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O Estimulo Interior e a Preservacao da Natureza

As energias que atraimos e repulsamos, mesmo que as vezes num entrelagamento
incontrolavel, nos permite diferenciar os ambientes que proporcionam bem estar e mal estar.
Sensac0es de agitacdo ou tranquilidade séo experimentadas a todo instante.

No elevado grau de entropia de uma paisagem degradada ha repulsédo. No baixo grau
de entropia de uma floresta natural h& paz.

Reacdes dindmicas ocorrem sem um pré-processamento de informagdes. A liberagéo
de adrenalina ou dopamina, a musculatura tensa ou relaxada, anticorpos, processos
alérgicos, sdo instintos de sobrevivéncia que independem de nosso consentimento para se
iniciarem. O que absorvemos ou adsorvemos da matéria e da energia que nos cerca, de
forma instintiva, definirdo o que somos capazes sentir e observar na paisagem.

Sistemas naturais buscam a eficiéncia energética e espacial, buscam a harmonia dos
harménicos e as solucdes de alto rendimento. A natureza com sua beleza e complexidade
despertara e esta a despertar nossos sentimentos ligados a conservacao do meio ambiente e a
sobrevivéncia da espécie. Quando 0 quorum necessario de mentes preservacionistas for
atingido, modificacbes coordenadas no comportamento acontecerdo, configurando um
sistema em quorum sensing.

Em cada quadro mental de paz e tranquilidade e nos ideais que busquem o amor e 0
fim das desigualdades, por mais individual e local que seja, estara modificando, para o bem,
as relagdes dos seres humanos com a natureza...

Daniel Pimenta



Uma gota de chuva

A mais, e 0 ventre gravido
Estremeceu, da terra.
Através de antigos
Sedimentos, rochas
Ignoradas, ouro

Carvao, ferro e marmore
Um fio cristalino
Distante milénios

Partiu fragilmente
Sequioso de espaco

Em busca de luz.

Um rio nasceu.

(Vinicius de Morais, 1954)
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RESUMO

A drenagem acida de mina (DAM) é um dos passivos ambientais da industria de extracdo de
minério, potencialmente poluidora das aguas superficiais, subterraneas e do solo. O efluente
proveniente da DAM tem origem na exposicdo de minerais sulfetados, principalmente pirita, a
condigdes atmosféricas capazes de oxidar este minerais e gerar solucdes ricas em sulfato e
com baixo pH. Este efluente é capaz de lixiviar metais pesados presente nos corpos
geoldgicos e amplificar o grau poluidor associado a geracdo da drenagem. O tratamento
fisico-quimico proposto para remediar o problema e amplamente difundido nas mineradoras
envolve a aplicagcdo de grandes quantidades de cal hidratada ou virgem, para neutralizar a
drenagem e precipitar os metais presentes, um procedimento oneroso e que envolve gastos
com produtos quimicos e disposicdo adequada do material precipitado. Neste contexto, surge
a demanda pelo estudo e desenvolvimento de novas tecnologias para o tratamento da DAM. A
utilizacdo de processos anaerobios de tratamento, com bactérias redutoras de sulfato,
possibilita a remocao do sulfato, a elevacdo do pH e a precipitacdo dos metais, a partir do
sulfeto biogénico produzido. O presente trabalho avaliou qual dentre as fontes de carbono,
acetato, etanol e lactato, seria a mais adequada para a partida de um reator anaerobio de fluxo
ascendente (upflow anaerobic sludge blanket - UASB) tratando drenagem é&cida sintética,
visando uma eficiente remocdo dos metais presentes (ferro, cobre e zinco). O reator
alimentado com etanol foi o Unico capaz de tratar a drenagem e estabilizar a remocdo de
sulfato, com eficiéncias maiores que 90%, em 55 dias de operacdo, e remover em termos
médios, 96,0% do cobre; 98,4% do zinco e 86,4% do ferro presente. O reator alimentado com
lactato, apds uma longa fase de aclimatacdo, cerca de 55 dias, produziu sulfeto em condicdes
capazes de remover o0 cobre e 0 zinco, contudo, apds um periodo 45 dias, a rota metabodlica
sulfetogénica ndo mais foi observada, e o lactato passou a ser preferencialmente e somente
fermentado. O reator alimentado com acetato, ndo foi capaz de utilizar a fonte de carbono, e
sofreu com o efeito desacoplador do &cido acético, levando as células da biomassa a um

colapso, promovendo a desestruturacdo dos granulos inoculados e crescimento de fungos.

Palavras-Chave: tratamento biologico; UASB; drenagem &cida de mina; conversdo biologica

de sulfato; bactérias redutoras de sulfato.



ABSTRACT

Acid mine drainage (AMD) is one of the environmental liabilities of ore mining industries
which generate the pollution of surface water, groundwater and soil. The effluent from AMD
stems from the exposure of sulfide minerals — mainly pyrite — to atmospheric conditions
which oxidize this mineral generating rich sulfate solutions and low pH. This effluent can
leach heavy metals that are found in geological bodies, and amplify the polluting degree
which is associated to the drainage generation. The physical-chemical treatment widespread
in mining that has been proposed to remedy the problem applies large amounts of hydrated
lime or quicklime in order to neutralize drainage and precipitate metals — a costly procedure
that involves spending on chemicals and appropriate disposal of the precipitated material. In
this context, there is a demand for the study and development of new technologies for the
treatment of AMD. The use of anaerobic treatment processes with sulfate-reducing bacteria
enables the removal of sulfate, the higher pH, and the precipitation of metals from biogenic
sulfide production. This study evaluated which of the sources carbon, i.e. acetate, ethanol, and
lactate would be the most suitable to start-up a UASB reactor (upflow anaerobic sludge
blanket) treating synthetic acid drainage, so that it could efficiently remove metals (iron,
copper, and zinc). The reactor that was fed with ethanol was the only one that could treat
drainage and stabilize the sulfate removal: efficiency was higher than 90% in 55 days of
operation; removal was on average of: 96.0% of copper; 98.4% of zinc and 86.4% of iron.
The reactor that was fed with lactate — after a long period of acclimatization, about 55 days —
produced sulfide in conditions capable of removing copper and zinc, however after a period of
45 days the sulfide metabolic pathway was not observed, and lactate became fermented. The
reactor that was fed with acetate was not able to use the carbon source. At low pH, acetate
acts as an uncoupler of the cell membrane, which led biomass cells to collapse, promoting the

disintegration of the inoculated granules and fungal growth.

Keywords: Biological treatment; UASB; Acid mine drainage; Sulfide biological conversion;

Sulfide reducing bacteria.



LISTA DE FIGURAS

Figura 4.1 Representacao esquematica do aparato eXperimental. ...........cccooeerinieinnennnee e 27
Figura 4.2 Foto dos reatores UASB instalados em cAmara de controle de temperatura. .........c.cccocereevnerenneenn. 28

Figura 5.1 Demanda quimica de oxigénio (DQO) e sulfato, afluente e efluente do reator alimentado com acetato.

..................................................................................................................................................................... 33
Figura 5.2 Sulfeto total dissolvido no efluente do reator alimentado com acetato.. .......ccccvvvviveiieiereneseseseennns 34
Figura 5.3 Potencial de hidrogénio (pH) afluente e efluente do reator alimentado com acetato.. ..........c.ccecvvvrnneae 34
Figura 5.4 Distribuicdo das espécies de acetato em fungao do PH.. ......cccccvvviiiiecicic s 35
Figura 5.5 Composicdo do biogas no headspace do reator alimentado com acetato.........cc.ceevevvereererevesennennns 35
Figura 5.6 Estrutura dos granulos coletados no reator alimentado com acetato. ...........cocovvvrirrineneininenenns 37

Figura 5.7 Fotos dos reatores ap6s 91 dias de operagdo, reatores alimentados com acetato (R1), etanol (R2) e
lactato (R3), da esquerda para direita, respectivamente (A). Em destaque o material viscoso que envolveu
0s granulos no reator alimentado COM ACELALO (B)........cecvveieiiieieiiie et e et eeneas 37

Figura 5.8 Observacdes morfoldgicas por microscopia de contrate de fase, referentes a amostras coletadas do
material viscoso encontrado na parte inferior da biomassa: (A) hifa; (B) emaranhado de hifas.................. 38

Figura 5.9 Demanda quimica de oxigénio (DQO), afluente e efluente do reator alimentado com etanol. ............ 39

Figura 5.10 Eficiéncia de remoc¢do de matéria organica em funcéo da demanda quimica de oxigénio (DQO),

afluente e efluente do reator alimentado COM tANOL. ..........cvoieiiiie i 40
Figura 5.11 ConcentracGes de sulfato e sulfeto total dissolvido efluente ao reator alimentado com etanol. ......... 41
Figura 5.12 Eficiéncia de remocéo de sulfato no reator alimentado com etanol.. ..........cccovivinvneneincnenen 41
Figura 5.13 Potencial de hidrogénio (pH) afluente e efluente do reator alimentado com etanol................c.......... 42
Figura 5.14 Concentracédo de &cido acético efluente do reator alimentado com etanol. ...........ccccocvvvvrvivineinnnn, 42
Figura 5.15 Alcalinidade total efluente do reator alimentado com etanol.. .........ccccccvevevievienieci e 43

Figura 5.16 Relacdo entre os mols de sulfato e etanol utilizado no reator alimentado com etanol. A linha no
grafico representa a estequiometria de consumo de sulfato por mols de etanol (reagdo 5.2.2.1). ............... 45

Figura 5.17 Relagdo entre os mols de etanol utilizado e acetato efluente do reator alimentado com etanol. A linha

no grafico representa a média das relagdes, A acetato/A EtOH, na fase IL........cccccevveiiiieninnnnienieieee 45
Figura 5.18 Composicdo do biogés no headspace do reator alimentado com etanol.. .........cccocevviverviincnenn 47
Figura 5.19 Composicéo percentual do biogés no headspace do reator alimentado com etanol..............ccccvuee. 48
Figura 5.20 Eficiéncias de remog&o de zinco, CODIe € TEIT0.. ......oouiiiiiiiiii e 49
Figura 5.21 Solubilidade dos sulfetos metalicos de cobre, zinco e ferro em fungdo do pH.. ......ccccocvvvivviriinnnne, 50
Figura 5.22 Fracéo molar das espécies de sulfeto em funcéo do pH.. ... 51

Figura 5.23 Porcentagens de sulfeto de hidrogénio e hidrogenosulfeto no efluente do reator alimentado com
7= 1T | OSSN TSR 52

Figura 5.24 Porcentagem da DQO utilizada para reducéo de sulfato e para a producéo de metano no reator
AliMENtAd0 COM BTANOL.. ....iiiiieee bbbttt b bt bbbt e bt e st et e sbesbesbesbeeneas 54

Figura 5.25 Demanda quimica de oxigénio (DQO), afluente e efluente do reator alimentado com lactato. ......... 56



Figura 5.26 Eficiéncia de remocédo de matéria organica em funcdo da demanda quimica de oxigénio (DQO),

afluente e efluente do reator alimentado COM IaCtAL0.. .........ccviirieiiencie e 57
Figura 5.27 ConcentracGes de sulfato afluente e efluente ao reator alimentado com lactato. ...........ccccccvevvrinnene 58
Figura 5.28 ConcentracGes de sulfato e sulfeto total dissolvido efluente ao reator alimentado com lactato. ........ 58
Figura 5.29 Distribuigao das espécies de lactato em funGao do PH.......ccocoeiiriiiiiiiiiiree e 59
Figura 5.30 Potencial de hidrogénio (pH) afluente e efluente do reator alimentado com lactato. .............c.ccccee.. 60
Figura 5.31 Concentracéo de acido acético e propidnico no efluente do reator alimentado com lactato. ............. 61
Figura 5.32 Concentracéo de acido acético e butirico no efluente do reator alimentado com lactato. .................. 61
Figura 5.33 Possiveis rotas oxidativas e fermentativas do 1aCtato...........c.ccccveiviieeicici s 62

Figura 5.34 Relacédo entre o consumo de lactato e o somatério dos acido produzidos, no reator alimentado com

lactato. A linha no gréfico representa a média das relagdes, A lactato/ Y. Acidos, na fase IL...........c.cc........ 64
Figura 5.35 Eficiéncias de remoc&o de zinco, cobre e ferro no reator alimentado com lactato...........c.ccccevvereene. 65
Figura 5.36 Concentracdo de metano e gas carbdnico no headspace do reator alimentado com lactato................ 67

Figura 5.37 Concentracdo de gas sulfidrico no headspace do reator alimentado com lactato.. ........c.ccccocereinene. 67



LISTA DE TABELAS

Tabela 3.1 Energia livre da reacdo de reducdo de sulfato para diferentes doadores de elétrons. ............cccccoveuranes 24
Tabela 4.1 Constituintes dO AfIUBNTE. .......coiiiiie e e et 29
Tabela 5.1 Estatistica descritiva do tempo de detencdo hidraulica dos reatores 1,2 € 3. .......ccocoeevrveierncreninienen, 32
Tabela 5.2 Estatistica descritiva da relagdo DQO/SO,* afluente aos reatores 1, 2, € 3........ccccvvvvevrererresrerneennens 32
Tabela 5.3 Valores de energia livre e Km aparente para a metanogénese e a sulfetogénese. ........cccccvvevevervnnnenn, 46

Tabela 5.4 Caracterizacdo do afluente de efluente do reator alimentado com etanol e os padrdes de lancamento.

