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RESUMO

GRANATTO, C. F. Remocéao e degradacdo de farmacos e produtos de higiene em esgoto
sanitario em reatores anaerobios: estratégias de uso de cossubstratos e caracterizagédo
taxonémica dos microrganismos. 2021. 229 p. Tese (Doutorado) — Escola de Engenharia de
Séo Carlos, Universidade de S&o Paulo, Sdo Carlos, 2021.

Diclofenaco (DCF), ibuprofeno (IBU), propranolol (PRO), triclosan (TCS) e linear
alkylbenzene sulfonate (LAS) séo recalcitrantes em Estaces de Tratamento de Esgoto (ETE).
A remocdo desses compostos foi investigada em reator EGSB (Expanded Granular Sludge
Bed), em escala aumentada (69L), alimentado com esgoto sanitério afluente a ETE de S&o
Carlos-SP (Brasil) e 200 mg L™ de etanol. O EGSB foi operado em trés fases: (1) tempo de
detencdo hidraulico (TDH) de 36x4h; (I1I) TDH de 20+2h e (I11) TDH de 20+2h com etanol.
Entre as fases | e 11, ndo houve diferenca significativa da remocéo de LAS (63+£11-65+12%),
DCF (37+18-35+11%), IBU (43+18-44+16%) e PRO (46+25-51+23%) para 13+2-15+2 mg L"
1 106+32-462+294 pg L, 166+55-462+213 ug Lt e 201+113-250+141 pg L afluente,
respectivamente. Para TCS, obteve-se maior remoco na fase | (72+17% para 127+120 ug L
afluente) em comparacéo a fase Il (51+13% para 135+119 pg L afluente), devido a sua maior
adsorcao (40%) na fase inicial. Na fase I11, observou-se maior remogéo de DCF (42+10% para
107+26 pg L7t afluente), IBU (50+15% para 164+47 ug L afluente) e TCS (85+15% para
185+148 pg L afluente) e menor de LAS (35+14% para 12+3 mg L™ afluente) e PRO (-
142+177% para 188+88 g L afluente). Bactérias e arqueias semelhantes a Syntrophobacter,
Smithella, Macellibacteroides, Syntrophus, Blvii28 wastewater-sludge_group, Bacteroides e
Methanosaeta (fase 1); Syntrophobacter e Methanosaeta (fase 11); Smithella, Caldisericum e
Methanobacterium (fase 111), foram identificadas. A producdo de metano (P) de lodo granular
submetido a DCF, IBU, TCS e PRO em esgoto sanitario em reatores em batelada e
cossubstratos (200 mg L de matéria organica) na forma de etanol, metanol:etanol e fumarato
foi avaliada. Etanol favoreceu maior producdo de metano (P) em relacdo ao Controle (855+5
HUMoICH.), para os ensaios com DCF (43,20+0,01 mgDCF L; 11.530+368 umolCH.), IBU
(43,42+0,03 mglBU L*; 10.583+512 umolCHa), TCS (5,10+0,10 mgTCS L*; 2.960+185
umolCHa) e PRO (55,90+1,20 mgPRO L; 10.946+108 pmolCHa,). O uso de etanol resultou
em maior remogdo de DCF (28,24+1,10% para 43,20+0,01 mg L), IBU (18,72+1,60% para
43,42+0,03 mg L), TCS (93,70+0,80% para 5,10+0,10 mg L) e PRO (26,61+0,78% para
55,90+1,20 mg LY). Entretanto, com 28,5+0,5 mgPRO L™, maior remocéo (89,10+0,1%) foi
obtida sem cossubstratos. Smithella, Sulfuricurvum, Synthophus e Methanosaeta foram
identificadas nos ensaios de DCF e IBU com etanol. Em TCS com etanol identificou-se
Longilinea, Arcobacter, Mesotoga, Sulfuricurvum e Methanosaeta. Para PRO sem
cossubstrato, 0s géneros VadinBC27, Methanobacterium e Methanosaeta foram mais
abundantes. Por meio desta classificacdo taxonOmica, as vias metabolicas dos possiveis
microrganismos envolvidos na degradacdo anaerobia de DCF, IBU, PRO e TCS foram
propostas.

Palavras-chave: diclofenaco. ibuprofeno. propranolol. triclosan. LAS. micropoluentes
emergentes



ABSTRACT

GRANATTO, C. F. Removal and degradation of drugs and hygiene products in sanitary
sewage in anaerobic reactors: strategies for the use of cosubstrates and taxonomic
characterization of microorganisms. 2021. 229 p. Thesis (Doctorate) - Sdo Carlos School of
Engineering, University of Sdo Paulo, S&o Carlos, 2021.

Diclofenac (DCF), ibuprofen (IBU), propranolol (PRO), triclosan (TCS) and linear
alkylbenzene sulfonate (LAS) are recalcitrant in Wastewater Treatment Plant (WWTP). The
removal of these compounds was investigated in an EGSB (Expanded Granular Sludge Bed)
reactor (69L), fed with sanitary sewage influent to the S&o Carlos-SP (Brazil) WWTP and 200
mg L™ of ethanol. The EGSB was operated in three phases: (1) hydraulic retention time (HRT)
of 36x4h; (I1) HRT of 20+2h and (111) HRT of 20+2h with ethanol. Between phases | and Il,
there was no significant difference in the removal of LAS (63+£11-65+12%), DCF (37+18-
35+11%), IBU (43+18-44+16%) and PRO (46+25-51+23%) for 13+2-15+2 mg L, 106+32-
462+294 ug L2, 166+55-462+213 ug Lt and 201+113-250+141 pug L influent, respectively.
For TCS, greater removal was obtained in phase | (72+17% for influent 127+120 pg L)
compared to phase Il (51+13% for 135+119 pg Lt influent), due to its greater adsorption (40%)
in the initial phase. In phase 111, greater removal of DCF (42+10% for 107+26 pg L influent),
IBU (50+15% for 164+47 pg L influent) and TCS (85+15% for 185+148 g L influent) and
lower than LAS (35+14% for 12+3 mg L™ influent) and PRO (-142+177% for 188+88 g L™
influent) was observed. Bacteria and archaea similar to Syntrophobacter, Smithella,
Macellibacteroides, Syntrophus, Blvii28 wastewater-sludge_group, Bacteroides and
Methanosaeta (phase 1); Syntrophobacter and Methanosaeta (phase I1); Smithella,
Caldisericum and Methanobacterium (phase I11), were identified. Methane production (P) of
granular sludge subjected to DCF, IBU, TCS and PRO in sanitary sewage in batch reactors and
cosubstrates (200 mg L of organic matter) in the form of ethanol, methanol: ethanol and
fumarate was evaluated. Ethanol favored a higher methane production (P) compared to the
Control (855 + 5 pumolCHya), for the essays with DCF (43.20 + 0.01 mgDCF L; 11,530+368
umolCHa), IBU (43.42+0.03 mgIBU L; 10,583+512 umolCHg), TCS (5.10+0.10 mgTCS LY,
2.960+185 umolCH4) and PRO (55.90+1.20 mgPRO L*; 10.946+108 umolCHa4). The ethanol
use resulted in greater removal of DCF (28.24+1.10% for 43.2 +0.01 mg L%), IBU
(18.72+1.60% for 43.42+0, 03 mg L), TCS (93.70+0.80% for 5.10+0.10 mg L-!) and PRO
(26.61+0.78% for 55.90+1.20 mg L1). However, with 28.5+0.5 mgPRO L™, greater removal
(89.10+0.1%) was achieved without cosubstrates. Smithella, Sulfuricurvum, Synthophus and
Methanosaeta were identified in the assays with DCF and IBU with ethanol. In TCS with
ethanol, Longilinea, Arcobacter, Mesotoga, Sulfuricurvum and Methanosaeta were identified.
For PRO without cosubstrate, the genera VadinBC27, Methanobacterium and Methanosaeta
were more abundant. Through this taxonomic classification, the metabolic pathways of possible
microorganisms involved in the anaerobic degradation of DCF, IBU, PRO and TCS were
proposed.

Keywords: diclofenac. ibuprofen. propranolol. triclosan. LAS. emerging micropollutants
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1. Introdugéo

A Agenda 2030 das NacGes Unidas propdem o desenvolvimento de pesquisas, no
ambito de biorremediacao de micropoluentes emergentes, para o gerenciamento sustentavel
de recursos hidricos (UNITED NATIONS, 2015). Dentre a enorme gama destes poluentes,
farmacos e produtos de higiene pessoal tém recebido grande atencdo (MOLINA et al., 2020;
USMAN; FAROOQ; HANNA, 2020). Isso porque, devido a maior expectativa de vida da
populacéo, a producdo e consumo de produtos farmacéuticos e de higiene tem aumentado
(MOLINA et al.,, 2020; USMAN; FAROOQ; HANNA, 2020). Exemplos desses
micropoluentes emergentes sdo os farmacos diclofenaco (DCF), ibuprofeno (IBU) e
propranolol (PRO), o bactericida triclosan (TCS) e o surfactante linear alkylbenzene
sulfonate (LAS). Tais compostos sdo recalcitrantes em estacfes de tratamento de esgoto
(ETE) de todo o mundo (LUO et al., 2014; CAMPANHA et al., 2015; GONZALEZ-GIL et
al., 2016; YANG et al., 2016).

Quando os micropoluentes emergentes estdo presentes no ambiente podem ocasionar
efeitos adversos a diferentes niveis troficos da biota, como desregulacédo enddcrina a fauna,
toxicidade a flora e prejudicar o processo de depuracao natural de corpos aquaticos (RAUT
e ANGUS, 2010; RICART et al.,, 2010; PETERSEN; HEIAAS; TOLLEFSEN, 2014;
USMAN et al., 2020). Soma-se a isso o fato de favorecerem cepas bacterianas resistentes a
alguns antibidticos e induzir a transferéncia horizontal desses genes as bactérias patogénicas
aos seres humanos (MCNAMARA, LAPARA, e NOVAK 2014; CAREY et al. 2016).
Nesse cendrio, destaca-se a importancia de pesquisas relacionadas a biorremediacdo de
DCF, IBU, PRO, TCS e LAS, sendo necessario buscar alternativas para favorecer maior

degradacédo desses compostos.

O reator Expanded Granular Sludge Bed (EGSB), em escala de bancada e aumentada,
tem sido empregado para remocdo de micropoluentes (DELFORNO et al., 2012;
GRANATTO et al., 2019). Trata-se de tecnologia alternativa ao UASB (upflow anaerobic
sludge blanket), porqué na configuragéo do EGSB tem-se recirculagdo do efluente e, por
conseguinte, diluicdo de compostos toxicos e recalcitrantes. Além disso, ha maior
velocidade ascensional em comparacdo ao UASB, que promove expansdo do leito e
melhora o contato substrato-biomassa (DELFORNO et al., 2012; OKADA et al., 2013).

Todavia, a recalcitrancia de micropoluentes em ETE esta relacionada a diversos fatores,

tais como as caracteristicas fisico-quimica dos micropoluentes e tempo de detencgdo
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hidraulico (TDH) aplicado ao reator (GROS et al., 2010; MALMBORG e MAGNER, 2015;
YANG et al., 2016). Por exemplo, DCF, IBU, PRO, TCS e LAS sdo constituidos de anéis
aromaticos, tornando-os recalcitrantes a degradacdo anaerdbia devido a energia de
ressonancia que estabiliza a estrutura do anel (FUCHS; BOLL; HEIDER, 2011). A
densidade eletrbnica de sistemas aromaticos reduz a biodisponibilidade das moléculas para
serem utilizadas como receptores de elétrons pelos microrganismos (FUCHS; BOLL;
HEIDER, 2011; GHATTAS et al.,, 2017). Além disso, micropoluentes de estruturas
moleculares complexas, tais como DCF, IBU, PRO, TCS e LAS, podem ser tdxicos a
comunidade microbiana anaerébia (SYMSARIS et al., 2015; REYES-CONTRERAS et al.,
2019; FAN et al., 2020). Nesse contexto, a utilizacdo de fontes doadoras de elétrons, como
0s cossubstratos etanol e metanol, pode ser favoravel a atividade microbiana anaerébia para
degradar poluentes complexos e recalcitrantes (MOTTERAN et al., 2018; MACEDO et al.,
2020). O uso de fumarato também pode favorecer energeticamente a degradacéo anaerébia
de compostos aromaticos (MOTTERAN et al., 2020), pois em uma das vias anaerobias para
quebra de hidrocarbonetos aromaticos ha adicdo e regeneracdo de fumarato (FUCHS;
BOLL; HEIDER, 2011).

Diante do exposto, um dos objetivos do presente estudo foi investigar a remocéo de
DCF, IBU, PRO, TCS e LAS em reator EGSB em escala aumentada alimentado com esgoto
sanitario afluente a ETE de Sdo Carlos-SP (Brasil). Foram empregados diferentes TDH ao
reator, bem como o0 cossubstrato etanol, para averiguar a eficiéncia de remocdo dos

contaminantes.

Neste estudo, objetivou-se também avaliar, em reatores em batelada, o potencial
metanogénico de lodo granular submetido a diferentes concentragdes de DCF, IBU, PRO e
TCS. A influéncia dos cossubstratos etanol, fumarato e combinacéo de metanol com etanol
no potencial metanogénico e na remocao desses micropoluentes emergentes também foi

investigada.

A partir da caracterizacdo de bactérias e arqueias, por meio de sequenciamento do gene
RNAr 16S via plataforma Illumina Miseq, de todas as fases operacionais do EGSB e dos
reatores em batelada, foi possivel identificar bactérias e arqueias metanogénicas e inferir

sobre possiveis vias metabdlicas de degradacdo anaerdbia de LAS, DCF, IBU, PRO e TCS.

Por meio da execucdo desta pesquisa pretendeu-se fornecer insights sobre os

mecanismos de transformacdo anaerdbia de LAS, DCF, IBU, PRO e TCS em esgoto sanitario
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em reator continuo para biorremediagdo desses compostos recalcitrantes, tal como o uso de
cossubstrato para o favorecimento da degradagdo. Além disso, a partir das caracteristicas fisico-
quimicas dos contaminantes foi explorado os seus diferentes efeitos toxicos exercidos na
comunidade microbiana anaerdbia. Essa investigacdo preenche lacunas cientificas e propde
estratégias para a remocdo de farmacos e produtos de higiene pessoal em aguas residuarias e
esgoto sanitario.
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2. Revisédo bibliografica

2.1. Micropoluentes Emergentes

Micropoluentes emergentes sdo substancias quimicas sintéticas ou naturais que sao
introduzidos no ambiente, podendo causar efeitos adversos conhecidos ou suspeitos a organismos
do ecossistema e/ou & salde humana. Tais poluentes contemplam compostos recém-sintetizados
ou que estavam presentes no ambiente ha anos, e foram detectados devido aos avangos nas técnicas
analiticas (AQUINO; BRANDT; CHERNICHARO, 2013). Exemplos sdo produtos farmacéuticos,

de higiene pessoal, edulcorantes, plastificantes, pesticidas, entre outros.

Dentre a enorme gama de micropoluentes emergentes, farmacos e produtos de higiene
pessoal tém recebio grande atencdo (MOLINA et al., 2020; USMAN et al., 2020). Isso por causa
da incidéncia desses compostos em aguas residudrias, esgoto sanitario e ambiente (VAN DER AA
et al., 2011; PATEL et al., 2019; USMAN et al., 2020). Além disso, devido a maior expectativa
de vida da populagdo, a demanda e consumo de produtos farmacéuticos e de higiene tem
aumentado (XU et al., 2017; MOLINA et al., 2020; USMAN et al., 2020). Por exemplo, € o
crescente uso de agentes antimicrobianos no tratamento e prevencdo de COVID-19, causado pelo
novo coronavirus SARS-CoV-2 (USMAN et al., 2020). Mesmo antes disso, foi previsto que a
incidéncia de farmacos e produtos de higiene em compartimentos ambientais seria preocupante do
ponto de vista de desenvolvimento sustentavel, uma vez que, atualmente, a qualidade da agua ja é
um grande problema mundial (UNITED NATIONS, 2015).

Nesse contexto, a Global Water Research Coalition (GWRC), que € uma organizacao
que propde diretrizes colaborativas para pesquisas sobre a 4gua e abrange agéncias ambientais
de varios paises, como Canada, Estados Unidos, Australia, Alemanha, Holanda, Franca e Reino
Unido, classificou alguns farmacos de elevada prioridade para estudos, tais como diclofenaco
(DCF) e ibuprofeno (IBU). DCF também foi incluido na lista da “EU Water Framework
Directive”, a fim de que sejam buscadas medidas preventivas para a inser¢do do farmaco no
ambiente e reducdo de riscos ambientais. No Reino Unido, DCF e IBU também foram
classificados como substancias prioritarias de estudos para desenvolvimento de tecnologias que
os removam de &guas residuarias (EUROPEAN COMMISION, 2012; LONAPPAN et al.,
2016). No Brasil também ha preocupacdo em relacdo a presenga desses compostos em aguas
residuarias e corpos aquaticos. Em 2018, o Setor de Andlises Toxicoldgicas da Companhia

Ambiental do Estado de S&o Paulo (CETESB), iniciou o monitoramento de alguns
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micropoluentes emergentes, tais como farmacos anti-inflamatoérios, em aguas superficiais do

Estado de S&o Paulo para a regulamentacéo de seus limites méximos (CETESB, 2018).

DCF e IBU sédo anti-inflamatérios amplamente utilizados para fins humanos e
veterinarios no tratamento de dor, inflamacdo e febre (LONAPPAN et al., 2016; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2019). Tais farmacos sao de fécil aquisic¢do pela populagdo, uma

vez que ndo precisam de receita médica para a sua venda.

De acordo com a Intercontinental Marketing Services (IMS), a producéo global do IBU
¢ de 15.000 toneladas/ano e para o DCF, é estimado o consumo de 940 toneladas/ano
(LONAPPAN et al., 2016; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019). Mais da metade da
massa ingerida desses farmacos é excretada na urina e fezes sem ser metabolizada
(RAINSFORD, 2009; PETRIE et al., 2015). Portanto, DCF e IBU tem sido observados em
concentragdes consideraveis (ug L) em aguas superficiais e esgoto sanitario (SANTOS et al.,
2013; CAMPANHA et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2015). De acordo com a Comunidade
Europeia (COM (2011) 876), para avaliacdo do padrdo de qualidade da agua, o valor médio
anual de EQS (evaluation of quality standards) do DCF ¢é de 0,1pg L™t em aguas doce e 0,01pg
Lt em aguas marinhas (EUROPEAN COMMISION, 2012; LONAPPAN et al., 2016).

Além destes, o farmaco propranolol (PRO) e o bactericida triclosan (TCS) também foram
observados em concentragdes relevantes (ug L) em &guas residuérias e superficiais (GROS et
al., 2010; SUI et al., 2011; STASINAKIS et al., 2013; KOSMA et al., 2014; CAMPANHA et
al., 2015). O PRO é um B-bloqueador nédo seletivo, utilizado para o tratamento de diversas
doencas, como arritmia cardiaca, hipertensdo, hipertireoidismo, tremores e enxaqueca
(SCHURE; DINARDO, 2019). O TCS é um agente antimicrobiano que pode se ligar
diretamente a ligase de &cidos graxos e formar complexos ternarios estaveis, bloqueando assim
as vias biossintéticas de lipidios nas membranas celulares (MCNAMARA et al., 2014; CAREY
et al., 2016; HULTMAN et al., 2018). Na Europa e China séo produzidas em torno de 1.000
toneladas/ano e 1.220 toneladas/ano de TCS, respectivamente (ANGERER et al., 2010; ZHAO
etal., 2013). De acordo com a Unido Europeia, cerca de 85% do volume total de TCS é utilizado
em produtos de cuidados pessoais, 5% em industrias téxteis e 10% em industrias de materiais
plasticos (ANGERER et al., 2010).

O LAS (linear alkylbenzene sulfonate), por sua vez, & um dos surfactantes anionicos mais
utilizado em todo o mundo e esta presente, principalmente, em produtos de limpeza doméstico
e industrial (BAIN & COMPANY E GAS ENERGY, 2014; BRAGA E VARESCHE, 2014,
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ABIPLA/SIPLA, 2017). O Brasil, com producdo de 50.000 toneladas/ano é um dos paises com
maior comércio de produtos de limpeza, atrés apenas dos Estados Unidos, China e Japdo (BAIN
& COMPANY E GAS ENERGY). Devido a elevada producdo e consumo de LAS, tal
surfactante acaba disperso em diversos compartimentos ambientais e esgoto sanitario na ordem
de mg L* (CORADA-FERNANDEZ et al., 2015; TRAVESO-SOTO et al., 2015; BERGE et
al., 2017; GRANATTO et al., 2019). Quando presente em EstacOes de Tratamento de Esgoto
(ETE), o LAS pode ocasionar em prejuizos, tais como formacao de camadas densas de espuma,
que dificultam os processos de aeracdo, e inibicdo competitiva na biomassa de lodos ativados
(ROSSO; MUDAY; CURRAN, 2018).

2.2. Toxicidade e ocorréncia dos micropoluentes emergentes em diferentes matrizes

Os farmacos e produtos de higiene podem atingir as redes coletoras de esgoto por meio de
lancamento de aguas cinzas (derivadas dos chuveiros, lavatérios e lavanderias), dguas negras
(excretas de individuos) e efluentes industriais (AQUINO; BRANDT; CHERNICHARO, 2013).

Em relacdo ao ambiente, existem varias rotas possiveis (Figura 2.1).

Figura 2.1 - Rota de contaminacgdo de micropoluentes emergentes.
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DCF, IBU, PRO e TCS foram observados em ambiente aquético, incluindo &guas
superficiais, subterraneas e maritimas, bem como solos agricolas, ecossistemas terrestres e até
mesmo em éreas pouco exploradas, como a Antartica (ESTEBAN et al., 2016; GONZALEZ-
ALONSO et al., 2017). As concentracbes geralmente observadas desses micropoluentes
emergentes, em aguas residuarias (Tabela 2.1) e ambiente (Tabela 2.2), sdo em torno de pg L™
Devido a influéncia antropogénica, também acabam atingindo areas naturais protegidas (Tabela
2.3). Para o surfactante LAS, entre 1 a 18 mg L™ sdo comumente reportadas em esgoto sanitario
de diversos paises (CAMACHO-MUNOZ et al., 2014; BERGE et al., 2017; GRANATTO et al.,
2019). Em demais &guas residudrias, como efluente hospitalar e agua residuaria de lavanderia
comercial (ARLC), foram reportados entre 1 a 1.024 mg L de LAS (BRAGA E VARESCHE,
2014; BERGE et al., 2017).

Tabela 2.1 - Micropoluentes emergentes em esgoto sanitario e aguas residuérias.

Concentracéo (ug L)

Efluente hospitalar

Diclofenaco &P.¢d 0,1-1,9
Ibuprofeno ¢ 0,1-354
Propranolol #2¢ 0,08-0,2
Triclosan ¢ 26,8 - 74
LAS! 100 - 1.000
Agua negra e esgoto sanitario

Diclofenaco ® 0,01-0,07
Ibuprofeno ® 0,10-0,30
Propranolol ¢ 0,01
LAS® 8.700
Esgoto sanitario afluente em ETE

Diclofenaco 2okl 0,01 - 338
Ibuprofeno PfMiilm 0,01 - 10.456
Propranolol P"o! 12 -1.962
Triclosan foPa 0,1-239
LAS' 900 - 16.400

a: Santos et al., (2013); b: Verlicchi et al., (2012); c: Sim et al., (2011); d: Oliveira et al., (2015); e: De Graaff et
al., (2011); f: Stamatis et al., (2010); g: Zhou et al., (2010); h: Behera et al., (2011); i: Gracia-Lor et al., (2012);
j: Loos et al., (2013); k: Stamatis e Konstantinou, (2013); I: Villar-Navarro et al., (2018); m: Singer et al., (2010),
n: Kasprzyk-hordern et al., (2009); o: Rosal et al., (2010), p: Martin Ruel et al., (2010), g: Kumar et al., (2010);
r: Granatto et al., (2019); s: Faria et al., (2017); t: Bergé et al., (2017).



34

Tabela 2.2 - Micropoluentes emergentes em &guas superficiais, subterraneas e solos.

Micropoluente Compartimento ambiental Concentracéao
Diclofenac #hedefghiii Aguas superficiais 0,001-1,1pugL?
Aguas subterraneas 9,7—-3.050 pug L*
Aguas superficiais 0,001-14pugL?
lbuprofeno d&fgk.mnopars Aguas subterraneas 3-395pug Lt
Solo 0,32 ug gt
Aguas superficiais 0,001 -1,02 pg L?
Triclosan &cefklmprst Aguas subterraneas 0,002 -0,12 ug L*
Solo 0,002 - 0,02 ug gt
Propranolol “V Aguas superficiais 0,01-0,12 pug L?
LAS %2 Aguas superficiais 100 — 250.000 pg L

a: Spongberg et al., (2011); b: Vulliet; Cren-Olivé; Grenier-Loustalot, (2011); c: Stasinkis et al., (2012); d: Stasinkis
et al., (2012); e: Kasprzyk-Horden; Dinsdale; Guwy, (2009); f: Loos et al., (2010); g: Vulliet; Cren-Olivé; Grenier-
Loustalot, (2011); h: Maeng et al., (2010); i: Muller et al., (2012); j: (Stepien et al., 2013); k: (Postigo et al., 2010);
I: (Teijon et al., 2010); m: Kleywegt et al., (2011); n: Spongberg et al., (2011); o: Lin et al., (2011); p: Wang et al.,
(2011); g: Teijon et al., (2010); r: Fram and Belitz, (2011); s: Karnjanapiboonwong et al., (2011); t: Chen et al.,
(2011); u: Bendz et al., (2005); v: Roberts and Thomas, (2006); x: Yuan et al., (2014); z: Mungray; Kumar, (2009).

Tabela 2.3 - Micropoluentes emergentes em aguas superficiais sem e com influéncia
antropogénica.

Composto Influéncia no compartimento ambiental Conce?‘igaﬁe_alc))
Descarga de ETE e efluente hospitalar 0,002 - 0,01
Diclofenaco Descgrga de I_ETE _ 0,003 -0,03
Sem influéncia (area natural protegida) 0,001 - 0,005
Descarga de ETE e esgoto ndo tratado 0,01
Descarga de ETE e efluente hospitalar 0,01-0,14
lbuprofeno Descarga de ETE 0,003 - 0,02
Sem influéncia (area natural protegida) 0,004 - 0,20
Descarga de ETE e esgoto néo tratado 0,22
Descarga de ETE e efluente hospitalar 0,01
Triclosan P Descarga de ETE 210°-0,01
Descarga de ETE e esgoto néo tratado 0,1
Propranolol Descarga de ETE e esgoto ndo tratado 0,02

a: Baena-Nogueras et al., (2016); b: Campanha et al., (2015).

As concentracdes de micropoluentes emergentes nos diferentes ambientes tem variagdes

espaciais e temporais devido a diversos fatores, tais como taxa de producao e vendas, metabolismo
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(excrecgdo), consumo de &gua per capta, persisténcia ambiental e eficiéncia de remogéo nas ETE
(PETROVIC et al., 2009; JELIC et al., 2012). Entretanto, a descarga direta de &guas residuérias
no ambiente pode sobrecarregar o corpo receptor com micropoluentes emergentes. Para o LAS,
por exemplo, no ponto de langamento de efluente de ETE e ao longo do corpo d’agua receptor, foi
observado valores maiores que 250 mg L (MUNGRAY; KUMAR, 2009). Mesmo valor de 0,1
mg L do surfactante ja pode causar problemas de poluicdo, como o surgimento de espumas
persistentes que formam camada isolante e impedem a troca gasosa entre o corpo d’adgua e a

atmosfera, levando a reducdo de oxigénio dissolvido (YUAN et al., 2014).

Para DCF, IBU, PRO e TCS, concentracdes pontuais da ordem de pg L™ a mg L também
podem ocorrer em esgoto e corpos d’agua devido ao despejo de efluentes industriais, hospitalares
e até mesmo de esgoto apds sistema de tratamento (VAN DER AA et al., 2011; LUO et al., 2014;
PETRIE et al., 2015; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019). Além disso, devido a
hidrofobicidade das moléculas, esses micropoluentes emergentes tendem a se concentrar no solo,
lodo e sedimento, podendo também ocasionar em concentracfes ambientalmente significativas
(MOMPELAT et al., 2009; TOHIDI e CAI, 2017; XIE et al., 2019).

Os micropoluentes emergentes podem ser metabolizados e/ou bioacumulados por
microrganismos e plantas de consumo animal e humano (MOMPELAT et al., 2009; XIE et al.,
2019). Isso pode acarretar em prejuizos a salde da biota e dos seres humanos, uma vez que
farmacos e produtos de higiene sdo produzidos intencionalmente para provocar efeitos bioldgicos.
Consequentemente, organismos aquaticos e terrestres podem sofrer efeitos adversos em
decorréncia da exposicao continua a esses compostos biologicamente ativos (GONZALEZ-REY
etal., 2012; 2014; VELDHOEN et al. 2014; LEVERRIER-PENNA et al. 2018; PRUD’HOMME
et al. 2018). Isso porgue, a estrutura quimica de muitos farmacos e produtos de higiene séo
semelhantes a compostos de sinaliza¢do natural e aleloquimicos, podendo resultar em expresséo
génica, bloqueio de receptores da membrana celular ou interrupcdo do sinal de transducéo
(GARCIA-CAMBERO et al., 2015). IBU, por exemplo, pode ser prejudicial a proliferacio celular
em células embrionarias humanas (LEVERRIER-PENNA et al. 2018). O TCS, pode resultar em
desenvolvimento de genes de resisténcia em bactérias patogénicas e, inclusive, em resisténcia
cruzada a antibiéticos (MCNAMARA, LAPARA, e NOVAK 2014; CAREY et al. 2016). Além
disso, foi relatado a preocupacdo do uso de &guas residuarias contendo esses micropoluentes

emergentes para irrigacdo de solos agricolas e jardins, uma vez que podem resultar no surgimento
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de cepas de bactérias resistentes a mdltiplas drogas e levar ao insucesso no tratamento com
antibiéticos (CAMARGO et al., 2014; FRANKLIN et al., 2016).

Outros prejuizos dos micropoluentes emergentes estdo relacionados ao comportamento e
morfologia de organismos aquaticos, bem como a efeitos de nivel molecular, como alteracdes nas
rotas bioquimicas e desregulacdo enddcrina (FENT et al., 2006; PRUDEN et al., 2006; MARTIN-
DIAZ et al., 2009; RHEE et al., 2013; CHEN et al., 2014). Exposi¢do aos farmacos DCF e PRO
(0,1-1 pg L), por exemplo, acarretaram em efeito deletério na sobrevivéncia e reproducgdo de
peixes e organismos zooplancténicos e bentdnicos (FENT; WESTON; CAMINADA, 2006). O
TCS provocou estresse oxidativo em peixes e moluscos. Para 0,5 pg L™ de TCS, foram observadas
alteracfes nos niveis e nas atividades de algumas enzimas, que levou ao acumulo de espécies
reativas de oxigénio, as quais podem reagir com macromoléculas e promover danos a0 DNA
(RIVA etal., 2012; KU et al., 2014).

DCF e IBU também causam estresse oxidativo em mexilhGes da espécie Mytilus
galloprovincialis, quando expostos por 15 dias a 0,25 pg L™ de cada composto separadamente.
Neste caso, houve também a inducdo de vitelogenina, uma proteina presente apenas em fémeas
(GONZALEZ-REY e BEBIANNO, 2012; GONZALEZ-REY et al., 2014). Considerando que a
vitelogenina é induzida pela presenca de estrogénios, alguns farmacos podem atuar como
interferentes enddcrinos. Além disso, quando esses organismos testes foram expostos a mistura de
DCF e IBU notou-se aumento ainda maior dos niveis de vitelogenina em compara¢do a exposi¢ao
individual dos farmacos, evidenciando a potencializacdo de seus efeitos (GONZALEZ-REY etal.,
2014). Borgmann et al., (2007) avaliaram o crescimento do afipodo Hylella azteca expostos a
mistura de IBU, DCF e TCS (0,1 pg L™ cada). Apds a exposicdo aos micropoluente emergentes,
tais autores relataram aumento de 17% no percentual de machos. Atrasos na idade de reproducéo
também foram relatados em algumas geracGes de Daphinia magna quando expostos ao DCF
(DIETRICH et al., 2010). Em relacdo a concentragdo letal para 50% dos individuos expostos
(LCs0) de peixes medaka (Oryzias latipes), a LCso — 96h de PRO, TCS e IBU foi de 11.400 pg L~
1600 pg L™ e 100.000 pg L%, respectivamente (KIM et al., 2009).

Os farmacos e produtos de higiene também pode reduzir a diversidade de bactérias e algas
e, consequentemente, gerar maior tempo necessario para o restabelecimento do ecossistema
aquatico frente ao episodio de contaminacdo (CORCOLL et al., 2015). Alteracdes prejudiciais
foram observadas em biofilmes e algas expostos ao TCS, devido a sua a¢ao direta como bactericida
(LAWRENCE et al., 2009; RICART et al., 2010). Petersen; Heiaas; Tollefsen, (2014) observaram
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inibicdo no crescimento de algas Skeletonema pseudocostatum quando expostas ao TCS (0,05-1
ug LY. O aumento na mortalidade de bactérias, com consequente reducdo na eficiéncia
fotossintética em biofilmes, também foi observado por Ricart et al., (2010) para 0,21 pg L™ de
TCS. A reducdo na quantidade e qualidade das substancias poliméricas extracelulares, e
decréscimo da capacidade de adesdo do biofilme ao substrato, também foi observada por Lubarsky
etal., (2012) ao expor biofilmes e algas a 2 ug L™ de TCS.

Residuos de surfactantes também podem ocasionar em graves alteracdes ao ambiente devido
a sua propriedade de diminuir a tensdo superficial dgua/ar, pois muitos organismos aquaticos
dependem fundamentalmente desta tensdo. O LAS, por exemplo, pode dificultar o crescimento de
plantas aquéticas e causar efeitos toxicos em invertebrados e vertebrados (IVANKOVIC;
HRENOVIC, 2010). O solo também pode ser afetado por residuos de LAS. Segundo Nikpay;
Lazik; Krebs, (2015), os tensoativos influenciam na permeabilidade do solo, reduzindo o tamanho
de seus poros e, consequentemente, afetando sua permeabilidade. Além disso, os surfactantes
facilitam a dissipacéo de poluentes no ambiente por meio da formagéo de espumas e podem inibir
a acao de microrganismos responsaveis pelos processos de depuracdo natural das dguas. A agédo
prejudicial dos surfactantes deve-se ao fato deles poderem se ligar aos peptideos, enzimas e acidos
nucleicos, alterando o dobramento da cadeia polipeptidica e a carga superficial de moléculas.
Consequentemente, surfactantes podem modificar as fungdes bioldgicas de proteinas sintetizadas
(CSERHATI et al., 2002; IVANKOVIC e HRENOVIC, 2010).

O uso inadequado e excessivo de DCF, combinado com a sensibilidade de abutres ao
farmaco foi avaliado, o qual resultou em declinio da populagio de trés espécies na Asia e no norte
da Africa (NAIDOO et al., 2009; VELEVSKI et al., 2015). A exposicdo de camundongos a
efluente de ETE, contendo farmacos e produtos de higiene, resultou em les6es no figado e rins dos
animais, devido a perturbagdes no metabolismo de lipidios, nucleotideos, aminoacidos e energia,
bem como desregulagéo dos processos de transducéo de sinal de genes (ZHANG et al., 2013). Isso
porgue, a mistura desses micropoluentes emergentes, que estdo presentes em efluentes de ETE,
podem resultar em efeitos sinérgicos (LUO et al.,, 2014; MOLINA et al., 2020) e,
consequentemente, ocasionar em sérios efeitos adversos ao ambiente e seres humanos (Tabela
2.4).
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Tabela 2.4 - Efeitos sinérgicos da mistura de produtos farmacéuticos e de higiene em diferentes organismos.

Filo

Espécie

Mistura

Biomarcador/efeito

Bacteroidetes 2

Flavobacterium sp.

Pseudomonas sp.

Psicoestimulante, anti-histaminico,

antibiotico, antidiabético

Psicoestimulante, anti-histaminico,

antibidtico, antidiabético

Diminuicdo das populac6es bacterianas

Firmicutes °

Paracoccus yeei
Staphylococcus aureus

Analgésico, antipirético e
anti-inflamatorio

Suscetibilidade

Proteobacteria ®

Enterobacter aerogenes
Enterobacter cloacae
Vibrio fischeri

Analgésico, antipirético e
anti-inflamatorio

Resisténcia

Rotifera ¢

Plationus patulus

Desinfetantes e anti-inflamatérios

Reducéo de ovos

Chlorophyta &'

Chlamydomonas
microsphaera
Chlorella pyrenoidosa
Chlorella ellipsoidea
Dunaliella salina

Dunaliella parva
Scendesmus obliquus

Scendesmus gquadricauda

Pseudokirchneriella
subcapitata

Desinfetantes e antidepressivos

Anti-inflamatdrios e reguladores

lipidicos

Inibigdo no crescimento de algas

Aumento no nivel de peroxidacao lipidica, glutationa
transferase e metalotioneinas. Dano ao DNA e
desestabilizacdo do lisossomo membrana

Mollusca 9

Dreissena polymorpha

Unio tumidus

Anti-inflamatdrios e reguladores

lipidicos

Desinfetantes e anti-inflamatérios

Altos niveis de peroxidagéo lipidica

Niveis elevados de razdo lactato/piruvato, lipofuscina,
fragmentacdo do DNA e atividade da caspase-3
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Tabela 2.4- Continuagéo.

Arthropoda”  Gammarus pulex

B-bloqueadores, desinfetantes e
anti-inflamatorios

Alteragdes nas concentragdes de metabdlitos

Oncorhynchus mykiss

Oryzias latipes

Chordata "1k!
Pimephales promelas

Pseudorasbora parva

Trematomus bernachii

B -blogueadores e anti-
inflamatorios
Anti-inflamatério ndo esterdide

Desinfetante e anti-inflamatério
B -blogueadores, desinfetantes e
anti-inflamatorios

Desinfetante e antidepressivo
Desinfetantes e surfactantes ndo
ibnicos

Producéo de ROS e inibicdo de R-gal (linha celular RTG-2)
Atividade antiviolatéria

Efeitos no comportamento alimentar e velocidade de natagéo
Efeitos estrogénicos moleculares

Inibicdo de atividades enzimaticas
Bioacumulacgdo em peixes correlacionando-se negativamente
com o tamanho

B -blogueadores e anti-

Nematoda ™ Soil nematode community - Comunidade amplamente alterada

inflamatorios
Annelida " Eisenia andrei Desinfetantes Afetam o crescimento e o desempenho reprodutivo
Arthropoda ° Culex quinguefasciatus Anti-inflamatérios e antibidticos Aumentar o tempo de desenvolvimento das larvas. Alterou o

microbioma bacteriano do mosquito

Magnoliophyte F Triticum aestivum L.

Analgésico e antipirético

A parte aérea e 0 alongamento das raizes diminuiram. O
sistema defensivo antioxidante nas raizes foi danificado

a: Rosi-Marshall et al., (2013); b: Bernard et al., (1997); c: De Garcia; Garcia-Encina; Irusta-Mata, (2016); d: Martinez Gomez; Baca; Walsh, (2015); e: Bi et al., (2018); f: Quinn
etal., (2011); g: Falfushynska et al., (2014); h: Gomez-Canela et al., (2016); i: Fernandez; Carbonell; Babin, (2012); j: Nassef et al., (2010); k: Zenobio et al., (2014); I: Emnet et
al., (2015); m: Gutiérrez et al., (2016); n: Chevillot et al., (2018); o: Pennington et al., (2015); p: An et al., (2009).
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Diante do exposto, pode-se observar que DCF, IBU, PRO, TCS e LAS afetam grande
variedade de seres vivos, desde os procariontes mais simples, até os eucariotos mais complexos.
A ocorréncia frequente desses produtos farmacéuticos e de higiene é de grande preocupacéo
devido ao potencial impacto na saude publica e ambiental. Portanto, trata-se de uma questao

emergente buscar alternativas de remocao antes de serem descarregados no ambiente.

2.3. Remocao de Micropoluentes Emergentes

A recalcitrancia de micropoluentes em ETE e acimulo no ambiente estdo relacionados a
diversos fatores, tais como as diferentes propriedades fisico-quimicas desses compostos. Dentre
as propriedades, os valores do coeficiente de particdo octanol/agua (Kow), expressos na forma
logaritmica (Log Kow), estdo diretamente relacionados ao ambiente, uma vez que € prevista a
acumulacdo de determinada substancia quimica na agua, solo e ar (GHISELLI; JARDIM,
2007). Substancias que apresentam Log Kow > 3 tendem a se acumular no solo, sedimento,
lodo e biota, enquanto que as de Log Kow < 3 e com constante de Lei de Henry < 1E-05 tendem
a se distribuir na dgua (Figura 2.2) (BARESEL et al., 2015).

Figura 2.2 - Diagrama de particdo generalizado do comportamento de substancias quimicas
em funcédo de log Kow.
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Fonte: Adaptada de Baresel et al., (2015).

Na Tabela 2.5 estdo descritos parametros importantes que podem interferir no processo de
acumulacéo ambiental e biodisponibilidade de DCF, IBU, PRO e TCS.
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Tabela 2.5 - Caracteristicas fisico-quimicas de diclofenaco ibuprofeno, propranolol e triclosan.

