Grupos microbianos participantes de todas as etapas da digestdo
anaerdbia (incluindo BRS) foram previamente identificados neste consércio possuindo
alto desempenho (GRANATTO et al., 2019).

5.3.2 Agua residuaria

As caracteristicas do efluente em estudo foram baseadas em agua produzida de
petrdleo e gas (GABARDO, 2007), e utilizada em reator anaerébio de leito estruturado,
assim como o lodo. A matéria organica (780 mg L) foi fornecida pelo etanol (0,48 mL
L"), o sulfato, em concentragio de 480 mg-SO+> L, foi devido ao sulfato de sodio
(710 mg L), resultando em uma relagdo DQO / SO4? foi de 1,6.
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A salinidade foi devida ao cloreto de sodio (NaCl), e avaliada de
0 a 35 g-NaCl L (Tabela 5.1. Salinidades devido ao cloreto de sédio utilizados em
ensaios em batelada e suas respectivas concentragdes de ion sddio, pressdo osmatica (atm
e Wt%)). A suplementacdo de metais essenciais para o estabelecimento da metanogénese
e sulfetogénese foi realizada atraves da adicdo de solucdes de micro e macronutrientes
adaptadas de (Torres, 1992).

Tabela 5.1. Salinidades devido ao cloreto de sodio utilizados em ensaios em batelada e

suas respectivas concentracdes de ion sodio, pressdo osmatica (atm e Wt%)

g-NaCIL?' g-Na*L! mtotal (atm) Wit%

0 0 0 0,0
2,3 1,00 1,9 0,3
4,6 2,00 3,9 0,6
10,4 4,00 8,8 1,4
15,6 6,00 13,2 2,1
23,0 9,00 19,5 3,1
35,0 14,00 30,0 4,7

5.3.3 Procedimento experimental

Testes de batelada foram realizados em frascos de Duran® com capacidade total
de 1100 mL, volume atil de 360 mL e headspace de 740 mL. A relacdo alimento
(F)/microorganismo (M) utilizada foi de 0,4 mg-DQO mg-SV™.

Todos os testes foram realizados em triplicata. O lodo foi previamente
centrifugado por 10 minutos a 900 rpm para retirada da fase liquida. Apds a montagem
dos reatores, o gas argonio foi fluxionado por 5 minutos na fase liquida e 2 minutos no
headspace, garantindo o estabelecimento de um ambiente anaerébio. Os frascos selados

foram mantidos em agitador a 30°C e 150 rpm.

5.3.4 Métodos analiticos

O monitoramento de pardmetros como DQO, pH, sulfeto (S%) seguiram
metodologia descrita emAPHA/AWWA/WEF (2012). Alcalindade total, intermediaria e

parcial foram avaliadas de acordo com Kapp (1984), no inicio e final do ensaio. A analise



64

de sulfato (APHA/AWWA/WEF, 2012) foi realizada ao longo do experimento. Para
preservacdo das amostras, antes das analises de SOs* e S%, amostras liquidas foram
coletadas em frascos contendo quantidades adequadas de é&cido cloridrico (1 M) e
hidroxido de sodio (50% m/V), respectivamente. A analise de DQO foi modificada com
a dosagem de excesso de sulfato de mercurio (11) (HgSO4) conforme proposto por Vyrides
& Stuckey (2009) visando eliminar interferéncias de altos niveis de cloro. As amostras
também foram pré-tratadas com sulfato de zinco (ZnSO4) para remover interferéncias de

sulfeto dissolvido.

A composicdo do biogés - sulfeto de hidrogénio (H.S), nitrogénio (N2), metano
(CHo.) e dioxido de carbono (CO,) foi analisada durante todo o teste em um cromatografo
a gas GC 2014 (Shimadzu®), equipado com um detector de condutividade térmica, com
um HP-PLOT/Q 30m x 0,54mm, sendo o géas de arraste hidrogénio, com tempo de corrida

de aproximadamente 15 minutos (Lebrero et al., 2016).
5.3.5 Andlise de dados e avalicdo cinética

As equacoes (5) e (6) foram utilizadas para estimar a proporcao de remocéo de
matéria organica via sulfetogénese (%DQOsulfetogénse; %) e metanogénese
(%DQOmetanogénese; %) (VILELA; DAMIANOVIC; FORESTI, 2014). Vale ressaltar
que o calculo da remocdo por sulfetogénese utilizou a concentragdo inicial e final de
sulfato. Os termos SO+ ini, SO4*fin, DQOIni, DQOfin e %EfDQO sio, respectivamente,
as concentracdes de sulfato inicial e final (mg L™?), os niveis de DQO incial e final (mg
L") e a remogéo global de DQO eficiéncia (%) na Eq. (5)—(6). A eficiéncia de remoc&o
de sulfato (%EfSO4>) também foi usada para avaliar o desempenho da fase liquida.

2— 2—
0 _ SO%™ i — S04 gy ) 5
/ODQosulfetogenese = 10.67 DQO,,; — DQO;; 100 (5)
ini in
%DQOmetanogénese = %DQO — %DQOsulfetogénese (6)

A composicdo do biogas via GC na pressdo interna, mais especificamente o
metano, foi determinada em medic¢Oes periodicas da pressdo interna nas garrafas de
Duran®. A produgdo cumulativa de metano (MEPcum -atm), nimero de mols de metano
(nCH4,n - mols) e volume de metano no headspace (VCH4) foram avaliados através da
Eq. (7), (8) e (9) (Santos et al., 2019). Os termos Ppre,n e Ppost,n-1 séo as pressdes antes

e depois da coleta da amostra nos tempos “n” e “n-1” (atm), respectivamente. A fragao
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de metano no biogas no tempo “n” (fCH4 -adimensional), o volume do headspace
(Vheadspace — L), a constante universal do gas (R — 0,082 atm L mol-1 K1), a temperatura
de incubacéo (T — 30 °C), a temperatura em condig¢des normais (TO - 273K) e a pressédo

atmosfeérica local (PO — 1atm).

MEP.m, = gzg[(Ppre,n - Ppos,n—l) ) fCH4,n] (7)
MEP - Vh d
Nenan = cum eadspace (8)
R-T
Nepan " R To
Verta = 88— 0 ©)
0

Os resultados das analises do biogas foram ajustados de acordo com o modelo de
Gompertz modificado por Zwietering et al. (1990), Eq. (10). Valores de produ¢éo maxima
de metano (PCH4) em mL, velocidade méaxima de produgdo de metano (k), emmL d?, e
0 periodo de tempo até o inicio da produgdo de metano (1), em dias, foram estimados.
Sendo o nimero de Euler - e - de 2,71828 e t 0 tempo de incuba¢do em dias. Os ajustes

foram feitos pelo método Levemberg-Marquardt (Microsoft Origin 9.0).

X e

Pcy, () = Pey, X {—exp IkP X(A—-1t)+ 1]} (10)

CH,

Com relacdo a conversdo de sulfato, foi utilizado o modelo de primeira ordem
com decaimento exponencial e residual (CAMARGO et al., 2002) — Eq. (11). Para este
modelo foi considerado um sistema de mistura completa, isotérmico (temperatura
constante de 30 °C), homogéneo e em estado estacionario. Sendo “C(t)” a concentracao
de sulfato no liquido em um tempo “t”, “C0” a concentragdo inicial de sulfato, “Cres” o
sulfato residual no reator ao final da incubacéo, todos em mg L%, kapp a constante cinética

aparente (h'?) e t o tempo de teste ().
C (t) = Cres + (CO — Cres). ekavr- O (11)

Ao observar mais de um comportamento cinético para um mesmo conjunto de
dados, para fins de ajuste, o tempo “n” em que ocorreu a mudanga de comportamento foi
considerado zero. Este procedimento foi aplicado tanto para a produgdo de metano quanto

para a reducdo de sulfato.
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5.3.6 Analises microbioldgicas

Amostras finais de cada ensaio em batelada foram coletadas e armazenados a 4
°C até processamento posterior. A extracdo total de DNA para sequenciamento de
préxima geracdo (NGS) foi realizada usando o kit FASTDNA SPIN para solo (Qbiogene,
Carlsbad, CA, EUA). A qualidade do DNA foi avaliada pela propor¢éo de 260/280 nm N
1,8, medida por um espectrofotometro ND-2000 (Nanodrop Inc., Wilmington, DE) e
eletroforese em gel de agarose.

O sequenciamento paired-end de ciclos Illumina MiSeq 300 da regido (~450 pb)
de 16S rRNA foi realizada seguindo o protocolo do fabricante (lllumina Inc., EUA) pela
NGS solugdes genémicas (Piracicaba, Brasil), usando seu proprio pipeline considerando
1% de erro. As sequéncias resultantes (fastq) foram filtradas com qualidade em um Phred
usando o software FastQC v.0.11.8 (ANDREWS, 2010). O recorte do primer foi realizado
em Python v.3.6 com software inspirado no projeto BioPython (COCK et al., 2009) . As
unidades taxondmicas operacionais (OTU) classificadas como quimeras foram removidas
(SMYTH etal., 2010).

A identificacdo taxondmica foi realizada usando blastn v.2.6.0+(ALTSCHUL et
al., 1990). As sequéncias identificadas pelo MiSeq Illlumina foram depositadas no
National Center for Biotechnology Information (NCBI - https ://submit. ncbi.

nim.nih.gov/).
5.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.4.1 Desempenho geral

A participacdo da metanogénese e sulfetogénese na remoc¢édo da matéria organica,
na forma de DQO, esta inidicada na Figura 5.1. Para a condicdo sem salinidade devido
ao cloreto de sodio, a %EfDQO foi de 93 + 3%. A eficiéncia de remog&o do sulfato para
essa condicao foi de 63 + 3%, e o pH efluente de 7,40 £ 0,10, resultando em concentragédo
de sulfeto (S*) no efluente de 62,30 + 4,80 mg-S* L. 32% da remocdo da matéria

organica ocorreu pela via sulfetogénica na auséncia de salinidade.

O desempenho para as concentragdes de 2,3 e 4,6 g-NaCl L™ foram similares, com
%EfDQO de 83 + 1% e 78 *+ 1%, respectivamente. A remocdo pela via da sulfetogénese

para ambas as condigdes foi de 40%, superior & condi¢do sem salinidade. O sulfeto no
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efluente foi de 55,20 + 7,70 mg-S> L para 2,3 g-NaCl L™ e 51,00 + 2,00 mg-S? L para
4,6 g-NaCl L. O pH para 2,3 g-NaCl L™ foi de 7,00 + 0,1 para o afluente e 7,20 + 0,0

para o efluente.

De acordo com os dados da Tabela 5.2, 0 incremento da salinidade para 2,3 e 4,6
g-NaCl L causou reducdo na eficiéncia de remogdo de DQO com manutencio da

participacdo da vida sulfetogénica e queda da via metogénica para a remocao de matéria

4,6 3,0 35,0

23 104 156 23,
Salinidade (g-NaCl L)

organica.

100%

75%

50%

25%

0%
0,0

Figura 5.1. Eficiéncia total de remoc¢do de matéria organica via metanogénese (-m-) e

%EfDQO

sulfetogénese (-m-) em diferentes salinidades

Na condi¢do com o aumento da salinidade para 10,4 g-NaCl L™ observou-se que
a eficiéncia de remocéo de DQO alcancgou cerca de 97%, com participacdo de 30% da via

sulfetogénica, indicando resisténcia da populacdo metanogénica a salinidade.

A partir do aumento de salinidade para 15,6 g-NaCl L, a eficiéncia de remogéo
de DQO decresceu paulatinamente até 80%, com remogédo de matéria organica pela via
sulfetogénica da ordem de 30%. Analises da proporcdo de biogas indicaram que até a
salinidade de 10,4 g-NaCl L a porcentagem era, em média, de 83% de metano (CH4) e
17% gas carbbnico (CO2), e com 15,6 g-NaCl L essa proporcéo foi de 77% de CHq4 e
23% de CO2. O HS néo foi observado na proporcao gasosa devido a limitacdo do método.

Apesar da queda na proporcdo do gas metano com concentracdo de sal a partir de
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15,6 g-NaCl L?, a proporcio da remocdo de DQO pelas vias concorrentes
metanogénese/sulfetogénese variou de 70:30 para 80:20 com o aumento da salinidade 4,6
para 10,4 gNaCl L.

A partir de 23 g-NaCl L1, observou-se queda do pH para 5,5 em média e eficiéncia
de remocéo de sulfato de cerca de 40%, indicando maior sensibilidade das BRS em
relacdo a salinidade do que das arquéias metanogénicas. Devido ao decréscimo no pH e
areducao da eficiéncia da sulfetogénese, menor concentracéo de sulfeto foi observada na

fase liquida.

Tabela 5.2.Desempenho geral de testes em batelada para diferentes concentracdes de
NaCl

g-NaCl L* 000 230 460 1040 1560 23,00 35,00
%EFSO.* 63%  70%  69%  63%  62%  44%  41%

%) (%) (%)  (4%)  (5%)  (4%)  (2%)
%EfDQO 93%  83%  78%  97%  89%  78%  80%

(1%) (%)  (1%) 1%)  (1%) (0%  (0%)

Sulfeto liquido (mg L®) 62,30 5520 51,00 4230 32,30 16,60 14,50
(4,80) (7,70) (2.00)  (425) (423) (2,000 (L,75)

HS (mg LY 4820 37,00 3450 27,70 1870 0,70 0,30
(1,200 (7,30) (1,000 (3,10) (1,60) (0,10)  (0,05)
H,S (mg L) 1410 18,30 1650 14,60 13,60 16,00 14,20
(3,80) (1,70) (1,50) (1,200 (2,60) (2,00  (1,70)
pH afluente 730 7,00 7,50 7,30 710 720 7,20
(0,200 (0,000 (0,000 (0,06) (0,06) (0,09  (0,07)
pH efluente 740 7,20 7,20 7,20 703 550 5,30

(0,10) (0,10) (0,04) (0,02) (0,05) (0,04) (0,02)

%DQOsulfetogénese 32% 40% 40% 30% 32% 26% 23%
9%)  (2%)  (2%) 0%) (%) (3%)  (2%)

%DQOmetanogénese 68% 60% 60% 70% 68% 74% 7%

%)  (2%) (2%) (0%) (%)  (3%) (2%)
Alcalinidade parcial 365,70 301,50 299,20 378,60 212,70 -
(mg-CaCOs L) (92,60) (17,40) (4,000 (29,000 (7,40)

Alcalinidade 144,60 103,60 112,80 218,70 105,00 255,40 217,0

intermediaria (55,00) (10,40) (22,00) (22,000 (3,60) (12,20) (18,50)
(mg-CaCOs LY)

Estudos utilizando lodo de tratamento de processamento de alimento e
concentragéo de 30 g-NaCl L obtiveram apenas 30% de remoc&o de matéria organica
em ensaios em batelada (GUAN et al., 2023). Em um reator do tipo CSTR, GAO et al.
(2022) obtiveram remogao superior a 90% em concentragdes até 10 g L™ de salinidade, e

para concentracdes entre 10 e 30 g L™ remocéo de apenas 64% tratando esgoto.
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Resultados da literatura demonstram que a metanogénese é fortemente afetada
pela salinidade (GAO et al., 2022; GUAN et al.,, 2023; ZHANG et al., 2020a),
influenciando na remoc¢do de matéria organica e producdo de metano. Porém, em
comparacado a este estudo, apesar da baixa producdo de metano, a eficiéncia do sistema
foi mantida com maior participacdo dada pela metanogénese, comparativamente a

sulfetogénese.

100% 80,0
75% 60,0 __

o

[e]0]

% £
2 50% 40,0 2
w (4]
X 3>
@

25% 20,0 7

0% 0,0

0,0 2,3 4,6 10,4 15,6 23,0 35,0
Salinidade (g-NaCl L?)

Figura 5.2. Eficiéncia de reducdo de sulfato (-m-) e sulfeto em meio liquido (-e-) de

acordo com as diferentes concentracGes de salinidade

A queda no pH para concentracdes superiores a 15,6 g-NaCl L acarretou reducéo
da alcalinidade, com a alcalinidade parcial passando de 336 + 56 mg-CaCOs L* para 0,0
mg-CaCOs L. A alcalinidade intermediaria, associada ao acimulo de &cidos organicos,
aumentou para concentracGes maiores que 10,40 g-NaCl L™, apesar do pH nessa condicio
ndo diferir das anteriores. Tal desempenho indica que em sistemas
metanogénicos/sulfetogénicos a formacdo de alcalinidade a acidos é o principal ponto a
ser analisado, uma vez que a partir de 15,6 g-NaCl L, os resultados demonstram que a
salinidade interferiu diretamente na digestdo anaerdbia (metanogénese), similarmente ao
observado por GUAN et al. (2023). Os autores citados observaram em concentragdo

similar de salinidade acimulo de acido acético, propidnico e butirico.
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Com a reducdo da alcalinidade, o pH consequentemente foi afetado para
concentragdes acima de 10,40 g-NaCl L acarretando em deslocamento quimico das
formas de sulfeto disponivel no meio (Equacéo 12). Até 10,40 g-NaCl L ! de concentragéo
de sal a proporgéo era de 67 = 7 % HS e 33 + 7 % H,S, e acima de 23,00 g-NaCl L' a
proporcao foi de 3 £ 1% HS e 97+ 1 % H,S. Nessa condigdo observou-se efeito deletério
uma vez que a forma ndo ionizada (H2S livre) é a mais toxica para 0s microrganismos,
podendo gerar inibicdo 50% em concentracdes entre 50 a 130 mg L em sistema de
solidos suspensos (LENS et al., 1998a). Apesar da concentracdo de H.S no meio liquido
ter sido de apenas 15,30 + 1,70 mg L™ as condicOes extremas do sistema, como salinidade
contribuiram para que o mesmo néo fosse capaz de se autoregular, acumulando acidos e

reduzindo a eficiéncia de remogao de matéria organica.
HZS(') —HS + H* (12)

5.4.2 Avaliacdo da producdo de metano em lodo ndo adaptado em diferentes

concentracdes de salinidade

A producéo acumulada de metano foi avaliada para as sete condic¢des de salinidade
(0, 2,3, 4,6, 10,4 e 15,6, 23,0 e 35,0 g-NaCl L) — Figura 5.3, fazendo-se 0 ajuste dos

dados experimentais para obtencdo dos parametros cinéticos apresentados na Tabela 5.3.
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Figura 5.3. Producéo de metano (acumulado) para diferentes salinidades. (a) 0 g-NaCl L*; (b)
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(9) 35,0 g-NaCl L. Legenda: Dados experimentais em triplicata (me A ); Modelo ajustado (-)



72

As produgdes maximas de metano (PCHa) para a condi¢do sem NaCl e 4,6 g-NaCl
Lt foram proximas (Tabela 5.3), porém a velocidade de producdo (k-CHs) para
2,3 g-NaCl L foi a maior obtida. Pequenas concentracdes o Na* sdo essenciais para o
crescimento dos microrganismos, uma vez que participam da formacdo do ATP e
oxidagdo do NADH (DIMROTH; THOMER, 1989), porém concentracdes de
3,5a5,5g-Na* L't podem causar toxicidade moderada, enquanto que 8 g-Na* Lt afetam
drasticamente a metanogénese (CHEN; CHENG; CREAMER, 2008; MCCARTY,
1964b).

O aumento da salinidade para a concentracio de 15,60 g-NaCl L™ relacionou-se
com a maior producéo de metano, 140,00 £+ 3,00 mL, mas a velocidade de produgdo caiu
consideravelmente para 11,00 + 0,40 mL d* em relagdo aos ensaios com menores
salinidades. Observou-se que sob essa concentracdo, a fase lag aumentou para
0,90 + 0,20 dias, indicando que 0s microrganismos tiveram maior impacto a essa

salinidade quando comparado as fases anteriores, média de 0,50 dias para a fase lag.

Para concentrages maiores — 23,0 e 35,0 g-NaCl L™ — a resposta do sistema para
a PCHs foi negativa assim como o aumento da fase lag (Figura 5.4) e a redugéo da
velocidade da reacdo, apesar da manutencdo da eficiéncia de remocao de %EfDQO. A
fase lag também aumentou de 1,40 + 0,20 dias, para 2,90 + 0,40 dias, com destaque para

k-CHa ( Figura 5.4), menores valores obtidos.

100 -

k-CH4 (NmL d-%)
(o)
o
&

Salinidade (g-NaCl L)

Figura 5.4. Valores da velocidade de producdo de metano obtidos para diferentes

salinidades devido ao NaCl.
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Zhang et al. (2019) avaliaram a adaptacdo a salinidade em comunidades
anaerobias a partir da digestdo de efluentes de cozinha, verificando que um aumento de 0
a 4 gNaCl L' gerou um aumento de producio de biogas de 179,4 para
243,06 mL g-SV1, porém com uma concentracéo de 20 g-NaCl L™ a produgéo de metano
caiu para 27,8 mL g-SV1. Os autores observaram que a enzima desidrogenase e coenzima
F420, relacionadas a producdo de metano, foram afetadas.

ANWAR et al., (2016) observaram que, até 8 g-NaCl L™ houve um declinio na
producdo acumulada de metano de menos que 10%. Entretanto, a variacdo da salinidade
acima de 10 g-NaCl L interferiu negativamente na producdo acumulada de metano,
sendo que para 16 g-NaCl L houve um declinio em 81%, quando comparada & auséncia
de salinidade.