..................................................................................................................................................................... 55
Tabela 5.5 Concentragdes médias dos 4cidos, acético, propionico e butirico (mg L™), e suas constantes de

dissociacdo, em termos 10garitmicos (PKA). .....coeiiereiiiieere e 60
Tabela 5.6 Reacdes possiveis de reducdo do sulfato no reator alimentado com lactato. ........c.cccecevevviiinninenenn, 62

Tabela 5.7 Concentragdes médias dos metais (mg L™) e a eficiéncia média de remocao (%) no reator alimentado
(o] I - Toa Lo T TP TR P PP RO SO UPR U VTPRPRUPON 65



1

2

SUMARIO

INTRODUGAO........ooiieeieiseeeieeese s es s s ies ettt s st s st st aes st an st en st ensessnsaneanens 14
OBUIETIVOS . ..ottt ettt ettt st s et e s b e s e et e s b e s e e besa e s e et e st et e et e st e s e abesreseatenrs 15
8 A @ | o111 LYo X =T | PSSP 15
2.2 ODJEtivoS BSPECITICOS ..eviiiiiieiiieieie ettt e et et s e e ne e e et e besresrenreeneas 15
REVISAO BIBLIOGRAFICA .......ooeieieveeieeee e eeee e es s es s sesses s 16
3.1 Caracterizacdo da atividade MINEradora ..........ccccuererereresinseeere e eneas 16
3.2 Drenagem ACIAa 08 MINAS .....ccviueuirirerieirieie ettt sesb ettt sb st ettt bt ese b e bt e ebenas 16
3.3 Fundamentos da digestdo anaerobia ............ccoeiviiiiiiiiii s 18
331 ASPECLOS GEIAIS....veueeveteeeteiterteteste ettt sttt sttt b etk b et b e et b bbbttt b et e b 18
3.3.2  Fatores que influenciam na digestdo anaerobia...........ccoccoevereiiieneie s, 20
3.4 O ciclo do enxofre e as bactérias redutoras de SUIfato ..........ccocveerviiriiiinience s 22
3.5 Tratamento biol6gico de drenagem acida de MINAS.........ccccveveeieviereiesese e e 25
MATERIAL E METODOS ........oiiiieeeietieeetes et es ettt stes sttt snaasens 27
4.1 REALOI UASB ...ttt sttt ettt b e eb e et e et benne e be e nreenae e 27
St 10T To{ U o OSSPSR 28
4.1.2  Fontes de carbono € 4gua reSIAUANIA. .........cooveiiiriiii e 28
4.2 ANALISES FISICO — QUIMICAS ..o.vvieenieiiiteieirt bbb 29
4.3 MELOUOS BSTALISEICOS .. .evveviverietiitesietisie ettt sttt e ne bt ene et 31
A4 Partida € OPEIAGAD ......ocuiti ettt ettt b bbbt bbb bbb en s 31
RESULTADOS E DISCUSSAQ.........cooieirieieeieeiesieeieseesiessesessessesssssesssssessss s ssssss s senss s 32
5.1  CONAICORS OPEIACIONAIS ....vevevieteeuiesieitesie st steeieee ettt b be st e et e et e b e sbesbesbeebe e s e e e e sbesbesbesbeeneas 32
5.2 Partida d0S FBALOIES ......cc.iiiieetieieeiee sttt ee e te et sre e s e et e stesaestesreeneeseeneeseeseeseesreanens 33
T R T 1 (o] o TSP PSRRI 33
I A T | (0] ST ORISR 39
oI T T 1 (0] g OSSPSR 56
CONCLUSODES ...ttt 68
SUGESTOES ...ttt 69

REFERENCIAS ..ottt 70



14

1 INTRODUCAO

A exposicao de minerais sulfetados as condi¢es atmosféricas, por a¢cdes antrdpicas ou
naturais, provera a oxidacgdo dos sulfetos e a subsequente geracéo de solugdes acidas ricas em
sulfatos, denominada drenagem é&cida de minas (DAM). A geracdo da drenagem e 0s
problemas ambientais associados estdo relacionados as atividades minerérias, que via de
regra, estdo localizadas em &reas com elevada concentracdo de metais pesados. Assim, além
de sua acidez intrinseca, a DAM apresenta também elevado potencial poluidor pela
possibilidade de lixiviacdo destes metais e o risco de contaminacdo ambiental.

As préticas mitigadoras de drenagem 4&cida visam a diminui¢cdo da oxidagdo dos
minerais sulfetados, a imobilizacdo dos produtos desta oxidacdo e a neutralizagdo da acidez
gerada. O tratamento comumente aplicado a estes efluentes é realizado pela aplicacdo de um
agente quimico neutralizante para a corre¢do do pH e a precipitacdo dos metais em solucéo
(geralmente cal hidratada ou cal virgem). Os elevados custos com produtos quimicos e a
disposicdo dos materiais precipitados sdo gargalos desse processo e estimulam novas
pesquisas na area.

A busca por novas alternativas para correcdo do pH e recuperacdo dos metais
lixiviados tém direcionado a pesquisa por novas tecnologias, entres estas, destaca-se a
possibilidade de tratamento e recuperacdo por via bioldgica. A prevaléncia das bactérias
redutoras de sulfato (BRS) em reatores anaerébios tem apresentado bons resultados no
tratamento de DAM, esta prevaléncia pode ser estimulada por meio da definicdo de
estratégias operacionais adequadas e baseadas em estudos sobre a partida dos reatores, a
cinética das reacdes e a fonte externa de carbono. Estudos relativos a esta area de tratamento
demonstram a viabilidade de reatores anaerdbios na biorremediacdo de DAM (KIM, et al.
2013; RODRIGUEZ, et al. 2012).

Neste contexto, o presente trabalho se propdem a estudar, em escala de bancada, a
partida de trés reatores UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket Reactor) alimentados com
diferentes fontes externas de carbono, propostos para tratarem uma drenagem acida sintética,
visando aperfeicoar a estratégia de partida e a definicdo de uma melhor fonte de carbono para

a alimentacdo dos reatores.
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2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

O principal objetivo deste trabalho é investigar o efeito de diferentes fontes externas
de carbono (lactato, acetato e etanol), na partida de reatores UASB, aplicados ao tratamento

passivo de DAM.

2.2  Objetivos especificos

e Estabelecer a fonte de carbono mais adequada para a partida de um processo de
biodessulfatacdo na relacdo DQO/sulfato igual a 2,0, no tratamento de drenagem &cida
sintética de minas (DASM);

e Avaliar a eficiéncia de remocdo dos metais presentes em drenagem &cida sintética de
mina, pelo sulfeto biogénico produzido nos reatores com diferentes fontes externas de

carbono.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Caracterizacao da atividade mineradora

O Brasil € um dos maiores produtores mundiais de minério, com uma producao
mineral em franco crescimento. A mineracdo € uma das principais atividades econdmicas e
contribui diretamente para o desenvolvimento econémico do pais. Em 2011 a producdo
mineral brasileira movimentou 51 bilhGes de ddlares e gerou cerca de 2,2 milhdes de
empregos diretos (IBRAM, 2012).

Contudo, a mineracdo provoca graves alteracbes no meio ambiente, sendo considerada
uma das atividades mais impactantes de origem antropica. A geracao de rejeitos e a exposicao
de minerais confinados as condicGes atmosféricas, inerentes a essa atividade, sdo potenciais
geradores de impactos negativos sobre as aguas superficiais e subterraneas, a vegetacdo e o
solo. Necessitando assim, de uma gestdo adequada dessas areas, que devem ser licenciadas
pelos 6rgdos ambientais estaduais e federais.

Dentre as atividades potencialmente poluidoras e utilizadoras de recursos ambientais,
a extracao e tratamento de minerais € considerada de alto grau poluidor e o licenciamento
ambiental das areas a serem exploradas é obrigatdrio e regulamentado pela Lei 6.938/81 e
pelas Resolugdes CONAMA n° 001/86 e n° 237/97.

A respeito da recuperacdo de areas degradadas, a Constituicdo Federal de 1988 (Art.
225 § 2°) estabelece a obrigatoriedade de recuperacdo destas areas e o decreto N° 97.632 de
1989 (Art.3), a obrigatoriedade das empresas mineradoras apresentarem o Plano de
Recuperacio de Areas Degradadas (PRAD).

As resolugdes CONAMA 430/11 e 357/05 também versam sobre estas questfes ao
estabelecer os padrdes e as condi¢des de langcamento de efluentes no meio ambiente. Portanto,
0 minerador tem a obrigacdo de implantar o plano de recuperacdo de area degradada e
adequar o efluente proveniente das suas atividades antes de realizar o langamento do mesmo.

Neste contexto, a geracdo de drenagens acidas pelas mineradoras € um dos efluentes

potencialmente poluidores e um passivo ambiental a ser minimizado.

3.2 Drenagem &cida de minas

As atividades associadas a mineracdo, como o revolvimento do solo, o desmonte de

rocha e a geracdo de estéril e rejeito, principalmente em minas a céu aberto, expde elementos
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gue ndo estavam expostos as condigdes intempéricas locais, acelerando o processo de
mobilizacdo desses elementos. Um problema comum, associado a esta atividade € a geracéo
de drenagem &cida, que ocorre devido a liberacdo de acidez pelo processo de oxidagdo
espontanea de corpos geologicos. A ocorréncia de drenagem acida tem sido relatada
principalmente na extracdo de ouro, carvéo, cobre, zinco e uranio, onde os sulfetos metalicos
séo predominantes (MELLO et al., 2003).

A exposicdo de minerais sulfetados ao oxigénio e a umidade provera as condigdes
necessarias para oxidacdo deste material e a producdo de solucdes acidas ricas em sulfatos,
denominadas de DAM, que levam a producdo de &cido sulfarico, queda do pH, aumento da
solubilidade e do risco de lixiviacdo de metais pesados (ANAWAR, 2013; SHEORAM, 2010;
MELLO et al., 2003).

Os bissulfetos de ferro sdo os principais geradores da drenagem acida, e estes sao
encontrados em abundancia em uma vasta gama de condicdes geoldgicas, nas formas de pirita
(o mais abundante mineral de sulfeto), marcassita, arsenopirita e calcopirita (MELLO et al.,
2003). A exposicdo destes minerais, principalmente por meio das atividades de mineragéo,
acarretard na geracdo espontanea da DAM no interior da cava da mina ou em sistemas de
deposicdo de esteéril ou rejeito.

A oxidacdo da pirita produz inicialmente Fe**, sulfato e fons H* em soluco, que
promovem o0 encadeamento de outras reacdes quimicas, segundo os equilibrios abaixo
apresentados (AKCIL e KOLDAS, 2006).

FeSy+7/20,+H,0 =  Fe?" +250,% +2H" (3.2.1)
Fe®+1/40, +2H" =  Fe¥ +1/2H,0 (3.2.2)
Fe® + 3H,0 =  Fe(OH)s +3H" (3.2.3)

A reacdo 2 é considerada a fase limitante da geracdo da DAM por ocorrer lentamente
em ambiente abidtico. No entanto, a reacdo pode ter sua velocidade de reacdo aumentada por
meio de catalisadores bioldgicos, mais especificamente por um grupo de bactérias acidofilas,
que ocorrem naturalmente e sdo capazes de oxidar os compostos de enxofre e o ion ferroso. O
grupo de maior representatividade dessa biota aciddfila sdo as pertencentes ao género
Acidithiobacillus, com destaque para as bactérias Acidithiobacillus ferrooxidans, que oxidam
o ferro e a Acidithiobacillus thiooxidans, que oxidam o enxofre (GLEISNER, 2006).

Em ambiente &cido (pH < 3), o equilibrio da reagédo 3.2.3 € deslocado no sentido dos
reagentes, aumentado assim a disponibilidade de Fe** no meio, que ira atuar como o principal

oxidante da pirita ( 3.2.4), este processo torna-se auto-propagante no momento em que o Fe*
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passa a ser reoxidado a Fe®* (3.2.2). O processo em que o oxigénio é o agente oxidante s&o
gerados 2 moles de H" para cada mol de pirita (3.2.1), em contraste, na reacdo 3.2.4 sdo
gerados 16 moles de H* por mol de pirita ( ASSIS, 2006 ; SILVA et al.,2011).

FeS,+ 14 Fe* +8H,0 =  15Fe? +250,% + 16H" (3.2.4)

O crescimento das bactérias Acidithiobacilus ferrooxidans em ambiente anaerdbio ja
foi observado e é possivel gracas a oxidacdo de compostos de enxofre ou hidrogénio
acoplados a reducdo do ion férrico (OHMURA et al., 2002). Fato este, especialmente
importante para o tratamento da DAM por meio de geomantas, devido as possibilidades
destas bactérias se manterem ativas mesmo em ambientes com cobertura natural ou artificial.

Devido as baixas concentracGes de oxigénio dissolvido na DAM, e ao efeito auto-
propagante de oxidacdo da pirita pelo Fe**, o ferro encontra-se predominantemente em sua

forma iénica bivalente como Fe?* (ALCIL e KOLDAS, 2006).

3.3 Fundamentos da digestdo anaerobia
3.3.1 Aspectos gerais

Os processos de degradacdo de compostos organicos na auséncia de oxigénio,
denominados por processos anaerdbios, ocorrem por meio da fermentacdo e da respiracdo
metabdlica. Na auséncia de um aceptor de elétrons o processo oxidativo ocorre pela via
fermentativa e na presenca de um aceptor ocorre pela respiracdo, que promove a reducdo de
compostos como SO,*; CO, e NO5~ Conhecer os subprodutos dessa oxidacdo é de suma
importancia para compreensao, operacao e ajuste dos processos anaerdbios de degradacéo.

Em sistemas anaerébios grande parte da matéria organica biodegradavel é convertida
em biogas. Onde cerca de 70 a 90% dos compostos organicos sdo removidos do reator pela
fase gasosa e apenas uma pequena parcela é convertida em biomassa, reduzindo assim a
producdo de lodo no sistema. Estes sdo aspectos inerentes ao processo e representam uma
vantagem sobre 0s tratamentos aerébios, que geram e necessitam dispor grandes quantidades
de lodo (CHERNICHARO, 2007).

A digestdo anaerdbia é realizada por diferentes e especializados grupos de
microrganismos. As etapas de degradacdo da matéria organica sdo sequenciais e ha
interdependéncia entre estas, podendo ser divididas em duas etapas. Na primeira etapa ocorre
a hidrdlise e a fermentagdo da matéria organica complexa (polimeros) em material organico
simples (mondmeros). Onde ocorre a conversdo de carboidratos, proteinas e lipidios em

agucares, aminoacidos e acidos graxos volateis, e a producao de hidrogénio, gas carbbnico e
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biomassa. Estes materiais organicos simples séo entdo convertidos em &cidos organicos por
bactérias fermentativas acidogénicas (FORESTI et al., 1999).

Na segunda parte do processo ocorre a conversao dos produtos da primeira etapa em
metano, sulfeto e gas carbdnico. Este processo € realizado pelas arqueias metanogénicas, que
produzem CH,4 e CO; e pelas bactérias redutoras de sulfato (BRS) que produzem H,S e CO,.

Estas duas etapas genéricas podem ser subdividias de acordo com as caracteristicas
dos grupos de microrganismos envolvidos e pelas substancias consumidas e produzidas por
estes. Quatro fases podem ser observadas: i) hidrolise e acidogénese; ii) acetogénese; iii)
metanogénese; iv) sulfetogénese.