Formula MM DQO tedrica ®sat a 25°C
Composto Estrutura pKa Log Kow
Molecular (g molt) (90291 (mg L?)
Diclofenaco [T N CuHuCLNO, 296,14 1,65 4,15 4,02 2,37
Z
N | o
CHj
OH
Ibuprofeno CHs C13H1802 206,28 2,56 4,50 3,79 21

o] N/LCHa
Propranolol /Y\H Ci6H21NO2 259,16 2,62 9,50 3,50 228

Cl OH

Triclosan C12H7Cl302 289,54 1,49 79 4,35 10

Cl Cl

MM: massa molecular; DQO: demanda quimica de oxigénio; pKa: constante de acidez; Kow: coeficiente de parti¢do octanol/agua; ®sat: ponto de saturagéo.
Fonte: http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov e http://chemspider.com
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O surfactante LAS é comercializado como uma mistura de isdmeros e homologos. Os isdmeros
variam em funcg&o da posicéo do anel aromético sulfonado na cadeia alquilica (exceto nos carbonos
terminais) e os homologos variam de acordo com o comprimento da cadeia alquilica (de 10 a 14
atomos de carbono). Em geral, a formula molecular dos surfactantes (Figura 2.3) consiste em uma
cabeca hidrofilica (que se dissolve na &gua) e duas caudas hidrofobicas (grupo de hidrocarboneto
ndo polar), conferindo a capacidade de reduzir a tensdo superficial da agua. O LAS é um tensoativo
anidnico (de carga negativa) e sua molécula contém um anel aromatico sulfonado na posicéo —

para, ligado a uma cadeia alquilica linear que pode variar de tamanho (Figura 2.3).

Figura 2.3 - Molécula de LAS.

SO;H Polar
Fonte: Autora.

Alguns poluentes recalcitrantes podem ser transformados por processos fisicos de
adsorcao (por exemplo, carvdo ativado, grafeno ou nanotubos de carbono) e processos quimicos
de oxidacdo avancada (por exemplo, ozonizagdo, tratamento ultravioleta ou irradiagdo
ionizante) (WANG; WANG, 2016). No entanto, a mineralizacdo para o0 CO2 nem sempre é
alcancada por tais tecnologias avancadas, e 0s subprodutos gerados durante os processos fisico-
quimicos podem ser ainda mais toxicos (MARUGAN et al., 2012; MOLINA et al., 2009; 2020).
DCF, IBU, PRO e TCS, por exemplo, mesmo apds passarem por sistema de tratamento
avancado, foram observados no corpo aquético receptor da ETE de S&o Carlos-SP (Brasil)
(CAMPANHA et al., 2015). Nesta ETE s&o tratados em média 650 L s? de esgoto sanitario
com a seguinte concepcao: i) Tratamento preliminar; ii) Tratamento bioldgico: reatores UASB
(upflow anaerobic sludge blanket); iii) Tratamento fisico-quimico: coagulacdo, floculagdo e
flotacdo por ar dissolvido; iv) Desinfeccdo com radiacdo ultravioleta (UV); v) Pos-

aeracdo/escada hidraulica.
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Além disso, utilizar técnicas de remediacdo biologica tém varias vantagens, como baixo
custo e transformacdo de compostos em substancias ndo toxicas ou mineralizacdo completa
(WANG; WANG, 2016; MOLINA et al., 2020). Dessa forma, por meio da degradacéo
microbiana, € possivel fornecer alternativa mais segura, ambientalmente favoravel e econdmica
aos métodos fisico-quimcos para remediacdo de micropoluentes emergentes (OYA; HISANO,
2010). Portanto, diversos autores destacam a importancia de pesquisas no ambito de
desenvolvimento e/ou melhorias de possibilidades para degradacdo de micropoluentes
emergentes, devido aos beneficios associados a elas (DOMARADZKA et al., 2015;
TORTELLA etal., 2015; MOLINA et al., 2020).

Nos tratamentos biolégicos, os principais mecanismos relatados para remocdo de
micropoluentes emergentes sdo degradacdo/biotransformacéo e adsorcao no lodo (JOSS et al.,
2005; JELIC et al., 2011; VERLICCHI et al., 2012). Todavia, a recalcitrancia de DCF, IBU,
PRO, TCS e LAS foi relatada (Tabela 2.6 e Tabela 2.7) apds passarem por diferentes
tratamentos convencionais, tais como lodos ativados e reatores anaerébios (VON SPERLING,
2016).

Tabela 2.6 - Remocdo de micropoluentes emergentes em sistema de lodos ativados.

Afluente Efluente Remocéao
Composto ) .
(Mg L) (Mg L) (%)
Diclofenaco®P¢d.efgn 1x10°-0,34 1x10°-0,21 <0-81,4
lbuprofeno?cd.ethi 4x10° - 10,46 1x10° - 6,50 20-100
Triclosan®cfgJki! 3x10° - 0,02 1x10°-0,01 33-99
Propranolol®H" 0,01 -2,00 0,001 - 0,52 <0-69

a: Stamatis et al., (2010); b: Zhou et al., (2010); c: Behera et al., (2011); d: Gracia-Lor et al., (2012); e: Verlicchi et
al., (2012); f: Loos et al., (2013); g: Stamatis e Konstantinou, (2013); h: Villar-Navarro et al., (2018); i: Singer et al.,

(2010); j: Rosal et al., (2010); k: Martin Ruel et al., (2010); I: Kumar et al., (2010).
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Tabela 2.7 - Remocéo de micropoluentes emergentes em reatores anaerdbios.

Composto Afluente Efluente  Remocéo Referéncia
(hg L) (Mg L) (%)
30-40 26-35 15 Villar-navarro et al., (2018)
0,025 - <20 Alvarino et al., (2014)
Ibuprofeno  29,2-132,8 3-6 6-32 Butkovskyi et al., (2015)
147 181 -23 De Graaff et al., (2011)
10 - 25-80 Bueno; botella; rico, (2018)
1-2 1-2 7 Butkovskyi et al., (2015)
0,012 - <5 Alvarino et al., (2014)
Diclofenaco 1,4-8,4 4-6 12-16 Alvarino et al., (2014)
10 - 30-70 Bueno; Botella; Rico, (2018)
13 10,1 22 De Graaff et al., (2011)
Propranolol 1-15 0,1-0,5 30 Villar-navarro et al., (2018)
1 0,1 - De Graaff et al., (2011)
Triclosan 10 - 98-99 Bueno; Botella; Rico, (2018)
LAS 73.50-11.110 33.20-6.400 60 Granatto et al., (2019)

Além das propriedades fisico-quimicas, parametros operacionais empregados a reatores
bioldgicos de ETE também podem influenciar na remocéao de microrpoulentes emergentes. Dentre
eles, pode-se citar o tempo de detencdo hidraulico (TDH) e tempo de retencdo do lodo (TRL). Para
compostos de baixo Kq (coeficiente de distribuicdo agua-lodo), por exemplo, a degradacdo € maior
para maiores TDH. Por outro lado, para substancias de Kq elevado e de baixa degradacdo, em
geral, a remocao € influenciada pelo TRL. Gros et al. (2010) observaram a influéncia do TDH, Kq4
e TRL na remocéao de compostos degradaveis. Os autores relataram a maior influéncia do TDH na
remocdo de compostos degradaveis e de baixo Kg, uma vez que estes compostos ficam
preferencialmente na fase dissolvida. Por outro lado, a remogdo de substancias de Kq elevado e
baixa degradabilidade é, em geral, mais influenciada pelo TRL. Nesse caso, maiores TRL

favorecem maior adsorcdo de compostos no lodo (GROS et al., 2010).

Dessa forma, a remoc¢do de micropoluentes emergentes € um processo complexo e bastante
variavel. N&o obstante, pesquisas que relacionaram parametros operacionais e fisico-quimicos com

a remocdo de farmacos e produtos de higiene em ETE s&o escassas.
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2.4.  Reator anaerobio de leito granular expandido

Segundo o Sistema Nacional de Informagdes sobre Saneamento (SNIS), as ETE tradicionais,
geralmente, incorporam lagoas de estabilizacdo e lodos ativados. Entretanto, a tendéncia é a
adocdo de reator UASB seguido por alguma forma de pds-tratamento (SNIS, 2016; VON
SPERLING, 2016). Uma alternativa a esta tecnologia é o reator anaerobio de leito granular
expandido (EGSB - Expanded Granular Sludge Bed), que é uma inovagdo do reator UASB. A
configuracdo do EGSB € caracterizada pela alta relagdo comprimento-diamentro, regime de
mistura completa, expansdo do leito e recirculacdo do efluente. Tais caracteristicas permitem
diluicdo e distribuicdo uniforme do afluente, além de melhorar o contatato esgoto-biomassa
(CHEN et al., 2011; OKADA et al., 2013). De fato, maior eficiéncia de remocdo de poluentes
recalcitrantes, como o LAS, foi observada em reator EGSB, quando comparado ao reator UASB
(OKADA et al., 2013). Os reatores foram operados em condicdes semelhantes: TDH de 24h e
alimentados com substrato sintético (solucdo de sais, bicarbonato de sddio, metanol e etanol)
contendo 14 mg L™ de LAS padrio. Foi observado remogdo de LAS de 96% e 89% em reator
EGSB e UASB, respectivamente (OKADA et al., 2013).

Delforno et al., (2012) avaliaram a remocdo de LAS em reator EGSB em escala de bancada
(1,2 L), alimentado com LAS padro (14 mg L) e substrato sintético (solugio de sais, bicarbonato
de sodio, metanol e etanol), para TDH de 26h e 32h. Segundo os autores, o TDH influenciou na
remocao de LAS (26h: 48% e 32H: 68%), principalmente, devido ao tempo de contado de LAS
com a biomassa. Todavia, 0 aumento de escala de reatores resulta em desafios de controle
operacional e, principalmente, para aqueles alimentados com esgoto sanitario (GRANATTO et al.,
2019), o que pode acarretar em resultados diferentes aos obtidos com reatores em escala de
bancada (SANCHEZ et al., 2005).

Em reator EGSB em escala de bancada (1,8 L), Faria et al., (2017) avaliaram a remocéo de
LAS (18,8 mg L) de ARLC diluida em &gua de abastecimento e esgoto doméstico (Tabela
2.8). Maior remocéo de LAS foi observada quando o EGSB foi alimentado com ARLC diluida
em agua de abastecimento (77%), em comparacgéo a alimentacéo do reator com ARLC e esgoto
doméstico (55%). Para reator EGSB em escala aumentada (62 L) operado com TDH de 40h,
Moura et al., (2019) avaliaram a remoc¢do de LAS de ARLC em esgoto doméstico, a fim de
obter concentracéo afluente de LAS de 5, 19 e 36 mg L™ e de matéria organica de 380 a 426
mgDQO L. Tais autores reportaram diminuicéo da eficiéncia de remoc&o de matéria organica
(de 61% para 44%) e de LAS (de 71% para 32%) para maior fator de diluicdo da ARLC em
esgoto doméstico. Granatto et al., (2019) também avaliaram a remocéao de LAS em reator EGSB
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em escala aumentada (69 L) (Tabela 2.8). Entretanto, o reator foi operado com TDH de 36h e
alimentado com esgoto sanitéario afluente a ETE de S&o Carlos-SP. Tais autores reportaram
remocdo de LAS (7 mg L™?) e de matéria organica (527 mgDQO L) de 60% e 77%,
respectivamente. Além disso, Granatto et al., (2019) e Moura et al., (2019) compararam a
eficiéncia de remocédo de LAS e de matéria orgénica de reatores EGSB em escala aumentada
com os de escala de bancada (Tabela 2.8). Tais autores observaram maior instabilidade para os
reatores em escala aumentada quando comparado a estudos anteriores em reatores em escala de
bancada (Tabela 2.8).

Tabela 2.8 - Comparagdo de eficiéncia de remocao de matéria organica e LAS em reatores

EGSB em escala de bancada e escala aumentada para diferentes TDH.

Referéncias Delforno et Fariaetal., Moura et al., Granatto et al.,
al., (2014) (2017) (2019) (2019)
Alimentacdo ARLC + SS ARLC + ED ARLC + ED ES
DQO afluente 815+73 324+47 380+138 527+233
(mg L™)
Remocéo de matéria
LAS afluente (mg L) 1245 24+4 19+10 7,35+3,76
Remocdo LAS (%) 79+17 55+18 50+15 60+30
TDH (h) 38 36 42 36
Escala (L) 1,4 1,8 62 69

DQO: demanda quimica de oxigénio; ARLC: agua residudria de lavanderia comercial; SS: substrato sintético;

ED: esgoto doméstico; ES: esgoto sanitario; TDH: tempo de detencéo hidraulico.

2.5. Cossubstratos metabdlicos

Bactérias aerobias e anaerdbias possuem diferentes mecanismos para metabolizacdo de
compostos, tais como vias de degradacdo oxidativa, intracelular, extracelular e biossorcao
(absorgdo e adsorcdo). Além disso, o efeito sinérgico de atividades enziméticas de consorcio
microbiano pode potencializar a degradacdo de poluentes recalcitrantes (HA et al., 2016;
MOLINA et al., 2020).

No entanto, microrganismos anaerobios, tais como as arqueias metanogénicas, podem ser

componentes-chave para a degradacéo de poluentes, uma vez que favorecem termodinamicamente
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0S processos degradativos, atuando como dissipadores de produtos terminais, como H; e acetato
(KRZMARZICK et al.,, 2018). Aléem disso, microrganismos anaerobios produzem ampla
diversidade de enzimas para degradar substratos organicos e, dependendo da especificidade, essas
enzimas podem modificar a estrutura de poluentes recalcitrantes que ndo sdo primordialmente
utilizados como substrato de crescimento por outros microrganismos (FISCHER; MAJEWSKY,
2014; KRAH et al., 2016; GONZALEZ-GIL et al., 2017). Por exemplo, os microrganismos podem
exibir duas estratégias para metabolismo de micropoluentes emergentes: a mineralizacdo e o
cometabolismo, sendo o primeiro processo no qual 0os microrganismos se desenvolvem utilizando
0 composto como substrato de crescimento, enquanto o outro 0 composto € transformado sem que
0S microrganismos retirem sua energia para se desenvolver (FISCHER; MAJEWSKY, 2014;
KRAH et al., 2016; GONZALEZ-GIL et al., 2017). Dessa forma, no cometabolismo, os poluentes
recalcitrantes sdo transformados por atividades enzimaticas extracelulares do consércio
microbiano (FISCHER; MAJEWSKY, 2014; HA et al., 2016; KRAH et al., 2016; GONZALEZ-
GIL etal., 2017; MOLINA et al., 2020).

Uma das enzimas responsaveis pela transformacédo cometabolica de diversos poluentes
recalcitrantes é acetato quinase (AK) (GONZALEZ-GIL et al., 2017; 2018; 2019). Tal enzima
esta envolvida na ultima etapa da acetogénese em bactérias fermentativas (desfosforilagdo de
acetil fosfato em acetato) e também catalisa a transferéncia de ATP para acetato (fosforilacdo
do acetato em acetil-fosfato), sendo uma enzima chave na producéo de metano (Figura 2.4)
(SCHOMBURG et al., 2017). Foi demonstrado que AK pode transformar moléculas de
impedimento esférico e que dificilmente sdo assimiladas por microrganismos anaerdbios
(GONZALEZ-GIL etal., 2017; 2019). Para estes casos, a adi¢do de nutrientes especificos pode
favorecer as atividades de transformacdo cometabdlica de poluentes recalcitrantes
(GONZALEZ-GIL et al., 2017; 2019).
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Figura 2.4 - Representacao esquemaética das etapas da digestdo anaerdbia, incluindo os papéis
das enzimas hexoquinase (HK), acetato cinase (AK) e fosfotransacetilase (PTA).
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Fonte: Autora.

Por exemplo, Macedo et al., (2015) observaram inibi¢éo do consércio microbiano de reator
anaerobio de leito fluidificado (RALF) em escala de bancada (1,6 L) alimentado com ARLC com
LAS (20 mg L) e operado em TDH de 18h (Tabela 2.9). Entretanto, tais autores relataram que a
adicdo de 80 mg L™ de etanol na alimentagdo do reator favoreceu maior eficiéncia de remocéo do
surfactante (de 51% para 73%). Motteran et al. (2018) observaram comportamento semelhante em
RALF (18,8 L) com TDH de 16h e alimentado com 7, 19, 25 e 43 mg L de LAS de ARLC. Tais
autores relataram que embora o LAS (43 mg L) tenha exercido efeito toxico sobre a comunidade
microbiana, sua toxicidade foi reduzida quando foi utilizado etanol (200 mg L) na alimentagéo
do reator (Tabela 2.9). Em reatores em bateladas, Macedo et al., (2019) avaliaram a influéncia de
etanol (100 mg L) na cinética de degradacdo de LAS. Tais autores observaram que tal
cossubstrato teve efeito positivo na degradacdo do LAS para concentragio superior a 14,4 mg L™
do surfactante.
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Dessa forma, o uso de etanol e metanol em reatores anaerobios pode resultar em maior
remoc¢do de compostos de dificil degradacdo por favorecer o processo de producdo de metano
(GONZALEZ-GIL et al., 2017; 2019). A partir da metabolizacdo de etanol, por populacbes de
bactérias fermentativas, pode-se levar a producdo de acetato, o qual sera usado por Methanosaeta,
enquanto metanol pode ser diretamente utilizado por Methanosarcina e, consequentemente,
favorecer as atividades enzimaticas de tais arqueias e a remocao de poluentes recalcitrantes (GUO
etal., 2015; GONZALEZ-GIL et al., 2017; 2019).

Microrganismos pertencentes ao género Methanosaeta, principais produtores de metano em
consorcio anaerdbio, tem como primeiro passo da metanogénese a fosforilacdo do acetato para
acetil-fosfato por meio da enzima AK (GUO et al., 2015). Gonzalez-Gil, Carballa e Lema, (2017)
investigaram os mecanismos de transformacdo de 20 micropoluentes emergentes durante a
metanogénese com foco no papel dessa enzima AK. Os autores realizaram ensaios com reatores
metanogénicos (TDH de 10h) em escala de bancada (14 L), alimentados com AQOV (acidos acético,
butirico e propiénico) como cossubstratos e também ensaios enzimaticos in vitro para inferir sobre
o0 papel da AK na transformacéo de IBU, DCF, TCS, galaxolida, naproxeno, nonilfenol, octilfenol
e bisfenol (50-100 pg L cada). Tais autores relataram que a AK tem papel determinante na
transformacéo de compostos que contém grupo carboxila ou hidroxila, como DCF, IBU e TCS,
pois foram transformados por fosforilagdo (remocéo de 30-50%).

Em outro estudo sobre a metanogénese e remogédo de compostos recalcitrantes, Veetil et al.,
(2012) avaliaram a remoc&o de TCS (10 mg L) em reatores em bateladas alimentados com 50
mg L de nitrato (condicéo desnitrificante), 50 mg L™ de sulfato (condig&o redutora de sulfato) e
50 mg L de acetato (condic&o metanogénica). Os autores relataram maior degradagio de TCS em
condi¢cdo metanogénica (87%), quando comparado a condicao desnitrificante (~80%) e redutora
de sulfato (~70%). A utilizacdo de fumarato, como cossubstrato, também pode favorecer
energeticamente a degradacdo anaerdbia dos compostos aromaticos LAS, DCF, IBU, PRO e TCS,
pois em uma das vias anaerébias para quebra de hidrocarbonetos aromaticos ha adigcdo e
regeneragdo de fumarato (FUCHS; BOLL; HEIDER, 2011). Motteran et al., (2020) avaliaram a
influéncia de acetato, formiato e fumarato na remogéo de LAS em reatores em bateladas (Tabela
2.9). Os autores relataram que dentre os cossubstratos testados, o fumarato favoreceu maior
degradacéo de LAS, sendo de 98% para 26 mg L™ do surfactante (MOTTERAN et al., 2020).

Diversas pesquisas foram realizadas no Laboratdrio de Processos Bioldgicos (LPB) da EESC-

USP, acerca da degradacdo de compostos recalcitrantes em reatores em bateladas, RALF e EGSB
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(Macedo et al., 2015; 2019; 2020; Moura et al., 2019; Motteran et al., 2018; 2020; Dornelles et al.,
2020; Granatto et al., 2017; 2018; 2019; 2020). Em todas estas pesquisas, verificou-se remocao de
contaminantes em codigestdo com cossubstratos metabdlicos no esgoto doméstico ou ARLC, as quais

podem ser verificadas na Tabela 2.9.
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Tabela 2.9 - Resumo dos trabalhos mais recentes realizados no LPB para remocéo de micropoluentes emergentes.

Reator Escala Condicao nutricional TDH ME afluente  Remocéo Referéncia
RALF Bancada ARLC + etanol 18h 20 mgLASL? 73% Macedo et al., (2015)
ARLC + esgoto doméstico 40h 11 mgLAS L' 59%
EGSB Aumentada o Granatto et al., (2017)
Esgoto sanitario 36h 9mgLAS L™ 87%
RLF Aumentada LAS padrdo + substrato sintético + etanol 18h 43 mgLASL? 56% Motteran et al., (2018)
RLF Aumentada Esgoto sanitério 18h 7,35 mgLAS L? 24% Granatto et al., (2018)
EGSB Aumentada Esgoto sanitério 36h 7,35 mgLAS L 60% Granatto et al., (2019)
EGSB Aumentada ARLC + esgoto domestico 42h 19 mgLASL? 50% Moura et al., (2019)
LAS padrdo + substrato sintético + acetato 60%
Bateladas Bancada LAS padréo + substrato sintético + formiato - 25,8 mgLAS L 59% Motteran et al., (2020)
LAS padrdo + substrato sintético + fumarato 75%
RALF Aumentada ARLC + esgoto domeéstico + etanol 18h 23,8 mgLASL* 57% Macedo et al., (2020)
RALF Aumentada Nonilfenol + etanol + + substrato sintético 18h 376 ugNF L* 78% Dornelles et al., (2020)
DCF + etanol + esgoto sanitario 43 mgDCF L1 29%
Bateladas Bancada o - Granatto et al., (2020a)
IBU + etanol + esgoto sanitério 43 mgIBU L1 19%
PRO + esgoto sanitario 0,1 mgPRO L™
Bateladas Bancada o - - Granatto et al., (2020b)
TCS + esgoto sanitario 0,1 mgTCSL*

ME: micropoluente emergente; EGSB: Expanded Granular Sludge Bed; RALF: reator anaerébio de leito fluidificado; LAS: linear alkylbenzene sulfonate; ARLC: 4gua
residudria de lavanderia comercial; DCF: diclofenaco; IBU: ibuprofeno; NF: nonilfenol, PRO: propranolol; TCS: triclosan.
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2.6. Degradacédo dos micropoluentes emergentes e bactérias envolvidas no processo

Os micropoluentes emergentes de interesse deste estudo sdo constituidos de anéis
aromaticos, mas se diferenciam pelas suas fungdes organicas. O IBU contém um grupo acido
carboxilico ligado em seu anel (Figura 2.5.6-A), enquanto o LAS um grupo sulfonado (Figura
2.5-B). Na estrutura molecular do PRO, ha amina, alcool e éter (Figura 2.5-C) e o DCF consiste
em dois anéis benzénicos ligados por uma porcao anilina, sendo que um anel contém um grupo
de acetato, enquanto o outro contém dois atomos de cloro (Figura 2.5-D). O TCS, também &
composto por anel aromatico halogenado, no entanto € um éter difenilico triclorado, contendo

um grupo fenol (Figura 2.5-E).

Figura 2.5 - Estrutura molecular e func6es organicas de ibuprofeno, LAS, propranolol,

diclofenaco e triclosan.
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Fonte: Autora.

Tais fungdes organicas, bem como o anel aromatico, tornam esses micropoluentes
persistentes sob condic¢Ges anaerobias (FUCHS; BOLL; HEIDER, 2011; GHATTAS et al.,
2017). Entretanto, nas vias de transformacdo aerdbia de IBU e DCF, por exemplo, foram
observadas reacdes que também ocorrem em condi¢Oes anaerdbias, tais como descloracédo
redutiva, descarboxilacdo, hidroxilacéo e carboxilacdo (JEWELL et al., 2016; JIA et al., 2020).
Ademais, foi observada degradacdo de outros compostos aromaéticos halogenados sob
condi¢des metanogénicas (STAMS et al., 2006; LIANG et al., 2013).
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Bactérias halorespirantes participam da degradacdo de compostos aromaticos
halogenados e realizam a descloracdo redutiva por meio da utilizacdo de halogénios, H> e
acetato como doadores de elétrons em sistema anaerdébio (DE WEVER et al., 2000; SANFORD;
COLE; TIEDJE, 2002; FINNERAN, 2002; LUIJTEN et al., 2004; SMIDT; DE VOS, 2004,
STAMS et al., 2006). Exemplo de bactérias halorespirantes sdo as pertencentes ao Filo
Chloroflexi que podem ser enriquecidas em ambientes contendo poluentes clorados
(KRZMARZICK et al., 2012; MCNAMARA e KRZMARZICK, 2013).

Outras bactérias, como as semelhantes a Dehalococcoides e Dehalobacter, que sdo
estritamente anaerdbias (SMIDT; DE VOS, 2004), e Longilinea, Thauera e Dechloromonas,
que sdo anaerdbias facultativas, também foram relacionadas a degradacdo de compostos
aromaticos clorados, tais como diclorofenol (COATES et al., 2001; BRENNER et al., 2005;
CHAKRABORTY et al., 2005; LUEDERS et al., 2017). Mesotoga, por sua vez, Sao
estritamente anaerdbios e foi relatada a capacidade especifica de realizarem transferéncia
horizontal de genes redutores da dehalogenase (enzima essencial para descloracdo redutiva).
Provavelmente, a presenca de bactérias semelhantes a esse género é essencial para que ocorra
a descloracdo redutiva de organoclorados (ZHAXYBAYEVA et al., 2012), como DCF e TCS,

em consorcio microbiano.

Dessa forma, a degradacdo anaerdébia de TCS e DCF pode ser iniciada por bactérias
halorespirantes. Segundo Ghattas et al., (2017), espera-se que 0 passo inicial da degradacéo de
DCF seja a descloracdo redutiva, seguida de descarboxilagdo do fenilacetato. A descloracéo
redutiva também é denominada de desalogenacdo redutiva ou de desalorespiracdo. Nesta
reacdo, um atomo de cloro é removido e substituido por um atomo de hidrogénio e ocorre
prontamente quando h& mais de dois halogénios (Cl, Br, 1) na estrutura molecular. Além disso,
a reacdo se torna cada vez mais facil de ocorrer com o nimero crescente de halogénios e,
principalmente, se estiverem ligados a um sistema de anéis aromaticos (FUCHS; BOLL,;
HEIDER, 2011; GHATTAS et al., 2017), como é o caso do DCF e TCS.

Os mecanismos mais comuns de desalogenacgéo séo os seguintes: hidrogendlise (Figura
2.6-A), hidrolise (Figura 2.6-B) e combinacdo de hidrogendlise com hidrolise (Figura 2.6-C)
(FUCHS; BOLL; HEIDER, 2011; GHATTAS et al., 2017). Além desses mecanismos, também
foram relatados dihaloeliminacdo, desalogenacédo tiolitica por glutationa S-transferase e
desalogenacéo via formacdo de epoxidos por deslocamento nucleofilico de a&tomos de halogénio
por grupos hidroxi (FUCHS; BOLL; HEIDER, 2011; GHATTAS et al., 2017).
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Figura 2.6 - Desalogenagdo anaerdbia de compostos polihalogenados via hidrogendlise (1) e

hidroélise (2).
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Fonte: Adaptada de Ghattas et al., (2017).

Na auséncia de estudos que identificaram subprodutos da degradacdo anaerébia de alguns
dos micropoluentes de interesse deste estudo, uma ligacdo pode ser feita entre as etapas de
degradacédo por processos oxidativos. Isso porque, a radiacdo rompe as ligacbes mais fracas
primeiro, 0 que também se espera que ocorra inicialmente na digestdo anaerdbia, justamente
por ligacdes mais fracas exigirem menos energia dos microrganismos (FUCHS; BOLL,;
HEIDER, 2011; GHATTAS et al., 2017; MOLINA et al., 2020).

Para o DCF, alguns produtos intermediarios de sua fotdlise foram relatados (LEYDY et
al., 2019; KEEN et al., 2013). Segundo Leydy et al., (2019), inicialmente, na rota de fotdlise
do DFC, h& perda de um dos cloros e formacéo de uma ligacéo carbono-carbono entre os anéis.
Posteriormente, ocorre a perda do outro cloro e hidroxilagdo da espécie (Figura 2.7) (LEYDY
etal., 2019).
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Figura 2.7 - Via de degradacdo inicial do diclofenaco por fot6lise direta proposta por Leydy et

al., (2019).
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Fonte: Adaptada de Leydy et al., (2019).

Keen et al., (2013) observaram a formacéo de dimeros quando DFC foi exposto a radiacao
UV e propuseram uma rota. Segundo os autores, inicialmente também ha perda de um cloro

para posterior perda do segundo cloro (Figura 2.8).

Figura 2.8 - Via de formacdo de dimeros, a partir de diclofenaco.
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Fonte: Adaptada de Keen et al., (2013).

De acordo com os produtos intermediarios da transformacdo de DCF propostos por
Leydy et al., (2019) e Keen et al., (2013), ha formacdo de uma série de compostos nos quais o

carbazol € a unidade basica dos subprodutos gerados (Figura 2.9).
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Figura 2.9 - Unidade bésica dos subprodutos gerados durante a transformacéo do diclofenaco
(carbozol).
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Fonte: Autora.

Em relacdo ao TCS, estd bem documentado que, durante a digestdo anaerobia, o
bactericida pode se transformar em clorofendis, dioxinas, TCS metilado e TCS clorado
(BESTER, 2005; BUTH et al., 2010; TOHIDI; CAl, 2017). Entre os microrganimos envolvidos
no processo pode-se destacar os pertencentes aos Filos Proteobacteria, Chloroflex e Firmicutes,
e géneros Pseudomonas, Bacillus thuringiensis, Dehalococcoides, Anaerolinea, Clostridium,
Sulfobacillus, Geobacter e Acinetobacter. Tais microrganismos foram identificados em
diversos estudos para identificacdo de subprodutos formados a partir da degradacdo anaerébia
de TCS e resisténcia microbiana ao bactericida (MCNAMARA; KRZMARZICK, 2013;
QUANDT et al., 2015; WANG et al., 2018; GONZALEZ-BENITEZ; MOLINA; ARRAYAS,
2020; MOLINA et al., 2020).

Como exemplo de alguns outros dos produtos resultantes da degradacéo de TCS, tém-
se 2,4-diclorofenol (2,4-DCP), 2,8-diclorodibenzoparadioxina (2,8-DCDD) e metiltriclosan
(MTCS) (VEETIL et al., (2012). Tais compostos foram identificados por Veetil et al., (2012)
durante a degradacéo anaerobia de TCS sob condicdes redutoras de sulfato e, principalmente,
sob condi¢Bes fermentativas-metanogénicas. O TCS foi transformado em 2,4-DCP e
clorocatecol por meio de clivagem da ligagdo éter difenilico e subsequente descloracdo
redutiva, formando catecol e fenol, respectivamente (Figura 2.10). Sabe-se que fenol e catecol
séo degradados sob condicOes anaerdbias por meio da ativacdo da Coenzima A e subsequente
reducdo do anel aromatico; ou seja, tais produtos intermediérios entram no metabolismo de
sintese de ATP. As dioxigenases e a monooxigenase sdo possivelmente as principais enzimas

envolvidas na decomposicéo geral desses compostos (VEETIL et al., 2012).
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Figura 2.10 - Via de degradacéo do triclosan em condic¢des anaerdbias.
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Fonte: Adaptada de Veetil et al., (2012).

Em relacdo ao PRO, Garcia-Espinoza e Mijaylova Nacheva (2019) propuseram a sua rota
de degradacdo via oxidacdo eletroquimica. O PRO contém dois locais reativos a oxidacao, a
saber: a por¢do aromatica e a cadeia lateral; sendo que os agentes reativos primordiais sdo 0s
radicais produzidos pela oxidacdo da agua ou dos ions halogénios. No primeiro passo da rota
proposta por Garcia-Espinoza e Mijaylova Nacheva (2019) (Figura 2.11), os radicais atacam a
ligacdo C5 da estrutura ciclica dupla de PRO com a liberacédo da cadeia lateral, gerando 1-naftol
(P6) que, por interacdo radical, se transforma em 1,4-naftoquinona (P7). O P7 lidera a formacéo
do radical X2 que produz um epoxido 2,3-epoxi-2,3-di-hidro-1,4-naftoquinona (P8) via
hidroxilacdo que, por sua vez, resulta em trés compostos a partir da quebra do éter ciclico do
epoxido P8: i) ftaleto (P9), ii) 2-acetoxibenzoico (P10) e iii) acido ftalico (P11), com ruptura
da estrutura ciclica de dois destes trés compostos. Posteriormente, a partir de ftaleto (P9), 1,3-
indandiona (P12) e ninidrina (P13) s&o gerados por hidroxilac&o. Por outro lado, a partir de 1,4-
naftoquinona (P6), é gerado o subproduto 2-hidroxi-1,4-naftoquinona (P14). Estes subprodutos,
bem como a cadeia organica rompida do composto original, sdo transformados em acidos
organicos (GARCIA-ESPINOZA; MIJAYLOVA NACHEVA, 2019).

Em poucos estudos foi investigado e relacionado a comunidade microbiana anaerdbia
com a degradacdo de PRO. Mas, de forma geral, a maioria das bactérias relacionadas a
degradacéo de desregulador endocriono, como o PRO, é pertencente aos Filos Proteobacteria,
Actinobacteria, Firmicutes e Chloroflexi (MOLINA et al., 2020). Gallardo-Altamirano et al.,
(2019) relataram que a comunidade bacteriana foi dominada por membros dos Filos

Proteobacteria, seguido de Bacteroidestes e Chloroflexi em estudo sobre a diversidade
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microbiana e dindmica populacional da remocao anaerdbia de farmacos (dentre eles PRO). Em
relacdo as arqueias, tais autores relataram dominancia de representantes do Filo Euryarchaeota

e géneros Metanolina, Methanobrevibacter e Methanobacterium.

Figura 2.11 - Via de oxidacéo eletroquimica do propranolol.
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Para o IBU, alguns subprodutos de sua degradacdo (Figura 2.12) via fototdlise foram
identificados por Szabé et al., (2011). A cadeia alquil do IBU pode ser encurtada por meio de
o e B-oxidacdo para posterior formacgdo de um grupo de fenilacetato. Este mesmo mecanismo
foi relatado para outros compostos que também contém cadeia alquil ligada a anel aromatico,
como o LAS, por exemplo (LARA-MARTIN et al. 2010; MOTTERAN et al. 2018).
Posteriormente, pode ocorrer a descarboxilacdo do composto, como confirmado por Szabo et
al., (2011). Jia et al., (2020) sugeriram a influéncia de bactérias redutoras de sulfato (BRS) na
remocdo de IBU, em especial as pertencentes ao género Desulfobacter, as quais foram
enriquecidas em reator anaerébio apos exposicdo continua (180 dias) ao farmaco (100 ug L™).
Além disso, Jia et al., (2020) relataram que membros do Filo Chloroflexi e Familia

Anaerolineaceae sdo tolerantes a IBU.

Figura 2.12 - Subprodutos da degradacéo de ibuprofeno por foto-transformacéo.
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Fonte: Adaptada de Szabo et al., (2011).

Lara-Martin et al., (2010) propuseram a rota de degradagdo de LAS em sedimentos
marinhos sob condi¢Bes anoxicas e anaerobias (Figura 2.13). Tais autores mencionam a
influéncia de BRS na degradacédo desse surfactante em ambientes reduzidos, nos quais a cadeia
alquil é encurtada por meio de f-oxidagdo com o auxilio de adi¢do e regeneracdo de fumarato.
No final do processo, € formado o benzoil-CoA para posterior clivagem do anel aromatico. A
partir da metatranscriptomica para determinagdo de genes e taxonomias associadas a
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degradacdo anaerdbia do LAS foi relatado forte potencial genético desta degradacdo para
Pseudomonas, Rhodococcus, Stenotrophomonas e Syntrophobacte, uma vez que realizam o-
oxidagdo, B-oxidacdo, dessulfonacdo e clivagem de anéis aromaticos (CENTURION et al.,
2018; DELFORNO et al., 2019; 2020).

Figura 2.13 - Rota da degradacdo anaerobia de LAS.
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Fonte: Adaptada de Lara-Martin et al., (2010).

Portanto, diante do exposto, apds 0s passos iniciais para a degradacdo de DCF, IBU,
PRO, TCS e LAS, estes podem ser seguidos pela clivagem de anel aromatico. A degradacao
anaerobia de anéis aromaticos ocorre por meio da ativacdo da Coenzima-CoA, para posterior
reducdo do anel e formacéo de acetil-CoA (FUCHS, BOLL; HEIDER 2011; GHATTAS et al.,
2017). Para o DCF, por exemplo, apés a descloragdo redutiva, sua degradacao anaerdbia pode

ser prosseguida pela descarboxilacdo do fenilacetato (Figura 2.14) (GHATTAS et al., 2017).
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Figura 2.14 - Fenilacetado do diclofenaco.
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O primeiro passo para descarboxilacdo de acidos carboxilicos (como o fenilacetato) € a
ativacdo da coenzima A, formando a coenzima A tioéster do acido carboxilico correspondente.
Para que esta etapa inicial ocorra, o anel aromatico ndo pode ser totalmente substituido e um
grupo hidroxi (Figura 2.15-1), amino (Figura 2.15-2) ou cloreto (Figura 2.15-3) deve estar
presente como substituinte (GIBSON & S. HARWOOD, 2002; CARMONA et al., 2009).

Figura 2.15 - Benzoatos substituidos que podem ser degradados via degradagdo anaerdbia de
benzoil-CoA.
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Fonte: Adaptada de Ghattas et al., (2017).
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Acidos fenilcarboxilicos de cadeia mais longa, como fenilacetato e fenilpropionato,
podem ser descarboxilados ou desacetilados redutivamente por 3-oxidagdo (HARWOOD et al.,
1999). Na auséncia de oxigénio, a B-oxidacdo prossegue como em condicOes aerdbias e andloga
a B-oxidacédo do benzoil-CoA (Figura 2.16) (WAGENER & SCHINK, 1988; MOSCHE, 2004).

Figura 2.16 - Benzoil-CoA.
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Fonte: Autora.

O benzoil-CoA é o intermediario central mais comum na degradacdo anaerdbia de anéis
aromaticos (Figura 2.17), no qual o grupo carboxitioéster atua como o substituinte do elétron
(HEIDER; FUCH, 1997; HARWOOD et al., 1999). Isso ocorre porque, na via anaerdbia da
degradacdo de compostos aromaticos, é requerido a reducdo do anel aromatico. Para tanto, sdo
necessarios agentes redutores com potenciais redox muito mais negativos que qualquer doador
de elétrons fisiolégico poderia fornecer (FUCHS; BOLL; HEIDER 2011). No entanto, como
alternativa, ocorre a formacdao de diferentes intermediarios centrais, como o benzoil-CoA, que
possuem substituintes de maior efeito de retirada de elétrons. Desta forma, a transferéncia de
elétrons para o anel é facilitada (FUCHS; BOLL; HEIDER 2011). O anel benzeno do benzoil-
CoA pode ser entdo desaromatizado por meio da enzima benzoil-CoA redutase em condicdes
redutoras (FUCHS; BOLL; HEIDER, 2011; GHATTAS et al., 2017).

Figura 2.17 - Intermediario central comum na degradacdo anaerdbia de anéis aromaticos
(benzoil-CoA).
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Fonte: Adaptada de Fuchs, Boll; Heider (2011).
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Segundo Fuchs; Boll e Heider (2011), para microrganismos anaerobios estritos, a quebra
de aneis aromaticos por benzoil-CoA redutases é energeticamente mais favoravel do que para
anaerdbios facultativos (FUCHS; BOLL; HEIDER, 2011). Além disso, genes codificadores
para a enzimas benzoil-CoA redutase (Figura 2.18) foram observados no genoma de varios
anaerobios estritos, como  Geobacter metallireducens, quando expostos a compostos
aromaticos (PETERS et al., 2007; KUNTZE et al., 2008; KUNG et al., 2009). Nesse processo,
a energia de ressonancia estabilizadora do anel € superada por meio da bifurcacéo de elétrons
(FUCHS; BOLL; HEIDER, 2011). A bifurcacao eletrénica é um processo enzimatico que pode
ser conduzido, por exemplo, pela enzima BamBCDEFGHI (Figura 2.18). Esta enzima pode ser
composta por oito diferentes subunidades protéicas, como os co-fatores de Fe-S, tungsténio,
zinco, flavina e selenocisteina (WISCHGOLL et al., 2005). Genes que codificam proteinas
similares a essas foram identificados em quase todos genomas de bactérias que utilizam o Fe
Il como receptor final de elétrons (como Geobacter metallireducens), que reduzem sulfato
(como as BRS), e que sdo capazes de fermentar substratos que contém compostos aromaticos
para 0 seu crescimento FUCHS; BOLL; HEIDER, 2011; LOFFLER et al., 2011). Esses genes,
como BamBCDEFGH, BamR, BamQ e BamA, codificam enzimas semelhantes ao aldeido,
subunidades de transferéncia de elétrons de hidrogenases, heterodissulfureto redutases e
componentes do NADH, como oxidorredutases de quinona (Figura 2.18) (FUCHS; BOLL,;
HEIDER, 2011).

Figura 2.18 - Degradacgdo anaerdbia de benzoil-CoA pela via independente de ATP. Os nomes
de proteinas correspondem a Geobacter metallireducens.
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Fonte: Adaptada de Fuchs, Boll e Heider (2011).

No entanto, segundo Fuchs; Boll e Heider (2011), o passo crucial para anaerébios
estritos utilizarem compostos aromatico como substrato de crescimento € superar a energia que

estabiliza a ressonancia do anel. Desta forma, o favorecimento de ambiente altamente redutor,
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como por exemplo, adicionar cossubstratos doadores de elétrons em reatores anaerdbios (como
etanol, metanol e fumarato) pode ser uma estratégia para auxiliar na degradacdo de
micropoluentes emergentes que sdo constituidos de anéis aromaticos, como DCF, IBU, PRO,
TCSe LAS.