OLLIVIER et al. (1994) ressaltam que a metanogénese ndo contribui para a
mineralizacdo de carboidratos em concentracfes de NaCl acima de 15%, sendo que acima
dessa concentragdo a reducdo de sulfato é a principal maneira de oxidar H2 (embora a
taxas muito baixas).

Para esse estudo, ao se comparar a concentracio de 15,6 e 0,0 g-NaCl L
observou-se um aumento na producdo acumulada de metano de 60%, porém com uma
velocidade 6 vezes menor.

Tabela 5.3.Parametros cinéticos obtidos para a produgdo de metano em diferentes

salinidades
g-NaCl L* 0,00 2,30 4,60 10,40 15,60 23,00 35,00
P-CH, 87,60 84,80 93,90 117,80 139,30 46,60 29,00
(NmL) (2,35) (2,10) (0,80) (0,20) (3,30) (0,80) (0,80)
k-CH4 (mL 63,60 81,10 72,10 50,00 10,60 5,10 3,50
d?) (7,10) (9,30) (2,30) (1,70) (0,40) (0,30) (0,40)
A (dias) 0,30 0,50 0,50 0,70 0,90 1,40 2,85
(0,10) (0,05) (0.01) (0,04) (0,20) (0,200  (0,40)
R? 0,94 0,95 0,99 0,99 0,98 0,97 0,95

5.4.3 Avaliacdo da reducéo de sulfato em lodo ndo adaptado em diferentes
concentracodes de salinidade

A cinética para as diferentes salinidades em relacdo ao sulfato, apresentou

decaimento continuo com o aumento da concentracao de NaCl (Figura 5.5), mantendo-se
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estavel para concentragdes acima de 10,4 g-NaCl L. Assim, o aumento gradual da

salinidade em lodo ndo adaptado gerou impacto sobre a sulfetogénese.

Ressalta-se que o tempo para que a remocdo de sulfato se estabilizasse foi de
aproximadamente 50 horas de ensaio para as concentracdes de 0 a 4,6 g-NaCl L™ e 100

horas para 10,4 a 35,0 g-NaCl L, sendo os ensaios com total de até 700 horas.
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Os valores da constante cinética aparente — kapp para o sulfato apresentaram
decaimento gradual, sendo o maior valor obtido para o ensaio sem salinidade (Tabela
5.4). Ao contrario do obtido para a producdo de metano, verifica-se pela Figura 5.6 que
sob baixa concentragdo de Na* (2,3 g-NaCl L), ocorreu diminuicdo da velocidade de

reducdo de sulfato em cerca de 50%, quando comparada a condi¢do sem salinidade.

Ao aumentar a concentracgdo de sal de 2,3 para 10,4 g-NaCl L™ a kapp caiu de
0,036 + 0,005 h! para 0,013 + 0,004 h%, ou seja, uma velocidade 3 vezes menor, e uma
queda da participacdo da remocdo de matéria organica pela via sulfetogénica de 40 para
30%. VAN DEN BRAND et al. (2015) observaram que um aumento de 5 vezes na
salinidade (0,7 a 3,5%) gerou uma queda de 40% na taxa de reducdo de sulfato, e mesmo
apos longo periodo de adaptacdo a salinidade, ndo houve aumento de rendimento para
essa variavel. Logo, pode-se inferir que as BRS foram afetadas pelo aumento de

salinidade, ndo sendo capazes de se adaptar e retornar sua atividade.

0,06 4

0,05

0,04

kapp ()
(e»)
S

0,02

0,01

Salinidade (g-NaCl L)

Figura 5.6. Comportamento das constantes cinéticas aparente obtidas na reducdo de

sulfato para diferentes salinidades devido ao NaCl
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Tabela 5.4.Parametros cinéticos obtidos para a reducédo de sulfato em diferentes
salinidades

g-NaCIL?* 000 230 460 1040 1560 2300 35,00
Cres(mgL- 150,00 107,90 107,60 86,70 203,40 257,60 325,10
1) (17,60) (15,00) (18,30) (40,00) (6,00)  (7.00)  (9,80)
CO(mgL?) 42660 430,50 441,30 347,80 417,20 450,00 482,80
(31,00) (15,60) (18,00) (12,60) (7,70) (13,00)  (20,00)

Kapp (W) 0060 0036 0034 0013 0011 0013 0,015
(0,017)  (0,005) (0,005) (0,004) (0,001) (0,002) (0,010)

R? 073 0094 0,92 089 094 0,89 0,71

5.4.4 Biologia molecular

Anédlises filogenéticas dos dominios Bacteria e Archaea foram realizadas para
caracterizar a comunidade microbiana do indculo, biomassa para cada uma das bateladas
com salinidade variando de 0,0 a 35,0 g-NaCl L. No nivel de dominio, a maioria das
leituras foi atribuida a Bacteria, com maximo de 77% para o ensaio com 23 g-NaCl L e
minimo de 42% para 4,60 g-NaCl L?, enqguanto Archaea predominou na fase
4,60 g-NaCl Lt com 58% e menor predominancia para 23 g-NaCl L™ com 33%. Uma
analise do grafico de barras da abundancia da comunidade no nivel de género (valores
relativos de abundancia superiores a 1% em pelo menos uma amostra) é mostrada na

Figura 5.7.

Os filos Euryarchaeota, Halobacterota que sao pertencentes ao dominio Archaea,
e os filos Bacteroidota, Campilobacterota, Chloroflexi, Firmicutes, Proteobacteria,
Spirochaetota, Synergistota pertencentes ao dominio Bacteria foram 0s que mais
apareceram nas amostras analisadas. A Euryarchaeota € um dos mais abundantes filos do
dominio Arquéias e pode ser representada pelo género Methanosaeta e Methanosarcina
(ZHANG et al., 2020a), a maior parte das espécies pertencentes a esse filo sdo
estritamente anaerdbias, oxidando metano e metabolizadoras de enxofre (FAN et al.,
2022a). As Halobacterota apresentam papel essencial no processo dissimilatorio da
reducdo de sulfato (MO et al., 2020), mas também sdo capazes de receber elétrons do
acetato, hidrogénio e metanol (FAN et al., 2022a). O filo Chloroflexi s&o
metabolicamente diversos, podendo ser encontrados em ambientes aquaticos e habitats

extremos (NARSING RAO et al., 2022) e capazes de atuar em ambientes aerébios e
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anaerdbios, sendo que em ambienteis anaerdbios sdo reportados como atuadores na
reducdo de sulfato a sulfito (NARSING RAO et al., 2022). O filo Proteobacteria é o
segundo maior filo de oxidantes de monoxido de carbono hidrogenogénicos
(FUKUYAMA et al., 2020). O filo Synergistota sdo bactérias capazes de produzir acidos
graxos de cadeia curta a atuarem em sintrofismo com outros oxidantes de acetato, como
as metanogénicas hidrogenotréficas (SHAO et al., 2023). Outro filo de organismos
encontrados foram os Firmicutes, os quais exercem papel fundamentas na producgéo de
acidos graxos volateis, contribuindo para a producdo de acetato, butirato e hidrogénio
(CHEN et al., 2023; ZHANG et al., 2022b).
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Figura 5.7. Géneros mais abundantes detectados em amostras de biomassa com base em
sequéncias classificadas do gene 16s rRNA nos ensaios em bateladas utilizando in6culo

n&o adaptador para salinidades variando de 0,00 a 35,00 g-NaCl L*

A proporcdo de Firmicutes e Bacteroidota (F/B) foi relatado como um pardmetro
que reflete a flutuagcdo do processo de digestdo anaerobia sendo que Bacteroidetes
superou Firmicutes com maiores habilidades para utilizar substratos organicos

fermentativos em altas concentracdes, a menor relagédo F/B indicou uma estrutura de

Hungateiclostridiaceae
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comunidade mais estavel (CHEN et al., 2016). Ao observar a relacdo F/B das amostras
para diferentes concentracGes de salinidade é possivel notar estabilidade nessa proporgao
até 15,6 g-NaCl L (0,59 + 0,07), sendo que para 35,0 g-NaCl L a relagéo foi de 1,75,

corroborando com a baixa eficiéncia do sistema, e comunidades menos estaveis.

O filo Campilobacterota é representadas pelo género Sulfurovum os quais
auxiliam na oxidacgdo do sulfato (HUANG et al., 2021). E por fim, Bacteroidota que é
comumente encontrada em sistemas de tratamentos anaerobios de aguas residuérias
desempenhando rota importante na degradacdo da matéria organica (LV et al., 2023). A

Figura 5.7 apresenta os principais géneros dentro dos filos caracterizados previamente.

O género Methanosaeta foi um dos predominantes em todos os ensaios realizados.
Esse microrganismo é amplamente encontrado em ambientes anaerdbios com foco na
producdo de metano, € conhecida como metanogénica acetoclastica, ou seja, produz
metano utilizando o acetato como doador de elétrons e fonte de carbono
(PAVLOSTATHIS, 2011). De 0,00 g-NaCl L™ até 10,4 g-NaCl L a predominancia nas
amostras foi de Methanosaeta (26 % e 30%, respectivamente), apresentando abundancia
maior para as concentrages de 2,3 g-NaCl L (39%) e 4,6 g-NaCl L (38%). Esses
resultados corroboram com os valores cinéticos de velocidade encontrados. Sendo que na
concentragdo de 2,3 g-NaCl L™ foi a maior velocidade de produgdo de metano (K-CHa)
encontrada. A Methanoregula foi outro género encontrado em abundéncia relativa
consideravel, aumentando sua participacdo com o aumento da salinidade, atingindo sua
maior abundancia em 10,4 g-NaCl L™ (19%). Esse género é considerado metanogénica
hidrogenotrdfica, ou seja, seu metabolismo consegue consumir Ho/CO> para geracao de
CH4 (CARNEIRO et al., 2022). Nos ensaios com 15,6, 23,0 e 35,0 g-NaCl L a
abundancia relativa desse microrganismo foi de 13%, 10% e 14% respectivamente. A
Methanoregula boonei é extremamente sensivel ao sal, produzindo metano a taxas
exponenciais dentro de uma estreita faixa de sal de 0,4 mM NaCl a 25 mM NacCl, e séo
adaptadas a ambientes oligotroficos e de baixo pH. O crescimento € inibido por
quantidades milimolares de sulfeto como agente redutor (BRAUER et al., 2011),

demonstrando a maior velocidade de producéo de metano em 2,3 g-NaCl L™,

A partir de 15,6 g-NaCl L? observa-se o aumento de bactérias do género
Clostridium, com abundancia relativa de 1% aumentando para 10% (23,00 g-NaCl L) e
20% (35,0 g-NaCl L1). Os microrganismos pertencentes ao género Clostridium séo

capazes de converter uma ampla gama de carboidratos e etanol em alta quantidades de
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hidrogénio (WONG; WU; JUAN, 2014), além disso possuem relacdo de simbiose com
a Methanosaeta (FAN et al., 2022a).

Em relagdo as BRS foram encontradas os géneros Sulfurovum e Sulfuricurvum. A
Sulfurovum é encontrada nas profundezas do mar, incluindo fontes hidrotermais e
ambientes oxicos de sedimentos superficiais (LI et al., 2023). Esse género caracteriza-se
por ser oxidadora completa de sulfato (CHOI et al., 2022) e pela necessidade de
concentrages de sal entre 2,0 e 4,0% (w/v) para crescerem, podendo utilizar hidrogénio
ou enxofre elementar como doador de elétrons(MINO et al., 2014) . As bactérias do
género Sulfuricurvum sdo pertencentes ao cilco do enxofre e podem crescer em ambientes
anaerobios e pela oxidacdo de espécies reduzidas de enxofre, como sulfeto, enxofre
elementar e tiossulfato e hidrogénio, entretanto seu crescimento tem sido observado em
concentracdes abaixo de 1% (w/v) de NaCl (KODAMA; WATANABE, 2004). Devido
as caracteristicas desses dois géneros a abundancia relativa foi decaindo com o aumento
da concentracdo de sal nos ensaios em batelada. A abundancia relativa da Sulfurorvum
foi de 17% (0,0 g-NaCl L) para 1% (23,0 e 35,0 g-NaCl L. Enquanto que para a
Sulfuricurvum foi de 6% (0,0 g-NaCl L), 9% (15,6 g-NaCl L™?), e 3% e 2% (23,0 e 35,0
g-NaCl L?). Tal resultado corrobora com aqueda de eficiéncia de remocéo de sulfato,
queda do pH devido ao acimulo de &cidos no sistema, uma vez que houve aumento dos
Clostridium (bactérias fermentativas), queda dos organismos consumidores de hidrogénio

(Sulfurorvum, Sulfuricurvum e Methanoregula).

Em concentragdes a partir de 15,6 g-NaCl L™ observa-se o aumento dado género
Williamwhitmania (4%), atingindo 40% de abundancia relativa em 23 g-NaCl L, e 9%
em 35,0 g-NaCl L. Esses organismos sdo capazes de gerar acetato, etanol, H2/CO, e
ndo foi relatado pela literatura a inibicdo nem favorecimento de crescimentos devido a
compostos de enxofre (PIKUTA et al., 2017).

5.5 CONCLUSAO

Os ensaios em batelada permitiram avaliar que é possivel ocorrer a producéo de
metano e reducdo de sulfato em sistemas utilizando in6culo ndo halofilico para
concentragdes de sal até 35,00 g-NaCl L, sem a necessidade de incremento gradual do

mesmo.
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Entretanto, a partir de 10,40 g-NaCl L houve uma reducio na velocidade de
conversdo de sulfato, além do acimulo de &cidos orgénicos, levaria a necessidade de
intervencdo com alcalinizante para evitar acidificagdo, pois a partir dessa concentragao
de sal as bactérias redutoras de sulfato tiveram sua cinética aparente reduzida de 0,06 para
0,01 h. O elevado tempo necessario para que 0s microrganismos consumissem os acidos
do sistema levou a um acimulo dos mesmos, alterando alcalinidade e pH, o que auxiliou
para que a forma mais toxica de sulfeto, o sulfeto de hidrogénio, ficasse livre no meio
liquido. A concentracdo livre de H>S ndo foi capaz de inibir as metanogénicas, mas
ocasionou queda na velocidade de seu metabolismo em concentragdes acima de 15,60 g-
NaCl L.

Em sistemas combinados metanogénicos e sulfetogénicos esses microrganismos
competem pelo substrato, no caso, da presente pesquisa, o etanol, que € facilmente
transformado em acetato pelas duas vias (metanogénica e sulfetogénica). Entretanto,
nessa competicdo, as BRS conseguem obter mais energia para o crescimento do que as
metanogénicas, por isso em condi¢cBes de ambientes extremos, como as salinidades
impostas nesse estudo as BRS foram as primeiras a serem afetadas pela salinidade (ex.
Sulfuruvum) diminuindo a competicdo pela matéria organica, permitindo o Clostridium
se estabelecer no meio, o qual rapidamente teve seu pH alterado, organismos como as
Methanosaeta e Methanoregula ndo foram suficientes para suprir a necessidade do meio

com o consumo de acetato e hidrogénio.
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CAPITULO 6

6. O AUMENTO DOS NIVEIS DE SALINIDADE DETERMINA A
PARTICIPACAO A LONGO PRAZO DA METANOGENESE E
SULFETOGENESE NA BIODIGESTAO DE AGUAS RESIDUAIS RICAS EM
SULFATO

6.1 RESUMO

A competicdo entre bactérias redutoras de sulfato (BRS) e arquéias metanogénicas
(AM) depende de varios fatores, como a relagdo DQO/SO4%, sensibilidade a inibidores e
periodo de operacgdo dos reatores. Dentre os inibidores, a salinidade, caracteristica comum
a diversos tipos de efluentes industriais, pode atuar como fator importante. Este trabalho
teve como objetivo avaliar a participacdo a longo prazo da sulfetogénese e da
metanogénese no processo de digestdo anaerdbia de &gua residuaria rica em sulfato
(Sulfato = 480 mg/L; DQO/SO4* = 1,6) em um reator anaerébio de leito estruturado
(AnSTBR) usando lodo nao adaptado a salinidade. O AnSTBR foi operado por 580 dias
sob temperatura mesofila (30 °C). Os niveis de salinidade foram gradualmente
aumentados de 1,7 para 50,0 g-NaCl L*. Os resultados mostraram que até 35 g-NaCl L°
! MA e BRS participaram igualmente na conversio de DQO, com leve predominancia
desta Gltima (53 + 11%). Uma diminuicdo da eficiéncia de remoc¢do de DQO associada
ao acumulo de acetato foi observada ao aplicar 50 g-NaCl* e nessa condicéo, a via
sulfetogénica correspondeu a 62 + 17%. A atividade sulfetogénica foi menos sensivel
(25% de inibicdo) a altos niveis de salinidade em compara¢cdo com a metanogénese (100%
de inibicdo considerando o rendimento de metano). O amplo espectro de populacdes BRS
em diferentes niveis de salinidade, ou seja, a prevaléncia de Desulfovibrio sp. até 35 g-
NaClt e a participagdo adicional do os géneros Desulfobacca, Desulfatirhabdium e
Desulfotomaculum a 50 g-NaCl explicam tais padrdes. Por outro lado, a persisténcia do
género Methanosaeta ndo foi suficiente para sustentar a producdo de metano. Assim, a
exploracdo da sulfetogénese (BRS) foi imperativa para remediar anaerobiamente &guas

residuais salinas.
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6.2 INTRODUCAO

Arquéias metanogénicas (MA) e bactérias redutoras de sulfato (BRS) podem
coexistir em reatores anaerdébios, competindo por doadores de elétrons. A afinidade de
ambos 0s grupos microbianos pelo acetato e a sensibilidade aos efeitos inibitérios do
sulfeto de hidrogénio (H.S) dependem principalmente do inéculo utilizado (VISSER,
1995). No entanto, fatores como pH, temperatura e a composi¢do do substrato também
afetam as vias metabdlicas predominantes estabelecidas no sistema. Um resultado
imediato para avaliar a via predominante é a proporcao de metano e sulfeto de hidrogénio
no biogas. Enquanto alta DQO/S0.? >10,0 favorecem a metanogénese, a pressio seletiva
resultante da alta disponibilidade de sulfato (DQO/SO.* < 1,7) inevitavelmente
aumentara a participacdo das BRS, como Desulfovibrio vulgaris (CHOI; RIM, 1991;
LENS et al., 1998a). Baixa DQO/SO4?* também pode favorecer a granulagio de biomassa
em reatores anaerobios de manta de lodo com fluxo ascendente (UASB), liberando
proteinas poliméricas extracelulares (EPS), facilitando o processo de granulacdo (LU et
al., 2017).

Embora a relagio DQO/SO4> seja o principal pardmetro que determina a
predomindncia de BRS ou metanogénicas, fatores adicionais, como a duragdo da
operacdo, também afeta o carater metabdlico do reator. A duracdo do tempo de operagédo
em sistemas metanogénicos/sulfetogénicos € crucial para as BRS. A literatura indica que
periodos de tempo superiores a 300 d, precisamente 330 d (WU et al., 2018) e 400 d
(OMIL et al.,, 1998), podem ser necessarios para BRS para prevalecer sobre

metanogénicas.

Constituintes especificos encontrados em &guas residuarias podem causar
toxicidade para alguns desses grupos microbianos e, portanto, o fator tempo pode auxiliar,
uma vez que o estabelecimento de um determinado grupo pode ser favorecido em um
periodo de tempo menor quando comparado a outros grupos microbianos. Por exemplo,
MURNOZ et al. (2019) observaram alta solubilizagdo de substancias semelhantes a
proteinas na presenca de 6 g-Na* L%, relatando uma reducio de 38% no tamanho médio
dos granulos de um reator UASB. Os efeitos toxicos do Na* podem ser aumentados na
presenca de outros compostos, como o Ca?*, que apresentou toxicidade em concentragoes
superiores 300 mg L* junto com Na* (GAGLIANO et al., 2017). Por outro lado, o efeito
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toxico do Na* foi mitigado na presenca de K™ porque ambos exercem funcdo na bomba
de sddio e potassio das células (GAGLIANO et al., 2020).

BRS sdo microrganismos encontrados naturalmente em ambientes salinos, como
aguas residuarias da industria alimenticia, celulose e industria de papel, refinarias de
petréleo, azeite e petroquimica (LENS et al., 1998a; MUNOZ et al., 2019), demonstrando
a importancia desses microrganismos na mineralizacao de efluentes mesmo em salinidade
extrema, com 270 g-NaCl L™ (KJELDSEN et al., 2007). No entanto, eles dependem de
muitos parametros para atingir a capacidade de suportar altas concentracdes de sal,
conforme indicado anteriormente. Por exemplo, um aumento de 7-35 g-NaCl L*
impactou negativamente a atividade das BRS, diminuindo a conversdo de sulfato em 40%
em testes de batelada com esgoto domeéstico salino (VAN DEN BRAND et al., 2015).
Apesar de extensos estudos sobre a toxicidade relacionada a salinidade, ndo ha um padréo
para definir com precisdo valores de referéncia porque as concentraces inibitorias
dependem do tipo de indculo, substrato, temperatura e tipo de reator utilizado. Por
exemplo, 70% de inibicdo da metanogénese foi observada em 66 g-NaCl L™* (MUNOZ et
al., 2019), enquanto que em outro estudo apenas 10 g-NaCl L foram suficientes para
inibir 90% da atividade metanogénica (LIANG et al., 2019).