O processo de hidrélise dos polimeros a monémeros é realizado por exoenzimas
excretadas pelas bactérias fermentativas hidroliticas. Fase esta, essencial para producdo de
moléculas menores e capazes de traspassarem pela membrana celular das bactérias. Os
produtos soltveis da hidrolise sdo metabolizados no interior das células de bactérias
fermentativas e entdo transformados e excretados na forma de &cidos volateis, amino4cidos e
alcoois. Nesta parte acidogénica, na qual se gera os &cidos a partir dos compostos sollveis da
hidrolise, uma série de microrganismos participa do processo, sendo a maioria deles
anaerdbios estritos e alguns anaerdbios facultativos, sendo estes Ultimos essenciais para o
controle do oxigénio nos reatores anaerébios (CHERNICHARO, 2007).

A fase acetogénica € realizada por um grupo de bactérias responsaveis por converter
o0s acidos da fase anterior em acetato e hidrogénio, produtos essenciais para a producdo de
metano pelas arqueias metanogénicas na fase metanogénica, sendo esta fase uma das etapas
finais do processo de remoc¢édo da matéria organica por meio da producdo de gas carbdnico e
metano.

No processo de reducdo de sulfato a sulfeto na fase sulfetogénica, a producdo de
sulfeto é tida com indesejavel na maioria dos processos, pois além de produzir odor e
corrosdao nos sistemas de tratamento, tem efeito toxico para as arqueas metanogénicas e as
BRS. Ademais, as BRS competem por substrato (acetato e hidrogénio) com as arqueas
metanogénicas e interferem na eficiéncia da rota metanogénica, reduzindo a producdo de

metano nos sistemas que buscam estimular tal rota.
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3.3.2 Fatores que influenciam na digestdo anaerdbia

Temperatura

A digestdo anaerdbia é influenciada diretamente pela temperatura. Aspecto fisico que
afeta o crescimento microbiano, a selecdo de espécies no reator, as taxas de reacdo enzimatica
e a difusdo do substrato. Para a maioria dos processos biologicos, podem ser admitidas de
maneira generalista, trés faixas de temperatura associadas ao crescimento microbiano: a faixa
psicrofila (4 a 15°C), a faixa mesofilica (20 a 40°C) e a faixa termdfilica (45 a 70°C)
(CHERNICHARO, 2007).

A faixa mesofilica tem sido amplamente utilizada em trabalhos em escala real, visto
que 0s gastos com energia para manter os reatores em temperaturas superiores a 45°C eleva 0s
custos operacionais do sistema de tratamento. Tratamentos na faixa psicréfila ndo sdo usuais,
devido a baixa atividade microbiana nessas condi¢des, o que a principio inviabiliza o
tratamento. Contudo, o potencial da biomassa psicrofila ndo deve ser subestimado, pois
podem ocorrer adaptacfes no decorrer da operacdo (LETTINGA et al., 2001).

Embora a manutencéo da temperatura do sistema incorra em mais custos operacionais,
manter uma temperatura uniforme dentro dos reatores é de fundamental importancia, devido
ao fato dos sistemas anaerobios serem sensiveis a variagcdes bruscas de temperatura, que
podem levar a um desbalanceamento das populagdes microbianas e por consequéncia uma
queda na eficiéncia do processo de tratamento (CHERNICHARO, 2007).

Alcalinidade, pH e acidos volateis

O equilibrio das reacdes bioguimicas, principalmente em ambientes anaerdbios, onde
as reacOes sdo sequenciais, ou seja, hd uma interdependéncia entre 0s compostos
intermediarios das reacGes e o produto final, o conhecimento do equilibrio acido-base é
imprescindivel para o sucesso do tratamento. Pardmetros como pH, alcalinidade e &cidos
volateis permitem controlar a operacdo dos reatores e compreender como sistema esta
funcionando.

A capacidade do sistema em promover o tamponamento do meio e de neutralizar os
acidos produzidos durante a degradacédo anaerobia € de fundamental importancia para manter
0 equilibrio do processo, a fim de evitar varia¢cbes no pH e um possivel acimulo de &cidos. O
monitoramento dos &cidos volateis e da alcalinidade, permite prever variagdes no equilibrio

acido-base de forma mais eficiente que a simples aferi¢cdo do pH, pois pequenos abaixamentos
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no pH podem representar um elevado consumo da alcalinidade e uma diminuicdo da
capacidade de tamponamento do meio.

Variagdes bruscas no pH, denominadas de choque de pH, podem influenciar
negativamente o processo de digestdo, principalmente ao modificar as estruturas proteicas de
muitas enzimas sintetizadas pelos microrganismos envolvidos na digestdo anaerdébia. Outro
ponto a ser considerado é o efeito do pH sobre a toxicidade de diferentes compostos.
Estabelecer um pH adequado para o processo de digestdo anaerdbia é fundamental para
reduzir a toxicidade (RAJAGOPAL et al., 2013).

Outro aspecto inerente a estes parametros é a manutencdo de um pH oOtimo de
crescimento bacteriano. Os sistemas anaerobios sdo considerados sensiveis a variacdes e 0
crescimento 6timo dos microrganismos ocorre em uma faixa estreita de pH, que varia de 6,0 a

8,0 e é funcao do tipo de microrganismo e de substrato (FORESTI et al.,1999).

Nutrientes

Os organismos precisam de nutrientes para sintese de moléculas e suprimento de
energia. O crescimento dos microrganismos depende de diferentes tipos e quantidades de
nutrientes, sendo estes classificados em funcdo da demanda requerida, em macro e
micronutrientes. Uma maneira de avaliar o requisito nutricional é estimando a concentracdo
de biomassa no reator, o coeficiente de producdo celular e a concentracdo dos nutrientes na
célula (LETTINGA, 1995).

Dentre 0s macronutrientes demandados, destaca-se o nitrogénio e o fésforo, essenciais
para todos os processos bioldgicos, e o enxofre, fundamental para a sintese de proteina e
requerido em quantidades iguais ou superiores as concentracdes de fosforo (FORESTI et
al.,1999). Em sistemas anaerdbios a relacdo DQO:N:P de 500:5:1 foi classificada como
suficiente para atender as necessidade macro nutricionais dos microrganismos anaerébios
FORESTI et al.,1999).

Ja a definicdo da demanda de micronutrientes, como ferro, cobalto, niquel e o
molibdénio, é uma tarefa dificil na pratica, dentre outros motivos, pela presenca de sulfeto,
que leva a precipitacdo destes elementos na solucdo, fazendo com que as concentracfes em
equilibrio sejam muito baixas. Contudo, varios destes micronutrientes sdo necessarios para

manter o processo de digestdo anaer6bia em bom funcionamento (CHERNICHARO, 2007).
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Toxicidade

A toxicidade por sais, amonia, sulfeto e metais pesados pode ter diferentes efeitos
sobre os microrganismos, em funcdo de suas concentragdes e do nivel toxico dos mesmos,
que dependerd das condicBes do meio e dos organismos envolvidos. Podem ter agdo
bactericida, quando as bactérias ndo se adaptam as concentra¢Ges do material toxico ou acao
bacteriostatica, que ocorre quando a bactéria tem seu crescimento retardado. A sensibilidade e
a capacidade de sistemas bioldgicos de tratamento assimilarem cargas toxicas, dependem
significativamente do tempo de retencdo celular e da magnitude dessa carga, pois quanto
maior este tempo, maiores sdo as chances de adaptacdo da biomassa (FORESTI et al.,1999;
LETTINGA, 1995).

A toxicidade pelo sulfeto é um problema potencial no tratamento anaerobio, devido a
reducdo do sulfato presente no efluente e a degradacdo de compostos ricos em enxofre, que
levam a formacdo de sulfeto de hidrogénio (H,S). A inibicdo da biota presente nos reatores
ocorre de forma mais significante na presenca da forma néo dissociado do sulfeto (H.S), que é
mais toxica do que as demais formas dissociadas, e predomina em valores de pH inferiores a
7. Os organismos metanogénicos sdo mais sensiveis aos efeitos toxicos do H,S do que as
BRS, que sdo menos afetadas pela presenca deste sulfeto hidratado.

O termo metais pesados, utilizado para classificar os elementos com densidade
superior a 5,0 g/cm®, sdo denominados elementos t6xicos quando que ndo possuem funcéo
bioldgica, como As, Pb, Cd, Hg, dentre outros; e os micronutrientes (Fe, Mn, Cu, Zn, Co, Mo,
B e Ni), quando presentes em elevadas concentracdes (MUDHOO e KUMAR, 2013). O efeito
toxico dos metais esta associado a disfungdo enzimatica causada pela presenca destes, em
suas formas livres, afetando diretamente todo o processo de digestdo anaerdbia (CHEN et al.,
2008).

A depender dos valores de pH e da concentracdo de sulfeto disponivel, os reatores
podem tolerar certas concentracfes de metais e atuar na remoc¢do dos mesmos, devido a
combinacdo do sulfeto com o metal e a formacédo de sais pouco sollveis, que ndo sao tdxicos

ao ambiente de tratamento e precipitam no interior do reator.

3.4 O ciclo do enxofre e as bactérias redutoras de sulfato

Os processos naturais ligados ao intemperismo e as atividades geoquimicas promovem
as condicdes necessarias para liberacdo dos elementos presentes na crosta terrestre para a

agua, solo, atmosfera e organismos. Estas transformacdes e fluxos de elementos sdo mediados
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por mecanismos fisicos, quimicos e bioldgicos que constituem os ciclos biogeoquimicos
(CONNEL, 2005).

O enxofre é um elemento indispensavel na sintese de aminoacidos pelas bactérias,
plantas e animais, sendo assimilado como sulfato ou moléculas organicas que contenham
sulfato, por meio da reducéo assimilatoria de sulfato em ambiente aerdbio ou anaerébio. Além
desse processo de reducdo, o enxofre pode ainda agir como receptor de elétrons na oxidagao
da matéria organica pelas bactérias, por meio da reducdo dissimilatoria, em condices de
auséncia de oxigénio. As bactérias envolvidas neste tipo de reducdo sdo denominadas de
bactérias redutoras de sulfato (BRS).

As BRS sdo anaerdbias e utilizam o ion sulfato como agente oxidante, convertendo-o a
sulfeto ao final da reacdo (3.4.1) (PAGNANELLI et al.,2012). Como fonte de carbono as
BRS podem metabolizar diversos compostos, como etanol, acetato, malato, lactato, piruvato,
propionato e varios compostos fenolicos (LENS et al., 1998). No processo de reducdo do
sulfato a sulfeto, mediado por estas fontes de carbono, h& geracdo de bicarbonatos (3.4.1), e
um consequente aumento da alcalinidade do meio. A formacdo do sulfeto promovera a
precipitacdo dos metais em solucdo, devido a formacdo de sais pouco soluveis de sulfeto
(3.4.2) (PAGNANELLI et al.,2012).

SO, +2CH,0 + 2H* — H,S + 2H,CO; (3.4.1)
M2*+H,S - MS | + 2H* (3.4.2)

As BRS também sdo capazes de realizar acidogénese na presenca de um aceptor de
elétrons ou fermentacdo quando na auséncia de um aceptor de elétrons, o que explicita ainda
mais a versatilidade destes microrganismos.

Diferentes compostos podem ser utilizados pelas BRS como doadores de elétrons.
Hidrogénio molecular (H,); Acidos graxos, como acetato, propionato e butirato; acidos de trés
e quatro carbonos, como lactato, piruvato e malato; alcoois como metanol, etanol e propanol;
e eventualmente agucares e acidos de cadeia longa (BARBOSA, 2009).

Dois grandes grupos de bactérias sulforedutoras podem ser destacados: i) oxidadoras
incompletas, que oxidam o substrato até o acetato, como as espécies do género Desulfobulbus
sp., Desulfomonas sp., e a maioria das espécies do género Desulfotomaculum, que incluem as

Desulfovibrio; ii) oxidadoras completas que oxidam o substrato até gas carbdnico, como as
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espéecies dos géneros Desulfobacter, Desulfococcus, Desulfosarcina e Desulfobacterium
(CHERNICHARO, 2007; COLLERAN et al.,1995).

As reacOes de reducdo do sulfato podem ser realizadas mediante diferentes doadores
de elétrons, que apresentam diferentes valores de energia livre e envolvem diferentes
microrganismos, podendo estes oxidar completamente ou incompletamente a matéria
organica, a depender da espécie de microrganismos e do substrato utilizado. A Tabela 3.1
apresenta as reacoes de redugdo do sulfato quando na presenca de etanol, acetato e lactato

como doadores de elétrons e 0s seus respectivos valores de energia livre.

Tabela 3.1 Energia livre da reacdo de reducdo de sulfato para diferentes doadores de elétrons.

Substrato Produto AG°(kJ/reacao)
2Etanol + SO~ 2Acetato + HS + 2H,0 + H* -132,7
2L actato + 8042' 2Acetato + HS + 2HCO; + H* -159,6
Acetato + SO,> HS + 2HCO; -47,3

Fonte: Do autor (Adaptado de Liamleam e Annachhatre, 2007).

O lactato é um substrato orgéanico utilizado no enriquecimento de culturas de BRS,
devido ao fato de ser utilizado por diferentes espécies de bactérias redutoras além de poder
fornecer a alguns destes microrganismos um doador de elétrons e uma fonte carbono em um
unico composto (LIAMLEAM e ANNACHHATRE, 2007). O etanol como o lactato é um
doador de elétrons e fonte de carbono para as BRS. Ambos os substratos produzem
potencialmente o acetato, que é um importante intermediario nos sistemas anaerdbios, seja na
rota sulfetogénica ou na metanogénica (LIAMLEAM e ANNACHHATRE, 2007).

As BRS competem por substrato (acetato e hidrogénio) com as bactérias
metanogénicas e acetogénicas, que sdo as bactérias responsaveis pela digestdo anaerdbia da
matéria organica na auséncia de sulfato. Dessa forma, a predominancia da sulfetogénese ou da
metanogénese sera determinada pela concentracdo de sulfato no meio. Um parametro capaz
de fornecer informacdes relevantes sobre estas rotas metabdlicas € a relacdo entre a DQO
(demanda quimica de oxigénio) e o sulfato (DQO/SO4?).

A competicdo entre as BRS e as arqueias metanogénicas determina um maior ou um
menor potencial de producdo de metano ou sulfeto, produtos finais do processo de
mineralizacdo da matéria orgdnica na auséncia de oxigénio (LENS et al., 1998). Em
ambientes sulfetogénicos, observa-se uma reducdo na producdo de metano, em consequéncia

da inibicdo potencial de organismos acetogénicos e metanogénicos pelo sulfeto de hidrogénio
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e pela competicdo por substrato (STEPHENSON; BRANION; PINDER, 1994; COLLERAN
etal., 1995).

