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RESUMO

O presente trabalho teve o objetivo geral de aprofundar os conhecimentos sobre a aplicacdo
de biorreatores microaerobios na remo¢do de BTEX para o desenvolvimento de uma
tecnologia alternativa de biorremediacdo ex situ de aguas doces e salobras contaminadas com
esses compostos. Para isso, foi avaliado o efeito de diferentes vazGes de microaeragao (0,5-2,0
mL armin™), pontos de injecdo (linha de alimentacdo e headspace) e da recirculacdo de
efluente (0,7 L-h™) na degradacéo microaerébia de BTEX (~4,2 mg-L™ de cada composto) em
um biorreator metanogénico (TDH = 24 h). Ainda, investigou-se a influéncia de crescentes
concentracdes de NaCl (0,15-3,64 g-L™") na degradacdo microaerdbia desses compostos, e
avaliou-se o efeito da presenca de intermediarios (fenol, benzoato e tolueno) na eficiéncia de
remocdo de benzeno sob condigdes anaerdbias e microaerdbias. Finalmente, avaliou-se, em
ensaios em batelada, o efeito da presenca do cossubstrato etanol (1 g DQO-L™), de diferentes
concentracdes de oxigénio dissolvido (0,88-2,65 mg-L™) e da aclimatacéo do lodo de indculo
na degradacgdo anaerébia de BTEX. A microaeracao assegurou altas eficiéncias de remocéo (>
83%) para todos 0s compostos, e 0s melhores resultados foram obtidos com 1,0 mL ar-min™,
particularmente para benzeno, com um aumento de 30% na eficiéncia de remocdo, na
condicdo de microaeracdo na linha de alimentacdo. A recirculacdo de efluente mostrou-se um
fator importante para melhorar a transferéncia de massa e, consequentemente, a remocao de
BTEX. A \volatilizacdo desses compostos foi insignificante mesmo sob condicdes
microaerdbias, sugerindo que a atividade microbiana foi o principal mecanismo de remocéo.
Quando submetido a concentracdes crescentes de NaCl (0,15-3,64 g-L™), houve reducdo da
eficiéncia de remocéo de BTEX, chegando a um decréscimo de 18% para o benzeno quando a
maior concentracdo de NaCl (3,64 g-L™) foi adicionada. O estudo com os intermediarios
revelou que a degradacdo do benzeno era negativamente impactada pela presenca dos
mesmos, principalmente do benzoato, mesmo sob condi¢bes microaerdbias. Finalmente, a
presenca de cossubstrato afetou negativamente a degradacdo anaerdbia de BTEX apenas para
o0 lodo ndo aclimatado, enquanto a adi¢do de oxigénio apresentou efeito positivo apenas para o
lodo aclimatado, cujos melhores resultados foram obtidos na concentragdo de 1,77 mg-L™,

evidenciando a importancia da aclimatacdo da microbiota a condigdes microaerobias.

Palavras-chave: Hidrocarbonetos aromaticos, intermediarios, microaeracdo, salinidade.



ABSTRACT

The present work aimed at evaluating the application of microaerobic bioreactors on BTEX
removal for the development of an alternative technology for ex situ bioremediation of fresh
and brackish waters contaminated with these compounds. For this purpose, the effect of
different microaeration flow rates (0.5-2.0 mL mL airmin™), injection points (feeding line
and headspace) and effluent recirculation (0.7 L-h™) on microaerobic BTEX degradation (~
4.2 mg-L™ of each compound) were evaluated in a methanogenic bioreactor (HRT = 24 h).
Also, the influence of increasing NaCl concentrations (0.15-3.64 g-L™) on microaerobic
degradation of these compounds was investigated, and the effect of the presence of
intermediates (phenol, benzoate and toluene) on benzene removal efficiency under anaerobic
and microaerobic conditions was studied. Finally, the effect of the presence of the co-
substrate ethanol (1 g COD-L™), different dissolved oxygen concentrations (0.88-2.65 mg-L™)
and acclimatization of the inoculum sludge on anaerobic BTEX degradation was assessed.
The microaeration (0.5-2.0 mL air-min™) ensured high removal efficiencies (> 83%) for all
compounds, and the best results were obtained with 1.0 mL air-min™, particularly for benzene,
with an increase of 30% in the removal efficiency, with microaeration at the feeding line.
Effluent recirculation proved to be an important factor in improving mass transfer and,
consequently, BTEX removal. Volatilization of BTEX compounds was insignificant even
under microaerobic conditions, suggesting that microbial activity was the main removal
mechanism. When subjected to increasing NaCl concentrations (0.15-3.64 g-L™), there was a
reduction of BTEX removal efficiency, reaching a decrease of 18% for benzene when the
highest NaCl concentration (3.64 g-L™) was added. The study with the intermediates revealed
that benzene degradation was negatively impacted by their presence, especially of benzoate,
even under microaerobic conditions. Finally, the presence of co-substrate negatively affected
anaerobic BTEX degradation only for the non-acclimatized sludge, whereas the addition of
oxygen had a positive effect only for the acclimatized sludge, whose best results were
obtained for the concentration of 1.77 mg-L?, evidencing the importance of microbiota

acclimatization to microaerobic conditions.

Keywords: Aromatic hydrocarbons, intermediates, microaeration, salinity.
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1. INTRODUCAO

Hidrocarbonetos de petroleo sdo importantes fontes de energia e matéria prima
para varias industrias. Dessa forma, a grande demanda por produtos de petréleo no dia a dia
pode ocasionar impactos ambientais, caso ndo haja operacdo e manutencdo adequada dos
equipamentos e atividades (VARJANI, 2017; VARJANI; UPASANI, 2017). Atividades
antrdpicas, como, por exemplo, industriais, lancamento de efluentes, atividades da industria
de petrdleo off shore e on shore, bem como derramamentos acidentais, causam polui¢do por
hidrocarbonetos de petroleo. Essa poluicdo afeta 0 meio ambiente e representa risco a salde,
direta ou indiretamente, de todas as formas de vida no planeta Terra (ABBASIAN et al.,
2015; ALVES et al., 2017; CORSEUIL et al.,, 2011; FARHADIAN et al.,, 2008). Os
hidrocarbonetos de petroleo sdo compostos recalcitrantes e sao classificados como poluentes
prioritarios (DENG; YANG; DENG, 2017; OTENIO et al., 2005).

Dentre os diversos compostos que compdem o petrdleo e os seus derivados, estdao
os hidrocarbonetos monoaromaticos benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos (BTEX). Esses
compostos possuem como principais caracteristicas a presenca do anel benzénico em sua
estrutura molecular, o carater volatil e elevada solubilidade em &gua quando comparado a
outros hidrocarbonetos presentes na gasolina, como os alifaticos (FARHADIAN et al., 2008;
NAKHLA, 2003).

Os compostos BTEX sao liberados para 0 meio ambiente atraves de derrames
acidentais de combustiveis fosseis, como gasolina, durante o transporte e vazamentos de
tanques de armazenamento subterraneo e tubulagdes (CORSEUIL et al., 1998, 2011;
KHODAEI et al., 2017).

Portanto, a contaminacdo da dgua com compostos monoaromaticos € um grave
problema ambiental e de salde publica, uma vez que esses compostos sdo tdxicos e
potencialmente carcinogénicos para humanos, causando desde dor de cabeca e tonturas a
possivel inducdo de neurotoxicidade, se exposto em longos periodos (ALVES et al., 2017;
CORSEUIL et al., 2011; CRUZ et al., 2017; FARHADIAN et al., 2008; PENG et al., 2015;
TSANGARI et al., 2017).

Entre as formas de contaminacdo da agua subterrdnea com BTEX, 0s postos de
combustivel sdo uma fonte significativa, seja por derramamento de lubrificantes ou aditivos

de combustivel, uso indevido de separadores de Oleo ou, principalmente, vazamento de
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combustivel de tanques de armazenamento subterraneos (ALVES et al., 2017; CORSEUIL et
al., 2011).

Até a década de 1980, as investigacdes envolvendo a remocdo por acdo
microbioldgica desses compostos foram todas realizadas sob condi¢Ges aerdbias, por ser
considerada mais rapida e completa (OLAJIRE; ESSIEN, 2014). N&o se conhecia, € mesmo
ndo se esperava, que organismos anaerdbios pudessem realizar uma mineralizagdo completa
de hidrocarbonetos (CHAKRABORTY; COATES, 2004).

Pesquisas e estudos da degradacdo anaerObia de hidrocarbonetos sdo mais
recentes (MECKENSTOCK; MOUTTAKI, 2016). O processo de mineralizagdo anaerdbia de
hidrocarbonetos no meio ambiente ocorre em zonas mais profundas com auséncia ou baixas
concentracdes de oxigénio, como infiltragdes em terra ou no fundo do mar (ABBASIAN et
al., 2015), ou, até mesmo, em ambientes com baixo teor de oxigénio, onde a atividade
biologica aerdbia cessa a medida que todo o oxigénio é utilizado (VARJANI; UPASANI,
2017; WAALS et al., 2017), ocorrendo uma sucessdo de microrganismos anaerobios que
degradam hidrocarbonetos (ABBASIAN et al., 2015), fazendo uso de diferentes aceptores
finais de elétrons (nitrato, ferro, sulfato e manganés) (VARJANI, 2017).

Estudos demonstraram que a capacidade de degradacdo dos microrganismos
anaerébios € muito maior do que se supunha anteriormente, auxiliados por diferentes
aceptores finais de elétrons, tais como os citados anteriormente, na remediacdo anaerobia de
aguas contaminadas com BTEX, os quais tém melhorado bastante a eficiéncia de diversos
sistemas de tratamento (CALDWELL; SUFLITA, 2000; FARHADIAN et al, 2008;
MULLER et al.,, 2017; SPERFELD et al., 2018; STASIK; WICK; WENDT-POTTHOFF,
2015; ZHANG et al., 2013).

Segundo Zhang e Lo (2015), com a adicdo de diferentes aceptores de elétrons,
diferentes desempenhos de degradacéo de hidrocarbonetos aromaticos podem ser observados.
Além de boas eficiéncias de remoc¢do de compostos aromaticos por culturas desnitrificantes
inoculadas em reatores anaerébios (GUSMAO et al., 2007; MARTINEZ; CUERVO-LOPEZ;
GOMEZ, 2007), culturas mistas foram capazes de remover BTEX na supracitada condicdo,
facilitando a utilizacdo desse reator sob condicGes desnitrificantes no tratamento de aquiferos
contaminados com gasolina (FIRMINO et al., 2015a; RIBEIRO et al., 2013).

Contudo, além da adicdo dos aceptores finais de elétrons ja mencionados, a
biodegradacdo de benzeno foi observada sob condicdes microaerdbias, em que o anel
aromatico do benzeno apresentou clivagem em todas as concentrag¢fes iniciais de oxigénio
dissolvido (DO) de 0,05 a 1 mg-L™* (YERUSHALMI et al., 2001).
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Recentemente, sistemas anaerobios aplicados a remocdo de BTEX tém sido
estudados na presenca de baixas concentragdes de oxigénio para melhorar a remogéo desses
hidrocarbonetos de aguas contaminadas (FIRMINO et al., 2018; WU et al., 2015), auxiliando
no pProcesso enzimatico, ja que a biodegradacdo de BTEX envolve uma série de etapas usando
diferentes enzimas (VARJANI, 2017; VARJANI; UPASANI, 2017).