A maioria dos estudos sobre salinidade no contexto da digestdo anaerdbia (AD)
lida com reatores de manta de lodo de fluxo ascendente (UASB), avaliando impactos na
granulagdo. No entanto, neste estudo, um reator anaerébio de leito estruturado (AnSTBR)
foi usado. Ao contrario dos reatores de leito de lodo, o crescimento microbiano em
reatores de filme fixo tende a atenuar efeitos inibitérios na biomassa microbiana (CHAN
et al., 2009; CUNHA et al., 2020), favorecendo o uso desse tipo de sistema ao processar

aguas residuais em condi¢des ambientais adversas.

Este estudo teve como objetivo avaliar os impactos do aumento das concentragdes
de salinidade (0 a 50 g-NaCl L) na competicdo entre grupos microbianos metanogénicos
e sulfetogénicos que processam aguas residuérias ricas em sulfato (DQO/S0O4% = 1,6) a
longo prazo usando imobilizacgdo celular por meio do (i) aumento gradual da salinidade
até 35 g-NaCl L, (ii) observagdo da resposta da metanogénese e sulfetogénese em
diferentes salinidades, (iii) o efeito inibitério da salinidade para as comunidades
metanogénicas e sulfetogénicas em salinidade superior a 35 g-NaCl L%, e (iv) comparagio
microbiologica para as diferentes salinidades avaliadas. Assim, foi possivel estudar a

viabilidade do tratamento de aguas residuéarias salinas a partir de lodos ndo adaptados,
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comparando as duas principais rotas da digestdo anaerobia: metanogénese e

sulfetogénese.
6.3 MATERIAIS E METODOS
6.3.1 Reator anaerébio

Um reator anaerdbio de leito estruturado — ANSTBR — em escala de bancada com
volume atil de 2,30 L foi utilizado para esse estudo. O reator foi preenchido com 13 tiras
de espuma de poliuretano (PU) (10 x 10 x 400 mm cada) que foram fixadas em telas de
aco inoxidavel na regido do leito, seguindo detalhes construtivos apresentados em
AQUINO; FUESS; PIRES (2017) e OLIVEIRA et al., (2020).

O reator foi operado em uma camara de temperatura controlada (modelo 410-
DRE, Nova Etica, Vargem Grande Paulista, SP, Brasil) para manter as condicdes
mesofilas (30 °C). A alimentacgdo do reator foi realizada em modo de fluxo ascendente
usando uma bomba peristaltica (modelo MiniPuls® 3, Gilson, Inc., Middleton, W1, EUA)
para obter um tempo de detencéo hidraulica fixo (TDH) de 12 h.

6.3.2 Indculo

O consorcio microbiano utilizado como in6culo é proveniente de um reator em
escala real do tipo UASB para tratamento de efluentes de abatedouro de aves, operando
com tratamento mesofilicas (30 °C). Grupos microbianos participantes de todas as etapas
da digestdo anaerdbia (incluindo BRS) foram previamente identificados neste consércio
(GRANATTO et al., 2019), o que motivou seu uso como inéculo.

O lodo granular rico em solidos (28 g-ST L™ e 24 g-SV L, em que ST = sélidos
totais e SV = solidos volateis) foi diluido em agua da torneira (1:1, v/v) para obter uma
mistura menos viscosa, e posteriormente macerada com o objetivo de desagregar 0s

granulos.

O reator foi preenchido com a mistura para possibilitar o contato da biomassa com
0 material suporte por 2 h, apds o que o excesso de lodo foi drenado e o reator foi

alimentado continuamente.
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6.3.3 Agua residuaria e condicbes operacionais

Agua residuaria sintética simulando as caracteristicas das aguas residuarias de
uma instalacéo de producao de petroleo e gés no Brasil (GABARDO, 2007) foram usadas

como substrato neste estudo.

A composicdo do afluente incluiu etanol (0,48 mL L), sulfato de sodio
(0,71 g L™ e cloreto de amonio (0,38 g L) como fontes de matéria organica (doador de
elétrons), sulfato e nitrogénio, com a finalidade de obter niveis de demanda quimica de
oxigénio (DQO) e sulfato (SO4*) de 0,78 g L™ e 0,48 g L, respectivamente. A
suplementacdo de metais essenciais para o estabelecimento da metanogénese e
sulfetogénese foi realizada através da adicdo de solucbes de micro e macronutrientes
adaptadas de TORRES (1992).

O AnSTBR foi operado continuamente por 580 dias com carga organica
volumétrica (COV) e carga de sulfato de 1,56 g-DQO L* d* e 0,96 g- SO4> L d* para
obter uma relagdo DQO/SO4? tedrica de aproximadamente 1,6. A salinidade foi fornecida
pela adicdo de cloreto de sédio (NaCl) em concentracbes que variam entre
1,7 g-NaCl L e 50,0 g-NaClI L.

As fases operacionais com relacdo aos niveis de salinidade e pressdo osmética sao
apresentadas na Tabela 6.1. As mudangas nas concentragdes de salinidade foram impostas
apos o estabelecimento de condi¢des operacionais estaveis, definidas como a observagdo
de valores de coeficiente de variacdo abaixo de 5% para DQO e sulfato em 5 consecutivos
pontos de amostragem. As mudancas nas concentracdes de NaCl seguiram aumentos
graduais de 30 a 50% cada, em um esforco para estimular continuamente a adaptacao da

biomassa.
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Tabela 6.1.Fases de operacdo aplicadas no AnSTBR de acordo com os diferentes niveis

de salinidade e pressdo osmotica

Fase Tempo Cloreto de Aumento de NaCl  Pressdo osmética
operacional (d) sodio (g LY) (%) (Wt%)
| 0-177 1,7 0,34
I 178-205 2,4 40,0 0,43
i 206226 3,2 33,0 0,54
v 227-339 4,6 44,0 0,74
\Y/ 340-360 6,9 51,0 1,06
Vi 361-397 10,4 50,0 1,52
VII 398-443 15,6 50,0 2,21
VI 444-466 23,4 50,0 3,26
IX 467-506 35,0 50,0 4,83
X 506-580 50,0 43,0 6,86

6.3.4 Métodos analiticos

O monitoramento do desempenho da fase liquida baseou-se nos seguintes
pardmetros: DQO, pH e as concentragdes de SO4>, sulfeto (5%, sulfeto total dissolvido
(STD), solidos totais (ST), solidos volateis (SV) e soélidos fixos (SF)
(APHA/AWWA/WEF, 2012). A alcalinidade total, intermediério e parcial, bem como as
concentragOes totais de acidos graxos volateis foram determinados de acordo com KAPP
(1984). Para a preservacdo as amostras liquidas das analises SO4> e S* foram coletadas
em frascos preenchidos com quantidades adequadas de &cido cloridrico (1 M) e hidréxido
de sodio (50% m/V), respectivamente. As amostras foram obtidas diretamente do reator
usando seringas para evitar o contato com o oxigénio. Finalmente, com o objetivo de
eliminar interferéncias de altos niveis de cloro a analise DQO foi modificada, para isso
foi adicionado sulfato de zinco (ZnSOas) nas amostras para remover interferéncias de
sulfeto, e em seguida as memas foram centrifugadas (9000 rpm por 5 min). Apds a
etapada de centrifugacdo, foi adicionado sulfato de mercario (1) (HgSOs4) no
sobrenadamente como proposto por VYRIDES; STUCKEY, (2009). Para cada 10 mL de
amostra, uma proporcao de 20:1 (HgSO4: CI"). Assim, esta concentragdo é igual a 2,42
g-HgSO4 para cada 20 g-NaCl L. Apos a adigdo de sulfato de mercirio, as amostras

foram centrifugadas a 9.000 rpm por 5 min e, em seguida, filtrados através de um
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Membrana de 0,45 um. Acidos graxos volateis (AGV; C2—C6) e solventes (metanol,
etanol e n-butanol) foram analisados em amostras filtradas por cromatografia gasosa
(ADORNO; HIRASAWA; VARESCHE, 2014).

A alcalinidade por sulfeto (AHS; mg-CaCOs L) também foi monitorada usando
a Eq. (12), em que o termo HS™ é a concentracgdo de ion bissulfeto (mol L) (DE GODOI
et al., 2017). Alcalinidade devido ao bicarbonato ion (Abic; mg-CaCO3 L) e &cidos
graxos volateis (AAGV; mg-CaCO3 L1) também foram obtidos por esta metodologia. A
especiacdo de sulfeto foi avaliada atraves das Eqgs. (13) e (14) (GIL-GARCIA et al.,
2018), enquanto as Egs. (15) e (16) foram usadas para estimar a propor¢do de remogéo
de matéria orgéanica via sulfetogénese (% DQOsulfetogénese; %) e metanogénese
(%DQOmetanogénese; %), respectivamente (VILELA; DAMIANOVIC; FORESTI,
2014). A temperatura (T) foi fixada em 30 °C (303,15 K), enquanto o bissulfeto (HS 7) e
as concentracdes de sulfeto de hidrogénio (H2S) foram obtidas em mg L™ (Egs. (12) a
(14)). Os termos SO4?" afl, SO4* efl, DQOaf, DQOefl e %DQO sdo, respectivamente, as
concentragdes de sulfato afluente e efluente (mg L), a DQO afluente e efluente
(mg L) e a eficiéncia global de DQO removida (%) nas Egs. (15) e (16). Eficiéncia de
remogcao de sulfato (% SO4?) e a carga de sulfato removida (SRR; g-SO+%* L dt) também

foram usados para avaliar o desempenho da fase liquida.

Ays_ = [HS™]- 50000 (12)
pKa = 7,257 - exp(—0,00172 - T) (13)
HS;
pH = pKa + logM (14)
[HaS o]
2— 2-
0 _ S0% af S0% ef ||, 5
A')DQOsulfetogénese = 10,67 DQO = DQO, 100 (1 )
a e
%DQOmetanogénese = %DQO — %DQOsulfetogénese (16)

O monitoramento da fase gasosa foi baseado em medicOes tanto da vazéo e
composi¢do do biogés. A vazao de biogas foi continuamente monitorada acoplando um
medidor de gas diretamente ao headspace do AnSTBR. O medidor de gas consistia em
um contador de pulso eletromecanico conectado a uma coluna de vidro (tubo em U)
preenchida com solucéo salina, conforme proposto em outro lugar (VEIGA et al., 1990).
A composicdo do biogas (H2S, N2, CHs e CO) foi analisado em um conjunto de

cromatografia gasosa (modelo GC, 2014; Shimadzu Scientific Instruments, Columbia,
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MD, EUA) equipado com detector de condutividade térmica (TCD), coluna HP-PLOT/Q
(30 m comprimento, 0,54 mm de didmetro externo e 0,30 um de espessura), com
hidrogénio como o gas carreador. As temperaturas do injetor e do detector foram
ajustadas para 220 °C e 230 °C, respectivamente (LEBRERO et al., 2016).

6.3.5 Andlises microbioldgicas: amostragem, extracao e sequenciamento

Amostras do inoculo, biomassa suspensa da zona de alimentagio a 35 g-NaCl L™
(Fase 1X), biomassa suspensa e aderida a 50 g-NaCl L (Fase X_A e Fase X_B,
respectivamente) foram coletadas do reator e armazenados a 4 °C até processamento
posterior. A extracdo total de DNA para sequenciamento de nova geracdo (NGS) foi
realizada usando o kit FASTDNA SPIN para solo (Qbiogene, Carlsbad, CA, EUA). A
qualidade do DNA foi avaliada pela proporcéo de 260/280 nm N 1,8, medida por um
espectrofotdbmetro ND-2000 (Nanodrop Inc., Wilmington, DE) e eletroforese em gel de

agarose.

O sequenciamento paired-end de ciclos Illumina MiSeq 300 da regido (~450 pb)
de 16S rRNA foi realizada seguindo o protocolo do fabricante (Illumina Inc., EUA) pela
Neoprospecta Microbiome Technologies (Floriandpolis, Brasil), usando seu préprio
pipeline considerando 1% de erro. As sequéncias resultantes (fastq) foram filtradas com
qualidade em um Phred usando o software FastQC v.0.11.8 (ANDREWS, 2010) . O
recorte do primer foi realizado em Python v.3.6 com software inspirado no projeto
BioPython (COCK et al., 2009) . As unidades taxondmicas operacionais (OTU)

classificadas como quimeras foram removidas (SMYTH et al., 2010).

A identificacdo taxonémica foi realizada usando blastn v.2.6.0+(ALTSCHUL et
al., 1990). As sequéncias identificadas pelo MiSeq Illumina foram depositadas no
National Center for Biotechnology Information (NCBI - https ://submit. nchi.

nlm.nih.gov/).
6.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.4.1. Aumento gradual de salinidade até 35 g-NaCl L

A conversdo de matéria organica no AnSTBR ocorreu tanto pela via metanogénica
quanto pela via sulfetogénica. Os detalhes da remog¢édo de DQO s@o mostrados na Figura

6.0.1, enquanto um resumo dos dados de desempenho é apresentado na Tabela 6.2.
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Numerosos fatores, como as caracteristicas do inoculo, alta disponibilidade de sulfato,
uso de etanol como doador de elétrons e alta salinidade proporcionaram um ambiente
favoravel para o estabelecimento imediato de populagGes de BRS no reator. A relacao
DQO/SO4% foi mantida em 1,41 + 0,23, com %DQO média de 83 + 15% até a Fase IX
(35 g-NaCl L) — Figura 6.1A. Uma prevaléncia marcante de metanogénese foi observada
apenas nos primeiros trés dias de operagédo Figura 6.1 B), a partir da qual a sulfetogénese
tornou-se a via predominante. No geral, a fase I (1,7 g-NaCl L) foi caracterizada por um
%DQO relativamente baixo, ou seja, 67 £ 7%, com a sulfetogénese respondendo a 57 +

14% da conversao.

A remocdo de DQO aumentou acentuadamente a partir da fase 1, atingindo um
valor médio de 95 + 4% até a fase IX, ainda com leve predominancia de sulfetogénese
(%DQOsulfetogénese = 53 + 11%; figura 6.1 B). Em um reator anaerobio de membrana,
observou-se diminui¢cdo dos niveis de remoc¢do de DQO de 91% para 78% quando a
salinidade variou de 10 a 40 g-NaCl L (CHEN et al., 2019a). CALLADO;
DAMIANOVIC; FORESTI (2015) observaram que o aumento da salinidade (0,76 a 5,50
g-Na* L) levou a uma diminuicdo no tempo de retencéo celular e, consequentemente,
perdas tanto na atividade do lodo nédo haléfilo quanto na eficiéncia de remogéo de matéria
organica em um reator UASB. Esses resultados sdo contrarios aos obtidos neste estudo,
pois a remocdo de DQO n&o variou até a concentracdo de 35 g-NaCl L. O uso de
biomassa imobilizada, bem como a aplicacdo de periodos suficientemente longos de
adaptacdo da biomassa para aumentar os niveis de salinidade, provavelmente minimizou

os efeitos adversos sobre as comunidades microbianas no AnSTBR.

A carga de sulfato foi mantida em 1,06 + 0,15 g-SO4> L* d!, enquanto a carga
removida de sulfato foi de 0,90 + 0,23 g-SO+* L d?, correspondendo a %S0+ de 87 +
12% nas fases I-1X (Figura 6.2 A). Os resultados indicam que o0 sistema se mostrou
estdvel quanto a remocdo de sulfato, independentemente dos niveis de salinidade
avaliados. Um reator de leito estruturado previamente aplicado na remoc¢éo simultanea de
sulfato e matéria organica indicou niveis semelhantes de %DQO (82%) e %S04> (89%)
(CAMILOTI et al., 2014a) , considerando uma relagio DQO/SO4? equivalente (1,7) mas
baixa salinidade (0,25 g-NaCl L™?). Neste caso, o lodo do tratamento de efluentes de
abatedouro de aves também foi utilizado como indculo. VALLERO et al. (2004)

relataram uma carga de remocao de sulfato de 3,7 g-SO4? L d! a uma condutividade de
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60-70 mS cm™ (maior que 40 g-NaCl L™ de salinidade) em um reator anaerdbio de

membrana.
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Figura 6.0.1. (A) Perfil temporal para eficiéncia de remogido de DQO (®) e sulfato (A) e
(B) participagdo da metanogénese (m) e sulfetogénese (=) na remocéo de matéria organica

para diferentes concentragdes de salinidade (---).

A producao de sulfeto (medidas em fase liquida) no AnSTBR foi de 0,25 + 0,03
g-S% Lt d! até a fase 1X, correspondendo a 83% da producéo tedrica (0,30 + 0,08 g-S*
Lt d1). O pH afluente até a respectiva fase foi de 6,8 + 0,15, enquanto um valor maior
(8,3 + 0,5) foi medido na corrente de efluente. Em pH neutro (pKa = 6,9) e temperatura
de 30 °C, a dissociacdo do sulfeto resulta em proporgdes iguais de HoS e HS", ou seja,
50% para cada espécie. O HS prevalece em condigdes mais &cidas (pH < 7,0), enquanto
a forma ionizada ¢ a espécie dominante em pH > 8,0 (OMIL et al., 1998). A anélise de
especiacdo de sulfeto indicou concentracdes de H,S de 3,00 + 1,20 mg-H2S L a partir
do 100° dia, provavelmente ndo causando toxicidade as populacGes de archaea e BRS.
REIS et al. (1992) observaram inibi¢cdo completa de BRS cultivados em lactato e sulfato
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guando expostos a concentragdo de H,S de 547 mg L, com pH na faixa de 5,8 a 7,0 e
temperatura de 22 °C. Para condi¢Ges termofilicas (55 °C), VAN HOUTEN; YUN;
LETTINGA (1997) observaram a inibi¢cdo de Desulfotomaculum sp. na concentracéo de
sulfeto de 250 mg-H.S L. Em ambos os casos, a inibicdo relacionada ao H,S foi
observada apenas em concentracdes muito mais altas do que as observadas neste estudo.
Os niveis de toxicidade do H>S variam de acordo com a fonte de indculo e matéria
organica (substrato), pH e temperatura. A configuracdo do reator também afeta a extensao
da toxicidade do sulfeto porque as condi¢des hidrodindmicas e 0s mecanismos de
retencdo de biomassa podem naturalmente oferecer barreiras (resisténcia a transferéncia

de massa) ao transporte de H»S na fase liquida.
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Por exemplo, concentragdes de H2S semelhantes a maiores (81-150 mg L) do
que as observadas aqui ndo exerceram efeitos inibitorios em um AnSTBR avaliando a
biotratabilidade da drenagem 4cida sintética de mina (CUNHA et al., 2020). Em
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particular, o referido AnSTBR tambeém foi inoculado com lodo granular obtido do
tratamento de efluentes de abatedouro de aves e foi mantido a 30 °C. Niveis muito mais
altos de H2S (> 250 mg L) ndo foram associados a inibicdo de BRS em outros estudos
(GIL-GARCIA et al., 2018), considerando também a operagdo de um sistema de leito
fixo termofilico. Portanto, embora a literatura indique niveis inibitorios para H.S tdo
baixos quanto 50 mg L™ em reatores de crescimento suspenso (PARKIN et al., 1990b), o
uso de imobilizacdo celular diminui claramente a extensdo da inibigcdo relacionada ao
H.S.

A avaliagdo da alcalinidade também indica eficientemente a contribuicdo das
espécies de sulfeto para o sistema tampdo do reator. De acordo com de GODOI;
FORESTI; DAMIANOVIC (2017), a alcalinidade total (AT) em um sistema
metanogénico/sulfetogénico resulta da soma de Abic, AAGV e AHS". Este Ultimo se deve
a acdo do ion HS  como aceptor de H*, gerando H2S e consequentemente consumindo
acidez (JOHNSON; HALLBERG, 2005). A Figura 6.2 A e B mostra os perfis temporais
para os valores de AT e sua decomposicao considerando a contribuicdo de bicarbonato,
AGYV e sulfeto. A composicdo de AT na fase | (1,7 g-NaCl L) indicou valores para AHS
, Abic e AAGV de 153,6 *+ 27,0, 53,4 + 38,8 e 1243 + 22,3 mg-CaCOs; L7,
respectivamente. Apesar da alta alcalinidade derivada dos AGV na fase I, observou-se
uma diminuicdo da participacdo dos AAGV acompanhada pelo aumento dos niveis de
Abic (Figura 6.0.2B). Esse comportamento indica fortemente que 0s microrganismos
metanogénicos presentes no indculo precisaram de aproximadamente 180 dias para se
adaptar as condicdes gerais de operacdo aplicadas no reator. No entanto, supde-se que 0
alto tempo de adaptacdo ndo esteja relacionado a salinidade, pois menores valores de
AAGYV (36,2 *+ 15,9 mg-CaCOs L) foram observados mesmo em maiores concentragoes
de sal (até 23 g-NaCl L1). Ao mesmo tempo, Abic aumentou acentuadamente para 205,8
+ 46,7 mg-CaCOs L, enquanto AHS™ atingiu 191,0 + 19,9 mg-CaCO3 L.