3. Hipoteses e Objetivos

Os micropoluentes DCF, IBU, PRO, TCS e LAS séo recalcitrantes sob condigdes
anaerdbias e algumas populacGes de bactérias podem degradar esses compostos. Levantou-se a
hipbtese de que seria possivel melhorar a eficiéncia de remocdo anaerGbia de tais
micropoluentes emergentes por meio da adicdo de cossubstratos metabdlicos. Além disso,
alteracfes no tempo de detencdo hidraulico (TDH) do reator EGSB também pode influenciar
na remocédo de DCF, IBU, PRO, TCS e LAS em esgoto sanitario.

Dessa forma, as hipoteses levantadas e os objetivos do presente trabalho foram os

seguintes:

Hipdtese 1: Diferentes concentracfes de DCF, IBU, PRO e TCS em esgoto sanitario podem

influenciar no potencial metanogénico.

Hipotese 2: A adicdo de cossubstratos metabélicos pode favorecer a producdo de metano e a

remocdo de DCF, IBU, PRO e TCS em esgoto sanitario.

Hipotese 3: Alteracdes no TDH de operacdo de reator EGSB podem influenciar na remocao de
DCF, IBU, PRO, TCS e LAS em esgoto sanitario.

Hipdtese 4: O emprego de etanol em reator EGSB pode favorecer determinadas populagdes
microbianas em detrimento de outras e melhorar a remoc¢édo de DCF, IBU, PRO, TCS e LAS

em esgoto sanitario.
Objetivo geral:

Investigar a remocdo de DCF, IBU, PRO, TCS e LAS em esgoto sanitario sob condi¢oes

anaerdébias.
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Objetivos especificos:

e Objetivo 1: Avaliar o potencial metanogénico de lodo granular e a remocgéo de DCF,
IBU, PRO e TCS em esgoto sanitario submetidos a diferentes concentragcGes dos

compostos em reatores em bateladas.

e Objetivo 2: Avaliar o potencial metanogénico de lodo granular e a remocao de DCF,
IBU, PRO e TCS em esgoto sanitario na presenca dos cossubstratos etanol, metanol e
fumarato em reatores em bateladas.

e Objetivo 3: Avaliar a remoc¢do de DCF, IBU, PRO, TCS e LAS em esgoto sanitario
empregando diferentes TDH em reator EGSB em escala aumentada.

e Objetivo 4: Avaliar a influéncia do etanol na remogéo de DCF, IBU, PRO, TCS e LAS
em esgoto sanitario em reator EGSB em escala aumentada.

e Objetivo 5: Caracterizar as populagdes de bactérias e arqueias dos reatores em batelada
de maior remocdo de DCF, IBU, PRO e TCS e de todas as fases de operagéo do reator

EGSB em escala aumentada alimentado com esgoto sanitéario.
4. Material e Métodos
4.1. Delineamento experimental geral

Neste estudo, para investigar as hipoteses e atingir os objetivos elencados foi realizado
ensaios em reatores em bateladas e em reator EGSB em escala aumentada. Os reatores em
bateladas foram operados no Laboratério de Processos Biologicos (LPB) da Escola de
Engenharia de S&o Carlos (EESC) da Universidade de S&o Paulo (USP) — Campus Il. O reator
EGSB em escala aumentada foi operado na Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE) do
municipio de S&o Carlos-SP (Brasil).

Na Figura 4.1 ¢é apresentado o delineamento simplificado da execucdo deste trabalho.
Foi utilizado o mesmo inéculo (lodo granular) e a mesma matriz (esgoto sanitario afluente a
ETE de Sao Carlos-SP) para os reatores em bateladas e reator EGSB em escala aumentada
(Figura 4.1). Os ensaios com reatores em bateladas foram realizados para comprovar (ou
descartar) as hipoteses 1 e 2; e a operagdo do EGSB foi realizada para comprovar (ou descartar)
as hipoteses 3 e 4 (Figura 4.1).
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Figura 4.1 - Fluxograma experimental.

Esgoto Sanitdrio I _Inéculo
(ETE Sio Carlos - SP) (Avicola Pereiras -SP)
[ Hipéteses 1 e 2 }: [ ={ Hipéteses3 e 4 ]
Reatores em Reator EGSB em
l> bateladas escala aumentada
: o Caracterizacdo:
Alimentagfo: amostra _ .
composta de esgoto sanitario » DCF,IBU,PRO e Adaptacdo: TDHde 36 h :
TCS 7 _, | Micropoluentes
emergentes:
+ Fase: TDHde 36 h +
= micropoluentes —
B i (Coststrsr

Thuprofeno

--[ Diclofenaco ]

v
Fase IT; TDI de 20 h -
. micropoluentes —

Propranolol

—-»[ Ibuprofeno ] Etanol + {Cossubstrato’ emergentes
Metanol ¢ com melhor ! i
~—h-[ Propranolol ] ! resultado ! L Triclosan
_ Fase III: TDH de 20 h +
—-—[ Triclosan ] m \ micropoluentes . LAS
—_— _— emergentes + cossubstrato
| etanol
[ Analises ] — | —
[ Metano ] [ AOV ][ Balanco de massas ] [ DQO ] [ Andlises ]
. Deteccdo inicial e final de: [ DQO ][ AOV ][ Balango de massas ] [ pH ]
(Alcalinindade [ pH | DCE, IBU, PRO e TCS =
|Alcal1n1ndade| Detecgio afluente e efluente de:
‘ - DCF, IBU, PRO, TCS e LAS
——
Lodo dos reatores com maior remocéo de

micropoluente

[Lodo de todas as fases de operat;?m]

Sequenciamento RNAr 16S via

Ilumina-Miseq

Fonte: Autora.

ETE: Estaco de tratamento de esgoto; EGSB: Expanded Granular Sludge Bed; AOV: Acidos organicos volateis;
DQO: Demanda quimica de oxigénio; LAS: linear alkylbenzene sulfonate.

4.2. Micropoluentes emergentes e esgoto Sanitario
Os farmacos DCF, IBU e PRO e o bactericida TCS, usados na alimentacao dos reatores
em batelada e no reator EGSB em escala aumentada, foram provenientes de farmacia de

manipulagéo localizada na cidade de Araraquara-SP (Brasil).
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O esgoto sanitério utilizado para alimentacdo dos reatores em bateladas e do reator
EGSB em escala aumentada foi captado pos-tratamento preliminar (gradeamento grosso,

gradeamento fino e desarenacdo) da ETE de Séo Carlos-SP.

4.3. Inbculo

O indculo dos reatores em bateladas e do reator EGSB em escala aumentada foi
proveniente de reator UASB de tratamento de &gua residuéria de avicola localizada na cidade
de Pereiras-SP (Brasil). Este lodo foi constituido de 52,10+3,88 g L™ de solidos totais (ST),
10,54+2,03 g L de sdlidos totais fixos (STF) e 41,55+3,41 g L de sélidos totais volateis
(STV).

4.4. Reatores em bateladas

Para a alimentacdo dos reatores em bateladas, foram preparadas solucdes estoques
individuais de DCF, IBU, TCS e PRO, em metanol (99,9%), em concentracdes finais de 11,7 g
L1 1159L% 58gLe9,0gL? respectivamente.

Todos os reatores em bateladas foram alimentados com a mesma amostra composta de
esgoto sanitario captada por equipamento automatico, sendo 20 aliquotas de esgoto em 24 horas
diarias por 3 dias consecutivos. Para averiguar a quantidade de DCF, IBU, PRO e TCS presente
nessa amostra, foi realizada a caracterizacdo dos compostos conforme metodologia de
Campanha et al. (2015) descrita no item 4.6.

Os reatores em batelada foram inoculados com 2 gSTV L e esgoto sanitério,
totalizando 250 mL de volume reacional e 250 mL de headspace preenchido com N2 (100%).
Os reatores foram selados com tampa de butila e rosca plastica, mantidos sob agitacdo de 100
rpm e climatizados a 30°C. Os ensaios foram realizados em triplicata em frascos Duran® de 500
mL. Antes da inoculacdo dos reatores em batelada, o lodo de indculo foi acondicionado sob

agitacdo (100 rpm) e mantido em 30°C até exaurir as fontes de carbono disponiveis.

As condigdes dos ensaios contendo os anti-inflamatérios DCF e IBU podem ser
observadas na Tabela 4.1 e do bactericida TCS e B-bloqueador PRO na Tabela 4.2. A
guantidade de etanol (99,9%), metanol (99,9%) e fumarato (99%) adicionados no meio
reacional foi baseada na demanda quimica de oxigénio (DQO) teodrica de cada composto
(Tabela 4.3).
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Tabela 4.1 - Condicdes operacionais dos ensaios de diclofenaco e ibuprofeno.

Condico experimental DQO Composto Cossubstrato
(mg L) (mg LY (mgDQO L)
Controle 563£25 - -
D1 1.542+30 DCF (7,11 £0,02) -
Sem D2 2.309+112  DCF (13,60+0,03) -
cossubstrato D3 3.399+89 DCF (26,21+0,04) -
11 1.477+40 IBU (6,11+0,01) -
12 2.309£12 IBU (11,20+0,01) -
13 3.903£75 IBU (26,02+0,05) -
D4 (Controle) 5.263£25 DCF (43,10+0,01) -
DF (Fumarato) 5.463%43 DCF (44,13+0,02) 200
DE (Etanol) 5463171 DCF (43,20+0,01) 200
Com DM (Metanol:Etanol)  5.463+46 DCF (44,41+0,05) 100:100
cossubstrato 14 (Controle) 6.293+96 IBU (43,12+0,03) -
IF (Fumarato) 6.436+83 IBU (42,44+0,02) 200
IE (Etanol) 6.436+74 IBU (43,42+0,03) 200
IM (Metanol:Etanol)  6.436+57 IBU (42,61+0,05) 100:100

DQO: demanada quimica de oxigénio; DCF: diclofenaco; IBU: ibuprofeno.

Tabela 4.2 - Condigdes operacionais dos ensaios de triclosan e propranolol.

Condico experimental DQO Composto Cossubstrato
(mg L) (mg L% (mgDQO L™
Controle 563+25 - -
Tl 1.075£67  TCS (3,58+0,08) -
Sem T2 1.109+12  TCS (5,03+0,06) -
cossubstrato T3 1.581+212 TCS (15,54+0,03) -
P1 1.044+76  PRO (6,10£0,15) -
P2 1.173+200 PRO (15,35+0,21) -
P3 1.556+107 PRO (28,50+0,54) -
T2 (Controle) 1.109+12  TCS (5,03+0,06) -
TF (Fumarato) 1.285+61  TCS (5,10+0,04) 200
TE (Etanol) 1.290£85  TCS (5,12+0,71) 200
Com TM (Metanol:Etanol)  1.283+30  TCS (5,19£0,53) 100:100
cossubstrato P4 (Controle) 1.915+55 PRO (55,05+1,30) -
PF (Fumarato) 2.107£54 PRO (55,32+0,91) 200
PE (Etanol) 2.187+41 PRO (55,84+1,23) 200

PM (Metanol:Etanol)  2.112+39 PRO (55,78+0,04) 100:100
DQO: demanda quimica de oxigénio; TCS: triclosan; PRO: propranolol.
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Tabela 4.3 - Relagéo/fator de equivaléncia das reagdes de oxidacdo completa dos

cossubstratos.
Cossubstrato M?Ssr?](r)r;_?)lar Reacéo de oxidagao Fator de equivaléncia
Etanol 46,07 C2HsO + 302 > 2CO, +3H,0 2,09 gDQO gEtOH™
(C2HeO)
lzfée:lirg)l 32.04 CHiO +20, > CO; +2H,0  1,5gDQO gMetOH™
G ooy CHNEOI03 400 50000 gt

4.5. Reator EGSB em escala aumentada

O reator EGSB foi construido com as seguintes dimensdes: 0,069 m® de volume, 4,1 m de
altura, 15 cm de diametro e area de secdo de 0,018 m?. Ao longo de toda sua extensdo foram
instalados 12 pontos de amostragem (Figura 4.2). Parte do reator EGSB foi construido em PVC

(3,1 m) e outra em acrilico (1 m) para poder visualizar e monitorar a expansao do lodo.

Figura 4.2 - Esquema do Reator EGSB em escala aumentada.

0.25m | Saidade
I o
 to3 M Separador [
L m — de fazes A
0. 10— % —
ml i Saida do _
i efluente _ T
250 ] - Recirculagio
4.10 - Pontos de - l
m m .
i amostragem :_
i | Tangue de
alimentacio
00 c00 L
m —— 11
Bomba de T
| recirculagio
film Distribuidor —@ — ]
0.15m
Bomba de
alimentagio

Fonte: Autora.
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O reator EGSB foi instalado no laborat6rio no interior da ETE de Séo Carlos-SP (SAAE
— Servigo Autdnomo de Agua e Esgoto), localizada a estrada vicinal Conego Washington José
Péra (22°01°53.3”S 47°55°37.5”W) (Figura 4.3).

Figura 4.3 - Laboratdrio no interior da Estacdo de Tratamento de Esgoto de Sdo Carlos-SP.

Fonte: Autora.

O reator EGSB foi inoculado com 12 L de lodo granular anaerdbio. A vazdo de
recirculacéo do efluente do EGSB (55 L h't) foi mantida constante durante toda a operacio e a
temperatura ambiente do local onde o reator estava instalado foi medida no mesmo horério de
captagéo do esgoto sanitario (12h). Para alimentagdo e recirculagédo do efluente do reator EGSB,

foram utilizadas bombas de diafragma (Figura 4.4).

Figura 4.4 - Reator EGSB em escala aumentada: (1) Pontos de amostragem (12 Pontos), (2)
Parte em PVC (3,1 m), (3) Parte em acrilico (1 m), (4) Lodo adensado, (5) Bomba de

recirculacdo do efluente (diafragma) e (6) Bomba de alimentagéo (diafragma).

Fonte: Autora.
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Para captacdo do esgoto sanitério utilizado para a alimentacdo do reator EGSB, foi
utilizado uma bomba centrifuga (Figura 4.5-A). O esgoto sanitario foi captado sempre as 12h,

e armazenado em uma caixa de 500 L (Figura 4.5-B).

Figura 4.5 - Bomba utilizada para captacdo do esgoto sanitario p6s tratamento preliminar da
ETE de S&o Carlos-SP (A), caixa de 500L utilizada para armazenar o esgoto sanitério afluente

ao reator EGSB (B) e caixa completa com esgoto sanitario (C).

Fonte: Autora.

Foi realizada manutencéo 2 a 3 vezes por semana da bomba centrifuga que captava o
esgoto sanitario para retirada de materiais grosseiros que ficavam presos no pé de crivo (Figura
4.6).

Figura 4.6 - Retirada do pé de crivo para manutencdo (A), solidos presos no pé de crivo (B) e
pé de crivo apo6s a limpeza (C).

Fonte: Autora.
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Um protocolo para operacdo adequada do reator na ETE de Sdo Carlos-SP foi
desenvolvido e as informag0es detalhadas estdo descritas no Apéndice.

Para alimentacao do reator EGSB, foi preparada uma solucéo estoque Gnica em metanol
(99,9%), em concentragdo final de 24 g L2, 36 gL, 48gL'e48gL"deDCF, IBU, TCSe
PRO, respectivamente.

A operacdo do EGSB foi realizada em 4 etapas (Tabela 4.4), diferenciadas pelo TDH e
adicdo do cossubstrato etanol. Ap6s a inoculagdo do reator, iniciou-se a fase de adaptacdo da
biomassa as condicGes experimentais. Nesta fase, o sistema foi operado em circuito fechado
durante 20 dias em TDH de 36+2h e ndo houve adi¢cdo dos micropoluentes e cossubstrato. Para
as outras fases operacionais, foi adicionada 1 mL da solucdo estoque contendo DCF, IBU, TCS
e PRO, a fim de manter as concentracdes apresentadas na Tabela 4.5. Tais concentracdes foram
definidas de acordo a literatura para 0os micropoluentes em esgoto sanitario e dguas residuarias
(ROSAL et al., 2010; BEHERA et al., 2011; LOOS et al., 2013; CAMPANHA et al., 2015). A
suplementacdo foi realizada a fim diminuir a flutuacdo das concentracdes de DCF, IBU, TCS e
PRO no esgoto sanitario e permitir deteccdo analitica com maiores precisdo e exatiddo. O LAS
nédo foi adicionado, pois de acordo com Granatto et al., (2019), este surfactante faz parte do
esgoto sanitario afluente a ETE de S&o Carlos-SP em concentracdes consideraveis (mg L) no
horario determinado (12h) para alimentacdo do EGSB. A quantidade de etanol (99,9%) foi
baseada em sua DQO teorica (Tabela 4.6).

Tabela 4.4 - Fases de operacgéo do reator EGSB.

Temperatura ] o Duracéo
Fases TDH (h) Condicao nutricional )
(°C) (dias)
Adaptacéo 36+2 28,0£1,2 Esgoto sanitario 20
Fase | 364 27,8+3,4 Esgoto sanitario + ME 96
Fase Il 20£2 21,5122 Esgoto sanitario + ME 96
Fase I 20+3 25,7+2,2 Esgoto sanitario + ME + etanol 96

ME: micropoluentes emergentes diclofenaco, ibuprofeno, propranolol e triclosan
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Tabela 4.5 - Concentragdo dos micropoluentes emergentes adicionados na caixa de
alimentacédo do reator EGSB durante todas as fases de operagéo.

Composto Concentragéo (ug L)
Diclofenaco 100
Ibuprofeno 150
Propranolol 200
Triclosan 200

Tabela 4.6 - Relacdo/fator de equivaléncia da reacdo de oxidacdo completa do cossubstrato

etanol.
Cossubstrato M?;sr?](r)rr_cl))lar Reacdo de oxidagdo Fator de equivaléncia
Etanol 46,07 C2HeO + 30, > 2C0O, +3H,0 2,09 gDQO gEtOH™
(C2H:s0) ) 2M6 2 2 2 U9 ¢ g

4.6. Métodos fisico-quimicos e cromatograficos

Trés litros da amostra composta de esgoto sanitério, utilizada para a alimentagdo dos
reatores em bateladas, foi coletada para a caracterizacdo de DCF, IBU, PRO e TCS. A amostra
foi armazenada em garrafa de PET ambar, previamente lavada com agua ultrapura, e
transportada a 4°C para o Laboratorio de Biogeoguimica Ambiental (LBGgA) da Universidade
Federal de S&o Carlos (UFSCar — S&o Carlos). Triplicatas de 500 mL da amostra composta do
esgoto foram filtradas a vacuo e os compostos-alvos foram extraidos por extracdao SPE (solid-
phase extraction) (Figura 4.7). Previamente a extracdo, uma mistura de compostos marcados
isotopicamente foi adicionada as amostras para obter uma concentragéo final de 100 ng L. Os
compostos-alvos foram eluidos 2 vezes com 3 mL de metanol (99,9%) seguido de 3 mL de
metanol-acetona (99,9%) (50:50, v v'1). Os extratos foram evaporados até a secura sob fluxo de

nitrogénio (Figura 4.8) e reconstituidos em metanol-agua (25:75, v v1).
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Figura 4.7 — Extracdo em fase sélida (SPE — solid-phase extraction) dos compostos

alvos (A) e secagem a vacuo até a secura (B).

Fonte: Autora.

Figura 4.8 — Extratos sendo evaporados até a secura sob corrente de nitrogénio (A) e

amostras reconstituidas em metanol-agua (B).

Fonte: Autora.

A anédlise de DCF, IBU, PRO e TCS da caracterizacdo do esgoto, dos reatores em
batelada e do reator EGSB foi feita por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (HPLC)
acoplada a Espectrometria de Massas (UPLC-MS/MS) (CAMPANHA et al., 2015). Para as
determinacfes cromatograficas desses compostos foram usados padrdes de alto grau de pureza
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(>96%) e procedentes da Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Alemanha). Os compostos
isotopicamente labeis foram procedentes da CDN Isotopes (Quebec, Canadd). O metanol e a
acetona de grau HPLC foram adquiridos a J.T. Baker (Ecapetec, México) e Mallinkrodt
(Phillipsburg, EUA), respectivamente. Acido formico (98%) e hidréxido de aménio de grau
HPLC foram adquiridos de Sigma-Aldrich (Schweiz, Suica). A agua ultrapura foi obtida de um
dispositivo Milli-Q (Merck Millipore, S&o Paulo, Brasil). Os cartuchos utilizados na extragao
em fase sélida (SPE - solid-phase extraction) foram Oasis® HLB (200 mg, 6 mL) comprado
da Waters Corporation (Milford, Massachusetts, EUA) (CAMPANHA et al., 2015).

Solugdo padréo individual de DCF, IBU, PRO e TCS e solugdo estoque foram
preparadas em metanol (grau HPLC) com 100 mg L™ de cada um, e armazenadas a -18 °C.
Antes de cada determinacdo analitica foram preparadas solucGes de trabalho individuais em
metanol-agua (25:75, v v 1) (CAMPANHA et al., 2015).

Na determinacdo de DCF, IBU, PRO e TCS por HPLC foi utilizado um sistema Waters
ACQUITY UPLC. A UPLC foi equipada com um gerenciador de solventes binarios ACQUITY
UPLC e um gerenciador de AQUITY UPLC (EUA). A separacdo cromatografica foi obtida
com uma ACQUITY UPLC BEH C18 (50 mmx2,1 mm, 1,7 um) precedida de uma coluna de
guarda do mesmo material, ambos fornecidos pela Waters (EUA). As fases moveis utilizadas
foram solugdo aquosa a 0,05% de hidroxido de amonio (v v1) (eluente A) e metanol (eluente
B), com vazdo de 0,45 mL min*. A coluna e a temperatura da amostra foram de 40 °C e 10 °C,
respectivamente. A eluicdo de gradiente foi iniciada com 5% do eluente B durante 0,5 min,
aumentando para 45% ao longo de 1,5 min, 95% ao longo de 4 minutos, mantido em 95% por
0,5 min e de volta as condic¢des iniciais dentro de 1,5 min. O tempo de execucao total foi de 6
min e o volume de inje¢do foi ajustado para 10 uL (CAMPANHA et al., 2015).

O Espectrometro de Massa (MS) (TQD, Waters, Reino Unido), utilizado na
determinacdo de DCF, IBU, PRO e TCS, foi equipado com uma fonte de ion eletro-pulverizador
(ESI). As analises foram realizadas tanto no modo negativo (NI), quanto no modo de ionizagéao
positiva (PI), pois as propriedades fisico-quimicas dos compostos-alvo sdo diferentes. Os
pardmetros MS foram estabelecidos da seguinte forma: temperatura de dessolvatacdo de 500
°C; temperatura do bloco fonte ESI de 150 °C; tenséo capilar para Pl e NI de 3 kV e 2,5 kV,
respectivamente; fluxo de gas de nitrogénio de 20 L h; fluxo de nitrogénio gasoso de
dessolvatacio de 750 L h'*; e gas de colisdo de argonio de 3x10° mbar. As analises quantitativas
foram realizadas em modo de monitoracgdo de reagdo multipla (MRM), em que duas transicdes

entre o ion precursor e o0 ion de fragmento mais abundante, foram monitoradas para cada analito.
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O MRM 1 foi usado para quantificagdo, enquanto MRM 2 foi usado para fins de confirmacéo
(CAMPANHA et al., 2015).

Para determinacdo do LAS do reator EGSB em HPLC, foi utilizado padréo (Sigma-
Aldrich, CAS 25115-30-0) de alto grau de pureza (99%). Tal composto contém quatro
homdlogos com 10 — 13 atomos de carbono na cadeia alquilica. O HPLC foi constituido de
sistema Shimadzu (SCL10AVP, LC-10ADVP, CTO-10AXL) equipado com bomba LC-
10ADVP, vélvula FCV-10ALVP, detectores de fluorescéncia (RF-10 AXL), UV (SPD-M10
AVP), controlador SCL-10AVP e coluna C-8 de fase reversa (Supelco) a uma temperatura de
35°C (DUARTE et al., 2006). A fase movel inicial consistiu em 90% do solvente A (metanol)
e 10% do solvente B (0,075 mol L de NaClO4 em agua ultra pura). Ap6s 25 minutos, diminuiu-
se a concentracdo do solvente A para 20% usando o gradiente de eluicdo. O fluxo foi mantido
em 0,5 mL min e o efluente da coluna foi monitorado por deteccdo de fluorescéncia com 225
nm para excitacdo e 290 nm para emissdo (DUARTE et al., 2006).

A andlise de acidos organicos volateis (AOV) dos reatores em bateladas e reator EGSB
foi realizada por HPLC para quantificacdo dos acidos acetico, butirico, caprdico, citrico,
férmico, isobutirico, isovalérico, latico, malico, propiénico, succinico e valérico. O HPLC foi
equipado com: sistema SHIMADZU® HPLC, bomba LC-10ADVP, amostrador automatico
SIL-20A HT, forno CT-20A, dois detectores conectados em série, sendo um ultravioleta (UV)
com arranjo de diodos SDP-M10 AVPmodel e outro RID -10A para indice de refracdo, e
controlador SCL-10AVP. A coluna cromatografica utilizada foi a AMINEX® HPX-87H (300
mm x 7,8 mm da BioRad) e o software utilizado foi o Class-VP (SHIMADZU®) para anélise
dos resultados (PENTEADO et al., 2013).

A producédo de metano dos reatores em bateladas foi monitorada por Cromatdgrafo em
Fase Gasosa (GC) 2010 (Shimadzu, Japdo), equipado com detector de condutividade térmica e
coluna Carboxen 1010 PLOT (30 m x 0,53 mm). O géas de arraste empregado foi argénio (12
mL mint), temperatura do injetor de 220 °C, temperatura da coluna de 130 °C, temperatura do
detector de 230 °C e volume de amostra de 500 pL.

As analises fisico-quimicas e cromatograficas realizadas para os reatores em batelada e
reator EGSB em escala aumentada, bem como suas frequéncias, estdo apresentadas na Tabela
4.7. As amostras para analise de DCF, IBU, PRO e TCS foram armazenadas a 4°C e analisadas
em até 15 dias. Para determinacdo de de AOV e LAS, as amostras foram congeladas a -4°C e
também analisadas em até 15 dias.
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Tabela 4.7 - Frequéncia e método das analises fisico-quimicas e cromatograficas realizadas

para os reatores em bateladas e reator EGSB em escala aumentada.

Reator

Analises

Frequéncia

Meétodo

Diclofenaco *
Ibuprofeno *
Propranolol *
Triclosan *

Bateladas pH*

Afluente e efluente
Afluente e efluente
Afluente e efluente
Afluente e efluente
Afluente e efluente

Campanha et al., (2015)
Campanha et al., (2015)
Campanha et al., (2015)
Campanha et al., (2015)
APHA et al., (2005)

DQO ¢ Afluente e efluente APHA et al., (2005)
Alcalinidade * Afluente e efluente Ripley et al., (1986)
AQOV'! Afluente e efluente Penteado et al., (2013)
Metano 2 a 3 vezes por dia -
Diclofenaco 3vezes por semana  Campanha et al., (2015)
Ibuprofeno 3 vezes por semana  Campanha et al., (2015)
Propranolol 3vezes por semana  Campanha et al., (2015)
Triclosan 3 vezes por semana  Campanha et al., (2015)
EGSB LAS 3 vezes por semana Duarte et al., (2006)
Sélidos 2 vezes por semana APHA et al., (2005)
pH 4 vezes por semana APHA et al., (2005)
DQO 4 vezes por semana APHA et al., (2005)
Alcalinidade 4 vezes por semana Ripley et al., (1986)
AQV 3 vezes por semana Penteado et al., (2013)

L analises realizadas ao inicio e ao fim das bateladas (efluente e afluente); AOV: &cidos orgénicos volateis.

4.7. Balan¢o de massa

Para o balanco de massa realizou-se extracdo dos micropoluentes emergentes
adsorvidos no lodo de indculo, nos lodos ao final dos ensaios dos reatores em bateladas e no
lodo do reator EGSB ao final de casa fase de operacéo. Para a extracdo de DCF, IBU, PRO e
TCS utilizou-se a metodologia descrita por Gago-Ferrero et al., (2015) e para o LAS, a descrita
por Duarte et al., (2006).

Para os reatores em bateladas, o balanco de massas foi realizado de acordo com as
Equacdes 1 e 2:

Xrem = Xaflu = Xeflu (1)

Xdeg = Xaflu — (Xeﬂu + Xads) (2)

Sendo: X = massa do micropoluente de interesse; Xrem = massa do micropoluente de
interesse removido por processos bioldgicos e fisicos; Xafuw = massa do micropoluente de

interesse no afluente; Xeny = massa do micropoluente de interesse no efluente; Xbiodeg = massa
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do micropoluente de interesse removido por processos bioldgicos; Xass = massa do

micropoluente de interesse adsorvido no lodo.

Para o calculo da massa dos micropoluentes emergentes que entrou no reator EGSB e

que foi recuperada no efluente, utilizou-se a Equacéo 3:
Massa de Xefiefy = [X].Q.T (3)

Sendo: Massa de Xfiefly = massa do composto de interesse acumulado no afluente/efluente;
[X] = concentracdo do composto de interesse; Q = vazdo afluente/efluente (L h') ao reator
EGSB; T = tempo de operacéo (h) do reator EGSB.

Para o célculo da massa dos micropoluentes emergentes adsorvidos no lodo do reator
EGSB, foi utilizada a Equacao 4:

Xadsegss = o.3.V (4)

Sendo: Xadseese = massa do composto de interesse adsorvida no lodo do reator EGSB ao
final de cada de operacdo; o = média da concentracdo do composto de interesse (mg gST ou
ug gST?) extraida do lodo do EGSB ao final de cada de operacéo; B = sélidos totais do lodo do
reator EGSB (g L) ao final de cada de fase de operacéo; V = volume do reator EGSB (L).

4.8. Analise granulométrica

A analise de granulometria do indculo e do lodo do reator EGSB ao final de cada fase
de operagcdo foi realizada por meio de microscépio Olympus BHZT com camera acoplada para
captura de imagem (Figura 4.9). O tratamento de imagens, contagem e medi¢do do diametro

médio dos granulos foram feitos conforme a metodologia de Alves et al., (2018).
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Figura 4.9 - Granulometria do lodo de indculo e dos lodos do reator EGSB ao final de cada

fase de operacéo.

Fonte: Autora.
4.9. Caracterizacao taxonémica

A extragao de DNA foi realizada com FastDNA™ SPIN Kit for Soil DNA Extraction
(MP Biomedicals). Os iniciadores usados para o0 gene RNAr 16S foram 341F/806R (regido
V3V4) para o Dominio Bacteria e U519F/806R (regido VV4) para o Dominio Archaea. A analise
de sequéncias foi realizada via software Uparse (Uparse v7.0.1001, http://drive5.com/uparse/)
(EDGAR, 2013). Sequéncias com similaridade >97% foram atribuidas as mesmas unidades
taxonémicas operacionais (OTU). A sequéncia representativa para cada OTU foi rastreada para
anotacbes adicionais. Para cada sequéncia representativa, 0 Banco de Dados GreenGene
(http://greengenes.lbl.gov/cgi-bin/nph-index.cgi) (DESANTIS et al., 2006) foi utilizado com
base no classificador RDP3 classifier (Version 2.2, http://sourceforge.net/projects/rdp-
classifier/) (WANG et al., 2007) para anotar informacdes taxondmicas.

Para estudar a relacéo taxonémica de diferentes OTU em diferentes amostras (grupos),
foi realizado o alinhamento de mdaltiplas sequéncias usando o software MUSCLE software
(Version 3.8.31, http://www.drive5.com/muscle/) (EDGAR, 2013). Todos esses indices foram

calculados com QIIME (versdo 1.7.0) e exibidos com o software R (versdo 2.15.3).

Os dados brutos das sequéncias foram depositados no  GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/PRINA387459), com nimero de acesso descritos na Tabela
4.8.

Informac6es adicionais da analise de biologia molecular estdo descritas no Anexo.
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Tabela 4.8 - Nimero de acesso dos dados de sequenciamento depositados no GenBank.

Reator Ntmero de Nome da amostra Tax ID BioProject
acesso

SRX7570849 dicloethanol_1

DE SRR10902676 dicloethanol 1 1.fg SAMN13852376
SRX7570850 _ibuethanol 2
B SRR10002675 ibuethanol 2 1.4q >/ MN13852377
SRX9029214  PRO40 Arch_1
oy  SRRI2S39532  Arch_Lfastg
SRX9029215  PROA0 Bact 1
SRR12539531  Bact 1.fastq
SRX9029216 TCSethanol Arch_2 SAMN15900611
SRR12539530 | coethanol
e Arch 2 fastq PRINA670216
SRX9029217 TCSethanol Bact_2
TCSethanol
SRRI2539520 g Y
EGSB  SRX9345530 E36B_CG1
Fase| SRX9345531  E36A CG1 - \MN16486497
EGSB _ SRX9345532 E20B_CG2
Fase Il SRX9345533  E20A cc2 >/ \MN16486497
EGSB  SRX9345534  E20EB.CG3
Fase SAMN16486497

n SRX9345535 E20EA_CG3

Links: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/PRINA387459
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/study/?acc=PRINA659759
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/PRINA670216

4.10. Andlises estatisticas e ajuste ao modelo de Gompertz

Para o reator EGSB, utilizou-se teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis para determinar
diferencas significativas entre mais de dois conjuntos de dados. Para dois conjuntos de dados,
o teste de Mann-Whitney foi utilizado. A hipétese nula (HO) de medianas iguais dos testes foi
descartada quando p-valor < 0,05. O intervalo de confianca utilizado foi de 95% para todos 0s
testes estatisticos. Todas as andlises estatisticas foram realizadas via software PAST
(HAMMER; HARPER; RYAN, 2001).

Buscando-se identificar os valores do potencial metanogénico (P), velocidade maxima de
producdo de metano (Rm) e tempo para iniciar a produgdo de metano (L), associados a cada
condicdo empregada aos reatores em bateladas, procurou-se ajustar aos pontos experimentais a
funcdo modificada de Gompertz (ZWIETERING et al., 1990), utilizando o software OriginPro
8.0®. Foram realizadas acima de 100 interacGes para convergir os dados usando o modelo
matematico supracitado. Os equacionamentos empregados para o calculo dos valores de cada

variavel resposta referentes a producdo de metano estdo apresentados na Tabela 4.9.
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Tabela 4.9 - Equacionamentos empregados para os calculos das varidveis respostas utilizadas para avaliacdo dos ensaios em reatores em

bateladas.
Variavel resposta Unidade Equacionamento Parémetros do célculo
Potencial metanogénico (P) HmMoICH4
H = producéo acumulada de
. . « Rm.e metano (pumol)
Velocidade méaxima de producéo ) = — — (A=
de metano (le)O ; umolCHs mL™ H=r eXp{ exp l p A=+ 1J} t = tempo (horas)

e = numero de Euler (2,71828)

Tempo para iniciar a producédo de horas

metano (A)

Rendimento de CH4 (YC)

umolCHs mgDQOrem™

Yc

VC

~ (DQOaflu — DQOeflu).VR

VC = volume de CH4 (umol)

VR = volume reacionaldo (ml)
DQOaflu = concentracdo de DQO
afluente ao reator (mg L™?)
DQOeflu = concentracdo de DQO
efluente do reator (mg L)
DQOrem = DQO removida (mg)

DQO: demanda quimica de oxigénio.
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5. Resultados e Discussao

5.1. Reatores em bateladas
5.1.1. Caracterizacdo do esgoto sanitario afluente a ETE de Séo Carlos-SP

Na amostra composta de esgoto sanitario utilizado para alimentacdo dos reatores em
bateladas foram observadas concentracdes maximas de 5,86 ug L, 0,36 ug L%, 0,85 pug Lt e
0,65 pg L™ para IBU, DCF, PRO e TCS, respectivamente (Tabela 5.1). De forma geral, notou-
se maior concentracéo de IBU (5,10+0,80 ug L), seguido de PRO (0,82+0,03 pg L), TCS
(0,51+0,15 pg L) e DCF (0,30+0,06 pg L) (Tabela 5.1).

Tabela 5.1 - Concentracdo dos micropoluentes emergentes na amostra composta de

esgoto sanitario afluente a ETE de Sao Carlos-SP.

Composto Concentracdo (ug L) Média (ug L)

4,25

Ibuprofeno 5,86 5,10+0,80
5,17
0,25

Diclofenaco 0,36 0,30+0,06
0,27
0,80

Propranolol 0,81 0,82+0,03
0,85
0,35

Triclosan 0,65 0,51+0,15
0,53

Em esgoto sanitario de outros paises, também foi reportado maiores concentragGes para
IBU (0,01 — 10.456 ug L1), em comparagdo a DCF (0,01 - 338 pug L), PRO (12 - 1.962 ug L
1Ye TCS (0,1-239 pug L) (STAMATIS et al., 2010; GRACIA-LOR et al., 2012; VERLICCHI
et al., 2012; VILLAR-NAVARRO et al., 2018). Isso porque, o IBU é um analgesico popular
de facil acesso, sendo o principio ativo de diversos tipos de medicamentos que podem ser
comercializados sem receita médica (LUO et al., 2014; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2019). Na jusante do rio Monjolinho, onde ha descarga de esgoto néo tratado e do efluente da
ETE de Séo Carlos-SP, Campanha et al., (2015) também observaram maior concentracao para
IBU (0,22 pg L), seguido de TCS (0,10 pg L), PRO (0,02 ug L) e DCF (0,01 pg L.
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A legislacdo em vigor no Brasil € a portaria do Ministério da Saide n°2914/11 (padrdes
de potabilidade da &gua), a resolucdo Conama 357/05 (padrdes de classificacdo de corpos de
agua) e a resolucdo Conama 430/11 (lancamento de efluentes). Tais legislacfes ndo dispdem
de valores limites para residuos de farmacos, mas para metais, solventes, agrotoxicos, pesticidas
e contaminantes microbioldgicos. Entretanto, em 2018, o Setor de Andlises Toxicoldgicas da
CETESB iniciou 0 monitoramento de alguns micropoluentes emergentes, tais como farmacos
anti-inflamatorios, em aguas superficiais do Estado de Sdo Paulo, para a regulamentacdo de
limites maximos desses compostos (CETESB, 2018). Alguns 6rgdos regulatérios
internacionais, como Unido Europeia (EU), Agéncia de Protecdo Ambiental do Norte da
América (USEPA), Organizacdo Mundial de Saiude (WHO) e Programa Internacional de
Seguranca Quimica (IPSC), estdo publicando emendas para que se conheca o potencial de
atividade enddcrina de um produto quimico antes de ser descarregado no ambiente. Entretanto,
a legislacédo de tais 6rgdos internacionais também ndo estabelece limites de concentracdo para
residuos farmacolégicos em corpos de dgua, somente para solventes, agrotoxicos, pesticidas,
metais e materiais radioativos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019). Apenas para
DCF, a Comunidade Europeia disp6s sobre o valor médio anual de EQS (evaluation of quality
standards) para avaliagdo do padrio de qualidade da 4gua, sendo de 0,1ug L™ e 0,01ug L para
aguas doce e marinha, respectivamente (EUROPEAN COMMISION, 2012; LONAPPAN et
al., 2016).

5.1.2. Potencial metanogénico e remocao de diclofenaco e ibuprofeno

Na auséncia de cossubstrato, foi observado aumento do potencial metanogénico conforme
0 aumento das concentra¢c6es de DCF e IBU (Figura 5.1). O valor de P do Controle foi de 8555
pumol, enquanto em D4 e 14 foi de 6.943£121 umol e 6.145£101 pumol, respectivamente.
Empregando os cossubstratos, o potencial metanogénico foi ainda maior (Tabela 5.2). Maiores
valores de P foram obtidos para etanol (DE: 11.530+£368 umol; IE: 10.583+£512 pmol), seguido
de metanol:etanol (DM: 9.897+£212 umol; IM: 8.141+191 umol) e fumarato (DF: 9.379+259
pumol; IF: 6.947+66.20 pmol).
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Figura 5.1 - Producédo de metano dos reatores em bateladas contendo diclofenaco (A) e

ibuprofeno (B).
A « DI D3 « DF »DE
« D2 +D4 <« DM » Controle
—— Curva de Gompertz
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Fonte: Autora.

Controle: esgoto sanitario; D1: 7,11 0,02 mgDCF L; D2: 13,60+0,03 mgDCF L'*; D3: 26,21+0,04 mgDCF
L; D4: 43,10+0,01 mgDCF L*%; DF: 44,13+0,02 mgDCF L + Fumarato*; DE: 43,20+0,01 mgDCF L* +
Etanol*; DM: 44,41+0,05 mgDCF L + Metanol:Etanol*; 11: 6,11+0,01 mgIBU L*; 12: 11,20+0,01 mgIiBU
L% 13: 26,02+0,05 mglBU L% 14: 43,12+0,03 mgIBU L% IF: 42,44+0,02 mgIBU L + Fumarato*; IE:
43,42+0,03 mgIBU L™ + Etanol*; IM: 42,61+0,05 mgIBU L* + Metanol:Etanol*; *200 mgDQO L*; DQO:
demanda quimica de oxigénio.
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Tabela 5.2 - Parametros de Gompertz de potencial metanogénico para os reatores com
diclofenaco e ibuprofeno.

P (umol) A (h) Rm (umol h?) R?