Na presenca de baixas concentragdes de oxigénio, o processo de ativagdo do anel
benzénico, provavelmente, € iniciado por microrganismos facultativos com producdo de
intermediarios dos hidrocarbonetos. Em seguida, os intermediarios (por exemplo, catecol,
benzoato e fenol) s&o consumidos anaerobiamente, auxiliados por sulfato ou nitrato como
aceptores finais de elétrons (LIU, 2015), ou por fermentacdo (FIRMINO et al., 2018),
podendo chegar a mineralizagdo completa do composto em estudo (LI1U, 2015).

Contudo, os processos microaerobios aplicados na remocdo de BTEX ainda
carecem de um maior aprofundamento como a avaliagdo da melhor vazdo de microaeracéo,
pontos de injecdo de ar, recirculagdo, estudos cinéticos, verificacdo do efeito de importantes
intermediarios, assim como do efeito da elevacdo nos niveis de salinidades na remo¢éo dos

compostos e estabilidade operacional do reator.

1.1. Objetivo Geral

Aprofundar os conhecimentos sobre a aplicacdo de biorreatores microaerébios na
remocdo de hidrocarbonetos aromaticos para o desenvolvimento de uma tecnologia

alternativa de biorremediacdo ex situ de aguas doces e salobras contaminadas.

1.1.1. Objetivos especificos

Avaliar o efeito de diferentes vazdes de microaeracdo, pontos de injecdo e da
recirculacdo de efluente na degradacdo microaerobia de BTEX em um biorreator
metanogénico de fluxo continuo. Além disso, busca-se avaliar o indice de sensibilidade e a
taxa de recuperacdo durante as simulacdes de falhas de microaeracéo (Capitulo 3).

Investigar a influéncia do aumento da concentracdo de NaCl na remocao
microaerdbia de BTEX, simulando aguas subterraneas salobras (Capitulo 4).

Avaliar o efeito de diferentes vazdes de microaeracdo, pontos de injecdo e da
recirculacdo de efluentes na degradacdo microaerébia de benzeno em um biorreator

metanogénico de fluxo continuo, bem como o impacto da presenca de possiveis
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intermediérios da degradacdo anaerdbia de benzeno (fenol, benzoato e tolueno) na eficiéncia
de remoc&o desse composto sob condi¢Oes anaerdbias e microaerdbias (Capitulo 5).

Avaliar o efeito da presenca do cossubstrato etanol, de diferentes concentracoes
de oxigénio dissolvido e da aclimatacdo do lodo de in6culo na degradacdo anaerdbia de
BTEX (Capitulo 6).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Hidrocarbonetos monoaromaticos: tipos, origem, impactos ambientais e riscos a
saude

Os hidrocarbonetos arométicos, como benzeno, tolueno, etilbenzeno e os isdmeros
do xileno (BTEX), representados graficamente na Figura 2.1, sdo alguns dos compostos
organicos volateis (COV) facilmente encontrados no petréleo bruto e seus derivados, e estdo
entre os poluentes mais importantes do solo e das &guas subterraneas (PENG et al., 2015). Os
compostos BTEX sdo liberados para o meio ambiente através de derrames acidentais de
combustiveis fésseis durante o transporte e vazamentos de tanques de armazenamento
subterréneo e tubulacdes (KHODAEI et al., 2017).

Esses compostos possuem como principais caracteristicas a presenca do anel
benzénico em sua estrutura molecular, o carater volatil e elevada solubilidade em agua
quando comparado a outros hidrocarbonetos presentes na gasolina, como os alifaticos (DOU;
LIU; HU, 2008; FARHADIAN et al, 2008). A solubilidade dos hidrocarbonetos
monoaromaticos € da ordem de 3 a 5 vezes maior que a dos alifaticos com o mesmo nimero
de carbonos (TIBURTIUS; PERALTA-ZAMORA,; LEAL, 2004). Alem disso, devido ao seu
baixo coeficiente de particdo octanol-agua (Kow) (Tabela 2.1), também apresentam alta
mobilidade em sistemas solo-agua, facilitando a contaminacdo de aguas superficiais e
subterraneas (NAKHLA, 2003; TIBURTIUS; PERALTA-ZAMORA; LEAL, 2004).

Figura 2.1 Estrutura molecular dos compostos BTEX

Benzeno Tolueno Etilbenzeno o-Xileno m-Xileno p-Xileno

CH>CH;

CH; CHj CH; CH;3
CHj
CH;
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Tabela 2.1 Parametros fisico-quimicos importantes na mobilidade de BTEX em agua

Formula Solubilidade em agua a 25°C

Composto quimica (mg-LY) Log Kow
Benzeno CeHs 1785,5 2,13
Tolueno C/Hg 532,6 2,73

Etilbenzeno CgHip 161,5 3,15
0-Xileno CgH1o 1715 3,12
m-Xileno CgH1o 161,5 3,20
p-Xileno CsHio 181,6 3,15

Kow, coeficiente de particdo octanol-agua
Fonte: Farhadian et al. (2008)

Segundo Fayemiwo et al. (2017), os hidrocarbonetos aromaticos, como, por
exemplo, os BTEX, sdo menos visiveis nos locais de poluicdo, por isso, muitas vezes, sao
negligenciados nos esforcos de remediacdo devido a sua natureza incolor na agua, em
comparacgdo com os hidrocarbonetos poliaromaticos (HPA) que sdo conhecidos por causarem
uma degradacdo ambiental notavel.

Embora sua presencga na agua ndo seja téo facilmente discernivel quanto com os
HPAs, os compostos BTEX sdo mais abundantes no ambiente e podem ser encontrados em
diversas fontes (EL-NAAS et al., 2014), inclusive em aguas com potencial uso para
abastecimento humano, indicando grandes riscos para a saude que podem ndo ser
imediatamente evidentes.

Foi caracterizado a composicdo de hidrocarbonetos e outros compostos liberados
em aguas em diferentes regides do Brasil como resultado de derrames de petréleo. Os estudos
relatam que a concentracdo e a persisténcia de compostos BTEX sdo proporcionais a escala e
duracdo do derramamento de Oleo, destacando altas concentragdes de BTEX em
derramamentos de 6leo em larga escala e de longa duracdo (MENICONI; GABARDO, 2010;
SOARES-GOMES et al., 2016).

Camilli et al. (2010) rastrearam o transporte de hidrocarbonetos com origem na
Deepwater Horizon, localizado no golfo do México, local do derramamento de déleo, e
relataram que uma pluma de éleo continua e persistente, com mais de 35 km de comprimento,
foi presente. As amostras obtidas a partir dessa pluma de 6leo continham altas concentracdes
de compostos BTEX. Wang et al. (2002) caracterizaram aguas subterrdneas proxima a
superficie (0-5 m) e aguas subterraneas de nivel mais profundo (15-60 m) e relataram
concentragoes de BTEX de 155 pg/kg de agua e 2,6 pg/kg de agua, respectivamente. Esse
relatorio mostrou que, apesar da profundidade das dguas subterraneas, os compostos BTEX

ainda estavam presentes, embora em baixas concentragdes.
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No Brasil, a gasolina brasileira & misturada com 27% v/v de etanol anidro, o que
contribui para mudar a volatilidade dos BTEX e reduzir as emissdes desses compostos para a
atmosfera (CRUZ et al., 2017). A demanda por etanol aumentou no Brasil por causa da frota
de carros flex, que representou 90% dos carros vendidos no pais nos ultimos anos. Entretanto,
isso pode agravar o problema de contaminagdo de aquiferos subterraneos, ja que o etanol pode
exercer um efeito de co-solvéncia, aumentando a solubilidade em &gua dos BTEX e,
consequentemente, resultando em concentragdes mais elevadas (CORSEUIL et al., 2011). Em
2009, 2904 locais contaminados foram encontrados no estado de Séo Paulo, Brasil, dos quais
2.279 estavam relacionados ao vazamento de tanques de armazenamento subterraneos
contendo combustivel (CETESB, 2009).

Digiulio e Jackson (2016) realizaram uma analise abrangente de todos os dados e
relatorios publicamente disponiveis para avaliar o impacto nas fontes subterraneas de agua
potavel como resultado da extracdo de petroleo pelo Pavillion, WY Field - Estados Unidos da
América. Foram detectados, em aguas subterraneas extraidas de poco de monitoramento,
benzeno, tolueno, etilbenzeno, m, p-xilenos e o-xileno em concentragdes maximas de 247,
677, 101, 973 e 253 pg-L™?, respectivamente. Nas amostras de agua potavel, Serrano et al.
(2007) relataram concentragdes de benzeno entre 1 e 30 pg-L™. Em 2004, foi relatado por
Schmidt et al. (2004) que o Lago de Zurigue, 0 maior fornecedor de dgua potavel para a maior
cidade suica, continha compostos BTEX além de outros oxigenados de combustivel.
Yaghmaeian e Yousefi (2014) relataram a presenca de hidrocarbonetos proveniente de
combustivel fossil em amostras de aguas de pocos e do sistema de distribuicdo de dgua das
cidades centrais da provincia de Mazandaran, Iran. Os autores detectaram uma contaminacao
da agua presente na rede de distribuicdo de agua urbana e observaram que 32,8% das
amostras realizadas em pocos de abastecimento estavam livres de contaminacdo com
hidrocarbonetos e, pelo menos, 67,2% das amostras continham um dos compostos aromaticos.

Por apresentarem, muitas vezes, caracteristicas imperceptiveis a olho nu no meio
ambiente, os compostos BTEX podem ser absorvidos, principalmente, por via da pele, da
respiracdo e da ingestdo. Os hidrocarbonetos BTEX séo lipofilicos e, devido a essa
propriedade, podem causar danos aos 0rgdos internos, particularmente aos tecidos adiposos
(VARJANI; GNANSOUNOU; PANDEY, 2017). Os riscos de curto prazo (agudos) de BTEX
incluem toxicidade aguda para a vida aquatica no recurso hidrico, especialmente em areas
relativamente confinadas. Os riscos potenciais a longo prazo (cronicos) desses compostos
incluem alteracdes no figado e efeitos nocivos nos rins, coracdo, pulmdes e sistema nervoso
(EL-NAAS; ACIO; EL TELIB, 2014; PENG et al., 2015). Concentracdes elevadas de BTEX
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nas aguas subterrdneas podem representar potenciais riscos a salude humana. O benzeno é
classificado como composto cancerigeno para seres humanos e animais, ja a inalacdo de
tolueno e xilenos em concentragdes de 0,4 mg-L™ causa dor de cabeca, tonturas e irritacdo das
mucosas. A exposicdo prolongada a tolueno e xilenos pode causar danos cerebrais, e a
inalacdo de etilbenzeno pode induzir neurotoxicidade (DENG; YANG,; DENG, 2017
MOHAMMAD et al., 2017; PENG et al., 2015).

2.2. Bioguimica da degradacdo anaerébia dos hidrocarbonetos

As pesquisas realizadas nos ultimos anos revelaram novas vias associadas a
biodegradacdo anaerdbia de hidrocarbonetos. Resumidamente, existem varios mecanismos
anaerobios que parecem ser importantes na mineralizagdo de hidrocarbonetos para os quais 0s
metabdlitos e as enzimas necessarios ao metabolismo foram identificados (CALLAGHAN,
2013).

