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RESUMO

O tratamento anaerdbio de efluentes da suinocultura, aguas residuérias
ricas na presenca de sulfato, podem gerar sulfeto de hidrogénio (H,S). A
utilizacdo tipica do biogés gerado rico em energia requer antecedente
remocdo de compostos de enxofre para processos de recuperacdo de
energia para evitar problemas de corrosdo em motores de combustdo,
bem como para a salide humana e a protecdo do ambiente. Desse modo,
a aplicacdo em escala piloto de um biofiltro do tipo biotrickling (BTF),
simples e de baixa manutencdo, em escala piloto, para dessulfurizacéo
de biogas derivado do tratamento anaer6bio de agua residuaria de
suinocultura e com a capacidade de aumento nas concentracBes de
biometano, foi investigada. Como meio de cultura dos microrganismos,
0 BTF foi continuamente alimentado com efluente de aguas residuais
provenientes de um biorreator de lodos ativados (nitrificacdo-
desnitrificagdo) instalado a jusante de um biodigestor anaerébio tipo
UASB. A eficiéncia maxima de remocdo do BTF foi de 99,8% obtida
com uma capacidade de eliminac&o maxima (CE) de 4,80 g H,S m® h™,
Médias de CE obtidas com as vaz@es de entrada do fluxo de biogas de
0,024, 0,036 e 0,048 m™ h™* foram de 2,26; 3,26 e 1,35 g H,S m™ h,
respectivamente. As formas SO, e S° foram os principais metabdlitos
produzidos a partir da conversao bioldgica de H,S. Adicionalmente a
capacidade biodessulfurizacdo satisfatéria, um aumento médio da
concentracéo de metano de = 3,8 + 1,68 g m™ foi medida no fluxo de
gés filtrado ao longo de 200 dias de operacdo do BTF. Analises TR-PCR
das comunidades archaeas no biofilme confirmaram dominéncia de
archaeas metanogénicas hidrogenotréficas, corroborando com forte
correlagdo observada entre a remogédo de CO, e produgdo de CH4. Entre
as trés principais ordens archaeas investigadas (Metanosarcinales,
Metanobacteriales e Metanomicrobiales), Metanobacteriales foram
encontradas em concentrag8es mais elevadas (1,9 x 10™* cépias de genes
mL™). O BTF proposto foi robusto, removendo eficientemente H,S do
biogas concomitantemente, aumentando a concentracdo de biometano
como fonte valiosa de combustivel renovavel.

Palavras-chave: biodessulfurizacdo, biofiltro, hidrogenotrofia, metano,
TR-PCR.






ABSTRACT

Anaerobic treatment of concentrated swine wastewater, which is sulfate-
rich wastewater, can generate hydrogen sulfide (H,S). Usage of the
generated energy-rich gas requires the removal of sulfur compounds
before energy recovery processes for avoiding problems of corrosion in
combustion engines as well as for human health and environmental
protection. The application of a simple and low maintenance field-scale
biotrickling filter (BTF) for desulfurization of swine wastewater-derived
biogas stream that was also capable of increasing biomethane
concentrations was investigated. As the culture medium of the
microorganisms, the BTF was continuously fed with wastewater from
an air sparged nitrification-denitrification bioreactor, installed down
gradient from an UASB-type digester. BTF maximum removal
efficiency of 99.8% was achieved with a maximum elimination capacity
(EC) of 4.80 g H,S m™® h™. Average EC obtained with inlet biogas flow
rates of 0.024, 0.036 and 0.048 m* h™* was 2.26; 3.26 and 1.35 g H,S m™®
h, respectively. SO, and S° were the major metabolites produced from
biological conversion of H,S. Additionally to the satisfactory
biodesulfurization capacity, an average increase in methane
concentration of =~ 3.8 +1.68 g m™ was measured in the filtered gas
stream throughout 200 days of BTF operation. RT-PCR analyses of
archaea communities in the biofilm confirmed dominance of
hydrogenotrophic methanogens thus corroborating with observed strong
correlation between CO, removal and CH,4 production. Among the three
major archaeas orders investigated (i.e.,, Methanosarcinales,
Methanobacteriales, and Methanomicrobiales), Methanobacteriales
were encountered at highest concentrations (1.9x10™ gene copies mL™).
The proposed BTF was robust efficiently removing H,S from biogas
stream while concomitantly enhancing the concentration of valuable
methane as source of renewable fuel.

Keywords: biodesulphurization, biotrickling filter, hydrogenotrophic,
methane, RT-PCR.
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1 INTRODUCAO

Aguas residuarias da pecuaria, em particular os efluentes
provenientes da producdo suinicola, possuem altas concentragbes de
matéria orgénica biodegradavel e nitrogénio amoniacal. A digestdo
anaerébia é convencionalmente utilizada para reduzir essas cargas
organicas (ANCENO et al, 2009) e simultaneamente produzir
biometano, uma valiosa fonte de combustivel renovavel.

O biogas é composto por 55-75% de metano (CH,), 20-35% de
dioxido de carbono (CO,) e de sulfeto de hidrogénio (H,S) 3.000-5.000
ppmv (KAO et al., 2012), bem como uma variedade de contaminantes
tais como enxofre, silicio, halogéneos e compostos volateis organicos
como silanos e siloxanos (DE ARESPACOCHAGA et al., 2014). Entre
estes gases, 0 H,S merece maior atengdo devido aos seus odores,
toxicidade e caracteristicas altamente corrosivas (DIAZ; RAMOS; FDZ-
POLANCO, 2015). A remocdo de H,S presente no biogas é necessaria a
fim de evitar danos dispendiosos para infraestrutura geral de usinas de
geracdo de energia.

Diferentes métodos estdo disponiveis para remocdo de H,S de
fluxos de gas incluindo métodos fisico-quimicos, ou seja, a absorcao
guimica, a adsorcéo, a separagdo criogénica ou a oxidacao a seco (KAO
et al., 2012), e processos biolégicos, por exemplo a biofiltracdo
(CHUNG et al., 2010; KENNES; RENE; VEIGA, 2009; REHMAN;
FAROOQI; AYUB, 2010). Biofiltragem ¢é considerada como tecnologia
gue apresenta relacdo custo-beneficio elevada e ambientalmente
amigavel (ARELLANO-GARCIA et al., 2009). Eficiéncias de remocao
bioldgica de H,S >98% tém sido reportadas extensivamente em escala
de laboratdrio, utilizando bactérias de metabolismo especifico
(RATTANAPAN; OUNSANEHA, 2012) (RAMIREZ et al., 2009).
Numerosas bactérias cultivaveis sdo conhecidas por oxidar compostos
de enxofre como Thiobacillus (BARBOSA et al., 2006),
Thiomicrospira, Thiosphaera, Sulfolobus, Thiomonas, Thiobacterium,
Macromonas, Thiospira, Pseudomonas (OMRI et al., 2011),
Alcaligenes, Hyphomicrobium, Xanthomonas e Paracoccus (TANG;
BASKARAN; NEMATI, 2009).

Considerando que a utilizacdo de biofiltros tém sido
amplamente relatadas (LEE et al., 2013)(RABBANI et al., 2015), a
maior parte da informacdo disponivel é voltada para demonstrar
mecanismos para aumentar a eficiéncia e desempenho dos sistemas.
Neste caso, através do uso de indculo de microrganismos especificos
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com capacidades metabdlicas desejaveis, ou formulacdes de nutrientes
exclusivas que contém nitrato ou oxigénio como aceptores finais de
elétrons. Infelizmente, a maioria das empresas agricolas esta localizada
em lugares remotos onde o acesso a cepas bacterianas especificas
necessarias para a inoculagdo do sistema operacional e start up pode ser
dificultado. Além disso, a técnica de bioaumentagdo, usando
microrganismos exdgenos, pode levar a eficiéncias de remoc¢do de H,S
insatisfatérias, devido a diferentes condicbes ambientais e de
crescimento que possam interferir com a bactéria, aclimatacdo e
atividades metabdlicas associadas (DA SILVA AND ALVAREZ,
2010).

O uso de meios de cultura sintéticos, podem também acarretar
um impacto adverso nos custos operacionais e de manutencdo. Foi
demonstrado em trabalho prévio que o uso de 4aguas residuais
domésticas como meios de crescimento e nutrientes podem ser
utilizadas alternativamente, como solu¢cdo de nutrientes para
biodessulfurizacdo de biogas, com resultados promissores (DE
ARESPACOCHAGA et al., 2014). Da mesma forma, a remoc¢éo de H,S
também poderia ser obtida utilizando aguas residuarias da suinocultura
como meio de cultivo, através do uso de biofiltros (biotrickling) (SU,
CHEN, CHANG e 2014). No entanto, ambos os sistemas de escala
piloto usando efluentes de aguas residuais (domésticas e suinocultura)
foram previamente inoculados com bactérias oxidantes de H,S
especificas, e suplementadas com uma fonte externa de aceptores de
elétrons, através de injecdo de oxigénio. Portanto, ndo se sabe se
somente o uso de aguas residuais s6 poderia fornecer fontes suficientes
de aceptores de elétrons (ou seja, NOs, NO,), bem como bactérias
nativas oxidantes de H,S para uma biodessulfurizagdo bem sucedida.

A manutengdo de condigbes andxicas, ou mesmo
microaerofilicas, no interior do biofiltro poderia permitir a proliferagdo
de bactérias metanogénicas e/ou acetoclasticas hidrogenotroficas
(MOESTEDT, NILSSON, PALEDAL, SCHNURER e 2013). Essas
interacdes microbianas no biofilme poderiam levar a uma produgdo
incremental de metano simultaneamente com a dessulfurizagdo,
aumentando assim o valor e a aplicabilidade potencial do biogas
filtrado. No entanto, a avaliacdo do potencial metab6lico metanogénico
em biofiltros biotrickling utilizados para dessulfurizacdo de fluxo de
biogas, ainda ndo foi explorada. Neste ambito, analises de biologia
molecular para avaliar a presenca e a atividade de metanogénicas
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acetoclasticas e/ou hidrogenotréficas em biofiltros, poderia ajudar nossa
compreensao atual da ecologia microbiana nestes sistemas.

Portanto, os objetivos deste trabalho foram a aplicagdo de um
biofiltro, simples e de baixa manutencdo, para biodessulfurizacdo, em
escala de campo, e avaliar a sua eficiéncia para a remoc¢édo de H,S do
fluxo de biogés derivado da agua residudria da suinocultura.
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11 OBJETIVOS
1.1.1  Objetivo Geral

Avaliar em escala piloto o potencial de remocédo biolégica do
gas sulfidrico por biofiltracdo do biogas, utilizando o efluente suinicola
tratado como meio de cultura para 0s microrganismos.