O aumento da salinidade pela dosagem de 35 g-NaCl L prontamente
desencadeou um acumulo de AGV (aumento em AAGV; Figura 6.2 B), com uma
diminuigdo subsequente em Abic. No entanto, 0s microrganismos metanogénicos foram
capazes de recuperar rapidamente sua atividade, conforme observado pelo consumo de
acido acético (HAc). O acimulo de HAc foi observado apenas na fase | (1,7 g-NaCl L™?)
em niveis de salinidade abaixo de 35 g-NaCl L™, atingindo 200,0 + 74,8 mg-HAc L.
Apesar do acumulo de HA, altos niveis de %S04% foram mantidos, indicando que BRS
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imcompletas estava presente no AnSTBR, enquanto a atividade de BRS completas e
especialmente as metanogénicas acetoclasticas foram prejudicadas. HAc foi o Unico
metabolito determinado em todas as fases do sistema. Resultados semelhantes foram
obtidos em outro trabalho (MCCARTNEY; OLESZKIEWICZ, 1993) , em que 0 acetato

foi 0 Ginico metabolito da oxidagdo do lactato ao aplicar uma relagdo COD/SO4% de 1,6.
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Figura 6.0.3. Distribuicdo de compostos de enxofre em diferentes niveis de salinidade em
efluentes liquidos e correntes de biogas. Legenda: (m) Sulfato — S-SO4%; () Sulfeto — S-
S%; () Sulfeto de hidrogénio efluente — S-H2S; (o) Sulfeto de hidrogénio no biogas — S-

H2Sbiogas; ¢ (m) Enxofre ndo recuperado.

Embora a alcalinidade do sulfeto tenha sido estavel até a fase 1X (35 g-NaCl L*;
Figura 6.2 B), a eficiéncia redutora do sulfato na fase | (80 + 14%) foi menor em
comparagdo com as outras fases (92 £ 4%; fases 11-1X). Consequentemente, o balango de
massa baseado em enxofre (Figura 6.0.3) indicou menores proporcdes de H2S (tanto na
fase liquida quanto na fase gasosa) e HS™ (fase liquida) na fase I, bem como maior
participagdo de sulfato residual. As fases Il e 11l indicaram a maior participagdo de H.S
gasoso (13 + 9%; Fig. 3), o que coincide com os menores valores de rendimento médio
de metano (MY), ou seja, 100,8 + 43,7 mL-CH4 g-DQO™ (Figura 6.4). Da fase IV em
diante (4,6-35,0 g-NaCl L), MY atingiu um platd mais alto e relativamente estavel
(150,8 + 30,6 mL-CH4 g-DQO; figura 6.4B) acompanhado por menores proporcdes de
H>S no biogas (Fig. 4a), e consequentemente uma maior fracdo de sulfeto na fase liquida
(geralmente > 70%; Figura 6.0.3). A composicdo do biogas variou acentuadamente

apenas nas trés primeiras fases (Figura 6.4B), das quais propor¢des relativamente
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estaveis, ou seja, 4 + 1% (CO»), 89 = 2% (CH4) e 7 £ 2% (H>S) foram observadas até fase
IX (4,6-35,0 g-NaCl L:; Fig. 6.4A).



Tabela 6.2. Resumo dos parametros analisados para cada fase e salinidade sistema continuo anaerdbio

Fase operacional I I i v V VI Vil VIl IX X
NaCl (g L?) 1,7 2,4 3,2 4,6 6,9 10,4 15,6 23,4 35,0 50,0
Periodo de tempo de operacéo (d) 177 21 21 114 23 39 48 28 42 81
TDH (h) 12,2 12,2 12,2 12,0 12,3 12,1 11,8 12,3 12,2 12,9
(0,1) (04) (06) (08) (0.1) 08) (1,0 04 (03 (02
Afluente 6,80 6,70 6,80 6,70 6,60 6,80 6,90 7,10 7,00 6,90
oH (0,10) (0,10) (0,10) (0,20) (0,10) (0,10) (0,10) (0,15)  (0,15) (0,15)
Efluente 7,90 8,70 8,80 8,60 8,50 8,40 8,40 8,50 8,40 6,70
(0,60) (0,20) (0,10) (0,20) (0,10) (0,10) (0,10) (0,10)  (0,10) (0,60)
Afluente 784,0 746,9 7585 7070 720,0 6780 7140 7416  698,8 6899
DQO (mg LY (49,0) (33,00 (3500 (37,5 (49,0 (48,00 (49,2 (63,9) (103,6) (53,8)
Efluente 255,0 72,0 59,0 30,5 37,0 26,0 19,0 25,0 45,0 4250
(58,5) (33,00 (17,00 (23,0 (20,0) (14,00  (6,0) (10,00  (28,0) (107,5)
Carga de sulfato aplicada 1,1 1,1 1,1 1,0 0,9 1,1 1,0 1,1 1,1 0,9
(9-SO4* L1 d?) 0,1) 0,1 (©,1) (01 0,2) 0,2) 0,1) 0,1) 0,1) 0,1)
Carga removida de sulfato 0,9 1,0 1,1 1,0 0,8 1,0 1,0 1,0 1,0 0,6
(9-SO4* L1 d?) 0,2) 0,2 (05 (09 (0,5) 0,4) 0,7 (0,4) 0,7) 0,1)
HS (mg LY) 96,0 117,0 1120 130,0 1315 127,0  125,0 140,0 128,0 21,0
(27,5) (10,00 (15,00 (9,0 (9,0 (15,00 (13,0 (8,0) 9,00 (11,0
H,S (mg L) 12,0 1,4 1,4 3,0 3,4 3,5 3,7 3,7 39 47,2
(8,0 0,2 (05 (09 (0,5) 0,4) 0,7 (0,4) 0,7 (14,2
Alcalinidade total 322,0 389,0 437,0 4370 432,0 438,0 4190 467,0  430,0 1990
(mg-CaCOs; LY (48,0) (34,00 (13,00 (42,0 (27,0) (44,0) (58,0) (21,00 (50,00 (56,0)
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Tabela 6.2. Resumo dos parametros analisados para cada fase e salinidade sistema continuo anaerobio (continuacao)

Fase operacional I I i v \YJ VI Vil VIl IX X
NaCl (g L?) 1,7 2,4 3,2 4.6 6,9 10,4 15,6 23,4 35,0 50,0
Periodo de tempo de operacéo (d) 177 21 21 114 23 39 48 28 42 81
Alcalinidade a sufeto 145,0 177,0 170,0 164,0 199,0 199,0 190,0 2115 193,0 44,0
(mg-CaCOs LY) (42,0) (39,00 (23,00 (14,0 (14,0) (27,0) (20,0) (12,5) (13,00 (35,0
Alcalinidade a bicarbonato 58,0 168,0 236,0 210,0 201,0 (17,0) 2115 198,5 208,0 150,0 0,0
(mg-CaCOs LY) (37,0) (39,00 (24,00 (49,5 ' ' (58,0) (59,0) (8,0) (60,5) (0,0)
Alcalinidade a acidos volateis 126,0 48,0 38,0 32,0 31,0 36,0 32,5 455 97,0 205,0
(mg-CaCOs LY) (22,0) (19,5) (4,00 (17,0 (9,0 (19,00 (15,0 (10,00 (40,00 (41,0
co 9 33 20 10 3 4 4 4 4 12
2
(12) (14) (1) (10 (2) (0) 1) (0) 1) )
. . 84 41 63 80 92 89 89 88 86 37
Composicdo do biogas (% CH
posig s CHe gy @y a9 @y @ @ @ @O @ @
H,S 7 26 17 9 5 7 7 8 10 51
2
(8) (10) 8) (M (0) (2) 3) (1) (2) (28)
MY 120,0 79,0 110,0 153,0 171,0 154,0 150,0 165,0 128,0

(NMLCH, g-DQO™) (39,00 (50,00 (39,00 (380) (1900  (39,0) (160)  (80)  (19,0)
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6.4.2 Resposta da metanogénese e sulfetogénese para salinidade de 50 g-NaCl L

As maiores mudancas no desempenho do sistema foram observadas apenas
quando a salinidade foi aumentada para 50 g-NaCl L. A eficiéncia de remogdo de DQO
caiu acentuadamente para 38 + 16%, com sulfetogénese respondendo por 62 + 17% da
conversdo total de matéria organica. A queda na atividade metanogénica explica ambos
os resultados. Enquanto o pH do afluente permaneceu aproximadamente inalterado (6,90
+ 0,15), o pH do efluente caiu para 6,65 = 0,62, 0 que é um indicativo de acumulo de
AGV no AnSTBR. HAc foi 0 AGV predominante (302,2 + 60,8 mg-HAc L), enquanto
o etanol n&o convertido alcangou 38,7 + 30,7 mg-EtOH L. O perfil alcalinidade indicou
participagdo nula do bicarbonato, com AAGYV atingindo 77 + 11%. O acimulo de HAc
indicou um papel determinante de metanogénicos acetoclasticos na remogdo de COD,
enguanto populacdes de BRS completamente oxidantes ndo foram capazes de mediar seu

consumo.

Impactos na atividade sulfetogénica também foram observados pela queda na
alcalinidade, uma vez que AHS" caiu para 23 = 11%. De fato, 34% do enxofre aplicado
permaneceram como sulfato ndo convertido no efluente, o que esta de acordo com a
diminuicdo observada tanto no %S0 (64 + 8%) quanto na concentragdo de STD (76,5
+ 11,6 mg-S* L1). O menor valor de pH do efluente (6,65) impactou diretamente na
distribuicdo de sulfeto na fase liquida, indicando uma diminui¢do acentuada na proporc¢éo
da forma ionizada (22 + 14%) associada a um aumento no S-H.S (27 £ 14%). A condicéo
mais acida também favoreceu o deslocamento do sulfeto para a fase gasosa, com a
proporcao de H»S no biogas chegando a 51 + 23%. Além dos efeitos relacionados ao pH,
a atividade metanogénica prejudicada (observada por um teor de metano de 32 + 21%)
também favoreceu a predominancia de sulfeto na fase gasosa. Vale ressaltar que a

evolugéo do

biogas cessou, pois a metanogénese foi prejudicada; portanto, a participacdo do H>S

gasoso ndo foi incluida no balango de massa baseado em S na fase X.
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Figura 6.0.4.(A) Composicédo do biogas e (B) Rendimento de metano. Legenda: (o)
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salinidade.

6.4.3 Decifrando a inibi¢cao do sistema

BRS e metanogénicas requerem valores de pH semelhantes para crescer, ou seja,

7,0-7,5 (GUTIERREZ et al., 2009; O’FLAHERTY et al., 1998); no entanto, varios

fatores, como disponibilidade de sulfato, afinidade de substrato, sensibilidade a condigdes

inibidoras (por exemplo, alta salinidade, acidez e niveis de sulfeto) determinam quem

vence o “cabo de guerra” em um ambiente competitivo. Em ambientes livres de

toxicidade, como 0s mencionados acima, o pH abaixo de 7,0 favorece as metanogénicas
em relagdo as BRS (O’FLAHERTY et al., 1998). No entanto, a salinidade, bem como os

baixos valores da razio DQO/SO4* (< 1,7) favorecem as BRS. Embora os resultados

obtidos na fase X indiquem claramente a inibicdo de ambos os grupos no AnSTBR, as
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populacdes BRS foram relativamente mais resistentes ao maior nivel de salinidade
avaliado. Enquanto a remocao de sulfato permaneceu ligeiramente superior a 60%, 0 MY
atingiu valores nulos devido a interrupcéo da vazao do biogas. Assim, as BRS mantiveram

parcialmente seu papel metabdlico em um ambiente extremamente hostil.

A ocorréncia de inibicdo de biomassa pode ser avaliada sob diferentes
perspectivas no AnSTBR, considerando inicialmente os efeitos do sulfeto. Em segundo
lugar, a salinidade e o aumento das concentracbes de HAc compartilham um papel
inibitério conjunto, respectivamente, impactando metanogénicos e BRS no final da
operacdo (fase X). No caso do sulfeto, os resultados de longo prazo sugeriram que
nenhum efeito inibitério foi associado a essa espécie quimica. As eficiéncias de remocao
de DQO e sulfato em niveis de salinidade de até 35 g-NaCl L™ foram sempre superiores
a 80% (apds o periodo de adaptacao). Por sua vez, embora as condi¢cbes um pouco mais
acidas (pH = 6,65) observadas na dosagem de 50 g-NaCl L™ tenham favorecido a
predominancia de H»S (tanto na fase liquida quanto na fase gasosa), as concentracfes no
liquido (76,5 + 11,6 mg-S? L1) estavam relativamente longe dos niveis inibitdrios, como

discutido anteriormente.

Apesar da adaptacdo gradual e bem-sucedida do AnSTBR ao aumento da
salinidade, a aplicacdo de concentragbes de NaCl superiores a 35 g L impactou
negativamente 0s metanogénios acetoclasticos, inibindo totalmente o consumo de acetato
e a posterior producdo de metano. Embora as concentragcbes maximas de HAc observadas
nesta condicdo operacional (302,2 + 60,8 mg L) tenham sido muito inferiores as
relatadas em estudos anteriores (>>1g L ™) (GIL-GARCIA et al., 2018; REIS et al., 1990,
1992b) , BRS oxidantes completas ndo foram capazes de metabolizar o excesso de
acetato, o que provavelmente desencadeou a inibigdo parcial da atividade sulfetogénica.
Pesquisas anteriores relataram a diminuicdo da eficiéncia de reducdo de sulfato na
presenca de excesso de acetato (DAMIANOVIC; FORESTI, 2009), que é semelhante a

diminuic&o de %S04* (de 87 para 64%) observada neste estudo.

Finalmente, diferentes bases de referéncia podem ser usadas para medir a inibi¢éo
da metanogénese no AnSTBR, seguida pela inibicdo do BRS, uma delas € a participacéo
da remocédo de DQO via metanogénese e sulfetogénese e a outra a producdo de mtano. A
remocao de matéria organica por essas duas principais (metogénese e sulfetogéense)
indicou uma inibicdo de 19% da metnogénese, enquanto um nivel de inibicdo 3 vezes

maior (60%) foi calculado considerando a fracdo de metano no biogés. No entanto,
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usando o MY, que caracteriza a resposta mais importante dos sistemas AD para
aplicacdes energéticas, uma inibicdo de 100% foi observada devido aos valores nulos
medidos na fase X. Isso indica a inibi¢do completa da producdo de metano “atil”, ou seja,
a guantidade de metano potencialmente utilizavel em aplicacdes energéticas. Por outro
lado, um nivel de inibicdo de 25% foi observado na sulfetogénese, considerando a

diminuic&o nos niveis de %S04>, causada pela inibicdo de BRS.
6.4.4 Analises microbioldgicas

No geral, depois de filtrar as sequéncias, foram obtidas 163674588192 leituras
variando de 205 pb a 305 pb e com média de 255 pb de comprimento. Segundo
DELFORNO et al., (2020), aproximadamente 25% das leituras totais foram descartadas
devido a baixa qualidade e comprimentos inadequados (<75 bp). Um plat6 foi observado
para as curvas de rarefacdo, onde a diversidade taxonémica foi adequadamente
representada. Analises filogenéticas dos dominios Bacteria e Archaea foram realizadas
para caracterizar a comunidade microbiana do inoculo, biomassa suspensa na zona de
alimentacdo do AnSTBR durante a fase 1X (35 g-NaCl L1), biomassa suspensa e aderida
ao final da fase X (50 g-NaCl L™?). No nivel de dominio, a maioria das leituras foi
atribuida a Archaea (72,4%) no inoculo, enquanto Bacteria predominou na fase IX
(81,1%; células suspensas), suspensa (60,3%) e aderida (61,6%) biomassa da fase X. Uma
analise do gréfico de barras da abundancia da comunidade no nivel de género (valores
relativos de abundéncia superiores a 1% em pelo menos uma amostra) € mostrada na
Figura 6.0.5.

indices de dominancia, diversidade e riqueza respectivamente de 0,55, 1,06 e 18
foram observados na fase IX. Os géneros dominantes foram relacionados ao género
Desulfovibrio (72,9%) nesta amostra. Essas BRS pertencem a uma classe delta-
Proteobacteria mesofila capaz de usar sulfato como aceptor final de elétrons
(JENCAROVA; LUPTAKOVA; KUPKA, 2020). Outro grupo redutor de sulfato, o
género Desulfatirhabdium (REZADEHBASHI; BALDWIN, 2018), foi identificado em
menor proporgdo (1,29%) na biomassa suspensa durante a fase 1X (35 g-NaCl L),

reforgando o potencial papel dos microrganismos redutores de sulfato nesta amostra.

Methanosaeta, uma archaea tipica encontrada em reatores produtores de metano
(CHEN; HE, 2015), foi o segundo microrganismo predominante na fase IX (13,9%; Fig.
5). Este conhecido metanogénio k-estrategista(LINDEBOOM et al., 2016) é uma archaea
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especialista que usa apenas acetato para produzir metano (SMITH; INGRAM-SMITH,
2007). O género Methanofollis (2,9%) € outro grupo metanogénico de archaea
identificado sob tal condicdo operacional, caracterizado por metanogénios
hidrogenotréficos halotolerantes capazes de usar uma ampla gama de substratos, como
hidrogénio + didxido de carbono, formiato, 2-propanol + dioxido de carbono, 2-butanol
+ didxido de carbono ou ciclopentanol + didxido de carbono. No entanto, esse grupo néo
pode usar acetato, metanol, etanol ou dimetilamina (OBATA et al., 2020) , o que elimina
sua participacdo na manutencao de baixas concentracGes de acetato antes da dosagem de
50 g-NaCl L. Uma segunda metanogénica hidrogenotréfica afiliada ao género
Methanospirillum (JAIN ET AL., 2020) também foi capaz de crescer sob 35 g-NaCl L,

indicando um potencial resisténcia a salinidade.
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Figura 6.0.5.Géneros mais abundantes detectados em amostras de biomassa com base em
sequéncias classificadas do gene 16s rRNA (Fase IX: 35 g-NaCl L*; Fase X_A: 50 g-

NaCl L - biomassa em suspensio; Fase X_B: 50 g-NaCl L™ - biomassa aderida).

Curiosamente, Methanosaeta foi o género predominante nas amostras de
biomassa suspensa (38,3%) e aderida (37,2%) na fase X (50 g-NaCl L), apesar da
producéo prejudicada de metano associada ao acumulo de acetato. (GAGLIANO et al.,
2017) relataram a eficiéncia da formacdo de biofilme e propriedades dos granulos na

digestdo anaerdbia em alta salinidade. Segundo esses autores, 0 género Methanosaeta
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pode dominar a comunidade microbiana em biofilmes e granulos sob condi¢éo de estresse
salino em concentracdes de até 20 g-Na* L. Portanto, as propriedades agregantes deste
género provavelmente foram positivamente relacionadas a persisténcia de populacées de
Methanosaeta em altas concentracdes de NaCl, que permaneceram no sistema, mas com

seu metabolismo inibido pela alta salinidade aplicada (50 g-NaCl L).

ZHANG et al. (2020) também relataram alta abundéancia relativa de Methanosaeta
(22,08%) em alta salinidade (18 g-NaCl L) e nenhuma producédo de metano ap6s cinco
dias de incubacdo nesta condicdo. Esses autores sugeriram que Methanosaeta pode ser
resistente a condicdes salinas. No entanto, o aumento das concentragdes de NaCl para 30
g L desencadeou uma diminuicdo de 60,6% nas concentracdes da coenzima F420, que
foi apontada como a principal razdo por trds da inibicdo da metanogénese em alta
salinidade (ZHANG et al., 2020a). JIN et al., (2020) também relataram que 0 aumento
das concentracdes de salinidade (de 0,0 para 18 g-NaCl L) reduziu a concentragio de
coenzima F420 em 1,47 vezes, sugerindo que a atividade de metanogénicos foi
efetivamente inibida sob alta salinidade. Portanto, a persisténcia de Methanosaeta em
altos niveis de salinidade néo foi suficiente para garantir a producao eficiente de metano
no AnSTBR porque o alto nivel de salinidade (50 g-NaCl L) provavelmente suprimiu
as principais enzimas das arquéias. Vale ressaltar que a concentragdo maxima de NaCl
aplicada no AnSTBR foi muito superior as concentra¢fes em que foi relatada a inibicédo

da coenzima F420 (> 18 g L), o que corrobora a hipdtese de inibicdo enzimatica.