A transformacdo de compostos organicos é baseado em microrganismos
especificos orientados para determinada funcdo (GHATTAS et al., 2017). Na secdo seguinte,
0s processos de transformacdo sob condigcdes anaerdbias sdo discutidos por uma variedade de
grupos funcionais presentes em contaminantes organicos.

A transformacdo de hidrocarbonetos aromaticos, tais como BTEX, &
frequentemente iniciada por uma das quatro seguintes reacdes: (i) adicdo de fumarato, pela
atividade de sintese do benzoilsuccinato; (ii) metilacdo, pela transferéncia de um grupo metil
antes da adicdo de fumarato; (iii) carboxilacdo, que é a conversdo do composto quimico a
benzoato, observado no metabolismo do benzeno; e (iv) hidroxilacdo, que € a adicdo de um
grupo hidroxila no anel aromatico (DOU et al., 2010; GHATTAS et al., 2017; KUNAPULI et
al., 2008; MASUMOTO et al., 2012; MECKENSTOCK; MOUTTAKI, 2016).

2.2.1. Adicéo de fumarato

A degradacdo anaerdbia do tolueno € iniciada através da adicdo de fumarato, a
qual é, normalmente, realizada por bactérias do género Thauera e usado como um exemplo
tipico desse tipo de via metabolica (Figura 2.2) (TIERNEY; YOUNG, 2010). Em primeiro
lugar, a adicdo de um fumarato pela enzima benzilsuccinato sintase (BSS), intolerante ao
oxigénio, converte tolueno em (R)-benzilsuccinato (1). Nessa reacdo, a remo¢éo de um atomo

de hidrogénio do grupo metil do tolueno converte a molécula em um intermediario do radical
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benzil. Esse radical é muito instavel e ataca a ligacdo ndo saturada de uma molécula de
fumarato, recuperando o 4atomo de hidrogénio (associado & enzima) para formar
benzilsuccinato. O benzilsuccinato é, entdo, substituido com succinil-CoA (2) em preparacdo
para outros processos oxidativos. Ao longo dessa reacdo, € liberado um succinato, que é
convertido (por succinato desidrogenase) em fumarato para regenerar a fonte de fumarato (3).
O succinil-CoA funciona como doador de CoA-SH e é adicionado ao complexo através de
uma enzima CoA transferase para ativar o benzilsuccinato. Finalmente, através de alguns
processos, produz-se um benzoil-CoA (4), e o succinil-CoA (5) é liberado para continuar o
ciclo. O benzoil-CoA é um intermediario comum no catabolismo anaerébio de diversos
hidrocarbonetos aromaticos que é ainda oxidado através da quebra do anel aromatico (pela
benzoil-CoA redutase), convertendo-o, assim, em compostos alifaticos, que, por sua vez, sédo
atacados por outras reacdes hidroliticas e oxidativas (LEUTHNER; HEIDER, 2000;
ANDREONI; GIANFREDA, 2007; TIERNEY; YOUNG, 2010; ABBASIAN et al., 2015).

Figura 2.2 Catabolismo de tolueno via adi¢do de fumarato ao grupo metil.
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CH3 00" (2) COO-
f fumarato ucclml CoA
(3)
succinato ”[I 1]
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V H20
COSCoA COSCoA
COSCoA COO- COO-
i CoASH
succmll CoA —,“ 0
benzoil-CoA benzoilsuccinil-CoA 2-carboximetil-3-hidroxi-

fenilpropionil-CoA

Fonte: Adaptado de Abbasian et al. (2015)
2.2.2. Hidroxilacéo

O fenol também foi detectado como intermediario na degradacdo anaerdbia de

benzeno por pesquisadores, propondo a hidroxilagdo como uma rota de ativagéo inicial de
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degradacdo desse composto (Figura 2.3-A) (CHAKRABORTY; COATES, 2005;
KUNAPULI et al., 2008; ABU LABAN et al., 2009). Devido a sua abundancia em sistemas
bioldgicos, a &gua ou O, séo 0s precursores usuais do grupo hidroxil. A primeira evidéncia de
hidroxilacdo anaerébia do benzeno para formar fenol foi obtida a partir de um sistema
metanogénico onde os autores encontraram 0 marcado proveniente da agua no fenol
proveniente da degradacdo do benzeno , mostrando que a hidroxilagdo a partir da &gua pode
ser uma possivel rota de ativacdo (VOGEL; GRBIC-GALIC, 1986). Chakraborty e Coates
(2005) mostraram em sua pesquisa a producdo de benzoato e fenol a partir do benzeno por
uma cultura pura, o que corrobora as descobertas anteriores (CHAKRABORTY; COATES,
2005). Nesse caso, propds-se que o fenol fosse, em vez disso, derivado de uma reagdo com
oxigénio molecular e uma enzima. Estudos recentes mostraram uma formacéo abidtica de
fenol a partir de benzeno em meios de cultura contendo bactérias redutoras de sulfato para
organismos redutores de ferro e sulfato pelo contato com o ar (ABU LABAN et al., 2009;
KUNAPULI et al., 2008). Contudo o fenol como intermediario proveniente da degradacéo do

benzeno deve ser interpretado com cautela.

Figura 2.3 Possiveis rotas metabdlicas de degradacéo anaerobia inicial do benzeno
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Fonte: Weelink et al. (2010). A: Hidroxilacdo; B: metilagdo; C: carboxilac&o.
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2.2.3. Metilagdo

Estudos de anlise de metabélitos realizados usando benzeno marcado com **C
encontraram, no tolueno, carbono marcado proveniente do composto benzeno, sugerindo que
a rota de ativacgéo inicial envolve a metilagcdo do benzeno para tolueno, seguida da adigéo de
fumarato para benzilsuccinato (Figura 2.3-B), que depois seria degradado pela via de
degradacdo de tolueno, levando a benzoil-CoA (KUNAPULI et al.,, 2008; ULRICH;
BELLER; EDWARDS, 2005). No entanto, isso pareceu improvavel a partir de analises de
metabdlitos, ja que o benzilsuccinato ou compostos relacionados ndo foram detectados (ABU
LABAN et al., 2010; KUNAPULI et al., 2008).

2.2.4. Carboxilacéo

Muitas bactérias anaerobias utilizam enzimas carboxilase no primeiro passo da
degradacédo anaerobia de hidrocarbonetos para adicionar um grupo carboxil diretamente nos
compostos alifaticos, como, por exemplo, 0 benzeno, convertendo em seu correspondente
carboxilato (Figura 2.3-C) (ABBASIAN et al., 2015; ANDREONI; GIANFREDA, 2007;
GHATTAS et al., 2017).

O benzoato, precursor do benzoil-CoA (CALDWELL; SUFLITA, 2000; FUCHS,
2008), foi encontrado em algumas culturas microbianas, o que poderia indicar que a
carboxilagdo direta é o passo de ativacdo inicial (CHAKRABORTY; COATES, 2005;
WAALS et al., 2017). No entanto, os estudos realizados com benzeno marcado com **C néo
chegaram a um consenso. Estudos indicam que o grupo carboxil marcado com **C do
benzoato detectado é derivado do benzeno, com origem no processo de degradacdo celular
(CALDWELL e SUFLITA, 2000). Outros estudos apontam que o grupo carboxil pode ser
proveniente do tampéo de carbonato (CHAKRABORTY; COATES, 2004; KUNAPULI et al.,
2008).

2.3.  Biodegradacédo de compostos BTEX

Diversas tecnologias para a remediacdo tém sido aplicadas em areas contaminadas
por derivados de petréleo. Muitos métodos convencionais de remediacdo fisico-quimicos para
areas contaminadas com BTEX sdo caros devido ao custo de escavacdo e transporte de
grandes quantidades de materiais contaminados por exemplo, para lavagem de solo ex-situ,

extracdo de vapores, bombeamento e tratamento de aguas subterréneas, inje¢do de ar na zona
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saturada (air sparging), inativacdo quimica (uso de permanganato de potéssio e/ou perdxido
de hidrogénio como - oxidante para mineralizar contaminantes ndo aquosos, como o petr6leo)
e incineracdo (FARHADIAN et al., 2008; VARJANI, 2017). No entanto, a remocao
bioldgica de BTEX é uma estratégia econdmica e ambientalmente correta para tratamento de
um ambiente contaminado (SHIM; YANG, 2002; SURENDRA; MAHALINGAM; VELAN,
2017; WU et al., 2015). As tecnologias de biorremediagdo utilizam microrganismos para
tratar contaminantes pela degradacdo de compostos organicos em materiais menos toxicos,
como CO,, metano, agua e sais inorganicos. Essas tecnologias incluem biorremediacdo
intrinseca ou aumentada e podem ser realizadas in situ ou ex situ em condi¢cdes aerdbias ou
anaerdbias (FARHADIAN et al., 2008).

A biorremediacdo in situ é conhecida como tecnologia a longo prazo e sempre ha
duvidas sobre a uniformidade de tratamento devido a variabilidade nas caracteristicas do solo
e da agua subterranea. Mas esse processo possui algumas vantagens, como a sua relativa
simplicidade, baixo custo, boa eficiéncia e falta de producéo de residuos secundarios (DOTT
et al., 1995).

Ja na biorremediacdo ex situ, o contaminante é tratado fora do local de
contaminacdo, havendo um deslocamento do material contaminado (FARHADIAN et al.,
2008). A biorremediacdo ex situ atraves de reator biologico anaerobio foi utilizada com
sucesso no tratamento de agua contaminada com hidrocarbonetos monoaromaticos (DE
NARDI et al., 2005). Os autores testaram dois reatores de fluxo horizontal em escala de
bancada inoculados com biomassa anaerébia com o objetivo de avaliar seu desempenho na
remocdo de aguas subterraneas contaminadas com gasolina. O primeiro reator foi alimentado
inicialmente com substrato sintético contendo proteina, carboidratos e BTEX solubilizados
em etanol, e o segundo, simulando uma contaminacdo real por gasolina. As eficiéncias de
remocdo de DQO foi de 96%, e as eficiéncias de remocdo de BTEX variaram de 75 a 99%
durante esse periodo experimental.

Muito provavelmente, a presenca continua de hidrocarbonetos na terra através da
evolucdo da vida também moldou a evolucdo das vias metabdlicas permitindo que o0s
microrganismos os utilizassem como fontes de carbono (WILKES; SCHWARZBAUER,
2010). A variabilidade nos aglomerados de genes e a presenca de muitas enzimas envolvidas
na degradacdo de hidrocarbonetos aromaticos proporcionam aos microrganismos a capacidade
de degradar uma grande variedade de compostos, incluindo os derivados de fontes
antropogénicas (MECKENSTOCK; MOUTTAKI, 2016).
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Estudos anteriores sobre a biodegradacdo de BTEX tenderam a se concentrar em
microrganismos isolados, no entanto as culturas puras parecem ser impotentes no tratamento
conjunto de BTEX (JIN; CHOI; JEON, 2013; PRENAFETA-BOLD et al., 2004), em que a
utilizacdo de consdrcio microbiano parece ser uma estratégia mais eficiente (MUKHERJEE;
BORDOLOI, 2012).