Controle 855+5 6+1 20+3 99
Diclofenaco

D1 1.948+29 18+2 16+1 99

D2 4.559+32 2743 23+1 99

D3 3.025+81 366 9+1 98

D4 (Controle) 6.943+121 118+4 20+1 99

DF (fumarato*) 9.379£259 90+5 32+4 97

DE (etanol*) 11.530+368 5244 43+1 98

DM (metanol:etanol*) 9.897+212 66+8 38+2 99
Ibuprofeno

11 1.915+35 20+4 14+1 98

12 4.753186 4945 152 99

13 5.774+97 60+13 13+1 99

14 (Controle) 6.145+101 75%2 17+1 99

IF (fumarato*) 6.947+66 58+4 31+2 99

IE (etanol*) 10.583+512 36+4 43+1 96

IM (metanol:etanol*) 8.141+191 55+2 35+2 99

P: potencial metanogénico; A: tempo para iniciar a producdo de biogés; Rm: velocidade maxima de producéo de
metano; Controle: esgoto sanitario; D1: 7,11 #0,02 mgDCF L*; D2: 13,60+0,03 mgDCF L; D3: 26,21+0,04
mgDCF L%; D4: 43,10+0,01 mgDCF L; DF: 44,13+0,02 mgDCF L™ + Fumarato*; DE: 43,20+0,01 mgDCF L
! + Etanol*; DM: 44,41+0,05 mgDCF L + Metanol:Etanol*; 11: 6,11+0,01 mgIBU L; 12: 11,20+0,01 mgIBU
L% 13: 26,02+0,05 mgIBU L*; 14: 43,12+0,03 mglBU L% IF: 42,44+0,02 mgiBU L' + Fumarato*; IE:
43,42+0,03 mgIBU L + Etanol*; IM: 42,61+0,05 mgIBU L + Metanol:Etanol*; *200 mgDQO L*; DQO:

demanda quimica de oxigénio.

Faberova et al. (2019) também observaram maior produgdo de biogas para maiores
concentragdes de DCF e IBU (500 pg L), quando comparada a menores concentragdes (10 pg
L) em reator anaerdbio (1 gST L™). Em contraste, para 100 mg L™ de DCF, Symsaris et al.,
(2015) relataram diminuicao da produgéo de metano (7%-38%), em lodo oriundo de ETE (4,56-
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11,68 gSTV L) alimentado com acetato. Além disso, segundo os autores, inibicdo completa
da metanogénese foi observada para 3.000 mgDCF L. Destaca-se, portanto, que neste estudo,
o aumento da concentragdo de DCF e IBU em 43,10+0,01 mg L* e 43,12+0,03 mg L*,

respectivamente, ndo inibiu a producdo de metano.

Nos ensaios contendo cossubstratos verificou-se maior potencial metanogénico devido a
maior concentracdo de matéria organica inicial, que ocorreu devido ao acréscimo de 200
mgDQO L dos cossubstratos. Além disso, a codigestdo de diferentes compostos organicos em
esgoto sanitario (GRANATTO et al., 2019) com substratos sintéticos, pode resultar em efeitos

sinérgicos e aumentar a producdo de biogas (ESPOSITO et al. 2012).

Geralmente, cerca de 70% do metano é formado a partir de acetato, enquanto o restante é
formado a partir de H2/CO2 (STAMS et al., 2012). Na rota do etanol, ha maior formacéo de
acetato em comparacao a metanol e fumarato (Tabela 5.3), 0 que justifica 0 maior P na presenca
de etanol. De fato, notou-se maiores concentracfes de acido acético nos reatores aos quais

foram adicionados etanol e metanol:etanol (Figura 5.2).



Tabela 5.3 - Reagdes envolvidas no processo sintrofico de formagéo de metano.

87

Reacoes Fonte

Fumarato

(A) Fumarato + H,O - Malato
Malato - oxaloacetato + 2 H*
Oxaloacetato - piruvato + CO> Stams, (1994)
Piruvato - acetato + CO2 + 2 H*

(B) 3 Fumarato + propionato - acetato + 3 succinato

Etanol
Etanol + H,O - acetato+ H" + 2 H» Stams, (1994)

Metanol
(A) Metanol + 2H" + 2e > H,0 + CHg4

(B) 4 Metanol + 2 HCO3 = 3 acetato + H* + 4 H,0 Florencio; Field; Lettinga,

(C) 10 Metanol + 2 HCO3™ = 3 butirato + H" + 10 H.0 (1995)
Acidos graxos: propionato, butirato, formato e acetato

(A) Propionato™+ 3 H20 - acetato” + HCO3 + H* + 3 H»

(B) Propionato”+ 2 HCO3™ - acetato” + H" + 3 formate Stams et al
(C) Butirato™ + 2 H,0 > 2 acetato” + H* + 2 H» (2012) ;

(D) Butirato” + 2 HCO3™ - 2 acetato + H" + 2 formato™ + 3 H.0
(E) 4 Formato™ + H" - 3HCO3 + 2 H20 + CH4
(D) Acetato” + 4 Ho.O > 2 HCO3 + H" + 4 H»

Stams, (1994)

Compostos aromaticos
(A) 3 clorobenzoato ~ + Hz = benzoato” + H* + CI
Benzoato™ + 7 H,O - 3 acetato + HCO3z" + 3H" + 3 H»
(B) Hidroxibenzoato™ + 6 H,O = 3 acetato + HCOz" + 3 H* +2 H,
(C) Fenol + 5 H,0O > 3 acetato + 3H" + 2 H»

Stams, (1994)

Hidrogénio e carbonato
(A) 4 Ho+ 2 HCO3 + H" - acetato” + 4 H,0

(B) 4 Hp + HCOs + H* > 3 Ho0 + CHy Stams, (1994)

Clivagem de acetato

(A) Acetato” + H.O - HCOs + CHas

(B) Acetato + ATP - acetil-fosfato + ADP

(C) Acetil-fosfato + HS-CoA - acetil-CoA + P;

(D) Acetato + 2 ATP + HS-CoA - acetil-CoA + 2 ADP + 2P;

Stams, (1994)
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Figura 5.2 - Acidos organicos volateis no esgoto sanitario inicial de todos os ensaios (ES) e ao
final dos ensaios de reatores em bateladas Controle, diclofenaco (A) e ibuprofeno (B).
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Fonte: Autora.

Controle: esgoto sanitario; D1: 7,11 0,02 mgDCF L; D2: 13,60+0,03 mgDCF L'*; D3: 26,21+0,04 mgDCF
L; D4: 43,10+0,01 mgDCF L*!; DF: 44,13+0,02 mgDCF L + Fumarato*; DE: 43,20+0,01 mgDCF L* +
Etanol*; DM: 44,41+0,05 mgDCF L + Metanol:Etanol*; 11: 6,11+0,01 mgIBU L*; 12: 11,20+0,01 mgIBU
L% 13: 26,02+0,05 mgIBU L7; 14: 43,12+0,03 mgIBU L; IF: 42,44+0,02 mgIBU L* + Fumarato*; IE:
43,42+0,03 mglBU L™ + Etanol*; IM: 42,61+0,05 mgIBU L* + Metanol:Etanol*; *200 mgDQO L.

Na auséncia de cossubstratos, maior tempo para iniciar a produgdo de metano (A) foi
observada conforme o aumento das concentracGes dos farmacos (Tabela 5.2). Entretanto,

observou-se valores similares de velocidade maxima de producdo de metano (Rm) entre a
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condigé@o Controle e os ensaios contendo maiores concentracfes de DCF (D4) e IBU (14). As
Rm do Controle, D4 e 14 foram de 20+3 pmol h?, 20+1 pmol h?! e 17+1 pmol h?,
respectivamente. O aumento da concentracdo de substratos complexos, como tais farmacos,
implica em maior tempo para adaptacdo da biomassa (ESPOSITO et al. 2012). Isto demonstra
adaptacao dos microrganismos a presenga dos farmacos, que ap6s desenvolvimento de funcGes
metabolicas (maiores A), houve mineralizacdo da matéria organica a metano, resultando em

valores similares de velocidade maxima de producao de metano (Rm).

Dentre todos os ensaios, notou-se maiores Rm na presenga dos cossubstratos, ou seja, a
producdo de metano foi mais rapida (Tabela 5.2). Maior valor de Rm foi observado empregando
etanol (DE: 43+1 umol h; IE: 43+1 pmol h't), seguido de metanol:etanol (DM: 38+2 umol h-
1 IM: 35+2 pmol ht) e fumarato (DF: 32+4 pmol ht; IF: 31+2 pmol ht). O menor valor de
Rm na presenga de fumarato ocorreu devido ao maior valor de A nesses ensaios (DF: 90£5h; IF:
58+4h), sendo necessario maior tempo para conversdo metabolica e geracdo de subprodutos
para as arqueias produzirem metano. A partir do fumarato tem-se duas possiveis rotas de
formacdo de acetato, sendo via malato ou propionato (STAMS, 1994) (Tabela 5.3), 0 que
justifica 0 maior P nos ensaios contendo fumarato em relagdo a auséncia de cossubstrato.
Todavia, o fumarato deve passar por diferentes metabdlicas, tornando esse processo mais lento

em comparacao as rotas de etanol e metanol (Tabela 5.3).

Menor tempo para iniciar a producdo de metano foi observado na presenca de etanol (DE:
52+4h; IE: 36+4h), seguido de metanol:etanol (DM: 66+8h; IM: 55+2h). Tais alcoois, podem
fornecer acetato prontamente para arqueias metanogénicas acetoclasticas (Tabela 5.3). Além
disso, metanol pode ser usado diretamente por Methanosarcina, que sdo uma das principais
produtoras de metano em consorcio anaerobio (GUO et al., 2015), o que justifica 0 menor A e

maior Rm observados na presenca de etanol e metanol:etanol.

A remocédo de matéria orgénica foi acima de 88% para todas as condi¢fes (Figura 5.4), e 0
aumento da concentracdo dos farmacos néo prejudicou o consumo de matéria organica. Dentre
todas as condicdes, maior eficiéncia de remoc¢do de materia organica foi obtida empregando
etanol, seguido de metanol:etanol e fumarato (Tabela 5.4). Portanto, a maior concentragao de
matéria organica promovida pelos cossubstratos ndo interferiu na eficiéncia da remocéao; em
vez disso 0 uso dos cossubstratos proporcionou fonte de carbono degradavel via
cometabolismo, resultando em maior eficiéncia de remogdo de matéria organica, maior

mineraliza¢do e maior produgéo de metano.
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Figura 5.3 - Concentrac&o inicial e eficiéncia de remocdo da matéria organica dos ensaios
contendo diclofenaco (A) e ibuprofeno (B).

A 6000 4 4 e o 100

|
e
e
e

%

®DQO micial e Remocao

M DQO inicial e Remocédo

Fonte: Autora.

Controle: esgoto sanitario; D1: 7,11 +0,02 mgDCF L; D2: 13,60+0,03 mgDCF L; D3: 26,21+0,04 mgDCF L
- D4: 43,10+0,01 mgDCF L*; DF: 44,13+0,02 mgDCF L + Fumarato*; DE: 43,20+0,01 mgDCF L + Etanol*;
DM: 44,41+0,05 mgDCF L + Metanol:Etanol*; 11: 6,11+0,01 mgIBU L; 12: 11,20+0,01 mgIBU L%; 13:
26,02+0,05 mgIBU L%; 14: 43,12+0,03 mgIBU L*; IF: 42,44+0,02 mglBU L + Fumarato*; IE: 43,42+0,03
mgIBU L™ + Etanol*; IM: 42,61+0,05 mgIBU L + Metanol:Etanol*; *200 mgDQO L; DQO: demanda quimica

de oxigénio.
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Tabela 5.4 - Eficiéncia da remocdo de matéria organica dos ensaios com diclofenaco e

ibuprofeno.
DQO! (mg LY Remocéo (%)
Controle 563+25 95+1
Diclofenaco
Sem cossubstrato
D1 1.542+30 94+3
D2 2.309£112 97+2
D3 3.399+89 99+5
D4 5.263£25 88+2
Com cossubstrato
DF (fumarato) 5.463+43 89+1
DE (etanol) 5.463+71 99+1
DM (metanol:etanol) 5.463+46 97+1
Ibuprofeno
Sem cossubstrato
11 1.477%40 98+2
12 2.309+12 97+2
13 3.903+75 95+2
14 6.2931£96 89+1
Com cossubstrato
IF (fumarato) 6.436+83 9242
IE (etanol) 6.436x74 99+1
IM (metanol:etanol) 6.436+57 96+1

1 DQO: demanada quimica de oxigénio medida no meio; Controle: esgoto sanitario; D1: 7,11 £0,02 mgDCF L-
1-D2: 13,60+0,03 mgDCF L%; D3: 26,21+0,04 mgDCF L1; D4: 43,10+0,01 mgDCF L*%; DF: 44,13+0,02 mgDCF
L' + Fumarato*; DE: 43,20+0,01 mgDCF L + Etanol*; DM: 44,41+0,05 mgDCF L + Metanol:Etanol*; 11:
6,11+0,01 mglBU L*; 12: 11,20+0,01 mglBU L™; 13: 26,02+0,05 mgIBU L 14: 43,12+0,03 mgIBU L%; IF:
42,44+0,02 mglBU L + Fumarato*; IE: 43,42+0,03 mglBU L + Etanol*; IM: 42,61+0,05 mglBU L +
Metanol:Etanol*; *200 mgDQO L.

Dentre todos os ensaios, maior rendimento da producéo de metano foi observado para a
condicéo etanol, seguido de metanol:etanol e fumarato (Figura 5.4). O menor rendimento de
metano na condi¢do com metanol:etanol em comparacdo ao etanol, pode ser atribuido as
conversdes anaerobias de metanol, que envolvem producéo direta a metano ou conversao em

acetato ou butirato (Tabela 5.3).

Para a condicdo com etanol obteve-se maior rendimento e produgdo de metano no ensaio
com DCF (DE: 9,66 umolCHs mg*DQOremovida € 11530+368 pmolCH4) em comparagio ao
IBU (IE: 6,01 umolCHs mg'DQOremovida € 10583512 umolCHa). Este fato pode estar
relacionado a estrutura molecular dos farmacos. O DCF é derivado do acido benzenoacético,
que consiste em &cido fenilacético com um grupo (2,6-diclorofenil) amino na posi¢do 2. A
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formacdo de acetato a partir de DCF pode ter ocorrido por via cometabdlica analoga a f3-
oxidacdo de clorobenzoato e benzoato (Tabela 5.3). A degradacdo pode prosseguir via
derivados de CoA.

O IBU, por outro lado, é derivado do &cido propiénico, sendo um acido monocarboxilico,
no qual um dos hidrogénios na posi¢do 2 é substituido por um grupo 4-(2-metilpropil) fenil. A
oxidacdo completa de &cido propiénico pode representar 20-43% da formacao total de metano
(STAMS et al., 2012). Isso porque, para que a conversao de acido propiénico em acético ocorra,
é necessario relagbes sintroficas de protocooperacdo entre populacGes acetogénicas e
metanogénicas hidrogenotréficas (STAMS et al., 2012). Tais possibilidades cometabdlicas
pode ter contribuido para que a proporcdo de producdo de metano via metanogénese
acetoclastica na presenca de DCF tenha sido maior em comparagdo ao IBU. A metanogénese
acetoclastica tem maior contribuicdo para producdo do metano que a via hidrogenotréfica
(STAMS et al., 2012). Desta forma, devido a estrutura quimica dos farmacos, obteve-se maior

rendimento de metano com DCF.
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Figura 5.4 - Rendimento de metano dos ensaios contendo diclofenaco (A) e ibuprofeno (B) na
auséncia de cossubstrato (D4 e 14) e presenca de fumarato (DF e IF), etanol (DE e IE) e
metanol:etanol (DM e IM).

A
DM (metanol-etanol)

DE (etanol)
DF (fumarato)
D4 (controle)

0 2 4 6 8 10 12

Rendimento de metano
(umolCH,; mgDQO removida)

IM (metanol:etanol)
IE (etanol)

IF (fumarato)

[4 (controle)

4 6 8 10 12

Rendimento de metano
(umolCH; mgDQO removida)

=
[

Fonte: Autora.

D4: 43,10+0,01 mgDCF L; DF: 44,13+0,02 mgDCF L + Fumarato*; DE: 43,20+0,01 mgDCF L +
Etanol*; DM: 44,41+0,05 mgDCF L + Metanol:Etanol*; 14: 43,12+0,03 mgIBU L; IF: 42,44+0,02 mgIlBU
L + Fumarato*; IE: 43,42+0,03 mgIBU L + Etanol*; IM: 42,61+0,05 mgIBU L + Metanol:Etanol*; *200
mgDQO L*; DQO: demanda quimica de oxigénio.

O pH inicial e final de todas as séries experimentais foram proximos a neutralidade
(Tabela 5.6) e a adsor¢éo de DCF e IBU, para todas as condicdes, foi abaixo de 2% (Tabela
5.5). A repulsdo eletrostatica entre a superficie de lodo em pH neutro (que possui carga
negativa) e moléculas de farmacos de hidrofobicidade moderada, esta relacionada a baixa
adsorcdo de DCF e IBU (JOSS et al. 2005; STEVENS-GARMON et al. 2011; ESTEVEZ et al.,
2014; JIA et al. 2020). Jia et al., (2020), por exemplo, observaram adsorc¢do de 1BU inferior a
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10% para 100-1000 pg L em reator UASB. Portanto, neste estudo, observa-se que a adsorgao
ndo foi a principal via de remog&o dos farmacos. Entretanto, notou-se maior adsorcdo de DCF
em comparacdo ao IBU (Tabela 5.5). Isso ocorreu porque o coeficiente de particdo octanol-
agua (Log Kow) do DCF (4,02) € maior que do IBU (3,79), e quanto maior o Log Kow de uma
substancia, maior € sua tendéncia de acumulacdo em lodo (BARESEL et al., 2015).

Menor remocdo e degradacdo de DCF e IBU foi observado na auséncia de cossubstratos
ou na presenca de fumarato (Tabela 5.5). Entretanto, notou-se aumento da remocdo e
degradacdo de DCF e IBU conforme o aumento de suas concentragfes na auséncia de
cossubstratos (Tabela 5.5). Em relacdo a remocdo de DCF, verificou-se aumento de
11,01+0,50% para 17,23+0,91% em D1 e D4, respectivamente. Todavia, para o IBU observou-
se aumento da remocéo de 3,01+0,11%, para 12,60+1,50% em I1 e 14, respectivamente. Na
condicdo com etanol obteve-se ainda maior degradacéo, sendo de 27,15+0,30% e 18,52+0,23%
para DCF e IBU, respectivamente; seguido de metanol:etanol, que foi de 24,72+0,83% e
15,12+0,22%, respectivamente. Para todas as condicdes, foi observado menor remocéo de IBU

(abaixo de 19%) em comparacdo ao DCF (acima de 28%).

Tabela 5.5 - Remocdo, adsor¢éo e degradacgéo de diclofenaco e ibuprofeno em reatores em

batelada.
Concentracéo inicial Remocéao Adsorcdo Degradacao
(mg L) (%) (%) (%)
Diclofenaco
D1 7,11+0,02 11,01+0,50 1,03+0,05 10,06+0,07
D2 13,60+0,03 7,22+0,31 1,56+1,23 5,59+1,07
D3 26,21+0,04 4,11+0,52 0,98+0,03 3,23+0,45
D4 43,10+0,01 17,23+0,91 1,58+0,06  15,72+0,12
DF (fumarato¥®) 44.13+0,02 10,70+1,11 1,86+0,11 8,92+0,45
DE (etanol*) 43,20+0,01 28,24+1,10 1,06+0,31  27,15+0,30
DM | 44.4140,05 26 11+1.40 1,23+0,32  24,72+0,83
(metanol:etanol*)
Ibuprofeno

11 6,11+0,01 3,01+0,11 0,58+0,02 2,40+0,02
12 11,2040,01 0,13+0,30  008+0,02  0,05£0,01
13 26,02+0,05 0,52+0,42 0,11+0,01 0,40+0,02
14 43,12+0,03 12,60+1,50 0,32+0,51  12,20+1,23
IF (fumarato*) 42,44+0,02 4,71+1,11 0,23+0,45 4,46+0,52
IE (etanol*) 43,42+0,03 18,72+1,60 0,13+0,21  18,52+0,23
IM 42,6140,05 15.3240.31 0,19+0,36  15,12+0,22

(metanol:etanol*)

*200 mgDQO L%; DQO: demanda quimica de oxigénio.
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Tabela 5.6 - pH, alcalinidade total e &cidos orgéanicos volateis totais (AOV) dos ensaios em

reatores em batelada com diclofenaco e ibuprofeno.

Alcalinidade total

pH AOV (mgHAC L%
(mg CaCOsz L)
inicial final inicial final inicial final
Controle  6,71+0,32 7,02+0,53 98,45+0,57 125,3+£24,77 59,21+0,25 103,63+60,63
Diclofenaco
D1 7,06+0,44 7,53+0,82 57,28+1,63 133,53+65,24 4,38+0,42 4,38+0,27
D2 6,86+0,15 7,1+0,88 114,20+10,47 212,29+74,28 76,10+0,36 7,99+0,84
D3 6,71+0,38 7,35+0,72 98,45+2,20 172,91+54,87 59,21+1,75 4,78+0,57
D4 6,91+0,24 7,14+0,53 66,58+0,61 107,76x10,74 52,99+3,36 21,67+2,36
DF 6,95+0,36 9,98+0,41 173,63+14,27 619,43+58,32 90,61+4,57 13,94+0,82
DE 6,98+0,13 7,33+0,89 71,6x4,74 241,22+74,95 48,64+0,74 0,31+0,11
DM 6,95+0,47 7,31+0,72 70,88+1,28 272,12489,23  101,97+47,31 64,67+0,73
Ibuprofeno
11 7,06+0,34 7,56+0,65 57,28+0,84 129,24+7,54 5,59+0,23 4,38+0,05
12 6,86+0,21 7,53+0,34 114,20+12,66  190,10+47,07 76,10+4,76 0,47+0,87
13 6,91+0,14 7,5+0,81 66,59+5,64 91,65+68,25 21,67+0,79 9,78+0,79
14 6,91+0,11 7,4+0,80 66,58+1,74 124,94+11,15 21,67+0,12 9,61+0,48
IF 7,38+0,12 11,67+0,21 479,68+0,20  566,85+65,32 23,16+0,67 46,26+0,17
IE 7,41+0,40 6,7+0,36 76,10+3,74 217,70489,21 54,07+2,89 26,57+2,31
IM 7,53+0,32 6,71+0,45 71,49+0,11 236,61+14,89 26,62+3,54 27,10+0,06

Controle: esgoto sanitario; D1: 7,11 +0,02 mgDCF L™; D2: 13,60+0,03 mgDCF L*; D3: 26,21+0,04
mgDCF L; D4: 43,10+0,01 mgDCF L; DF: 44,13+0,02 mgDCF L™ + Fumarato*; DE: 43,20+0,01 mgDCF L
! + Etanol*; DM: 44,41+0,05 mgDCF L* + Metanol:Etanol*; 11: 6,11+0,01 mgIBU L%; 12: 11,20+0,01 mgIBU
L% 13: 26,02+0,05 mgIBU L*; 14: 43,12+0,03 mglBU L% IF: 42,44+0,02 mglBU L' + Fumarato*; IE:
43,42+0,03 mglBU L + Etanol*; IM: 42,61+0,05 mgIBU L* + Metanol:Etanol*; *200 mgDQO L*; DQO:

demanda quimica de oxigénio.

A recalcitrancia de DCF e IBU esta relacionada as suas estruturas moleculares, uma vez
que a densidade eletrénica de sistemas aromaticos reduz a biodisponibilidade das moléculas
para serem utilizadas como receptores de elétrons pelos microrganismos (FUCHS, BOLL, e
HEIDER 2011; GHATTAS et al., 2017). Além disso, a transformacdo de farmacos é
dependente da presenga ou auséncia de grupos funcionais que doam/recebem elétrons (YANG
etal., 2016). Por exemplo, compostos com fortes grupos funcionais doadores de elétrons, como
hidroxilas, sdo mais facilmente degradaveis por digestdo anaerdbia, enquanto compostos com

fortes grupos funcionais que retiram elétrons, como o acido carboxilico presente em DCF e
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IBU, sdo mais resistentes a digestdo anaerdbia (YANG et al., 2016). Entretanto, a digestdo
anaerdbia de compostos recalcitrantes em concentragfes relativamente maiores pode induzir
processos de adaptacao que, apos a fase de desenvolvimento de fungdes metabolicas, levam a
degradacéo desses poluentes (GHATTAS et al., 2017). No presente estudo, 0 maior tempo de
adaptacdo da biomassa (A) e maior produ¢do de metano (P) observados para maiores
concentracdes dos farmacos (Tabela 5.2) podem estar relacionados ao desenvolvimento das
atividades enzimaticas dos microrganismos, resultando em maior remocdo de DCF e IBU
(Tabela 5.5).

DCF e IBU sdo removidos principalmente por cometabolismo (FISCHER e
MAJEWSKY, 2014; GONZALEZ-GIL et al., 2018). Enzimas extracelulares, como as
hidrolases, estdo envolvidas na biotransformacao de diversos contaminantes emergentes, como
0 DCF (KRAH et al., 2016). Entretanto, recentemente foi demonstrado que enzimas
intracelulares, como acetato quinase e monooxigenases, também podem biotransformar
compostos que sdo relativamente pequenos (1-2 anéis aromaticos), como DCF e IBU
(FISCHER e MAJEWSKY, 2014; FERNANDEZ-FONTAINA etal., 2016; KRAH et al., 2016;
GONZALEZ-GIL et al., 2017; 2018). Aléem disso, a transformacéo enzimética de DCF e IBU,
por meio da enzima acetato quinase foi demonstrada por Gonzalez-Gil et al., (2017). Tais
autores relataram que compostos que contém grupo carboxila ou hidroxila e tém impedimento
estérico, como DCF e IBU, foram enzimaticamente transformados por fosforilacéo, sugerindo
que a estimulacdo da metanogénese acetoclastica auxilia na degradacdo de tais farmacos
(GONZALEZ-GIL et al., 2017).

Portanto, no presente estudo, a maior remocdo de DCF e IBU empregando etanol como
cossubstrato, pode estar relacionada a maior estimulacdo de acetato quinase, devido a maior
formacdo de acetato oriundo da oxidagdo deste alcool (Tabela 5.3). Esse aspecto foi melhor
evidenciado nas condi¢cdes com DCF em relagdo ao IBU, em que foi observado maior producao
e rendimento de metano (Tabela 5.2 e Figura 5.4). Este fato pode estar relacionado a maior

remocao de DCF em comparacgdo ao IBU, mesmo na presenca de etanol ou metanol:etanol.

Menor remogéo de DCF (10,70+1,11%) e IBU (4,71+1,11%) foi observada na presenca
de fumarato. Gonzalez-Gil et al., (2017) relataram que a transformacéo de diversos compostos
recalcitrantes, incluindo DCF e IBU, é fortuita e inerentemente ligada ao acetato, uma vez que
se trata de um substrato primario para desencadear a sintese de acetato quinase. Bactérias que

usam fumarato como substrato liberam H. e formiato e a oxidacéo de acetato pode ser inibida
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na presenca de H, no meio (ASANUMA et al., 1999; WU et al., 2000). Assim, o uso de
fumarato pode ter favorecido processos fermentativos para a producdo de H e, consequente,
diminuido a sintese de acetato quinase. A maior producdo de metano é realizada via
metanogéncese acetoclastica em comparacéo a hidrogenotréfica (STAMS et al., 2012; GUO et
al., 2015). No presente estudo, esta observacdo é corroborada pela menor P e rendimento de
metano na presenca de fumarato em comparacao aos ensaios contendo etanol e metanol:etanol
(Tabela 5.2 e Figura 5.4). Motteran et al., (2020) também observaram menor producdo de
metano utilizando fumarato como cossubstrato em compara¢do ao uso de acetato, em reatores

em bateladas com surfactante LAS.

5.1.2.1. Diversidade microbiana dos reatores de maior remocéo de diclofenaco e ibuprofeno

Caracterizacdo taxonémica foi realizada a partir de sequéncias do gene RNAr 16S para
obter informagdes sobre a diversidade microbiana da biomassa dos reatores nos quais foi
utilizado etanol como cossubstrato e observado maior degradagdo de DCF (DE) e IBU (IE). A
cobertura de Good (Tabela 5.7) para os Dominios Bacteria e Archaea, em ambas as amostras
de lodo, foi superior a 99%. Além disso, por meio das anéalises de curva de rarefacdo (Figura
5.5) foi observado platd, com provavel representacdo satisfatéria de populagdes microbianas.
As sequéncias do Dominio Bacteria de DE (43.290) e IE (54.055) foram agrupadas em 479 e
471 OTU, respectivamente. Para 0 Dominio Archaea, tanto as sequéncias de DE (12481), como
as de IE (7884) foram agrupadas em 17 OTU.

Para o Dominio Bacteria observou-se maior diversidade (indice de Shannon) e maior
riqueza (indice de Chao 1) para biomassa exposta a DCF (DE) em relacao a exposta a IBU (IE)
(Tabela 5.7). A presenca de compostos toxicos foi relacionada a maior diversidade bacteriana
(ZHAO et al. 2016; MOTTERAN et al., 2018; DELFORNO et al., 2019). A toxicidade de
compostos organoclorados, como DCF, exercida na comunidade microbiana anaerdbia, foi
observada em estudos anteriores (SYMSARIS et al., 2015; ZHAO et al. 2016). Desta forma,
maior diversidade e menor dominancia de populacgdes de bactérias foi observado em DCF em
relacdo ao IBU. Em consonéncia, para 0 Dominio Bacteria, o valor do indice de Dominance do

lodo exposto a DCF (0,04) foi menor que ao exposto a IBU (0,08).

Tabela 5.7 - Indices ecoldgicos dos Dominios Bacteria e Archaea dos ensaios em reatores em
batelada de maior remocéo de diclofenaco (DE) e ibuprofeno (IE) utilizando etanol como
cossubstrato.
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indices Dominio Bacteria Dominio Archaea
DE IE DE IE
Good coverage 1,00 1,00 1,00 1,00
Shannon H 414 3,53 1,22 0,98
Chao 1 491,10 478,20 17,00 17,00
Dominance 0,04 0,08 0,47 0,57

DE: 43,2+0,01mgDCF L + Etanol*; IE: 43,4£0,03mgIBU L + Etanol*; *200 mgDQO L!; DQO: demanda
quimica de oxigénio.

Figura 5.5 - Curva de rarefacdo dos ensaios em reatores em bateladas de maior remocao de

diclofenaco (DE) e ibuprofeno (IE) utilizando etanol como cossubstrato.
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Fonte: Autora.

DE: 43,20+0,01 mgDCF L™ + Etanol*; IE: 43,42+0,03 mgIBU L™ + Etanol*; *200 mgDQO L; DQO: demanda

quimica de oxigénio.

A partir dos dados da classificagdo taxondmica observou-se que a comunidade
microbiana de DE e IE foi constituida de 92% e 95% de popula¢Ges do Dominio Bacteria,

respectivamente, e 8% e 5% do Dominio Archaea, respectivamente.

Dentre o Dominio Bacteria, tanto em DE, como em IE, foi observada maior abundancia
relativa para os Filos Proteobacteria e Bacteroidetes (Figura 5.6). Membros do Filo
Proteobacteria sdo anaerobios facultativos ou obrigatdrios, quimioautotréficos e heterotroficos
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(GUPTA, 2000). Bacteroidetes, por sua vez, sdo considerados eficientes em degradar moléculas
de alto peso molecular, tais como proteinas e carboidratos (THOMAS et al., 2011). O terceiro
Filo de maior abundancia relativa em ambas as amostras de lodo foi Chloroflexi (Figura 5.6).
Entretanto, notou-se maior abundancia relativa de tal Filo na comunidade bacteriana que foi
exposta ao DCF (15%), quando comparada aquela exposta ao IBU (9%). Este fato,
provavelmente, esté relacionado aos &tomos de cloro presentes na estrutura molecular do DCF.
Membros do Filo Chloroflexi participam da degradacdo de compostos halogenados
(Krzmarzick et al., 2012) e bactérias desalogenadoras pertencentes a tal Filo podem ser
enriquecidas em ambientes contendo poluentes clorados (KRZMARZICK et al., 2012;
MCNAMARA e KRZMARZICK, 2013).

Figura 5.6 - Abundéancia relativa dos Filos do Dominio Bacteria da biomassa ao final da

operacdo dos reatores em bateladas contendo etanol e diclofenaco (A) e etanol e ibuprofeno

(B).
A Nio classificados 12% B Nio classificados 7%
- Acidobacteria 2% . Acidobacteria 7%
Spirochaetes 4% Spirochaetes 3%

Firmicutes 8%

Firmicutes 4%

Fonte: Autora.

DE: 43,20+0,01 mgDCF L* + Etanol™*; IE: 43,42+0,03 mgIBU L™ + Etanol*; *200 mgDQO L!; DQO: demanda
quimica de oxigénio.

Além dos atomos de cloros, a estrutura molecular de DCF contém um grupo acetado, e
seus dois anéis benzénicos séo ligados por uma por¢do amina (anilina). Segundo Ghattas et al.
(2017), a degradacdo anaerobia de DCF pode ocorrer inicialmente por meio de descloracéo
redutiva, seguida de descarboxilagdo do fenilacetato. A descarboxilagdo anaerdbia do
fenilacetato € realizada por -oxidacdo analoga & do benzoil-CoA, em que no final do processo
ha formacéo de acido acético (GHATTAS et al., 2017). O IBU também é constituido por anel
aromatico, que contém um grupo &cido carboxilico. A clivagem anaerdbia de anéis aromaticos

é frequentemente iniciada por adicdo e regeneracdo de fumarato a partir da formacdo do
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composto central benzoil-CoA (FUCHS, BOLL, e HEIDER 2011; GHATTAS et al. 2017).
Além disso, na via de biotransformacéo aerébia do IBU foram relatadas reacfes que também
ocorrem sob condicBes anaerobias, tais como hidroxilacgdo (QUINTANA; WEISS;
REEMTSMA, 2005), carboxilacdo (ZWIENER et al., 2002) e descarboxilacdo (JIA et al.,
2020). No presente estudo, os microrganismos do Dominio Bacteria identificados com maior
abundancia relativa relacionados a capacidade de realizar tais reagdes de degradacdo dos
farmacos, além de outras vias importantes no processo anaerobio, podem ser observados na
Figura 5.7. Os demais géneros (ndo apresentados no grafico) foram identificados com

abundancia relativa inferior a 0,02%.

Figura 5.7 - Géneros de maior abundancia relativa (>0,02%) do Dominio Bacteria
identificados na biomassa ao final da operacdo dos reatores contendo etanol e diclofenaco
(DE) e etanol e ibuprofeno (IE).
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Os trés géneros de maior abundéncia relativa identificados em DE e IE foram Smithella,
Sulfuricurvum e Syntrophus (Figura 5.7). Trata-se de microrganismos de ampla capacidade
metabolica, que podem degradar compostos aromaticos em ambientes redutores e utilizar

diversos compostos do esgoto sanitario (GRANATTO et al., 2019), assim como 0 cossubstrato
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etanol adicionado em ambos o0s ensaios. Sulfuricurvum, por exemplo, sdo anaerdbios
facultativos e foram relacionados a clivagem de anéis aromaticos (LUEDERS, 2017).
Representantes do género Smithella também s&o capazes de degradar anéis aromaticos, além
de realizar B-oxidacdo e oxidar AOV e fumarato em acetato, podendo assim realizar sintrofismo
com arqueias metanogénicas (DELFORNO et al., 2019; 2020). Microrganismos pertencentes a
Syntrophus sdo estritamente anaerdbios e capazes de realizar B-oxidacdo e degradar cadeias de
acidos graxos e compostos aromaticos, fornecendo substratos para arqueias metanogénicas
(DELFORNO et al., 2019; 2020). Além disso, esse grupo microbiano também é capaz de
expressar a enzima alcool desidrogenase, sendo capazes de utilizar o cossubstrato etanol
adicionado nos ensaios (WEXLER et al., 2005; KUNG et al., 2010; MOTTERAN et al., 2018).
Motteran et al., (2018) também observaram prevaléncia de Syntrophus durante a fase de
operacdo de reator fluidificado em que foi adicionado etanol como cossubstrato para remocao

do surfactante LAS de agua residuaria de lavanderia comercial.

Os outros cinco géneros do Dominio Bacteria identificados com maiores abundancias
relativas em DE e IE foram Arcobacter, Pseudomonas, Syntrophorhabdus, Zooglea e
Sulfurospirillum (Figura 5.7). Organismos do género Arcobacter sdo anaerobios facultativos e
possuem capacidade metabolica de degradar compostos aromaticos e utilizar AOV, N2, nitrato
e enxofre como receptores finais de elétrons (WAHLUND e MADIGAN, 1993; ROALKVAM
et al., 2015). Syntrophorhabdus também foram relacionados a degradacdo de compostos
aromaticos, utilizando-os como doadores de elétrons em condi¢des anaerdbias e os convertendo
em acido acético (KUEVER, 2014; DELFORNO et al., 2019). Sulfurospirillum sdo anaerébios
estritos e consomem acetato, butirato, citrato, lactato e malato, além de também degradarem
compostos aromaticos (KODAMA, 2004; GARRITY et al., 2005). Pseudomonas, por sua vez,
sdo anaerobios facultativos e foram relacionados a capacidade de realizar w-oxidacao, [-
oxidacgdo, dessulfonagédo e clivagem de anéis aromaticos (DELFORNO et al., 2017; 2019;
2020). Representantes de tais géneros sdo frequentemente identificados em reatores anaerdébios
com esgoto sanitario, como no presente estudo, e exercem papel fundamental para degradar
compostos recalcitrantes, como o LAS (DELFORNO et al., 2017; 2019; 2020; GRANATTO et
al., 2019).

Portanto, pode-se observar que microrganismos pertencentes aos principais géneros
identificados em ambos os reatores com DCF e IBU possuem genes que codificam enzimas
essenciais para a degradacdo de compostos recalcitrantes, tais como OCH CoA hydrolase

putative e 6-oxocyclohex-1-ene-carbonyl-CoA hydrolase (clivagem de anéis aromaticos),
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acetyl-CoA carboxylase, redutase, dehydrogenase e synthase (B-oxidacdo) e fumarato redutase
(DELFORNO et al., 2017; 2019; 2020). Tais capacidades metabdlicas podem atuar em
diferentes etapas de degradacdo de compostos xenobioticos do esgoto sanitario, inclusive
podem auxiliar na etapa inicial de degradacdo cometabdlica de DCF e IBU para,
posteriormente, ocorrer a clivagem de anel aromético (ZWIENER et al., 2002; QUINTANA et
al., 2005; FUCHS, BOLL, e HEIDER 2011; GHATTAS et al. 2017; JIA et al., 2020). Além
disso, trata-se de bactérias que podem ter sido enriquecidas na presenca de etanol, podendo
produzir metabdlitos fermentativos, como COg, acidos acético, propiodnico, formico e latico,
que podem servir de substrato para outros microrganismos (DELFORNO et al., 2017,
MOTTERAN et al., 2018; DELFORNO et al., 2019; 2020).

Em relacdo aos géneros identificados com menores abundancias relativas (<0,3%), tem-
se Acidovorax, Desulfovibrio, Desulfobulbus, Thauera, Dechloromonas, Clostridium e
Syntrophobacter. Representantes dos géneros Thauera e Dechloromonas sdo anaerdbios
facultativos e foram relacionados a degradacdo de compostos aromaticos clorados, tais como
diclorofenol (COATES et al. 2001; BRENNER et al., 2005; CHAKRABORTY et al. 2005;
LUEDERS 2017). Compostos aromaticos halogenados, como DCF, e outros compostos
aromaticos do esgoto sanitario (GRANATTO et al., 2019), podem ser utilizados por tais
microrganismos. Organismos pertencentes aos géneros Clostridium e Syntrophobacter
realizam [-oxidacdo e degradam compostos aromaticos sob condigdes anaerdbias estritas
(DELFORNO et al., 2017; 2019; 2020). Além disso, participam do sintrofismo com arqueias
metanogénicas, formando &cido acético pela via Wood-Ljungdahl (ESTEVE-NUNEZ,
CABALLERO, e RAMOS 2001; SCHUCHMANN e MULLER 2014). Syntrophobacter
oxidam lactato e propionato usando fumarato como receptor de elétrons (DELFORNO et al.,
2019; 2020).

Microrganismos pertencentes a Acidovorax oxidam AOV e compostos aromaticos
halogenados em condi¢bes anodxicas, como monoclorobenzeno (BALCKE et al. 2004;
HEYLEN et al. 2006). Este género foi observado com maior abundéancia relativa na biomassa
exposta ao DCF (0,28%), em comparagdo ao exposto a IBU (0,04%). Por fim, os géneros
Desulfovibrio e Desulfobulbus incluem bactérias estritamente anaerdbias, que utilizam
fumarato e etanol como doadores de elétrons, convertendo em acido acético (LAANBROEK et
al., 1984; GU e MITCHELL, 2006; DELFORNO et al., 2019; 2020). O favorecimento de tais
microrganismos pela presenca de etanol como cossubstrato foi relatado em estudos anteriores
(NAGPAL et al., 2000; MOTTERAN et al., 2018).
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Em relagdo ao Dominio Archaea, o Filo de maior abundéancia relativa, em ambos os
ensaios, foi Euryarchaeota (90% e 95% para lodo de DE e IE, respectivamente), que inclui
todos os microrganismos metanogénicos (LI et al., 2013). O género Methanosaeta pertence a

tal Filo, e foi identificado com maior abundancia relativa em DE (79,26%) e IE (86,28%)

(Figura 5.8).

Figura 5.8 - Abundancia relativa dos géneros identificados do Dominio Archaea nos reatores

em bateladas contendo etanol e diclofenaco (DE) (A) e etanol e ibuprofeno (IE) (B).
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DE: 43,2+0,01mgDCF L + Etanol*; IE: 43,4+0,03mgIBU L + Etanol*; *200 mgDQO L*; DQO: demanda

quimica de oxigénio.