1.1.2  Objetivos Especificos

v" Testar 0 uso da agua residudria tratada da suinocultura como
meio de cultura e fonte de aceptores de elétrons para os
microrganismos do biofiltro.

v"Avaliar a carga maxima suportada pelo sistema em relacéo a
vazdo de hiogas, afim de observar os efeitos da eficiéncia de
remocao de H,S.

v Investigar os efeitos na concentracdo de metano no processo de
biofiltragem.

v' Determinar a presenca de bactérias metanogénicas sobre o
material suporte do sistema de biofiltragem.






2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1  SUINOCULTURA E MEIO AMBIENTE

A producdo de suinos no Brasil é uma atividade que ocupa
posicdo de grande importancia econémica, social e cultural. O Brasil é 0
sexto maior consumidor de carne suina e o quarto maior exportador do
mundo. Anualmente sdo produzidas 100 milhdes de toneladas
(HIGARASHI, 2004).

A China responde por cerca da metade da producdo mundial. O
restante da producdo é seguido pela Unido Européia (UE), Estados
Unidos da América (EUA) e Brasil. Na ultima década, a participacdo do
Brasil nas exportacBes saltou de 4% para 11% e o pais se tornou o
quarto maior produtor e exportador com 3% do mercado mundial
USDA, 2014).

Os principais polos produtores de carne suina encontram-se nos
trés estados da regido Sul, seguidos pelos estados de Minas Gerais e Sdo
Paulo na regido Sudeste e pela regido Centro-Oeste. Dentre 0s oito
maiores estados produtores de suinos, Santa Catarina é aquele de menor
superficie, o que lhe atribui um indice de concentracdo da producéo
muito grande em relacdo aos demais. Um dos mais graves problemas
ambientais ocasionados pela agropecudria origina-se nas dificuldades de
manejo dos dejetos produzidos com a crescente concentracdo geografica
da producdo animal e a sua intensificacdo por meio de sistemas de
confinamento. Os dejetos oriundos da criagdo intensiva s&o
armazenados em esterqueiras ou lagoas de tratamento, onde produzem
metano, amonia e outros gases que provocam odores desagradaveis e
contribuem para o comprometimento da qualidade do ar. A suinocultura
€ uma exploracdo pecuaria concentradora de dejetos animais,
possuidores de alta carga poluidora para o solo, o ar e a &gua (MATOS,
2006).

O lancamento de efluentes suinos ndo tratados no solo, rios e
lagos, constituem um risco potencial para o0 aparecimento ou
recrudescimento de doencas, desconforto na populagdo (proliferacdo de
insetos e mau cheiro) e degradacdo dos recursos naturais. Em Santa
Catarina, Estado com alta concentracdo de suinos e com 82% do sistema
de captacdo de agua baseado em mananciais superficiais e 15% baseado
em lengois subterrneos, o nivel de contaminagdo destes recursos
hidricos foi considerado alarmante, cerca de 90% (EMBRAPA, 2004).
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Visando a qualidade do ar, os odores sdo 0s inconvenientes
mais fortes, em virtude da fermentacdo da matéria organica contida nos
dejetos, resultando na liberacdo de gas sulfidrico e a aménia que, além
de poluirem o ar, tornam-se potencialmente toxicos, quando acima de
determinadas concentragfes (200 ppmv). Quando o problema esta
relacionado com langamento em corpos hidricos, torna-se maior,
podendo causar desequilibrio ecoldgico, devido a diminuicdo do
oxigénio dissolvido na agua e contaminacdo com elementos toxicos. O
aumento das atividades do agronegécio suino é geralmente
acompanhado por maiores volumes de &guas residuais que requer
tratamento adequado antes da aplicacdo em corpos de agua (ASSIS,
2004; MACKIE, et al., 1998).

2.2 DIGESTAO ANAEROBIA

A producdo de suinos é caracterizada pela producéo intensiva
de suinos, o que gera quantidades de efluentes substanciais em pequenas
areas. Este residuo possui altas concentracfes de matéria organica,
nutrientes e metais com grande potencial de poluicdo (STEINMETZ et
al., 2009). Portanto, novas estratégias de gestdo sdo necessarias quando
comparados com os adotados atualmente, que sdo 0 armazenamento de
efluentes e uso agricola, especialmente em areas com alta densidade de
animais provindos da pecuaria (KUNZ et al., 2009a). Varias alternativas
estdo disponiveis para o tratamento de efluentes com elevadas
concentracBes de matéria orgénica. Entre os tratamentos bioldgicos, a
digestdo anaerdbia de residuos organicos biodegradaveis é,
frequentemente, a mais aplicada e rentavel, devido a recuperacdo de alta
energia e baixo impacto ambiental. Além disso, configura-se como uma
tecnologia muito competitiva, com grande aceitacdo por parte dos
usuarios devido a baixos custos de implantacdo, operagdo e manutencao,
possibilitando a utilizagdo do biogas produzido como uma fonte
alternativa de energia e integracdo no mercado de carbono. O processo
converte os residuos organicos em biogas, uma mistura gasosa de cerca
de 70% de CH, e 30% de CO, e tragos de H,S. A digestdo anaerdbia da
matéria organica é usada como um método adequado para o tratamento
de residuos biodegradaveis organicos e producédo de energia a partir da
combustdo do biogas (LEE et al., 2009)(DIAZ; RAMOS; FDZzZ-
POLANCO, 2015). Dessa maneira, a eficiéncia do processo e a
capacidade de aumentar a producdo de metano, aumentam



27

significativamente o balanco econdmico das plantas de tratamento de
aguas residuarias.

2.3 BIOGAS

Entre as varias tecnologias de tratamento de efluentes, os
sistemas de tratamento anaerébios estdo sendo incentivados por causa de
diversas vantagens, incluindo baixos custos de construgdo, demanda de
menores areas, baixa producdo de lodo, operacdo simples, baixa
manutencdo, e geracdo de energia na forma de biogas (SINGH et al.,
2013).

A producdo e utilizacdo de biogas tem aumentado recentemente
por este combustivel representar uma valiosa fonte de energia renovavel.
A utilizacdo do biogas produz uma reducdo indireta de emissbes de
gases de efeito estufa através da substituicdo de combustivel fdssil
(WEILAND, 2010).

O potencial de aquecimento global (GWP) indica o potencial de
retencdo de calor de um gas de efeito estufa na atmosfera. O GWP do
gas metano (CH,4) é 25, ou seja, 25 vezes mais potente que o CO, em
causar o aquecimento global (IPCC, 2007). Assim, a promo¢do da
utilizacdo de biogas ou de combustio pode ajudar a reduzir as emissdes
de gases de efeito estufa do setor agropecuario.

Plantas de geragdo de energia normalmente exigem que o
biogas utilizado apresente uma concentracdo < 280 mg.m™ de H,S. O
processo de tratamento anaerdbio de aguas residuais da producdo de
papel pode produzir concentracdes de H,S de 42 g.m™ (SCHIEDER et
al., 2003), enquanto que a de biogas a partir de tratamento anaerdbio de
aguas residuais da suinocultura no Brasil, jA encontradas na literatura
foram de até 5,43 g.m™ (PIROLLI et al., 2016). Portanto, a combust&o
de biogas contendo H,S pode diminuir a vida Gtil da infraestrutura para
geracdo de calor e, especialmente, a geragdo de energia.

2.4  SULFETO DE HIDROGENIO (H,S)

O sulfeto de hidrogénio ocorre naturalmente nos gases de
vulces, fontes de enxofre, respiradouros submarinos, pantanos, corpos
de 4gua estagnada em petréleo bruto e de gas natural e como um
produto da degradacdo bioldégica da matéria organica. As



28

transformacgGes de enxofre podem ser visualizadas de forma simplificada
na Figura 1.

Os seres vivos oxidam e reduzem diferentes compostos de
enxofre, inorgénicos e orgéanicos, definindo um ciclo. A especificidade
de atuacdo de grupos de microrganismos em oxidacdo ou reducdo de
enxofre depende principalmente das condicdes ambientais (aerébicas ou
anaerobicas), com variacdo do estado de oxidacdo do enxofre. Algumas
espécies de microrganismos, como a bactéria Thiobacillus denitrificans,
oxidam formas reduzidas a sulfato mesmo em condi¢6es de anaerobiose,
com reducdo de nitrato a N,. Muitas espécies de fungos, bactérias e
actinomicetos atuam no processo de mineralizacdo do enxofre,
utilizando a matéria organica como substrato para seu crescimento. Isto
ocorre tanto em condicdes de aerobiose quanto de anaerobiose, tendo-se
como produtos finais S0,% e H,S, respectivamente. Uma grande
variedade de microrganismos é capaz de utilizar diferentes compostos
sulfurosos, em diferentes estados de oxidacdo, presentes na natureza,
fazendo com que o ciclo do enxofre apresente transformacdes oxidativas
e redutivas. As bactérias oxidadoras de enxofre podem ser fototrdficas,
consumindo CO, como fonte de carbono para seu crescimento,
quimiolitotroficas, também conhecidas como incolores, onde a oxidacéo
de um composto sulfuroso (H,S, tiossulfato ou enxofre elementar) gera
a energia necessaria para o crescimento desses microrganismos, ou
ainda quimiolitoheterotroficos, o que determina o surgimento de uma ou
outra espécie sdo as condicdes do meio (MADIGAN e tal., 1997).
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Figura 1- Ciclo global do enxofre
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Fonte: Adaptado de AMIM, 2008.

Tratamento anaerdbio de aguas residuais da suinocultura, pode
gerar sulfureto de hidrogénio (H,S) como um subproduto no biogas. H,S
¢ produzido naturalmente durante a reducdo de compostos contendo
enxofre organicos e sulfato por bactérias anaerdbias. E um gés toxico,
incolor, inflamavel que é responsavel pelo mau cheiro (ovos podres),
um odor que é um grande incdmodo e que estdo presentes em aguas
residuais municipais, industriais e sistemas de tratamento bioldgico.
Extremamente toxico para 0s organismos e plantas vivas, este pode ser
detectado facilmente atingindo o nivel de 0-5 ppmv no ar. Em niveis
superiores a 10 ppmv isso pode afetar a salide humana, enquanto que em
niveis acima de 600 ppmv podem causar morte.

Quantidades consideraveis de sulfeto de hidrogénio também sédo
emitidas pelas atividades industriais, tais como refino de petrdleo,
celulose e fabricacdo de papel, tratamento de aguas residuais,
processamento de alimentos, criacdo de gado e de processamento de gés
natural (LOMANS; POL; OP DEN CAMP, 2002).