Embora a biorremediagdo tenha muitas vantagens, essa tecnologia deve ser
otimizada em estudos e pesquisas devido a algumas desvantagens que apresenta, como, por
exemplo, o tempo de processo de remediacdo, que é maior do que o do tratamento térmico ou
fisico-quimico (VARJANI, 2017). E dificil hipotetizar da escala de laboratério para o estudo
de campo, jA que muitos estudos em escala de laboratério ou piloto ndo proporcionam
resultados idénticos em condicbes de campo (ERSAHIN et al., 2017). O registro da
diversidade microbiana também é necessario de modo que a melhor resisténcia ao estresse
fisico e quimico pode ser alcancada, e a alta capacidade de degradacdo de microrganismos
pode ser facilmente realizada para fins de remediacédo (VARJANI; UPASANI, 2017).

Nos ultimos anos, a biotecnologia ambiental tem sido aplicada para fornecer um
método mais compativel com o meio ambiente e econdémico para remediar 0s poluentes
organicos persistentes. No entanto, a biorremediacdo completa é dificil de alcancar por sofrer
influéncias de condi¢des naturais e de se manterem controladas as condi¢cfes ideais de
biodegradacdo (VARJANI; GNANSOUNOU; PANDEY, 2017).

Existem, ainda, varios aspectos da remoc¢édo de hidrocarbonetos que permanecem
desconhecidos ou que possuem informacdes insuficientes, o que requer atencdo futura. Os
topicos abaixos apresentam o conhecimento sobre a remocéo bioldgica de hidrocarbonetos

monoaromaticos presente no meio liquido contaminado.

2.3.1. Biodegradacdo aerobia de BTEX

Os processos aerébios de tratamento sdo conduzidos por comunidades
microbianas heterogéneas, que estabelecem complexas interacfes ecologicas. A biomassa é
constituida de diversas espécies microbianas, incluindo predominantemente bactérias, fungos
e protozoarios (MELLO, 2007). Muitas bactérias podem degradar o BTEX em condicGes
aerobias, como Pseudomonas, Acinetobacter, Serratia, Comamonas, Coccobacillus, Bacillus,
Burkholderia, Terrimonas, Sphingomonas, Chryseobacterium e Fulvimonas (DENG; YANG;
DENG, 2017). A respiracdo aerobia se baseia na presenga de um doador de elétrons, a matéria

orgénica poluente, e de um aceptor final de elétrons, o oxigénio. A grande diferenca de
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potencial de oxirreducdo entre o aceptor e o doador de elétrons permite que as moléculas
organicas sejam oxidadas a CO2 com grande producgéo de ATP (adenosina trifosfato) (DENG;
YANG; DENG, 2017; MELLO, 2007). Dessa disponibilidade energética, decorre acentuado
crescimento microbiano no processo aerébio (MELLO, 2007).

A degradacdo aerdbia da maioria dos poluentes organicos é considerada a mais
rapida e completa (OLAJIRE; ESSIEN, 2014). Os autores comentam que o ataque inicial de
poluentes organicos é um processo oxidativo e de ativagdo, como a incorporacdo de oxigénio
na molécula do poluente, que é a reacdo enzimatica chave catalisada por oxigenases (DENG;
YANG; DENG, 2017; EL-NAAS; ACIO; EL TELIB, 2014; OLAJIRE; ESSIEN, 2014,
VARJANI, 2017). O processo utiliza o oxigénio dissolvido (OD) na ativacdo do anel
aromatico, na oxidacdo dos subprodutos formados e como o aceptor de elétrons para sua
completa degradacdo (ANDREONI; GIANFREDA, 2007; CHIU et al., 2017). As vias de
degradacéo periférica convertem os poluentes organicos passo a passo em intermediarios do
metabolismo central (EL-NAAS; ACIO; EL TELIB, 2014). Um composto aromatico s6 pode
ser considerado biodegradavel se o anel sofrer clivagem (DENG; YANG; DENG, 2017; EL-
NAAS; ACIO; EL TELIB, 2014; OLAJIRE; ESSIEN, 2014; VARJANI, 2017). Por exemplo,
0 benzeno, através da dioxigenase, € convertido em catecol, ja o tolueno e o etilbenzeno séo
degradados em caminhos separados levando a producdo dos seus principais intermediarios, 3-
metilcatecol e 3-etilcatecol. Por fim, os xilenos sdo todos metabolizados para catecois mono-
metilados, como, por exemplo, o 3-metilcatecol (EL-NAAS; ACIO; EL TELIB, 2014,
SURENDRA; MAHALINGAM; VELAN, 2017), ou seja, 0 anel é aberto e depois degradado,
finalmente, produzindo compostos de baixo peso molecular, tais como piruvato e acetaldeido,
que podem ser mais oxidados através do ciclo de Kreb (SURENDRA; MAHALINGAM,;
VELAN, 2017).

Entretanto, esses processos podem apresentar perdas significativas dos compostos
por volatilizacdo durante a aeracdo e elevada producdo de lodo quando comparado aos
processos anaerobios (FARHADIAN et al., 2008).

2.3.2. Biodegradacdo anaerdbia de BTEX

Pesquisas e estudos da degradacdo anaerébia de hidrocarbonetos sdo mais
recentes em comparacao a degradacdo aerébia (MECKENSTOCK; MOUTTAKI, 2016). A
decomposicdo de hidrocarbonetos anaerdbios na natureza é geralmente encontrada em zonas

mais profundas e anoxicas, como vazamentos naturais de 6leo e gés, infiltragdes em terra ou
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no fundo do mar e os sitios contaminados com 6leo ou seus subprodutos (ABBASIAN et al.,
2015). Além disso, esse tipo de biodegradacdo pode ocorrer abaixo da superficie das areas
expostas ao oxigénio, onde a atividade biolégica aerdbia cessa & medida que todo o oxigénio é
utilizado (VARJANI; UPASANI, 2017; WAALS et al.,, 2017). Na maioria dos casos, a
atividade degradante de microrganismos aerobios em um baixo gradiente de oxigénio limita a
disponibilidade de oxigénio, levando a uma sucessdo de microrganismos anaerobios que
degradam hidrocarbonetos (ABBASIAN et al., 2015). Ap6s o esgotamento do oxigénio, ha
um emprego sequencial dos aceptores finais de elétrons (nitrato, ferro, sulfato e manganés)
para fornecer a maior energia potencial da degradacao de hidrocarbonetos (VARJANI, 2017).

Assim, a literatura reporta que o uso de diferentes aceptores finais de elétrons, tais
como os citados anteriormente, na remediacdo anaerdbia de aguas contaminadas com BTEX,
tem melhorado bastante a eficiéncia de diversos sistemas de tratamento (CALDWELL;
SUFLITA, 2000; FARHADIAN et al., 2008; MULLER et al., 2017; SPERFELD et al., 2018;
STASIK; WICK; WENDT-POTTHOFF, 2015; ZHANG et al., 2013).

Ghattas et al. (2017) comentam que hidrocarbonetos aromaticos também podem
ser degradados em condi¢Bes metanogénicas. No entanto, os microrganismos degradadores
sob via metanogénica podem ndo conseguir degradar diretamente essas moléculas complexas
e, portanto, dependem do fornecimento de doadores de elétrons e substrato (H2/CO,,
formiato/acetato) por outros microrganismos. Portanto, 0s metanogénicos geralmente
coexistem em um consorcio microbiano com seres hidroliticos, fermentativos, sintroficos e
acetogeénicos.

Os hidrocarbonetos séo inicialmente ativados, por via anaerobia, através da adicéo
de uma molécula de agua (H,O) a ligacdo dupla ou pela adicdo de um grupo hidroxila ao
atomo de carbono adjacente a ligacdo ndo saturada (ABBASIAN et al., 2015). Varios
microrganismos anaerobios sdo capazes de mineralizar os hidrocarbonetos em metano como
parte dos consorcios microbianos. Tal consorcio pode ser visto na relacdo de sintrofia entre
arqueias metanogénicas e bactérias produtoras de hidrogénio para a degradacdo de
hidrocarbonetos aromaticos em metano e CO,. Nessa cooperacdo, o H, gerado por
microrganismos especiais degradantes de hidrocarbonetos é usado para reducdo de CO; por
argueias metanogénicas para produzir metano (ABBASIAN et al., 2015; GRABOWSKI;
BLANCHET; JEANTHON, 2005) como demonstrado nas EquacBes 2.1 e 2.2 para O

hidrocarboneto tolueno.
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Tolueno + 14H,0 - 7CO, + 18H, (2.1)
4H, + CO, — CH, + 2H,0 (2.2)
2.3.2.1. Biodegradag&o anaerdbia de benzeno

O benzeno é o composto mais recalcitrante dos compostos BTEX devido a
estabilidade das ligacGes carbono-carbono e a estrutura simétrica do anel, que o tornam
altamente resistente ao processo de clivagem. Por essas caracteristicas, o benzeno ainda é
considerado o mais recalcitrante de todos os compostos BTEX sob condi¢gdes anaerdbias
(MECKENSTOCK; MOUTTAKI, 2016; WEELINK; VAN EEKERT; STAMS, 2010). Na
altima década, estudos demonstraram que a capacidade de degradacdo dos microrganismos
anaerobios ¢ muito maior do que se supunha anteriormente, e muitos contaminantes de
hidrocarbonetos considerados anteriormente recalcitrantes sdo agora conhecidos como
biodegradaveis na auséncia de oxigénio (MASUMOTO et al., 2012; FIRMINO et al., 2015).
Isso tem implicacGes ecoldgicas importantes em relacdo as estratégias de biorremediacéo de
solos e sedimentos contaminados com petroleo (COATES; CHAKRABORTY;
MCINERNEY, 2002). Cunningham et al. (2001), utilizaram nitrato e sulfato para acelerar a
biodegradacao anaerobia in situ de compostos BTEX um aquifero contaminado com petroleo
em Seal Beach, CA. A degradacédo do benzeno também foi favorecida, mas apenas no final da
demonstracdo de 15 meses. Os resultados sdo consistentes com a hipotese de que o benzeno
pode ser biodegradado anaerobiamente apds a remocdo de outros hidrocarbonetos
preferencialmente degradados.

As vias de degradacdo anaerObia do benzeno ndo estdo bem definidas até o
momento, muito embora 0s primeiros passos na transformagdo desse composto possam
constituir de hidroxilacdo, carboxilacdo ou metilagdo com a formacdo conseguinte do
intermediario central, benzoil-CoA (Figura 2.4) (WEELINK et al., 2010; MECKENSTOCK;
MOUTTAKI, 2016).
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Figura 2.4 Ativacdo inicial da degradacdo anaerobia de benzeno em que o benzeno sofre
inicialmente carboxilaco, metilacéo ou hidroxilagdo com subsequente transformacéo em benzoil-

CoA.
COOH
0\::\ /S—CoA
& Benzoato CH; C
—> > = O = co;
% OH  Tolueno Benzoil CoA
Benzeno

Fenol -/

Fonte: Chakraborty e Coates (2004)

2.3.2.2. Biodegradacéo anaerdbia de tolueno

Sob condicdes anaerodbias, o tolueno € um dos hidrocarbonetos mais facilmente
biodegradaveis, e muitos conhecimentos fundamentais sobre o metabolismo de
hidrocarbonetos anaerobios foram extraidos de estudos com esse modelo de substrato
aromatico (FOWLER et al., 2012, 2018; FIRMINO et al., 2015). A oxidacdo de tolueno em
condicdes anaerobias pode ser acoplada com a reducdo de nitrato, manganés, ferro ou sulfato
e pode ser consumida sob condicdes fototréficas ou metanogénicas por culturas puras ou
mistas altamente enriquecidas (CHAKRABORTY; COATES, 2004; FOWLER et al., 2018;
HEIDER et al., 1998; WEELINK; VAN EEKERT; STAMS, 2010).