Representantes do género Methanosaeta sdo metanogénicas acetoclasticas estritas, e a
principal atividade enzimatica realizada por tais arqueias € a fosforilacdo do acetato por meio
da enzima acetato quinase (GUO et al., 2015). Dessa forma, Methanosaeta realiza sintrofismo
com os géneros identificados do Dominio Bacteria no presente estudo, como Smithella,
Syntrophus, Clostridium, Syntrophobacter, Syntrophomonas e Geobacter, devido ao
fornecimento de acetato proveniente do metabolismo dessas bactérias (STAMS et al., 2012;
SCHUCHMANN e MULLER, 2014; DELFORNO et al., 2019; 2020). A presenca de acido

acetico oriundo da degradacao do cossubstrato etanol também pode ter contribuido para maior

abundancia relativa deste género.
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As hidrolases, enzimas liberadas principalmente durante a etapa de hidrélise da digestdo
anaerdbia, podem ser responsaveis pelo passo inicial da degradacdo cometabdlica de compostos
recalcitrantes, incluindo DCF (KRAH et al., 2016). Para o0s passos acetogénicos e
metanogénicos, a remocao de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, como DCF e IBU, tem
sido associada a fermentagdo metanogénica (TRABLY et al., 2003; Gonzalez-Gil et al., 2017;
GONZALEZ-GIL et al., 2018). A acetato quinase é uma enzima relativamente especifica, mas,
além do acetato, € capaz de fosforilar outros substratos em menor grau, como grupos carboxila
(propionato e butirato), alcoois (etanol) e grupos hidrofébicos (formiato, glicerol, glicina, acido
glicdlico) (ACETI e FERRY, 1988; IYER e FERRY, 2005). Por essa razdo, DCF e IBU, que
sdo compostos aromaticos relativamente pequenos, também podem ser biotransformados por
meio da acetato quinase (GONZALEZ-GIL et al., 2017).

Além de arqueias, a acetato quinase foi purificada a partir de bactérias, como
Clostridium e Desulfovibrio (MANNENS et al., 1988; DIEZ-GONZALEZ et al., 1997;
WINZER et al., 1997; YU et al., 2001). Tais géneros foram identificados em ambas as
biomassas do presente estudo (Figura 5.7). Além de Clostridium e Desulfovibrio, 0s outros
principais géneros identificados foram Syntrophobacter, Smithella, Syntrophomonas e
Syntrophus, que também sdo bactérias capazes de metabolizar AOV, como propionato e
butirato (Figura 5.7). De acordo com Schomburg et al., (2017), a acetato quinase catalisa
reacOes do propionato como substrato, mas de forma mais lenta em comparacao ao acetato. O
acetato pode ser convertido no intermediario metabdlico acetil-CoA, acoplando a acetato
quinase com fosfato acetiltransferase. Tanto essa enzima, quanto a propionato quinase,
desempenham papel importante na producdo de propionato (SCHOMBURG et al., 2017).
Dessa forma, durante a metabolizacdo de acidos graxos, primeiramente, ocorre a ativacao de
um derivado de HS-CoA, que entdo é desidrogenado para formacdo de enoil-CoA. Apos a
adicdo de agua, ocorre segunda desidrogenacédo e formacéo de cetoacylacetil-CoA que, apds
hidrolise, forma acetil-CoA e acil-CoA. Finalmente, tais compostos entram no ciclo de
desidrogenacéo e clivagem de acetil-CoA (STAMS et al., 2012). A maioria das populacGes de
bactérias que metabolizam acidos graxos também sdo capazes de fermentar o crotonato, um
intermediario da sintese e degradacdo de acetato (STAMS et al., 2012). Além disso, quando
ATP suficiente esta disponivel no meio (por exemplo, empregando etanol como doador de
elétrons), a fosforilacdo da acetato quinase é favorecida em compostos de restricdo estérica,
como DCF e IBU (GONZALEZ-GIL et al., 2017).
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Dentre os géneros de arqueias identificados em DE e IE com abundancias relativas
inferiores a 8% (Figura 5.8), tem-se Methanoregula, Methanobacterium, Methanolinea e
Methanospirillum. Tais arqueias sdo metanogénicas hidrogenotréficas que podem reduzir o
CO. para CH4 com 0 H2 como doador de elétrons (LIU e WHITMAN 2008; YAMAMOTO et
al. 2014; GUO et al. 2015). Methanomethylovorans, Methanolobus e Methanomassiliicocus sdo
metanogénicos metilotréficos capazes de utilizar compostos metilados (C1), como metilamina
e metanol, como fonte de carbono e energia para formacdo de CH4 e CO2 (JIANG et al. 2005;
LIU e WHITMAN 2008; NKAMGA e DRANCOURT 2016). Representantes do género
Methanosarcina por sua vez, podem utilizar tanto metilamina, metanol, H> e CO2, como
também acetato para producdo de metano (LIU e WHITMAN, 2008). A menor abundancia
relativa de tais géneros em comparacdo a Methanosaeta ocorreu devido ao acimulo de certos
metabolitos, como o acetato oriundo do cossubstrato etanol, que favoreceu o desenvolvimento
de Methanosaeta em detrimento das outras arqueias. 1sso porque Methanosaeta é especialista
na utilizacdo de acetato; seu Ks (half saturation coefficient) para acetato € menor em relagdo a

outras acetoclasticas, como a Methanosarcina (SPEECE, 1983).

A degradacdo de compostos recalcitrantes, como DCF e IBU e outros compostos do
esgoto sanitario, € um processo complexo que requer varias interagdes microbianas, em que
produtos de degradacdo de compostos mais complexos sdo convertidos em moléculas usadas
por outros microrganismos de maneira sintrofica. A partir dos microrganismos caracterizados
no presente estudo, e da literatura disponivel, foi possivel correlacionar vias metabdlicas
importantes envolvidas na digestdo anaerdbia com as possivelmente envolvidas no processo da

degradacéo anaerobia de DCF e IBU (Figura 5.9).
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Figura 5.9 - Diagrama metabdlico das possiveis rotas de degradacéo de DCF e IBU e interacGes microbianas anaerdbias em esgoto sanitario com

etanol como cossubstrato.
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Fonte: Autora.
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A descloracéo redutiva, passo inicial da degradacéo anaerdbia do DCF (GHATTAS, et
al., 2017), ocorre por meio da remoc¢do de um atomo cloro e substituicdo por um atomo de
hidrogénio. Esta reacdo se torna mais facil de ocorrer com namero crescente de halogénios
ligados a anéis aromaticos (VOGEL, CRIDDLE, & MCCARTY, 1987; HOLLIGER et al.,
1992), como é o caso do DCF (Figura 5.9-1). Durante a digestdo anaerdbia, a matéria organica
é fermentada, formando H2 e AOV de baixo peso molecular. Estes &cidos de cadeia curta podem
fornecer carbono para 0s microrganismos anaerobios responsaveis pela descloracéo redutiva,
tais como representantes dos Filos Chloroflexi e Chlorobi identificados no presente estudo
(Figura 5.9-1).

O H, também pode atuar como doador de elétrons, enquanto 0 composto organico
clorado a ser reduzido, como o DCF, atua como receptor de elétrons. De acordo com os produtos
intermediarios da transformacéo via fotélise de DCF, propostos por Leydy et al., (2019) e Keen
et al., (2013), ha formacdo de uma série de compostos nos quais o carbazol € a unidade bésica
dos subprodutos gerados. Portanto, espera-se que ap0s a descloracdo redutiva de DCF, o
principal subproduto gerado seja o carbazol (Figura 5.9-1). O cabazol contém um grupo anilina,
que pode permanecer estavel devido ao par de elétrons deslocalizados. Entretanto, o grupo
anilina pode ser carboxilado, ativado pela CoA e, em seguida, desaminado em benzoil-CoA sob
condi¢des metanogénicas (SCHNELL e SCHINK, 1991; Kalyuzhnyi et al., 2000) (Figura 5.9-
2). Além disso, apds a descloracdo redutiva pode ocorrer também a descarboxilacdo do acido
carboxilico fenilacetato (Figura 5.9-3) (GHATTAS et al., 2017).

A cadeia alquil do IBU pode ser encurtada por meio de @ e p-oxidacgdo (Figura 5.9-2)
para formacédo de um grupo de fenilacetato (Figura 5.9-4). Este mesmo mecanismos foi relatado
para outros compostos que também contém cadeia alquil ligadas a anel aromatico, como o
surfactante LAS (LARA-MARTIN et al. 2010; MOTTERAN et al. 2018). De acordo com
Szabd et al., (2011), durante a degradagdo de IBU via fotdlise, ocorre a descarboxilagdo do
grupo fenilacetato formado (Figura 5.9-5). Na auséncia de oxigénio, os acidos fenil carboxilicos
podem ser descarboxilados redutivamente por 3-oxidacdo analoga ao do benzoil-CoA (Figura
5.9-6), que € o intermediario central mais comum na degradacgao anaerdbia de anéis aromaticos
(FUCHS, BOLL, e HEIDER 2011; GHATTAS et al. 2017).

O anel aromatico do benzoil-CoA é desaromatizado por meio da enzima benzoil-CoA
redutase em condicGes redutoras (Figura 5.9-7), antes de ocorrer uma oxidacao modificada por
meio da enzima ciclohexadienil-CoA hidratase (Figura 5.9-8). Posteriormente, a porcéao alcool
é oxidada pela hidroxenoil-CoA desidrogenase (Figura 5.9-9) e a ligacéo dupla C=C que sobrou
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é hidratada pela oxoenoil-CoA hidrolase de abertura de anel (Figura 5.9-10) (HARWOOD et
al., 1999; WISCHGOLL et al., 2005). A 2-hidroxipentil-CoA resultante sofre -oxidacdo pela
3-hidroxi-pemil-CoA desidrogenase (Figura 5.9-11) e¢ B-cetopimeil-CoA-tiolase (Figura 5.9-
12), produzindo glutaril-CoA. A glutaril-CoA € oxidada e descarboxilada pela glutaril-CoA
desidrogenase e glutaconil-CoA descarboxilase, respectivamente (Figura 5.9-13).
Posteriormente, é hidratada pela 3-hidroxi-acil-CoA desidratase (Figura 5.9-14), oxidada pela
acetoacil-CoA redutase (Figura 5.9-15) e, eventualmente, clivada pela B-cetotiolase (Figura
5.9-16). No final do processo, é formado duas moléculas de acetil-CoA (HARWOOD &
GIBSON, 1997; HARWOOD et al., 1999; GHATTAS et al. 2017). As demais etapas propostas
na Figura 5.9 sdo referentes as atividades metabdlicas das bactérias e arqueais identificadas na

biomassa dos reatores DE e IE, e ja citadas no presente estudo (Figuras 5.9).

Segundo Fuchs, Boll; Heider (2011), a quebra de anéis aromaticos por redutases benzoil-
CoA é energeticamente mais favoravel para microrganismos anaerobios obrigatérios do que para
anaerobios facultativos. No presente estudo, diversos microrganismos estritamente anaerobios e
capazes de realizar a clivagem de anéis aromaticos foram identificados, tais como Syntrophus,
Sulfurospirillum, Clostridium, Syntrophobacter, Desulfovibrio e Desulfobulbus (KODAMA,
2004; GARRITY, et al., 2005; DELFORNO et al., 2017; 2019; 2020). Para anaerdbios estritos
utilizarem compostos aromaticos como substrato de crescimento é necessario superar a diferenca
energética da ressonancia dos elétrons que estabiliza o anel (FUCHS, BOLL, e HEIDER 2011).
Portanto, a utilizagdo de etanol como doador de elétrons no meio pdde favorecer um ambiente

altamente redutor e auxiliar na reducdo das moléculas de DCF e IBU em ambiente anaerébio.

5.1.3. Potencial metanogénico e remocao de triclosan e propanolol

Na auséncia de cossubstratos, para 3,6+0,1 mg L™ de TCS (T1) e de até 28,5+0,5 mg L
! de PRO (P3), foram observados maiores potenciais metanogénicos (P) em relagio ao Controle
(Tabela 5.8). Em contraste, para maiores concentragdes desses micropoluentes emergentes sem
cossubstratos, notou-se diminuigdo da produgéo de metano (Tabela 5.8). Os valores de P de T2
(5,0£0,1 mgTCS L), T3 (15,5+0,1 mgTCS L) e P4 (55,0+1,3 mgPRO L) foram 50,5%,
98,2% e 17,7% menores que o P do Controle, respectivamente. Em tais condi¢des também foi
observado diminuicdo da eficiéncia de remocao de matéria organica, sendo de 95+1%, 69+3%,
35+5% e 51+5% para os ensaios Controle, T2, T3 e P4, respectivamente (Tabela 5.9). Notou-

se também acumulo dos acidos acético, propiénico e butirico ao final dos ensaios contendo
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maiores concentragdes de TCS (T2 e T3) e PRO (P4) e sem cossubstratos (Figura 5.10). Em
consonancia, foram observadas maiores concentracdes de AOV totais (mgHAC L) e menor
alcalinidade total (mgCaCOs; L) ao final de tais ensaios (Tabela 5.10), configurando
desequilibrio do sistema anaerobio.

Ainda na auséncia de cossubstratos, menor producdo de metano foi observada para todos
o0s ensaios contendo TCS em comparacdo ao PRO (Figura 5.11). Para concentracdo semelhante de
TCS (5,0+0,1 mgTCS L em T2) e de PRO (6,1+0,1 mgPRO L em P1) também se notou menor
P na presenca de TCS. Os valores de P de T2 e P1 foram de 423+18 umolCHs e 2.659+67
HUmMolCHys, respectivamente. Além disso, maior A e menor Rm foram observados para 0s ensaios
de TCS em comparacdo aos de PRO (Tabela 5.8). Sob tais condig¢des evidenciou maior inibigcdo
da producédo de metano com TCS.

Para os ensaios contendo cossubstratos observou-se que o uso de etanol (TE e PE),
metanol:etanol (TM e PM) e fumarato (TF e PF) favoreceu a produgédo de metano (P) (Tabela
5.8) e aremocdo de matéria organica (Tabela 5.9), quando comparado aos ensaios controles T2
e P4 sem cossubstratos. Notou-se também que, independente do micropoluente empregado, a
biomassa se adaptou rapidamente aos cossubstratos, resultando em menor tempo para iniciar a
producdo de biogas (L) (Tabela 5.8). Além disso, a coexisténcia de fonte de carbono facilmente
degradavel, como etanol, metanol e fumarato, resultou em maior velocidade de producgédo de
metano (Rm) (Tabela 5.8).
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Tabela 5.8 - Parametros de Gompertz de potencial metanogénico para os reatores com com

triclosan e propranolol.

2

Condicao experimental P (umol) A (h) Rm (umol h?) R
Controle 85515 6+1 20+3 99

T1 1.450+42 128+3 106+8 98

Sem T2 423+18 22245 98+12 99
cossubstrato T3 15+1 55815 1+1 98
P1 2.659167 24+1 494+4 97

P2 4.324+146 24+1 278+4 98

P3 8.102+113 24+2 170+2 99

P4 70452 199+3 93+5 99

T2 (controle) 423+18 22245 98+12 99

TF (Fumarato) 2.144+45 52+1 2258 99

TE (Etanol) 2.960+185 31+1 254+9 97

Com TM (Metanol:Etanol) 2.239+171 4242 217+4 99
cossubstrato P4 (controle) 704152 199+3 935 99
PF (Fumarato) 10.827£185 401 327+10 99

PE (Etanol) 10.946+£108  24+1 42948 99

PM (Metanol:Etanol) 10.809+210 301 39516 98

P: potencial metanogénico; A: tempo para iniciar a producéo de biogés; Rm: velocidade méxima de producéo de
metano; Controle: esgoto sanitario; T1: 3,6+0,1 mgTCS L; T2: 5,0£0,1 mgTCS L%; T3: 15,5+0,1 mgTCS L%;
TF: 5,1+0,1 com 200 mgDQO L de fumarato; TE: 5,1+0,1 com 200 mgDQO L de etanol; TM: 5,1+0,1 com
200 mgDQO L de metanol:etanol; P1: 6,1+0,1 mgPRO L*; P2: 15,3+0,2 mgPRO L*; P3: 28,5+0,5 mgPRO L"
- P4: 55,0+1,3 mgPRO L*; PF: 55,3+0,1 com 200 mgDQO L™ de fumarato; PE: 55,9+1,2 com 200 mgDQO L-
! de etanol; PM: 55,8+0,1 com 200 mgDQO L™ de metanol:etanol; DQO: demanda quimica de oxigénio.



111

Tabela 5.9 - Eficiéncia de remocao da matéria organica dos ensaios com triclosan e
propranolol.

DQO! (mg L?)

Condicao experimental Remocéo (%)

inicial final
Controle 563+25 28+1 95+1
Tl 1.075£67 1835 83+7
Sem T2 1.109+12  344+12 69+3
cossubstrato T3 1.581+212 1.028+14 3515
P1 1.044+76  73£3 93+1
P2 1.173+200 12945 89+2
P3 1.556+107 23345 85+1
P4 1.915+55  938+4 5145
T2 (Controle) 1.109+12  1.028+14 69+3
TF (Fumarato) 1.285+61  218+7 831
TE (Etanol) 1.290485 7742 94+2
Com TM (Metanol:Etanol)  1.283+30  77+2 94+3
cossubstrato P4 (Controle) 1915455  938+4 5145
PF (Fumarato) 2.107454 59045 7242
PE (Etanol) 2.187+41  546%4 75+1
PM (Metanol:Etanol)  2.112+39 5914 7242

1 DQO: demanada quimica de oxigénio medida no meio; Controle: esgoto sanitario; T1: 3,6+0,1 mgTCS L*;
T2:5,0+0,1 mgTCS L*; T3: 15,540,1 mgTCS L%; TF: 5,1+0,1 com 200 mgDQO L™ de fumarato; TE: 5,1+0,1
com 200 mgDQO L de etanol; TM: 5,1+0,1 com 200 mgDQO L de metanol:etanol; P1: 6,1+0,1 mgPRO L;
P2: 15,3+0,2 mgPRO L; P3: 28,5+0,5 mgPRO L*; P4: 55,0+1,3 mgPRO L1; PF: 55,3+0,1 com 200 mgDQO
L? de fumarato; PE: 55,9+1,2 com 200 mgDQO L™ de etanol; PM: 55,8+0,1 com 200 mgDQO L™ de
metanol:etanol.

Figura 5.10 - Acidos organicos volateis ao final dos ensaios com triclosan (A) e propranolol

(B) sem cossubstratos.

A 100 - B 100 -
} 80 + . N 80 +
A 60 ~ :1 60 ~
2 40 - 2 40 - .
20 - 20 -
0 L— | I 0ol Bs s W
Controle T1 T2 T3 Controle P1 P2 P3 P4
W acético  Nbutirico propidnico W acético  Nbutirico propidnico

Fonte: Autora.
T1: 3,58+0,08 mgTCS L%; T2: 5,03+0,06 mgTCS L%; T3: 15,54+0,03 mgTCS L; P1: 6,10+0,15 mgPRO L™;
P2: 15,35+0,21 mgPRO L*; P3: 28,50+0,54 mgPRO L*; P4: 55,05+1,30 mgPRO L.
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Tabela 5.10 - pH, alcalinidade total e &cidos orgéanicos volateis totais (AOV) dos ensaios em

reatores em batelada com triclosan e propranolol.

Alcalinidade total

pH (Mg CaCOs L) AOV (mgHAC L)
inicial final inicial final inicial final
Controle 6,71+0,32 7,02+0,53 98,45+0,57 125,3+24,77  59,21+0,25 103,63+60,63
Propranolol
P1 6,71+0,03 7,71+0,10 115+0,31 208+1,41 24+0,4 24+1,23
P2 6,76+0,04 7,51+0,09 117+1,6 171+0,49 27+1,80 16+0,61
P3 6,78+0,15 7,55+0,06 114+0,38 106+0,69 19+0,61 0,08+1,24
P4 7,57+0,54 7,70+0,08 106+0,08 73+1,27 23+1,98 28+0,71
PF 7,18+0,97 7,26+1,01 430+2,19 568+0,23 212+4,17 173+1,38
PE 7,29+0,21 6,87+0,03 104+0,71 166+0,96 38+1,72 18+0,18
PM 7,25+1,01 7,60+0,08 110+1,69 150+1,82 5,30+0,01 2,83+0,01
Triclosan
T1 6,85+0,04 7,44+0,20 106+0,08 216+1,77 31+0,02 26+0,56
T2 6,85+0,10 7,70+0,11 106+1,08 95+0,22 31+0,02 92+0,13
T3 6,85+0,11 7,28+0,51 106+0,03 771,38 31+0,15 188+1,32
TF 6,75+0,06 7,71+0,02 113+0,01 203+1,40 26+1,21 26+0,24
TE 6,89+0,03 7,71+0,04 113+0,92 204+0,32 18+1,73 10+0,43
™ 6,74+0,51 7,75+0,12 114+0,38 212+0,62 17+0,49 11+0,13

Controle: esgoto sanitario; T1: 3,6+0,1 mgTCS L*; T2: 5,0+0,1 mgTCS L*%; T3: 15,5+0,1 mgTCS L!; TF:
5,1+0,1 com 200 mgDQO L™ de fumarato; TE: 5,1+0,1 com 200 mgDQO L™ de etanol; TM: 5,1+0,1 com 200
mgDQO L™ de metanol:etanol; P1: 6,1+0,1 mgPRO L*; P2: 15,3+0,2 mgPRO L™; P3: 28,5+0,5 mgPRO L!; P4:
55,0+1,3 mgPRO L*; PF: 55,3+0,1 com 200 mgDQO L de fumarato; PE: 55,9+1,2 com 200 mgDQO L de
etanol; PM: 55,8+0,1 com 200 mgDQO L de metanol:etanol; DQO: demanda quimica de oxigénico.
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Figura 5.11 - Producéo de metano dos reatores em bateladas contendo triclosan (A) e propranolol

(B).
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Fonte: Autora.
Controle: esgoto sanitario; T1: 3,58+0,08 mgTCS L; T2: 5,03+0,06 mgTCS L?; T3: 15,54+0,03 mgTCS L, TF:
5,10+0,04 mgTCS L' + Fumarato*; TE: 5,12+0,71 mgTCS L* + Etanol*; TM: 5,19+0,53 mgTCS L* +
Metanol:Etanol*; P1: 6,10+0,15 mgPRO L; P2: 15,35+0,21 mgPRO L*; P3: 28,50+0,54 mgPRO L7%; P4:
55,05+1,30 mgPRO L*; PF: 55,32+0,91 mgPRO L + Fumarato*; PE: 55,84+1,23 mgPRO L + Etanol*; PM:
55,78+0,04 mgPRO L™ + Metanol:Etanol*; *200 mgDQO L*; DQO: demanda quimica de oxigénio.

Postula-se que a inibicdo de TCS em comparacao ao PRO seja relacionada as diferentes

propriedades fisico-quimicas dos compostos. O coeficiente de particdo octanol-agua (Log Kow)
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do TCS (4,35) é maior quando comparado ao PRO (3,5) e, para o primeiro micropoluente, tem-
se maior adsor¢do a biomassa microbiana. Consequentemente, menor concentracdo de TCS é
necessaria para ocasionar toxicidade a comunidade microbiana. A tendéncia de adsor¢cdo na
biomassa também foi utilizada para explicar a acdo inibitoria de outros micropoluentes
(FOUNTOULAKIS et al. 2004; WHITMAN, BOWEN, e BOONE 2006). Kayembe et al.
(2013), por exemplo, avaliaram a toxicidade de compostos fenodlicos em teste de potencial
metanogénico e observaram relacdo entre hidrofobicidade e toxicidade de compostos
aromaticos. Quanto mais hidrofébica é a molécula (como € o caso do TCS em comparacdo ao
PRO), maior é a sua permeabilidade na membrana celular e, consequentemente, maior sua
toxicidade (KAYEMBE et al. 2013). De fato, no presente estudo, para concentracao semelhante
dos contaminantes, a adsorgdo de TCS (5,0+0,1 mg L) em T2 foi de 21,1+0,7%, enquanto em
P1 a adsorcéo de PRO (6,1+0,1 mg L) foi de 1,6+0,5%. Além disso, para todas as condicdes,
foi observada maior adsor¢do de TCS em comparacdo ao PRO (Tabela 5.11). A adsor¢édo de
PRO ficou abaixo de 2% para todas as concentracdes testadas, enquanto a adsor¢do minima de
TCS foi 20,1+0,2% em T1 (3,6+0,1 mg L?).

Tabela 5.11 - Remocao, adsorcao e degradacao de triclosan e propranolol em reatores em

batelada.
- i inicial Remocdo Adsorcdo Degradacao
Condicao experimental (mg L) (%) (%) (%)
Triclosan
T1 3,6+0,1 67,0+0,3 20,1+0,2 45,1+0,8
T2 5,0+0,1 59,1+0,7 21,0+0,7 38,1+1,2
T3 15,5+0,1 80,01+1,0 77,1+1,3 3,0+0,6
Sem
cossubst. Propranolol
P1 6,1+0,1 58,0+0,9 1,6+0,5 56,4+0,4
P2 15,3+0,2 85,1+0,1 1,5+1,2 80,2+0,7
P3 28,5+0,5 89,1+0,1 1,6+0,7 88,4+0,9
P4 55,0+1,3 9,0+0,5 1,9+2,6 7,1+0,1
Triclosan
T2 (Controle) 5,0+0,1 59,1+0,7 21,0+0,7 38,1+1,2
TF (Fumarato) 5,1+0,1 78,2+0,5 24,0+1,6 54,0+0,3
TE (Etanol) 5,1+0,1 93,7¢0,8  16,0+0,2 77,1%0,1
Com TM (Metanol:Etanol) 5,1+0,1 83,1+0,9 18,1+1,1 65,1+1,3
Propranolol
cossubst.
P4 (Controle) 55,0£1,3 9,02+0,47 1,926 7,1+0,1
PF (Fumarato) 55,3+0,1  11,03+0,2 1,9+1,2 10,4+0,1
PE (Etanol) 55,9¢1,2  26,61+0,8  1,740,3 24,1+0,1

PM (Metanol:Etanol) 55,8+0,1 15,24+0,7 1,6£0,3 13,0+1,2
Fumarato, etanol e metanol:etanol: 200 mg L™ de demanda quimica de oxigénio.
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A maior toxicidade de TCS também pode estar relacionada a formacdo de subprodutos
oriundos de sua degradagdo, que podem ser ainda mais toxicos que o composto original (BUTH
et al. 2010; TOHIDI e CAI 2017). Entretanto, no presente estudo, dentre todos 0s ensaios com
TCS, menor P (151 pmolCHas) e menor remogéo de matéria orgénica (35+5%) foram observados
em T3. Em tal ensaio, 77,1+1,3% da massa de TCS (15,5+0,1 mg L) ficou adsorvida na biomassa.
Portanto, a toxicidade a comunidade microbiana ocasionada por TCS em T3 ocorreu,

provavelmente, devido a molécula original.

Outra diferenca observada entre os micropoluentes emergentes foi que a degradacéo de
TCS foi menor em fungdo do aumento de sua concentragéo (Tabela 5.11), sendo de 45,1+0,8% em
T1 (3,6+0,1 mgTCS L) para 3,0+0,6% em T3 (15,5+0,1 mgTCS L™1). A degradacéo de PRO, por
outro lado, foi maior proporcionalmente ao aumento de sua concentragdo em até 28,5+0,5 mg L
(Tabela 5), sendo de 56,4+0,4% em P1 (6,1+0,1 mgPRO L?) e 88,4+0,9% em P3 (28,5+0,5
mgPRO L1). Todavia, para maior concentragio aplicada em P4 (55,0+1,3 mgPRO L) notou-se
menor degradacéo (7,1+0,1%).

Provavelmente, estes resultados estdo relacionados a biodisponibilidade dos compostos-
alvos até limiar especificos que ndo ocorra inibi¢do do processo anaerobio. Por exemplo, aumentar
a biodisponibilidade de micropoluentes recalcitrantes pode favorecer fendmenos cometabodlicos e,
consequentemente, aumentar a eficiéncia de sua remocdo (STASINAKIS et al., 2012). Entretanto,
a degradacdo anaerdbia de compostos tdxicos ocorre em concentracdes limiares especificas. Isto
¢, a0 mesmo tempo que baixa biodisponibilidade pode limitar a degradacéo, como o caso de éteres
difenilicos polibrominados, por outro lado, para outros compostos toxicos, como o caso do
surfactante LAS, a elevada biodisponibilidade pode resultar em inibicdo microbiana
(STASINAKIS et al., 2012). Este fato pode ter ocorrido no presente estudo e, provavelmente,
28,5+0,5 mg L de PRO (P3) em 2gSTV L pode ter favorecido a degradagdo do farmaco devido
ao aumento de sua biodisponibilidade e favorecimento de fenémenos cometabdlicos a partir da
matéria organica que constitui esgoto sanitario. Entretanto, para maior concentracdo, ou seja,
55,0+1,3 mgPRO Lt em 2gSTV L (P4), a degradacéo do farmaco foi inibida devido a toxicidade
a comunidade microbiana. Para o TCS esse limiar de concentra¢do foi menor; ou seja, 5,0+0,1
mgTCS Lt em 2gSTV L (T2) ocasionou em toxicidade a comunidade microbiana e menor

degradacéo do bactericida.

O farmaco PRO, sendo um composto anfifilico, pode atuar nas membranas celulares

microbianas e causar alteracGes na organizacdo das bicamadas lipidicas, resultando em rupturas
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de membranas celulares (FOUNTOULAKIS et al., 2004; 2008), enquanto que o bactericida TCS
pode inibir a sintese de &cidos graxos das células (MCNAMARA, LAPARA, e NOVAK 2014;
CAREY etal. 2016). Tais mecanismos de toxicidade podem estar relacionados a menor eficiéncia
de remocao de matéria organica, menor degradacdo dos micropoluentes e menores valores de P
observados nos ensaios contendo maiores concentracfes de TCS (T2 e T3) e PRO (P4) (Tabelas
5.8,5.9 e 5.11), 0 que corrobora com o0 acimulo de AOV em tais ensaios (Figura 5.10).

Entretanto, a comunidade microbiana anaerdbia pode desenvolver resisténcia ao TCS
quando exposta a baixas concentracdes deste bactericida (MCNAMARA, LAPARA, e NOVAK
2014; CAREY et al. 2016). Por exemplo, Fan et al., (2020) relataram que 2,2 mg L de TCS (100
mgTCS KgSTV?) estimula a transcrigio de genes codificadores das principais enzimas envolvidas
no processo de acidogénese, como BK (que transforma produtos hidrolisados em acido butirico) e
OAATC (vital no processo de producédo de acido propiénico). Tais processos podem ter ocorrido
no presente estudo, uma vez que para menor concentracdo de TCS (T1) e PRO (P1, P2 e P3), além
de maior P, notou-se maiores A e Rm em compara¢do ao Controle com esgoto sanitario e sem 0s
micropoluentes emergentes e 0s cossubstratos (Tabela 5.8). Estes resultados configuram o
desenvolvimento de atividades metabdlicas, resultando em uma fase de atraso para producédo de
biogas () e posterior aumento de Rm e P. O maior P para menor concentragdo de TCS (T1) e PRO
(P1, P2 e P3), em comparacdo ao Controle (com esgoto sanitario e sem 0s micropoluentes
emergentes 0s cossubstratos), também pode estar relacionado a maior concentracdo de matéria
organica inicial nesses ensaios (Tabela 5.11), que ocorreu devido ao acréscimo dos compostos,
atuando como fonte de carbono e energia para 0s microrganismos. Durante a digestdo anaerdbia,
0 aumento da matéria organica pode resultar em aumento da producdo de metano, mesmo na
presenca de micropoluentes emergentes (ESPOSITO et al. 2012), como TCS e PRO. Além disso,
a remogdo de matéria organica nos ensaios T1, P1, P2 e P3 foram proximas ao Controle (com
esgoto sanitario e sem 0s micropoluentes emergentes 0s cossubstratos), sendo de 83+7%, 93+1%,
89+2%, 85+1% e 95+1%, respectivamente.

Entre os cossubstratos, foi observado maiores valores de P e Rm empregando etanol,
seguido de metanol:etanol em comparagdo ao fumarato (Tabela 5.8). Este fato pode estar
relacionado ao maior valor de A nos ensaios com fumarato (Tabela 5.8). Em condi¢do anaerdbia,
fumarato pode ser convertido em malato, oxaloacetato, piruvato, succinato e acetato (STAMS,
1994; KUO et al., 2018; MOTTERAN et al., 2020). Dessa forma, fumarato contribui para o

metabolismo microbiano em vias distintas de obtencédo de energia, o que justifica 0 maior P nos



117

ensaios contendo fumarato em relagdo a auséncia de cossubstrato e presenca de TCS e PRO.
Todavia, o fumarato deve passar por diferentes rotas metabolicas antes de ser convertido em
acetato e Ho (STAMS, 1994; KUO et al., 2018; MOTTERAN et al., 2020), que s&o utilizados
pelas arqueias metanogénicas acetoclasticas e hidrogenotréficas, respectivamente. Dessa
forma, o processo para producdo de metano utilizando fumarato como cossubstrato se torna
mais lento em comparacéo ao uso de etanol e metanol. Tais &lcoois podem fornecer acetato para
arqueias metanogénicas acetoclasticas, o que justifica 0 menor A e maior Rm observados na

presenca de etanol e metanol:etanol.

Entretanto, assim como fumarato, o metanol também pode passar por diferentes
conversdes metabdlicas que, apesar de envolver producdo direta a metano ou conversao em
acetato, também pode ocorrer producdo de butirato (FIORENCIO; FIELD; LETTINGA, 1995).
A partir do metanol, pode-se ocorrer a ativacao do butirato em butiril-CoA, convertendo-o em
2 acetil-CoA por meio de duas etapas de oxidagdo, sendo um acetil-CoA utilizado para a
ativacdo do butirato e outro para produzir ATP na conversdo em acetato (STAMS, 1994;
STAMS et al., 2012; SCHOMBURG et al., 2017). Sob tais condicGes, parte do ATP formado
é utilizado para oxidar o butiril-CoA, e é necessario o sintrofismo com arqueias metanogénicas
hidrogenotréficas para a retirada de H2 do meio para que ocorra a mineralizagdo completa do
butirato. Além disso, nesta rota, 0 NADH formado a partir da oxidacéo de 3-hidroxibutiril-CoA
em acetoacetil-CoA também pode ser utilizado para reduzir o crotonil-CoA em butiril-CoA
(STAMS, 1994; STAMS et al., 2012; SCHOMBURG et al., 2017).

Na rota do etanol, por outro lado, o acetato é formado diretamente a partir de sua
oxidacdo e a quantidade de energia que pode ser conservada por metanogénicas acetoclasticas
nédo depende da concentracdo de H2 no meio. Para essas metanogénicas, o acetato é ativado pela
acetil-CoA que é clivada em metil e carbonil que séo, subsequentemente, reduzidos a metano e
oxidados a CO, (STAMS, 1994; STAMS et al., 2012; SCHOMBURG et al., 2017). Segundo
Kotsyurbenko et al., (2004), a contribuicdo para producéo de metano por meio de acetato como
substrato é superior a 67%, enquanto para H2/COg, a contribuicdo € inferior a 33%, o que
justifica o maior P e maior Rm na presenca de etanol em comparagdo ao metanol:etanol e

fumarato.

Nos ensaios de PRO, observou-se que o emprego dos cossubstratos ndo interferiu na
adsorcdo do farmaco. Para todas as condicGes testadas, a adsor¢do de PRO foi inferior a 2%

(Tabela 4). Para o TCS, por outro lado, menor adsorcéo foi observada empregando etanol (TE:
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16,0+0,2%), seguido de metanol:etanol (TM: 18,1+1,1%). Todavia, maior adsorcdo de TCS foi
observada usando fumarato (TF: 24,0+1,6%) em comparagdo a auséncia de cossubstrato (T2:
21,0+0,7%).

A utilizacdo dos cossubstratos também resultou em maior degradacdo de TCS e PRO
(Tabela 5.11). Maior degradacdo foi observada empregando etanol, seguido de metanol:etanol
e fumarato. Para TCS, a degradacdo aumentou de 38,1+1,2% no controle T2 para 77,1+0,1%
utilizando etanol (TE). Para os ensaios contendo PRO, a mesma tendéncia foi observada. No
controle P4, a degradacdo de PRO foi de 7,1+0,1%, enquanto no ensaio contendo etanol (PE)

aumentou para 24,1+0,1%.

Os diferentes valores de adsorcdo obtidos para TCS e PRO na presenca dos
cossubstratos, também podem ser explicados pelas suas propriedades fisico-quimicas. Os
valores de coeficientes de distribuicdo agua-solido (Kd) e de Log Kow de produtos
farmacéuticos hidrofilicos e anfifilicos, assim como seus potenciais de sor¢do em biossolidos,
geralmente, ndo séo alterados sob diferentes condi¢fes anaerdbias, tais como alteracdo de pH,
condicdes mesofilica, termofilica e pré-tratamento alcalino ou térmico (STASINAKIS et al.,
2012; MCCURRY et al., 2014; MALMBORG e MAGNER, 2015). Este fato pode justificar o
porqué da presenca dos cossubstratos nao ter alterado a adsorcéo do farmaco anfifilico PRO no
lodo anaer6bio do presente estudo. O TCS, por outro lado, assim como seus produtos de
degradacéo, sdo propensos a particionar no lodo devido as suas caracteristicas hidrofdébicas
(TOHIDI e CAl, 2017). Entretanto, no presente estudo, notou-se menor adsorcdo de TCS nos
ensaios contendo etanol e metanol:etanol (Tabela 5.11). Dessa forma, o emprego desses
cossubstratos contribuiu para a diminuicdo dos efeitos téxicos de TCS sobre as células
microbianas e, consequentemente, resultou em maior producdo de metano (P), maior remocao

de matéria organica e maior degradacao de TCS.

O aumento da remocéo de TCS e de PRO na presenca de etanol também pode estar
relacionado a indugdo do cometabolismo. Alcoois de cadeia curta, como o etanol, sdo fontes de
carbono e energia, podendo auxiliar na reativacdo da atividade bacteriana e degradacéo de
compostos recalcitrantes, tais como surfactante LAS (MOTTERAN et al., 2018). Inclusive, foi
relatado que a degradacdo anaerdbia de TCS é favorecida quando condi¢des metanogénicas sao
estimuladas utilizando acetato como cossubstrato (VEETIL et al., 2012; STASINAKISs et al.,
2012). Isto pode ter ocorrido no presente estudo devido a formacéo direta de acetato a partir do

etanol. De fato, foi observado maior concentracdo de &cido acético ao final dos ensaios
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contendo etanol em comparagdo aos demais cossubstratos (Figura 5.12). Além disso, de forma
geral, notou-se menores concentragdes de AOV ao final dos ensaios contendo cossubstratos em
relacdo aos ensaios controles (Figura 5.12). Este fato indica a utilizacdo dos AOV por bactérias
homoacetogénicas e arqueias metanogénicas, 0 que corrobora com o maior potencial
metanogénico obtido empregando etanol, metanol:etanol e fumarato em relacdo a auséncia
desses cossubstratos.

Figura 5.12 - Acidos organicos volateis ao final dos ensaios contendo triclosan (A) e
propranolol (B) na auséncia de cossubstratos (T2 e P4) e presenca dos cossubstratos fumarato
(TF e PF), etanol (TE e PE) e metanol:etanol (TM e PM).

A 100 q B 100 -
80 - 80 -
- I ~
3 60 - " 60 -
2 40 - I 2 40 - .
20 I I 20 - . I -
0 - 2 0 '§
T2 TF TE ™ P4 PF PE PM
Macetico  Nbutirico propidnico Macetico  Nbutirico propidnico

Fonte: Autora.
T2: 5,03+0,06 mgTCS L%; TF: 5,104+0,04 mgTCS L™ + Fumarato*; TE: 5,12+0,71 mgTCS L + Etanol*; TM:
5,19+0,53 mgTCS L + Metanol:Etanol*; P4: 55,05+1,30 mgPRO L*; PF: 55,32+0,91 mgPRO L* + Fumarato*;
PE: 55,84+1,23 mgPRO L + Etanol*; PM: 55,78+0,04 mgPRO L + Metanol:Etanol*; *200 mgDQO L*; DQO:
demanda quimica de oxigénio.

Portanto, devido a maior degradacdo obtida de TCS em codigestdo com etanol
(77,1+0,1%) e de PRO sem o uso de cossubstratos (88,4+0,9%), foi realizado a caracterizacdo
taxondmica da biomassa microbiana dos ensaios de TE (5,1+0,7 mgTCS L™ com 200 mgDQO
L de etanol) e P3 (28,5+0,5 mgPRO L™1).

5.1.3.1. Diversidade microbiana dos reatores de maior remocéo de triclosan e propranolol

Em ambas as biomassas, a cobertura de Good (Tabela 5.12) para os Dominios Bacteria
e Archaea foi superior a 99%, indicando alta cobertura das amostras. Além disso, por meio das
curvas de rarefacdo (Figura 5.13) foi observado platd, com representacdo satisfatoria das
populagdes microbianas. As sequéncias do Dominio Bacteria de TE (76447) e P3 (77794) foram
agrupadas em 166 e 165 OTUs, respectivamente. Para 0 Dominio Archaea, as sequéncias de
TE (88129) e de P3 (124164) foram agrupadas em 10 OTUs.
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Nos dois niveis taxondmicos analisados, foram observados maiores valores dos indices
de riqueza (Chao-1) e diversidade (Shannon H) para a biomassa de TE em comparacdo a P3
(Tabela 5.12). Este fato é resultado da maior toxicidade exercida na comunidade microbiana de
TCS em comparagdo ao PRO, bem como o uso de etanol como cossubstrato em TE. Aumentar
a toxicidade do meio diminui a dominancia de popula¢des microbianas e aumenta a diversidade
de microrganismos (GIBSON e S. HARWOOD 2002; ZHAO et al. 2016; MOTTERAN et al.,
2018). Além disso, etanol é fonte de carbono para os microrganismos e influencia diretamente
no aumento da diversidade microbiana (MOTTERAN et al., 2018).

Tabela 5.12 - Iindices ecoldgicos dos Dominios Bacteria e Archaea dos ensaios de reatores em
bateladas de maior remocéo de triclosan (TE) utilizando etanol e propranolol (P3) na auséncia

de cossubstrato.

indices Dominio Bacteria Dominio Archaea
TE P3 TE P3
Good coverage 1,00 1,00 1,00 1,00
Shannon H 7,80 5,20 0,23 0,27
Chao 1 590,00 555,00 10,00 10,00
Dominance 0,16 0,74 0,91 0,89

TE: 5,1240,71 mgTCS L + Etanol*; *200 mgDQO L; DQO: demanda quimica de oxigénio; P3: 28,50+0,54
mgPRO L.