Em contraste, 0 metabolismo de redugdo de sulfato foi aparentemente menos
afetado pela alta salinidade aplicada durante a fase X porque a conversao da matéria
organica via sulfetogénese ainda foi observada, apesar das concentrac@es residuais de
acetato resultantes tanto da inibicdo da metanogénese acetoclastica quanto da oxidacdo
parcial de etanol a acetato por redutores de sulfato. BRS s&o microrganismos funcionais
chave em sistemas anaerobios de tratamento de efluentes ricos em sulfato, que sdo
capazes de realizar a oxidacdo completa e incompleta de carbono organico (GIL-
GARCIA et al., 2018; HUANG et al., 2020). O género Desulfovibrio, relacionado a
oxidacdo incompleta, que e capaz de oxidar preliminarmente o etanol em acetato (Wu et
al., 2018), foi identificado em abundancias relativas de 18,6 % e 8,6%, respectivamente,
nas amostras de biomassa suspensa e aderida na fase X, indicando que a producéo de

acetato via reducdo de sulfato estava ocorrendo no sistema.
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HE et al. (2010) e ZHOU et al. (2017) relataram respostas interessantes do género
Desulfovibrio a tolerancia ao sal. De acordo com HE et al. (2010), este género é capaz de
realizar reagdes iniciais a aumentos abruptos na concentragdo de sal (choque salino) e
também sobreviver e crescer em ambientes altamente salinos (adaptacéo salina). ZHOU
et al. (2017) compararam 0s genotipos representativos em 5.000 geracbes e 1.200
geracOes de Desulfovibrio vulgaris, demonstrando os mecanismos que impulsionam a
adaptacéo do sal ao longo de uma longa escala de tempo evolutiva. Segundo esses autores,
apos a exposicao a condigdes de estresse salino, foi observado um aumento na abundancia
de glutamato e glutamina, caracterizados como aminoacidos que desempenham um papel
fundamental na adaptacao ao sal. O aumento dos acidos graxos derivados de fosfolipideos
(PLFAs) de membrana ramificada ou insaturados do Desulfovibrio sob alta salinidade foi
um dos mecanismos utilizados para compensar a diminui¢do da fluidez da membrana,
bem como a diminuicdo da motilidade celular, o que indica melhor gerenciamento de

energia porque a motilidade celular exige altos gastos com energia (ZHOU et al., 2017).

BRS oxidantes completas, como os géneros Desulfobacca (2,0% e 36,6%) e
Desulfatirhabdium (1,1% e 1,7%) também foram identificados nas amostras de biomassa
suspensa e aderida coletadas na fase X, respectivamente. Ambos os géneros Desulfobacca
(WU et al., 2018) e Desulfatirhabdium (BALK et al., 2008) podem usar acetato como
unico doador de elétrons e fonte de carbono ao mediar a reducéo de sulfato. No entanto,
apesar da alta abundancia relativa desses grupos, o acimulo de acetato indica fortemente
que esses microrganismos estavam sob estresse ambiental, como também observado pela
diminuicdo da eficiéncia da reducgéo de sulfato quando aplicada a maior concentracdo de
NaCl. De acordo com BRANDT et al. (2001), o metabolismo do acetato pelo BRS é
severamente inibido em salinidades extremas, o0 que consequentemente diminui as taxas
de consumo deste substrato. Esses autores associaram a atividade de reducdo de sulfato
prejudicada com excesso de concentracdo de acetato no contexto de inibi¢do por produto,
considerando experimentos realizados em uma estagdo usando sedimentos hipersalinos

do Grande Lago Salgado.

Estudos anteriores também relataram inibicéo severa de BRS, bem como de outros
anaerdbios, em ambientes altamente salinos, sempre levando ao acumulo de acetato
(OLLIVIER et al., 1994; ZHILINA; ZAVARZIN, 1990). Portanto, a 50 g-NaCl L, a
inibicdo do produto pode ser uma possibilidade no AnSTBR com base nas respostas do

reator: acumulo de acetato associado a niveis decrescentes de eficiéncia de reducdo de
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sulfato, mesmo quando grupos oxidantes completos do acetato, como o Desulfobacca e

Os géneros Desulfatirhabdium foram identificados em amostras de biomassa.

O género Pseudomonas também foi um grupo microbiano relevante identificado
na fase X (Fig. 5). WANG et al. (2020) relataram que o género Pseudomonas foi
favorecido sob baixas concentracGes de NaCl (inferior a 20%). Em contraste, no presente
estudo, este grupo foi o segundo género mais abundante (23,4%;Figura 6.0.5) na
biomassa suspensa, exibindo alta tolerancia a salinidade em 50 g-NaCl L-1. Segundo
WARGO (2013), espécies de Pseudomonas possuem mecanismos para importar colina e
glicina betaina (GB) para o citoplasma e utiliza-los para manter a homeostase do sal.
Portanto, a alta abundancia relativa observada no AnSTBR corrobora diretamente sua

capacidade de aumentar sua sobrevivéncia sob condicdes de estresse.

Complementarmente, outros microrganismos foram identificados em abundancia
relativa superior a 1% a 50 g-NaCl L. O género Anaerofilum foi identificado nas
amostras de biomassa suspensa (4,2%) e aderida (5,3%). Este género foi descrito em lodo
de esgoto anaerdbio de estacOes de tratamento de guas residuais municipais e industriais
(ZELLNER et al., 1996) e também é uma BRS predominante em sistemas acidogénicos
(ZHOU et al., 2020). O género Petrimonas, identificado em abundancia relativa de 1,4%
na biomassa anexa, também é um fermentador (GRABOWSKI et al.,, 2005). A
acidificacdo do sistema devido ao acimulo de acetato na fase X pode ter favorecido o
crescimento desses grupos. Por fim, os géneros Sulfuricurvum (1,1% e 1,0%) e
Halothiobacilus (7,7 e 2,9%) também foram identificados nas amostras de biomassa
suspensa e aderida, respectivamente, correspondendo a grupos frequentemente
identificados em efluentes de sistemas de tratamento (MARTINEZ-SANTOS et al., 2018;
TURCIOS; WEICHGREBE; PAPENBROCK, 2016) . Em particular, a identificagdo do
género Halothiobacillus deve ser destacada por pertencer a um grupo de bactérias
oxidantes de enxofre (BOS) tolerantes ao sal encontradas em ambientes salinos e
sulfidicos. REZVANI BOROUJENI et al. (2020) relataram que o NaCl é essencial para
a atividade de enzimas participantes do crescimento de espécies pertencentes ao género
Halothiobacillus, que possui tanto cepas halotolerantes quanto halofilicas. A diminuicao
das concentragdes de sulfetos e 0 aumento dos niveis residuais de sulfatos observados na
fase X também podem ser decorrentes da atividade desse género no sistema, além dos

eventos de inibicdo descritos anteriormente.
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A alta diversidade, riqueza e abundancia relativa de comunidades microbianas nas
amostras de biomassa suspensa e aderida do AnSTBR indicam que, potencialmente,
diferentes estratégias foram realizadas para sobreviver sob altas concentragdes de sal (50
g-NaCl L). Embora os mecanismos utilizados pelas bactérias halofilicas tenham sido
estudados, seria importante dissecar 0os mecanismos de toleréncia ao sal nos niveis
gendmico, transcriptdmico e protedmico, a fim de entender melhor as estratégias de

sobrevivéncia utilizadas pelos microrganismos tolerantes ao sal.
6.5 CONCLUSOES

Populacdes sulfetogénicas e metanogénicas foram resistentes a concentragdes de
até 35 g-NaCl L, mantendo remocdes de sulfato e DQO superiores a 80%. A pressio
seletiva do sulfato definiu inicialmente a participacdo de ambos 0s grupos na conversédo
de DQO, com prevaléncia de BRS (53%). Enquanto a comunidade microbiana foi
resistente ao sulfeto, os metanogénicos (género Methanosaeta) foram fortemente inibidos
em salinidade mais alta, caracterizada por evolucdo nula de biogés e acimulo de acetato.
A absorcdo de etanol pela oxidacdo incompleta de BRS (géneros Desulfovibrio e
Desulfotomaculum) e a conversdo de acetato por oxidacdo completa de BRS (géneros
Desulfobacca e Desulfatirhabdium) configuraram o cenario metabdlico principal a 50 g-
NaCl L. A persisténcia de tais géneros indica sua capacidade de sobreviver sob estresse
salino. No entanto, o acimulo de acetato a 50 g-NaCl L™ inibiu parcialmente a oxidagao
completa dos grupos, diminuindo a remocdo de sulfato para 64%. No geral, esses
resultados indicam que favorecer as populaces de BRS pode ser o fator chave para

remediar com sucesso aguas residuais salinas em sistemas anaerobios.
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CAPITULO 7

7. IMPACTO DO AUMENTO GRADUAL DA SALINIDADE DEVIDO A
NACL NO PROCESSO DE NITRIFICACAO

7.1 RESUMO

Aguas residuarias ricas em nutrientes, como nitrogénio, tém alto impacto
ambiental. Esses efluentes podem ser provenientes de processos industriais da indUstria
alimenticia de pescados, charque, ou agua produzida na extracdo de 6leo e gas, que além
de uma variedade de nutrientes também apresentam salinidade, afetando a eficiéncia dos
processos de nitrificacdo e desnitrificacdo. Assim, o0 objetivo deste estudo foi avaliar o
efeito do aumento gradual da salinidade de 0 a 35g-NaCl L™t em um reator de leito
estruturado operado por 393 dias para nitrificacao e desnitrificagdo simultaneas (NDS) na
primeira etapa e 87 dias apenas nitrificacdo apoOs atingir a salinidade desejada. A
eficiéncia de oxidacdo do nitrogénio amoniacal foi de 95 + 12%. No entanto, o nitrogénio
na forma de nitrito foi acumulado para 35 g-NaCl L™ durante o processo de NDS. A
variagdo do oxigénio dissolvido (OD) de 6 para 3 mg-O2 L™ na avaliagdo apenas da
nitrificacdo, e o retorno para 6 mg-O, L™ permitiu inferir que a perda de eficiéncia na
oxidacdo do N-NH4* ndo ocorreu devido a limitacéo de oxigénio, mas devido a salinidade.
Constatou —se que houve efeito da salinidade nas bactérias oxidadoras de aménia (BOA),
gerando menor conversao de amobnia (<70%) e acimulo de amonia livre
(>4,00 mg-N-NH3z* L), causando toxicidade para as bactérias oxidadoras de nitrito
(BON). O género Paracoccus e Moheibacter, associado a desnitrificacdo heterotréfica,
foram predominantes nas amostras com salinidade 35 g-NaCl L™ e matéria organica.
Entretanto maior estratificacdo, ou seja, selecdo de novos microrganismos e menor
abundancia relativa ocorreu com a retirada da matéria organica (ex. Mesohirzobium,
Fontibacter e Truepera). Concluiu-se que apesar da salinidade ter selecionado novos
microrganismos, observou-se desequilibrio entre o consorcio microbiano, levando a

variacdo no pH, causando principalmente acimulo de aménia livre.
7.2 INTRODUCAO

Os processos de tratamento biolégico de efluentes ricos em nitrogénio séo
realizados, convencionalmente, por meio de processos de nitrificacdo e desnitrificacéo,

em unidades separadas, porém, na busca por sistemas mais compactos, destaca-se 0
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processo simultaneo de nitrificacdo e desnitrificacdo (NDS) em que ambas as reacoes
ocorrerem em um Unico reator, a partir da estratificacdo dos microrganismos.
Microrganismos aerobios ocupam a parte externa, e organismos anoxicos a regido central

do floco ou biofime formado no material de suporte (ZENG et al., 2003).

As bactérias oxidadoras de amonia (BOA) e as bactérias oxidantes de nitrito
(BON) devem atuar em simbiose para que a nitrificacdo ocorra completamente, ou seja,
a amonia seja totalmente oxidada a nitrato. Porém, alguns parametros operacionais e
caracteristicas do substrato, como a salinidade, podem afetar diretamente essa relacao.
WANG et al. (2017) avaliaram o processo NDS em um ambiente com alta carga organica
e nitrogénio, na presenga de salinidade. Os autores relataram que a inibicdo das BON,
assim como na desnitrificacdo, ocorreu principalmente devido a salinidade.
Diferentemente, MACEDO et al. (2019b) observaram que um aumento na pressio
osmatica de 5 para 9 atm afetou o processo de nitrificacdo, porém o desempenho dos

microrganismos desnitrificantes heterotréficos ndo se alterou.

Em um estudo apresentado por BASSIN; DEZOTTI; SANT’ANNA (2011)
relataram que na presenca de 33g-NaCl L* ocorreu actimulo de nitrito, demonstrando que
as BONs sdo mais sensiveis a salinidade do que os BOAs. No entanto, MOUSSA et al.
(2006) concluiram que os BOAs sdo mais sensiveis a periodos curtos e longos na presenca
de salinidade de aproximadamente 17 g NaCl L, perdendo entre 36 e 39% de sua
atividade, enquanto as oxidantes de nitrito apresentaram reducgéo de sua atividade entre 5
e 13%. Essas divergéncias de resultados estdo mais ligadas a limitacdo da transferéncia
de oxigénio causada pelo sal do que a inibicao de bactérias oxidantes de nitrito (MOUSSA
et al., 2006). Os trabalhos citados indicam que é preciso cautela ao comparar ensaios de
nitrificacdo na presenca de sal, pois os resultados apresentam contradi¢des. Assim, ao
comparar os resultados do efeito da salinidade na nitrificacdo, € necessario atentar para:
a) configuracdo do sistema e condicBes experimentais, como temperatura, pH e
compostos inibidores; b) Se o sal for introduzido de forma pulsada ou gradual; ¢) In6culo
utilizado (MOUSSA et al., 2006).

Observa-se que na maioria dos sistemas de tratamento, os efluentes salinos podem
levar a baixas eficiéncias, pois alteram a estrutura do biofilme (MACEDO et al., 2019a)
e aumentam a producéo de polimeros extracelulares (CHEN et al., 2019b) como maneira
de mitigar os efeitos do aumento da pressdo osmotica. Portanto, a adaptacdo do inoculo
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ndo halofilo a salinidade e as mudancas de forca idnica causadas pelo excesso de cations

precisa ser considerada.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo (i) avaliar o efeito do aumento
gradativo da salinidade no processo simultaneo de nitrificagdo e desnitrificacdo; (ii)
avaliar o processo de nitrificagdo em alta salinidade devido ao NaCl na auséncia do
processo de desnitrificacdo; (iii) Avaliar o efeito da reducdo de oxigénio no processo de
nitrificacdo utilizando um reator de leito estruturado com espumas de poliuretano
alimentado com efluente de um reator anaerdbio; (iv) caracterizar a comunidade

microbiada para as diferentes concentragdes de salinidade.
7.3 MATERIAL E METODOS
7.3.1 Design do reator

Um AnSTBR em escala de bancada (volume de trabalho 2,20 L) preenchido com
13 tiras de espuma de poliuretano (PU) como material de suporte foi usado como unidade
operacional neste estudo, seguindo detalhes construtivos apresentados do reator
anaerdbio (capitulo 5). O reator foi colocado em uma camara de temperatura controlada
(modelo 410-DRE, Nova Etica, Vargem Grande Paulista, SP, Brasil) para manter as
condicGes mesofilas (30°C). A alimentacdo do reator foi realizada em modo de fluxo
ascendente usando uma bomba peristaltica (modelo MiniPuls® 3, Gilson, Inc.,
Middleton, W1, EUA) para obter um tempo de retencdo hidraulica fixo (TDH) de 12 h. O
oxigénio foi bombeado continuamente usando um compressor de ar e misturando
completamente a massa por uma mangueira de irrigagdo porosa capaz de saturar 0 meio
com OD.

7.3.2 Inéculo

O consorcio microbiano utilizado como in6culo correspondeu ao lodo de um
reator de lodos ativados com atividade nitrificante em condi¢des mesoéfilas. Grupos
microbianos participantes de todas as etapas dos processos de nitrificacdo e
desnitrificacdo foram previamente identificados neste consércio (ALMEIDA et al., 2018)
0 gue motivou seu uso como inoculo no presente estudo. O lodo ativado rico em sélidos
(129-ST Lte 10 g-SV L%, em que ST= solidos totais e SV = sdlidos volateis) foi diluido

em agua corrente (1:1, v/v) para obter uma mistura menos viscosa. O reator foi preenchido
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com a mistura para possibilitar o contato da biomassa com o material suporte por 2 h,

apos o que o excesso de lodo foi drenado e o reator foi alimentado continuamente.
7.3.3 Agua residuaria e condicdes operacionais

Foi utilizado como substrato agua residuéaria sintética com composicdo baseada
no efluente de um reator anaerobio de leito estruturado (AnSTBR) tratando agua
residuaria com carcateristicas similares as dguas produzidas em plataformas de 6leo e gas,
como abordado no capitulo 6. A composicdo do afluente a unidade em termos de carga
organica foi etanol (0,13 mL L) e acido acético (0,14 mL L) para obter uma demanda
quimica total de oxigénio (DQO) de 360 mg L. O nitrogénio foi provido por cloreto de
amonio — NH4Cl (382 mg L) para obtengdo de 100 mg-N-NH." L. A suplementagéo
de metais essenciais aos processos biolégicos foi realizada por meio da adi¢éo de solucdes
de micro e macronutrientes adaptadas de TORRES (1992).

O reator foi operado continuamente por 480 dias, com carga de nitrogénio de 0,20
g-N-NHs* L d%, submetido ao aumento gradual da salinidade no processo de nitrificago
e desnitrificacdo. O incremento de salinidade deveu-se ao cloreto de sddio no intervalo
de concentracdo de 0 até 35 g-NaCl L (fases | a XI). O efeito da alta salinidade no
processo de nitrificagcdo (fase XII) foi avaliado mediante a diminuicdo do oxigénio de
5,30 + 0,90 mg-OD L para 3,20 + 0,80 mg-OD L (fase XIII) e retorno para
6,00

respectivas condicdes sdo apresentadas na Tabela 7.1

I+

0,30 mg-OD L (fase XIV) sobre nitrificagdo. As fases de operagdo e as
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Tabela 7.1.Fases de operacao de acordo com as diferentes salinidades devido ao cloreto

de sodio, demanda quimica de oxigénio, oxigénio dissolvido e niveis de pressdo osmatica.

Cloreto Pressdo Aumento

Fase Periodo o .
) desodio osmdtica  de NacCl
operacional (d)
(LY (Wt%o) (%)
[ 0-50 0 0,18 -
I 51-70 0,80 0,29 -
1 71-102 1,70 0,41 100
(1]
= \Y 103-128 2,50 0,52 47
«T
2 \Y} 129-146 3,40 0,63 36
. .2 VI 147-186 4,60 0,80 35
6,0 mg-O2 L- 2
g 5 il 187-206 6,90 1,11 50
£ VI 207-242 10,40 1,58 50
© IX 243-287 15,60 2,28 50
X 288-310 23,40 3,33 50
Xl 311-393 50
@ Xl 394-421 50
5 «
30mg-0:L1 & & Xl a1-aag 00 4.90 i
= g
60mg-O:Lt & S XIV 449480

7.3.4 Métodos analiticos

O monitoramento do desempenho da fase liquida incluiu os seguintes parametros:
Demanda quimica de oxigénio — DQO, pH, nitrogénio amoniacal (N-NH4"), nitrogénio
nitrito  (N-NO2’), nitrogénio nitrato (N-NOs) (APHA/AWWA/WEF, 2012). As
concentragOes de alcalinidade total, intermediria e parcial foram determinadas de acordo
com KAPP (1984). A anédlise de DQO foi modificada com a dosagem de excesso de
sulfato de mercurio (11) (HgSO4) conforme proposto por VYRIDES; STUCKEY (2009)
visando eliminar interferéncias de altos niveis de cloro. As amostras também foram pré-
tratadas com sulfato de zinco (ZnSO4) para remover interferéncias de sulfeto dissolvido.

Oxigénio dissolvido (OD), potencial de oxi-redugdo (pOR), condutividade foram
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monitorados usando uma sonda de OD (LDO HQ10, Hach), de sensores Intellical (ORP-
Redox MTC 101, Hach) e medidor de condutividade (Digimed DM-31), respectivamente.

A amonia livre também foi monitorada utilizando a Eq. (17) em que o termo [N-NH4+]
é a concentracdo de amonia na efluente medida, e acido nitrico Eq. (18) (YAO et al.,
2017), sendo a temperatura (T) fixada em 30 °C (303,15 K) e o pH efluente.

17 10PH

Amonia Livre = = .—55—— [N — NH;] (17)
14 e273+T+10PH

P _ 47 1 _

Acido nitrico = i R [N —NO;] (18)

e273+T , 10PH

7.3.5 Analises microbioldgicas

Amostras do indculo, biomassa suspensa sem salinidade (fase ), biomassa aderida
e suspensa com 35 g-NaCl L e matéria organica (fase X11) e biomassa aderida e suspensa
com 35 g-NaCl L-1 e sem matéria organica (MO) (fase XIV) foram coletadas,lavadas
com PBS e armazenados a 4 °C até processamento posterior. A extracdo total de DNA
para sequenciamento de proxima geracdo (NGS) foi realizada usando o kit FASTDNA
SPIN para solo (Qbiogene, Carlsbad, CA, EUA). A qualidade do DNA foi avaliada pela
proporcéo de 260/280 nm N 1,8, medida por um espectrofotdmetro ND-2000 (Nanodrop
Inc., Wilmington, DE) e eletroforese em gel de agarose.

O sequenciamento paired-end de ciclos lllumina MiSeq 300 da regido (~450 pb)
de 16S rRNA foi realizada seguindo o protocolo do fabricante (lllumina Inc., EUA) pela
NGS solucdes gendmicas (Piracicaba, Brasil), usando seu préprio pipeline considerando
1% de erro. As sequéncias resultantes (fastq) foram filtradas com qualidade em um Phred
usando o software FastQC v.0.11.8 (ANDREWS, 2010) . O recorte do primer foi
realizado em Python v.3.6 com software inspirado no projeto BioPython (COCK et al.,
2009) . As unidades taxondmicas operacionais (OTU) classificadas como quimeras foram
removidas (SMYTH et al., 2010).