Em algumas culturas mineralizadoras de tolueno anaerébias, o benzoato tem sido
detectado como um produto transitoriamente excretado (HEIDER et al., 1998). Os autores
ainda comentam que o tolueno pode ser ativado por outro mecanismo, conhecido como adi¢édo
de fumarato, formando assim benzilsuccinato (Figura 2.5). Contudo mecanismos alternativos
de ativacdo do tolueno na auséncia de aceptores finais de elétrons podem ser possiveis, como
a hidroxila¢do do anel ou do grupo metil (GRBIC-GALIC; VOGEL, 1987).
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Figura 2.5 Ativacdo de tolueno através da adi¢ao de fumarato ao grupo metil para formar
benzilsuccinato.

-O0C-HC-CH-COO-
-00C-HC=CH-COOr e:
CH, Fumarato H,

!

Benzil succinato sinfase g
Tolueno Benzil succinato
Fonte: Chakraborty e Coates (2004)
2.3.2.3. Biodegradacdo anaerobia de etilbenzeno

Semelhante aos demais hidrocarbonetos, foi observada a presenca de benzoato ou
benzoil-CoA no catabolismo intermediario do etilbenzeno por microrganismos redutores de
sulfato e nitrato, usados como aceptores de elétrons na biodegradacdo anaerdbia do
etilbenzeno (BALL et al, 1996; KUHNER et al, 2005). Embora o etilbenzeno seja
qguimicamente muito semelhante ao tolueno, geralmente é degradado através de via diferente
(WEELINK; VAN EEKERT; STAMS, 2010). A etapa inicial do processo é catalisada por
uma enzima chamada etilbenzeno desidrogenase (Figura 2.6), que oxida o grupo metil,
formando (S)-1-feniletanol como primeiro intermediario. A rota continua até a formacdo do
benzoil-CoA, o qual é o intermediario central na degradacdo anaerébia dos compostos
aromaticos (KUHNER et al., 2005). Entretanto, utilizando o sulfato como aceptor final de
elétrons, a Deltaproteobacteria ativa o etilbenzeno pela adicdo de fumarato (Figura 2.7), de
maneira semelhante ao tolueno (KNIEMEYER et al., 2003).

Figura 2.6 Ativacdo inicial do etilbenzeno através da reacdo de desidrogenacéo.

CH, CH,
I H,0 2[H] |

HICH \ / HF-OH

Etilbenzeno desidrogenase
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Etilbenzeno 1-Feniletanol

Fonte: Chakraborty e Coates (2004)
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Figura 2.7 Ativacdo inicial do etilbenzeno através da adicdo de fumarato no segundo carbono do

grupo etil.
'DDC—HF—CH—CDD'
CH, CH;
| -00C-HC=CH-COOr |
HCH Fumarato HCH
Etilbenzeno 1-Feniletil succinato

Fonte: Chakraborty e Coates (2004)
2.3.2.4. Biodegradacdo anaerdbia de xileno

A biodegradacdo de xilenos por microrganismos anaerébios é reportada com o
uso de sulfato e nitrato como aceptores de elétrons (EDWARDS et al., 1992).

Embora seja conhecido por ser quimicamente muito estavel, o xileno pode ser
ativado de forma redutora em condigcdes andxicas. A via de degradacdo anaerdbia do xileno
ainda ndo € completamente compreendida, e o conhecimento sobre os microrganismos
responsaveis é limitado (BOZINOVSKI et al., 2014). A via de degradacdo anaerdbia proposta
indica, como etapa inicial, a adicdo de fumarato ao xileno, que forma 3 ou 2-metilbenzoil-
CoA (Figura 2.8), que é reduzido no segundo passo da via de degradacio (JUAREZ et al.,
2013).
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Figura 2.8 A ativacdo de m e o-xileno através da adi¢do de fumarato em um dos grupos metis
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Fonte: Chakraborty e Coates (2004)

2.3.3. Biodegradacédo microaerobia de BTEX

O O, é um reagente chave na primeira etapa de ativacdo para abrir o anel
aromatico (DENG; YANG; DENG, 2017; EL-NAAS; ACIO; EL TELIB, 2014; OLAJIRE;
ESSIEN, 2014; VARJANI, 2017). Como o0s microrganismos ganham mais energia para
suportar a sintese usando o O, como um aceptor final de elétrons, a biodegradacao aerdbia do
benzeno, por exemplo, ocorre amplamente quando o OD esta disponivel. De acordo com a
estequiometria, a mineralizacdo aerobia completa de 1 mg de benzeno requer
aproximadamente 1,4 mg de O,, o que significa que o nivel de OD em condicBes ambientais
(8-12 mg-L™, segundo o autor ) é suficiente para a oxidacao de 5-8 mg-L™ de benzeno. Muitas
vezes, a concentracdo de OD geralmente estd bem abaixo da saturacdo. Embora a adicdo de
oxigénio na agua subterrénea, ou em outro sistema, por exemplo, acelere a biodegradacéo,
torna a biorremediacdo onerosa. Assim, a biodegradacdo de benzeno sob condigcdes de
limitacdo de oxigénio pode ser de grande valor para a biorremediacdo in situ, por exemplo
(L1U, 2015).

A biodegradacdo de benzeno foi observada sob condi¢es microaerdbias, em que
0 anel aroméatico do benzeno apresentou clivagem em todas as concentragfes iniciais de
oxigénio dissolvido (DO) de 0,05 a 1 mg'L* (YERUSHALMI et al., 2001). Contudo, os
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mesmos autores observaram em experimentos sob condi¢@es anaerdbias estritas uma auséncia
de biotransformacdo do benzeno mesmo decorridos quase seis meses de experimentos.

A microaeragdo também foi bem sucedida e colaborou no aumento da eficiéncia
de remocdo de compostos BTEX e fenol, em um experimento que comparou um reator
totalmente anaer6bio com outro reator anaerébio com aeracdo limitada (OD entre 0,2 e 0,3
mg-L™) para tratar 4guas residuérias petroquimicas de uma planta localizada da China (WU et
al., 2015). Os reatores foram inoculados com lodo aerébio (sistema de lodo ativado). Os
autores relataram que, mesmo na presenca de concentracdes consideraveis de BTEX e fenol,
na faixa de 44,61 mg-L™, o reator com aeracéo limitada apresentou eficiéncia de 82,1%. Em
contrapartida, a eficiéncia no reator anaerdbio foi de apenas 38,7%.

Aburto et al. (2009) relataram biodegradacdo in situ de benzeno por
microrganismos anaerobios, mas apenas quando algum oxigénio estava presente. Na presenca
de concentragbes baixas de oxigénio, 0 processo de ativacdo do anel benzénico,
provavelmente, € iniciado por microrganismos facultativos com producdo de intermediarios
dos hidrocarbonetos. Em seguida, os intermediarios (por exemplo, catecol, benzoato e fenol)
sdo consumidos anaerobiamente, auxiliados por sulfato ou nitrato como aceptor final de
elétrons (Figura 2.9) (LIU, 2015), ou por fermentacdo (FIRMINO et al., 2018), podendo
chegar a mineralizacdo completa do composto em estudo (LIU, 2015). Dessa forma, o
biofilme formado na presenca da microaeracéo, apresenta 0s microrganismos facultativos na
camada mais externa do biofilme, devido ao oxigénio relativamente abundante, os quais usam
0 oxigénio para ativar ou oxidar completamente os hidrocarbonetos. Os intermediarios
podem, entdo, acumular com o esgotamento de oxigénio ao longo do interior do biofilme. No
interior do biofilme, ausente de oxigénio, 0s microrganismos anaerobios podem degradar

posteriormente os intermediarios (LIU, 2015).
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Figura 2.9 Rota metabolica de degradacdo de benzeno sob condi¢es microaerdbias.
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BMO, benzeno mono-oxigenase; FMO, fenol mono-oxigenase. A mineralizagdo completa de benzeno esta
condicionada a presenca de quantidade adequada de oxigénio (1) ou de microrganismos apropriados (2).
Fonte: adaptado: Yerushalmi et al. (2001)

2.4. Reatores continuos anaerobios tratando compostos BTEX

Microrganismos anaerobios sdo capazes de remover hidrocarbonetos aromaticos
sob condicGes metanogénicas, na presenca de diferentes aceptores finais de elétrons e sob
condicdes microaerobias como observado na Tabela 2.2. Reatores anaerobios continuos tém
apresentado eficiéncias relevantes para tratarem efluentes contendo hidrocarbonetos
aromaticos. Nos paragrafos posteriores, serdo apresentados alguns resultados alcancados com
reatores anaerobios diversos.

A bioestimulacdo é uma das estratégias de biorremediacdo que tem sido
comumente empregada. Agentes bioestimuladores, incluindo aceptores de elétrons, co-
substratos e nutrientes, tém sido empregados na tentativa de estimular microrganismos para
degradar contaminantes organicos como os hidrocarbonetos aromaticos (DE NARDI; ZAIAT,;
FORESTI, 2007; ENRIGHT; COLLINS; O’FLAHERTY, 2007; FIRMINO et al., 2015b,
2018; GUSMAO et al., 2007; MARTINEZ-HERNANDEZ et al., 2009; MARTINEZ;
CUERVO-LOPEZ; GOMEZ, 2007; RIBEIRO et al., 2013).

Na auséncia de oxigénio, microrganismos anaerobios podem crescer com

aceptores de elétrons alternativos que se ligam a varios processos metabolicos anaerdbios,
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incluindo, principalmente, a desnitrificagio (GUSMAO et al, 2007, MARTINEZ-
HERNANDEZ et al., 2009;: MARTINEZ; CUERVO-LOPEZ; GOMEZ, 2007; RIBEIRO et
al., 2013) e reducéo de sulfato (FIRMINO et al., 2015b).