O sulfeto de hidrogénio (H,S) é extremamente tdxico para 0s
organismos e plantas. Contaminacdo de gases com H,S podem ser
tratados por ambos os métodos quimicos e fisicos, mas eles tém
elevados custos de capital, os quais exigem grandes quantidades de
energia e resultam na producdo de residuos secundarios perigosos.
Como resultado, com base no custo de implantacdo e operagdo, acredita-
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se que o tratamento bioldgico € a op¢do mais econbmica para a remogao
de sulfeto de hidrogénio.

2.4.1 Oxidacdo microbioldgica H,S

Extensivamente tem sido reportado que varios microrganismos
sdo responsaveis pela oxidacdo do gas sulfidrico, a exemplo das
bactérias  oxidantes, incluindo Thiobacillus, Xanthomonas e
Pseudomonas, que possuem um grande potencial para metabolizar H,S
efetivamente, pela sua baixa producdo de &cido e a velocidade de
oxidacdo rapida em carvdo ativado (OMRI et al., 2011; TANG;
BASKARAN; NEMATI, 2009).

Diante disso, pode-se observar na Figura 2, os diferentes
estados de oxidacdo do enxofre em todas as etapas do seu ciclo. Nota-se
que, o enxofre na sua forma mais reduzida (sulfeto de hidrogénio), é
totalmente oxidado para a formacdo de sulfato (SO,?), necessitando
assim, de um doador de elétrons para a efetivacdo da reacao.

Figura 2-Ciclo do enxofre e seus estados de oxidagdo.
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Fonte: AMIM, 2008.

Os poluentes mais comuns presentes na agua residuéria sao 0s
compostos contendo carbono organico, nitrogénio, enxofre e fosforo.
Esses compostos sdo frequentemente retirados por meio de processo
biolégico combinado como a nitrificagdo, desnitrificagdo, a remocao de
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fosforo e reducdo de sulfato. A desnitrificacdo autotréfica pode ser
usada para remover nitrogénio, dxidos e compostos de enxofre, como
uma alternativa interessante para desnitrificacdo heterotréfica de
efluentes com altas concentracdes de nitrato e de baixo teor de matéria
orgénica (VAIOPOULOU; MELIDIS; AIVASIDIS, 2005).

Este processo é realizado por bactérias sulfurosas autotréficas
como Thiobacillus denitrificans, que sdo capazes de utilizar os
compostos de enxofre (S? S°, S,03% S:06% SOs52 e SO, como
doadores de elétrons e nitrato como aceptor de elétrons, sob condicfes
anoxicas. Neste caso, o sulfeto de hidrogénio pode ser utilizado como
doador de elétrons num sistema de po6s-desnitrificacdo autotréfica
(KLEEREBEZEM; MENDEZ, 2002). A transformacdo do enxofre €
regida por reacdes de oxidacdo e reducdo, que sdo as responsaveis pelas
conversoes, as quais podem ser realizadas tanto por via quimica quanto
bioldgica. Nos processos hioldgicos, varias espécies de microrganismos
catalisam a oxidacdo e reducdo das diferentes formas de enxofre
estabelecendo deste modo um ciclo. O esquema simplificado do ciclo
bioldgico do enxofre com as reacGes fundamentais esta apresentado na
Figura 3.

Figura 3- Representagdo esquematica do ciclo bioldgico do enxofre. Bactérias
redutoras de sulfato (incolores, purpuras e verdes). 2 — Bactérias redutoras de

sulfato.
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Fonte: Adaptado de TANG et al. (2009).
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Conforme figura 3, varios microrganismos podem mineralizar
compostos de enxofre organico, por meio de vias metabolicas aerébias e
anaerobias. Sob condi¢des aerdbias, enzimas sulfatases sdo envolvidas
na degradacdo de Ester de sulfato (R — O — SO ) ao fon sulfato (SO42).
A reducdo de sulfato pode ser assimilativa ou dissimilativa. A reducédo
bioldgica dissimilativa é o processo pelo qual o sulfato ou outra forma
oxidada de enxofre sdo utilizados como aceptores de elétrons na cadeia
respiratoria.

Particularmente, com relagdo ao sulfeto, este pode ser oxidado
quimicamente ou biologicamente a enxofre elementar ou a sulfato
(Figura 3 Lado 1) por uma variedade de microrganismos
quimiolitotroficos e fototréficos. Por sua vez, o sulfato é reduzido
novamente a sulfeto (Figura 3 Lado 2) por bactérias redutoras de sulfato
(TANG et al., 2009).

2.4.2  Processos de tratamento de gas sulfidrico

Biogas contaminado por H,S pode ser tratado por diferentes
métodos, dos quais podemos citar: fisicos, quimicos e biol6gicos
(BURGESS; PARSONS; STUETZ, 2001). Um numero de processos
fisico-quimicos, tais como oxirreducdo a seco (processo redox),
processos redox liquidos e processo de adsor¢do liquida, sdo usualmente
empregados para a dessulfurizacdo de gases contendo H,S. Existem
também, inlmeras tecnologias atualmente disponiveis para a
dessulfurizacdo de biogas denominadas fisico-quimicas como: absorcéo
e adsorcdo utilizando fases solida e liquida, quimica melhorada
(absorcdo quimica usando solucbes oxidantes ou alcalino-terrosos, tais
como aminas ou soda. Apesar de seu elevado custo com produtos
quimicos, altos custos de energia e de disposicdo dos residuos,
tecnologias fisico-quimicas sdo amplamente implementadas em escala
industrial devido a serem tecnologias sedimentadas e com vasta
experiéncia na operacdo. No entanto, estes processos possuem elevados
custos de capital, exigem grandes quantidades de energia e resultam na
geracdo de residuos secundarios perigosos (PANDEY; MALHOTRA,
1999).

Portanto, a remo¢do de H,S do biogas, ou de outros
combustiveis derivados de residuos, é necessaria, ndo apenas por razées
de saude e de seguranga, mas por razdes operacionais. Neste contexto,
as tecnologias dispendiosas de remocéo de H,S e que consomem energia
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devem ser instaladas a montante do sistema de conversdo de energia, a
fim de cumprir os respectivos requisitos de concentra¢fes de entrada,
sendo valores de 300-500 ppmv para motores de combustdo interna
(CHEN et al., 2016).

Desse modo, os esforcos tém sido direcionados no sentido de
utilizar processos bioldgicos para a remoc¢édo de contaminantes, que sdo
caracterizadas por custos de capital e energia reduzidos.

Tecnologias de remocdo de H,S fisico-quimicas convencionais
tém grande investimento e 0s custos operacionais, ao contrario, 0s
tratamentos  bioldégicos mostram  perspectivas rentadveis muito
promissoras para aumentar a eficacia da valorizacdo energética de
biogas (ABATZOGLOU; BOIVIN, 2009). Além disso, 0s processos
bioldgicos tém o potencial para ultrapassar algumas desvantagens de
tecnologias fisico-quimicas (SYED et al., 2006).

2.5 PROCESSOS BIOLOGICOS PARA REMOCAO DE H,S
2.5.1 Biofiltragem

Os principais reatores bioldgicos para o tratamento de gases
consistem em biofiltros e filtros do tipo bioscrubbers e biotrickling.
Estes sistemas diferem na presenca ou auséncia de um material de
suporte, tipo fase da biomassa (suspensa ou fixa), e o estado da fase
liquida (fluxo ou estacionario).

Os bioscrubbers consistem de um processo em duas fases:
absorcdo quimica de H,S com uma solucdo alcalina, seguida por um
reator bioldgico para solucdo de regeneracdo sob aeracdo num reator
tipo air lift (KENNES; RENE; VEIGA, 2009).

Um processo de biofiltragdo tipico (biotrickling) é composto de
duas fases (Figura 4): o poluente é transferido a partir de um fluxo de
gas para dentro do liquido e adsorvido num suporte sélido (DUAN et
al., 2007). O fluxo gasoso contaminado passa através do leito, sendo
absorvido pelos microrganismos, ocorrendo a degradacdo dos
compostos volateis biodegradaveis em compostos menos nocivos (VAN
GROENESTIJN; HESSELINK, 1993).

A biofiltracdo, é um processo pelo qual fluxos de gases
contaminados passam através do biofiltro e poluentes séo transportados
para o biofilme, onde eles sdo utilizados por microrganismos como fonte
de carbono, ou seja, uma fonte de energia. Thiobacillus sp. é a mais



utilizada das espécies microbianas em biofiltracdo de H,S e pode
degrada-lo para obtencéo de energia, produzindo sulfato (SO,), enxofre
ementar (Sp) ou ainda acido sulfarico (H,SO,;) (RATTANAPAN;
OUNSANEHA, 2012).

Figura 4- Representagdo esquematica de um processo de biofiltragem.
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O mecanismo proposto para remogdo de H,S vem a ocorrer
através de uma série de processos fisico-quimicos e reacdes bioldgicas,
gue sdo resumidas pelas Equagdes 1, 2, 3 e 4 (GIJS KUENEN, 1975):

H,S () dissolugéo na agua
H2S() 5 H2S@) Equacio (1)

Oxidacéo bioldgica de H,S para SO, Equacéo (2)
H2Sgag) + 2 Oggasy > 2 H' + SO,
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Oxidagéo bioldgica de H,S para S, Equacéo (3)
2 HyS(ag) + Oagasy > 2 S%s + 2 Ho0

Oxidagcéo bioldgica de S para S0,? Equacéo (4)
2 8%+ 30,y + 2 H:0> 2 H" + SO,

Todos os quatro processos resultam em modificagcbes de pH,
oxigénio dissolvido e potenciais oxidacdo-reducdo (ORP), que podem
ser utilizados para monitoramento e controle de desempenho do
processo. Outras reacOes, tais como a oxidacdo ndo-biolégica de H,S
para tiossulfato e a continuacdo da oxidacdo bioldgica de tiossulfato
para acido sulfurico, também tém sido relatadas, mas que sdo de menor
relevancia (FORTUNY et al., 2008).

2.5.1.1 Meio de nutrientes

Fontes de carbono, de energia e nutrientes, tais como
nitrogénio, fdsforo, e oligoelementos, sdo necessarios para 0O
crescimento  microbiano.  Normalmente, estes compostos sdo
adicionados sob a forma de reagentes comerciais, 0 que onera 0
processo. Uma forma alternativa de adicdo de nutrientes essenciais ao
crescimento dos microrganismos € a utilizacdo de um efluente de uma
estacdo de tratamento de aguas residuais, que, dependendo do substrato
e do processo utilizado, podera suprir estas fontes nutricionais
(KENNES; RENE; VEIGA, 2009). Além disso, a selecdo de meios para
fonte de nutrientes para biofiltragdo, combinando meio natural e
sintético, é um passo importante para o desenvolvimento de uma
operacdo bem-sucedida.