Figura 5.13 - Curva de rarefacdo dos ensaios de reatores em bateladas de maior remocéo de

triclosan (TE) utilizando etanol e propranolol (P3) na auséncia de cossubstrato.
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Fonte: Autora.

TE: 5,12+0,71 mgTCS L + Etanol*; *200 mgDQO L*; DQO: demanda quimica de oxigénio; P3:
28,50+0,54 mgPRO L.

Em relacdo ao Dominio Bacteria, foram identificados nas biomassas de TE e P3 o total de

38 e 37 filos, respectivamente. Maior abundéncia relativa dos Filos Proteobacteria e
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Bacteroidetes foi observada em ambas as biomassas (Figura 5.14). Membros destes Filos séo
frequentemente identificados em popula¢fes microbianas prevalentes em reatores anaerébios
com esgoto sanitario (CYDZIK-KWIATKOWSKA e ZIELINSKA, 2016; GRANATTO et al.,
2019), pois possuem ampla diversidade metabdlica, relacionada a utilizacdo de proteinas e
carboidratos (GUPTA, 2000; THOMAS et al., 2011). O terceiro Filo de maior abundancia
relativa em TE e P3 foi Chloroflexi (Figura 5.14). Membros deste filo utilizam variedade de
poluentes persistentes como receptores de elétrons e participam da degradacdo de compostos
halogenados (KRZMARZICK et al., 2012). O TCS, como composto organoclorado, pode servir
como receptor de elétrons para bactérias desalogenadoras, tais como membros do Filo
Chloroflexi, durante a descloracdo redutiva. Além disso, bactérias desalogenadoras podem ser
enriquecidas em ambientes contendo TCS devido a tolerancia desses microrganismos a
poluentes clorados (KRZMARZICK et al., 2012; MCNAMARA e KRZMARZICK, 2013). De
fato, no presente estudo, notou-se maior abundancia relativa de Chloroflexi em TE (20%) em

comparagao a P3 (13%).

Figura 5.14 - Abundancia relativa dos Filos do Dominio Bacteria na biomassa ao final da
operagéo dos reatores em bateladas contendo triclosan e etanol (A) e propranolol (B).

A Acidobacteria 2% B Acidobacteria 1%
—— Synergistetes 3% — Synergistetes 1%
Spirochaetes 3% Spirochaetes 2%
. . 1 1 20,
| Firmicutes 11% Firmicutes 2%

Fonte: Autora.
TE: 5,1240,71 mgTCS L™ + Etanol*; *200 mgDQO L!; DQO: demanda quimica de oxigénio; P3: 28,50+0,54
mgPRO L.

Em relacdo aos géneros do Dominio Bacteria, notou-se que em TE, a abundancia
relativa dos 22 géneros mais abundantes foi entre 0,3% e 4,1% (Figura 5.15-A). Em P3, por
outro lado, foi observado abundancia relativa de 18,0% para VadinBC27_wastewater-
sludge_group. Os demais géneros identificados em P3 foram observados com abundancia

relativa inferior a 3,7%.
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InformacgGes limitadas foram relatadas sobre as fungdes metabdlicas de microrganismos
pertencentes ao género VadinBC27. Organismos semelhantes a tal género foram identificados
pela primeira vez em 1997 em biomassa de reator anaerdbio alimentado com vinhaca, e
receberam nome genérico de VADIN (vinasses anaerobic digestor of Narbonne) (GODON et
al., 1997). VadinBC27 pertence ao Filo Bacteroidetes e Familia Rikenellaceae. Membros desta
Familia sdo anaerdbios estritos, fermentadores de proteina e carboidratos e produzem acetato,
H> e CO2 (SU et al., 2014). VadinBC27 também foram identificados em reatores anaerobios
com aguas residuarias contendo compostos toxicos e recalcitrantes, como éteres difenilicos
polibromados e contaminantes organicos oriundos de lixiviados de aterros sanitarios (XU et al.,
2012; XIE et al., 2014).

Os géneros Christensenellaceae R-7_group, Smithella e Pseudomonas foram
identificados com abundancias relativas acima de 2%, em TE e P3 (Figura 5.15-A).
Christensenellaceae_R-7_group pertence ao Filo Firmicutes e Familia Christensenellaceae.
Membros desta Familia sdo estritamente anaerdbios, fermentadores e produzem principalmente
acido acético (MOROTOMI et al., 2012). Representantes do género Christensenellaceae R-
7_group foram identificados como predominantes em reatores anaer6bios com aguas
residuérias contendo compostos toxicos, tais como giberelina (horménio produzido por
vegetais), hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (OUYANG et al., 2019; TANG et al., 2019),
além de sulfato e amonio. Smithella e Pseudomonas sdo anaerdbios facultativos, capazes de
realizar clivagem de anéis aromaticos, w-oxidagdo, P-oxidacdo, dessulfonacdo e oxidar
propionato, crotonato, butirato, malato e fumarato em acetato, podendo assim realizar
sintrofismo com arqueias metanogénicas (DE BOK et al. 2001; KERTESZ et al., 1994;
BRENNER et al., 2005). Além disso, a partir de cepas de Pseudomonas isoladas de solo, foi
relatado que organismos semelhantes a tal género expressam altos niveis de resisténcia ao TCS,
como aumento da expressdo do gene mexB (componente da bomba de efluxo MexAB-OprM)
que também codifica resisténcia a antibidticos (YAZDANKHAH et al., 2006; MCNAMARA
et al., 2014). Desta forma, os principais géneros identificados no presente estudo sdo resistentes
a compostos toxicos, como TCS e PRO, e por isso apresentaram maior abundancia relativa em

detrimento aos demais.

Em relacdo aos demais géneros, foram identificados 11 deles com abundéancia relativa
acima de 0,10% em ambos os reatores (Figura 5.15). Dentre tais géneros, Petrimonas foi
identificado em maior abundancia relativa em PRO (3,7%) em comparacdo ao TCS (1,3%).

Representantes de tal género sdo bactérias fermentativas e anaerdbias estritas, capazes de oxidar



123

acidos graxos e produzir acetato, H» e CO, (GRABOWSKI, 2005). Trata-se também de
microbiota especifica que utiliza enxofre e nitrato como receptores de elétrons, reduzindo a
sulfeto e amonio, respectivamente (BRENNER et al., 2005; GRABOWSKI, 2005; IKEGAM
et al., 2018). Em relacdo a biomassa exposta ao TCS, notou-se maior abundancia relativa
(Figura 5-A) e maior nimero de OTU (Figura 5.15-B) de Longilinea, Arcobacter, Mesotoga e
Sulfuricurvum em comparagdo a biomassa exposta ao PRO. Tratam-se de microrganismos
relacionados as vias metabolicas de organoclorados e podem ter sido enriquecidos na presenca
de TCS.

Microrganismos semelhantes a Longilinea pertencem ao Filo Chloroflexi e também
foram identificados em sedimentos contaminados por hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
contendo cloro (YAMADA e SEKIGUCHI, 2018). A abundéancia relativa de Longilinea foi de
2,6% e 0,9% em TE e P3, respectivamente. Para 0 género Arcobacter, foi observada abundancia
relativa de 1,6% e 0,1% em TE e P3, respectivamente. Microrganismos pertencentes a tal
género sdo anaerobios facultativos e possuem capacidade de degradar compostos aromaticos,
além de utilizar N2, nitrato e enxofre como receptores finais de elétrons (WAHLUND e
MADIGAN, 1993; HOUF, 2005). Algumas bactérias semelhantes a Arcobacter sdo
fermentativas e podem produzir acetato e realizar sintrofismo com arqueias metanogénicas
acetoclaticas (DONACHIE, 2005; HOUF, 2005; MADIGAN et al., 2017).

Mesotoga, por sua vez, sdo anaerobios estritos e fazem parte do ciclo do enxofre.
Diversas cepas de tal género foram isoladas a partir de culturas enriquecidas com
organoclorados, tais como tetraclorobifenil e declorinante policlorada, sendo relacionadas a
degradacdo de compostos aromaticos clorados (PULLIAM HOLOMAN et al., 1998; NESBJ
etal., 2012; ZHAXYBAYEVA et al., 2012). Alem disso, a partir da analise da composicdo de
aminoacidos das proteinas de Mesotoga, foi relatada a capacidade especifica de tal género de
realizar transferéncia horizontal de genes redutores da dehalogenase (enzima essencial para
descloragéo redutiva). Este fato indica que a presenca de microrganismos pertencentes a
Mesotoga S0 essenciais para que o consorcio anaerobio seja capaz de realizar descloracéo
redutiva em organoclorados (ZHAXYBAYEVA et al., 2012), como o TCS. No presente estudo,
Mesotoga foi identificado com abundancia relativa maior em TE (1,2%) quando comparado a
P3 (0,9%). Maior abundancia relativa de Sulfuricurvum também foi observado em TE (1,2%)
em relacio a P3 (0,2%). Microrganismos pertencentes a tal género sdo também
quimioautotrofico, sendo capazes de utilizar varios compostos de enxofre e nitrato como

doadores de elétrons. Além disso, incluem organismos capazes de degradar compostos
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organicos toéxicos e clorados, tais como hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, bifenil
policlorado e 4-clorofenol (HAN et al., 2012; LIU et al., 2018; L1 et al., 2019).

Em relacdo aos géneros Syntrophus e Syntrophorhabdus, observou-se abundancias
relativas e numeros de OTU semelhantes em TE e P3 (Figura 5.15). Tratam-se de
microrganismos de ampla capacidade metabdlica, podendo utilizar TCS e PRO, bem como
demais compostos aromaticos presentes em esgoto sanitario (GRANATTO et al., 2019) como
substrato de crescimento. Representantes do género Syntrophus, por exemplo, sdo anaerdébios
estritos e possuem mecanismos para realizar clivagem de anéis aromaticos sob condicoes
anaerdbias, p-oxidacdo e degradar cadeias de &cidos graxos em relaces sintréficas com
argueias metanogénicas (BOLL, 2005; BRENNER et al., 2005). A abundancia relativa de
Syntrophus foi de 1,7% e 1,5% em TE e P3, respectivamente. Representantes do género
Syntrophorhabdus, por sua vez, foram observados com abundancias relativas de 1,0% em TE
e P3. Tais microrganismos pertencem ao Filo Proteobacteria e utilizam compostos aromaticos
como doadores de elétrons em condi¢bes anaerobias, podendo assim também realizar
sintrofismo com arqueias acetoclasticas e hidrogenotroficas (QIU et al., 2008; KUEVER,
2014).
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Figura 5.15 - A: Géneros de abundancia relativa maior que 0,1% do Dominio Bacteria
identificados na biomassa microbiana ao final da operacgéo dos reatores contendo TCS e etanol
(TE) e PRO (P3). B: Principais atividades metabolicas exercidas pelos microrganismos
pertencentes aos géneros identificados com abundancia relativa maior que 0,1% do Dominio

Bacteria.
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VadinBC27_wastewater-siudge_group 2671 - X X X X X X
Christensenellaceae_R-7 group 2630 1316 x x x x x
Smithella 2601 1734 x X X X

Longilinea 1713 664 X X b
Psendomonas 1525 1767 X X X X
Svntrophus 1136 1102 X X x X

Arcobacter 1055 X X X X X X
Petrimonas 841 2727 X X X X X

Sulfuricurvum 814 X X X X X

Mesotoga = 810 639 x X X X
Svntrophorhabdus | 646 764 x X X

Fonte: Autora.

TE: 5,12+0,71 mgTCS L™ + Etanol*; *200 mgDQO L*; DQO: demanda quimica de oxigénio; P3: 28,50+0,54

mgPRO L. B: escala de cor: vermelho maior valor, amarelo valor intermediario e verde menor valor.

A partir da caracterizagdo microbiana e da literatura disponivel, foi possivel
correlacionar as atividades metabdlicas exercidas pelos principais géneros bacterianos
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identificados em TE e P3 (Figura 5.15-B) com as possivelmente envolvidas no processo de
degradacédo anaerdbia de TCS e PRO (Figura 5.16).

Figura 5.16 - Vias da degradacdo de triclosan e propranolol baseadas em Veetil et al., (2012) e

Garcia-Espinoza e Mijaylova Nacheva, (2019), respectivamente.
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Fonte: Autora.

A degradacdo anaerébia de TCS pode ocorrer por varias vias metabdlicas, que incluem
desalogenacdo, hidroxilacdo e metilacdo (FAN et al., 2020). Veetil et al., (2012) relataram a
degradacdo de TCS sob condigcbes redutoras de sulfato e, principalmente, sob condicdes
metanogénicas. Inicialmente, o TCS é transformado em 2,4-diclorofenol e clorocatecol por
meio da clivagem da ligacdo éter difenilico (Figura 5.16-1) (VEETIL et al., 2012; FAN et al.,
2020). Esta reacdo prossegue via O-desmetilacdo do grupo metil pelo sistema enzimatico O-
desmetilase (GHATTAS et al., 2017). Posteriormente, ocorre a descloracdo redutiva (Figura
5.16-2). Esta reagdo, sob condigdes anaerdbias, ocorre prontamente se houver mais de dois
halogénios presentes e, principalmente, se ligados a sistema aromatico (GHATTAS et al.,
2017), como é o caso do TCS. As dioxigenases e monooxigenase sdo possivelmente as
principais enzimas envolvidas no processo (VEETIL et al., 2012). Como consequéncia desta
reacao, é formado fenol e catecol (VEETIL et al., 2012) e, apds ativacdo da Coenzima A (Figura
5.16-3), ocorre a reducao do anel aroméatico (GHATTAS et al., 2017).

Em relacdo ao PRO, sua rota de degradacéo via oxidacao eletroquimica foi proposta por
Garcia-Espinoza e Mijaylova Nacheva, (2019). Segundo tais autores, inicialmente ha quebra da

ligacdo éter por ataque de radicais livres. Em meio bioldgico, como no presente estudo, a quebra
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desta ligacdo pode ser mais dificil, uma vez que a ligacao éter é bastante inerte. Entretanto, a
remocdao de ésteres metilicos de benzoatos e benzenos foi demonstrada em varios estudos sob
condicdes acetoclasticas e fermentativas (GHATTAS et al., 2017), que pode proceder via O-
desmetilacdo, assim como explicado para 0 TCS. Apds a quebra da ligacdo éter, segundo
Garcia-Espinoza and Mijaylova Nacheva, (2019), os radicais atacam a ligagdo C5 da estrutura
ciclica dupla de PRO com liberacéo da cadeia lateral formando um grupo amina (Figura 5.16-
4). Existem poucos relatos sobre degradacdo anaerdbia de amina, entretanto, a desaminacao sob
condicdes redutoras de nitrato foi observada em cultura pura (NGUYEN et al., 2008). Apds a
desaminacdo, espera-se que seja formado um aldeido (Figura 5.16-5), que pode ser oxidado a
acido carboxilico por microrganismos anaerobios (Figura 5.16-6) e, finalmente, ser
mineralizado via B-oxidacdo (Figura 5.16-7) (GHATTAS et al., 2017). Além da formacéo do
grupo amina, durante o passo inicial da degradacdo de PRO, segundo Garcia-Espinoza e
Mijaylova Nacheva, (2019), h4 formacdo de 1-naftol (Figura 5.16-8). Diversos compostos
intermediarios oriundos de 1-naftol foram relatados por Garcia-Espinoza e Mijaylova Nacheva,
(2019) durante a oxidacdo eletroquimica de PRO, devido ao ataque de radicais livres.
Entretanto, sob condi¢cBes metanogénicas, como no presente estudo, e sob condic¢des redutoras
de sulfato, a transformacéo de naftalenos ocorre diretamente via mecanismos de carboxilacao
e sdo convertido diretamente a benzoato (Figura 5.16-9) (GHATTAS et al., 2017).
Posteriormente, por meio da ativacdo da Coenzima A, ocorre a formacdo do benzoil-CoA

(Figura 5.16-10), assim como nha via de degradacdo do TCS.

Benzoil-CoA é o intermediario central mais comum durante a degradacéo anaerébia de
anéis aromaticos, ¢ pode ser desaromatizado via descarboxilagdo por meio de -oxidagdo
redutiva, formando acetil-CoA (FUCHS, BOLL, e HEIDER 2011; GHATTAS et al., 2017). A
formacéo de acetil-CoA ¢ realizada pela fosforilacdo para acetil-fosfato por meio da enzima
acetato quinase (AK) (Figura 5.16-11). Em seguida, o acetil-fosfato é convertido em acetil-CoA
pela fosfotransacetilase (PTA) (Figura 5.16-12) (GORRELL e FERRY, 2007). Quando AK e
PTA estdo associadas, a reacdo inversa (conversdo de acetil-CoOA em acetato) é catalisada
(Figura 5.16-13) (FERRY, 2011). Posteriormente, ocorre a producdo de metano por arqueias

metanogénicas.

Em relacdo ao Dominio Archaea foi observado dominancia do Filo Euryarchaeota em
ambas as amostras de biomassa microbiana (TE e P3), com abundéancias relativas acima de
97%. Tal Filo inclui todos os microrganismos metanogénicos (LI et al., 2013). Em relacdo aos

géneros, em P3 notou-se abundancia relativa de 46% e 42% para Methanobacterium e
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Methanosaeta, respectivamente, enquanto em TE foi observado abundancia relativa de 61%
para Methanosaeta. Os demais géneros de arqueias foram identificados em P3 e TE com

abundancias relativas inferiores a 7% e 8%, respectivamente (Figura 5.17).

A suscetibilidade de arqueias metanogénicas para compostos que exibem mecanismos
de toxicidade semelhantes ao efeito de PRO, como o surfactante LAS, foi relatada (MOSCHE
e MEYER, 2002). Entretanto, organismos semelhantes a Methanobacterium codificam varios
genes que estdo envolvidos na adaptacéo a estresses abioticos, como di-mio-inositol-1,1-fosfato
e n-glicerol-1-fosfato (MULLER et al., 2005; MAUS et al., 2014). Além disso, organismos
semelhantes a Methanobacterium também foram identificados em ambientes hostis, como em
digestores anaerdbios de vinhaca, assim como o género VadinBC27 do Dominio Bacteria, que
foi identificado com maior abundancia relativa na mesma biomassa (P3) (Figura 5.15)
(GODON et al., 1997; STANTSCHEFF et al., 2014). Estes fatos podem ter contribuido para
maior abundancia relativa de Methanobacterium em detrimento das demais arqueias expostas
ao toxico PRO em P3. Outro fator contribuinte é que organismos pertencentes a tal género sdo
versateis e podem produzir metano a partir de acetato, Hz, CO e formiato. Por exemplo,
Methanobacterium podem codificar acetil-CoA-sintetase (acsS) para produzir acetil-CoA a
partir de acetato (MAUS et al., 2014). O grupamento de genes de acetil-CoA
descarbonilase/sintase (cdhA-E) foi identificado em seu genoma e previsto para catalisar a
sintese da acetil-CoA a partir de moléculas de um carbono (DAI et al., 1998). No genoma de
tais arqueias também estdo presentes genes que transportam formiato (fdhC) e hidrogenases
(fdhA-B), que estdo envolvidos na sintese de metano a partir do formiato como substrato

metanogénico alternativo (MAUS et al., 2014).

Methanosaeta, por sua vez, foi 0 segundo género mais abundante na biomassa exposta
ao PRO (P3) e dominante na biomassa exposta a etanol e TCS (TE) (Figura 5.17).
Microrganismos pertencentes a tal género sintetizam acetil-CoA por meio da enzima AK. O
primeiro passo da metanogénese realizado por tais arqueias é a fosforilacdo do acetato para
acetil-fosfato por meio da AK (GUO et al., 2015). A maior abundancia relativa de
Methanosaeta em TE, em detrimento das demais arqueias, provavelmente, esta relacionado ao
fornecimento de acetato oriundo da degradagdo do cossubstrato etanol adicionado a TE, uma
vez que tais arqueias sdo metanogénicas acetoclasticas estritas (GUO et al., 2015). Em P3 nao
foi adicionado etanol como cossubstrato. Todavia, Methanosaeta realiza sintrofismo com os
principais géneros bacterianos identificados em P3, como VadinBC27, Christensenellaceae_R-

7_group, Smithella, Pseudomonas, Syntrophus, Arcobacter, Petrimonas, e Syntrophorhabdus,



129

devido ao fornecimento de acetato proveniente do metabolismo dessas bactérias (BOLL, 2005;
BRENNER et al., 2005; GRABOWSKI, 2005; QIU et al., 2008; MOROTOMI et al., 2012;
KUEVER, 2014; SU et al., 2014). Além disso, o Ks (half saturation coefficient) para acetato
de Methanosaeta € menor em relacao a outras arqueias (SPEECE, 1983), o que também pode

ter contribuido para tal género ser o segundo mais abundante em P3.

Os outros géneros do Dominio Archaea identificados em TE e P3 foram Methanoregula,
Methanolinea, Methanospirillum e Methanomassiliicoccus (Figura 5.17). Tais arqueias séo
metanogénicas hidrogenotréficas que reduzem CO2 para CHg utilizando H2 como doador de
elétrons (LIU e WHITMAN 2008; YAMAMOTO et al. 2014; GUO et al. 2015; NKAMGA e
DRANCOURT 2016). As demais arqueias identificadas, como Methanomethylovorans e
Methanolobus, sdo metilotréficas, capazes de utilizar compostos metilados para formacéo de
CHs e CO2 (JIANG et al. 2005; LIU Ae WHITMAN 2008; GUO et al. 2015). Arqueias
metanogénicas metilotréficas sdo frequentemente identificadas com menor abundéncia relativa
em lodo de reatores anaerdbio com esgoto sanitario (GUO et al. 2015; GRANATTO et al.,
2019).

Figura 5.17 - Abundancia relativa dos géneros identificados do Dominio Archaea nos lodos

ao final da operacdo dos reatores contendo TCS e etanol em TE e PRO em P3.

. Methanolobus mP3 ETE
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Fonte: Autora.
TE: 5,12+0,71 mgTCS L*? + Etanol*; *200 mgDQO L*; DQO: demanda quimica de oxigénio; P3:
28,50+0,54 mgPRO L™
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5.2. Reator EGSB em escala aumentada

5.2.1. Remocdo da matéria organica

No periodo de adaptacdo do EGSB notou-se maior concentracdo de SST efluente do
reator (Tabela 5.13), sendo de 6,77+21 mg L. Para as fases I, Il e Il os valores de SST
efluentes foram inferiores, sendo de 0,22+0,03 mg L, 0,23+0,02 mg L™ e 3,10+4,10 mg L™,
respectivamente. Também foi observada diminui¢do do didmetro dos granulos ao longo da
operacdo (Figura 5.18). A frequéncia de granulos menores (0,5-1,0 mm) foi de 54% para o
inoculo, enquanto para as fases I, Il e Il observou-se aumento para 56%, 63% e 83%,

respectivamente.

Tabela 5.13 - S6lidos do reator EGSB.

Sélidos dos lodos

Fase ST (gL?) STV (g LY STF (gL
Inicial Final Inicial Final Inicial Final

Adaptacdo 5,92+0,90 4,51+1,20 4,81+0,4 3,92+0,05 1,13+0,20 0,80+0,10

Fase | 4,51+120 4,52+0,30 3,92+0,05 4,23+0,70 0,80+0,10 1,10+0,01

Fase Il 4,52+0,30 4,21+0,50 4,23+0,70 3,92+0,03 1,10+0,01 1,20+0,01

Fase Il 4,21+0,50 2,90+1,02 3,92+0,03 2,32+1,90 1,20+0,01 0,90+1,01

Soélidos efluentes

Fase SST (mg L?) SSV (mg L?) SSF (mg L)

Adaptacéo 6,77+21 6,731£21 0,05+0,05

Fase | 0,22+0,03 0,20+0,03 0,02+0,02

Fase Il 0,23+0,02 0,21+0,02 0,02+0,03

Fase Il 3,10+4,10 1,30+1,32 0,08+1,01

Fase Adaptacdo | I i

Duracao (dias) 20 96 96 96

TDH (horas) 36+2 36+4 20+2 20+3

Temperatura (°C) 28+1,2 27,8134 21,5+22 25,7122

ST: s6lidos totais; STV: solidos totais volateis; STF: sélidos totais fixos; SST: s6lidos suspensos totais; SSV:
solidos suspensos volateis; SSF: s6lidos suspensos fixos; TDH: tempo de detencgéo hidraulico; Temperatura:

medida as 12h (mé&xima alcancada no dia).
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Figura 5.18 - A: Box Plot do didmetro dos granulos do lodo de in6culo e do reator EGSB para
as fases I, 1l e 11l. B: Frequéncia (%) das faixas granulométricas (mm) observadas para o lodo

de indculo e para o lodo do reator EGSB das fases I, 11 e 1ll.
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Fonte: Autora.

A: As caixas de Box Plot possuem linhas inferiores de quartil (25%), linhas do meio de valores médios (50%) e
linhas superiores de quartil (75%). As linhas retas (-|) que se estendem de cada extremidade da caixa sdo para
mostrar a extensdo dos dados em até 1,5 vezes a faixa intercuartil (IQR); TDH: tempo de detencdo hidréaulico;
fases I: TDH de 36h; fase 1l: TDH de 20h; fase 111: TDH 20h + etanol (200 mgDQO L™1); DQO: demanda

quimica de oxigénio.

A reducdo do didmetro dos granulos ocorreu, provavelmente, devido a menor
quantidade e qualidade de matéria organica no esgoto sanitario (de 473+179 a 815+155
mgDQO L*; Tabela 5.14) em comparacio ao efluente de avicultura (2000 mgDQO L1
(DELFORNO et al., 2017) de reator UASB, ao qual o inéculo do EGSB estava adaptado. Além
disso, farmacos, produtos de higiene pessoal e outros micropoluentes no esgoto sanitéario
(GRANATTO et al., 2019) podem desestabilizar as interacdes hidrofébicas e hidrofilicas de
agregados microbianos (DELFORNO et al, 2012; ALVARINO et al., 2014).

Entretanto, foi observada estabilidade reacional do sistema anaerdbio ao longo de toda
operacao do EGSB. O pH afluente e efluente do reator, durante as fases I, Il e 11, foi proximo
aneutralidade (Tabela 5.14) e dentro da faixa preconizada como ideal para o processo anaerébio
estavel, entre 6,5 e 8,2 (SPEECE, 1983). Também foi observada geracao de alcalinidade durante
toda a operagdo (Tabela 5.14; Figura 5.19). Além disso, observou-se relagdo de alcalinidade
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intermediaria/parcial (Al/AP) efluente de 0,39+0,14, 0,34+0,11 e 0,41+0,13 para as fases I, Il
e Ill, respectivamente. Condigdes de AI/AP efluente proximo a 0,3 sdo favorveis ao

desenvolvimento de microrganismos anaerébios (RIPLEY et al., 2014).

No tratamento preliminar da ETE de S&o Carlos-SP é adicionado hidrdxido de célcio, o
que pode ter contribuido para o pH e alcalinidade do esgoto sanitario afluente ter sido
semelhantes em todas as fases de operacdo do EGSB (Tabela 5.14). Ao caracterizar o esgoto
sanitério afluente a ETE de S&o Carlos-SP, Granatto et al., (2019) relataram pH e alcalinidade
total semelhantes ao do presente estudo, sendo de 7,2#0,1 e 216+22 mgCaCOs; L7,
respectivamente. Tais possibilidades podem ter contribuido para o sistema de tamponamento
do EGSB e, consequentemente, para a estabilidade reacional do sistema ao longo de sua

operacao.

O estabelecimento do processo anaerobio equilibrado foi confirmado pelo
monitoramento de AOV. Observou-se menor concentracdo de AOV total efluente em
comparacéo ao afluente (Tabela 5.14; Figura 5.20). Este fato indica o consumo de AOV gerados
durante a etapa de acidogénese. Além disso, a instabilidade do processo anaerdbio foi
relacionada a concentragdo de AOV total efluente acima de 300 mgHAc L (OKADA et al.,
2013). Neste estudo, a maior concentracio de AOV total observada foi de 50 mgHAc L*

durante a fase IlI.
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Tabela 5.14 - Parametros de operacédo do afluente e efluente do reator EGSB.

Parametros Adaptacdo  Fase | Fase Il Fase Il
pH

Afluente 7,240,2 7,440,2 7,140,3 7,140,2
Efluente 7,5+0,3 7,40,2 7,0+0,4 7,240,2
Alcalinidade total

Afluente (mgCaCOs L?) 108+18 108+12 137427 109+15
Efluente (mgCaCO3 LY 94+27 10348 119+12 113+25
Alcalinidade parcial

Afluente (mgCaCOs L 1) 90+16 88+16 106+25 72+16
Efluente (mgCaCOs L™?) 82427 89+9 100+8 95423
Acidos Orgéanicos Volateis (AOV)

Afluente (mgHAC L) 36+10 42+18 62+33 7619
Efluente (mgHAC L™?) 24+3 2949 3711 3711
Matéria organica

DQO afluente (mg L) 535464 473+179 7164231 815+155
DQO efluente (mg L%) 90458 41+25 7521 81+20
COE (mg gSTV d?) 68+14 79130 198+68 251+48
Remocdo (%) 81+6 90+7 88+6 90+3
Duracéo (dias) 20 96 96 96
TDH (horas) 36+2 364 20+2 2043

TDH: tempo de detencdo hidraulico; fase I11: etanol (200 mgDQO L™*); DQO: demanda quimica de oxigénio;
COE: carga organica especifica.

Figura 5.19 - A: A: Variacdo temporal da alcalinidade total efluente e afluente ao reator
EGSB e relacdo entre alcalinidade intermediaria e parcial (Al/AP). B:Box Plot da alcalinidade

total efluente e afluente ao reator EGSB.
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Fonte: Autora.
TDH: tempo de detencéo hidraulico; fases I: TDH de 36h; fase 11: TDH de 20h; fase I11: TDH 20h + etanol (200
mgDQO L); DQO: demanda quimica de oxigénio. B: As caixas de Box Plot possuem linhas inferiores de quartil
(25%), linhas do meio de valores médios (50%) e linhas superiores de quartil (75%). As linhas retas (-|) que se

estendem de cada extremidade da caixa sdo para mostrar a extensdo dos dados em até 1,5 vezes a faixa interquartil

(IQR).
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Figura 5.20 — A: Variacdo temporal dos acidos organicos volateis total (AOV) efluente e
afluente ao reator EGSB. B: Box Plot dos &cidos organicos volateis totais efluente e afluente
ao reator EGSB.
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mgDQO L1); DQO: demanda quimica de oxigénio. B: As caixas de Box Plot possuem linhas inferiores de quartil
(25%), linhas do meio de valores médios (50%) e linhas superiores de quartil (75%). As linhas retas (-|) que se
estendem de cada extremidade da caixa sdo para mostrar a extensdo dos dados em até 1,5 vezes a faixa interquartil

(IQR).

A matéria organica afluente durante fase 111 (815+155 mg L) foi significativamente
maior (teste de Kruskal-Wallis; p<0,05) que as fases I (473179 mg L) e Il (716231 mg L
1. Além disso, foi observado aumento da carga organica especifica (COE) de 79+30 mgDQO
gSTV d? (fase 1) para 198+68 mgDQO gSTV d* (fase 1) e 251+48 mgDQO gSTV d* (fase
I11). Isto é resultado do menor TDH empregado nas fases Il e 111 e diminui¢do da quantidade de
STV no lodo, os quais refletiram em menor didmetro dos grénulos. A adi¢do de 200 mgDQO

Lt de etanol na fase 111 também contribuiu para 0 aumento de matéria organica afluente e COE.

Metcalf & Eddy, (2013) recomendam COE entre 10 e 50 mgDQO gSTV?! d? para
reatores anaerobios empregados na remoc¢do de matéria organica de esgoto sanitario. Tais
valores sdo menores que os observados neste estudo. Entretanto, via teste de Kruskal-Wallis
(p>0,05), ndo observou-se diferenca significativa entre a remogéo de matéria organica nas fases
I (90£7%), 11 (88+6%) e 111 (90+3%), indicando que a maior COE néo afetou a eficiéncia do
EGSB (Figura 5.21). Em estudos anteriores com EGSB, também foi reportado que a reducédo
de STV no lodo (de 7,7 para 4,3 gSTV L) e aumento de COE (de 71 para 108 mgDQO gSTV
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d1) ndo comprometeu a remoc&o de matéria organica (>80%) e de LAS (>60%) (DELFORNO

et al., 2012; OKADA et al., 2013). Isso porque, em reator EGSB, a recirculagéo do efluente e

expansdo do leito permitem distribui¢do uniforme do afluente, diluicdo de compostos tdxicos e
aplicaco de altas cargas organicas (NUNEZ e MARTINEZ, 1999; OKADA et al., 2013).

Figura 5.21 - A: Variagdo temporal da matéria organica afluente, efluente e remogéo ao longo

da operacdo do reator EGSB. B: Box Plot da matéria organica afluente e efluente ao longo da
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TDH: tempo de detencéo hidraulico; fases I: TDH de 36h; fase 11: TDH de 20h; fase I11: TDH 20h + etanol (200

mgDQO L); DQO: demanda quimica de oxigénio. B: As caixas de Box Plot possuem linhas inferiores de quartil
(25%), linhas do meio de valores médios (50%) e linhas superiores de quartil (75%). As linhas retas (-|) que se
estendem de cada extremidade da caixa sdo para mostrar a extensdo dos dados em até 1,5 vezes a faixa interquartil

(IQR).

A concentracdo de acido acético efluente do EGSB foi maior no periodo de adaptagédo
(méaximo de 74 mg L. Paras as fases I, Il e 11, a concentragdo maxima de tal acido diminuiu
para 24 mg L%, 55 mg L e 53 mg L%, respectivamente. Notou-se também aumento da
diversidade de AOV efluente ao longo da operacdo do EGSB (Tabela 5.15). Durante a
adaptacdo, foram identificados apenas os acidos acético e propionico no efluente, enquanto para
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as fases I, Il e 111, além de tais acidos, foram identificados os &cidos butirico, isovalérico e
valérico e os é&lcoois etanol e n-butanol (Tabela 5.15). Em funcdo da diminuicdo da
concentracdo de acido acético pode-se inferir sobre seu uso por algumas populacdes
microbianas, enquanto a diversidade de &cidos organicos € resultado da maior atividade
microbiana em funcdo da maior COE aplicada (OKADA et al., 2013; MOTTERAN et al.,
2020).

Na andlise comparativa das duas ultimas fases de operacdo do EGSB (Il e I11), de TDH
semelhantes (~20h), notou-se maior concentracdo de acido acético efluente durante a fase IlI
(11,3-53 mg L) em relagdo a Il (2,3-5,5 mg L™2). Este fato pode ser atribuido ao emprego de
etanol na fase Ill, que é convertido diretamente em &cido acético e hidrogénio em condicBes
anaerdbias (etanol + H2O - acetato + H* + 2 Hy). Apesar disso, a concentragdo de AOV no
efluente da fase Ill foi inferior aquelas relacionadas a condi¢des de inibicdo de processo
anaerobio, que sdo de 153-206 mg L, 62-60 mg L™ e 93-110 mg L para os 4cidos acético,
butirico e propibnico, respectivamente (REYES-CONTRERAS, LEIVA, e VIDAL, 2019).
Neste estudo, ao longo de toda operacdo do EGSB, as concentragdes maximas de tais acidos no
efluente do reator foram de 74 mg L (adaptacéo), 2,3mg Lt (fase 111) e 9,5 mg L (fase 11),

respectivamente.
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Tabela 5.15 - Acidos organicos volateis e alcoois no esgoto sanitario afluente e efluente ao reator EGSB.

Concentracao Adaptacao Fase | Fase Il Fase 111
(mg L?) Afluente Efluente Afluente  Efluente Afluente  Efluente Afluente Efluente

. _ minimo 8,1 31,1 1,1 8,2 19,8 2,3 20,21 11,3
Acido acético

maximo 20,4 74,0 35,6 24.0 38,2 55 37,2 53,0
o o minimo - 18 - 3,9 - - 5,9 2,8
Acido propibnico )

maximo 49 9,5 10,9 7,2
; minimo - - - - - 0,2 0,9 0,1
Acido butirico

maximo 1,0 1,9 2,3
o ) minimo - - - - 3,9 - - -
Acido isovalérico )

maximo 13,5
; minimo - - - - 4,1 4,1 - -
Acido valérico

maximo 10,0 10,1

minimo - - 0,5 0,1 - - 15 -
Etanol

maximo 3,0 1,3 35

minimo - - 0,9 0,7 41 11 - -
n-butanol

maximo 5,6 6,1 5,3 3,6

- ndo detectado; TDH: tempo de detencéo hidraulico; fases I: TDH de 36h; fase I1: TDH de 20h; fase 111: TDH 20h + etanol (200 mgDQO L1); DQO: demanda quimica
de oxigénio.
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5.2.3. Remocdo de diclofenaco, ibuprofeno, propranolol, triclosan e LAS em reator EGSB

Durante as fases | e 111, as concentragdes de DCF, IBU, PRO, TCS e LAS no esgoto
sanitario afluente ao EGSB foram semelhantes (teste de Mann-Whitney; p>0,05) (Figura 5.22).

Todavia, durante a fase Il, notou-se concentracao significativamente maior de DCF e
IBU afluente ao EGSB em relagéo as demais fases (Teste de Kruskal-Wallis; p<0,05) (Figura
5.22). Além disso, maior concentracéo de DCF e IBU (300-1000 pg L) foi observada em 35%
das amostras afluentes ao EGSB na fase Il. Para as fases | e Ill, as maiores concentracfes
afluentes de tais anti-inflamatdrios, observadas em 45% das amostras, foram a metade; ou seja,
de 150 a 260 ug L™,

O provéavel motivo para essa diferenca, foi devido a maior parte da fase Il de operagdo
do EGSB ter ocorrido no periodo de inverno do Brasil (Figura 5.23). Nesta estacdo do ano é
comum o aumento de consumo de farmacos, como analgésicos e anti-inflamatorios, devido a
maior ocorréncia de doengas associadas a este periodo sazonal, que é caracterizado pela baixa
umidade e diminuicdo de temperatura. Dessa forma, no inverno ha maior disseminacéo de virus
e bactérias e, por conseguinte, proliferacdo de doencas, tais como resfriado e gripe (FARES,
2013; GOES et al., 2019; GUNDRY, 2019). A variacdo sazonal de outros farmacos, como
antibidticos, também é comum em esgoto nesta estacdo do ano (COUTU et al., 2013;
GALLARDO-ALTAMIRANO et al., 2019).
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Figura 5.22 - Média das concentragdes de DCF, IBU, PRO, TCS e LAS no esgoto sanitario

afluente ao reator EGSB.

I LAS

I Diclofenaco
I Ibuprofeno
I Propranolol
I Triclosan

Fasel Fasell Fase II1

Fonte: Autora.

TDH: tempo de detencéo hidraulico; fases I: TDH de 36h; fase 11: TDH de 20h; fase I11: TDH 20h + etanol (200
mgDQO L™); DQO: demanda quimica de oxigénio.
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Figura 5.23 - Comparacdo da temperatura ambiente do local onde o reator EGSB foi operado
(ETE de S&o Carlos-SP) (A) com a do municipio de S&o Carlos-SP (B).

A Temperatura as 12h na ETE de S3o0 Carlos-SP
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Sdo Carlos-SP (2019
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= Precipitacdo (mm) Minima (*C) =—=—=Maxima (*C)

A: Fonte: Autora.
B: Fonte: INMET - Instituto Nacional de Meteorologia (2019) e Climatologia - Sdo Carlos -

SP (2019).

TDH: tempo de detencéo hidraulico; fases I: TDH de 36h; fase 11: TDH de 20h; fase I11: TDH 20h + etanol (200
mgDQO L?); DQO: demanda quimica de oxigénio.

Né&o se observou diferenca significativa (teste de Mann-Whitney; p<0,05) na remogao
de DCF, IBU, PRO e LAS para as fases | (36+4h) e Il (20+2h) (Tabela 5.16 e Figura 5.24).
Portanto, pode-se inferir que menor valor de TDH ndo comprometeu significativamente a
remocao desses compostos. Nas fases | (TDH 36+4h) e 1l (TDH 20+2h) a remogéo de DCF,
IBU, PRO e LAS foi de 37+18-35+11%, 43+18-44+16%, 46+25-51+23% e 63+11-65+12%
para concentracdes afluentes de 106+32-462+294 pg L, 166+55-462+213 pg L, 201+113-
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250+141 pg Lte 13+2-15+2 mg L, respectivamente. Para TCS, por outro lado, notou-se maior
remocao na fase | (72+17% para 127+120 pg L™ afluente) em comparacéo a fase 11 (51+13%
para 135+119 pg L afluente).

Tabela 5.16: Remogéo dos micropoluentes emergentes e LAS em EGSB.

Fase | Fase Il Fase 111
LAS
Afluente (mg L) 1342 1542 1243
Efluente (mg L) 4+2 6+3 8+2
Remocdo (%) 63+11 65+12 3514
Diclofenaco
Afluente (ug L) 106+32 4621294 107+26
Efluente (ug L) 98+76 112467 7620
Remocao (%) 37+18 35+11 42+10
Ibuprofeno
Afluente (ug L™) 166+55 4624213 164+47
Efluente (ug L?) 98+76 164+117 113+31
Remocao (%) 43+18 44+16 50£15
Propranolol
Afluente (ug L) 201+113 250+141 188+88
Efluente (ug LY) 55450 134+73 4424239
Remocao (%) 46125 51423 -142+177
Triclosan
Afluente (pg L) 127+120 135+119 185+148
Efluente (ug L) 22+16 131472 27+41
Remocdo (%) 72+17 51+13 85+15
Duracao (dias) 96 96 96
TDH (horas) 36+4 2012 20+3
Vazdo (L h') 1,92+0,17 3,45+0,28 3,45+0,43

TDH: tempo de detencéo hidraulico; fase I11: etanol (200 mgDQO L1); DQO: demanda quimica de oxigénio;

LAS: linear alquilbenzeno sulfonado; Remocédo: degradacdo + adsorgéo.
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Figura 5.24 — A: Remocdo média dos micropoluentes e LAS em EGSB. B: Box Plot da
remocao dos micropoluentes e LAS em EGSB.