A identificagcdo taxondmica foi realizada usando blastn v.2.6.0+(ALTSCHUL et
al., 1990). As sequéncias identificadas pelo MiSeq Illlumina foram depositadas no
National Center for Biotechnology Information (NCBI - https ://submit. nchi.

nlm.nih.gov/).
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7.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
7.4.1 Efeito do aumento gradual da salinidade (até 35 g-NaCl L) no processo NDS

A salinidade no reator aerébio foi gradativamente aumentada, no periodo de 420
dias, até 35 g-NaCl L™, caracterizando um efluente hipersalino. O aumento da salinidade
do lodo ndo adaptado ocorreu lentamente, uma vez que bactérias oxidadoras de aménia
(BOA) e bactérias oxidantes de nitrito (BON) sdo sensiveis a limitacdo de OD,
temperatura e salinidade(CHEN et al., 2019b; LI et al., 2018). Assim, se o sal for
gradualmente aumentado, 0s microrganismos terdo mais chances de se adaptar e seu
impacto nas células reduzido, pois podem se ajustar ao aumento da pressdo osmotica com
a ajuda do vacuolo contrétil ou sintetizar soluto compativel. Quanto maior a salinidade,
mais energia sera necessaria para 0s microrganismos manterem suas funcdes (HE et al.,
2017).

O pH do afluente foi de 7,50 + 0,40 e do efluente de 7,90 £ 0,35 para todas as
fases avaliadas. A eficiéncia de remocdo da matéria organica (Figura 7.1), via
desnitrificacéo heterotrofica, foi de 96 + 6% para 23,4 g-NaCl L%, com decaimento para
86 + 9% para 35 g-NaCl L%, O afluente DQO foi de 347,0 + 63,0 mg-O, L™, e o efluente
médio foi de 13,0 + 21,0 mg-O2 L € 52,0 + 34,0 mg-O2 L%, para 23,4 g-NaCl L e 35 g-
NaCl L, respectivamente. A queda na eficiéncia de remogdo de matéria organica foi
creditada a interferéncia da salinidade no processo de desnitrificacdo. ZHANG et al.
(2020b) obtiveram alta eficiéncia de remocdo de DQO para salinidade inferior a
30 g L, sequida de perdas na capacidade de remogdo em salinidades mais altas devido

ao alto estresse osmotico imposto as células.

A média de remocao de nitrogénio amoniacal até a fase XI foi de 95 + 14%,
correspondendo a uma carga de nitrogénio removida de 0,20 g-N-NH4* L2 d%, ou seja, a
oxidacdo da aménia ndo foi afetada pelo aumento gradativo de NaCl até 35 g-NaCl L

na presenca de matéria organica.

Entretanto, a concentragdo de nitrito para 23,4 g-NaCl L™ foi de 4,0 + 8,0 mg-N-
NO L, aumentando para 32,0 + 17,0 mg-N-NO2" L em salinidade de 35 g-NaCl L.
Ja para o nitrato ocorreu o inverso, a concentracdo foi de 68,0 + 19,0 mg-N-NOs L a
10,0 + 8,0 mg-N-NOs L. E importante observar que o acumulo de nitrito foi gradativo,
a partir da concentracéo de 10 g-NaCl L (Figura 7.2)
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Figura 7.1. Perfil temporal para as fases com matéria organica (fase | a XI) afluente (o) e

efluente (m), eficiéncia de remocéo de DQO (o), e concentragdes de salinidade em cada
fase (-)

As bactérias oxidadoras de amo6nia (BOA) crescem mais rapidamente que as
bactérias oxidantes de nitrito (BON) (FENG et al., 2007), associado o acimulo inicial de
nitrito no sistema na concentracéo de 10 g-NaCl L™t. MOUSSA et al. (2006) constataram
que, para uma concentracdo de 25 g-NaCl L, as BON foram menos afetados pelo sal
com queda na eficiéncia de 11%, enquanto que as BOA apresentaram queda da eficiéncia
na proporcdo de 36%. Entretanto os autores avaliariam que em salinidades mais elevadas,
tanto as BON quanto as BOA foram afetadas, com reducdo de até 95% na atividade de

ambos 0s grupos para 66 g-NaCl L.

QUARTAROLI et al. (2019) observaram que a remocdo de aménia ndo sofria
interferéncia com altas salinidades, pois as BOA ndo perdiam eficiéncia; enquanto as
BON foram afetados. No presente estudo houve acimulo de nitrito obtido para
35 g-NaCl L. No entanto, como ja apresentado, alguns estudos correlacionam a perda
da atividade de BON devido a mudancas na transferéncia de oxigénio com o aumento da
salinidade (CAMPOS et al., 2002b) e com a toxicidade a aménia livre. A
inibicdo/toxicidade por limitagdo de oxigénio dissolvido, salinidade ou amonia livre serdo
discutidas no item 7.4.2.
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Fase operacional I Il Il v V Vi \1 Vil IX X Xl Xl X1 XV
NaCl (g L?) 0,00 0,80 1,70 2,50 3,40 4,60 6,90 10,40 15,60 23,40 35,00
OD (mg L) 6,00 3,00 6,00
Periodo de tempo
de operacio (d) 50 19 31 25 17 39 19 35 44 22 82 27 27 31
13,30 13,20 13,00 1280 1340 1365 12,30 12,40 12,40 12,80 12,40 12,0 11,80 12,10
TOH (M) (1,30) (1,200 (0,700 (1,30) (1,200 (1,20) (0,35 (0,30) (0,45)  (0,80) (0,60) (0,75)  (0,40) (0,45)
Afluente 7,20 7,20 7,50 7,30 7,20 7,50 7,20 7,35 7,35 7,70 7,70 8,00 8,00 8,00
oH (0,10) (0,06) (0,30) (0,15) (0,40) (0,40) (0,10) (0,30)  (0,30) (0,20)  (0,35)  (0,10) (0,10) (0,10)
7,90 7,90 7,65 7,90 7,90 7,80 7,90 7,80 7,80 7,60 7,90 8,00 7,90 8,00
Efluente (0,50) (0,20) (0,70) (0,30) (0,20) (0,40) (0,20) (0,10) (0,15 (0,25) (0,22) (0,10) (0,05) (0,05)
Afluente 358,0 379,00 36545 353,00 346,00 219,00 257,00 330,00 330,000 366,00 387,50 ) ) )
DGO (mg LY (34,00) (14,50) (17,00) (34,00) (42,00) (51,00) (37,00) (64,00) (60,00) (76,00) (46,00)
Efluente 0,00 6,00 6,00 2,20 0,00 0,00 0,00 14,80 20,00 6,80 67,00 ) ) )
(0,000 (7,50) (9,450) (4,90) (0,00) (0,00) (0,00) (24,60) (12,00) (10,50) (36,00)
Afluente 414,00 45550 476,00 467,00 421,00 448,00 420,00 420,00 418,00 449,00 412,00 485,00 516,00 536,00
Alcalinidade Parcial (91,00) (28,00) (72,50) (82,00) (4,00) (26,00) (4,00) (19,00) (14,000 (27,00) (32,00) (53,00) (43,50) (56,00)
(mg-CaCOs; LY Efluente 180,00 93,00 11150 73,00 73,00 67,00 81,00 79,00 88,00 47,50 166,00 236,00 406,50 331,50
(75,00) (60,00) (85,50) (57,00) (11,00) (12,00) (30,50) (35,00) (26,00) (22,00) (107,00) (50,00) (44,00) (50,00)
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Afluente 22030 22100 22300 23400 23600 23600 24100 25000 24650 24400 24300 179,00 13400 181,00
Alcalinidade Intermediaria (92,00) (7,00) (39,00) (10,40) (31,00) (47,00) (14,50) (15,50) (10,00) (25,00) (43,000 (32,00) (37,00) (26,00)
(mg-CaCO; LY cruene 2200 000 3900 5800 2750 3500 3200 3200 4050 2400 7800 137,00 16700 14500
(51,50) (19,00) (23,00) (81,00) (3,00) (11,00) (13,00) (13,00) (13,00) (24,000 (41,50) (92,00) (28,00) (24,00)

N-NH.* Afluente 97,00 11400 118,00 107,00 96,00 9500 101,00 11500 113,00 110,00 10500 110,00 121,00 106,00
(mg L) (17,00) (12,00) (16,00) (18,00) (10,00) (7,00) (10,00) (8,00) (9,00) (6,000 (9,000 (13,000 (11,00) (9,00)
— 030 030 1350 010 020 020 040 030 160 055 1400 3800 8400 63,00

(0,10) (0,20) (24,00) (0,10) (0,15 (0,10) (0,30) (0,10)  (1,20) (0,10) (18,00) (13,00) (10,50) (10,50)

Yo 100% 100% 89%  100% 100% 100% 100% 100%  100%  99%  86%  66%  31%  40%

(0%) (0%) (18%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)  (0%)  (0%)  (19%) (11%) (8%)  (8%)

N-NO; 060 030 030 010 030 020 050 210 21,00 600 31,00 5000 2150 33,00

(mg L) (1,200 (0,200 (0,20) (0,00) (0,20) (0,10) (0,15) (1,30) (10,00) (8,20) (18,00) (9,00) (6,00) (5,00)

N-NOs 52,00 76,00 79,00 7600 80550 69,00 78,50 7500 5500 8200 1400 550 250 3,50

(mg L) (16,00) (19,00) (14,00) (24,00) (500) (4,00) (1500) 800 (17,00) (11,000 (18,00) (1,000 (0,50) (1,50)

N-NHs* 004 002 045 001 002 002 003 002 010 002 165 39 600 6,00

(mg L) 0,02 (0,01) (1,100 (0,01) (0,01) (0,01) (0,02) (0,000 (0,10) (0,01) (3,00) (2,000 (0,70) (2,00)
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7.4.2 Efeito da reducdo de oxigénio dissolvido em elevada salinidade para as

nitrificantes

Apos 80 dias na concentragio de 35g-NaCl L (fase XI) e 30 dias sem adigdo de
matéria organica no sistema (fase XII), a eficiéncia de remocdo do nitrogénio amoniacal
foi de 66 £ 11%, ou seja, diminuicdo de eficiéncia quando comparada as fases anteriores,
por exemplo de 86% - fase XI) (Figura 7.2). CORSINO et al. (2015) relataram uma baixa
e lenta remocéo de nitrogénio (apenas 26% do nitrogénio total foi oxidado) para 25 g-CI
L, aproximadamente 40 g-NaCl L™,

A concentracdo de nitrito no meio reacional aumentou da fase Xl para XIlI,
atingindo 49,6 + 8,8 mg-N-NO L, enquanto a concentragdo de nitrato caiu de 14,30 +
18,00 para 5,6 + 1,0 mg-N-NOs™ L%, corroborando com uma maior taxa de crescimento
de bactérias oxidantes de amonia em detrimento das bactérias oxidantes de nitrito (FENG
etal., 2007).

100%
75%
50%

25%

Proporgdo das compostos nitrogenados (%)

0%
Nacl{gLl!) | o0 | 08 |17 |25 |34 |46 |69 |104 |156 | 234 35,0
DQO (mg L) 350,0 0,0
0D (mg L7) 5,0 [30 [ 60

Figura 7.2. Variacdo da fragdo de nitrogénio para os diferentes niveis de salinidade e
oxigénio dissolvido. Legenda: (=) N-NH4"; (m) N-NO2; (=) N-NOs’; (m) Nitrogénio nio
determinado.

Com a reducéo do oxigénio dissolvido de 5,3 + 0,30 mg-O L* para 3,2 + 0,8 mg-
O, L (fase XIII), a eficiéncia de remogdo de amdnia do sistema de 66 + 11%, para
31 + 8%, resultando em menor concentracdo de nitrito e nitrato, 21,5 + 6,2 mg - N-NO2
Lt e 2,6 +0,6 mg-N-NOs L, respectivamente. Com o retorno do OD para 6,00 + 0,30
mg-O, L (fase XIV), a eficiéncia de conversdo da amonia aumentou para 40 + 8%,
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aumentando assim a concentragéo de nitrito - 33,2 + 5,4 mg-N-NO, L e de nitrato de
3,40 + 1,50 mg-N-NO, L.

Estudos envolvendo salinidade e nitrificagcdo diferem quanto a origem do acimulo
de nitrito, pois podem estar ligados & toxicidade da salinidade ou limitagdes de
transferéncia de massa (DINCER; KARGI, 1999; VREDENBREGT et al., 1997).
Estudos tém demonstrado que as BON sdo mais sensiveis que os BOA em baixas
concentracdes de oxigénio, pois as BON apresentam maiores coeficientes de saturacdo
de oxigénio portanto, em baixas concentragdes de oxigénio (<2 g-O, m), BOA sdo muito
mais ativos que 0os BON (CIUDAD et al., 2006).

Concentragdes de oxigénio dissolvido inferiores a 0,5 mg L (CHUNG et al.,
2005) e amonia livre (PENG; CHEN; TIAN, 2003) séo consideradas dois fatores para o
acumulo de nitrito. Além desses fatores, substancias como hidrocarbonetos podem afetar
diretamente as BOA, enquanto altas concentracdes de sal inibem o BON (BASSIN;
DEZOTTI; SANT’ANNA, 2011; CORSINO et al., 2015; HU et al., 2005). No presente
estudo, a concentragdo de OD no sistema estava acima de 0,5 mg L™ relatado em
literatura, por isso foi avaliado a concentracdo de aménia livre (Eq. 17) e acido nitrico
(Eq. 18).

Acido nitrico ndo foi encontrado no sistema, associado & concentragdo de nitrito
(N-NO2) e 0 pH do sistema. Entretanto, 0 mesmo n&o ocorreu para a amonia livre (Figura
7.3). Para a fase inicial (de adaptacdo do indculo — fase I) e sem salinidade, houve
actimulo de amdnia livre, entretanto ao atingir 6,82 mg NHs* L™, o sistema se recuperou
sem nenhuma interferéncia e retornou a concentragdes proxima as 0 mg NHs* L. Ao
atingir a concentracdo de 35 g-NaCl L%, a amonia livre voltou a ser detectada no sistema,
atingindo a maior concentragdo em 9,06 mg NHs* L%, retornando para uma média de 1,06
+1,04 mg NHz* L,

Ao suprimir a matéria organica da agua residuaria afluente ao reator, visando
avaliar apenas a nitrificagdo, houve acimulo aménia livre no sistema, com valor médio
de 3,89 + 1,94 mg NHs" LY. Com a reducdo do oxigénio dissolvido de 6,00 para
3,00 mg-O2 L™, a concentracdo de amonia livre no reator dobrou (média de 6,13 + 0,72
mg NHs* L1), e mesmo ap6s o retorno do oxigénio dissolvido para 6,00 mg-O, L, a
média continuou em 6,02 + 1,60 mg NHs* L, porém, observa-se pela Figura 7.3, que a

concentracdo de amonia livre teve seu aumento ndo devido a reducdo de oxigénio
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dissolvido. Segundo LIU et al. (2019) as BOA sao inibidas a uma faixa de amonia livre
de 10 a 150 mg NH3* L.

O aumento da salinidade para 35 g-NaCl L impactou as BON, gerando o inicio
do acumulo de nitrito no sistema, como discutido no item 7.4.1, associado a toxicidade
pela amonia livre em contragdes a partir de 0,1 mg NHs* L* (TURK; MAVINIC, 1989).

PENG; CHEN; TIAN (2003) relataram que quando a relagdo OD/amdnia livre for
superior a 5, o sistema ndo é capaz de acumular nitrito, entretanto se essa relagdo for
menor que 5 haverd acimulo de nitrito. Além disso, se no sistema houver presenca de
organismos desnitrificantes, 0 mesmo podera se recuperar ao acumulo de nitrito. Assim,
se as condic¢Ges de salinidade de 35 g-NaCl L, OD de 6 mg-O; L™ e presenca de matéria
organica fossem mantidas, esperava-se que o sistema pudesse ter se recuperado. Porém,
a retirada da matéria organica prejudicou a acdo das bactérias desnitrificantes
heterotroficas, diminuindo a relagdo OD/amonia livre para 1,85, acumulando mais nitrito
no sistema. No periodo com concentracdo de 3 mg-O, L, a relagdo OD/aménia livre

decresceu para 0,9, acarretando baixa eficiéncia de 31% do sistema.

O comportamento das concentracdes de amonia, nitrito, nitrato e amonia livre,
concomitante com valores encontrados na literatura de toxicidade, permite inferir que a
salinidade afetou as BOA, gerando menor conversao de aménia, levando ao acimulo de
amonia livre, a qual acarretou na toxicidade para as BON, levando ao acimulo de nitrito,

configurando baixo desempenho do sistema.

Oxigénio dissolvido (mg L)
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Figura 7.3. variagdo da amonia livre no sistema aerobio (-e-) de acordo com a variagdo
da salinidade (--), oxigénio dissolvido (--).
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Anélises filogenéticas dos dominios Bactéria e Archaea foram realizadas para

caracterizar a comunidade microbiana do in6culo (amostra 1), biomassa suspensa na

auséncia de salinidade (amostra 2), biomassa aderida para salinidade de 35,0 g-NaCl L™

na presenca de matéria organica (amostra 3), biomassa suspensa para 35,0 g-NaCl L

com matéria organica (amostra 4), biomassa aderida (amostra 5) e suspensa (amostra 6)

para 35,0 g-NaCl L, sem matéria organica (MO) e OD em 6 mg L No nivel de dominio,

100% das leituras foram atribuidsa a Bacteria. Uma analise do grafico de barras da

abundancia da comunidade no nivel de género (valores relativos a abundancia superior a

1% em pelo menos uma amostra) é apresentada na Figura 7.4.
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Os filos Acidobacteriota, Bacteroidota, Proteobacteria, Deinococcota
pertencentes ao dominio Bacteria foram 0s que mais apareceram nas amostras analisadas.
O filo Acidobacteriota foi identificado principalmente nas amostras do indculo (70%) e
do fundo do reator aer6bio na condicdo “sem salinidade” (53%). Os genes de
Acidobacteriota 16S rRNA sdo frequentemente detectados em ambientes marinhos,
incluindo &guas oceénicas, esponjas marinhas, fontes hidrotermais ou sedimentos
(FLIEDER et al., 2021) e este filo estd associado a capacidade de fixar nitrogénio
(KAPILI et al., 2020). O filo Bacteroidota apresentaram abundancia relativa nas amostras
de inéculo e sem salinidade de 8 e 14% respectivamente, e para todas as amostras de
35,00 g-NaCl L com e sem matéria organica, manteve-se estavel entre 20 e 22% em
abundancia relativa. Para o filo Proteobacteria, a abundéncia relativa para as amostras de
1 a 6 foi de: 15%, 18%, 77%, 73%, 64% e 67. Os filos Bacteroidota e Proteobacteria séo
essenciais para a transformacdo de nitrogénio, principalmente pelo potencial de
mineralizacdo do nitrogénio e desnitrificacdo, respectivamente (DUAN et al., 2022;
LONG et al., 2023).

Para as amostras de biologia molecular do in6culo e da biomassa suspensa sem
salinidade, o género OLB17 teve abundancia relativa de 33 e 38%, respectivamente. Esse
género pertence ao filo Acidobacteriota e é encontrada na literatura como néo classificada
(BONASSA et al., 2022), entretanto é relatada como filamentosa e com forte relacdo com
reatores anammox (CHEN et al., 2021). Para as amostras com e sem matéria organica e
biomassa tanto aderida quanto suspensa, esses microrganismos nao foram detectados,

sugerindo que esse género € inibido por salinidade devido ao cloreto de sodio.

Outro género encontrado no inéculo e biomassa suspensa sem salinidade foi o
JGI, com abundancia 35 e 10%, respectivamente. Organismos JGI-0000079-D21 séo
relatados na literatura como hidroliticas e acidogénicas com potencial de degradar
compostos fendlicos de N-heterociclicos (FAN et al., 2022b; ZHU et al., 2023), apesar

desses compsotos ndo existirem na agua residuaria estudade nessa tese.

Ao se adaptar a0 meio nutricional, os microrganismos foram selecionados,
apresentando na biomassa suspensa na condigdo de auséncia de salinidade, o
aparecimento de outros géneros, como Paracoccus. O Paracoccus teve elevada
abundancia relativa nas amostras 2 a 6, sendo respectivamente: 5%, 65%, 65%, 39% e
27%. Ou seja, melhor abundéncia relativa foi observada para as amostras de

35 g-NaCl L com DQO. Paracoccus halodenitrificans também conhecido como
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Microccus halodenitrificans ¢ um organismo desnitrificante, mas requer ions cloreto
entre 4,4% e 8,8% para crescer e é extremamente sensivel ao acumulo de nitrito
(DENARIAZ; PAYNE; LE GALL’, 1989; ROBINSON; GIBBONS, 1952). Acima de
8,8% de salinidade, ele ndo sofreu inibicao, apenas tem sua fase lag aumentada e taxa de
crescimento diminuida (ROBINSON; GIBBONS, 1952). Outra espécie, 0 Paracoccus
denitrificans também foi relatado como oxidante da amdnia em nitrito (MOIR et al.,
1996).