Como ja conhecido e reportado, a A&gua residuaria de
suinocultura é caracterizada por conter altas concentragbes de matéria
organica biodegradavel e nitrogénio amoniacal, além de micro e macro
nutrientes como fosforo, potassio, calcio, magnésio, zinco, cobre, entre
outros (ANCENO et al., 2009). Mesmo ap0s os tratamentos aplicados ao
efluente, niveis elevados de nitrogénio amoniacal ainda estdo presentes
no efluente digerido, bem como outros nutrientes (LIWEI et al., 2011).
Estas caracteristicas apontam ainda fonte de alimento para diferentes
microrganismos tais como plantas, bactérias, fungos, protozodrios, que
podem desenvolver-se em condicdes especificas (DENG et al., 2009).
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26 COMUNIDADE MICROBIOLOGICA

Os biofilmes podem compreender uma Unica ou varias espécies
microbianas e podem formar uma variedade de superficies bioticas e
abidticas. Estudos indicam que os biofilmes sdo um ponto estavel em
um ciclo biolégico que inclui: a ligacdo bacteriana a uma superficie,
formagdo da microcol6nia, maturacdo biofilme e descolamento e/ou
dispersdo de bactérias que podem, em seguida, colonizar novas areas.
As bactérias iniciam o desenvolvimento de biofilme em resposta a
estimulos ambientais especificos, como a disponibilidade de nutrientes,
por exemplo. As superficies bacterianas sdo heterogéneas, sendo que
podem mudar drasticamente em resposta a mudangas no seu ambiente.
Portanto, uma bactéria ndo pode ser modelada com precisdo como uma
esfera, com uma superficie uniforme (CROUZET et al., 2014).

A fixacdo microbiana hum meio suporte depende de uma série
de fatores tais como as propriedades fisico-quimicas das células, o tipo
de material de preenchimento, a composicéo quimica da fase liquida e as
caracteristicas especificas dos microrganismos. O processo de adesdo é
iniciado a partir de uma camada de acondicionamento de residuos
(carbono organico adsorvido no meio de suporte umedecido). Para as
bactérias, a formacdo de um biofilme é controlada por uma sinaliza¢do
intracelular e é dominada por espécies de crescimento rapido. Se uma
comunidade microbiana é empregada como fonte de inéculo, seria de se
esperar, como no tratamento de aguas residudrias, que as bactérias que
tendem a dominar em termos de atividade e as espécies individuais que
estratificam o biofiltro com altas densidades populacionais
desenvolvidas proximas da entrada de gas, predominem no biofiltro
(SONG; SHIN; HWANG, 2010).

Através de métodos convencionais e do perfil fisioldégico de
uma cultura mista de microrganismos pode-se chegar ao conhecimento
das populagdes e genes catabdlicos envolvidos em diferentes
comunidades microbiolégicas de biofiltragem. Outras possiveis
maneiras de identificacdo de espécies tém sido particularmente avaliadas
através de métodos moleculares (desnaturagdo com gradiente
semiquantitativa eletroforese em gel (DGGE), quantitativo em tempo
real e de transcricdo reversa (TR) reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), bibliotecas de clones, entre outros, para determinar os membros
numericamente e funcionalmente dominantes e as sequéncias de genes
dominantes. Tais métodos podem ser usados para fazer estudos
fundamentais definitivos in situ, ou seja, estudos de culturas
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convencionais, perfis fisioldgicos e a compreensdo de modelos de
populacdes catabdlicas, analisando ao mesmo tempo espécies somente
cultivaveis, como também, a classificacdo de comunidades completas
com base em marcadores bioldgicos (RALEBITSO-SENIOR et al.,
2012),

No entanto, analises mais profundas e especificas sdo ainda
essenciais para desvelar a cadeia funcional de espécies e comunidades
para maior compreensdo do processo e auxiliar na definicdo das
diferentes configuracfes de reatores e estabelecimento das condicbes
experimentais, em sistemas de biofiltragem de biogas (CABROL;
MALHAUTIER, 2011).






3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Analises
Fisico-Quimicas, setor de Experimentacdo e Andlise Ambientais da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — Embrapa Suinos e Aves,
localizada em Concoérdia/SC e no Laboratério de Tratamento Bioldgico
de Residuos — LTBR, localizado em Floriandpolis/SC, na Universidade
Federal de Santa Catarina — UFSC.

3.1 ESTAGCAO DE TRATAMENTOS DE DEJETOS SUINOS DA
EMBRAPA SUINOS E AVES (ETDS)

O efluente utilizado para o meio de cultura e solugdo de
nutrientes do sistema de biofiltragem, foi obtido a partir da Estagdo de
Tratamento de Dejetos Suinos (ETDS) da Embrapa Suinos e Aves,
localizada no municipio de Concérdia/SC.

A Figura 5 representa o fluxograma do processo de tratamento
de efluentes.

Figura 5- Fluxograma do processo de tratamento de efluentes na ETDS da
Embrapa Suinos e Aves.
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Na estacdo de tratamento, 0 dejeto proveniente da atividade
suinicola é recebido e armazenado em um tanque com volume de
aproximadamente 6 m>. A sequir, o efluente passa por uma peneira de
escovas rotativas (1), que realiza a separacdo de sélidos grosseiros (> 2
mm); posteriormente, o dejeto segue por gravidade até o tanque de
equalizacdo (2), onde ocorre a homogeneizacdo do material residual.
Apds a passagem pelo tanque de equalizacdo, o dejeto é bombeado para
o flotodecantador onde ocorre um tratamento fisico-quimico, realizado
pela adicdo de agentes coagulantes/floculantes (tanino e poliacrilamida).
O sobrenadante desta etapa é conduzido por gravidade até o reator
biologico anaerdébio com manta de lodo de fluxo ascendente — Upflow
Anaerobioc Sludge Blanket (UASB) (4), onde os solidos organicos
suspensos sdo hidrolizados e biodegradados através de uma
transformacdo anaerdbia, resultando na producdo de biogds e no
crescimento da biomassa bacteriana. Os gases gerados no processo séo
armazenados e queimados na Camara de Biogés. O efluente do reator
UASB alimenta o Reator Biologico Aerébio (RBLA) (5) cuja
capacidade é de 80 m® e seu funcionamento é baseado no processo de
lodos ativados, tendo por finalidade degradar biologicamente a matéria
organica remanescente sob condicOes aerdbias e promover a oxidacdo
do nitrogénio amoniacal.

3.2 APARATO EXPERIMENTAL (BIOFILTRO BIOTRICKLING)

Um biofiltro vertical do tipo biotrickling, em escala piloto
denominado (BTF), foi construido com tubo de PVC (1,5 m de altura e
didmetro interno @ 0,2 m), tampado em ambas as extremidades (Figura
6). O BTF foi preenchido com esferas de polipropileno denominadas
bioballs (ISTA 1-294, Taiwan) como material suporte para o0s
microrganismos na fixacdo do biofilme (volume vazio do BTF 43 L e
porosidade ne de 0,7). O BTF foi continuamente operado a longo de 200
dias continuos e alimentado por aspersdo, a partir de sua extremidade
superior, com agua residudaria de suinocultura como solugédo de meio de
cultura. Este efluente foi obtido diretamente a partir de um reator
biolégico de lodo ativado (RBLA- Figura 7B), po6s nitrificacdo-
desnitrificacdo, localizado na sequéncia de um reator anaerdbio de fluxo
ascendente com manta de lodo (UASB), situados na Estacdo de
tratamento de dejetos de suinos (ETDS) da Embrapa Suinos e Aves
(Concérdia, SC, Brasil).
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Figura 6- Esquema do biorreator BTF. (1) entrada de biogas; (2) do
reservatorio de aguas residuais; (3) bomba peristaltica; (4) de entrada de aguas
residuais; (5) saida de aguas residuais; (6) saida biogas purificado; (7)
termémetro; (8) biorreator.
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As caracteristicas fisico-quimicas do digestato bruto utilizado,
obtido a partir de um reator bioldgico de lodos ativados como solugdo
de alimentacdo de nutrientes no biofiltro, estdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1 — Caracterizacdo do efluente utilizado

Parametros RBLA
pH 6,9+0,5
P-PO3 (mg L™?) 25+5,.2
N-NH; (mg L™%) 57,4+ 15
N-NO; (mg L) 85+ 12
N-NO3 (mg L) 700 + 24
COT (mg L) 75+5
Turbidez (NTU) 730+8
ST (gLh 32402

“ Carbono organico total
Sélidos totais
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3.3 MEIO DE NUTRIENTES E ALIMENTAGCAO

O efluente (Tabela 1), foi mantido num reservatério circular de
50 L (30 cm de altura, 71 cm @ d.i.) bombeado a uma vazdo (Q) de 1,17
L min™, utilizando uma bomba peristaltica (Provitec, AWG-5000). A
solucédo de efluente foi substituida a cada 6 a 7 dias para restabelecer os
niveis de utrientes e aceptores de elétrons, assim como para controlar o
pH (>3,5).

O BTF foi continuamente alimentado com biogas bruto num
modo de fluxo ascendente e em contracorrente a aspersao superior de
nutrientes. Linhas de gas especificas foram usadas para conectar o
biogas produzido no UASB (24 m®) (Figura 7A), diretamente na valvula
de entrada do BTF. O fluxo de biogas foi controlado por medidores de
fluxo (OMEGA, FLDA Fluxo-Meter, BR) e um totalizador (Drum-tipo
medidor de gas TGO 5 / 1- Ritter, Alemanha). Eficiéncia de
dessulfurizagdo do BTF foi estimada pela diferenga entre as
concentracBes de saida e entrada de H,S do fluxo de gas, que foram de
0,024, 0,036, e 0,048 m®> h™. Um esquema do BTF utilizado foi
apresentado na Figura 5.

Figura 7- Reator anaerdbio UASB (A) e Reator bioldgico de lodos ativados
RBLA (B). Fontes de biogas e meio de nutrientes, respecitmavamente.




3.4 METODOS ANALITICOS
3.4.1  Andlises dos gases

Amostras de gases foram tomadas ao longo do tempo a partir do
BTF na entrada e na saida para a quantificacdo de metano (CHy),
dioxido de carbono (CO,) e sulfeto de hidrogénio (H,S). As
concentragdes foram determinadas usando um analisador de biogas
(GEOTECH biogés-5000, Geotechnical Instruments Ltd., UK),
contendo célula interna emitente comprimento de onda de infravermelho
com duplo canal de referéncia para andalise dos gases CH; e CO,, e
célula eletroquimica interna para analises dos gases O,, CO e H,S. Os
resultados sdo expressos em volume (% v/v e ppmv) a partir da pressao
estatica e da pressao diferencial dos gases no aparelho.