Fasel

Concentracdo (g L)
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Fonte: Autora.

TDH: tempo de detencdo hidraulico; fases I: TDH de 36h; fase 11: TDH de 20h; fase I11: TDH 20h + etanol (200

mgDQO L™*); DQO: demanda quimica de oxigénio; Remoc&o: degradacio + adsorcdo. B: As caixas de Box Plot

possuem linhas inferiores de quartil (25%), linhas do meio de valores médios (50%) e linhas superiores de quartil

(75%). As linhas retas (-|) que se estendem de cada extremidade da caixa sdo para mostrar a extenséo dos dados

em até 1,5 vezes a faixa interquartil (IQR).
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Em geral, maior TDH favorece a remocdo de compostos que ficam preferencialmente
na fase liquida (hidrofilicos), pois fornece tempo suficiente para que 0s microrganismos 0s
utilizem como substrato (GROS et al., 2010). Entretanto, a lipofilicidade de residuos
farmacéuticos, por exemplo, foi relacionada a persisténcia desses compostos durante a digestdo
anaerébia (MALMBORG e MAGNER, 2015). Dessa forma, ha compostos de baixa
degradabilidade os quais a remocdo ndo é influenciada pelo TDH de reator biolégico com pH
proximo a neutralidade (GROS et al., 2010; YANG et al., 2016), como o EGSB deste estudo.
Isso porque, moléculas de hidrofobicidade moderada (como DCF, IBU, PRO e LAS), sdo
ionizaveis em pH~7, o que facilita a transferéncia desses compostos entre a fase aquosa e solida
pois, a forma ionizada dos compostos € mais hidrofilica. Como resultado, estes compostos
ficam em equilibrio dindmico entre 0 meio liquido e solido. Dessa forma, a degradacao daqueles
que ndo sao utilizados como principal substrato pelos microrganismos pode néo ser influenciada
pelo TDH (GROS et al., 2010; YANG et al., 2016), o que pode estar relacionado ao fato de ndo
ter sido observado diferenca significativa (p > 0,05) para a remogdo de DCF, IBU, PRO e LAS
entre as fases | e 1l do EGSB.

A molécula de TCS, por outro lado, é mais hidrofébica que as de DCF, IBU, PRO e
LAS, o que a torna mais propensa a particionar em lodo (TOHIDI e CAl, 2017). Dessa forma,
para 0 TCS, a maior remocdo na fase I, em comparacdo a Il, estd relacionada a sua maior
adsorcédo nesta fase de operagdo do EGSB (Figura 5.25). Dentre todos os compostos, no lodo
da fase I, observou-se maior adsorcao de TCS (40%), seguido de PRO (25%) e LAS (13%). A
maior adsorcdo desses compostos na fase | do EGSB, em comparacdo as demais, € resultado
do preenchimento dos sitios ativos do lodo anaerdbio no estagio inicial de operacdo do reator
(GARCIA et al., 2002; OKADA et al., 2009; DELFORNO et al., 2012).

Para DCF e IBU, por outro lado, observou-se maior adsorc¢ao no lodo da fase 11 (Figura
5.25), sendo de 23% e 15%, respectivamente. 1sso ocorreu, provavelmente, devido a maior
disponibilidade de moléculas dos farmacos nesta fase operacional, uma vez que durante a fase

I1 foi observado maior concentracdo de DCF e IBU afluente ao EGSB (Figura 5.22).
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Figura 5.25 - Balango de massa de DCF, IBU, PRO, TCS e LAS em EGSB.
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Fonte: Autora.

TDH: tempo de detencéo hidraulico; fases I: TDH de 36h; fase 11: TDH de 20h; fase I11: TDH 20h + etanol (200
mgDQO L?); DQO: demanda quimica de oxigénio.

Para as fases do EGSB com TDH semelhantes (~20h), observou-se remocéo
significativamente maior de DCF, IBU e TCS (teste de Mann-Whitney; p<0,05) na presenca de
etanol (fase 111) em comparacdo a auséncia de cossubstrato (fase 11). Na fase 11, a remocéo foi
de 42+10%, 50+15% e 85+15% para DCF (107426 ug L afluente), IBU (164+47 pg L*
afluente) e TCS (185+148 pg L™ afluente), respectivamente. Além disso, a degradacio desses
compostos também foi maior na presenca de etanol (Figura 5.25).

Em contraste, para LAS e PRO, menor remocdo (Figura 5.24) e degradacdo (Figura
5.25) foram observadas com emprego de etanol (fase Il1). A remocdo de LAS diminuiu de
65+12% na fase 11 (15+2 mg L afluente) para 35+14% na fase 111 (12+3 mg L afluente). Para
PRO a remogéo diminuiu de 51+23% na fase Il (250+141 ug Lt afluente) para -142+177% na
fase 111 (188+88 g L afluente).

A presenca/auséncia de grupos funcionais nas estruturas moleculares, que
doam/recebem elétrons, pode influenciar a remocéo de poluentes recalcitrantes (YANG et al.,
2016). Compostos com fortes grupos funcionais doadores de elétrons podem ser mais
facilmente utilizados como substrato, em comparacao aqueles que tém fortes grupos funcionais
receptores de elétrons (YANG et al., 2016). LAS e PRO séo constituidos de grupos funcionais

doadores de elétrons (Figura 5.26), enquanto DCF, IBU e TCS possuem grupos funcionais
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receptores de elétrons (Figura 5.26). Dessa forma, LAS e PRO podem ser mais facilmente
degradados em comparacdo a DCF, IBU e TCS. Tais diferengas nas estruturas moleculares dos
compostos podem justificar as diferentes remoc6es observadas na auséncia (fase I1) e presenca
do cossubstrato etanol (fase 111) para TDH semelhantes (~20h). Por exemplo, a suplementacéo
de metanol resultou em competicéo por substrato e diminuicdo de 15% da eficiéncia de remocao
de LAS padro (12-28 mg L) em reatores anaerébios (OKADA et al., 2013; DELFORNO et
al. 2015). Dinamica semelhante pode ter ocorrido neste estudo devido ao emprego do substrato
de facil assimilacéo etanol e, consequentemente, resultado em menor eficiéncia de remocéo de
LAS e PRO durante a fase 11l de operacdo do EGSB (Tabela 5.16 e Figuras 5.24 e 5.25).

Em contraste ao presente estudo, Motteran et al., (2018) observaram maior remogéo de
LAS empregando etanol em reator anaerdbio de leito fluidificado alimentado com &gua
residuéria de lavanderia comercial (ARLC). Todavia, a concentracao de LAS utilizada (43 mg
L) por tais autores promoveu efeito toxico a microbiota e, para este caso, 0 emprego do
cossubstrato metabolico etanol, reduziu a toxidade do LAS e aumentou a eficiéncia de remocéo
do surfactante (24-56%) (MOTTERAN et al., 2018). Neste estudo, a concentracdo de LAS
afluente ao EGSB durante as fases I, Il e I1l foram de 13+2 mg L2, 1542 mg L e 1243 mg L
! respectivamente. Tais valores foram abaixo daqueles que exercem efeito toxico a comunidade

microbiana anaerdbia (43 mg L) conforme relatado por Motteran et al., (2018).

Esta mesma observacao referente ao surfactante LAS pode ser relacionada ao farmaco
PRO. A acdo tdxica do PRO em bactérias anaerdbias é semelhante ao efeito de surfactantes.
Trata-se de um composto anfifilico que atua nas membranas celulares e causa alteracbes na
organizacdo das bicamadas lipidicas, resultando em rupturas da membrana celular para
concentracio acima de 30 mg L™t (FOUNTOULAKIS et al., 2004; 2008). A concentragio de
PRO afluente ao EGSB durante as fases I, Il e 111 foi consideravelmente abaixo de tal valor,
sendo de 201+113 pg L1, 250+141 pg L e 188488 g L, respectivamente.

Todavia, é importante ressaltar que a concentracdo média de PRO efluente durante a
fase 111 (442+239 pg L) foi maior que a afluente (188+88 pg L™2). Villar-Navarro et al., (2018),
ao avaliarem a eficiéncia de remocdo de 81 micropoluentes em ETE, observaram a presenca de
alguns farmacos (dentre eles o PRO) apenas no efluente. Isso foi atribuido a liberacdo de
farmacos parentais metabdlicos (por exemplo, conjugados) durante o tratamento de esgoto e
também a dessorcdo das moléculas do lodo (STASINAKIS, 2012; MCCURRY et al., 2014;

SUN et al., 2014). Comportamento analogo foi relatado para edulcorantes, como a sucralose
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(BRORSTROM-LUNDEN et al., 2008; LI et al., 2018). Brorstrém-lundén et al. (2008)
sugeriram que a remocdo inadequada da sucralose é devido a uma fragao de carga recebida que
pode conjugar ou complexar os subprodutos de sua degradacdo. Assim, 0s conjugados (ou
complexos) sdo transformados novamente no composto original, resultando em remocao
negativa de sucralose em ETE (BRORSTROM-LUNDEN et al., 2008). Neste estudo, o etanol
na fase 11l pode ter servido como doador de elétrons as moléculas de PRO e favorecido a
liberacdo de conjugados do farmaco. Consequentemente, isso pode ter resultado na dessorcéo
de PRO do lodo do EGSB e formacdo do composto original. De fato, PRO néo foi detectado
no lodo da fase 111 do EGSB (Figura 5.25) e observou-se maior porcentagem de recuperacao da
massa do farmaco no efluente do reator durante esta fase operacional (Figura 5.25).

Diferente de LAS e PRO, os farmacos DCF e IBU e o bactericida TCS, pertencem ao
grupo de estruturas moleculares compostas por fortes receptores de elétrons (Figura 5.26).
Moléculas com fortes receptores de elétrons sdo mais dificeis de serem utilizadas como
substrato de crescimento e sdo removidas, principalmente, por cometabolismo (VEETIL et al.,
2012; STASINAKIS et al., 2012; FISCHER e MAJEWSKY, 2014; GONZALEZ-GIL et al.,
2018). A presenca de compostos facilmente degradaveis, como alcoois de cadeia curta (etanol),
pode induzir o metabolismo microbiano (SIMON e KRONECK, 2013). Isso foi evidenciado
neste estudo pelo aumento de COE, promovido pela adi¢cdo de etanol na fase 11, e auséncia de
diferenca estatistica entre os valores de remocdo de matéria organica nas fases I, Il e 11l. Este
fato pode ter contribuido para maior remogéo via cometabolismo de DCF, IBU e TCS na fase
I (Figura 5.25). Além disso, Veetil et al., (2012) relataram maior degradacédo (87%) de TCS
(10 mg L) em sistema metanogénico alimentado com acetato como cossubstrato, quando
comparado a condicdo desnitrificante (~80%) e redutora de sulfato (~70%). Neste estudo, além
do uso do etanol, foi observado maior concentracao de acido acético afluente e efluente durante
a fase Il em comparacgédo as demais fases (Tabela 5.15), 0 que também pode ter favorecido

maior remocéo de DCF, IBU e TCS nesta fase em relagdo as demais (Figura 5.25).



150

Figura 5.26 - A: Estrutura molecular de DCF, IBU, PRO, TCS e LAS. B: Mapa de superficie
do potencial eletrostatico.
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5.2.4. Caracterizacdo microbiana do reator EGSB

A cobertura de Good (Tabela 5.17) para os Dominios Bacteria e Archaea foi superior a

99% para o lodo das fases I, Il e 11l do EGSB, indicando alta cobertura das amostras. Além

disso, por meio das curvas de rarefacdo (Figura 5.27) foi observado platd, com representacédo

satisfatoria das populagdes microbianas. Nos lodos das fases I, Il e I11, foram identificados 133

e 11 géneros para os Dominio Bacteria e Archaea, respectivamente

Tabela 5.17 - indices ecoldgicos dos Dominios Bacteria e Archaea dos lodos de todas as fases

de operacdo do reator EGSB.

Dominio Bacteria Dominio Archaea

indices ecologicos Fasel Fasell Faselll Fasel Fasell Faselll
Good coverage 1,00 0,99 1,00 1,00 1,00 1,00
Shannon H 2,52 2,51 2,86 0,94 1,11 0,69
Chao-1 120,10 115,80 126,90 11,00 11,00 11,00

TDH: tempo de detenc¢do hidrdulico; fases I: TDH de 36h; fase 11: TDH de 20h; fase 111: TDH 20h + etanol
(200 mgDQO L™); DQO: demanda quimica de oxigénio.

Figura 5.27 - Curva de rarefacdo nos lodos de todas das fases de operacédo do reator EGSB.
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Fonte: Autora.

TDH: tempo de detencéo hidraulico; fases I: TDH de 36h; fase 11: TDH de 20h; fase I11: TDH 20h + etanol (200
mgDQO L™!); DQO: demanda quimica de oxigénio.
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Foi observada pequena diferenga nos valores dos indices de Shannon H e Chao-1 para
os lodos das fases I e Il (Tabela 55.17; Figura 5.28). Isso porque, apesar do esgoto sanitario ser
constituido de compostos toxicos e recalcitrantes, sua composicdo complexa ndo afeta
negativamente a diversidade e riqueza microbiana e é suficiente para manter a atividade dos
microrganismos (GRANATTO et al., 2019). No lodo da fase Ill, por outro lado, notou-se
maiores valores dos indices ecoldgicos (Tabela 5.17; Figura 5.28). Tal fato pode estar
relacionado a adicdo de etanol na alimentacdo do EGSB, que € fonte de carbono e energia para

0S microrganismos, e pode aumentar a diversidade microbiana (MOTTERAN et al., 2018).

Figura 5.28 - Variacao dos indices de diversidade e riqueza bacteriana nos lodos de todas as

fases de operacao do reator EGSB.
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Fonte: Autora.

TDH: tempo de detencéo hidraulico; fases I: TDH de 36h; fase 11: TDH de 20h; fase I11: TDH 20h + etanol (200
mgDQO L?); DQO: demanda quimica de oxigénio.

Em relagdo a classificacdo taxondmica, para o Dominio Bacteria, observou-se
representantes dos Filos Bacteroidetes, Proteobacteria, Synergistetes, Firmicutes e Chloroflexi
com abundancia relativa acima de 2,5% nos lodos de todas as fases operacionais do EGSB
(Figura 5.29). Tratam-se de bactérias comumente identificadas em reatores anaerdbios, cujos
membros s&o de ampla capacidade metabdlica (CYDZIK-KWIATKOWSKA e ZIELINSKA,
2016; GRANATTO et al., 2019).
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Figura 5.29 - Abundancia relativa (>2,5%) dos principais Filos bacterianos identificados no
lodo de todas as fases de operacdo do reator EGSB.
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Fonte: Autora.

TDH: tempo de detencéo hidraulico; fases I: TDH de 36h; fase 11: TDH de 20h; fase I11: TDH 20h + etanol (200
mgDQO L?); DQO: demanda quimica de oxigénio.

Dentre tais Filos, notou-se maior variagdo da abundéncia relativa para Bacteroidetes,
com diminuicdo de 38% (fase I) e 37% (fase 1) para 20% (fase I11). Em relacdo aos géneros de
Bacteroidetes, foi observado maior abundancia relativa (>2%) para Bacteroides,
Blvii28 wastewater-sludge group, Macellibacteroides e Flavisolibacter nos lodos fases | e I1.
Em contraste, no lodo da fase Ill, tais géneros foram identificados com abundancia relativa
abaixo de 0,2%. Semelhante ao presente estudo, Dai et al., (2018) reportaram diminuigédo de
bactérias do Filo Bacteroidetes de 40% para 10% ap0s a suplementacdo de mediadores redox
artificiais para acelerar a reducdo de corante azo e recuperar a metanogénese. Tais autores
atribuiram este fato, principalmente ao quase desaparecimento de Bacteroides e

Blvii28 wastewater-sludge_group.

Neste estudo, a menor abundancia relativa de Bacteroidetes na fase Ill, pode estar
relacionado a diversos fatores. Por exemplo, membros deste Filo podem ser bactérias
hidroliticas e fermentativas que utilizam, principalmente, proteinas e carboidratos como
substratos (NISHIYAMA et al., 2009; THOMAS et al., 2011). Em estudos anteriores com
reatores anaerobios foi reportada a diminuicdo da abundancia relativa de Bacteroidetes apds o
aumento da concentracdo substratos de facil assimilacdo, como etanol, acidos butirico,
propidnico e acético (KAMPMANN et al., 2012, JIN et al., 2019; HE et al., 2020). Os géneros
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de Bacteroidetes identificados neste estudo foram Bacteroides e Blvii28 wastewater-
sludge_group que sdo fermentadoras de carboidratos, mas ndo utilizam AOV e alcoois para
crescimento (SU et al., 2014). Macellibacteroides sdo anaerdbias estritas, utilizam glicose,
sacarose e peptona como doadores de elétrons, mas ndo acetato, lactato e piruvato (JABARI et
al., 2012). Flavisolibacter sdo anaerodbias facultativas, utilizam proteinas como substrato, mas
ndo AOV e alcoois. Além disso, 0 acido propidnico pode inibir seu crescimento (KAMPFER;
LODDERS; FALSEN, 2011; ANARTHANAN et al., 2016). Na fase Il de operacdo do EGSB,
além do uso de etanol na alimentacéo do reator, foi observada maior concentracdo afluente dos
4cidos acético (53 mg L) e propibnico (10,9 mg L™?). Tais compostos podem ter favorecido
outras populagdes microbianas em detrimento daquelas pertencentes ao Filo Bacteroidetes

identificadas nesta pesquisa.

Em relacéo aos géneros pertencentes aos outros Filos do Dominio Bacteria identificados
neste estudo, observou-se Syntrophobacter, Smithella, e Caldisericum com abundéancia relativa
entre 1,3% e 4,7% no lodo da fase | (Figura 6). Por outro lado, na fase Il, Syntrophobacter foi
mais abundante (15,4%), enquanto na fase Ill, foram Smithella (12,7%) e Caldisericum
(15,1%).
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Figura 5.30 - Géneros do Dominio Bacteria identificados com abundéncia relativa acima de
0,1% nos lodos de todas as fases de operacdo do reator EGSB.
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Fonte: Autora.

TDH: tempo de detencéo hidraulico; fases I: TDH de 36h; fase 11: TDH de 20h; fase I11: TDH 20h + etanol (200
mgDQO L?); DQO: demanda quimica de oxigénio.

Syntrophobacter sdo anaerdbios sintroficos, capazes de oxidar a matéria organica e
converté-la em lactato e propionato por meio da utilizagdo de sulfato e fumarato como
receptores de elétrons. No final do processo, ha liberagdo de produtos que servem como
substratos para outros microrganismos, como acetato, succinato, formiato, didxido de carbono
e hidrogénio (PLUGGE et al., 2012; DELFORNO et al., 2019). Devido a presenca de genes da
fumarato redutase no genoma de Syntrophobacter, tais microrganismos participam dos estagios
iniciais da degradacdo de LAS (DELFORNO et al., 2019). Syntrophobacter também podem
degradar compostos arométicos sob condi¢fes anaerdbias estritas (BRENNER 2005).
Inclusive, microrganismos semelhantes a tal género foram identificados nos lodos dos reatores
em bateladas deste estudo de maior concentracdo e remocdo de DCF e IBU (Figura 5.7). Na
fase 1l foi observada maior concentracdo afluente de DCF e IBU em comparagdo as demais
fases do EGSB (Tabela 5.16 e Figura 5.22), o que pode estar relacionado a maior abundancia

relativa de Syntrophobacter nesta fase operacional.
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Smithella sdo capazes de realizar f-oxidacdo e oxidar propionato, crotonato, butirato,
malato e fumarato em acetato (DE BOK et al., 2001; SOBIERAJ e BOONE, 2015;
DELFORNO et al., 2019). Portanto, podem utilizar diversos compostos presentes no esgoto
sanitario (GRANATTO et al., 2019). No entanto, foi relatado que alguns representantes do
género Smithella crescem mais rapidamente na presenca de propionato em comparagdo a outros
substratos, como crotonato e butirato (LIU et al., 1999). Neste estudo, foi observado maior
concentracio de acido propidnico no afluente (5,9-10,9 mg L) do EGSB durante a fase 1ll, 0

que pode estar relacionado a maior abundancia relativa de Smithella nesta fase operacional.

Para Caldisericum, outros fatores podem estar relacionados a sua maior abundancia
relativa no lodo da fase 111 (Figura 5.30). Por exemplo, em digestores anaerobios de tratamento
de &guas residuarias com carga organica elevada (11 kgDQO m?® d*?) foi relatado o
enriquecimento de microrganismos pertencentes a tal género (CHEN et al., 2017). Neste estudo,
maior COE foi aplicada durante a fase 111 (251+48 mgDQO gSTV d?), devido a adicdo de
etanol na alimentacdo do EGSB, o que pode ter contribuido para enriquecimento de
Caldisericum. Representantes de tal género sdo anaerdbios estritos, metabolizam carboidratos
por meio da respiracao de enxofre e produzem acidos graxos de cadeia curta, participando assim
da reducdo de compostos sulfonados (MORI et al., 2009; SHIVAJI et al., 2011; KIM e LEE,
2016). Além disso, Caldisericum também pode degradar compostos fenélicos (CHENG et al.,
2014; SHI et al., 2019).

Em relagdo aos demais géneros identificados com abundancia relativa acima de 1%, em
todas as fases operacionais do EGSB, tém-se Syntrophus, Pseudomonas, Lactobacillus,

Mesotoga, Syntrophorhabdus, Desulfovibrio, Longilinea e Ochrobactrum (Figura 5.30).

Microrganismos pertencentes ao género Syntrophus, sdo capazes de realizar f-oxidacéo,
degradar cadeias de &cidos graxos e realizar clivagem de anéis aromaticos sob condi¢oes
anaerdbias (BRENNER et al., 2005; CENTURION et al., 2018; DELFORNO et al., 2019).
Pseudomonas sdo anaerdbios facultativos e, com base em estudos de metatranscriptdmica para
determinacéo de genes e taxonomias associadas a degradacdo anaerobia do LAS, tal género foi
0 Unico previsto estar envolvido em todas as etapas desta degradagao, uma vez que realizam -
oxidagdo, B-oxidacdo, dessulfonagdo e clivagem de anéis aromaticos (CENTURION et al.,
2018; DELFORNO et al., 2019). Além disso, Pseudomonas séo capazes de expressar enzimas

alcool desidrogenase, tais como a alcohol dehydrogenase (EC 1.1.1.1) que tem especificidade
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para etanol (SCHOMBURG et al., 2017), 0 que pode estar relacionado a sua maior abundéncia

relativa na fase 111 (Figura 5.30).

Lactobacillus e Desulfovibrio podem expressar enzimas alcool desidrogenase, como a
EC 1.1.1.2 (SCHOMBURG et al., 2017), o que também pode estar relacionado a maior
abundancia relativa de tais géneros na fase I11 em comparacgéo as demais fases do EGSB (Figura
6). Além de alcool, Lactobacillus também metabolizam carboidratos, aminoacidos, ésteres de
acidos graxos, malato, nitrato e nitrito (HAMMES e VOGEL, 1995). Adicionalmente,
sintetizam os acidos latico e acético e dioxido de carbono (HAMMES e VOGEL, 1995).
Desulfovibrio, por sua vez, sdo bactérias anaerdbias redutoras de sulfato capazes de degradar
carboidratos, compostos aromaticos e de realizar dessulfonacdo (BRENNER et al., 2005;
HEIDELBERG et al., 2004).

Syntrophorhabdus, sdo anaerdbios estritos, realizam [-oxidagcdo e expressam 0S genes
bamA e OCH CoA hydrolase putative, que participam da degradacdo de anéis aromaticos em
associacdo sintrofica com arqueias metanogénicas (QIU et al.,, 2008; KUEVER, 2014;
CENTURION et al., 2018; DELFORNO et al., 2019). Mesotoga também sdo anaerdbios
estritos e utilizam carboidratos, proteinas, compostos sulfonados e aromaticos clorados como
substrato de crescimento (PULLIAM HOLOMAN, E 1998; NESB@ et al., 2012;
ZHAXYBAYEVA et al., 2012). Além disso, possuem capacidade especifica de transferéncia
horizontal de genes redutores da dehalogenase, favorecendo o processo de desalorespiragcdo em
comunidades microbianas anaerébias e, consequentemente, a degradacdo de contaminantes
clorados (ZHAXYBAYEVA et al., 2012). Ochrobactrum também podem expressar enzimas
importantes para degradacdo de compostos clorados, tais como clorato redutase e clorito
dismutase (CHEN et al., 2019). Tais atividades enzimaticas sdo importantes para a degradacao
dos aromaticos clorados TCS e DCF. Longilinea também podem exercer papel importante na
degradacdo desses compostos. Representantes de tal género foram isolados de sedimentos
contaminados por hidrocarbonetos aromaticos policiclicos clorados (YAMADA et al., 2007;
YAMADA e SEKIGUCHI, 2018). Nas fases I e |1 do EGSB, observou-se maior adsorc¢éo de
TCS e DCF, respectivamente (Figura 3), 0 que pode estar relacionado a maior abundancia
relativa de Mesotoga, Ochrobactrum e Longilinea nos lodos dessas fases operacionais, em
funcdo da maior disponibilidade de moléculas de tais compostos aromaticos clorados (Figura
5.30).
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Em relagdo aos outros géneros do Dominio Bacteria, identificados com abundéncia
relativa entre 0,6% e 0,1%, tém-se Christensenellaceae_R-7_group, Turicibacter,

Bifidobacterium, Gallicola, Lactivibrio, Thermovirga e Ralstonia (Figura 5.30).

Christensenellaceae_R-7_group séo anaerobios estritos, produzem &cido acético no
final da fermentacdo e foram relacionados a utilizacdo de sulfato e amonio e degradacgéo de
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (MOROTOMI et al., 2012; OUYANG et al., 2019;
TANG et al.,, 2019). Membros dos géneros Turicibacter, Bifidobacterium, Gallicola e
Lactivibrio, também sdo anaerobios estritos e produzem diversos AOV no final da fermentacéo,
além de formiato e didxido de carbono (EZAKI et al., 2001; BOSSHARD et al., 2002;
BELENGUER et al., 2006; QIU et al., 2014). Thermovirga, por sua vez, utilizam AQOV de
cadeia longa e compostos sulfonados (DAHLE e BIRKELAND, 2006; GOKER et al., 2012;
DU et al., 2019; WANG et al., 2017). Ralstonia também podem utilizar AOV, como por
exemplo para producéo de polihidroxialcanoatos. Entretanto, quando utilizam acetato e lactato,
podem produzir butirato e propionato (BHATIA et al., 2019). Além disso, podem desenvolver-
se em meios contendo compostos fenolicos e realizar a desnitrificacdo a partir do nitrato
(GENIN e BOUCHER, 2004; GENIN e DENNY, 2012). Por fim, Lactivibrio também séo
anaerobios estritos e utilizam lactato, alcool, carboidrato e aminoécidos. Os principais produtos

finais de sua fermentacdo sdo acetato e hidrogénio (QIU et al., 2014).

Diante do exposto, observou-se que 0s géneros mais abundantes (>0,1%) identificados
no lodo anaerébio do reator EGSB, ao longo de toda sua operacdo, sdo importantes para
digestdo anaerdbia de compostos recalcitrantes incluidos no esgoto sanitario, bem como
realizam sintrofismo com outras bactérias e arqueias (Tabela 5.18). Além disso, sdo capazes de
realizar diversas vias metabdlicas para a degradacdo de LAS, DCF, IBU, PRO e TCS, que
incluem ® ¢ B-oxidacéo de cadeias alquilicas, dessulfonagédo, descloragéo redutiva, clivagem
de anel aromatico, entre outras (Figura 5.31-A) (LARA-MARTIN et al., 2010; VEETIL et al.,
2012; GHATTAS et al., 2017; GARCIA-ESPINOZA e MIJAYLOVA NACHEVA, 2019;
GRANATTO et al., 2019).
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Tabela 5.18 - Total das abundancias relativas dos géneros do Dominio Bacteria identificados

no lodo de todas as fases de operacao do reator EGSB relacionados ao metabolismo microbiano

envolvido na degradacdo de LAS, DCF, IBU, PRO e TCS e ao sintrofismo com arqueias.

Filo Familia Géneros Abundancia relativa (%o)
o e pB-oxidacéo Fase | Fasell Fase Il
Bacteroidetes Bacteroidaceae Bacteroides 31 2,1 01
Bacteroidetes Rikenellaceae Blvii28_wastewater- 3,3 2,5 0,2
sludge_group
Bacteroidetes Tannerellaceae Macellibacteroides 4,1 3,4 01
Proteobacteria Syntrophaceae Smithella 4,2 2,0 12,7
Proteobacteria Pseudomonadaceae  Pseudomonas 1,0 1,0 3,7
Thermotogae Kosmotogaceae Mesotoga 2,9 2,1 2,1
Proteobacteria Syntrophorhabdaceae Syntrophorhabdus 2,4 2,3 1,5
Proteobacteria Rhizobiaceae Ochrobactrum 2,4 1.4 1,3
Caldiserica Caldisericaceae Caldisericum 1,3 15 15,1
Firmicutes Christensenellacea Christensenellaceae_R-7_group | 0,5 0,3 0,6
Proteobacteria Burkholderiaceae Ralstonia 0,3 0,1 0,1
Actinobacteria Bifidobacteriaceae Bifidobacterium 0,3 0,7 0,1
Firmicutes Erysipelotrichaceae  Turicibacter 0,2 0,4 0,4
Total 26,0 19,9 38,0
Dessulfonacao Fasel Fasell Fase lll
Proteobacteria Syntrophobacteraceae Syntrophobacter 4,7 15,4 15
Proteobacteria Pseudomonadaceae  Pseudomonas 1,0 1,0 3,7
Thermotogae Kosmotogaceae Mesotoga 2,9 2,1 2,1
Proteobacteria Desulfovibrionaceae Desulfovibrio 1,6 14 2,0
Caldiserica Caldisericaceae Caldisericum 1,3 15 15,1
Firmicutes Christensenellaceae  Christensenellaceae_R-7_group = 0,5 0,3 0,6
Synergistetes  Synergistaceae Thermovirga 0,5 0,8 0,3
Total 126 231 | 259
Formacéao de H2 Fase | Fasell Faselll
Bacteroidetes Bacteroidaceae Bacteroides 31 2,1 01
Bacteroidetes Rikenellaceae BIVII2B_wastewater- 3,3 2,5 0,2
sludge_group
Bacteroidetes Tannerellaceae Macellibacteroides 4,1 3,4 01
Bacteroidetes Chitinophagaceae Flavisolibacter 2,1 2,0 01
Proteobacteria Syntrophobacteraceae Syntrophobacter 4,7 15,4 1,5
Proteobacteria Pseudomonadaceae  Pseudomonas 1,0 1,0 3,7
Firmicutes Lactobacillaceae Lactobacillus 2,3 1,9 3,9
Proteobacteria Syntrophorhabdaceae Syntrophorhabdus 2,4 2,3 1,5
Proteobacteria Desulfovibrionaceae Desulfovibrio 1,6 1,4 2,0
Caldiserica Caldisericaceae Caldisericum 1,3 15 15,1
Synergistetes  Synergistaceae Thermovirga 0,5 0,8 0,3
Chloroflexi Anaerolineaceae Longilinea 1,5 1,5 1,3
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Synergistetes  Synergistaceae Lactivibrio 0,3 0,2 0,3
Total 28,1 359 30,0
Formacéao de acetato Fase | Fasell Fase lll
Bacteroidetes Bacteroidaceae Bacteroides 3,1 2,1 01
Bacteroidetes Rikenellaceae Blvii28_wastewater- 3,3 2,5 0,2
sludge_group
Bacteroidetes Tannerellaceae Macellibacteroides 4,1 34 01
Proteobacteria Syntrophaceae Smithella 4,2 2,0 12,7
Proteobacteria Syntrophaceae Syntrophus 3,9 3,0 2,2
Proteobacteria Pseudomonadaceae = Pseudomonas 1,0 1,0 3,7
Firmicutes Lactobacillaceae Lactobacillus 2,3 1,9 3,9
Proteobacteria Syntrophorhabdaceae Syntrophorhabdus 2,4 2,3 15
Proteobacteria Desulfovibrionaceae Desulfovibrio 1,6 1,4 2,0
Caldiserica Caldisericaceae Caldisericum 1,3 15 15,1
Firmicutes Christensenellaceae  Christensenellaceae_R-7_group = 0,5 0,3 0,6
Synergistetes  Synergistaceae Thermovirga 0,5 0,8 0,3
Firmicutes Clostridiales Gallicola 0,5 0,3 0,1
Actinobacteri  Bifidobacteriaceae Bifidobacterium 0,3 0,7 0,1
Synergistetes  Synergistaceae Lactivibrio 0,3 0,2 0,3
Firmicutes Erysipelotrichaceae  Turicibacter 0,2 0,4 0,4
Total 294 | 238 43,2
Oxidagao de alcoois Fase | Fasell Fase Il
Proteobacteria Pseudomonadaceae = Pseudomonas 1,0 1,0 3,7
Firmicutes Lactobacillaceae Lactobacillus 2,3 1,9 3,9
Proteobacteria Desulfovibrionaceae Desulfovibrio 1,6 1,4 2,0
Synergistetes  Synergistaceae Lactivibrio 0,3 0,2 0,3
Total 5,2 4,6 9,9
Clivagem de anel aromatico  Fase | Fase Il Fase Il
Proteobacteria Syntrophobacteraceae Syntrophobacter 4,7 15,4 1,5
Proteobacteria Syntrophaceae Syntrophus 3,9 3,0 2,2
Proteobacteria Pseudomonadaceae = Pseudomonas 1,0 1,0 3,7
Proteobacteria Syntrophorhabdaceae Syntrophorhabdus 2,4 2,3 1,5
Proteobacteria Desulfovibrionaceae Desulfovibrio 1,6 1,4 2,0
Caldiserica Caldisericaceae Caldisericum 1,3 1,5 15,1
Firmicutes Christensenellaceae  Christensenellaceae_R-7_group = 0,5 0,3 0,6
Proteobacteria Burkholderiaceae Ralstonia 0,3 0,1 0,1
Total 158 25,0 26,7
Descloracéo redutiva Fase | Fasell Fase Il
Thermotogae Kosmotogaceae Mesotoga 2,9 2,1 2,1
Proteobacteria Rhizobiaceae Ochrobactrum 2,4 14 1,3
Chloroflexi Anaerolineaceae Longilinea 1,5 1,5 1,3
Total 6,7 51 4,6




161

Escala de cor: sendo vermelho maior valor, amarelo valor intermediario e verde menor valor; TDH: tempo de
detencéo hidraulico; fases I1: TDH de 36h; fase 11: TDH de 20h; fase I11: TDH 20h + etanol (200 mgDQO L%);

DQO: demanda quimica de oxigénio.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 5.18 e Figura 5.31-B, no lodo da fase
| observou-se maior abundancia relativa total de bactérias capazes de realizar descloracao
redutiva em comparagéo as demais fases. Isso pode estar relacionado a maior adsorcdo de TCS
nesta fase inicial de operacdo do EGSB (Figura 5.25). Bactérias halorespirantes (e.g., Mesotoga,
Ochrobactrum e Longilinea) realizam descloracdo redutiva por meio da utilizacdo de
organoclorados, como DCF e TCS, como receptores de elétrons (KRZMARZICK et al., 2012;
MCNAMARA AND KRZMARZICK, 2013). Além disso, bactérias halorespirantes podem ser
enriquecidas em ambientes contendo TCS devido a tolerancia desses microrganismos a
poluentes clorados (KRZMARZICK et al., 2012; MCNAMARA AND KRZMARZICK, 2013).
Ainda no lodo da fase I, observou-se abundancia relativa total para géneros bacterianos
fermentativos (Figura 5.31-B e Tabela 5.18), que podem fornecer compostos que séo utilizados
como receptores de elétrons por bactérias halorespirantes durante a descloracdo redutiva
(Figura 31-A) (LUNJTEN et al., 2004; STAMS et al., 2006).

No lodo da fase Il, por outro lado, observou-se maior abundancia relativa total de
géneros bacterianos que formam hidrogénio no final da fermentacéo (Figura 5.31-A e Tabela
5.18). Além disso, em comparacdo a fase I, observou-se aumento da abundéancia relativa total
de bactérias redutoras de sulfato (BRS) (Figura 5.31-B e Tabela 5.18). O esgoto sanitario é
constituido de baixa concentracdo de sulfato (GRANATTO et al., 2019), todavia, as BRS
podem realizar fermentacdo e respiracdo anaerdbia utilizando hidrogénio e acetato como
receptores de elétrons (Figura 5.31-A), contribuindo de forma geral para a remocao de matéria
organica (HARADA et al., 1994).

Em contraste as fases | e Il, no lodo da fase 111, em que foi adicionado o cossubstrato
metabolico etanol, notou-se predominancia de metabolismo microbiano relacionado a
degradacédo de LAS, DCF, IBU, PRO e TCS, como o e -oxidagéo, dessulfonagéo e clivagem
de anel aromatico (Figura 5.31-A). Além disso, neste mesmo lodo, foi observado maior
abundancia relativa total de géneros que oxidam etanol e formam substratos para arqueias

metanogénicas, como o acetato (Figura 5.31-B).
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Figura 5.31: A: Fluxograma de rotas metabdlicas de tratamento de DCF, TCS, IBU, PRO e
LAS e predominancia do metabolismo microbiano envolvido em cada fase de operacdo EGSB.
B: Total das abundancias relativas dos géneros do Dominio Bacteria identificados no lodo de
todas as fases de operacdo do EGSB relacionados ao metabolismo microbiano envolvido na
degradacéo de LAS, DCF, IBU, PRO e TCS.
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Rotas metabdlicas baseadas em: Lara-Martin et al., (2010); Veetil et al., (2012); Ghattas et al., (2017); Garcia-
Espinoza and Mijaylova Nacheva, (2019). TDH: tempo de detencdo hidraulico; fases I: TDH de 36h; fase II:
TDH de 20h; fase 111: TDH 20h + etanol (200 mgDQO L1); DQO: demanda guimica de oxigénio.

Em relacdo ao Dominio Archaea, observou-se abundéancia relativa de 75%, 91% e 83%
do Filo Euryarchaeota nos lodos das fases I, Il e Ill, respectivamente. Tal Filo inclui todas as

arqueias metanogénicas (LI et al., 2013).

Os géneros Methanolinea, Methanobrevibacter, Methanospirillum,
Methanomassiliicoccus, Methanomethylovorans, Methanolobus e Methanoregula foram
identificados com abundancia relativa abaixo de 4% em todos os lodos das fases de operacéo
do EGSB. Tratam-se de arqueias hidrogenotroficas e metilotréficas e, geralmente, sdo
observadas com menor abundancia relativa em lodo de reatores anaerobio de tratamento de
esgoto sanitario (GUO et al., 2015; GRANATTO et al., 2019).

Os géneros Methanosaeta e Methanobacterium, por outro lado, foram identificados com
maior abundancia relativa em todos os lodos do EGSB (Figura 5.32). No lodo das fases | e I,
a abundancia relativa de Methanosaeta foi de 84% e 67%, respectivamente. Para a fase llI,

notou-se maior abundancia relativa de Methanobacterium (86%).
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Figura 5.32 - Géneros do Dominio Archaea identificados no lodo de todas as fases de

operagéo do reator EGSB.
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Fonte: Autora.

TDH: tempo de detencéo hidraulico; fases I: TDH de 36h; fase 11: TDH de 20h; fase I11: TDH 20h + etanol (200
mgDQO L?); DQO: demanda quimica de oxigénio.

Methanosaeta sdo metanogénicas acetoclasticas estritas (GUO et al., 2015), enquanto
Methanobacterium sdo hidrogenotroficas (MAUS et al., 2014). Dessa forma, a diminuicdo da
abundancia relativa de Methanosaeta e aumento de Methanobacterium, da fase I paraa 1, pode
estar relacionado a maior abundéancia relativa total de bactérias fermentativas na fase Il (Figura
5.31-B e Tabela 5.18).

Na fase Ill, a menor abundéncia relativa de Methanosaeta pode estar relacionado a
maior de BRS nesta fase operacional do EGSB (Tabela 5.18). As BRS competem com as
metanogénicas por hidrogénio e acetato, e se sobressaem em relagdo as arqueias, devido ao seu
menor valor de KS (half saturation coefficient) para tais receptores de elétrons (HARADA et
al., 1994). Além disso, arqueias acetoclasticas séo suscetiveis a surfactantes, como LAS e alcool
etoxilado (GAVALA AND AHRING, 2002; MOSCHE e MEYER, 2002). Moura et al., (2019)
reportaram diminui¢do da abundancia relativa de Methanosaeta de 30% para 5% ao final da
operacdo EGSB (420 dias) alimentado com ARLC contendo de 5 a 36 mg L™ de LAS. Neste
estudo, o LAS esteve presente no esgoto sanitario afluente ao EGSB durante toda sua operacao
(1243 a 15+2 mg L™?). Inclusive, outros compostos toxicos e recalcitrantes, como fenol,

indolizina e limoneno, fazem parte da composi¢do do esgoto sanitario afluente a ETE de S&o
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Carlos-SP (Brasil) (GRANATTO et al., 2019). Tais fatores também podem ter contribuido para
a diminuicdo de Methanosaeta durante a operacdo do EGSB (Figura 5.32), pois o lodo esteve
exposto ao LAS e demais compostos do esgoto sanitario por longo periodo, sendo de 308 dias,

212 dias e 116 dias para as fases Ill, Il e I, respectivamente.