A magnitude desta competicdo esta relacionada a uma série de aspectos,
particularmente o pH e a relacdo DQO/SO,* na gua residuéaria (CHERNICHARO, 2007). O
aumento da relacdo DQO/SO,* faz com que a metanogénese prevaleca sobre a sulfetogénese.
As relages DQO/SO,* iguais ou inferiores a 2 unidades determinam o predominio das
bactérias sulforedutoras (ISA et al, 1986), sendo a relacdo de 0,67 a propor¢do
estequiométrica de oxidacdo completa da matéria organica na presenca de sulfato, ou seja,
havera nessa condicéo sulfato suficiente para remocgédo de toda a matéria organica (LENS, et
al. 1998). A relagdo DQO/Sulfato em torno de 2 tem sido considerada Otima para o
crescimento das BRS, principalmente quando ha predominio das bactérias do grupo das
oxidadoras incompletas. Uma elevada eficiéncia de remocao de sulfato tem sido observada
nessas condicdes (BARBOSA, 2009).

A capacidade de metabolizar e co-metabolizar diversos compostos, associada a
possibilidade de precipitacdo e recuperacdo de metais, e ainda a capacidade de tolerar
ambientes adversos, como elevada acidez e presenca de elevadas concentracfes de metais, faz
com que as BRS desempenhem um importante papel na biorremediacdo de efluentes
contaminados (CASTILLO et al., 2012). O tratamento de efluentes ex situ, por meio do
biorreatores, € 0 mais usual quando se faz uso destas bactérias, contudo, o tratamento in situ,
por meio de alagados construidos e barreiras reativas permeaveis, também tem sido proposto
(PAGNANELLI et al, 2012).

Os biorreatores propostos para tratamento de DAM podem ser inoculados por
diferentes procedimentos. A coleta das bactérias pode ser feita no meio ambiente,
contaminado ou ndo, ou diretamente nas estacBes de tratamento anaerdbio de efluentes.
Normalmente as bactérias sdo selecionadas por aclimatacdo no proprio reator, durante o
processo denominado de estabilizagdo ou partida. A cultura de bactérias em laboratdrio,
também € uma alternativa, e geralmente é feita por meio do Postage B, utilizando o lactato de
sodio como doador de elétrons e fonte de carbono (CASTILLO et al.,2012; RASOOL, 2013).

3.5 Tratamento bioldgico de drenagem acida de minas

O tratamento convencional dado a DAM fundamenta-se nas reagdes fisico-quimicas
que sdo capazes de neutralizar a drenagem e precipitar os metais envolvidos. Faz-se uso,

principalmente de Ca(OH), (cal hidratada) e de CaO (cal virgem). Contudo, este € um
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processo oneroso, pois envolve gastos com os produtos quimicos e com a disposicao
adequada do material precipitado (Garcia et al., 2001). Neste contexto, surge a demanda pelo
estudo e desenvolvimento de novas tecnologias para o tratamento da DAM.

O tratamento biolégico da DAM vem sendo investigado e tem apresentado bons
resultados (KIM, et al., 2013; RODRIGUEZ, et al. 2012; BERTOLINO et al.,2011,
JIMENEZ-RODRIGUEZ, 2009). Fato este, justificado, entre outros aspectos, devido a
capacidade de certos processos anaerobios realizarem tanto a reducdo do potencial acido da
drenagem, mediante o consumo da acidez ou geracdo de alcalinidade, quanto a possibilidade
de remocéo e recuperacdo de metais.

Dentre as rotas metabdlicas possiveis, em ambiente anaerébio, destacam-se as rotas
que permitem a reducdo do sulfato (sulfetogénese), pois permitem a geragéo de alcalinidade e
a precipitacdo de sulfetos metalicos. Reatores operando em rota sulfetogénica tém
apresentado bons resultados no tratamento de efluentes ricos em sulfato, com eficiéncias de
remocdo de sulfato que chegam a 90 % (KIM, et al.,, 2013; ARCHILHA et al., 2010;
DAMIANOVIC e FORESTI, 2007).

O emprego de métodos bioldgicos por meio de biorreatores é uma das alternativas
promissoras no tratamento passivo da DAM por meio da reducdo do sulfato. Diferentes tipos
de reatores tém sido propostos para esta finalidade, a saber: reatores de leito fluidizado,
reatores de membranas, reatores anaerobios hibridos, filtros anaerdbios, reatores UASB
(BERTOLINO et al., 2011).

Além da determinacdo da configuracdo do biorreator, outra importante variavel, diz
respeito a selecdo da fonte externa de carbono e do doador de elétrons apropriado, haja vista,
que algumas aguas residuarias ndo possuem ou possuem em quantidades insuficientes tais
elementos essenciais. Compostos organicos simples (etanol, acetato ou lactato) sdo substratos
mais adequados do que os compostos mais complexos. Bertolino et al. (2011) avaliaram a
utilizacdo do lactato como fonte externa de carbono no tratamento de DAM e obtiveram uma
remocdo de 86% do sulfato quando operando um reator UASB com reciclo de efluente. J& os
pesquisadores Tsukamoto et al. (2004) avaliaram a utilizacdo do etanol como fontes externa e
obtiveram remogdes de sulfato superiores a 80 %, operando um reator em coluna.

O cenario atual de pesquisas relacionadas ao tratamento biolégico da DAM por meio
de biorreatores e os promissores resultados encontrados, estimulam o desenvolvimento de

pesquisas capazes de aperfeicoar este processo de tratamento.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Reator UASB
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Os trés reatores anaerdbios de fluxo ascendente e manta de lodo (UASB) em escala de

bancada foram construidos em acrilico, construidos a partir de um tubo de 80 cm de altura e

11 cm de didmetro interno e 17 cm de didmetro interno no separador trifasico. Ao longo do

comprimento do reator sdo dispostos pontos de amostragem a cada 5 cm. A 65 cm da base do

reator esta disposto o separador trifasico para separacao solido-gas-liquido e coleta de biogas.

O nivel do liquido no separador trifasico foi mantido por meio de um equalizador de pressao

(selo hidrico). Os reatores possuem volume til igual a 9,8 litros. Na Figura 4.1 apresenta-se a

representacdo esquematica do experimento. O aparato experimental é apresentado na Figura

4.2.
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Figura 4.1 Representagdo esquematica do aparato experimental. Fonte: Do autor.

Notaco:

1. Reservatério
2. Afluente

3. Bomba

4, Reator UASB
5. Efluente

6. Saida de gas
7. Selo hidrico
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Figura 4.2 Foto dos reatores UASB instalados em cAmara de controle de temperatura. Fonte: Do autor.

41.1 Indculo

A biomassa granular utilizada foi proveniente de um reator UASB em funcionamento

na cidade de Tieté — SP, tratando dejetos do abatedouro de aves da empresa Avicola Dacar.

4.1.2 Fontes de carbono e agua residuéria

Como fonte de carbono utilizou-se acetato no reator 1, etanol no reator 2 e lactato no
reator 3. Adicionou-se aos reservatorios de alimentacdo uma quantidade suficiente destes
compostos para fornecer uma demanda quimica de oxigénio (DQO) de 1400 mg L. Estimou-
se as quantidades de etanol, acetato e lactato pela DQO tetrica de cada fonte de carbono e
pelos testes de DQO realizados para cada produto, objetivando fixar uma relagéo tedrica de
DQO/SO,* igual a 2.

A 4gua residuaria utilizada foi DASM, acrescida de uma solucdo de nutrientes e
matéria organica, conforme Tabela 4.1 e um pH igual a 3. A solugdo de nutrientes foi
adicionada em quantidades suficientes para atender uma relacdo DQO:N:P igual a 500:5:1
mgL™, respectivamente. A producdo da drenagem écida sintética foi realizada por meio da

adicdo de reagentes quimicos analiticos.



Tabela 4.1 Constituintes do afluente.
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Constituintes

Concentracédo do ion

Metais e Sulfato (mg L)
Fe?* (sulfato ferroso heptahidratado) 100,0
Zn** (sulfato de zinco heptahidratado) 20,0
Cu®* (sulfato de cobre pentahidratado) 50
S0,? (sulfato de s6dio anidro) 700.0
Concentracéo de
Nutrientes nutrientes
(mg L)
N (cloreto de amonio) 14.0
F (fosfato monosodico) 28

Demanda quimica de

Fontes de carbono oxigénio (mg L™)

Acetato (acetato de s6dio) 1400.0
Lactato (lactato de sodio) 1400.0
Etanol (etanol 95° GL) 1400,0

Fonte: Do autor.

4.2  Analises fisico — quimicas

As analises foram realizadas duas vezes por semana, seguindo os métodos descritos
pelo Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (Eaton et al., 2012),
exceto quando explicitado:

a) Matéria organica (DQO) — método 5220 D (colorimétrico — refluxo fechado).
Utilizou-se um espectrofotdometro da marca Hach® modelo DR-2800, em comprimento de
onda de 620 nm. Uma curva analitica calibrada no laboratério (com intervalo variando de 25 a
800 mg/L) foi utilizada para expressar os resultados em miligramas de oxigénio por litro.

b) pH — método 4500-H+ B (eletrométrico). Foi determinado por potenciémetro da
marca Denver Instruments ® modelo UB — 10 e preciséo de 0,005 pH. As amostras brutas
foram analisadas logo ap0s a coleta.

c) Alcalinidade — medidas de alcalinidade total e intermediaria foram realizadas
segundo método titulométrico apresentado por Ripley et al. (1986). As amostras brutas foram
analisadas logo apos a coleta.

d) Sulfato (SO,%) — método 4500-SO,*E. Foi determinado empregando o método
turbidimétrico em espectrofotdmetro da marca Hach® modelo DR-2800. A amostra foi fixada
em 2 mL de uma solugdo de acetato de zinco (220 g L™), e centrifugada por cinco minutos a
5000 rpm, para posterior analise do sobrenadante.
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e) Sulfeto total dissolvido (S*) — Foi determinado empregando um método
colorimétrico em espectrofotdbmetro da marca Hach® modelo DR-2800 por meio de kit
hach® especifico para anélises de sulfeto e produzido pelo fabricante. As amostras coletadas
foram fixadas em 2 mL de uma solucdo de acetado de zinco (220 g L™) no momento da
coleta.

f) Acidos volateis intermediario (acético, butirico, propibnico, latico, malico,
succinico, valérico) e alcoois (etanol, metanol) — foi determinado por cromatografia liquida
(HPLC - High Performance Liquid Chromatography). Fez-se uso de cromatografo
Shimadzu® equipado com bomba LC-10ADVP, valvula FCV- 10ALVP, detector ultravioleta
(UV) com arranjo de diodos (SPD-M10 AVP), controlador SCL-10AVP e injetor Rheodyne®
(100uL loop), com coluna Aminex® HPX-87H (300 mm x 7,8mm; Bio58 Rad).

g) Gas carbbnico, metano e sulfeto de hidrogénio — Fez-se uso de um cromatdgrafo
Shimadzu GC-2014, TCD e coluna HP-PLOT/Q (30 m x 0,53 mm de diametro interno x 40,0
pm de espessura de filme). Gas de arraste: hidrogénio.Tinjeror = 160 °C; split = 5,0, fluxo da
coluna = 4,0 mL/Min. T getector = 170 °C; polaridade = + Tsomo = 35 °C (2 min) até 170 °C (1
min), a 60 °C/min. (tempo de corrida = 5,25 min).

h) Metais (cobre, ferro e zinco) — método 3111. As amostras afluente e efluente foram
previamente digeridas com &cido nitrico e cloridrico e analisadas em espectrofotdmetro de
absorcédo atdbmica, Varian AA240FS.

i) Imagens microscopicas — Microscopio "Leica" modelo: DMLB, em microscopia de

contraste de fase.
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4.3 Meétodos estatisticos

Estatistica descritiva

A estatistica descritiva (média, méximo, minimo e desvio padréo) aplicada para tratar
os dados experimentais foi feita seguindo as recomendacdes de Morettin (2011).

Teste t pareado

Para avaliar as variaveis referentes a demanda quimica de oxigénio afluente e efluente
dos reatores, utilizou — se um teste de hipotese. Um teste t pareado foi utilizado para testar as
variaveis, a um nivel de significancia de 5%, como apresentado por Morettin (2011).

Correlacao

A avaliacdo do grau com que se manifesta a correlagdo entre as series de dados sulfato
e sulfeto efluentes, foi feita por meio do coeficiente de correlacdo de Pearson e do teste t

Student a um nivel de significancia de 5% como apresentado por Morettin (2011).

4.4  Partida e operacao

A biomassa foi retirada da refrigeragdo 24 horas antes da inoculacdo e exposta a
temperatura ambiente para iniciar o processo de aclimatacdo dos microrganismos a
temperatura de operacdo. Peneirou-se a biomassa com o objetivo de reservar 3 litros de
granulos para cada reator e o liquido que os envolvia foi também reservado e inserido nos
reatores, computando 2 litros de liquido intersticial para cada reator. O restante do volume Util
dos reatores foi completado com drenagem.

O pH da agua de abastecimento utilizada na fabricacdo da drenagem foi abaixado para
3,0 com &cido cloridrico antes da adicdo dos sulfatos metalicos. Tal medida visou garantir a
solubilidade dos metais adicionados e evitar precipitacdo dos mesmos. Apos a adi¢do dos
reagentes, o pH era novamente corrigido para atingir o pH da DASM ( pH=3,0).

A alimentacdo foi feita por meio de uma bomba peristaltica Gilson® e 0s reatores
mantidos em camara térmica a 30°C. Regulou-se a rotacdo da bomba para obter um tempo de
detencdo hidraulica (TDH) de 24 horas.

O reator 1 foi alimentado com acetato, o reator 2 foi alimentado com etanol e o reator
3 foi alimentado com lactato. O reator 1 foi operado por 91 dias e os reatores 2 e 3 por 145

dias.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Condig0es operacionais

Os reatores foram operados em condic¢des controladas de vazdo e tempo de detencao
hidraulica. A estatistica descritiva para um total de 30 amostras € apresentada na Tabela 5.1.

Os reatores 1, 2 e 3 com volume util igual a 9,8; 9,84 e 9,78 litros, respectivamente.

Tabela 5.1 Estatistica descritiva do tempo de detencédo hidraulica dos reatores 1,2 e 3.

Tempo de detencéo hidraulica - TDH (horas)

TDH teérico Média Minimo Maximo Desvio Padréao

Reator 1 24,0 25,0 23,3 26,3 0,9
Reator 2 24,0 25,6 22,8 29,5 1,6
Reator 3 24,0 26,7 24,0 30,1 1,8

Fonte: Do autor.