3.4.2 Determinacéo de Nitrogénio Amoniacal Total

A andlise de nitrogénio amoniacal total foi realizada com
eletrodo de ion seletivo da marca Thermo segundo procedimento
descrito no Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (APHA, 2012).

3.4.3 Determinacdo de Nitrito, Nitrato, Acetato, Sulfato e Fosfato

As concentragdes foram determinadas por cromatografia de
fons (ICS-5000 Thermo Scientific ™ Dionex ™ HPIC System).
Utilizou-se um detector condutivimétrico com supressdo eletrolitica
coluna capilar lonPac AS18-Fast (0,4 x 150 mm) e pré-coluna lonPac
AG18-Fast (0,4 x 35 mm), marca Dionex,volume de injecdo de 0,4 pLe
vazdo de eluente de 0,012 ml.min.

3.4.4 Determinacdo de enxofre elementar

As concentracfes de enxofre elementar foram quantificadas por
Analisador Elementar Organico (CHNS-O Flash, 2000). A amostra é
pesada em capsulas de estanho, colocado dentro do amostrador



automatico Thermo Scientific MAS 200R. Em seguida, passa ao reator
de oxidacdo / redugdo mantido a uma temperatura de 900-1000 ° C.
Substancias sdo convertidas em gases elementares que, apos reducao
adicional, sdo separados por uma coluna cromatografica e finalmente
detectado por um detector de condutividade térmica (TCD).

3.4.5 Determinacdo de carbono total

Para a determinagdo de carbono orgénico total dissolvido e
inorgénico total dissolvido, as amostras foram previamente filtradas em
filtro de fibra de vidro de porosidade de 0,45um. A quantificacdo foi
através do principio da oxidagdo por combustdo a 950°C sendo o CO,
medido por detector NDIR em infravermelho no equipamento de analise
elementar Multi Elementar Analitic® Multi C/N 2100 marca Analytik
Jena.

3.4.6  Determinagdo da Temperatura, Oxigénio Dissolvido e pH

As determinac@es de pH foram realizadas com pHmetro portatil
da marca Hanna Instruments HI 98183 pH/ORP Meter e calibrado
segundo os procedimentos descritos pelo APHA (2012), com solugdes
tampdo de pH 7,0 e 4,0 da marca Merk. A temperatura e o Oxigénio
dissolvido foram medidos duas vezes ao dia com o equipamento portatil
HANNA 9146 Oxigénio Dissolvido Meter com sistema de membranas.

3.4.7 Determinacdo de turbidez e sélidos totais, volateis e fixos

Para a determinacdo de turbidez foi utilizado um turbidimetro
Hach Model 2100P Portable Turbimeter com medidas de turbidez de
0,01 a 1000 NTU, e procedimento baseado no APHA (2012). As
determinacBes de solidos totais (ST, SV e SF), foram realizadas por
gravimetria conforme APHA (2012).
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3.4.8  Extracio de RNA

Apobs 115 dias de aclimatacdo do BTF, o biofiltro foi aberto
para permitir o acesso ao material suporte (bioballs) contendo
microorganismos em forma de biofilme. As bioballs (material suporte)
coletadas, foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido para
analises posteriores. Um total de 18 g de massa fresca de biofilme foi
obtido a partir de 9 bioballs coletadas aleatoriamente. Para extracdo de
RNA, bioballs foram mecanicamente quebradas, imersas em solugédo
tampdo de RNA (Zymo Research Corp., Irvine, CA), agitadas e
centrifugadas em tubo conico de centrifuga livre de 50 mL, estéril de
DNAase / RNAase (Corning Incorporated, Nova lorque).

O procedimento foi repetido 3 vezes. RNA foi extraido
utilizando ZR Soil/Fecal RNA MicroPrepTM, de acordo com o
protocolo (Zymo Research Corp., Irvine, CA) e, em seguida,
armazenado a -80 ° C no banco de microrganismos da EMBRAPA
Suinos e Aves, para posteriores andlises. A quantidade e integridade do
RNA foram verificados usando o fluorimetro Qubit (Qubit® dsDNA e
RNA BR Assay Kit) (Tabela 2). Tanscriptase reversa de amostras
extraidas de mRNA, foi realizada utilizando o kit de transcricdo reversa
High-Capacity cDNA (Applied Biosystems®) e o0 material
complementar DNA (cDNA) armazenado a -20 ° C.

Tabela 2 - Medicbes de RNA para a determinacdo da sua integridade e
quantidade. Os dados apresentados sdo para quatro amostras selecionadas
aleatoriamente.

Amostra A260/A230 A260/A280 RNA (ng L™

1 1.709 2.046 881
2 2.155 2.057 1185
3 1.356 2.043 591
4 2.078 1.938 1974
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3.4.9 TR-PCR quantitativo em tempo real

Caracterizagdo das comunidades metanogénicas dominantes
desenvolvidas no biofilme do BTF foi determinada através de anélises
16S rRNA. Transcriptase reversa quantitativa em tempo real TR-PCR,
foi utilizada para quantificar a concentracdo da maioria dos membros
relevantes dentro de trés ordens de bactérias metanogénicas
Methanobacteriales  (MBT),  Methanomicrobiales (MMB) e
Methanosarcinales (MSL), utilizando quatro iniciadores representativos
(Tabela 3), como previamente descrito (YU et al., 2005).

ReacGes SYBR foram realizadas utilizando o kit de PCR
QuantiFast® SYBR® Green (Qiagen). A configuracdo da reacdo da
sonda Tagman foi realizada com o Kit GoTag® Sonda de PCR System
(Promega). A amplificacdo foi realizada em intervalo de dois passos de
ciclos térmicos para ambas SYBR (5 min a 95°C seguido de 40 ciclos de
10sa95°C e 30 s a 60°C) e Tagman (2 min a 95°C seguido de 40 ciclos
de 15 s a 95°C e 1 min a 55°C) reacfes. Todos os ensaios TagMan e
SYBR gPCR em tempo real foram realizados utilizando
QuantStudioTM6 Flex Real-Time PCR System (Applied Biosystems®).
As amostras foram analisadas em triplicatas.
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3.4.10 Curvas padrdo de DNA recombinante

As curvas padrdo foram preparadas por diluicdes em série de
DNA de plasmideo recombinante (recDNA) contendo sequéncias-alvo
clonadas, como anteriormente descrito (MEZZARI et al.,, 2013).
Resumidamente, o DNA coletado a partir das bioballs foi agitado em
vortice e centrifugado em tubos conicos de 50 mL estéreis (Corning
Incorporated, Nova lorque). Amplificacdo de PCR quantitativo em
tempo real (QPCR) dos fragmentos do gene alvo pertencentes a MBT,
MMB e MSL foram realizados como se explicou anteriormente.

Produtos resultantes do gPCR foram purificados com o kit de
purificagdo PCR PureLink® (Invitrogen®) e clonado pGEMT Easy
Vector Systems (Promega®) de acordo com as instruges do fabricante.
As amostras clonadas foram inseridas em células competentes JM109
(Promega, EUA), plaqueadas em meio seletivo de Luria Bertani (LB) e
selecionadas com X-Gal (Sigma, St. Louis, MO) e ampicilina em placas
de meio (100 mg mL™). Coldnias positivas aleatoriamente selecionadas
foram submetidas a analise sequencial com um sistema ABI 3730 de
sequenciacdo, utilizando kit versdo 3.1 ABI PRISM BigDye Terminator
(Applied Biosystems, Foster City, CA). Os produtos sequenciados
foram purificados com método de precipitacdo isopropanol / etanol
antes da analise (ABI Prism 3130 Avant sequenciador Applied
Biosystems). As sequéncias obtidas foram alinhadas usando Ribosomal
Database Project (RDP) Infernal Aligner. As sequéncias foram
comparadas entre si, utilizando Basic Local Alignment Search Tool —
BLAST® (blast.nchi.nlm.nih.gov).

As concentracdes de DNA plasmidial (ng uL™) de cada clone
contendo as sequéncias alvo MBT, MMB, e MSL, foram determinadas
espectrofotometricamente 700 nm  (NanoDrop  Technologies,
Wilmington, EUA) e convertidas para nimeros de copias de de recDNA
pL, utilizando a seguinte férmula:

Gene copies uL™1 =
recDNA concentration (ng uL=1)x6.022x10%3 (copies mol™?1)
DNA amplicon size (bp)x660(g mol=1)x10°(ngg~1)
Onde:
660 g mol™ = massa média de 1 bp cadeia dupla de DNA
6.022 x10? cépias mol™ = Niimero de Avogadro



http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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3.5 CAPACIDADE DE REMOGAO DE H,S PELO BTF

A capacidade do BTF em remover H,S foi estimada tanto pela
eficiéncia de remocdo (ER), quanto pela capacidade de eliminacdo (CE)
(CHUNG; HUANG; TSENG, 1996). Eficiéncia de remocao foi definida
como a fragdo de H,S removida pelo BTF como segue:

Eficiéncia de remocéo (ER) % = (W) X 100

Centrada

Onde:
Centrada © Csaida S80 as concentracdes de entrada e saida de H,S em (g m”
%), respectivamente.

Devido as concentragfes do contaminante, o fluxo de biogas, e
o dimensionamento do biofiltro, somente o céalculo da ER pode ndo ser
apropriado para descrever o desempenho do biofiltro, apenas refletindo
uma condicdo especifica na qual é medida. Por essa razdo,
nomeadamente, CE, que é definida como a quantidade de contaminante
removida por unidade de tempo normalizado para o volume do leito do
biofiltro preenchido, € um pardmetro mais adequado para prever o
desempenho do processo de biofiltragem. A determinacdo da CE
permite a comparacdo direta dos resultados dos dois sistemas do
biofiltro diferentes, porque o volume e fluxo sdo normalizados. Além
disso, CE é também uma funcdo da concentracdo de entrada. CE foi
determinada como segue:

Capacidade de Eliminagdo: CE = % (Centrada — Csaida)

Onde:
Q é a vazdo de biogas (m* h™) e V é o volume do reator vazio

(m?).






4 RESULTADOS E DISCUSSAO
41 CARACTERIZACAO DO EFLUENTE (AGUA RESIDUARIA)

Estudos tém demonstrado que, independentemente de o
material de filtragem utilizado, a adicdo constante de nutrientes é
necessaria para sustentar uma atividade de degradacdo microbiana
satisfatéria. Uma deficiéncia de nutrientes progressiva, torna-se um fator
limitante para o desempenho de biofiltragdo a longo prazo
(DELHOMENIE et al., 2002).