O género Moheibacter foi encontrado nas amostras suspensas e aderidas para
todas amostras de 35g-NaCl L™, com abundancia relativa de 16% (amostra 3), 11%
(amostra 4), 13% (amostra 5) e 5% (amostra 6), demonstrando que se adapta melhor
quando aderida a uma superficie (amostra 3 e 5). Esse género tem crescimento entre 1 e
4% (w/v) de NaCl (SCHAUSS et al., 2016) e tem sido reportado como estritamente
aerébio (YU et al., 2022). Outro género que foi determinado nas amostras de salinidade
foi a Hyphomonas (amostra 3 -7%, amostra 4 - 3% amostra 5 e 6 — 7%) e séo
caracterizadas por reduzirem nitrito e nitrato (MOORE; WEINER; GEBERS3, 1984).

O género Fontibacter foi determinado em amostras de 4 a 6 g-NaCl L™ com maior
abundancia relativa (11%) para a biomassa suspensa de sem matéria organica de
35,00 g-NaCl Lt (amostra 6). Tem sido reportado na literatura como removedor de nitrato
em efluente de agua residuaria de coque (TANG et al., 2017). O género Truepera foi
encontrado com abundancia relativa de 8 e 10% para as amostras aderidas e suspensas
com 35,00 g-NaCl L sem MO, respectivamente. Os organismos desse género podem
usar uma variedade de fontes de matéria organica para crescimento e reproducao sob
condicdes extremas, de alcalinidade, salinidade moderada e altas temperaturas (SHI et
al., 2022). O género Mesorhizobium também foi detectado nas mesmas amostras que
Truepera sp., mas em abundancia relativa de 5 e 13% e tem sido apontado como
recuperadores de solos contaminados com crémio auxiliando na fixacdo do nitrogénio
(NAZ et al., 2023). O género Sphingopyxis com abundancia relativa de 1 e 5% (amostras
aderida e suspensa com 35,00 g-NaCl L e sem MO) é encontrado na literatura como
responsavel pela nitrificacdo heterotrofica e desnitrificacdo aerdbia, podendo usar
amoOnia, nitrato ou nitrito como fonte de nitrogénio, além de possuirem potencial para

remoc&o de nitrogénio em &gua residuarias salinas (CHEN et al., 2022b).

De forma geral, observa-se que ao inserir a salinidade, a composicéo

microbioldgica do reator mudou significativamente, selecionando organismos resistentes
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a salinidade, sendo que para amostras suspensas e aderidas com 35 g-NaCl L%, a
composicdo foi muito similar e em sua maioria composta apenas por dois géneros,
Paracoccus e Moheibacter. A retirada da matéria organica em elevada salinidade
demostrou uma maior estratificacdo dos géneros de microrganismos, apresentando uma

maior selecdo, e consequentemente menor abundancia relativa.
7.5 CONCLUSAO

Para a NDS, observou-se que a concentracdo de matéria organica no sistema nao
foi suficiente para o processo de desnitrificacdo, resultando em elevada concentracdo
remanescente de nitrato até 23,4 g-NaCl L. Ao adicionar salinidade na concentracéo de
35,00 g-NaCl L1, as BON foram afetadas mais do que as BOA, provavelmente devido
ao acumulo de aménia livre no sistema. As bactérias desnitrificantes, para
35 g-NaCl L, ndo foram afetadas pelos niveis de salinidade sendo representadas pelo
género Paracoccus, permanecendo com elevada abundancia relativa mesmo com o

acumulo de nitrito.

Embora a eficiéncia de conversdo da amonia tenha sido menor que a obtida até
35g-NaCl L com matéria organica (fase XI), a reducéo da concentragio de OD ( fase
XII1), seguida pelo retorno em concentragdes proximas a 6 mg-O2 L (fase XIV), permitiu
inferir que houve acimulo de aménia livre no sistema, apresentando efeito deletério para
as BON, levando a elevadas concentracfes no efluente. Em resuno, a elevada salinidade
+ auséncia de matéria organica + reducdo de oxigénio dissolvido acarretaram em aumento

das concentracOes de nitrito e nitrato.

A analise de microbiologia permite inferir que a salinidade modificou o consorcio
microbiano do in6culo, selecionando novos géneros, com predominancia do Paracoccus
e Moheibacter na biomassa com matéria organica e 35 g-NaCl L?*; e Truepera e
Mesorhizobium na condi¢do de auséncia de materia organica. Apesar da salinidade ter
selecionado novos microrganismos, observou-se desequilibrio entre o consorcio
microbiano, levando & variagdo no pH, causando acimulo de aménia livre, com efeito

deletério ao sistema.
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CAPITULO 8

8. EFEITO DE ELEVADAS SALINIDADES NO PROCESSO DE
DESNITRIFICACAO AUTOTROFICA DO NITRATO, UTILIZANDO
SULFETO GASOSO COMO DOADOR DE ELETRONS

8.1. RESUMO

A digestdo anaerdbia, apesar de sua elevada eficiéncia para remogdo da matéria
organica, ndo é capaz de converter compostos nitrogenados, requerendo, processos de
tratamento complementares para aguas residuarias ricas nesses compostos. Uma
alternativa de tratamento para efluentes de processos anaerdbios € a unido da nitrificacao,
e subsequente desnitrificacdo, podendo utilizar o residual de matéria organica, no
processo heterotrofico, ou entdo o sulfeto de hidrogénio (produto final da digestdo
anaerdbia de aguas com compostos de enxofre), no processo autotréfico. As aguas ricas
em sulfato quando submetidas a digestdo anaerébia produzem compostos reduzidos de
enxofre, como o sulfeto de hidrogénio, presente em solugdo ou na fracdo gasosa, Como
potencial de utilizacdo no processo de desnitrificacdo autotrofica. Assim, o objetivo desse
estudo foi avaliar a desnitrificacdo utilizando como doador de elétrons 0o H.S gasoso
durante 100 dias, avaliando o efeito de diferentes salinidades devido ao cloreto de sédio
em concentragdes variando de 0,00 a 15,6 g-NaCl L. Para isso utilizou -se relagdo N/S
de 1,6, sendo 4,20 + 0,80 g-N m= h'* e 6,00 + 1,00 g-S m™ h’. Os principais resultados
demonstram a viabilidade desse processo em salinidade até 10,40 g-NaCl L, sendo
observado em concentracbes mais elevadas o0 acumulo de nitrito
(30,00 + 500 mg-N-NOz L7), indicando efeitos deletérios da salinidade aos
microrganismos responsaveis por essa conversao. No geral, a eficiéncia da desnitrificacdo
foi de 63 + 19% utilizando concentra¢des de 1000,2 + 175,00 ppmv, representando média
de 10 £ 2% de H.S no afluente. A relacdo estequiométrica N/S utilizada favoreceu a
conversdo de nitrato pela formagcéo de sulfato (181,00 + 41,50 mg-SO4> L),

8.2 INTRODUCAO

O processo de digestdo anaerdbia é amplamente utilizado no tratamento de aguas
residuarias, permitindo a remog&o da matéria organica via metanogénese e sulfetogénese,
quando presentes compostos oxidados de enxofre, podendo assim, gerar metano, gas

carbonico, hidrogénio e sulfeto de hidrogénio como produtos finais. Entretanto esse
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processo nao apresenta eficiéncia na remocao de compostos nitrogenados, 0 quais podem
ser encontrados em aguas residudrias dos mais diversos tipos de industrias (ex. petroleo,
téxtil, alimenticia e farmacéutica) (MACEDO et al., 2019b), potencialmente removidos

em unidades subsequentes por processos de nitrificacao e desnitrificacéo.

A disponibilidade de doadores de elétrons para o processo de desnitrificacdo
heterotrofica esta associada a eficiéncia do processo de remocédo de matéria organica na
unidade anaerdbia, ndo sendo por vezes suficiente. O sulfeto de hidrogénio, que ¢é gerado
em uma proporcdo de (0,02 a 2,00%) em estacOes de tratamento de esgoto (LUISA et al.,
2021) na digestdo anaerdbia tem o potencial de incrementar a desntrificacdo pela via
autotrofica, além da possibilidade de gerar o enxofre elementar, subproduto com elevado

valor agregado para a indUstria quimica.

A unido de diferentes processos auxilia para minimizar o impacto ambiental de
aguas residuarias no meio ambiente, além de gerarem potencialmente produtos atrativos
para a biotecnologia. Um exemplo dessas dguas pode ser a produzida em industrias
petroquimicas (ANDREIDES et al., 2021), ou mais conhecida como &gua produzida em

plataformas de Gleo e gés, que além elevada salinidade é ricaem N e S.

A remocao de nitrogénio via desnitrificacdo autotrofica pode ocorrer a partir do
H.S, presente na fracdo gasosa ou liquida, como doador de elétrons para a reducgdo de
nitrato, podendo o produto final variar de acordo com a relacdo molar de N/S (equacOes
19 a 22) (SOREANU et al., 2008).

5HS + 8NOs™ + 3H* — 5S04 + 4N + 4H,0 (N/S = 1,6) (19)
HS + 2/5NO3 + 7/5H* — S®+ 1/5N2 + 6/5H,0  (N/S =0,4) (20)
3HS + 8 NO2 + 5H" — 3S04% + 4N + 4H.0 (N/S=2,7) (21)
HS™ + 2/3NO2 + 5/3H* — S° + 1/3N2 + 4/3H,0 (N/S =0,67) (22)

A grande desvantagem em unir a desnitrificagcdo autotrofica a efluente salinos é
que ambos, sulfeto e salinidade, podem apresentar efeitos toxicos aos microrganismos
(CHEN et al., 2022a). Por exemplo, a salinidade pode ser toxica aos microrganismos
desnitrificantes em concentragdes de 11,50 g-NaCl L* (WANG et al., 2016), enquanto
que concentragdes de 76,5 mg- H2S Lt de sulfeto sdo relatadas como toxicas (LIANG et
al., 2020). Além disso, o nitrato em altas concentragdes pode causar acumulo de nitrito e

alcalis que inibem a atividade microbiana do sistema (ALBINA et al., 2019).
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SHEN et al. (2023) avaliaram o processo de desnitrificacdo autotrofica em agua
residuaria sintética com salinidade até 5% (50 g L™). Os autores observaram que até
salinidade de 1,5% (15 g L) ocorreu efeito positivo na eficiéncia de acimulo de N-NO,”
(85%). Quando a salinidade atingiu 5,0 %, a eficiéncia de acimulo diminui para 80%. Os
resultados indicaram que a salinidade néo inibiu somente a conversao N-NOsz” — N-NO2

, mas também de N-NO2" — No.

O objetivo desse trabalho foi avaliar o estabelecimento da desnitrificacdo
autotrdfica, bem como sua eficiéncia em diferentes concentracfes de salinidade (0,00 a
15,6 g-NaCl L) utilizando reator anaerdbio de leito fixo vertical em uma razdo de N/S
1,6, tendo como fonte de N o nitrato e de S o sulfeto de hidrogénio gasoso sintético.

8.3 MATERIAL E METODOS
8.3.1 Design do reator

Um AnSTBR (5 cm de didmetro x 50 cm de altura) em escala de bancada (volume
de trabalho 0,81 L) preenchido com tiras de espuma de poliuretano (PU) como material
de suporte foi usado como unidade operacional neste estudo. Um total de 8 tiras de PU
foram dispostas verticalmente na regido do leito. O reator foi colocado em uma camara
de temperatura controlada (modelo 410-DRE, Nova Etica, Vargem Grande Paulista, SP,
Brasil) para manter as condi¢es mesofilas (30°C). A alimentagdo do reator foi realizada
em modo de fluxo ascendente usando uma bomba peristaltica (modelo MiniPuls® 3,
Gilson, Inc., Middleton, WI, EUA) para obter um tempo de retencdo hidraulica fixo
(HRT) de 12 h.

8.3.2 Inéculo

O indculo utilizado como consércio microbiano foi proveniente de um reator do
tipo vertical de leito fixo operando por 505 dias em condig¢des mesofilas (35 °C) para a
desnitrificagdo autotrofica utilizando sulfeto, descrito por GUERRERO et al., (2020). O
sistema encontrava-se com elevado desempenho (>89%) e adaptado a desnitrificagdo de
sulfeto — N/S 0,55; Carga H2S: 29,1 g S-H2S m3h,
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8.3.3 Agua residuaria e condicGes operacionais

Foi utilizado como substrato efluente produzido em laboratério com os aspectos
composicionais baseados principalmente no efluente do reator nitrificante de leito
estruturado (AnSTBR) (capitulo 7) tratando um efluente de reator anaerdbio (capitulo 5)
produzido em laboratorio, a partir da composicdo de agua produzida de Oleo e gas
sintética. A composigéo afluente foi: nitrato de sddio (425,00 mg L), correspondendo a
70 mg-N-NOs L, bicarbonato de sddio (240 mg-NaHCO; L), suplementado com

solucgdes de micro e macronutrientes adaptadas de TORRES (1992).

O reator foi operado continuamente por 100 dias com carga de nitrogénio de 5,79
mg-N-NOs L d?, com avaliacéo do efeito do aumento gradual da salinidade no processo
dedesnitrificacdo — salinidade devido ao cloreto de sddio de 0 até 15,6 g-NaCl L™ (fases
I a V). A escolha da etapa final de salinidade em 15,6 g-NaCl L decorreu dos melhores
resultados apresentados nos sistemas de tratamento anteriores (sistema anaerdbio e

nitrificante).

A razdo N/S tedrica adotada foi de 1,6, priorizando a formacéo de sulfato, como
descrito na equacdo (1). As fases de operacao e as respectivas condi¢des sdo apresentadas
na Tabela 8.1.

Tabela 8.1. Fases de operacdo de acordo com as diferentes salinidades devido ao cloreto
de sddio, relagdo N/S e carga de sulfeto aplicado ao sistema desnitrificante.

] Cloreto  Presséo Aumento Carga de Carga de
Fase Periodo ) _ _ )
) de sddio osmotica  de NaCl  N/S sulfeto nitrogénio
operacional (d)
QLY (wi%) (%) (@-Sm?h*) (g-Nm?h?)
I 0-48 0 0,10 -
1 49-61 4,60 0,70 -
" 62-74 6,90 1,00 50 1,6 8,30 5,79

v 75-90 10,40 1,50 51
\% 91-100 15,90 2,15 53

O gas sintético utilizado para a desnitrificacdo autotrofica foi o HzS e obtido
quimicamente pela reacdo entre NaCl (cloreto de sodio) e NaxS (sulfato de sodio),
(GUERRERO et al., 2020; RAMIREZ et al., 2009). O gas de arraste utilizado foi o
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nitrogénio com pureza superior a 90%, e vazdo controlada por rotametro. A entrada de
H2S tedrica foi de 780 ppmv, resultando em uma vazdo de N2/H,S de 0,06 L min™ e uma
carga de sulfeto de 8,30 g-S m3 ht.

8.3.4 Métodos analiticos

O monitoramento do desempenho da fase liquida foi baseado nos seguintes
parametros: Concentragbes de SOs* , sulfeto (S* ), sulfeto total dissolvido (STD),
nitrogénio nitrito (N-NO2"), nitrogénio nitrato (N-NOs) (APHA/AWWA/WEF, 2012).
Concentracdo de alcalinidade total, intermediaria e parcial, bem como as concentracdes

totais de acidos graxos volateis foram determinados de acordo com Kapp (1984).

O sulfeto gasoso foi mensurado a partir de método colorimétrico indireto
desenvolvido no LPB - EESC/USP (laboratério de processos biolégicos), no qual a
amostra gasosa do reator € transferiada para um tubo a vacuo contendo solucéo de acetato
de zinco, fixando o gas na forma de sulfeto de zinco (ZnS), e em seguida, adicionado
solucdo de hidroxido de sédio com a finalidade de elevar o pH e promover a precipitacdo
de ZnS. Em seguida realiza-se a andlise de sulfeto descrita em APHA/AWWA/WEF (2012).

A especiacdo de sulfeto foi avaliada através das Egs. (12), (13) e (14) (GIL-
GARCIA et al., 2018). A temperatura (T) foi fixada em 30 °C (303,15 K), enquanto que
a carga de sulfato foi calculada pelas equacdes (23 —26) e a de nitrogénio pelas equagoes
(27), sendo Vamostra o volume da amostra gasosa em pL; MM a massa molar do H»S
(34,1 g mol); R a constante universal dos gases ideais, equivalente a 0,082 atm L mol*
K, P a pressdo equivalente a 1 atm; e ppmv (partes por milhdo em volume) equivalente
amL m3; N-NOs~ a concentragdo de nitrogénio na forma de nitrato (mg L1); Qafluente,
avazdo afluente em L h't; e Vreator, o volume do reator em L. QN2/H2S a vazio de arraste

gas sulfidrico sintético (L h™%)

HoS (umol L1y = —2@mels) (23)

Vamostra .10~6
H2S (ppm) = HzS (umol L1). MM. 1073 (24)

H2S (umol L™1) .R.(273+T).1000
MM

H2S (ppmv) = (25)
H2S (ppmv). Q Nz . P. 32

Carga volumétrica de sulfeto = Has (26)
R . T . Vreator




129

0= [N=NO3]. Qafluente
Vreator

Carga de nitrogéni

(27)

8.3.5 Analises microbioldgicas

Amostras do indculo e de todas as fases com salinidade (0,00; 4,60; 6,90; 10,40;
e 15,90 g-NaCl L) foram coletadas, lavadas com PBS e armazenados a 4 °C até
processamento posterior. A extracdo total de DNA para sequenciamento de proxima
geracdo (NGS) foi realizada usando o kit FASTDNA SPIN para solo (Qbiogene,
Carlsbad, CA, EUA). A qualidade do DNA foi avaliada pela propor¢édo de 260/280 nm N
1,8, medida por um espectrofotometro ND-2000 (Nanodrop Inc., Wilmington, DE) e
eletroforese em gel de agarose.

O sequenciamento paired-end de ciclos Illumina MiSeq 300 da regido (~450 pb)
de 16S rRNA foi realizada seguindo o protocolo do fabricante (Illumina Inc., EUA) pela
NGS solugdes genémicas (Piracicaba, Brasil), usando seu proprio pipeline considerando
1% de erro. As sequéncias resultantes (fastq) foram filtradas com qualidade em um Phred
usando o software FastQC v.0.11.8 (ANDREWS, 2010). O recorte do primer foi realizado
em Python v.3.6 com software inspirado no projeto BioPython (COCK et al., 2009) . As
unidades taxondmicas operacionais (OTU) classificadas como quimeras foram removidas
(SMYTH et al., 2010).

A identificacdo taxonémica foi realizada usando blastn v.2.6.0+(ALTSCHUL et
al., 1990). As sequéncias identificadas pelo MiSeq Illlumina foram depositadas no
National Center for Biotechnology Information (NCBI - https ://submit. nchi.

nim.nih.gov/).
8.3 RESULTADOS
8.3.1 Efeito da salinidade no processo de desnitrificacdo autotréfica

A salinidade no reator andxico foi gradativamente aumentada de O até 15,6
g-NaCl L, caracterizando um efluente hipersalino. A relagdo N/S estabilizou-se depois
dos primeiros 30 dias em afluente sem salinidade, com razdo média de 1,65 + 0,45, sendo
4,20 + 0,80 g-N m2 h' e 6,00 + 1,00 g-S m2 h', o que favoreceu a desnitrificacio
autotrofica, obervada pela formagéo de sulfato (reacéo 2).
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A Tabela 8.2 apresenta um resumo das médias e desvio dos principais parametros

nas diferentes fases avaliadas para esse sistema.

O pH afluente e efluente manteve-se estavel durante os 100 dias de operacéo,
sendo 7,10 = 0,40 e 7,20 + 0,40, respectivamente. A alcalinidade total afluente foi de
107,00 + 9,40 mg-CaCO3 L* sendo consumida pelo processo de desnitrificacdo em
média de 74,40 + 23,00 mg-CaCO3 L (Figura 8.1).

A eficiéncia do processo de desnitrificacdo foi de 63 + 12 % de 0,00 a
6,90 g-NaCl L™t aumentando para 86 + 16 % na salinidade de 10,40 g-NaCl L™ e caindo
para a menor eficiéncia de desnitrificacio na salinidade de 15,60 g-NaCl L (40 + 7%).
O responsavel pela elevada variacdo da eficiéncia de desnitrificacdo nas etapas citadas
acima foi o nitrito (N-NO2’), uma vez que as concentracfes desse composto variaram de
7,60 + 9,00 mg- N-NO2- L™ para 10,40 g-NaCl L™ a 30,00 + 5,00 mg- N-NOzL* para
15,40 g-NaCl L. Para o nitrato (N-NO3") a variagdo foi de 0,00 + 0,00 mg- N-NO3™- L™
(10,40 g-NaCl L) para 6,60 + 4,70 mg- N-NOz'L* (15,40 g-NaCl L) — Figura 8.2.