Controlou-se a concentracdo de matéria organica e de sulfato afluente visando manter

uma relagio DQO/SO,* igual a 2,0. A estatistica descritiva para um total de 40 amostras é
apresentada na Tabela 5.2.

Tabela 5.2 Estatistica descritiva da relagéo DQO/SO,* afluente aos reatores 1, 2, e 3.

Relacéo entre a demanda quimica de oxigénio e a concentragdo de sulfato
(mg 0,.L %)/ (mg SO,% L™
Relacéo tedrica Média Minimo Maximo Desvio Padréo

Afluente 1 2 2,1 1,9 2,4 0,1
Afluente 2 2 2,0 15 2,3 0,2
Afluente 3 2 2,0 1,6 25 0,2

Fonte: Do autor.



33

5.2 Partida dos reatores
5.2.1 Reatorl

Remoc&o de matéria orgénica e sulfato

O reator proposto para tratar a drenagem acida sintética e alimentado com acetato de
sodio, denominado Reator 1, ndo apresentou conversdes significativas de matéria organica e
reducdo do sulfato. O sistema ndo conseguiu promover a digestdo anaerdbia, conforme
ilustrado na Figura 5.1.

Aplicou-se um teste t pareado a um nivel de significancia (o) de 5%, a hipdtese nula
(Ho) e a hipotese alternativa (H;) sdo:

Hio: DQO afluente = DQO efluente

Hi1: DQO afluente > DQO efluente

O P-Valor encontrado foi igual a 0,135. Como P-Valor > a, aceita-se a hipotese de
nulidade (Hip). Dessa forma, podemos afirmar que a microbiota do reator ndo foi capaz de

oxidar o acetato na auséncia da correcdo de pH e dentro das outras condicGes operacionais

empregadas.
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Figura 5.1 Demanda quimica de oxigénio (DQO) e sulfato, afluente e efluente do reator alimentado com acetato.
Fonte: Do autor.

Condizente com a situacdo supracitada, o sulfeto efluente decaiu rapidamente nos
primeiros 10 dias de operagdo e nédo foi detectado nas andlises posteriores, conforme Figura
5.2. Este sulfeto identificado, provavelmente, foi devido a um residual do efluente que estava
no indculo.
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Figura 5.2 Sulfeto total dissolvido no efluente do reator alimentado com acetato. Fonte: Do autor.

Alcalinidade, acidos volateis e pH

Devido ao fato da biomassa do reator ndo ter conseguido estabelecer a digestdo
anaerdbia, os valores de pH efluente decaem nos primeiros 15 dias de operacdo e ndo
apresentaram diferencas significativas em relacdo ao pH afluente nos demais dias (Figura
5.3). A fonte de carbono adicionada a DASM, praticamente ndo foi consumida, e as elevadas
concentracdes de acido acético no reator confirmam os valores de DQO encontrados no
efluente. Em um pH igual a 3,0, praticamente todo o0 acetato encontra-se na sua forma

protonada, como acido acético ( 98%), considerando um pK é igual a 4,75 (Figura 5.4).
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Figura 5.3 Potencial de hidrogénio (pH) afluente e efluente do reator alimentado com acetato. Fonte: Do autor.



35

100 -
= —— Acido acético
S 80 -
2 —— Acetato
8
S 60 -
(5]
8
©
o 40 -
AT
On
=]
o]
T 20 -
7]
&)
0 T T T 1
0 8 10 12 14

Figura 5.4 Distribuicdo das espécies de acetato em fungdo do pH. Fonte: Do autor.

Biogés
As analises do biogas no separador trifasico também corroboram com a afirmacéo de
gue o sistema ndo conseguiu se estabelecer. As baixas concentracbes de gas carbonico e

metano, que decaem rapidamente nos primeiros dias de operacgdo (Figura 5.5), evidenciam a
ineficiéncia do sistema proposto.
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Figura 5.5 Composicdo do biogés no headspace do reator alimentado com acetato. Fonte: Do autor.

As BRS capazes de oxidar completamente a fonte de carbono, ou seja, capazes de
consumirem 0 acetato gerado pelas rotas metabolicas acetogénicas, sdo sabidamente mais
dificeis de serem cultivadas e mais sensiveis as condi¢cbes do meio de cultura, quando

comparadas, por exemplo, com as BRS que oxidam incompletamente a fonte carbono. A
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exemplo das bactérias do género Desulfonema, Desulfococcus, e Desulfobacterium, capazes
de oxidar o acetato, mas de forma muito lenta e sem formacdo substancial de massa celular
(WIDDEL, 1988).

Os metais pesados presentes na DASM, ferro, zinco e cobre, podem ter efeitos
estimulantes ou inibitdrios, em funcdo das suas concentracdes, das suas formas sollveis e
ibnicas, e do potencial do meio em amenizar ou mesmo evitar efeitos deletérios na digestéo
(MUDHOO e KUMAR, 2013). Tem sido observado efeitos inibitérios no crescimento das
BRS em concentragdes de zinco igual a 20 mg L™, cobre igual a 2 mg L™ e ferro em
concentracdes maiores que 60 mg L*(MARTINS et al., 2009 CABRERA et al., 2006; SANI;
PEYTON e BROWN, 2001). Dessa forma, pode se inferir que as concentracdes de ferro,
zinco e cobre, na drenagem, que permaneceram em solucdo, podem ter contribuido para a
inibicdo da biomassa inoculada.

Outros aspectos a serem considerados, dizem respeito ao pH 6timo de crescimento das
BRS, que esta em torno de 7,0 e ao efeito desacoplador do acido acético, ao perpassar a
membrana celular. Como observado por BARONOFSKY et al.(1984), ndo é somente o pH
externo que causa a inibicéo do crescimento das bactérias, mas também o efeito do excesso de
acido acético no meio, pois este é capaz de transpassar a membrana celular e acidificar o meio
inibindo o crescimento bacteriano. Além disso, o efeito desacoplador do acido acético
compromete a formagdo do gradiente de prétons e consequentemente a producdo de ATP,
levando a célula ao colapso (BARONOFSKY et al.,1984). Possivelmente este colapso
bioenergético levou ao rompimento da membrana celular das bactérias e a desestruturacao dos
grénulos inoculados, como observado de forma gradativa ao longo da operacéo do reator. Os
autores Koschorreck et al. (2004) também observaram os efeitos deletérios do acido acético
na biomassa em reatores sulfetogénicos tratando drenagem &cida.

A desestruturacdo granular se deu principalmente na parte inferior do reator, na qual
ocorreu a proliferacdo de fungos, que avangaram conforme a desestruturacdo da biomassa
aumentou. Esta desestruturacéo foi observada até uma altura de 20 cm a partir da entrada do
reator, comportamento ndo observado em camadas superiores de biomassa, como ilustrado
pela Figura 5.6. Os fungos ja se encontravam, possivelmente, na biomassa inoculada ou na
agua utilizada na fabricacdo da drenagem, nas suas formas latentes ou em estagio de baixa
proliferacéo.

A andlise microscopica do material viscoso que envolveu os granulos, formado na

parte inferior do reator (Figura 5.7) permitiu observar a presenca de um possivel emaranhado
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de hifas, denominado micélio, uma caracteristica dos fungos filamentosos (Figura 5.8)
(HANLIN e ULLOA, 1988). Provavelmente estes fungos se alimentaram do material
proveniente da lise celular das bactérias que entraram em colapso. A identificacdo do fungo
ou dos fungos ndo foi realizada. Os relatos cientificos de fungos em reatores anaerobios sdo

escassos, mas ja foram observados, como relatado por Motteran et al. (2013).

B

Figura 5.6 Estrutura dos granulos coletados no reator alimentado com acetato. (A) parte superior, 60 cm.
(B) parte inferior, 15 cm. Fonte: Do autor.
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Figura 5.7 Fotos dos reatores ap6s 91 dias de operacdo, reatores alimentados com acetato (R1), etanol (R2) e

lactato (R3), da esquerda para direita, respectivamente (A). Em destaque o material viscoso que envolveu 0s
granulos no reator alimentado com acetato (B). Fonte: Do autor.
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B

Figura 5.8 Observacdes morfoldgicas por microscopia de contrate de fase, referentes a amostras coletadas do
material viscoso encontrado na parte inferior da biomassa: (A) hifa; (B) emaranhado de hifas. Fonte: Do autor.

O estabelecimento desses fungos filamentosos colmataram a entrada do reator, o que
fez flotar toda a biomassa de modo uniforme. Os grénulos podem também ter perdido
biomassa por endogenia e favorecido o deslocamento da biomassa. Observou-se o inicio do
deslocamento da biomassa com 45 dias de operacdo, e ao completar 91 dias, parte da
biomassa atingiu a regido do separador trifasico, conforme a Figura 5.7. Neste momento foi

encerrada a operacao do reator, cessando a alimentacéo.
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5.2.2 Reator 2
Remoc&o de matéria orgénica e sulfato

O reator proposto para tratar a drenagem 4cida e alimentado com etanol, denominado
reator 2, apresentou conversdes significativas de matéria organica e sulfato, sendo
estabelecido condicdes sulfetogénicas capazes de estabilizar o reator e remover estes
compostos, conforme ilustrado na Figura 5.9.

Aplicou-se um teste t pareado a um nivel de significancia (o) de 5%, a hipdtese nula
(Ho) e a hipotese alternativa (H;) sdo:

Ho: DQO afluente = DQO efluente

Hy:: DQO afluente > DQO efluente

O P-Valor encontrado foi igual a zero. Como P-Valor < a, aceita-se a hipotese
alternativa (H,;). Dessa forma, podemos afirmar que o reator foi capaz de utilizar a fonte de
carbono adicionada durante todo o periodo de operacdo. A partir das analises graficas dos
resultados obtidos, com foco na estabilizacdo da remocéo de sulfato e DQO, definiram-se
duas fases operacionais. A fase | considerada o periodo de partida do reator, que durou 55
dias e a fase Il a fase de estabilizacdo que durou 90 dias. Todos os valores médios referentes
aos parametros analisados foram calculados para a Fase I1.

A concentracdo média efluente de DQO foi igual a 809,8 #109,6 mg L™* (
maximo:1028,2 e minimo: 586,8). A eficiéncia média de remocdo de matéria organica foi

igual a 41,7% + 7,0 (maximo: 53,7 e minimo: 27,7) conforme ilustrado pela Figura 5.10.
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Figura 5.9 Demanda quimica de oxigénio (DQO), afluente e efluente do reator alimentado com etanol.
Fonte: Do autor.
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Figura 5.10 Eficiéncia de remocdo de matéria organica em fungéo da demanda quimica de oxigénio (DQO),
afluente e efluente do reator alimentado com etanol. Fonte: Do autor.

A Figura 5.11, apresenta a concentragdo de sulfato e sulfeto total dissolvido no
efluente do reator. Estas variaveis respostas estdo correlacionadas pelo processo dissimilatorio
de reducao de sulfato. A concentracdo média de sulfeto foi de 99,6+14,6mgL™(maximo:136,7
e minimo:78,5) e de sulfato foi de 54,7+39,3 mg L'l(méximo:146,2 e minimo:12,2).

A aplicacdo de um teste de correlagédo (correlacdo Pearson) e do teste t Student a um
nivel de significancia de 5% comprova a correlacdo (r = -0,899 e P-Valor = 0,00). Permitindo
afirmar que a o reator foi eficaz na reducdo do sulfato a sulfeto, e que as bactérias redutoras
de sulfato se estabeleceram no reator.

A eficiéncia média de reducdo de sulfato foi igual a 92,6% + 5,5 (maximo: 98,4 e
minimo: 78,2) conforme ilustrado pela Figura 5.12. Esta elevada conversdo do sulfato ocorreu
principalmente pelo processo dissimilatorio de reducdo, que utilizou as moléculas de sulfato
como aceptores externos de elétrons; e no processo assimilatorio, para o crescimento

bacteriano.
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Figura 5.11 Concentrac@es de sulfato e sulfeto total dissolvido efluente ao reator alimentado com etanol.
Fonte: Do autor.
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Figura 5.12 Eficiéncia de remocéo de sulfato no reator alimentado com etanol. Fonte: Do autor.

Alcalinidade, acidos volateis e pH

A Figura 5.13, apresenta o pH afluente e efluente do reator. Em termos médios, um
pH= 5,1 + 0,1 foi observado no efluente. Este valor médio pode ser justificado, em parte, pelo
acumulo de acidos volateis no reator, principalmente o acido acético, que atingiu um valor
médio igual a 514,2 + 74,9 mg L™}(maximo: 699,1 e minimo: 387,7) (Figura 5.14 ), o qual tem

um pKa igual a 4,76, capaz de tamponar o sistema. Outro aspecto a ser considerado, é a
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geracdo de alcalinidade pelo metabolismo anaerobio (metanogénese e sulfetogénese), capaz

de equilibrar o pH efluente tamponado pelo acetato.
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Figura 5.13 Potencial de hidrogénio (pH) afluente e efluente do reator alimentado com etanol. Fonte: Do autor.
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Figura 5.14 Concentracéo de &cido acético efluente do reator alimentado com etanol. Fonte: Do autor.

A alcalinidade total calculada se deve a alcalinidade gerada pelos acidos volateis,
denominada de alcalinidade intermediaria (Figura 5.15). Concentracdo média igual a 223,4
mg CaCO; L™ + 28,9 ( maximo: 272,9 e minimo: 175,1) foram observadas no efluente do
reator.



43

[N ) w
o I3 o
S o oS

1 1 J

®
(
L
®
]
e
e

150

100 { e

a1
o
1

Alcalinidade total (mg CaCO4 L?)

o

0 20 40 60 80 100 120 140
Tempo (dia)

Figura 5.15 Alcalinidade total efluente do reator alimentado com etanol. Fonte: Do autor.

A baixa eficiéncia de remoc¢do de matéria organica se deve principalmente ao acimulo
de acetato (Figura 5.14), um intermediério produzido pelas BRS denominadas oxidadoras
incompletas.

O acumulo de acetato pode ser justificado pelo estabelecimento das BRS capazes de
produzi-lo e pelo dificil estabelecimento das BRS capazes de oxida-lo. Diversos autores
(BERTOLINO et al.,2011; GALLEGOS-GARCIA, 2008; LIAMLEAM e ANNACHHATRE,
2007; LENS et al.,1998), também observaram o acumulo de acido acético em reatores
sulfetogénicos e o predominio das BRS do grupo das oxidadoras incompletas.

Uma possivel competicdo entre estes dois grupos de BRS, pode também explicar o
acumulo de acetato, pois o estabelecimento das oxidadoras incompletas € favorecido na
presenca de etanol (WIDDEL,1988). A reducdo de sulfato por meio da oxidacdo incompleta
do etanol pode ter inibido, por falta de aceptores de elétrons, o funcionamento da rota
sulfetogénica capaz de oxidar o acetato.