Solugbes de nutrientes mais comumente usadas em BTFs sdo, na
maioria, estritamente sintéticas. Diante do analisado, colaboradores ja
relataram, que a presenca dos elementos C, N e P, em termos
nutricionais para o processo, ndo demandam de uma concentragdo
minima, ou seja, ndo ha limitagdo do processo a baixos coeficientes.
Porém, a suplementacdo deve ser continua para manter a eficiéncia do
processo e ndo causar morte de microrganismos, como foram testadas
por (WU et al., 2010)

De acordo com (TIEDJE, 1988), concentracfes acima de 42 mg
N-NO, podem ser inibitérias para algumas espécies de bactérias
oxidantes de H,S .Verifica-se na Tabela 1 que o valor de concentracao
deste ion no efluente foi bem superior a este reportado (85 mg N-NOy),
porém, como sera visto nos capitulos subsequentes, ndo houve inibicdo
do processo na realizagdo deste trabalho.

Fontes de carbono e de energia a partir da degradacdo de
contaminantes e nutrientes, tais como nitrogénio, fosforo, e
oligoelementos sdo necessdrios para O crescimento microbiano.
Normalmente, N, P e K s8o adicionados sob a forma de fertilizantes
comerciais (DEVINY, 1999). Neste caso, a concentracdo de fosfato de
25 mg. L™ presente no préprio meio de alimentagdo, mostrou-se
suficiente para o aporte e crescimento de microrganismos. Quanto a
concentracdo de carbono orgénico ndo houve consumo notério, devido o
processo ser quimiolitotrofico, com fonte de energia sendo o proprio
sulfeto de hidrogénio (H,S) e fonte de carbono dioxido de carbono
(COy).
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42 ACLIMATACAO DOS MICRORGANISMOS

O reator foi alimentado desde o inicio da operagcdo com agua
residuaria proveniente do reator bioldgico de lodos ativados (RBLA). A
colonizacdo e aclimatacdo por bactérias do BTF proposto ndo requereu a
inoculacdo devido a existéncia de diferentes grupos de microrganismos
presentes naturalmente no efluente, sendo este recirculado para a
adaptacdo dos mesmos ao reator. A aclimatacdo foi alcancada apos 12
dias de operacdo do sistema, observado pelo aumento da produgédo de
metano no gas, indicando haver remocdo de H,S satisfatéria (como
discutido abaixo) e representado na Figura 8.

Figura 8- Perfil do inicio da atividade de producdo de metano ap6s 12 dias de
aclimatacdo do BTF.
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A inoculagdo de biofiltros é uma tarefa trabalhosa, em se
tratando de tempo para adaptagdo, o crescimento e a atividade especifica
dos microrganismos. Em alguns casos, mesmo com 0O uso de
microrganismos oxidantes de H,S especificos, tais como Thiobacillus, e

Producdo Incremental de metano (%)



53

meio de cultura adequado para 0 mesmo, ha dificuldade em estabelecer
0 processo, 0 que requer varios dias de aclimatacdo (KIM; RENE;
PARK, 2008).

A utilizagdo de uma fonte proxima ao sistema de tratamento de
aguas residuais, devidamente acoplada aoc mesmo, como fonte de
nutrientes e aceptores de elétrons, foi preferida, numa tentativa para
superar a complexidade e manutencdo do sistema. Portanto, o trabalho e
manuseio intensos, que sdo comumente associados na preparagdo de
solucdes de alimentacdo (nutrientes) especificas, ou adicdo de uma fonte
externa de aceptores de elétrons, foram evitadas com esta forma de
alimentacdo do biofiltro. Além disso, efluentes de sistemas de
desnitrificacdo biolégica foram inicialmente utilizados como fonte
adequada e natural de conhecida populagdo de bactérias oxidadoras de
H,S, sendo capazes de colonizar com sucesso o BTF. Resultados
semelhantes sdo encontrados na literatura, relatando aclimatacéo
completa do sistema em 15 dias, utilizando-se de meio sintético e com
insercdo de bactérias oxidantes de H,S (DUAN et al., 2006),
corroborando com a rapida adaptacdo do meio e colonizagdo do sistema,
apresentando de forma rapida e eficiéncia do processo.

A utilizacdo de microrganismos exdgenos como fonte de
inéculo, portanto, ndo foi necessaria, eliminando os riscos associados
com o processo de inoculacdo. Por exemplo, a inoculagdo de um
biofiltro com microrganismos exdgenos especificos oxidantes de H,S,
tais como Thiobacillus spp., pode ser de dificil estabelecimento da
comunidade biolégica em escala de campo, exigindo até 3 semanas para
aclimatacdo adequada (KIM; RENE; PARK, 2008).

4.3 BIODESSULFURIZACAO DO FLUXO DE BIOGAS
4.3.1 Efeito da concentracdo de H,S

Um biofiltro do tipo biotrickling filter (BTF) foi construido em
escala piloto e monitorado durante 200 dias de operacédo, para avaliar a
sua capacidade em remover sulfeto de hidrogénio (H,S) do fluxo de
biogas, derivado de &gua residuéria da suinocultura. A seguir séo
apresentadas na Tabela 4, as condi¢des operacionais do sistema.



Tabela 4- Caracteristicas e condi¢fes operacionais do BTF utilizadas na planta
piloto.

Parémetros

Material suporte Biobolas de polipropileno
Vazbes de biogas (m* h™) 0,024 a 0,048
Concentracdes de entrada H,S (g m™) 1,63 -5,43

Temperatura (°C) 21+ 4

pH solucdo de nutrientes 6.9

Recirculacdo liquida (L min™) 1.17

TRH (min) 54 a107,5

Durante todo o periodo de tempo experimental, a concentracdo
de H,S de entrada encontrados no biogés variou de 1,63 g.m™ a 5,43
g.m?. Estas variagbes foram devidas as flutuacdes inerentes na
composicdo do biogéas, reaces esperadas e ocorridas em biodigestores
em escala piloto. Eficiéncia de remocdo (ER) de H,S de 100% (Figura
9) foi obtida com concentracdes de entrada H,S de 4,31 g m™. A ER
obtida com este reator BTF é comparativamente superior a outros
sistemas de biofiltro semelhantes (Tabela 5).
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Figura 9- Concentragdes de H,S medidos na entrada (entrada) e saida (saida) do
BTF juntamente com a eficiéncia de remocéo estimada (ER). Vazes de biogas
de entrada (Q) de 0,024 (1), 0,036 (1) e 0,048 m*.h™ (I11), foram testados.
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Para ilustrar, a maxima eficiéncia de remocdo do BTF de
99,8%, foi obtida com maxima capacidade de eliminacéo de 4,80 g m*
h™. O niimero obtido neste estudo, é comparado a trabalhos similares
(Tabela 5). Para efeitos de comparacdo, um sistema de biofiltro escala
piloto, muito mais elaborado combinado com injecdo de oxigénio 7%
(v/v) e com bactérias especificas de inoculacdo, foi capaz de manter uma
ER maxima de 100% com uma CE de 26,9 g H,S m™® h™* (SU; CHEN;
CHANG, 2014). O processo testado no presente trabalho, foi
estabelecido com sucesso, sem necessidade de suplementacdo
nutricional, o que € vantajoso quando comparado aos processos com
efluentes sintéticos. Neste caso, o sistema mostrou-se eficaz
apresentando vantagens econdmicas no processo de biodessulfurizacao.

Da mesma forma, levando-se em conta um BTF em escala
piloto sob condicdes experimentais comparaveis, Fortuny et al. (2008),
alcancaram maxima CE de 170 g H,S m’ h™. Outros estudos, utilizando
processo fisico-quimico, através do uso de Fe (lIl) -EDTA, removeu
pequenas concentracdes de H,S a partir do ar (60 a 130 mg de m™)



56

(WASAG, 2012). O emprego de sulfeto férrico para remocéo de sulfeto
de hidrogénio é satisfatério, mas, acarreta riscos eminentes de exploséo
no processo, devido a reacdo ser extremamente exotérmica (LIU et al.,
2013).

A fim de avaliar dois processos biol6gicos simultaneamente
(biofiltro e biofiltro tipo biotrickling) para a degradacdo de uma mistura
de compostos de enxofre (Tabela 5), utilizando biogas sintéticos e meio
de cultura de &guas residuais, 0s autores encontraram uma satisfatoria
remocdo de H,S, provando ainda mais que a utilizagdo de biofiltros para
biodessulfuracdo ¢é eficaz (MALHAUTIER et al., 2014). No entanto,
resultados satisfatorios foram encontrados neste estudo, operando com
um Unico reator com apenas um tipo de material suporte.

Os coeficientes da capacidade de eliminacdo (CE) dependem
dos dois termos da equacdo: (HzSentrada- H2Ssaiga) € tempo de residéncia
(TRH). No entanto, as caracteristicas do biofiltro, condigdes
operacionais e tipos de microrganismos também definem a ER. Os
resultados mostram uma diferenca nas espécies de bactérias, o que
provavelmente afetou a taxa de conversdo H,S. Como pode ser
observado, o desempenho operacional do BTF em escala piloto descrito
neste trabalho é consistente com a literatura, como demonstrado na
Tabela 5.
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Outras experiéncias (Tabela 5) em escala de laboratério, usando
meio de cultura sintético e condi¢Bes controladas de pH &cido,
mostraram uma ER méaxima de 95% com um CE de 100 g H,S m™ h™
(MONTEBELLO et al., 2014). Estudos realizados em um sistema de
dessulfurizacdo em escala piloto, alimentado com biogas real e efluentes
de &guas residuais de tanque aerdbio secundario como solucdo de
alimentacdo de nutrientes, mostrou uma ER de 90% com um CE média
de 169 g H,S m® h™ (DE ARESPACOCHAGA et al., 2014).

Para determinar as limitagcGes do sistema do BTF, no que diz
respeito ao aumento das vazdes de aplicacdo de H,S, a vazdo de biogas
de entrada foi aumentada gradualmente a partir de 0,024 m® ha 0,048
m™ h™. Apés 71 dias, a vazdo de biogas foi aumentada de 0,024 a 0,036
m™ h™. Concomitantemente com o aumento da vazdo de biogés, houve
reducdo na ER em média de 94% para 92% (Figura 9).