Methanobacterium, por outro lado, tem metabolismo versatil e podem utilizar outros
substratos além de hidrogénio e acetato, como monoxido e dioxido de carbono, alcool
isoporpilico e formiato (DAL et al., 1998; MAUS et al., 2014; PARSHINA e STAMS, 2015).
Dessa forma podem realizar sintrofismo com diversos géneros do Dominio Bacteria
identificados neste estudo, como Syntrophobacter, Lactobacillus, Bifidobacterium,
Turicibacter, Bifidobacterium, Gallicola e Lactivibrio, devido ao fornecimento de formiato e
diéxido de carbono, por exemplo, proveniente do metabolismo dessas bactérias (PLUGGE et
al., 2012; QlU et al., 2014). Além disso, Methanobacterium séo resistentes a estresses abioticos,
pois codificam varios genes que estdo relacionados a adaptacéo, tais como di-mio-inositol-1,1-
fosfato e n-glicerol-1-fosfato (MULLER et al., 2005; MAUS et al., 2014). Este fato também
pode estar relacionado a manutencéo e/ou favorecimento de Methanobacterium em detrimento

das demais arqueias expostas ao esgoto sanitario ao longo da operagdo do EGSB (Figura 5.32).
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6. Consideragdes Finais
Potencial metanogénico e remogéo de diclofenaco e ibuprofeno

O aumento da concentracdo de DCF e IBU favoreceu maior remogéo e degradacao desses
farmacos. Entretanto, foram mais recalcitrantes na auséncia de cossubstratos ou presenca de
fumarato. Além disso, sob tais condi¢des obteve-se menor produgdo de metano em comparacgao
ao uso de etanol e metanol:etanol. Dentre os cossubstratos utilizados, etanol foi mais propicio
a fornecer substratos prontamente disponiveis para arqueias metanogénicas acetoclasticas,
resultando em maior rendimento de metano e maior degradacdo de DCF (27,15+0,30%) e IBU
(18,52+0,23%).

Em funcdo da estrutura quimica dos farmacos, foi observada menor produgdo de metano e
menor remoc¢édo de IBU em relacdo ao DCF. O DCF é composto por um grupo fenilacético que
propiciou maior liberacdo de acetato para o uso bacteriano e metanogénico. Além disso, DCF
resultou em maior diversidade e menor dominancia de populagBes bacterianas. Portanto, é
necessario consdrcio microbiano diverso para remoc¢do de substratos complexos, como 0s
farmacos. Os atomos de cloro da estrutura molecular de DCF também favoreceu o Filo

Chloroflexi e género Acidovorax que participam da degradacdo de compostos halogenados.

Géneros do Dominio Bacteria capazes de realizar clivagem de anel aromatico, descloracao
redutiva, B-oxidacdo e metabolizar acidos graxos, tais como Smithella, Sulfuricurvum,
Syntrophus, Arcobacter, Pseudomonas, Syntrophorhabdus, Zooglea e Sulfurospirillum, foram
identificados na condigdo DCF (43,20+0,01 mg L) e IBU (43,42+0,03 mg L) com o
cossubstrato etanol (200 mgDQO L1). Tratam-se de bactérias que podem ter sido enriquecidas
na presenca de etanol. O sintrofismo dessas bactérias com arqueias metanogénicas devido a
producdo de metabdlitos fermentativos, assim como o fornecimento de acetato oriundo do
etanol, contribuiu para a maior abundancia relativa do género Methanosaeta do Dominio
Archaea. Além de tais arqueias, géneros de bactérias capazes de expressar a enzima acetato

quinase, como Clostridium e Desulfovibrio, foram identificados.

Potencial metanogénico e remogéo de triclosan e propranolol

A degradacdo de PRO em até 28,5+0,5 mg L* ocorreu na auséncia de cossubstratos devido

a maior biodisponibilidade e favorecimento do cometabolismo a partir de compostos
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degradaveis do esgoto sanitario. Por outro lado, 55,0+1,3 mg L de PRO n&o favoreceu a
producdo de metano e sua degradacdo. Para o TCS, esse limiar de concentracgdo (5,0+0,1 mg L"
1y foi menor devido a sua maior adsorgio na biomassa e, consequentemente, maior toxidade a
comunidade microbiana anaerobia.

A utilizagdo dos cossubstratos metabdlicos etanol, metanol:etanol e fumarato foi estratégia
bem-sucedida e favoreceu maior producdo de metano. Para condi¢do etanol, substratos
prontamente disponiveis para as arqueias metanogénicas resultaram em maior producdo de
metano, maior remocdo de matéria organica e maior degradacdo dos micropoluentes
emergentes.

Bactérias relacionadas as vias metabolicas de organoclorados, tais como o filo Chloroflexi
e 0s géneros Longilinea, Arcobacter, Mesotoga e Sulfuricurvum, exercem papel importante na
degradacédo de TCS, uma vez que foram mais abundantes na biomassa exposta a tal bactericida.
Para o PRO, o género VadinBC27 parece desempenhar papel importante na degradacdo do
farmaco. Os demais géneros bacterianos identificados nas biomassas expostas a TCS ou a PRO,
como Christensenellaceae_R-7_group, Smithella e Pseudomonas, possuem capacidade
metabolica de adaptacdo a compostos toxicos. Além disso, possuem mecanismos metabdlicos
envolvidos em etapas importantes para a degradacdo de TCS e PRO, tais como clivagem de

anel aromatico, descloragio redutiva, e B-oxidacdo e formacao de H- e acetato.

O uso de etanol em codigestdo com TCS contribuiu para maior abundancia relativa de
Methanosaeta, devido ao fornecimento de acetato oriundo da degradacdo deste alcool. Para
biomassa exposta a PRO (sem cossubstrato), Methanobacterium foi mais abundante devido a
sua capacidade de adaptacdo aos estresses abidticos, bem como sua versatilidade em utilizar
diferentes substratos. O segundo género mais abundante nesta biomassa foi Methanosaeta,
devido ao fornecimento de acetato proveniente do metabolismo de bactérias, tais como
VadinBC27, Christensenellaceae_R-7_group, Smithella, Pseudomonas, Syntrophus,

Arcobacter, Petrimonas e Syntrophorhabdus.

A principal via de producdo de metano no reator de maior degradacéo do bactericida TCS
em codigestdo com etanol foi a acetoclastica, enquanto no reator de maior degradacdo do
farmaco PRO (sem cossubstrato), a producdo de metano ocorreu, tanto pela via acetoclastica,

como pela via hidrogenotrofica.

Reator EGSB em escala aumentada
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A remogéo de LAS, DCF, IBU, PRO e TCS foi governada por suas estruturas moleculares.
A diminuicdo do TDH de 36x4h (fase 1) para 20£2h (fase 1) ndo influenciou na remocéo desses
compostos devido as suas caracteristicas de hidrofobicidade moderada (LAS, DCF, IBU e
PRO) e alta (TCS).

Na fase | de operacdo do EGSB, ocorreu maior remocdo de TCS (72+£17%), sendo que
grande parte dessa remocéo foi devido a sua adsor¢éo no lodo (40%), que foi a maior dentre
todos os compostos avaliados. Apesar da maior remog¢do de TCS, o composto que foi mais
degradado na fase | foi o LAS, com mais de 50% da sua remocéo atribuida a degradacédo. Na
fase I1, o composto melhor removido e degradado também foi o LAS, com 65+12%, dos quais
aproximadamente 60% foram atribuidos a degradacéo. 1sso ocorreu, provavelmente, devido a
molécula de LAS ser constituida de grupos funcionais doares de elétrons e, consequentemente,
pode ser mais facilmente degradado em comparagdo aos outros compostos. Enquanto isso, o
composto mais adsorvido na fase Il foi o DCF (23%), devido a maior concentracdo do farmaco
no afluente ao EGSB nesta fase de operagédo e, consequentemente, maior disponibilidade de

suas moléculas para preenchimento dos sitios ativos do lodo.

O uso de etanol na fase Il favoreceu maior remocdo de DCF, IBU e TCS (compostos
constituidos de grupos funcionais receptores de elétrons) devido a indugdo do cometabolismo.
Dentre os compostos, maior remogao e degradacao foi obtida para TCS, seguido de IBU e DCF.
A adsorcdo na fase Il foi menor que 3% para todos os compostos, com o LAS sendo 0 mais
adsorvido no lodo granular. Adicionalmente, para LAS e PRO (compostos constituidos de
grupos funcionais doadores de elétrons), o uso do cossubstrato de facil assimilacdo resultou em

competicdo por substrato e desfavoreceu a remogao.

O lodo do EGSB foi constituido de microrganismos importantes para digestdo anaerobia de
esgoto sanitario contendo LAS, DCF, IBU, PRO e TCS, com vias metabdlicas relacionadas a
o e B-oxidacéo, dessulfonagdo, clivagem de anel aromatico e descloragdo redutiva. O emprego
de etanol favoreceu microrganismos que realizam tais atividades metabolicas e maior
diversidade microbiana, demonstrando ser estratégia para biorremediacdo de micropoluentes

emergentes.

A abundancia relativa de Methanosaeta diminuiu ao longo da operagdo do EGSB devido
ao aumento de bacterias fermentativas, de BRS (que, provavelmente, competiram pelo acido

acetico) e a prolongada exposi¢cdo a compostos toxicos. Enquanto isso, a abundancia relativa
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de Methanobacterium aumentou devido ao seu metabolismo versatil e resisténcia a ambientes

hostis, como 0 EGSB alimentado com esgoto sanitario.

7. Respostas as hipdteses

A partir dos resultados, bem como baseando nos objetivos inicialmente propostos, pdde-se

responder as hipoteses levantadas no inicio desta pesquisa:

Hipdtese 1: Diferentes concentracdes de DCF, IBU, PRO e TCS em esgoto sanitario podem

influenciar no potencial metanogénico.

A hipdtese 1 foi atendida, sendo que o aumento da concentracdo de DCF e IBU

favoreceu maior producdo de metano, enquanto a de PRO e TCS diminuiu.
Entretanto, deve-se destacar que para PRO, a menor producao de metano e remogéo
do farmaco ocorreu para 55,0+1,3 mgPRO L, enquanto de TCS para 5,0+0,1
mgTCS L. Dessa forma, a realizagdo do objetivo 1 (Avaliar o potencial
metanogénico de lodo granular e a remocgéo de DCF, IBU, PRO e TCS em esgoto
sanitario submetidos a diferentes concentracGes dos compostos em reatores em
bateladas) contribuiu para responder a hipdtese 1 e para a selecdo da concentracdo

de TCS e PRO a ser utilizada nos ensaios com cossubstratos metabélicos.

Hipotese 2: A adicdo de cossubstratos metabdlicos pode favorecer a producdo de metano e a

remocdo de DCF, IBU, PRO e TCS em esgoto sanitario.

Cumprindo o objetivo 2 (Avaliar o potencial metanogénico de lodo granular e a
remocdo de DCF, IBU, PRO e TCS em esgoto sanitario na presenca dos
cossubstratos etanol, metanol e fumarato em reatores em bateladas), pode-se inferir

que a hipotese 2 foi atendida e melhor evidenciada para o uso de etanol. Todavia,

deve-se destacar que para PRO, sua maior remogao foi para 28,5+0,5 mgPRO L
sem uso de cossubstratos, devido a biodisponibilidade de sua molécula e
favorecimento do cometabolismo a partir da matéria organica do esgoto sanitario.
Mas, para condi¢do de menor producdo de metano e remocdo de PRO (55,0+1,3
mgPRO L), o uso dos cossubstratos, e especialmente de etanol, favoreceu a
producdo de metano e remocdo do farmaco. Além disso, cumprindo o objetivo 5
(Caracterizar as populagdes de bactérias e arqueias dos reatores em batelada de

maior remocgéo de DCF, IBU, PRO e TCS), pode-se observar que etanol favoreceu
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microrganismos com vias metabdlicas importantes para a digestdo anaerobia e
possivelmente envolvidas na degradacdo dos compostos. Adicionalmente, a
realizacdo dos objetivos 2 e 5 contribuiu para a selecdo do cossubstrato etanol a ser

empregado ao reator EGSB em escala aumentada.

Hipdtese 3: AlteracGes no TDH de operacao de reator EGSB podem influenciar na remocéo de
DCF, IBU, PRO, TCS e LAS em esgoto sanitario.

Cumprindo o objetivo 3 (Avaliar a remocédo de DCF, IBU, PRO, TCS e LAS em
esgoto sanitario empregando diferentes TDH em reator EGSB em escala

aumentada), pode-se inferir que a hipdtese 3 foi descartada, pois nédo foi observada

diferenca significativa das remocdes de DCF, IBU, PRO e LAS quando comparadas
as fases | e 1l, com TDH de 36h e 20h, respectivamente. Apesar de TCS ter sido
melhor removido na fase | que na fase Il, esse resultado foi atribuido a sua
caracteristica hidrofdbica, que levou a maior adsorcdo no lodo do reator EGSB

durante a fase I.

Hipdtese 4: O emprego de etanol em reator EGSB pode favorecer determinadas populagdes

microbianas em detrimento de outras e melhorar a remogéo de DCF, IBU, PRO, TCS e LAS

em esgoto sanitario.

Cumprido o objetivo 4 (Avaliar a influéncia do etanol na remoc¢éao de DCF, IBU,
PRO, TCS e LAS em esgoto sanitario em reator EGSB em escala aumentada) e o
objetivo 5 (Caracterizar as populacgdes de bactérias e arqueias de todas as fases de
operacdo do reator EGSB em escala aumentada alimentado com esgoto sanitario),
foi possivel inferir que a hipdtese 4 foi parcialmente atendida. O uso de etanol

favoreceu maior diversidade microbiana e géneros bacterianos capazes de realizar
etapas metabdlicas de degradacdo dos compostos. Esse aspecto foi melhor
evidenciado para DCF, IBU e TCS, para os quais a adi¢do de etanol favoreceu a
remocdo cometabolica dos micropoluentes emergentes. Para LAS e PRO houve,
provavelmente, competi¢do entre os compostos com o substrado de facil assimilacéo

etanol, o que desfavoreceu a remocgdo de LAS e PRO.

Um sumario com a descricdo das hipdteses, principais resultados e conclusdes para cada

uma delas é apresentado na Tabela 7.1.
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. _— Concluséo
Reator  Hipotese Descrigdo Resultado .
da hipotese
Diferentes concentracdes de DCF, IBU, PRO e TCS O aumento da concentracao de DCF e IBU
Hipotese I  em esgoto sanitario podem influenciar no potencial ~ favoreceu maior producdo de metano, enquanto a V
metanogénico de PRO e TCS desfavoreceu
Batelada — T p
A adicdo de cossubstratos metabdlicos pode O uso de cossubstratos favoreceu a producao de
Hipdtese Il favorecer a producdo de metano e a remogao de metano e remoc¢do dos compostos de interesse, \/
DCF, IBU, PRO e TCS em esgoto sanitéario especialmente o uso de etanol
A reducédo do TDH de 36h para 20h ndo
Alteracbes no TDH de operacéo de reator EGSB influenciou na remocéo de DCF, IBU, PRO e LAS
Hipdtese 11 podem influenciar na remocéo de DCF, IBU, PRO, A maior remocdo de TCS para TDH de 36h foi x
TCS e LAS em esgoto sanitario devido sua maior adsorc¢do na fase inicial de
operacdo do EGSB
ESGB O uso de etanol favoreceu maior diversidade
microbiana e géneros bacterianos capazes de
O emprego de etanol em reator EGSB pode . g - P «
i ~ . i realizar etapas metabdlicas de degradacgéo dos
. favorecer determinadas popula¢es microbianas em .
Hipotese 1V compostos de interesse. Entretanto, esse aspecto

detrimento de outras e melhorar a remocéao de DCF,
IBU, PRO, TCS e LAS em esgoto sanitario

foi melhor evidenciado para DCF, IBU e TCS.
Para LAS e PRO o uso de etanol desfavoreceu a
remocéo.

Nota: v = Hipétese confirmada;

= Hipotese parcialmente confirmada; X = Hipotese rejeitada
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8. Conclusbtes

. O uso dos cossubstratos etanol, metanol e fumarato nos reatores em batelada favoreceu
a producdo de metano de lodo granular anaerébio na presenca de todos os micropoluentes

emergentes de interesse;

. Na presenca de etanol, com todos os micropoluentes, observou-se maior producao de
metano devido a formacdo de substratos prontamente disponiveis ao consércio anaerdbio,

sendo ele selecionado para ser empregado ao reator EGSB em escala aumentada;

. Nos reatores em batelada, o aumento da concentracdo de DCF e IBU favoreceu maior

producdo de metano, enquanto o aumento da concentracdo de PRO e TCS teve efeito contrario;

. Nos reatores em batelada com DCF e etanol obteve-se maior producdo de metano
(11.530+£368 pmolCH4), em funcdo da estrutura quimica do DCF composta por grupo

fenilacético, que propiciou maior liberagdo de acetato para comunidade microbiana anaerdbia;

. Nos reatores em batelada com IBU e etanol obteve-se a segunda maior producédo de
metano (10.583+512 umolCHy4), porém com a menor remocao (18,72+1,60% para 43,42+0,03
mg L) dentre todos os compostos, sendo o micropoluente emergente mais recalcitrante dentre

todos outros avaliados neste estudo;

. Nos reatores em batelada com PRO sem cossubstrato, 0 aumento da concentracdo em
até 28,5+0,5 mg L favoreceu produgdo de metano (8.102+113 pumolCH,) e remogdo do
farmaco (89,1+0,1%), devido a biodisponibilidade de PRO e favorecimento do cometabolismo
a partir de compostos biodegradaveis do esgoto sanitario. Por outro lado, 55,0+1,3 mg L de
PRO ndo favoreceu a produgdo de metano (704152 pmolCHgs) e sua remogéo (9,0+0,5%),
devido ao aumento da biodisponibilidade de sua molécula que, provavelmente, resultou em

toxicidade a comunidade microbiana;

. Para TCS, o limiar de concentracdo (5,0+0,1 mg L) para diminuicdo da producéo de
metano (423+£18 pumolCH4) e remocgéo (59,1+0,7%), nos reatores em batelada, foi 0 menor
dentre todos os compostos avaliados neste estudo. Isso foi atribuido a maior tendéncia de TCS

em adsorver no lodo e, consequentemente, maior toxidade a comunidade microbiana anaerobia;

. Né&o houve diferenca significativa das remog¢des de DCF, IBU, PRO e LAS para TDH
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de 36h e 20h, o que torna a tecnologia EGSB vantajosa no ponto de vista econdémico;

o Dentre os micropoluentes emergentes avaliados no reator EGSB sem cossubstrato, o
LAS foi melhor removido, devido a sua molécula ser constituida de grupos funcionais doares
de elétrons e, consequentemente, pode ser mais facilmente degradado em comparacdo aos

outros compostos;

o Para o TCS, maior remocdo foi observada em TDH de 36h devido a sua maior adsorcao
nesta fase inicial de operacdo do EGSB, que ocorreu porque a molécula de TCS é mais
hidrofébica em comparacdo as moléculas de DCF, IBU, PRO e LAS e, portanto, TCS é mais
propenso a particionar em lodo bioldgico;

o O uso do etanol no reator EGSB favoreceu a remogdo cometabdlica de TCS, seguido de
IBU e DCF. Entretanto, a provavel competicdo com o substrato de facil assimilagdo etanol

desfavoreceu a remocdo de LAS e PRO;

o A partir da caracterizacdo microbiana dos reatores em batelada, em conjunto com uma
extensa busca na literatura disponivel, foi possivel correlacionar vias metabolicas importantes
da digestdo anaerdbia com as possivelmente envolvidas no processo de degradacdo anaerobia
de DCF, IBU, PRO e TCS;

o As principais bactérias identificadas nos reatores em batelada contendo DCF e etanol e
IBU e etanol foram Smithella, Sulfuricurvum e Synthophus, sendo responséveis por realizar
clivagem de anel aromatico, descloragdo redutiva, f-oxidacao e metabolizar acidos graxos. Em

relacdo ao Dominio Archaea foi observada maior abundanica relativa de Methanosaeta;

o Nos reatores em batelada contendo TCS e etanol, as principais bactérias identificadas
foram as pertencentes ao Filo Chloroflexi e aos géneros Longilinea, Arcobacter, Mesotoga e
Sulfuricurvum. Trata-se de microrganismos com vias metabdlicas relacionadas a degradacéo de
organoclorados e podem exercer papel importante para a remogéo do bactericida. Em relagédo
ao Dominio Archaea, Methanosaeta foi dominante devido ao fornecimento de acetato oriundo

da degradacéo de etanol,

o Nos reatores em batelada contendo PRO e sem cossubstrato, o género mais abundante
foi VadinBC27, que parece desempenhar papel importante na degradacdo do farmaco. Em

relacdo ao Dominio Archaea o género mais abundante foi Methanobacterium, provavelmente,
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devido a sua capacidade de adaptacao aos estresses abidticos;

. O uso de etanol no EGSB em escala aumentada favoreceu maior diversidade microbiana
e géneros bacterianos capazes de realizar etapas metabdlicas de degradacdo dos compostos de
interesse, tais como ® e B-oxidagéo, dessulfonacédo, descloragéo redutiva e clivagem de anel

aromatico;

. Na fase | de operacdo do reator EGSB em escala aumentada, bactérias semelhantes a
Syntrophobacter,  Smithella, = Macellibacteroides,  Syntrophus,  Blvii28_ wastewater-

sludge_group e Bacteroides foram mais abundantes;

. Na fase Il, Syntrophobacter foi mais abundante, provavelmente, devido a maior
concentracdo de DCF e IBU no afluente ao EGSB em comparacao as demais fases;

. Na fase Ill, Smithella e Caldisericum foram mais abundantes. Bactérias semelhantes a
Smithella, provavelmente, foram favorecidas devido a maior concentracéo de acido propidnico
no afluente ao EGSB, enquanto que Caldisericum, provavelmente, devido a maior concentracao

de matéria organica no afluente ao reator, que ocorreu devido ao uso de etanol;

. Para 0 Dominio Archaea, ao longo da operacdo do EGSB, Methanosaeta foram
desfavorecidas devido ao aumento de bactérias fermentativas, de BRS (que, provavelmente,
competiram pelo acido acético) e a prolongada exposicdo a compostos tdxicos do esgoto
sanitario. Enquanto isso, Methanobacterium se mantiveram e/ou foram favorecidas devido ao

seu metabolismo versatil e resisténcia a ambientes hostis.
Dessa forma, pode-se tirar uma conclusdo geral do trabalho:

O uso de cossubstratos metabolicos, e especialmente o etanol, pode ser opgdo para a
biorremediacdo de DCF, IBU, PRO, TCS e LAS sob condigdes anaerobias. Por meio desta
estratégia, obteve-se melhores resultados devido ao fornecimento de carbono e energia para o
desenvolvimento de consércio microbiano de ampla capacidade metabdlica e favorecimento de
ambiente redutor. Assim, etanol pode auxiliar na reducdo das moléculas desses contaminantes
e também favorecer a remocgdo por cometabolismo. Além disso, a tecnologia EGSB €
possibilidade para o tratamento de aguas residuarias contendo DCF, IBU, PRO, TCSe LAS e
pode ser operado em TDH de 20h, uma vez que seu regime de mistura completa e recirculacéo
do efluente promovem a diluigéo do afluente. Esse diferencial do reator EGSB, potencializa a
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remoc&o dos poluentes recalcitrantes e toxicos ao sistema anaerdbio.
9. Sugestodes para trabalhos futuros

Em funcéo dos resultados obtidos, bem como de leituras recentes sobre biorremediacédo
de micropoluentes emergentes, algumas tematicas com potencial para serem exploradas em

pesquisas futuras sdo sugeridas:

e Aplicagdo de design experimental exploratério para avaliar diferentes quantidades
de etanol, bem como outras variaveis, como pH, concentracdo de micronutrientes e

relacdo C/N para a remogdo de DCF, IBU, PRO e TCS em esgoto sanitario.

e Aplicacdo de design fatorial para otimizar producdo de metano a partir de esgoto
sanitario, etanol, DCF, IBU, PRO, TCS e LAS como substrato;

e Aplicacdo das condicdes 6timas obtidas no design exploratorio e fatorial em reator

continuo, como reator EGSB em escala aumentada;

e Realizar andlise taxondmica e de expressdo génica na comunidade microbiana dos

reatores de maior remoc¢édo dos micropoluentes emergentes;

e Avaliar a presenca de outros micropoluentes emergentes, como edulcorantes
artificiais, em esgoto sanitario e a eficiéncia de remocao desses compostos em reator

de escala plena de ETE.
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APENDICE

Protocolo para operagéo de reator em escala aumentada na Estacdo de Tratamento de
Esgoto (ETE) de Sao Carlos-SP (Brasil).

Equipamentos de protecéo individual (EPI1) necessarios:

e Jaleco;

e Roupa impermeével (exemplo: capa de chuva);
e Luvas do tipo PVC;

e Luvas de borracha nitrilica;

e Botas de borracha do tipo antiderrapante;

e Mascara semifacial do tipo PFF-2;

e Mascara com visor facial protetor;

e Oculos de protecao.

Além dos EPI, faz-se necessério a utilizacdo de agentes quimicos para descontaminagdo

pessoal e das ferramentas utilizadas, bem como a vacinagéo apropriada.
Passos para esvaziar a caixa de alimentagéo:

1) Desligar a bomba de alimentacdo (Figura Al);

Figura Al: Bomba de diafragma para alimentacao do reator.

Fonte: Autora.
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2) Fechar valvula 1 (Figura A2);

3) Abrir valvulas 2 e 5 (Figura A2);

4) Esperar a caixa esvaziar completamente;

5) Lavar a caixa com agua para retirada do lodo e demais solidos;
6) Esperar a caixa esvaziar completamente;

7) Fechar valvulas 2 e 5 (Figura A2);

Figura A2: Caixa de alimentacéo do reator.

Fonte: Autora.

Passos para encher a caixa de alimentacdo com esgoto pds-tratamento preliminar da
ETE:

8) Certifique-se de que as valvulas 2, 4 e 5 estdo fechadas (Figura A2);
9) Abrir valvulas 3 (Figura A2);
10) Ligar a bomba do preliminar (Figura A3);
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Figura A3: Tomada da bomba do preliminar.

.

®
.

Fonte: Autora.
11) Observar se esta jorrando esgoto (Figura A4);
Em caso positivo, prosseguir com os passos 12 ao 18.

Em caso negativo, prosseguir com o0s passos 19 ao 30.

Figura A4: Esgoto jorrando na caixa de alimentacéo do reator.

Fonte: Autora.
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12) Esperar a caixa encher;

13) Desligar a bomba do preliminar (Figura A3);

14) Fechar valvula 3 (Figura A2);

15) Abrir valvula 1 (Figura A2);

16) Fechar a caixa com a tampa (Figura A2);

17) Ligar bomba de alimentagéo do reator (Figura Al);

18) Aferir vazdo de alimentacdo conforme o tempo de detencéo hidraulico (TDH)

determinado.

Passos para encher a caixa de alimentagdo com esgoto pds-tratamento preliminar

da ETE quando a bomba néo funcionar:

19) Conectar a mangueira na torneira que fica embaixo do tratamento preliminar;

20) Levar a mangueira até o tratamento preliminar onde a bomba est instalada;

21) Abrir a mangueira;

22) Abrir valvula 6 (Figura A5);

23) Imediatamente, colocar a mangueira no conector 7 (Figura A5) tapando com a méo para
que ndo entre ar na tubulacdo e nem na bomba;

24) Esperar o cano da valvula 6 ficar completo de agua (em torno de 2 a 3 minutos; Figura
A5);

25) Fechar valvula 6 o mais rapido que puder e com 0 maximo de cuido possivel para ndo
entrar ar (Figura A5);

26) Fechar mangueira;

27) Verificar se esta jogando esgoto na caixa de alimentacdo do reator (Figura A4);

28) Em caso positivo, prosseguir com os passos 12 ao 18;

29) Em caso negativo, repetir os passos 19 ao 28 (tentar abrir e fechar a valvula 4 da Figura
2 para ajudar a saida de ar);

30) Se ap0s realizar 3 vezes 0s passos 19 ao 28 e mesmo assim a bomba do preliminar ndo
funcionar, realizar o procedimento para limpeza do pé de crivo da bomba (passos 31 ao
36).
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Figura A5: Bomba centrifuga instalada no tratamento preliminar da ETE de S&o Carlos — SP.

Fonte: Autora.

Passos para limpeza do pé de crivo:

31) Desligar a bomba do preliminar (Figura A3);
32) Retirar o pé de crivo da bomba;
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Figura A6: Retirando o pé de crivo da bomba instalada no tratamento preliminar da ETE.

Fonte: Autora.

33) Com o auxilio de uma pinca, retirar os sélidos grudados (Figura A7);

34) Larvar com agua (Figura A7);



220

Figura A7: Limpeza do pé de crivo da bomba instalada no tratamento preliminar da ETE.

Fonte: Autora.

35) Encaixar de volta o pé de crivo na bomba (Figura A6);

36) Prosseguir com o0s passos 19 ao 28.
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ANEXO

Informagdes adicionais das analises de biologia molecular, bioinformatica e

bioestatistica

A sequéncia do RNA ribossémico 16S (RNAr) é composta por nove regides
hipervaridveis intercaladas com regiGes conservadas. O gene 16S bacteriano contém nove
regides hipervariaveis (V1-V9), variando de cerca de 30 a 100 pares de bases, envolvidas na
estrutura secundaria da pequena subunidade ribossémica. O grau de conservacdo varia
amplamente entre regides hipervariaveis, com regides mais conservadas correlacionadas com
taxonomia de categoria mais alta e regides menos conservados com classificagdes inferiores,
como género e espécie. Para a classificacdo taxonbmica, é suficiente sequenciar regifes
hipervariaveis individuais em vez de todo o gene. Além disso, 0 gene 16S contém sequéncias
altamente conservadas entre regides hipervariaveis, permitindo o design de primers universais.
Com o desenvolvimento de plataformas de sequenciamento de alto rendimento, a variacao de
sequéncia no gene 16S é amplamente utilizada para caracterizar diversas comunidades
microbianas (Youssef et al., 2009; Caporaso et al., 2011; Hess et al., 2011).

Com base em algoritmos de par-extremidade, o sequenciamento de amplicons é

conduzido na plataforma Illumina.
l. Preparacao e sequenciamento

A qualidade dos dados é influenciada por cada etapa de preparacao da amostra. Ou seja,
desde as amostras de DNA brutas, até o teste de amostra, PCR, preparacdo e sequenciamento
de bibliotecas, influenciam nos resultados da analise. Portanto, para manter a confiabilidade
dos dados, o controle de qualidade (CQ) € realizado em cada etapa do procedimento. O
procedimento utilizado para preparo e sequenciamento das amostras gendémicas esta descrito

no fluxograma da Figura A8.

Figura A8: Procedimento utilizado para preparo e sequenciamento das amostras gendémicas.




222

Il. Procedimentos de analise de dados

Para a veracidade da analise de dados de sequenciamento, os dados brutos devem ser
mesclados e filtrados para obter dados limpos. Os dados efetivos gerados podem ser utilizados
para fazer anotacdes de cluster, e de espécies, para cada respectiva sequéncia de cada OTU
(Unidades Taxondmicas Operacionais). Assim, a distribuicdo relativa, uniformidade e
abundancia das espécies podem ser analisadas por meio da diversidade de Alpha, de Beta e de
venn. A colheita de OTU e a construcdo das atribui¢fes taxondmicas de arvores filogenéticas,
por meio de analises estatisticas, podem explicar as diferencas de constru¢do da comunidade
entre amostras, ou entre grupos, via PCoA, PCA e NMDS. Métodos estatisticos como teste T,
MetaStat, LEfSe, Anosim e MRPP podem testar a significancia da composic¢éo da comunidade
e as diferencas de estrutura entre os grupos. Além disso, o resultado da analise combina
CCA/RDA para explorar os principais fatores ambientais. O procedimento para analise de
dados esta descrito no fluxograma da Figura A9.

Figura A9: Procedimento para analise dos dados.
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Para avaliar diferencas de espécies é utilizado Metastats. Por meio de tal teste estatistico,
obtém-se e seleciona diferentes espécies Obvias entre grupos de varias categorias taxonémicas
(Dominio, Filo, Classe, Ordem, Familia, Género e Espécie). Assim, é possivel realizar analises
adicionais ou escolher a andlise LefSE para descobrir biomarcadores estatisticamente

significativos entre 0s grupos.

As analises Anosim e MRPP podem ser usadas para determinar se a estrutura da
comunidade difere significativamente entre os grupos. Além disso, pode-se comparar as

diferencas tanto entre os grupos, como dentro dos grupos.

A analise NMDS pode ser utilizada como método suplementar caso tenha sido obtido
resultados inesperados de PCA e PCoA. Isto porqué NMDS é baseado em modelo néo linear.
PCA e PCoA, por outro lado, sdo baseados em modelo linear. Assim, NMDS pode oferecer
melhor explicacdo/abordagem da estrutura ndo linear em conjuntos de dados ecoldgicos.

Para uma anélise exploratdria, se houver varios fatores ambientais envolvidos, pode ser
selecionado a analise CCA ou RDA para extrair gradientes ambientais de conjuntos de dados
ecologicos e encontrar fatores determinantes ambientais que influenciam o desenvolvimento de

certas comunidades microbianas.
I11.  Processamento dos dados de sequenciados

Por meio dos Amplicons, foi realizado o sequenciamento via plataforma Illumina-Miseq
para gerar leituras brutas das extremidade emparelhadas de 250bp (PE em bruto). Em seguida,
foi montada e pré-tratada as tags limpas. As sequéncias quiméricas em Clean Tags foram

detectadas e removidas para obter as tags efetivas. A saida de dados é mostrada na Tabela Al.

Tabela Al - QC Stat.
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Sample Effective
Raw PE (#) Raw Tags (#) Clean Tags (#) Base (nt)
name Tags (#)
DE 62,996 61,896 60,922 58,496 14,812,816
IE 69,258 66,976 65,849 63,437 16,085,552
P3 101,144 87,813 85,689 82,801 34,789,019
TE 101,035 87,530 85,746 83,897 34,666,983
Fase | 80,656 47,079 41,756 37,069 15,067,584
Fase Il 88,997 53,047 46,055 38,360 15,587,924
Fase Il 90,683 52,888 46,126 38,560 15,835,297
Sample
name Avglen (ny) Q20 Q30 GC (%)  Effective (%)
DE 253 99.13 97.28 55.14 92,86
IE 254 99.10 97.23 54.51 91,60
P3 420 97.15 91.77 53.04 81,86
TE 413 97.15 91.76 53.30 83,04
Fase | 406 96.04 89.81 54.38 45.96
Fase Il 406 96.05 89.72 54.84 43.10
Fase IlI 411 95.96 89.47 54.85 4252

IV. Andlise de OTU e anotacao de espécies: identificacdo e anotacdo de OTU e
analise estatistica da anotacao

Para analisar a diversidade de espécies em cada amostra, todos os Tags Efetivos foram
agrupados por 97% de similaridade de sequéncia de DNA em OTUs.

Durante a constru¢do das OTUs, foram coletadas informagdes bésicas de diferentes
amostras, como dados de Tags efetivos, dados de tags de baixa frequéncia e dados de anotacao

de Tags. O conjunto de dados estatisticos € mostrado como se segue na Figura A10.

Figura A10: Analise estatistica do numero de tags e OTUs de cada amostra.
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Notas (da esquerda para a direita): o eixo Y1 intitulado "NUmero de tags" significa o nimero de tags; "Total de
tags" (barras vermelhas) significa o nimero de tags efetivas; "Etiquetas de taxon" (barras azuis) significa o nimero
de etiquetas anotadas; "Tags ndo classificadas" (barras verdes) significa o nimero de tags ndo anotadas; "Tags
exclusivas" (barras laranja) significa o nimero de tags com uma frequéncia de 1 e ocorre apenas em uma amostra.
O eixo Y2 intitulado "NUmeros de OTUs" significa 0 nimero de OTUs exibidos como "OTUs" (barras roxas) na
imagem acima para identificar o nimero de OTUs em diferentes amostras.

V. Extracdo do DNA do genoma
O DNA total do genoma das amostras foi extraido pelo método CTAB/SDS. A
concentracédo e pureza do DNA foram monitoradas em geéis de agarose a 1%. De acordo com a

concentracdo, o0 DNA foi diluido para 1 ng mL* usando agua estéril.

VI.  Geragdo de Amplicon

O gene 16S rRNA foi amplificado usando primer especifico (16S V4: 515F-806R).
Todas as reacOes de PCR foram realizadas com Phusion® High-Fidelity PCR Master Mix (New
England Biolabs).

VIl. Quantificacdo e qualificacdo de produtos PCR
Foi misturado o mesmo volume de tampéo de carga 1X (verde SYB contido) com
produtos de PCR. A eletroforese foi conduzida em gel de agarose a 2% para deteccdo e as

amostras com faixa entre 400-450 pb foram escolhidas.
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VIII. Mistura dos Produtos de PCR e Purificacéo

Os produtos de PCR foram misturados em propor¢des de equidensidade. Em seguida,
o0s produtos de PCR de mistura foram purificados com o Qiagen Gel Extraction Kit (Qiagen,
Alemanha). As bibliotecas geradas com o NEBNext® UltraTM DNA Library Prep Kit para

Illumina e quantificadas via Qubit e Q-PCR foram analisadas pela plataforma Illumina.
IX.  Andlise de bioinformatica: Processamento dos dados de sequenciados

As leituras de extremidade emparelhada foram atribuidas as amostras com base em seu
codigo exclusivo e truncadas cortando o codigo e sequéncia do primer. As leituras de
extremidade pareada foram mescladas usando 0 FLASH (V1.2.7,
http://ccb.jhu.edu/software/FLASH/) (MAGOC; SALZBERG, 2011). O FLASH foi projetado
para mesclar leituras de extremidade pareada quando pelo menos algumas das leituras se
sobrepdem a leitura gerada a partir da extremidade oposta do mesmo fragmento de DNA. As
sequéncias de juncdo sdo chamadas de tags brutas. A filtragem de qualidade nas tags brutas foi
realizada sob condi¢des especificas de filtragem para obter as tags limpas de alta qualidade
(BOKULICH et al., 2013) de acordo com o Qiime V1.7.0. As tags foram comparadas com o
banco de dados de referéncia (banco de dados Gold,
http://drive5.com/uchime/uchime_download.html) usando o algoritmo UCHIME (algoritmo
UCHIME, http://www.drive5.com/usearch/manual/uchime_algo.html) (Edgar et al., 2011) para
detectar ~ sequéncias  quiméricas  (https://drive5.com/usearch/manual/chimeras.html).
Posteriormente as sequéncias quiméricas foram removidas (HAAS et al., 2011) para obtencéo

das tags efetivas.

X. Cluster de 2 OTU e anotacao de espécies

A analise das sequéncias foi realizada pelo software Uparse (Uparse v7.0.1001
http://drive5.com/uparse/) (EDGAR, 2013) usando todas as tags efetivas. Sequéncias com
>97% de similaridade foram atribuidas as mesmas OTUs. A sequéncia representativa de cada
OTU foi rastreada para anotacGes adicionais. Para cada sequéncia representativa, o software
Mothur foi executado no banco de dados SSUrRNA do SILVA Database (http://www.arb-
silva.de/) (WANG et al., 2007) para anotacdo de espécies em cada categoria taxonémica
(Limiar: 0,8 ~1). (QUAST etal., 2012) (Reino, Filo, Classe, Ordem, Familia, Género, Espécie).
Para obter a relacéo filogenética de todas as sequéncias representativas das OTUs, o MUSCLE
(Versdo 3.8.31, http://www.drive5.com/muscle/) foi utilizado para comparar varias sequéncias
rapidamente. As informagdes de abundancia das OTUs foram normalizadas usando um padréo
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de numero de sequéncia correspondente a amostra com menos sequéncias. Analises
subsequentes da diversidade alfa e diversidade beta foram todas realizadas com base nesses

dados normalizados de saida.

XI. Diversidade Alfa e Beta

A diversidade alfa é aplicada na analise da complexidade da diversidade de espécies
para uma amostra atraves de 6 indices, incluindo espécies observadas, Chaol, Shannon,
Simpson, ACE, Good Cooverage. Todos esses indices em nossas amostras foram calculados
com QIIME (versédo 1.7.0) e exibidos com o software R (versdo 2.15.3).

A andlise da diversidade beta foi usada para avaliar as diferencas das amostras na
complexidade das espécies; a diversidade beta nos unifrac ponderados e ndo ponderados foi
calculada pelo software QIIME (Verséo 1.7.0). A andlise de cluster foi precedida pela anélise
de componente principal (PCA), que foi aplicada para reduzir a dimensdo das variaveis
originais usando o pacote FactoMineR e o pacote ggplot2 no software R (versdo 2.15.3). A
Andlise de Coordenadas Principais (PCoA) foi realizada para obter coordenadas principais e
visualizar dados complexos e multidimensionais. Uma matriz de distancia de unifrac ponderado
ou ndo ponderado entre as amostras obtidas anteriormente foi transformada em um novo
conjunto de eixos ortogonais, pelo qual o fator de variagcdo maximo é demonstrado pela primeira
coordenada principal e o segundo méximo pela segunda coordenada principal, e assim por
diante. A analise de PCoA foi exibida pelos pacotes WGCNA, stat e ggplot2 no software R
(versdo 2.15.3). O método de grupos de pares ndo ponderados com médias aritméticas
(UPGMA) Clustering foi realizado como um tipo de método hierarquico de clustering para
interpretar a matriz de distancia usando ligacdo média e foi conduzido pelo software QIIME
(versdo 1.7.0).

A andlise do LEfSe foi realizada pelo software LEfSe. Metastats foi calculado pelo
software R. O valor p foi calculado pelo método de teste de permutacgéo, enquanto o valor g foi
calculado pelo método da taxa de descoberta falsa de Benjamini e Hochberg (WHITE;
NAGARAJAN; POP, 2009). Anosim, MRPP e Adonis foram realizados pelo software R
(pacote Vegan: funcdo anosim, funcdo mrpp e funcdo adonis). A AMOVA foi calculada por

mothur usando a fungdo amova. T_test e desenho foram realizados pelo software R.