Outro fator a ser considerado, diz respeito a presenca destas bactérias no inéculo, pois
ha a possibilidade destas bactérias oxidadoras completas ndo estarem presentes. Uma
caracterizagdo das espécies presentes no lodo seria necessaria para validar as hipoteses
propostas.

O efeito inibitorio do sulfeto de hidrogénio, sobre a rota metanogénica acetoclastica,
deve também ser considerado. Embora a literatura a respeito do efeito toxico do sulfeto seja
complexa e ndo haja um consenso sobre as concentragdes de inibicdo, os efeitos toxicos sdo

observados em diferentes graus de toxicidade nos sistemas de tratamento (CHEN et al.,
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2008;COLLERAN et al.,1995). Como relatado pelos autores Colleran et al.(1995),
concentracdes de sulfeto de hidrogénio em torno de 50 mg L™ ou maiores, podem inibir em
cerca de 50%, as arqueas metanogénicas acetoclasticas. Assim, podemos concluir, que as
condicgdes impostas pelo meio, como o baixo pH e a presenca de sulfeto de hidrogénio, nédo
permitiram um bom funcionamento desta rota metanogénica, o que pode ter contribuido para
0 acumulo de acetato.

A relagédo entre os mols de etanol consumidos em relagdo aos mols de sulfato reduzido
(ASO4*/A EtOH) apresentado na Figura 5.16, demonstram o estabelecimento de um ambiente
sulfetogénico, onde praticamente todo etanol foi utilizado para reduzir o sulfato. A
estequiometria de consumo de sulfato, por mols de etanol, conforme a reacdo 5.2.2.1 abaixo,
indica que 0,5 mol de sulfato é reduzido para cada mol de etanol convertido. Com base nessas
relacBes estequiométricas, podemos afirmar, em termos tedricos, que uma relacdo DQO:SO,
igual a 1,92, é a razdo que garante etanol suficiente para reduzir todo o sulfato.

Operando com uma relagdo DQO:SO, igual a 2, conseguiu-se obter uma elevada
eficiéncia na reducdo do sulfato e praticamente todo o etanol foi consumido, como previsto
teoricamente. Assim, garantimos aceptores e doadores de elétrons suficientes para estimular
da rota sulfetogénica. No entanto, as altas concentracGes de acetato e sulfeto de hidrogénio
dissolvido, no efluente, exigiriam um pos-tratamento para serem langadas no ambiente.

1 Etanol + 0,5 SO,* > 1Acetato + 0,5 HS + 1 H,O + 0,5H" (5.2.2.1)

Relacbes proximas de 0,5 foram observadas por volta do trigésimo quinto dia de
operacdo e mantidas préximas a este valor desde entdo. As relacfes crescentes e menores que
0,5, encontradas no inicio da operacdo, podem ser explicadas pelo tempo de adaptacdo da
biomassa até o estabelecimento de um ambiente sulfetogénico. Os autores Nagpal et al., 2000,
também observaram relagdes (ASO,*/A EtOH) proximas a 0,5 em reator sulfetogénico
colonizado preferencialmente por BRS do grupo das oxidadoras incompletas e alimentado

com etanol.
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Figura 5.16 Relacdo entre os mols de sulfato e etanol utilizado no reator alimentado com etanol. A linha no
gréfico representa a estequiometria de consumo de sulfato por mols de etanol (reacéo 5.2.2.1). Fonte: Do autor.

Com relacdo a producdo de acetato, 1 mol de etanol consumido, produz um 1 mol de
acetato, segundo a reacdo 5.2.2.1. Contudo, observou-se que a relacdo A acetato/A EtOH,
(Figura 5.17), esta em torno de 0,6, abaixo do valor previsto pela relacdo estequiométrica,

demonstrando que parte do acetato gerado pode estd sendo consumido em outras rotas
metabdlicas.
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Figura 5.17 Relagdo entre os mols de etanol utilizado e acetato efluente do reator alimentado com etanol. A linha
no gréafico representa a média das relacdes, A acetato/A EtOH, na fase Il. Fonte: Do autor.
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O consumo do acetato pode estar sendo realizado por BRS e por metanogénicas
acetoclasticas. A primeira avaliacdo a ser feita é sobre os aspectos termodindmicos e cinéticos
envolvidos na utilizagdo deste substrato. A Tabela 5.3 apresenta os valores de energia livre
(AG®) e K, aparente, para as rotas metanogénicas e sulfetogénicas, com diferentes substratos,

acetato e hidrogénio.

Tabela 5.3 Valores de energia livre e Km aparente para a metanogénese e a sulfetogénese.

Substrato Produto AG° (Kj/mol) Km aparente (mM)
CH;COO™ + H,0 CH, + HCOy -28,2 3-5();05-1(b)
CH,COO + S0O,* HS™ + 2HCO3; -39,5 0,2

4H, + CO; CH, + H,0 -32,7 5-13x10°
4H, + HSO, HS +H,0 -38 2x10°

(a) Methanosarcina sp. (b) Methanothrix sp. Fonte: Do autor (Adaptado de Colleran et al.,1995).

Os dados cinéticos e termodinamicos nos permitem observar que as BRS tém maior
afinidade pelo substrato (baixo Kp,) e sdo mais eficientes energeticamente, produzindo mais
energia por mol de substrato consumido, tanto para o acetato como para o hidrogénio. Dessa
forma, era de se esperar, a partir desses valores, que as BRS fossem mais competitivas que as
metanogénicas e consumissem preferencialmente o acetato disponivel no meio. Contudo, ao
avaliarmos a composicdo do biogas (Figura 5.18), observamos valores significativos de
metano, permitindo afirmar que a rota metanogénica foi uma das rotas metabolicas ativas e
consumiu parte do acetato produzido.

O metano observado pode também estar sendo produzido pelas arqueias
metanogénicas hidrogenotroficas. Contudo, as BRS utilizam preferencialmente o hidrogénio
do meio (LIAMLEAM e ANNACHHATRE, 2007), como se pode observar pela Tabela 5.3.
Em reatores com retencdo de biomassa, tratando efluentes ricos em sulfato, o acetato
permanece disponivel para a metanogénese e o hidrogénio para a reducdo do sulfato
(RINZEMA e LETTINGA, 1988).

A utilizacdo do acetato preferencialmente pelas metanogénicas também foi relatado
pelos autores Sanchez-Andrea et al., 2014; Colleran et al.,1995; Isa et al., 1985. Embora as
BRS sejam mais competitivas que as metanogénicas acetoclasticas, outras variaveis devem
ser analisadas para explicar o consorcio entre estas espécies.

Operou-se um reator UASB com retencdo de biomassa e lodo granular, estas
caracteristicas estdo relacionadas com a capacidade do sistema em sustentar diferentes rotas

metabdlicas. A formacdo de microambientes, no interior do granulo, possibilita haver um
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gradiente de pH; facilita a transferéncia de substratos; e possibilita a coexisténcia de rotas
metabolicas com diferentes eficiéncias energéticas.

Embora as metanogénicas acetoclasticas sejam sensiveis a ambientes com baixo pH,
podemos ter uma situacdo onde o pH externo (pH=5,0) ndo necessariamente seja igual ao pH
interno no granulo (RINZEMA e LETTINGA, 1988), que pode estar proximo de um pH
neutro, assim, neste meio onde ha acumulo de acetato, um microambiente favoravel, e um
inéculo com uma comunidade metanogénica, a producdo de metano era esperada. Outra
explicacdo, diz respeito a possibilidade das metanogénicas acetoclasticas crescerem em
ambiente com baixo pH. J& foram identificadas espécies de Methanosaeta e Methanosarcina
em ambiente acido (LINDSAY et a.l, 2011; BIIMANS et al., 2009).

Biogés

No biogas coletado no separador trifasico do reator, analisaram-se as concentracdes
dos gases sulfidrico, carbdnico e metano, conforme Figura 5.18. A concentracdo média de
H,S foi igual a 1,4 £ 0,2 mmol L'l(méximo: 1,8 e minimo: 1,0); CO, igual a 3,6 £ 1,0 mmol
LY (maximo: 4,9 e minimo: 1,9); e CH, igual a 20,8 + 3,1 mmol L™ ( méximo: 26,0 e minimo:
15,7) .
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Figura 5.18 Composicdo do biogés no headspace do reator alimentado com etanol. Fonte: Do autor.

Em termos percentuais o CH, representa a maior parcela do biogas, conforme
ilustrado pela Figura 5.19, calculado considerando o nimero total de mols como sendo o
somatorio dos mols de metano, gas carbénico e sulfidrico. Em termos médios, observou-se
gue 0 gas metano representou 80,5 = 2,2%, o0 gas carbbnico representou 13,9 + 2,3% e gas

sulfidrico 5,5 £ 0,9% do nimero de mols total do biogas analisado ao longo da operacéo.
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Figura 5.19 Composicédo percentual do biogés no headspace do reator alimentado com etanol. Fonte: Do autor.

Podemos concluir que a elevada concentracdo de sulfeto e o baixo pH do afluente, ndo
inibiram a metanogénese. Estes resultados sdo condizentes com o que foi relatado por Isa et
al, 1986, onde a producdo de metano ndo foi inibida em ambiente com elevadas
concentragfes de sulfeto e percentuais de metano da ordem de 80,0% também foram
observados.

Os percentuais de metano e gas carbonico encontrados se assemelham a valores
encontrados em reatores UASB metanogénicos, tratando esgoto doméstico, nos quais 0
metano representa de 70 a 80% e o didxido de carbono de 5 a 10 % da composicao do biogas
(NOYOLA et al., 2006), o que evidéncia uma atividade metanogénicas ativa no reator. Os
baixos percentuais de gas sulfidrico e carbdnico indicam que parte destas espécies
permaneceu em fase liquida, como sulfeto de hidrogénio dissolvido e ions bicarbonato.

Devido ao baixo valor de pH, em torno de 5,0, parte do sulfeto produzido pela reducéo
do sulfato foi direcionado para o headspace como sulfeto de hidrogénio. Pode-se observar que
a producao de H,S e de CH,4 seguiram tendéncias semelhantes (Figura 5.18), evidenciando o
consorcio entre as BRS e as arqueas metanogénica, condizente como o que foi relatado pelos
autores Van Houten, et al. (2006) na partida de um reator sulfetogénico. Devido a sua baixa
solubilidade em &gua, o metano é rapidamente separado da fase liquida e, possivelmente,
facilitou o desprendimento de H,S.

Muitos sdo os impactos negativos da presenga de H,S no biogas, como a geragdo de
maus odores, em baixissimas concentracdes; o elevado potencial reativo e corrosivo, capaz de

atacar diferentes materiais, como ferro, cobre e concreto; e ser toxico a plantas e animais
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(NOYOLA et al., 2006). Aumentando os requisitos de tratamento do gas, tanto para
langamento no meio ambiente quanto para utilizagéo.

Remocao de metais

O sulfeto produzido biologicamente reagiu com os metais em solucdo, formando
sulfetos metalicos de zinco, cobre e ferro que precipitaram dentro do reator. A eficiéncia de

remocao destes metais € apresentada na Figura 5.20.
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Figura 5.20 Eficiéncias de remog&o de zinco, cobre e ferro. Fonte: Do autor.

Observa-se uma elevada eficiéncia de remogdo dos metais presentes na DASM,
praticamente todo cobre e o zinco foram removidos da massa liquida, concentracfes médias
de 0,17 mg Cu* L* com eficiéncia média de 96,0 + 5,6%; e de 0,3 mg Zn** L™ com
eficiéncia média de 98,4 + 1,3%, foram detectadas. Valores estes, que atendem os padrbes de
langamento de efluentes segundo a Resolugdo CONAMA 430/2011, que estabelece valores
maximo para lancamento iguais a 5 mg L™ de zinco e 1 mg L™ de cobre . O ferro também foi
removido de forma satisfatoria na maior parte da operacdo, embora com uma menor
eficiéncia. Concentracdes médias de 12,5mg L™ de ferro e eficiéncia média de 86,4 + 5,6%,
foram observadas, atendendo também o padr&o de lancamento, que estabelece 15 mg L™ de
ferro total, como valor maximo.

As maiores eficiéncias de remocdo de cobre e zinco, podem ser justificadas pelas
concentracdes afluentes (5 mg L™ e 20 mg L™ ) , que foram menores que a concentracdo de
ferro (100 mg L™), mas também, pela solubilidade de cada composto ao reagir com o H,S em
um meio &cido.
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As constantes do produto de solubilidade de cada metal de interesse, em termos
logaritmicos (Log Kps) séo: -35,1; -23,8 e -17,3 para os sulfetos de cobre, zinco e ferro,
respectivamente, em condicgdes padrbes de temperatura (25°C) e pressédo (latm) (SAMPAIO
et al., 2009). Estes sulfetos metélicos apresentam uma baixa solubilidade e em baixas
concentracgdes, precipitam nas formas de um complexo metal-sulfeto ou como coloides.

A solubilidade dos sulfetos metélicos, em funcdo do pH, é apresentada na Figura 5.21,
na qual as concentrag¢fes dos ions solUveis sdo apresentadas para cada pH correspondente.

O sulfeto de cobre é a espécie mais insolivel, com o menor Kps e baixissimas
concentracdes de cobre sdo observadas em pH < 1,0. O sulfeto de zinco, também apresenta
um baixo Kps, e em pH=5,0, concentracdes menores que 0,1 mg L™ de zinco s&o observadas.
O sulfeto de ferro apresenta o maior Kps, e em pH=5,0, concentracdes em torno de 10 mg L™
de ferro, eram esperadas, e foram observadas, o que justifica, em parte, o residual de ferro no

efluente, mesmo havendo sulfeto disponivel no reator.

Metal soluvel (mg L")

Figura 5.21 Solubilidade dos sulfetos metalicos de cobre, zinco e ferro em fungdo do pH. Fonte: Do autor
(Adaptado de Lewis, 2010).

Estas inferéncias sobre a solubilidade dos sulfetos metélicos permite balizar as
analises de eficiéncia de remogdo dos metais, contudo, em um ambiente reacional complexo,
como o do reator operado, as rea¢fes de equilibrio podem apresentar comportamentos

diferentes do esperado.

Balanco do enxofre
O sulfeto foi encontrado no reator nas fases liquida e gasosa, e em diferentes estados
de protonacdo. As espécies de sulfeto encontradas, dependem do pH, (Figura 5.22) e o

equilibrio é dado pela seguinte reacdo:



o1

H,S=HS +H' = 8% (5.2.2.2)
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Figura 5.22 Fracdo molar das espécies de sulfeto em funcéo do pH. Fonte: Do autor. (Adaptado de Lewis 2010).