Novamente, um aumento adicional na vazdo biogas de entrada
de 0,036 para 0,048 m™ h™ apés 141 dias, também foi acompanhada por
reducdo nos coeficientes de ER de 92% para 89% (Figura 10). Estes
resultados sugerem limitacdo do sistema para remover H,S de forma
eficiente a qualquer vazdo de aplicacdo de entrada de biogas. A CE
média obtida com vazdo de entrada de biogés foi de 0,024, 0,036 e
0,048 m™ h™ foi de 2,26; 3,26 e 1,35 g H,S m™ h'™, respectivamente.
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Figura 10 - Correlagdo entre taxa de aplicacdo de entrada H,S e capacidade de
eficiéncia de remocdo H,S (CE), pelo biofiltro ao longo de 200 dias de
operacao.
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Os aumentos das vazbes de biogds ao longo do periodo
experimental afetaram ER e CE. No entanto, mesmo nestas
circunstancias, uma ER média de 92% com um CE de 2,57 g m™ h foi
alcancada através de todo o periodo experimental, resultando em
concentrages de saida de 0,23 g m™ de H,S (equivalentes a 160 ppmv)
no biogas filtrado. Do ponto de vista de engenharia, a obtencéo de tais
concentracdes de H,S relativamente baixas na corrente de gas filtrado
serviu para demonstrar a adequagdo e a aplicabilidade potencial deste
tipo de biofiltro na producdo de uma fonte de combustivel limpo de
biometano combustivel. Isto porque, os motores de combustdo interna
sdo capazes de suportar até 500 ppmv de H,S sem apresentar problemas
de corrosdo (WELLINGER, 2000).

Tabela 6 sumariza os coeficientes aplicados de vazbes de
biogés, juntamente com CE e RE alcangadas no processo.
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Tabela 6- Diferentes vaz0es de biogas, capacidade de eliminacéo e eficiéncia de
remog4o.

Vaz6es de biogas (m? h) 0,024 0,036 0,048
CE (gH,Sm®h™) 2,26 +0,28 3,26 +0,45 1,35 +0,7
ER (%) 94,8 92,8 89

A égua residudria, a partir do reservatdrio de alimentacdo, foi
amostrada ap6s 115 dias de operacdo do BTF, sendo analisados 0s
parametros: oxigénio dissolvido, pH, aménia, ion acetato (CH;COO),
sulfato  (S-SO,), nitrito  (N-NO,), nitrato (N-NOj), conforme
apresentado na Figura 11. Um pH de =6,9 foi medido no reservatoério de
alimentacdo e meio de nutrientes (efluente bruto), quando reposto
(Figura 12). O pH no reservatério diminuiu lentamente ao longo do
tempo atingindo um valor de pH=3 na parte final de 6 dias. Do mesmo
modo, as concentragdes de oxigénio dissolvido ao longo do tempo
diminuiram de 2,4 para 0,4 mg L™, para 0 mesmo periodo de tempo
experimental (Figura 12). A amoénia ndo foi consumida ao longo do
tempo mantendo-se em concentracdes de 50 a 63 mg L™ (Figura 17).
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Figura 11- Perfil de concentragbes de sulfato, nitrato, nitrito e acetato na
solucdo de nutrientes ao longo do tempo. Dados adquiridos ap6s 115 dias de

operagdo biofiltro.
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Figura 12- VariacOes de pH e concentragdo de oxigénio dissolvido na entrada e
saida do biofiltro ao longo do tempo de amostragem
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Os dados e respostas analiticos indicaram, que o biofiltro
remove eficazmente H,S do biogds por meio de um processo de
oxidacdo bioldgica, corroborando os resultados encontrados por Su et al.
(2014), utilizando condicBes semelhantes, com a producéo de sulfato de
1149 + 172 mg L™

A concentracdo de sulfato S-SO, na solugdo de alimentacéo
aumentou de 94 a 1206 mg L™ ap6s 6 dias. Para N-NO, (93,6 mg L™) e
N-NO; (689 mg L™), concentragbes estas inicialmente presentes na
solucdo de nutrientes, foram continuamente consumidos ao longo do
tempo, atingindo 0 e 9,6 mg L™ apés 6 dias, respectivamente (Figura
11). O acetato também foi consumido lentamente de (6,3 + 0,48 mg L-
1), ao longo de 6 dias de monitoramento.

Assim, com base no consumo de N-NO, e N-NOs; , e o
actimulo de SO, (1.206 mg 1) e S° (55.8%) ao longo do tempo, é
possivel confirmar que a remocao biolégica de H,S no sistema BTF, foi
realizada por desnitrificacdo quimiolitotréfica, corroborando como
anteriormente encontrado por (KLEEREBEZEM; MENDEZ, 2002).
Neste caso, N-NO, e N-NOj3™ séo reduzidos para N,, enquanto o H,S é
oxidado a SO4% ou S°, de acordo com as Eqs. (FAJARDO et al., 2012).

S?2+1.6NOy + 1.6 H* == SO, 2+ 0.8 N, + 0.8 H,0 Equacdo (5)
S?+0.4NO; +24H" == s°+0.2N, + 1.2 H,0 Equacio (6)

Desnitrificacdo quimiolitotrofica pode ser usada para remover
0s Oxidos de nitrogénio e compostos de enxofre como uma alternativa
interessante para desnitrificagdo heterotrofica de efluentes com altas
concentracbes de nitrato e de baixo teor de matéria organica
(VAIOPOULOU; MELIDIS; AIVASIDIS, 2005).

Vale ressaltar sobre as concentracbes de NO,, as quais
apresentaram, boa resposta ao crescimento microbiano, ndo havendo
inibicdo, mesmo com a presenca elevada de nitrato (Tabela 1). No
entanto, este fendmeno ndo parece ter um efeito inibidor sobre o
desempenho do processo, como foi mencionado anteriormente na
literatura (SONG; SHIN; HWANG, 2010). Além disso, o biofiltro foi
capaz de funcionar usando as formas nitrogenadas (nitrito e nitrato),
como um receptor de elétrons. Desta forma, as concentracdes de
nutrientes do efluente utilizado foram suficientes e apresentando
eficiéncia satisfatdria.
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E digno de nota mencionar que, apds 6 dias, um lodo amarelado
(Figura 13) foi observado um deposito na parte inferior do reservatério
de alimentagdo. Além disso, a caracterizagdo deste lodo revelou que sua
composicao foi de 55,8% * 1,3 enxofre na forma de S°, indicando que
S0,% e S° foram os principais metabdlitos produzidos a partir da
biooxidacdo de H,S (Figura 13).

Figura 13- Representacdo visual do meio de nutrientes do BTF ao longo de 6
dias

Fonte: O autor

As reacOes de oxidacdo de sulfeto por sulfobactérias
quimiolitotroficas, representadas pelas equagfes acima, foram
confirmadas, considerando a viabilidade termodindmica mais favoravel
do processo (Tabela 7), comparativamente com a rota metabdlica
apresentada, como demonstrado pelas reagdes.

Tabela 7- ReagBes de oxidagdo de sulfeto por sulfobactérias quimiolitotréficas.

Reacéo de Oxidacao AG® (KJ/mol)
H,S+0, < SO, 2 +2H" -798,2
S2+ 0,4 NOg + 2,4H" = S° + 0,2N, +1,2 H,0 -191,0
S,032 + 20, + H,0 <= 250,72 + 2H" -884,1
S%+ H,0 +1% 0, = SO, + 2H" -587

Fonte: O autor

Além disso, quando o efluente de aguas residudrias é usado
como fase liquida e o BTF é operado em condi¢Bes neutras de pH,
outras culturas bacterianas (por exemplo, com capacidade de
nitrificacdo, oxidacdo da matéria organica, a oxidacdo do metano),



também podem crescer sobre o biofilme por causa da matéria organica
residual e do contelido de nutrientes, competindo deste modo com as
bactérias oxidadoras de sulfato (BOS's), pelo consumo de oxigénio.

Esta condicdo favoreceu duas situacdes que melhoraram o
desempenho e funcionamento do sistema de biofiltragem.
Primeiramente, ndo aconteceu diluicdo do biogas de saida do BTF e
também, favoreceu o desenvolvimento das bactérias metanogénicas em
um ambiente sob condigdes andxicas, produzindo biometano,
aumentando a capacidade energética do BTF.

4.4 INCREMENTO NA PRODUCAO DE METANO

N&o se encontram na literatura estudos que se concentraram na
capacidade de filtros biolégicos em aumentar a concentracdo de CH,
simultaneamente com a biodessulfurizacdo nos fluxos de biogés. Ao
contrario, no entanto, muitos estudos visam a remog&o biol6gica CH, do
fluxo de biogas, contribuindo assim para a reducdo das emissGes de
gases de efeito estufa (RAGHOEBARSING et al., 2006). Portanto,
considerando-se em nivel mundial, o crescente interesse por fontes
alternativas de energias renovaveis a partir de biomassa e o valor
energético intrinseco do CH,4 como combustivel, a producdo incremental
de biometano, concomitantemente ao processo de
biodesulfurizacdo do biogas derivado de agua residuaria de suinocultura,
e talvez qualquer outra composicdo de gas que também seja rica em CO,
e Hy, podem ser relevantes para a industria. As concentragdes de entrada
de CH, e de CO, presente no biogas bruto foram de 80,7 + 7,4% e 24,1
*+ 2,7%, respectivamente (Figura 14). As concentracdes de CH, e de
CO, medidas na saida do BTF foram de 82,3 + 7,5% e 22,1 + 3,6%,
respectivamente.  Dessa maneira, foi observada uma produgéo
incremental de
biometano de até 10%. No entanto, o aumento em CH, médio de 3,8 +
1,68 g.m™ ao longo dos 200 dias de operacéo BTF, foi continuo (Figura
14).
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Figura 14 - Perfil das concentragdes de metano medidas na entrada e na saida do
biofiltro ao longo de 200 dias de operagéo continua do BTF.

| @®CH,entr OCH,saida #[(CH,saida - CH,entr)/(CH,entr)] x 100

|

500 158

2

400 g
= 10 €
é 300 e
- 5
5 200 5 b
© 100 =
3

0 0 5

0 50 100 150 200 ©

Tempo (d) o

Este pequeno, mas consistente, aumento na concentracdo de
CH, durante a remocdo simultdnea de H,S pode ser importante no
desenvolvimento de volumes de reatores maiores e a utilizacdo de
tempos hidraulicos prolongados, ou seja, com o

Figura 15- Correlacdo entre a produgdo cumulativa de C-CH, e remocéo de C-
CO, ao longo de 200 dias de operacdo continua do BTF.
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objetivo de explorar ao maximo essa concentracdo extra de metano e
transformar em beneficio energético.

Observou-se uma correlagdo satisfatéria (r* = 0,99) entre a
remocdo de C-CO, e producdo C-CH, (Figura 15), fornecendo uma forte
evidéncia para corroborar que a producéo de CH,4 incremental foi ligada
a atividade metanogénica hidrogenotréfica convertendo CO; a CH,.