O sulfato, subproduto do processo de desnitrificacdo autotréfica, acompanhou a
variagdo do nitrato descrita anteriormente, logo, variou de 186,70 + 33,00 mg-SOs>
(0,00 a 6,90 g-NaCl L), para 208,00 + 49,50 mg-SOs> (10,40 g-NaCl L?) e
136,00 + 28,00 mg-SO4> (15,40 g-NaCl LY).
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Tabela 8.2. Resumo dos parametros analisados para cada fase e salinidade do AnNSTBR
- reator anoxico

Fase operacional I I i v \/

NaCl (g L) 0,00 4,60 6,90 10,40 15,90
Periodo de tempo de operacao (d) 48 12 15 15 10
TDH (h) 12 12 12 12 12

7,10 7,22 7,15 7,15 7,10

" Afluente (050) (015) (015 (010)  (0.20)
Efluente 7,70 7,20 7,10 7,40 7,20

(0,60)  (0,30)  (0,30)  (0,10)  (0,15)

Carga de sulfeto 2,50 6,70 6,60 6,20 5,00

(g-S m2h?) (2,000 (0,80)  (0,40)  (0,80)  (1,50)

Carga de nitrogénio 4,50 5,10 4,00 4,00 4,50
(g-N m=3h?) (0,50) (1,40) (0,30) (0,20) (0,40)

N/S 8,10 1,70 1,40 1,30 2,20

(razao molar) (6,10) (0,40) (0,10) (0,14) (0,70)
Afluente 64,00 60,00 59,00 55,00 61,00

N-NO3 (6,70)  (1,50)  (2,50)  (1,60)  (1,50)
(mg L?) 17,20 1,70 1,10 0,00 6,60
Efluente (2000) (1,20)  (L40)  (0,00)  (4,70)

N-NO2- 10,60 20,20 22,40 7,60 30,00
(mg L) (10,90)  (4,50)  (6,30)  (9,00)  (5,00)

60,60 63,60 60,70 86,10 40,00

Eficiéncia de desnitrificacao (%) (3200) (800) (1140) (1640)  (7,00)

205,30 196,00 203,30 208,00 136,00

SO4* (mg L) (199.00) (7.15) (28.30) (49.50) (28,30

86,40 115,50 114,00 171,70 47,50

HS" (mg L) (6590) (7520) (27,60) (82,00)  (24,60)
2660 5830 7730 5280 2240
H2S (mg L) (34,00) (35,60) (40,40) (28,20) (15,80)
Afluente 406,00 1110,00 1031,00 1064,00 824,00
H2S (ppmy) (373,00) (129,00) (147,00) (138,00) (253,00)
106,00 7500 7500 6500 65,00
Efluente

(108,00) (4,00 (17,00) (45,00) (7,00)

73,30 93,00 93,00 94,00 92,00

0]
Consumo de H2S gasoso (%) (19,00)  (0,60) (2,000  (0,60)  (2,00)
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Salinidade (g-MaCl L)

2000 ——__T 150D
_— I
o I - 14,0
8 . :
9 150,0 1.4 I L 12,0
o N J
(a1} -=== -
£ [ ] - i - . Em 10,0
= ™ /imnm n
@ 1000 - u n = L 8,0
E ..l i . _; | |
@ u 4 - 6,0
'g F

‘ — - —
2 500 - m A h - 4,0
— I n ' 'y
i . / 4 a a , |20
=3 & A &
D,D T T T T =T Tk T Tk T U_,U
0 10 20 30 40 50 &0 70 B0 50 100

Tempo operacional (dias)

Figura 8.1. Variacdo da alcalinidade afluente (m) e efluente (A ) para as diferentes

concentracgdes de salinidade ( -- ).

Em suma, o aumento da salinidade acima de 10,40 g-NaCl L teve impacto direto
na conversdo de N-NOz", se mostrando mais sensivel a salinidade do que a conversdo de
N-NOs". Os resultados de concentracéo de sulfato demonstram uma menor interferéncia
da salinidade na conversdo do nitrato, devido a pequena variagdo de sua concentracao,
uma vez que a estequiometria de conversao de nitrato a nitrogénio gasoso gera 5 mols de
sulfato a partir de 8 mol de nitrato (reacdo 2). Resultado similar foi obtido por SHEN et
al. (2023), sendo que em concentracdo de N-NOs entre 100 e 135 mg L e salinidades
acima de 2,5% (25 g-CaCl, L) devido ao cloreto de célcio observaram acimulo de
nitrito, indicando maior sensibilidade na conversdo de N-NO2™ a N2. Além disso, XU et
al., (2020) observaram que aumento na salinidade em concentragdo acima de 5g L*
acarretou em queda na enzima nitrito redutase (EC 1.7.2.1) e éxido nitroso redutase (EC
1.7.2.4).
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Figura 8.2. Variacdo da concentracdo de Nitrito, nitrato e sulfato no efluente nas
diferentes concentracdes de salinidade devido ao NaCl. Legenda: ( @ ) Nitrito efluente —
N-NO2’,( @ ) Nitrato efluente — N-NO3", ( x ) Sulfato efluente, ( -- ) salinidade.

A concentragdo volumetrica de sulfeto de hidrogénio (Figura 8.4) ficou instavel
nos 30 primeiros dias devido a ajustes na vazdo do mesmo. Porém, apds esse periodo
estabilizou-se com média de 1000,2 £+ 175,00 ppmv, representando média de 10 = 2% de
H>S no afluente, e no efluente de 73,00 + 15,00 ppmv, correspondendo a 1 + 0% de H2S.
Com isso, a eficiéncia de consumo de H»S para a desnitrificagdo autotrofica foi de 93 +
2%. Eficiéncias de remocéo de H2S entre 98,3 e 99,7% foram obtidas em reatores do tipo
biofiltro com H2S no biogés variando de 100 a 2000ppmv (JUNTRANAPAPORN et al.,
2019).

A Figura 8.3 apresenta o balango de massa para 0s compostos nitrogenados de
acordo com a salinidade. Nos primeiros 30 dias o sistema estava em fase de estabilizacéo,
entretanto, apds esse periodo nota-se maior acimulo de nitrito, com média de 31 + 12%,
e maior composi¢do de nitrogénio gasoso (N.) — obtido pelo balango de massa — média
de 60 + 14% até a salinidade de 6,90 g-NaCl L. Para a salinidade de 15,60 g-NaCl L™,
acompanhando a eficiéncia de desnitrificacdo, 0 N2 aumentou para 86 + 16%. E ao atingir
a concentracdo de 15,60 g-NaCl L, a proporgéo variou de 49 + 8% - N-NO2", 11 + 8% -
N-NOs", e 40 + 7% - Na.
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Figura 8.3. Variacdo da fracdo de nitrogénio para os diferentes niveis de salinidade e
oxigénio dissolvido. Legenda: (m) N-NO7"; (m) N-NOs’; (=) N2.

O elevado consumo do H2S é mais um indicativo de que a salinidade afetou a
conversdo de N-NOz", pois a utilizagdo de H.S manteve-se alta, e pela estequiometria, a
conversdo de nitrato consome mais sulfeto do que o nitrito, por isso mesmo com o

acumulo de N-NOz", a eficiéncia de remocao de H>S manteve-se elevada.
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Figura 8.4. Concentracdo de H2S em ppmv e eficiéncia de remogdo de H2S consumido
pela desnitrificacdo para diferentes concentragbes de salinidade. Legenda: ( « ) H2S
afluente; ( ® ) HaS efluente; ( x ) Eficiéncia de remocéo de H.S (%); e ( -- ) salinidade
devido ao cloreto de sodio.

CHEN et al., (2022a) avaliaram em analise fatorial o efeito combinado da
toxicidade da salinidade no processo de desnitrificacdo e de remocao de enxofre, obtendo

que a toxicidade combinada da salinidade na remoc&o de nitrogénio e remogé&o de enxofre

Salinidade (g-NaCl L)
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do processo se manifestaram como efeito antagdnicos. Ao comparar a eficiéncia da

remocao de sulfeto e nitrato, a do nitrato foi mais sensivel ao aumento da salinidade.
8.3.2 Biologia molecular

Analises filogenéticas dos dominios Bactéria e Archaea foram realizadas para
caracterizar a comunidade microbiana do in6culo (amostra 1), biomassa aderida na
auséncia de salinidade (amostra 2), biomassa aderida para salinidade de 4,60 g-NaCl L
(amostra 3), biomassa aderida para 6,90 g-NaCl L (amostra 4), biomassa aderida para
10,40 g-NaCl L* (amostra 5) e biomassa aderida para 15,90 g-NaCl L™ (amostra 6). No
nivel de dominio, em média de 98% das leituras foram atribuidsa a Bacteria, enquando
que os outros 2% foram atribuidoas as Archaea. Uma andlise do grafico de barras da
abundancia da comunidade no nivel de género (valores relativos a abundancia superior a

1% em pelo menos uma amostra) é apresentada na Figura 8.5.
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Figura 8.5 Géneros mais abundantes detectados em amostras de biomassa aderida com
base em sequéncias classificadas do gene 16s rRNA em diferentes fases do reator andxico
com salinidades variando de 0,00 a 15,90 g-NaCl L*
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O género predominante em todas as fases do reator andxico, inclusive no indculo, foi o
Thiobacillus (média de 86 + 2%). Esse género foi isolado de amostras em condi¢6es anaerdbias
na presenca de tiossulfato, utilizando essa forma de enxofre como fonte de energia e o nitrato
como fonte de nitrogénio e aceptor de elétrons (CLAUS; KUTZNER, 1985). Esse microrganismo
se densenvolve em condigdes de pH entre 7,5 e 8,00, porém sua atividade desnitrificante é inibida
em sulfato superior a5 g L™ e nitrito acima de 0,2 g L* (CLAUS; KUTZNER, 1985). A auséncia
de concentracdes de sulfato e nitrito inibitdrias, atreladas as condicdes ideiais de pH, fonte de
energia (sulfeto de hidrogénio) e nitrato reportadas nessa tese auxiliaram na elevada abundancia
relativa durante toda operacdo do sistema. Além das condicGes ideias, outra vantagem do género
Thiobacillus que proporcionou sua elevada abundéncia para as diversas salinidade estudas é sua
capacidade de se proteger de elevadas salinidades devido a um gene tolerante ao sal (WANG et
al., 2018).

O género Methanosaeta foi observado nas seis amostras, porém em abundancia relativa
inferior a 5%, sendo sua maior abundancia relativa de 4,6% na salinidade de 4,60 g-NaCl™.
Apesar da abundancia relativa desse género nas amostras, ndo foi encotrada na literatura ligacéo
entre Methanosaeta e 0 processo de desnitrificacdo autotréfica, uma vez que esse microrganismo
é estrito anaerdbio e utiliza acido acético como fonte de energia, resultando na geragdo de metano
e gas carbonico (PATEL; SPROTT, 1990).

Em relacdo a metabolismo oxidativo de nitrato, 0o género Denitratisoma apresentou
abundancia relativa média de 2,8 + 1% para todas as fases, inclusive no in6culo ndo adaptado a
salinidade. Esse género € descrito pela literatura como desnitrificante endégeno responsavel pela
biotransformagdo do nitrito (WANG et al., 2019), estando envolvida em processos como

nitrificagdo parcial pela via curta, desnitriticagdo e anammox (LIU et al., 2023).

O género Moheibacter apresentou maior abundancia relativa em 6,90 g-NaCl L (2,9%),
mantendo-se em 2,0% e 2,2% para as concentracdes de salinidade de 10,40 e 15,90 g-NaCl L™,
O Moheibacter sediminis apresentou crescimento em faixas de salinidade de 0 a 30 g-NaCl L*,
com crescimento 6timo entre 0 e 5 g-NaCl L* (ZHANG et al., 2014), enquanto e o Moheibacter
lacus apresentou crescimento na presenca de 10 g-NaCl L (LIU et al., 2021), corroborando com
0 aumento da abundancia relativa em concentragdes acima de 6,90 g-NaCl L nesse estudo.

Ressalta-se que esse género também foi encontrado nas amostras do sistema aerébio — capitulo 7.

De forma geral, observa-se que ao inserir a salinidade, a composicdo
microbiologica do reator ndo sofreu grandes alteracdes em relacdo a composicao

microbiologica e abundancia relativa.
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8.4 CONCLUSAO

Os resultados demostram que a remocao de nitrato utilizando sulfeto como doador
de elétrons é possivel de ocorrer em salinidade variando de 0,00 a 15,6 g- NaCl L.

A desnitrificacdo teve eficiéncia media geral de 63%, entretanto o melhor
desempenho (86%) foi observado na salinidade de 10,4 g-NaCl L. Em concentracdes
mais elevadas de salinidade, observou-se o acimulo de nitrito no sistema, indicando
possivel efeito deletério associado a salinidade. Apesar do acumulo de nitrito, a remocao
de H2S manteve-se elevada (>90%), mostrando que a conversao de nitrato a nitrito ndo
foi afetada pela salinidade, corroborando com a estabilidade da abundancia relativa dos

microrganismos no sistema, com predominancia do género Thiobacillus.
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CAPITULO 9

9. CONSIDERACOES FINAIS

9.1 CONCLUSOES

Baseando-se nos objetivos propostos e resultados obtidos, as principais conclusdes desse

trabalho sdo:

Os ensaios em batelada para avaliar o efeito da salinidade em diferentes
concentragfes em lodo ndo adaptado permitiram observar que até salinidade de
10,4 g-NaCl L™ a remogao de matéria organica foi elevada (média de 88%), sendo
predominante a via metanogénese (70%). Acima dessa concentracdo de
salinidade, o impacto no indculo ndo halofilico acarretou na instabilidade do
sistema, gerando acUmulo de &cidos e queda no pH. Para a aplicagdo de
concentragdes superiores a 15,6 g-NaCl L, os resultados permitiram concluir que
as BRS foram as primeiras afetadas pela salinidade, desequilibrando o sistema, e
levando ao acUimulo de &cidos. As arquéias metanogénicas tiveram seu
metabolismo afetado pela salinidade, apresentando baixa velocidade de producao
de metano, ndo sendo capaz de suprir a demanda de consumo de acidos.

Para 0s ensaios em reator anaerdbio de alimentagdo continua, a adaptacéo lenta e
gradual por 580 dias conduziu a resposta diferente da obtida nos ensaios de
batelada, em que a salinidade foi aplicada diretamente no indculo ndo halofilico,
sem adaptacdo. Os resultados permitiram avaliar que a salinidade até
23,4 g-NaCl L ndo afetou os microrganismos metanogénicos e sulfetogénicos,
entretanto ao ser aplicada salinidade de 35 g-NaCl L, o acimulo de &cidos
ocorreu, mas de forma mais branda do que nos ensaios em batelada, além do mais,
o0s primeiros organismos afetados foram as arquéias metanogénicas, sendo as BRS
menos sensiveis. Uma possivel explicacdo a isso é que enquanto para 0s ensaios
de batelada os grupos de microrganismos predominantes foram as Methanosaeta,
Methanoregula e Sulfiricuvum, no reator continuo foram os Desulfovibrio,
Methanosaets e Pseduomonas.

No ensaio de nitrificacdo e desnitrificagdo simultaneas utilizando o residual de
matéria organica resultante do reator continuo anaerobio foi possivel verificar que
sistemas adicionais para finalizar a remocé&o de nitrogénio se fazem necessario,

uma vez que a matéria organica disponivel ndo foi suficiente para conversdo do
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nitrato. Além do mais, concentracdes de salinidade até 23,4 g-NaCl L™ ndo
afetaram o sistema, mantendo equilibrio entre bactérias oxidadoras de aménia e
nitrito. Porém, em concentragdes acima de 35 g-NaCl L™ foi possivel observar o
inicio do acumulo de nitrito, o qual mostrou-se deletério aos microrganismos. A
variacdo do oxigénio dissolvido permitiu inferir que a perda de eficiéncia na
oxidagdo do N-NH4" ndo ocorreu devido a limitagdo de oxigénio, mas devido a
salinidade, a qual afetou as BOA, gerando menor conversao de amonia, levando
ao acumulo de amdnia livre, o que consequentemente levou a efeitos deletérios
para as BON.

e Fazendo-se uso das concentracGes de nitrato acumulado na fase de avaliacdo do
sistema NDS, e simulando o sulfeto de hidrogénio gerado no reator anaerobio
avaliou-se o sistema de desnitrificacdo autotrofica para diferentes salinidades e
com indculo ndo halofilico. Foi possivel verificar a viabilidade desse processo em
salinidade de até 15,60 g-NaCl L, sendo observado em concentragGes maiores
de 10,4 g-NaCl L o acmulo de nitrito, assim como no sistema anterior,
indicando possivel toxicidade da salinidade aos microrganismos responsaveis por

£ssa conversao.

Para todos os sistemas avaliados observou-se que a salinidade esteve associada a
efeitos deletério aos microrganismos em diferentes concentracbes para cada um dos
sistemas, sempre acarretando ao acimulo de um outro subproduto tdo téxico quanto a

salinidade, como por exemplo, sulfeto, nitrito e amonia livre.

De maneira geral, observando os sistemas como um todo, respeita-se a etapa mais
limitante, que no caso dos reatores continuo foi o processo de desnitrificacdo autotrofica,
na salinidade de 15,60 g-NaCl L. Por isso, ao realizar tratamento de aguas residuarias
produzidas em plataformas de 6leo e gas deve-se se ponderar as salinidades aplicadas
quando utilizados in6culos ndo halofilicos para que 0s mesmos ndo se tornem limitantes

para elevadas eficiéncias dos processos.

A partir do exposto e dos resultados obtidos séo apresentadas as respostas as sub-

hipdteses formuladas nas etapas iniciais desse projeto:

o Sub-hipdtese 1 - As BRS e arquéias metanogénicas oriundas de ambientes
nao halofilicos competem pelo substrato na digestdo anaerobia, sendo as BRS

mais resistentes a salinidade em intervalo de salinidade sem adaptacédo aos
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sais: tendo em vista os resultados obtidos nos ensaios anaerdbios em batelada e
continuo observa-se que a adaptacdo lenta e gradual torna as BRS mais resistentes
as elevadas salinidades impostas de maneira crescente, entretanto quando
salinidades elevadas sdo adicionadas sem a adaptacdo correta dos
microrganismos, 0s primeiros a serem sensibilizados pela salinidade séo as BRS,
sendo essa hipétese parcialmente atendida;

Sub-hipotese 2 - O desempenho das BRS e AM ndo halofilicas séo
influenciados por fatores ambientais como a relagdo DQO/SO4* e a
salinidade, entretanto a resposta metabodlica desses microrganismos difere
em ambientes com concentracdes elevadas de salinidade: de fato essa hipdtese
foi atendida, a resposta metabdlica desses microrganismos difere em
concentracOes de elevada salinidade e além disso, a forma como é imposta a
adaptacdo aos microrganismos também pode afetar a forma como cada grupo de
microrganismos se sobressai nos sistemas metanogénicos e sulfetogénicos, visto
que, em aumento gradual as BRS se sobressaem e sem adaptacédo a salinidade as
arqueias metanogénicas foram mais resilientes;

Sub-hipotese 3 - Aguas residuarias ricas em nitrogénio sdo passiveis de
tratamento com base na nitrificacé@o e desnitrificacao simulténeas, entretanto
efluentes de poOs tratamento de reatores anaerdbios possuem baixa
concentracdo de matéria organica, limitando o processo de desnitrificacao.
Na presenca de salinidade, que promove baixa difusdo de OD e in6culo
nitrificante ndo halofilico, a eficiéncia do sistema fica mais impactada
negativamente: Neste caso, a avaliacdo do oxigénio dissolvido ndo demonstrou
afetar a perda de eficiéncia na oxidacdo do N-NH4", mas sim a salinidade causou
toxicidade os organismos nitrificantes, por isso a hipétese nao foi atendida.
Sub-hipotese 4 - Devido a baixa concentracdo de matéria organica em
efluente de pos tratamento anaerobio, a desnitrificagdo heterotrofica é
limitada, assim utilizar o gas sulfidrico, que também é um sub-porduto da
digestdo anaerdbia da agua residuaria em questdo, para a desnitrificacédo
autotrofica apresenta potencial. Entretanto, efluentes salinos podem
interferir na transferéncia desse gas para o liquido, limitando a eficiéncia do
processo, € até mesmo gerando toxicidade para 0s microrganismos: as
elevadas eficiéncias de desnitrificacdo e remogdo de sulfeto do meio

demonstraram que a transferéncia de gas para o liquido nas concentracGes de
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salinidades avaliadas ndo € o problema, mas sim a efeitos deletérios da salinidade
aos microrganismos desnitrificantes. Por isso essa hipdtese foi parcialmente

atendida.
9.2 RECOMENDAGCOES PARA PESQUISAS FUTURAS

Algumas recomendacdes e sugestdes sao propostas para futuros trabalhos envolvendo

sistemas combinados anaerébios/aerobios/anoxicos em elevadas salinidades:

e Avaliar a resposta das BRS e arquéias metanogénicas em ensaios de semi-
continuos anaerdbios, com o incremento gradual de salinidade;

e Investigar o efeito da salinidade devido a combinacdo de diferentes sais para 0s
sistemas anaerobios/aerobios/andxicos;

e Promover a desnitrificacdo autotréfica pelo sulfeto diretamente do sistema
anaerdbio por meio de stripping do gas;

e Avaliar o efeito da salinidade e obter parametros cinéticos para sistemas aerobios
(NDS) e andxicos (desnitrificacdo autotrofica) sem a adaptacdo gradual da
salinidade;

e Investigar diferentes razdes N/S no sistema desnitrificante para privilegiar a via
de formagéo de enxofre elementar;

e Investigar o comportamento dos sistemas na combinacdo salinidade e compostos
aromaticos, como BTEX, que também sdo encontrados nas dguas produzidas em
plataformas de dleo e gés.
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