Tabela 2.2 Sistemas anaerdbios operados em fluxo continuo na remogéo de BTEX.
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Reator

RAHLF

EGSB
RAHLF

UASB

EGSB

UASB
RAHLF

TDH
(d)
11,4

24-48
12

48

24

48
13,5

-
(°C)
29-31

15
28-32

30
9,0-15
30
29-31

Hidrocarboneto

B
T
E

Conc.
(mg-L™)
5,6-14,7
5,1-12,9
49-11,8
49-12,2

6,0-84

41
28
31
29
28
32

55-275
4,5-155
55-219

1,4-6,7
1,6-4,9
1,6-3,7
1,4-4,2
2,6-7,2

Co-substrato

Etanol

Etanol e AGV
Etanol

Acetato
Etanol e AGV
Acetato

Etanol

Aceptor de
elétrons

NO3

NO3

NOsz
NOs

Conc.
(mg-L™)

2303
1997
2427
2290
1851
2259

1575
630
133- 266

Remocao
(%)

70-95

82-100
89
99
99
94
99
99

95-99
72-96
51-91

99
99
99
99
99

Referéncias

De Nardi et al. (2007)

Enright et al. (2007)
Gusmao et al. (2007)

Martinez; Cuervo-
Lopez; Gomez (2007)
Mckeown et al. (2008)
Martinez-Hernandez et

al. (2009)
Ribeiro et al. (2013)




Tabela 2.3 Sistemas anaerdbios operados em fluxo continuo na remocéo de BTEX. (cont.)
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Reator T(I:;;—I (O-Ic-:) Hidrocarboneto (Iig-nf'l) Co-substrato Agféez;ge (ncl:g_nl_c.'l) Re?;z;;ao Referéncias

UASB 24-36 27 B 2,6-3,4 Etanol - - 38-62 Firmino et al. (2015)
T 2,4-3,3 75-96
E 2,5-3,5 67-91
0-X 2,2-3,1 59-85
m,p-X 5,0-6,8 67-89

UASB 48 27 B 2,5-3,8 Etanol S04 155-1901 35-46 Firmino et al. (2015)
T 2,3-3,6 55-76
E 2,2-3,8 72-80
0-X 2,2-3,8 63-75
m,p-X 4,2-7,4 70-81

UASB 48 27 B 2,1-3,0 Etanol - - 51-93 Firmino et al. (2018)
microaerado T 2,5-3,3 90-98
E 2,8-3,4 86-98
0-X 2,4-2,9 80-90
m,p-X 5,5-6,7 86-91

RAHLF, reator anaerébio horizontal de leito fixo; EGSB, expanded granular sludge bed; UASB, upflow anaerobic sludge blanket; B, benzeno; T, tolueno; E, etilbenzeno;

m,p-X, m,p-xilenos; 0-X: o-xileno
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Segundo Zhang e Lo (2015), com a adi¢do de diferentes aceptores de elétrons,
diferentes desempenhos de degradacdo de hidrocarbonetos aromaticos podem ser observados.
Os autores comentam que as diferengas podem ser refletidas em pelo menos trés aspectos,
incluindo (i) ativacdo de degradacéo, (ii) degradacéo preferencial com diferentes estruturas de
hidrocarbonetos e cadeias de carbono e (iii) taxa de degradacéo. Estes resultados sugerem um
papel vital de varios processos metabdlicos na abordagem da degradacdo de BTEX, o que
merece mais atencdo da pesquisa.

Gusmao et al. (2007) estudaram a remocdo dos compostos BTEX e etanol sob
condicBes desnitrificantes em um biorreator anaer6bio com biomassa pura imobilizada e fluxo
horizontal, utilizaram como suporte espuma de poliuretano e obtiveram bom resultados, com
uma eficiéncia de 89% para remocao do benzeno, chegando a 99% para 0s demais compostos.

Martinez, Cuervo-Lopez e Gomez (2007), semelhante aos autores do paragrafo
anterior, também trabalharam com cultura pura desnitrificante alimentada com concentracao
de nitrato semelhante, porém na presenca de apenas um hidrocarboneto, o tolueno, e com
concentragdes mais elevadas. Eficientemente o sistema desnitrificante no reator UASB
removeu consideravelmente o hidrocarboneto, até mesmo para a concentracdo mais elevada
estudada (275 mg-L™), cuja eficiéncia foi de 98%.

Além de boas eficiéncias de remocdo de compostos aromaticos por culturas
desnitrificantes selecionadas inoculadas em reatores anaerobios, culturas ndao puras foram
capazes de remover BTEX em meio desnitrificante, facilitando a utilizacdo deste reator sob
condicdes desnitrificantes no tratamento de aquiferos contaminados com gasolina (RIBEIRO
et al., 2013). Os autores utilizaram um efluente mais complexo (uma mistura de gasolina
comercial e 4gua) do que o utilizado por Gusméo et al. (2007) e Martinez, Cuervo-LoOpez e
Gomez (2007) a ser tratado em reator anaerobio desnitrificante de fluxo horizontal e biomassa
imobilizada. Os resultados apresentaram valores de 99% de remocdo, mesmo quando a
concentracdo dos hidrocarbonetos foi aumentada no afluente.

A degradacdo anaerdbia de BTEX pode ser estimulada, também, pela adigdo de
sulfato como aceptor alternativo de elétrons, e, consequentemente, elevadas eficiéncias de
remocdo podem ser alcancadas. Firmino et al. (2015) utilizaram um reator UASB com cultura
mista para remover 3 mg-L™ de cada hidrocarboneto na presenca de SO,* (155 a 1901 mg-L’
1). Eles observaram que o aumento da concentracdo de sulfato ndo melhorou a remocéo dos
compostos BTEX no meio liquido, sugerindo que as bactérias redutoras de sulfato nao

estariam diretamente relacionadas a ativagéo inicial dos compostos aromaticos.
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A biodegradacao de compostos aromaticos parece, também, ser melhorada quando
aceptores sdo disponibilizados no sitio contaminado.  Cunningham et al. (2001)
demonstraram que a injecdo combinada de nitrato e sulfato em um aquifero contaminado por
petréleo acelerou a remo¢do de BTEX em comparacdo com a remediacdo por atenuagdo
natural. Corseuil et al. (1998) observaram que os padrfes de degradacdo do tolueno foram
significativamente afetados pelo etanol em microcosmos desnitrificantes quando o nitrato era
limitante. Schreiber e Bahr (2002) verificaram que no interior do aquifero que contém as
maiores concentragdes de BTEX, a adi¢cdo de nitrato estimulou a biodegradacdo de tolueno,
etilbenzeno e m, p-xilenos, mas ndo de benzeno. Costa, Nunes e Corseuil (2009) observaram
que a bioestimulacdo de nitrato é uma alternativa altamente eficiente na remediacdo de agua
subterranea afetada por gasolina. Além de otimizar a biodegradacdo anaerébia de BTEX em
tratamentos in situ, os aceptores de elétrons aceleram a metabolizacdo de etanol, um
componente obrigatorio da gasolina brasileira, sob condi¢fes anaerdbias.

A bioestimulacéo pela adi¢do de co-substrato, pode ser também, considerada uma
estratégia viavel para melhorar a degradacdo anaerobia de hidrocarbonetos. Estudos anteriores
descobriram que os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHSs), um dos importantes
componentes do hidrocarboneto de petréleo, podem ser mais eficazmente removidos quando
se utiliza o co-substrato como agente de bioestimulacdo, em comparacdo com os receptores de
elétrons e nutrientes (ZHANG; LO, 2015).

Em biorreatores anaerdbios, os estudos relevantes focaram principalmente na
viabilidade do uso de etanol, acetato ou acidos organicos volateis (AGV) para facilitar a
degradacdo de alguns poluentes como, por exemplo os BTEX (ENRIGHT; COLLINS;
O’FLAHERTY, 2007; MCKEOWN et al., 2008). Muitos estudos estudam a degradacdo de
BTEX e etanol como co-substrato pelo fato de esses compostos estarem mais proximos a uma
contaminacdo por vazamentos de postos de combustiveis (CORSEUIL et al., 1998, 2011).

Firmino et al. (2015), alcancaram aumento da porcentagem removida de BTEX
quando a concentracdo afluente do co-substrato, etanol, foi reduzido. Adicionalmente, como
houve um aumento da eficiéncia de remocdo dos compostos aromaticos logo apds a reducéo
da carga de co-substrato, os autores apontaram que algumas populacdes microbianas
responsaveis pela fermentacdo inicial de etanol, também sdo capazes de iniciar a degradacéo
de BTEX, embora a fermentacdo desses compostos para acetato e hidrogénio seja
energeticamente menos favoravel do que a do etanol. JA os resultados da pesquisa de
Martinez, Cuervo-Lopez e Gomez (2007) utilizando acetato como co-substrato na

biorremediagdo de tolueno indicam que ambas as fontes de elétrons foram consumidas
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simultaneamente, justificando um processo co-metabdlico. Acidos organicos volateis foram
misturados ao tolueno e avaliado o desempenho de um biorreator na eficiéncia de remocéo de
DQO e tolueno, e o contetdo de metano do biogas (%). As eficiéncias de remoc¢édo de DQO e
tolueno de 70 a 90% e 55 a 99%, respectivamente, foram alcangadas durante um periodo de
investigacdo de 630 dias. Ensaios metabolicos sugeriram que uma comunidade metanogénica
com uso de H,/CO; psicrotolerante se desenvolveu na biomassa com degradacgéo de tolueno.
Os resultados indicam a viabilidade da digestdo anaer6bia a baixa temperatura para o
tratamento de aguas contaminadas com tolueno.

Recentemente, pesquisas com pequenas vazOes de ar (microaeracdo) em
biorreatores anaerdbios vem sendo estudada como alternativa de otimizar eficiéncias de
remogdo de hidrocarbonetos em meio liquido. Firmino et al. (2018) utilizaram um reator
UASB, inoculado com lodo anaerobio de cervejaria, operado com TDH de 48 h e
microaerado com ar (ImL-min™, equivalente a uma relacdo de 0,18 L O,L™ alimentacio)
para degradar compostos BTEX (3 mg-L™ de cada composto). O sistema foi operado em duas
condigdes, anaerObia e microaerdbia, alcangando aumento médio de 30% na eficiéncia de
remocdo de benzeno, composto considerado o mais recalcitrante, na etapa microaerobia.
Ainda foi comparado a influéncia do etanol na degradacdo de compostos BTEX em etapas
anaerdbias e microaerébias. Em condicGes anaerobias e microaerdbias ao reduzir o co-
substrato no meio liquido as eficiéncias de remocgdo foram mais relevantes (86 e 94%,
respectivamente), em comparacdo as etapas em que 0 co-substrato esteve em maiores
concentracdes (80 e 88%, respectivamente).

Outro desafio de tratamentos de BTEX em biorreatores esta relacionado com a
caracteristica volatil desses compostos. Contudo, Martinez, Cuervo-Lopez e Gomez (2007) ao
caracterizar o tolueno, observaram que a maior fracdo de tolueno estava presente no meio
liquido, por conseguinte, o tolueno quantificado no gas do reator UASB apresentou valor
insignificante, representando 1,7% do total de tolueno). Portanto, o reator UASB provou ser
um sistema adequado para a avaliacdo do tolueno como fonte de elétrons no processo de

desnitrificacdo, sem perdas por volatilizacéo.
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3. BIOENGENHARIA DE PROCESSOS APLICADA A DEGRADACAO DE BTEX
EM SISTEMAS DE TRATAMENTO MICROAEROBIOS

SIQUEIRA, J. P. S. et al. Process bioengineering applied to BTEX degradation in
microaerobic treatment systems. Journal of Environmental Management, v. 223, n. April,
p. 426432, 2018.

3.1. Introducéo

Os compostos benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos, geralmente conhecidos
como BTEX, sdo hidrocarbonetos aromaticos comumente encontrados em produtos
petroliferos, como combustiveis (gasolina), solventes e intermediarios de sintese de
compostos organicos (BOLDEN; KWIATKOWSKI; COLBORN, 2015; PENG et al., 2015).

Entre as formas de contaminacdo da agua subterrdnea com BTEX, o0s postos de
combustivel sdo uma fonte significativa, seja por derramamento de lubrificantes ou aditivos
de combustivel, uso indevido de separadores de Oleo ou, principalmente, vazamento de
combustivel de tanques de armazenamento subterraneos (ALVES et al., 2017; CORSEUIL et
al., 2011). Portanto, a contaminacdo da dgua com compostos monoaromaticos € um grave
problema ambiental e de salde publica, uma vez que esses compostos sdo toxicos e
potencialmente carcinogénicos para humanos (ALVES et al., 2017; CORSEUIL et al., 2011;
CRUZ et al.,, 2017; FARHADIAN et al., 2008; TSANGARI et al., 2017).