O sulfeto total dissolvido (STD) no efluente do reator contabiliza todas estas espécies
de sulfeto. As concentragdes de H,Sqq) e de HS ;g podem ser distinguidas do total, conforme

as equacOes abaixo (KALYUZHNYI et al., 1997). Considerou-se pK= 6,95 (35° C) e o pH

experimental medido ao longo do experimento.

1
[H2S] @g) = T TI [STD] (5.2.2.3)

[HS] (aq) = [STD] — [H2S] ag) (5.2.2.4)

Praticamente todo sulfeto total dissolvido foi devido ao H,S. A porcentagem do

sulfeto de hidrogénio e do hidrogenosulfeto, em relacdo ao sulfeto total dissolvido é

apresentada na Figura 5.23.



52

100 - ST T ROCB S0 0 nBw e o0
80 | @
60 -

rrrrrr @ Sulfeto de hidrogénio

40 - i
,,,,,, O Hidrogenosulfeto

Sulfeto dissolvido (%6)

0 20 40 60 80 100 120 140
Tempo (dia)

Figura 5.23 Porcentagens de sulfeto de hidrogénio e hidrogenosulfeto no efluente do reator alimentado com
etanol. Fonte: Do autor.

O sulfeto de hidrogénio é a espécie de sulfeto mais toxica aos microrganismos, devido
a sua capacidade de perpassar a membrana celular e indisponibilizar compostos essenciais
para 0 bom funcionamento das células. Sendo este, um dos problemas da operacdo do reator
em baixo pH. Contudo, o sistema opera com lodo granular, que pode funcionar em condicoes
externas adversas e tolerar altas concentraces de H,S, da ordem de 150 mg L™*(SPEECE,
1996).

O balanco de enxofre foi realizado com base nas seguintes equaces:

S—Total =S -S04 ¢+ S — HzS(aq) +S— HZS(géS) + MS(S) (5.2.2.5)

S —Residual =S — SOy 4 - S — Total (5.2.2.6)

(S—Residual)

Porcentagem residual =
(-S04 af)

*100 (5.2.2.7)

S - H2S S - H25(g4 s
Eficiéncia de conversio = O 12 (aq)(+s - sgi a(fg)as) +MS®)) L 100 (5.2.2.8)

Foram utilizados valores médios de sulfato afluente (S — SO, 4) e efluente (S — SOy ¢f);
sulfeto dissolvido no meio liquido (HzSeq); € sulfeto no biogas (H2S(gas). Os sulfetos

metalicos formados, representados como MS,), foram calculados com base na eficiéncia
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média de remoc¢do dos metais e considerou-se que todo o metal foi removido na forma de
sulfeto metalico. Ademais, todo o sulfeto dissolvido foi computado como HySag).

De acordo com o balanco realizado, a eficiéncia média de conversdo foi igual a 87,2%
e a porcentagem residual de 4,76%. Estes valores sdo equivalentes ao encontrado para a
eficiéncia de reducdo de sulfato (Figura 5.12) ao longo do experimento, com eficiéncia média
de reducdo igual a 92,6 + 5,5%. Outras formas de enxofre, como o sulfito (S,03) e o enxofre
elementar (S°), que podem ter sido produzidos, ndo foram quantificados, e por isso, ndo
contabilizados nesse balanco.

A conversdo dissimilatoria do sulfeto, predominante no reator, € uma reacao acoplada
a oxidacdo da matéria organica. Sendo possivel prever em termos tedricos, a quantidade de
matéria oxidavel, necessaria para reduzir o sulfato. Como relatado pelos autores Liamleam e
Annachhatre (2007), 1 grama de SO, requer 0,67 gramas de DQO para assegurar a completa
reducdo do sulfato. Com bases nessa relacdo DQO:SO, e na DQO removida no reator,
calculou-se a porcentagem de DQO que foi utilizada para redugdo do sulfato( DQO so4) €

para producdo de metano (DQO cn4), COM as seguintes equacgoes:

ASO4
DQO 504% = 0,67 * m *100 (5229)

DQO chsa % =100 - DQO so4 (5.2.2.10)

Foram utilizados os valores de sulfato afluente e efluente (ASO,4) e DQO afluente e
efluente (A DQO). As porcentagens da DQO utilizadas para estas duas finalidades,
apresentadas na Figura 5.24, demonstram a transicdo de um ambiente metanogénico para um
sulfetogénico, apds o vigésimo quinto dia de operacdo. Se considerarmos que a DQO mede a
quantidade de elétrons ainda disponiveis para a oxidacdo, podemos afirmar que o A DQO,
informa em termos do potencial do oxigénio em receber elétrons, o A O que foi utilizado no
sistema, contabilizando a matéria organica efluente. Dessa forma, podemos utilizar a relacao
tedrica proposta por Lens et al. (1998), onde 2 mols de O2 equivalem a 1 mol de SO4, ou
seja, 0,67g O2 para cada 1g de SO4. Podemos entdo considerar, que as equacgdes acima
podem expressar a porcentagem do fluxo de elétrons que foi direcionado para cada uma das
rotas (REN et al., 2007).
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Figura 5.24 Porcentagem da DQO utilizada para reducéo de sulfato e para a producéo de metano no reator
alimentado com etanol. Fonte: Do autor.

Podemos observar pela Figura 5.24, a transicdo do ambiente metanogénico para um
ambiente sulfetogénico, onde o fluxo de elétrons € direcionado, na maior parte, para a reducéo
do sulfato. A rota sulfetogénica supera com 25 dias a metanogénica e tende a uma
estabilizagéo por volta de 55 dias, fase Il de estabilizacdo.

Avaliacéo das fases de partida e estabilizacdo do reator

A definicdo das fases de partida (fase 1) e estabilizacdo (fase 1) balizou-se na analise
dos dados referentes a eficiéncia de remocdo de matéria organica e sulfato, Figura 5.10 e
Figura 5.12, respectivamente, o que permitiu identificar com 55 dias de opera¢do o momento
em que o reator atingiu o estado de equilibrio dindmico aparente e definir as fases | e I1l. A
definicdo do periodo de partida e aclimatacdo da biomassa inoculada tem sido realizada com
base no monitoramento da DQO afluente e efluente dos reatores (RADJARAM e
SARAVANANE, 2011) e do sulfato afluente e efluente, nos casos especificos de reatores
sulfetogénicos (VAN HOUTEN, et al.,2006).

Além destes parametros mencionados, observou-se analisando: a concentracdo de
sulfeto total dissolvido; a concentracdo de &cido acético; a relacdo entre os mols de sulfato e
etanol utilizados; e a porcentagem de DQO utilizada para conversdo de sulfato, expressadas
graficamente na Figura 5.11, Figura 5.14, Figura 5.16 e Figura 5.24, respectivamente, que 0
periodo de partida definido foi condizente e pode-se também diferenciar as fases I e Il nestes

gréaficos.
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Os padrdes de lancamento de efluente sdo regulamentados em esfera nacional pela
Resolucdo CONAMA 430/11. As concentracBes méximas de ferro, zinco e cobre, bem como
o pH minimo para langamento, apresentado na Tabela 5.4, séo referentes a esta resolugdo. Os
parametros DQO e sulfato, ndo constam nessa resolucdo. O padrdo de DQO apresentado
refere-se ao valor deliberado pelo COPAM — Conselho estadual de politica ambiental do
estado de Minas Gerais, na Deliberagcdo Normativa Conjunta n.°1/08; e o sulfato pela
Resolucdo CONAMA 357/05, que dispde sobre a classificagdo e enquadramento dos cursos

d’agua.

Tabela 5.4 Caracterizagdo do afluente de efluente do reator alimentado com etanol e os padrdes de langamento.

Concentracio (mg L™)
Parametro 6
Afluente  Efluente Padroes
de lancamento

Ferro 100,0 12,5 15,0
Zinco 20,0 0,3 5,0
Cobre 5,0 0,2 1,0
pH 3,0 51 5,0
DQO 1400,0 810,0 180,0
Sulfato 700,0 54,7 250,0
H,S (aq) - 100,0 1,0

Fonte: Do autor.

Observamos que embora o sistema proposto seja capaz de remover 0s metais de forma
eficiente e atendendo aos padrdes de lancamento, ha quantidade significativa de matéria
organica e sulfeto no efluente do reator, em desacordo com os padrGes permitidos. Este fato se
deve a estratégia de partida adotada, na qual se buscou fornecer etanol suficiente para reduzir
todo sulfato e estimular assim, o estabelecimento da rota sulfetogénica. A escolha de uma
relacdo DQO:SO,* igual a 2,0, parte do pressuposto que as BRS do grupo das oxidadoras
incompletas se estabeleceriam mais facilmente e que uma relacdo DQO:SO,* igual a 1,92
seria a mais adequada para reducao completa do sulfato pela oxidacdo do etanol, vide reacédo
5.2.2.1.

Dessa forma, um pés — tratamento seria necessario nessa fase de partida, antes do
lancamento do efluente. Em uma fase posterior, ap0s a partida e a estabilizacdo da condicédo
imposta, propde-se uma reducdo de 50% na relagdo DQO: S0,%, buscando reduzir a carga
organica e o sulfeto no efluente.

Além de um p0s - tratamento do efluente liquido, o tratamento do biogas também seria
necessario. O sulfeto de hidrogénio foi produzido em concentragdes em torno de 47,7 ppm e

estd acima do permitido pela norma regulamentadora nimero 15 (NR 15) do Ministério do
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Trabalho e Emprego (MTE), que estabelece um limite de 8 ppm para exposi¢cdo maxima dos
trabalhadores e enquadra esta exposi¢do como de grau de insalubridade méxima.

O HyS(gss) pode ser recuperado como enxofre elementar, por meio de técnicas de
microaeracdo, ou ainda ser utilizado para precipitar os metais em solucdo, antes de entrarem
no reator, por meio da recirculacdo do gas em um sistema fechado e capaz de explorar o
potencial reativo do HSgss) € do HaS(ag).

5.2.3 Reator 3

Remocao de matéria organica e sulfato

O reator proposto para tratar DASM e alimentado com lactato de sodio, denominado
Reator 3, ndo apresentou remocOes significativas de matéria organica e sulfato, até o
quinquagésimo quinto dia de operacdo (fase 1), e ndo conseguiu estabelecer condicbes
sulfetogénicas para remocdao destes compostos, conforme ilustrado na Figura 5.25.

Aplicou-se um teste t pareado a um nivel de significancia (o) de 5%. A série de dados
foi particionada em duas partes (I e I1), a hipotese nula (Ho) e a hipdtese alternativa (H;) séo:

Hsoy: DQO afluente = DQO efluente

Haz10y: DQO afluente > DQO efluente

O P-Valor encontrado foi igual a 0,22. Como P-Valor > a, aceita-se a hipétese de
nulidade (Hzoq)). Dessa forma, podemos afirmar que a microbiota do reator néo foi capaz de
oxidar o lactato durante a fase I, que durou 55 dias de operacéo.
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Figura 5.25 Demanda quimica de oxigénio (DQO), afluente e efluente do reator alimentado com lactato.
Fonte: Do autor.
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Aplicou-se novamente um teste t pareado a um nivel de significancia (o) de 5%, para a
fase 11, a hipdtese nula (Ho) e a hipotese alternativa (H;) s&o:

Hzoany: DQO afluente = DQO efluente

Hz1any: DQO afluente > DQO efluente

O P-Valor encontrado foi igual a zero. Como P-Valor < a, aceita-se a hipotese
alternativa (Hsiqi)). Dessa forma, podemos afirmar que a microbiota do reator foi capaz de
oxidar o lactato na fase Il, que durou 90 dias.

A eficiéncia de remocdo de matéria organica (Figura 5.26), embora discreta, devido a
conversdo do lactato em é&cidos volateis, apresenta um comportamento na forma de pulso,
atingindo um méximo de remocao (19,6%) com 95 dias de operacdo. Este comportamento foi

também observado ao tabularmos os resultados dos demais parametros monitorados.
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Figura 5.26 Eficiéncia de remocédo de matéria organica em funcdo da demanda quimica de oxigénio (DQO),
afluente e efluente do reator alimentado com lactato. Fonte: Do autor.

As concentragbes de sulfato e sulfeto, efluentes, também apresentaram um
comportamento na foram de pulsos. A menor concentracdo de sulfato e a maior concentragdo
de sulfeto total dissolvido, também foram observadas com 95 dias de operacdo, como
ilustrado na Figura 5.27 e Figura 5.28.
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Figura 5.27 Concentraces de sulfato afluente e efluente ao reator alimentado com lactato. Fonte: Do autor.
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Figura 5.28 Concentrac@es de sulfato e sulfeto total dissolvido efluente ao reator alimentado com lactato.
Fonte: Do autor.

O longo periodo de adaptacdo da biomassa no reator, até ser observada a conversao do
lactato, se deve, entre outros aspectos, ao fato da biomassa ndo estar adaptada a nova e
adversa condicédo a qual foi submetida. O baixo pH afluente, a nova e tnica fonte de carbono
e a presenca dos metais, foram alguns dos fatores que influenciaram negativamente a partida
do reator.

Embora o lactato seja considerado uma das melhores fontes de carbono para o
crescimento das BRS, por permitir o crescimento de um amplo espectro de BRS, o baixo pH é

um fator limitante na utilizagdo dessa fonte, pois o lactato em meio acido, encontra-se na sua
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forma néo dissociada, como &cido latico, que pode ter efeito inibitorio ou mesmo letal para as
BRS (LENS, 2010).

O é&cido latico pode perpassar a membrana celular, assim como o acido acético, e
acidificar o citoplasma das células, sendo por esta razdo, uma fonte de carbono inapropriada
para o crescimento de BRS em baixo pH (SANCHEZ-ANDREA et al., 2014; LENS, 2010).
Em um pH igual a 3,0, praticamente todo o lactato afluente encontra-se na sua forma
protonada, como acido latico ( 88%), considerando um pK igual a 3,8 (Figura 5.29). Contudo,
isto ndo quer dizer que as BRS ndo podem consumir acidos organicos em baixo pH, afinal, foi
observado o estabelecimento de uma microbiota capaz de fermentar o acido latico e reduzir o
sulfato em pH<5,0, apds um periodo de adaptacéo.

Observa-se ainda que o pH da DASM esta na faixa tampéo de pH para o acido lactico.
Dessa forma, pode-se inferir que promover alteragdes no pH do meio, demanda do sistema de
tratamento uma elevada producdo de alcalinidade, limitando o crescimento da microbiota e
dificultando a precipitagdo do metais.