O uso de efluente de aguas residuérias a partir de biorreatores
de desnitrificacdo como solucdo de alimentacdo para biofiltros
biotrickling, podem conter concentragfes suficientemente altas de NO,’
e NOs', que sdo conhecidos por exercer efeitos toxicos ou inibitorios
sobre bactérias metanogénicas. No entanto, enquanto que varios estudos
apontam para que os efeitos dos NO, sdo altamente tdxicos para
metanogénese, outros estudos mostraram resultados contraditérios que
demonstram que a desnitrificacdo e metanogénese, podem coexistir em
biofilmes (PENG et al., 2008).

Esta controvérsia, claramente demonstra que uma maior
investigacdo é necessaria para prever os efeitos potenciais de NOy
presentes nas 4aguas residudrias, na estrutura da comunidade
metanogénica que se desenvolve na forma de biofilme em biofiltros de
dessulfurizacdo. A presenca de NOy nas concentracfes testadas neste
trabalho (783 mg L™*, Figura 11) ndo parecem afetar a atividade
metanogénica, corroborando com estudo previamente reportado
(BANIHANI; SIERRA-ALVAREZ; FIELD, 2009). Bactérias
metanogénicas também sdo altamente sensiveis e inibidas por baixas
concentragcBes de oxigénio. No entanto, a presenca de oxigénio
dissolvido a = 2,2 mg.L™ (Figura 12), ndo parecem afetar a ocorréncia
da metanogénese.

4.4.1 Efeito na concentracdo de CO,

O consumo de CO, ndo foi observado durante os primeiros 15
dias de operacdo do BTF, sugerindo que populagdes metanogénicas
hidrogenotréficas, demandam tempo para aclimatacdo ao meio e para o
estabelecimento apropriado no biofilme (Figuras 14 e 15). Durante este
tempo de aclimatacdo, no entanto, a producdo de CH, foi ainda
verificada, provavelmente devido a atividade das bactérias
metanogénicas acetoclasticas, utilizando o acetato presente na
alimentacao.
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A deteccdo de bactérias metanogénicas acetoclasticas ativas no
biofilme pode explicar o consumo lento de acetato do substrato ao longo
do tempo (Figura 11). E importante salientar, que durante o tempo de
aclimatacdo do BTF, metanogénicas acetoclasticas podem ter
desempenhado um papel importante, induzindo a formacdo e
manutencdo de biofilme, ligados ao material suporte de preenchimento
(bioballs), como foi de fato observado. Isso ocorre, porque bactérias
acetoclasticas tém velocidades de crescimento relativamente maiores do
gue bactérias hidrogenotrdficas e agem como um ndcleo de crescimento
para a iniciacdo de, formando uma espinha dorsal estrutural que permite
a fixacdo de outros microrganismos (SONG; SHIN; HWANG, 2010)
(ZHENG; ANGENENT; RASKIN, 2006).

Depois que o tempo de aclimatagdo tenha sido alcancado, a rota
metabolica metanogénica via hidrogenotrofia, pareceu prevalecer sobre
todo o periodo experimental. Isto foi evidenciado pela forte correlacdo
obtida entre a produgdo de CH, e consumo de CO,, bem como o
dominio das bactérias metanogénicas hidrogenotroficas (Figuras 15 e
16).

Figura 16 - Numero médio de cOpias dos genes de metanogénicas acetoclasticas
(Methanosarcinales) e hidrogenotréficas (Methanobacteriales e
Methanomicrobiales), desenvolvidas no biofilme do BTF ap6s 140 dias de
aclimatacéo do sistema.
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O aumento da populacdo de bactérias hidrogenotroficas
desenvolvidas e encontradas no biofilme ndo foi surpreendente,
considerando a viabilidade termodindmica mais favoravel do processo,
comparativamente com a rota metabdlica acetoclastica, como
demonstrado pelas reacdes:
4H,+CO, ¥ CH,+2H,0 AG'=-135kJ Equacéo (7)
CH3;COO + H" <= CH, + CO, AG° =-75,7KkJ Equac&o (8)

Em relacdo ao comportamento da fracdo de carbono orgéanico
do meio de nutrientes durante o processo, observou-se um aumento
linear na concentragdo de carbono inorgénico (Figura 18A), devido a
dissolucdo do CO, gasoso na fase liquida, até sua saturacdo. Em
contraste, a concentracdo de carbono organico no meio de nutrientes
manteve-se constante (Figura 18B), ndo havendo consumo pelos
microrganismos como fonte de energia, corroborando com o processo
quimiolitotrofico.

4.4.2  Estrutura da comunidade metanogénica

Os grupos dominantes de metanogénicas encontradas no
biofilme do BTF, foram quantificados por transcriptase reversa
filogenética 16S rRNA de genes codificantes de e sua correspondente
taxanomia metanogénica (YU et al., 2005). A utilizacdo destes
conjuntos de iniciadores foram utilizados com sucesso para identificar
organismos de referéncia correspondentes, em cultura pura ou amostras
ambientais (SHIN et al., 2010) (SONG; SHIN; HWANG, 2010) (LEE
et al., 2009) (HWANG et al., 2008).

Alguns dos principais géneros observados, a partir desses
estudos utilizando o MMB-set, incluem deteccdo de membros de
Methanoculleus spp., Methanospirillum spp., Methanomicrobium spp.,
Methanogenium spp., Methanoplanus spp., Methanofollis spp.,
Methanocorpusculum spp., Methanococcus spp. Ja os iniciadores MBT
identificaram membros Methanobacterium spp., Methanothermobacter
spp., Methanobrevibacter spp., Methanosphaera spp.

Iniciadores MSL, os quais compreendem tanto as familias
Methanosarcina Methanosaeta, também pode abranger Methanosarcina
spp., Methanococcoides spp., Methanolobus spp., Methanosalsum spp. e
Methanosaeta spp. Entre as trés principais ordens de archaea
investigadas, apenas Methanosarcinales (MSL) sdo compostas de
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grupos de bactérias metanogénicas acetoclasticas (ROSENBERG et al.,
2013), enquanto que Methanobacteriales (MBT) e Methanomicrobiales
(MMB) s8o conhecidas como metanogénicas hidrogenotroficas
(WORM et al., 2011).

As populagbes hidrogenotréficas do grupo MBT foram
dominantes no biofilme do BTF, seguido por MMB e MSL (Tabela 8).
A concentracdo média de copias dos genes MBT (1,9 x 10™ cépias de
gene mL™) foi de trés e quatro ordens de grandeza superiores do que o
grupo MMB (7,3 x 10® cépias do gene mL™) e acetoclasticas MSL (2,9
x 10" copias de gene mL™), respectivamente. A presenca de
metanogénicas acetoclasticas e hidrogenotréficas no BTF, esta de
acordo com a natureza ubiqua das comunidades archaeas acetoclasticas
e hidrogenotréficas, encontradas nos efluentes de aguas residuérias da
suinocultura, usado como solugdo de alimentacdo do BTF (DA SILVA
et al., 2014). As amostras representam dados de 9 bioballs recolhidas
aleatoriamente. Cada conjunto de amostras representam analises de
RNA de 3 bioballs. Os dados séo apresentados como médias nimero de
copias de gene (mL™ e + desvio padréo).
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Deve notar-se que, embora com taxas de crescimento mais
rapidas, metanogénicas acetoclasticas sdo mais sensiveis as
concentracbes de amodnia tdxica comparadas as hidrogenotroficas
(SONG; SHIN; HWANG, 2010). E improvavel, contudo, que as
concentragdes consideravelmente baixas de aménia medidos na solucéo
de alimentacdo 50 a 63 mg L™ (Figura 17) poderiam exercer esses
efeitos adversos sobre a atividade das metanogénicas acetoclasticas.

Figura 17- Perfil da concentracdo de amonia na solucdo de alimentacdo de
dguas residuérias ao longo do tempo. Dados adquiridos apds 115 dias de
operacdo biofiltro.
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No entanto, enquanto as concentracdes de amonia, nitrato,
nitrito e oxigénio presentes no efluente (pH= 6,9 a 3,5), conforme
discutido anterioemente podem afetar a atividade metanogénica em
atingir o seu potencial metabo6lico completo no BTF, ainda permanece
pouco claro e demanda maiores investigacoes.






5 CONCLUSAO

No geral, um biofiltro simples e de baixa manutencdo para a
remocdo de H,S de vazbes diferenciadas de biogas foi projetado e
avaliado. Efluente de &guas residuarias da suinocultura a partir de um
bioprocesso (terciario) de desnitrificacdo foi usado eficazmente como
fonte de nutrientes, aceptores de elétrons e inéculo de bactérias
oxidantes de H,S, de modo que, a aclimatacdo dos microrganismos e do
processo foi obtida a partir dos 12 dias iniciais de operacao.

Méaxima remocdo de eficiéncia de 99,8% foi atingida na
maxima capacidade de eliminacdo de 4,80 g de H,S m® h’. Em
oposicéo, o valor critico de CE foi de 0,94 g de H,S m® h™’. Médias da
CE obtidas com as vazdes de entrada do fluxo de biogas de 0,024, 0,036
e 0,048 m* h™ foi de 2,26; 3,26 e 1,35 g de H,S m*h™, respectivamente.
A remocdo do sulfeto de hidrogénio e a producdo de biometano a partir
de biogas de aguas residudrias de suinocultura podem ser acoplados,
porém, damandam de maiores investigagoes.

Bactérias metanogénicas hidrogenotroéficas incluidas no grupo
Methanobacteriales, foram dominantes no biofilme do BTF, mesmo sob
condicdes microaerofilicas e desnitrificantes, as quais ndo séo
termodinamicamente favoraveis pakira o processo de metanogénese,
mas necessarias para a oxidacdo biol6gica de H,S satisfatdria. Um
aumento em CH, de =3,8 + 1,68 g m® foi observado no fluxo de biogas
filtrado ao longo dos 200 dias de opera¢do do BTF.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Realizar em paralelo um reator fermentativo para
aproveitar o H, e redireciona-lo para otimizar
hidrogenotrofia.

e Compreender ecologia microbiana interna afim de
entender os processos bioquimicos e rotas metabolicas
de biooxidacdo de sulfeto;

e Avaliar o efeito de outras fontes de efluentes como
meio de cultura e aceptores de elétrons;

e Diferenciar condi¢bes operacionais tais como
temperatura, TRH, oxigénio dissolvido e pH, para
avaliar seus efeitos na eficiéncia e chegar a melhor
condi¢do de operagéo;

e Testar outros materiais suporte para fixacdo do
biofilme.
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Figura 18- Perfil da concentragdo de carbono orgénico e inorgénico total.
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