Os hidrocarbonetos aromaticos podem ser degradados aerobiamente e
anaerobiamente (VARJANI, 2017). No entanto, antes da década de 1980, as investigacoes
envolvendo a remocdo microbioldgica desses compostos foram todas realizadas sob
condicGes aerObias, nas quais 0 oxigénio molecular € incorporado a molécula de
hidrocarboneto pela atividade das oxigenases como a etapa inicial do processo oxidativo. N&o
se conhecia que organismos anaerébios pudessem realizar uma reacdo semelhante
(CHAKRABORTY; COATES, 2004). Contudo, as investigacbes atuais obtiveram
descobertas importantes sobre a degradacdo de BTEX sob condi¢des de nitrato, ferro,
manganés, reducdo de sulfato e metanogénicas (FIRMINO et al., 2015b; RIBEIRO et al.,
2013; STASIK; WICK; WENDT-POTTHOFF, 2015; VARJANI, 2017; VARJANI;
UPASANI, 2017).

Recentemente, sistemas anaerdbios aplicados a remocdo de BTEX tém sido
estudados na presenca de baixas concentracdes de oxigénio para melhorar a remocdo desses
hidrocarbonetos de aguas contaminadas (FIRMINO et al., 2018; WU et al., 2015), auxiliando
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no processo enzimatico, ja que a biodegradacdo de BTEX envolve uma série de etapas usando
diferentes enzimas (VARJANI, 2017; VARJANI; UPASANI, 2017). Ao aplicar a
microaeracdo, espera-se que um atomo de oxigénio seja incorporado ao hidrocarboneto
aromatico pela acdo enzimética das mono-oxigenases, que transferem um &tomo de oxigénio
para o substrato enquanto reduzem o outro &tomo de oxigénio a agua (VARJANI; UPASANI,
2017)

Assim, sob tais condi¢des microaerdbias, alguns microrganismos usam oxigénio
apenas para introduzir grupos hidroxila no anel aromatico, como nas classicas vias aeroébicas,
enquanto sua clivagem ocorre através de vias metab6licas anaerébias (CHAKRABORTY:;
COATES, 2004; FUCHS, 2008). Alem disso, baixas concentragdes de oxigénio suprimem a
atividade enzimatica das dioxigenases, impedindo a degradacao pela respiracdo aerébica, uma
vez que ndo ha oxigénio suficiente para atuar como receptor de elétrons (YERUSHALMI et
al., 2001).

O estudo publicado recentemente mostrou a aplicabilidade bem sucedida da
microaeracdo (em apenas uma vazdo de ar e ponto de dosagem) para aumentar a remocéo de
BTEX em sistemas anaerobios, particularmente para benzeno (com um aumento de remocao
de 30%) (FIRMINO et al., 2018), este processo, especialmente com indculo anaerdbio, ainda
necessita ser melhor avaliado e entendido para subsidiar o projeto de um sistema de
tratamento compacto para biorremediacdo de aguas subterrdneas contaminadas ex situ ou
mesmo para sua aplicacdo ao tratamento de efluentes petroquimicos.

Assim, o presente estudo avaliou o efeito de diferentes vaz6es de microaeracao e
pontos de dosagem e da recirculacdo de efluentes na degradacdo microaerébia de BTEX
(benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos) em um biorreator metanogénico de fluxo continuo.
Além disso, uma andlise de sensibilidade e recuperacdo para o sistema de tratamento foi

realizada durante as simulacdes de falhas de microaeracéo.

3.2. Material e métodos

3.2.1. Configuracdo Experimental

O experimento de fluxo continuo (0,092L-h™) foi realizado em um reator UASB
(manta de lodo anaerdbio de fluxo ascendente) (volume de trabalho de 2,2 L), em tubo de

PVC para esgoto, que foi inoculado a 10% do seu volume de trabalho com lodo anaerébio. (~
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49 g VSS-L™) de um biorreator UASB em escala real para tratamento de esgoto doméstico
(Fortaleza, Ceara, Brasil).

O biorreator (Figura 3.1 Biorreator UASB continuo microaerado para remogao de BTEX.Figura
3.1e Figura 3.2) foi operado a temperatura ambiente de aproximadamente 27°C e alimentado
com 4gua sintética contaminada com BTEX por uma bomba peristaltica (Minipuls 3, Gilson,
EUA). A 4gua contaminada sintética foi uma solucdo aquosa composta de BTEX (~ 4,2
mg-L-1 de cada composto), benzeno (99,5%, Dinamica, Brasil), tolueno (99,5%, Vetec,
Brasil), etilbenzeno (99,0%, Sigma-Aldrich, EUA), o-xileno (98,0%, Fluka, EUA), m-xileno
(99,0%, Sigma-Aldrich, EUA) e p-xileno (99,0%, Sigma-Aldrich, EUA), etanol (99,8 %,
Dinamica, Brasil) como co-substratos (1 g DQO-L™) e um meio basal preparado segundo
(FIRMINO et al., 2010). Para manter o pH proximo de 7,0, a solucdo foi tamponada com
bicarbonato de sodio (NaHCO3) numa proporcdo de 1 g de NaHCOg3 para cada 1 g de DQO. A
alimentacdo foi armazenada a aproximadamente 5°C em um tanque de polietileno de alta
densidade (HDPE), que foi mantido fechado para evitar a perda de BTEX para a atmosfera
por volatilizacdo. O equilibrio de pressdo do tanque de alimentacdo foi mantido por uma

agulha hipodérmica inserida em sua tampa.
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Figura 3.1 Biorreator UASB continuo microaerado para remogao de BTEX.

Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 3.2 Croqui do sistema
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Fonte: elaborado pelo autor.

A fim de aumentar o contato entre o substrato e 0s microrganismos na manta de
lodo, assim como para auxiliar na liberagcdo de biogas e evitar a perda de biomassa devido ao
efeito do pistdo causado pelas bolhas de biogas retidas, o efluente foi continuamente
recirculado a uma vazdo média de aproximadamente 0,72 L-h™ por uma bomba de dosagem

(Concept Plus, ProMinent Dosiertechnik GmbH, Alemanha). Em alguns estagios



46

operacionais, ar sintético (20% O,: 80% N;) de um cilindro de gas (White Martins, Brasil) foi
introduzido no biorreator usando um controlador de fluxo de massa com ajuste de 0 a 20
mL-min™ (GFC17 , Aalborg, EUA). O biogés produzido pelo biorreator foi coletado e medido
por um medidor de gas previamente calibrado (método de deslocamento de liquido).

3.2.2. Procedimento experimental
3.2.2.1. Remocgao Anaerdbia BTEX

No estagio I, apds a inoculacdo, o biorreator foi alimentado com &gua
contaminada com BTEX sintético e operado sob condi¢cdes anaerdbias, a um tempo de

retencdo hidraulica (TDH) de 24 horas (Tabela 3.1).

3.2.2.2. Efeito da vaz&o de microaeragéo na remocao de BTEX

Dos estagios Il a 1V, a fim de investigar a remocdo de BTEX sob condigdes
microaerdbicas, foi introduzido ar sintético no biorreator em sua linha de alimentacdo e
diferentes vazdes de microaeragio foram testadas: 1,0, 0,5 ¢ 2,0 mL armin™ (1 atm e 27 ° C),

0 que equivale a 0,140, 0,068 e 0,274 L O,-L™ de alimentacéo, respectivamente (Tabela 3.1).
3.2.2.3. Efeito do ponto de dosagem de microaeragdo na remocao de BTEX
No estagio V, para verificar o efeito do ponto de dosagem, a microaeragdo foi

movida da linha de alimentacdo do biorreator para seu headspace, e a vazao foi ajustada para
1 mL de armin™ (a 1 atm e 27 ° C) (Tabela 3.1).

Tabela 3.1 Condi¢des operacionais durante a remocao de BTEX anaerdbio e microaerabio.

Etapa I I m v v Vi Vi

Dias de operacédo 64 49 31 39 28 28 43
Vazdo de microaeragdo®

(mL air-min™) - 10 05 20 10 10 10

H a g -1

Q“a”t'dadef‘iz dc))2 (LO-L 014 007 027 014 014 0,14

Ponto de injecéo de ar - LA LA LA HS LA LA

Vazdo de recirculacéo 0,72 0,72 0,72 0,72 0,72 - 0,72
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(L-h™)
Etanol (g'L™) 05 05 05 05 05 05 05
Benzeno (mg'L™) 427 416 417 434 426 419 4,47
Tolueno (mg-L™) 458 428 427 445 442 430 4,39

Etilbenzeno(mg-L'l) 438 4,29 430 4,11 4,12 4,18 4,20
m, p-Xilenos® (mg' L) 9,22 9,15 939 9,08 928 903 8,88
o-XiIeno(mg-L'l) 460 4,69 449 4,71 458 456 4,70
LA, Linha de alimentacdo; HS, headspace.
®Atmosfera de 1 atm e 27 °C.

®Os isdmeros meta- e para-xilenos foram quantificados em conjunto devido & limitacio do
método cromatografico.

Fonte: elaborada pelo autor.

3.2.2.4. Efeito da recirculagéo de efluentes na remogdo de BTEX

No estagio VI, a dosagem de ar no headspace foi movida de volta para a linha de
alimentacdo, como nos estagios anteriores (Il a IV). No entanto, embora a vazdo de ar tenha
sido mantida em 1 mL de armin® (0,140 L O,L™ alimentado a 1 atm e 27 ° C), a
recirculacdo de efluentes foi desligada para avaliar seu impacto na eficiéncia de remocéo de
BTEX (Tabela 3.1). Finalmente, no estagio VII, a recirculacdo do efluente foi restabelecida,

ou seja, as condicOes operacionais foram as mesmas que no etapa Il (Tabela 3.1).

3.2.2.5. Analise de sensibilidade e tempo de recuperacédo em falhas de microaeracéo

Apos o estagio VII, foi avaliado o impacto de um desligamento por microaeracao
(DM1) (uma falha operacional simulada) no desempenho de remocao do biorreator BTEX.
Para este propdsito, a microaeracdo (1 mL de armin™ a 1 atm e 27 ° C) foi desligada por 7
dias e depois ligada novamente. Para verificar a reprodutibilidade e a adaptacdo da resposta
do sistema, foram realizados mais dois desligamentos de 7 dias (DM2 e DM3) ap6s o
biorreator ter atingido concentracdes de efluentes similares aquelas obtidas antes das falhas
simuladas (DM1 e DM2, respectivamente). Os outros pardmetros operacionais do biorreator
durante este experimento foram semelhantes aos do estagio VII (Tabela 3.1).

O impacto das paradas de microaeracdo foi avaliado pelo indice de sensibilidade
dos parametros (IS) e tempo de recuperacdo (TR) (CAIl; ZHENG; MAHMOOD, 2009).
Embora esses parametros tenham sido originalmente utilizados para avaliar o efeito de

choques de carga sobre o desempenho de sistemas de tratamento (CAl; ZHENG;
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MAHMOOD, 2009), eles foram utilizados neste experimento porque foram adequados para

visualizar o impacto dessas falhas na qualidade do efluente compostos diferentes testados.

Portanto, o IS foi calculado usando a Equagéo 3.1:

Opmax — O
IS=—"— 2 (3.1)

em que Onmax € a concentragdo maxima de composto observada no efluente durante
0 periodo de falha operacional, e O, é a concentracdao normalmente observada no efluente
antes da falha.