Alcalinidade, acidos volateis e pH

Devido ao fato da biomassa do reator ndo ter conseguido digerir o lactato na fase I,
ndo se observou alteracdes no pH efluente, que foi praticamente igual ao pH afluente (Figura
5.30). Alteragbes no pH podem ser observadas na fase Il, quando também se observou
alteracbes na DQO efluente, iniciando a conversao do lactato em &cidos volateis e a geracado

de alcalinidade. O pH médio na fase Il foi igual a 4,2 (maximo: 4,8 e minimo: 3,5).
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Figura 5.29 Distribuicao das espécies de lactato em funcdo do pH. Fonte: Do autor.
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Figura 5.30 Potencial de hidrogénio (pH) afluente e efluente do reator alimentado com lactato. Fonte: Do autor.

A producdo de &cidos volateis, principalmente os acidos acético, propidnico e butirico,
sdo apresentados na Figura 5.31 e Figura 5.32. O acumulo destes acidos, foi em parte,
responsavel pelo aumento do pH efluente, devido a capacidade de tamponamento dos
mesmos. As concentracdes destes &cidos e as respectivas constantes de dissociacdo s&o
apresentadas na Tabela 5.5.

Tabela 5.5 Concentracdes médias dos &cidos, acético, propidnico e butirico (mg L™), e suas constantes de

dissociacdo, em termos logaritmicos (pKa).

Acido Média Minimo Maximo  Desvio padrio pKa
Acético 143,1 0,0 567,3 145,0 4,8
Propi6nico 241,5 0,0 466,2 163,0 49
Butirico 93,5 0,0 205,7 63,8 5,0

Fonte: Do autor.
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Figura 5.31 Concentracéo de &cido acético e propidnico no efluente do reator alimentado com lactato.
Fonte: Do autor.
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Figura 5.32 Concentracao de acido acético e butirico no efluente do reator alimentado com lactato.
Fonte: Do autor.

O periodo em que ocorreu 0 pulso de acido acético coincidiu com o consumo de
sulfato e a producédo de sulfeto, indicando que o acetato produzido nessa fase foi em grande
parte devido a respiracdo das BRS. Durante este pulso, observamos uma queda nas
concentracfes de lactato, &cido propidnico e butirico (Figura 5.32), que foram convertidos,
possivelmente, em acetato, pela a respiracdo das BRS, conforme as reag0es mostradas na
Tabela 5.6 (MUY ZER e STAMS, 2008).

Durante 0 momento de maior producdo de acetato, com 95 dias de operacgdo, todo o
lactato foi convertido, fornecendo ao sistema, 14,6 mM de lactato, que foram convertidos em
acidos, por meio das rotas fermentativa e sulfetogénica via oxidagdo incompleta. Ao

somarmos 0s acidos produzidos nesse ponto, encontramos 13,1 mM de 4cidos, que representa
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90% do lactato disponivel, dessa forma, podemos afirmar que as BRS do grupo das
oxidadoras incompletas, foram, preferencialmente, as responsaveis por reduzir 2,9 mM de

sulfato por meio do lactato e dos produtos da fermentacéo.
Contudo, ap0s este pulso, o acetato continuou a ser produzido no reator, em
concentragdes menores e provenientes somente da fermentacdo do lactato, houve producéo

também dos &cidos propidnico e butirico, conforme ilustrado na Figura 5.33.

Tabela 5.6 Reacdes possiveis de reducdo do sulfato no reator alimentado com lactato.
Substrato Produto AG°(Kj/reagio)
Acetato + HCO3 +0,75 HS™ + 0,25H" -37,7
2Acetato + 0,5 HS™ + 0,5H+ -27,8
-80,2

Propionico + 0,75 SO,*
Butirico + 0,5 SO,*
Lactato + 0,5 8042' Acetato + HCO; +0,5 HS

Fonte: Do autor (Adaptado de Muyzer e Stams, 2008)
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Figura 5.33 Possiveis rotas oxidativas e fermentativas do lactato. Fonte: Do autor (Adaptado de Madigan et al.,

2012).
BRS. Os autores Muyzer e Stams. (2008), discorrem sobre a possibilidade de crescimento

A fermentacdo do lactato também pode estar sendo realizada por algumas espécies de
fermentativo e acetogénico das BRS e relacionam tal capacidade metabdlica com o fato delas

-171kJ (5.2.3.1)

estarem presentes em um grande e diverso nimero de ambientes.
A fermentacdo do lactato por bactérias produtoras de &cido propidnico, como as
Propionibacterium, pode ter ocorrido. Afinal, a reacdo global (5.2.3.1) dessa rota fermentativa

é mais favoravel que a reacdo de oxidacgéo do lactato pela sulfetogénese.
3 Lactato - 2 Propidnico + Acetato + CO, + H,O AG°
A prevaléncia dessa rota prejudicou o estabelecimento da rota sulfetogénica e

promoveu o acumulo destes acidos no reator. Os autores Bertolino et al.(2012), também
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observaram este tipo de fermentacdo em reator UASB sulfetogénico, com queda na eficiéncia
de converséo do sulfato, constatada em relagdes DQO:SO,4 > 2,5. A fermentacdo do lactato
vem sendo observada em reatores bioldgicos operando com uma carga organica elevada, ou
seja, quando nao ha aceptores de elétrons (sulfato) suficientes.

As bactérias fermentativas crescem mais rapidamente do que as sulfetogénicas, no
entanto, as BRS tem maior afinidade pelo lactato, por isso se observa a prevaléncia da
fermentacdo em elevadas concentracOes de lactato e da respiracdo em baixas concentracgdes de
lactato (OYEKOLA et al., 2011). Contudo, se considerarmos que 1 mol de lactato demanda
0,5 mol de sulfato para ser oxidado e que na composicao da DASM temos 15,5 mM de lactato
e 7,29 mM de sulfato, a fermentacéo prevaleceu no reator, mesmo havendo sulfato suficiente
para oxidar o lactato. Possivelmente, devido ao estresse provocado pela DASM, que inibiu a
rota sulfetogénica nas condi¢6es impostas.

A biomassa inoculada ndo conseguiu utilizar o lactato para reduzir o sulfato na fase I,
possivelmente devido ao baixo pH e a predominancia do acido latico. Observou-se uma
reducdo do sulfato somente apds este periodo e quando ocorreu a conversdo do lactato, devido
a respiracdo dos acidos produzidos na fermentacédo (propidnico e butirico).

Fazendo uma analogia entre as fases de crescimento bacteriano e a concentracao de
sulfeto, podemos observar um longo periodo de aclimatacdo (fase lag), seguido de uma fase
de aceleragdo e uma fase exponencial. Contudo, a fase de desaceleracdo e a fase estacionaria,
ndo foram observadas, sendo a fase de declinio a fase subsequente, vide Figura 5.28. Se
analisarmos a rota fermentativa por meio da mesma analogia, observaremos que a producéo
de acido propibnico estd em fase de desaceleracdo e tende a uma fase estacionaria, vide
Figura 5.31.

Ao relacionarmos o somatério de todos os acidos produzidos e o lactato consumido (A
lactato/ Y. Acidos), podemos observar um comportamento estavel na producdo dos écidos,
sem haver consumo de sulfato, ou seja, o estabelecimento de uma rota fermentativa (Figura
5.34). A rota oxidativa causou um desvio nessa rota, com pico em 95 dias, mas ndo se

manteve.
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Figura 5.34 Relacdo entre o consumo de lactato e 0 somatério dos &cido produzidos, no reator alimentado com
lactato. A linha no gréfico representa a média das relagGes, A lactato/ Y, Acidos, na fase 1. Fonte: Do autor.

O periodo de adaptacdo dos microrganismos é varidvel e depende de uma série de
fatores, como as caracteristicas da agua residuéaria, a fonte de carbono e o inéculo utilizado.
Pesquisas recentes buscam explicar quais sao 0s mecanismos que controlam estas fases de
adaptacdo supracitadas e como as células podem estimular ou desestimular, de forma
coordenada, certos comportamento da microbiota. Um sistema de comunicagdo célula-a-
célula, conhecido como quorum sensing, tem sido observado em sistemas biologicos de
tratamento, operando com biofilmes ou biomassa granular (SHROUT e NERENBERG,
2012).

O inicio da fermentacdo do lactato de forma repentina e ap6s 55 dias de operagdo,
pode estar ligado a este sistema de comunicagdo, que requer um numero minimo de células
(quoérum) para iniciar o comportamento quorum sensing. Este tempo de aclimatacédo, deve ter
sido o tempo necessario para que os sinais bioquimicos (horménios), emitidos pelas células,
estimulassem de forma coordenada a fermentacéo, caracterizando o chamado quorum sensing.

Dentre as espécies de microrganismo capazes de emitir estes sinais bioquimicos e
realizarem este tipo de comunicacao celular, destacam-se as proteobactérias gram-negativas,
grupo em que se enquadram as bactérias capazes de reduzir o sulfato (MUYZER e STAMS,
2008; SHROUT e NERENBERG, 2012). Sendo esta uma evidéncia que corrobora com a
hipdtese de quorum sensing no sistema e explicaria em parte, 0 comportamento em forma de
pulso na rota sulfetogénica e o estabelecimento da rota fermentativa, que se mostrou mais

eficiente em utilizar o lactato.
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Remocao dos metais

A avaliacdo da eficiéncia de remocdo dos metais comegou a ser realizada, somente
quando o sulfeto comecou a ser produzido pelo sistema. As eficiéncias de remogéo de cobre,
ferro e zinco, sdo apresentadas na Figura 5.35.

Durante o periodo em que ocorreu o0 pulso de sulfeto, observamos remocdes
significativas de cobre e zinco, mas uma baixa remocdo de ferro até final do experimento.
Destaca-se que a eficiéncia de remocdo do cobre foi elevada, mesmo em baixas concentragdes

de sulfeto, e a do zinco decaiu apés o pulso.
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Figura 5.35 Eficiéncias de remoc¢&o de zinco, cobre e ferro no reator alimentado com lactato. Fonte: Do autor.

Apenas as concentracOes efluentes de cobre atenderam os padres de lancamento,
segundo a Resolucdo CONAMA 430/11. Durante o periodo avaliado, as concentracdes de
zinco atenderam a referida resolucdo apenas durante o pico de sulfeto e as ferro ndo

atenderam em nenhum momento, como apresentado pela Tabela 5.7.

Tabela 5.7 Concentracdes médias dos metais (mg L™) e a eficiéncia média de remogao (%) no reator alimentado
com lactato.

Metais Média Minimo Méaximo Eaej;lgg Ef"(:;/i r)ma
Cobre 1,0 0,5 1,9 0,4 74,7
Zinco 9,9 2,3 27,3 10,1 65,1
Fero 97,1 41,6 135,9 26,8 12,8

Fonte: Do autor.

As baixas eficiéncias de remocéo de ferro podem ser justificadas pelo efeito do pH na

solubilidade do sulfeto de ferro. Como apresentado na Figura 5.21, concentragOes de Fe?* da
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ordem de 100 mg L™ sdo observadas em pH préximo a 4,0. Dessa forma, mesmo na presenca
de sulfeto, o ferro ficou em solugdo no reator, o que justifica as baixas eficiéncias em
comparagdo com 0s demais metais. Ja com relacdo ao cobre, observamos que o sulfeto desta
espécie é muito insolavel, justificando sua remocao.

Os pulsos observados podem ter relacdo com o efeito toxico e inibitorio dos metais.
Durante o periodo em que ndo ocorreu a conversdo do lactato, os metais estavam coordenados
com a fonte de carbono, ou seja, ndo estavam prontamente disponiveis no meio, fazendo com
que o efeito toxico destes metais sobre a biomassa fosse diminuido ou mesmo néo observado.
Quando ocorreu a conversao do lactato e o consumo dos acidos produzidos, os metais podem
ter sido disponibilizados no meio, principalmente o ferro, que ficou em solucdo, mesmo com
a presenca de sulfeto, e podem ter inibido a sulfetogénese que comegava a se estabelecer.

Biogas

No biogas coletado no separador trifasico do reator, analisaram-se as concentracdes
dos gases sulfidrico, carbénico e metano, conforme Figura 5.36 e Figura 5.37. As analises
destas concentragdes, também evidenciam um comportamento na forma de pulso, diretamente
relacionado com a reducédo bioldgica do sulfato. Apds o periodo em que ocorreu o pulso de
gas sulfidrico, observa-se que producdo de CO, ndo cessou, sendo proveniente da
continuidade da fermentacao do lactato.

O metano foi observado no inicio, mas as concentracdes decaem nos primeiros 20 dias
de operacdo e atingem valores abaixo do limite de detec¢do. O géas volta a ser detectado apds
120 dias de operacdo, possivelmente, devido a uma atividade metanogénica, possibilitada pelo

ligeiro aumento no pH e acumulo de &cido acético.
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6 CONCLUSOES

e O etanol foi a fonte externa de carbono mais adequada para partida do reator
UASB sulfetogénico, tratando drenagem &cida sintética de mina em pH=3,0. O
sistema estabilizou a remocao de sulfato, com eficiéncias maiores 90%, em 55
dias de operacéo.

e O etanol foi a fonte externa de carbono mais adequada para a producdo de
sulfeto biogénico e para uma eficiente remocdo dos metais, com remocéo
média de 96,0% do cobre; 98,4% do zinco e 86,4% do ferro.

e O lactato em meio acido transformou-se predominantemente em acido latico e
possivelmente inibiu o estabelecimento de uma rota sulfetogénica, favorecendo
a fermentacdo do lactato ap6s um longo periodo de adaptacdo e o acimulo de
acido acético, butirico e principalmente propidnico, produtos diretos dessa
oxidacéo.

e O acetato em meio acido transformou-se predominantemente em &acido acético
e possivelmente inibiu a digestdo anaerdbia. O efeito desacoplador deste acido
levou as células inoculadas ao colapso. A lise das células que sofreram
endogenia favoreceu a desestruturacdo dos granulos da biomassa inoculada e o

aparecimento de fungos.
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7 SUGESTOES

e Caracterizar a biomassa inoculada e identificar as espécies de bactérias
redutoras de sulfato presentes.

e ldentificar o pH no interior da biomassa granular.

e Avaliar a operacdo do reator alimentado com etanol em uma relacdo
DQO:S0,* igual a 1,0.

e Avaliar a operacdo do reator alimentado com lactato em uma relacdo

DQO:S0,* igual a 2,0 e com correcéo do pH afluente para 4,0.
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