TR foi definido como o tempo necesséario para o sistema alcancar valores

semelhantes aos obtidos no periodo pré-falha apds o restabelecimento da microaeracéo.

3.2.3. Analise quimica e cromatografica

A DQO e o pH foram analisados de acordo com Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005).

Os compostos BTEX foram determinados em amostras de agua por extracdo
estatica de headspace (Triplus HS, Thermo Scientific, EUA) seguido por cromatografia
gasosa - deteccdo de ionizacdo por chama (HS-GC-FID) (Trace GC Ultra, Thermo Scientific,
EUA) de acordo com Carneiro et al. (2014). Todas as amostras foram diluidas com agua
ultrapura (sistema Milli-Q, EMD Millipore, EUA) para um volume final de 10 mL
diretamente em frascos de vidro de borosilicato (20 mL) para extracdo de headspace
(Supelco, EUA), que foram selados com PTFE / septo de silicone e selos de aluminio
(Supelco, EUA) (FIRMINO et al., 2015b).

Para verificar a volatilizacdo do BTEX, esses hidrocarbonetos também foram
determinados em biogas por cromatografia gasosa - detec¢do por ionizacdo por chama (GC-
FID) (Trace GC Ultra, Thermo Scientific, EUA).

3.2.4. Analise estatistica

Os testes ndo paramétricos de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis, que ndo requerem
distribuicdo de dados especifica, foram utilizados para a analise estatistica dos dados, a fim de
comparar o desempenho do biorreator durante os diferentes estagios experimentais com nivel
de confianca de 95,0%. (FIRMINO et al., 2015a).
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3.3. Resultados e discussao
3.3.1. Remocdo Anaerdbia BTEX

Apds a inoculacdo como lodo anaerdbio de um reator UASB (up flow anaerobic
sludge blanket) que tratava esgoto doméstico (AME de 0,55 + 0,16 g¢ DQO-g SSV™*d™), o
sistema foi alimentado com etanol e BTEX como fonte de carbono sob condi¢fes anaerdbias
(estégio 1). As maiores eficiéncias de remogdo foram obtidas para m, p-xilenos, seguido por
etilbenzeno, o-xileno e tolueno, respectivamente, enquanto o benzeno foi 0 composto mais
recalcitrante, mostrando uma eficiéncia média de aproximadamente 55% (Tabela 3.2).

Firmino et al. (2015b), utilizaram um biorreator UASB (TDH = 48 h) para tratar
uma agua contaminada com BTEX (~ 3,0 mg-L™ de cada composto) e etanol (~ 1,8 g COD-L’
1). Esses autores também relataram que a remocdo de BTEX ocorreu na mesma ordem do
estudo atual, no qual a maior eficiéncia média foi alcancada para m, p-xilenos (~ 87%), e a
menor, para benzeno (53%).

Como o0s compostos BTEX sdo volateis e, consequentemente, podem ser
transferidos de liquido para ar, eles também foram monitorados em biogéas. Valores de carga
muito baixa (~ 1 pg-dia™) foram encontrados para todos os compostos (Tabela 3.3), o que
representou uma perda de menos de 0,01% em relacdo a carga influente. Portanto, a
volatilizacdo do BTEX foi insignificante sob condi¢es anaerObias, o que sugere que a

atividade biologica foi o principal mecanismo de remocéo.



Tabela 3.2 Concentracdes médias de afluentes e efluentes de benzeno (B), tolueno (T), etilbenzeno (E), m, p-xilenos (m, p-X) e o-xileno (0-X), e suas respectivas eficiéncias

médias de remocdo durante as diferentes condi¢6es operacionais.

Etapa
Ponto de injecdo
Microaeragio (mL air-min™)
Recirculagio (L-h™)

Afluente (mg-L™)
Efluente (mg-L™)

Eficiéncia (%)
Afluente (mg-L™)
Efluente (mg-L™)

Eficiéncia (%)
Afluente (mg-L™?)
Efluente (mg-L™)

Eficiéncia (%)
Afluente (mg-L™?)
Efluente (mg-L™?)

Eficiéncia (%)
Afluente (mg-L™?)
Efluente (mg-L™)

Eficiéncia (%)

m,p-X

0-X

0,72
4,27 (0,17)
1,93 (0,09)
54,9 (1,21)
4,58 (0,18)
1,50 (0,13)
67,3 (2,39)
4,38 (0,24)
0,81 (0,04)
81,4 (1,11)
9,22 (0,36)
1,65 (0,12)
82,1 (1,27)
4,60 (0,25)
1,14 (0,07)
75,2 (2,09)

T
LA
1,0
0,72
4,16 (0,20)
0,67 (0,05)
83,9 (1,41)
4,28 (0,14)
0,49 (0,08)
88,6 (2,00)
4,29 (0,22)
0,40 (0,06)
90,6 (1,28)
9,15 (0,26)
0,95 (0,12)
89,6 (1,49)
4,69 (0,12)
0,64 (0,08)
86,3 (1,71)

I
LA
0,5
0,72
4,17 (0,18)
1,00 (0,05)
75,9 (0,89)
4,27 (0,14)
0,81 (0,03)
81,1 (0,95)
4,30 (0,17)
0,65 (0,03)
85,0 (0,92)
9,39 (0,36)
1,00 (0,06)
89,4 (0,67)
4,49 (0,31)
0,73 (0,04)
83,5 (1,81)

WV
LA
2,0
0,72
4,34 (0,24)
0,73 (0,08)
83,1 (2,29)
4,45 (0,34)
0,46 (0,11)
89,9 (1,80)
4,11 (0,28)
0,50 (0,07)
87,9 (1,44)
9,08 (0,39)
1,11 (0,13)
87,8 (1,44)
4,71 (0,19)
0,80 (0,05)
83,0 (1,45)

V
HS
1,0
0,72
4,26 (0,20)
1,71 (0,12)
59,8 (2,29)
4,42 (0,18)
0,86 (0,08)
80,6 (1,71)
4,12 (0,23)
0,84 (0,04)
79,6 (1,20)
9,28 (0,33)
1,88 (0,21)
79,7 (2,26)
4,58 (0,16)
1,14 (0,13)
75,2 (2,73)

VI
LA
1,0

4,19 (0,17)

1,14 (0,12)

72,7 (3,62)

4,30 (0,13)

0,44 (0,07)

89,8 (1,92)

4,18 (0,19)

0,42 (0,11)

89,1 (3,30)

9,03 (0,19)

2,14 (0,10)

76,1 (1,10)

4,56 (0,13)

1,17 (0,04)

74,0 (1,53)

VII
LA
1,0
0,72
4,47 (0,26)
0,75 (0,04)
83,1 (1,30)
4,39 (0,28)
0,29 (0,13)
93,3 (3,03)
4,20 (0,18)
0,39 (0,05)
90,6 (1,27)
8,88 (0,46)
0,93 (0,08)
89,5 (1,02)
4,70 (0,16)
0,63 (0,02)
86,5 (0,84)

LA, Linha de alimentacdo; HS, headspace.
O desvio padrdo é exibido entre parénteses.
Fonte: elaborada pelo autor.



Tabela 3.3 Variagdo da carga diaria de BTEX no biogas nas diferentes condigdes operacionais testadas.

m,p-

Etapa Benz_en_o Tolugn_o Etilber!z?no Xilenos o-XiI_en_o
(Mg.dia?) (Mg.dia?) (Mg.dia™) (ug.dia™) (Mg.dia™)
I 0,96 (0,10) 0,71 (0,18) 0,95 (0,08) 1,75(0,11) 1,11 (0,09)
] 0,90 (0,16) 0,04 (0,03) 0,71 (0,19) 0,91 (0,23) 0,80 (0,24)
i 1,20 (0,07) 0,54 (0,21) 0,97 (0,18) 1,45 (0,30) 0,84 (0,18)
v 1,60 (0,49) 0,19 (0,06) 2,06 (0,44) 0,91 (0,75) 1,91 (1,08)
\/ 0,70 (0,43) <LD <LD 0,12 (0,20) 0,23 (0,19)
VI 0,40 (0,07) <LD <LD 2,49 (0,71) 0,80 (0,20)
Vi 0,25 (0,05) <LD 0,25 (0,10) 1,82 (0,21) 0,06 (0,08)

LD: Limite de detec¢do
O desvio padréo é exibido entre parénteses.
Fonte: elaborada pelo autor.

3.3.2. Efeito da vazdo de microaeragdo na remogéo de BTEX

Depois que o0 biorreator comegou a ser microaerado a uma vazdo de apenas 1,0
mL de arrmin™ (a 1 atm e 27 ° C) (etapa I1), as eficiéncias de remocao de benzeno e tolueno
aumentaram, aproximadamente, de 55 e 67% para 84 e 89%, respectivamente (Tabela 3.2).
Da mesma forma, os demais compostos, embora com menor aumento (7,5-11%), tiveram suas
eficiéncias de remocéo aumentadas para valores superiores a 85% (Tabela 3.2).

Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por (FIRMINO et al., 2018), que
operou um biorreator UASB semelhante (TDH = 48 h) para tratar uma dgua contaminada com
BTEX (~ 3,0 mg-L™" de cada composto) sob condicées microaerébicas. Quando vazdo de ar
de 1,0 mL-min™ foi aplicada ao biorreator na linha de alimentacéo, eficiéncias de remocéo
acima de 80% foram alcangadas para todos 0s compostos, especialmente para o benzeno (com
um aumento de remocao de 30%).

De fato, o oxigénio é um reagente chave no primeiro passo da clivagem do anel
aromatico, o que facilita a seguinte degradacdo microbiana de subprodutos com menores
pesos moleculares (LIU, 2015). Assim, sob condi¢cbes microaerdbias, os microrganismos
podem usar enzimas mono-oxigenases para converter monoaromaticos em fendis inserindo
um grupo hidroxila no anel aromatico, reduzindo assim sua toxicidade (FUCHS, 2008;
YERUSHALMI et al., 2001). Por exemplo, a mineralizacdo aerdbia de benzeno subsequente
exigiria alta saturacdo de oxigénio no meio liquido (8-12 mg O,-L™ para a oxidacdo de 5-8
mg-L™ de benzeno). Por outro lado, sob condicBes microaerdbias, apds a ativagdo do anel
aromatico deste hidrocarboneto pela mono-oxigenase, o subproduto (fenol) pode ser
biodegradado anaerobiamente (YERUSHALMI et al., 2001). Portanto, no presente estudo, é
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provavel que a microaeracdo auxilie na ativacdo inicial dos compostos BTEX, o que
geralmente € considerado o passo limitante do processo de degradacdo anaerdbia,
principalmente para o benzeno (LI1U, 2015).

No estagio III, ap6s a reducdo da vazdo de microaeracio para 0,5 mL de armin™
(a1latme 27 °C), o benzeno teve sua eficiéncia reduzida para aproximadamente 76% (Tabela
3.2), sendo o Unico composto com eficiéncia abaixo de 80 %, enquanto a remogdo de m, p-
xilenos permaneceu similar a da etapa Il (Figura 3.3). Os outros compostos tiveram uma
pequena reducdo nos seus valores de eficiéncia (7,5%, 5,7% e 2,7% para tolueno, etilbenzeno
e o-xileno, respectivamente) (Tabela 3.2).
Na etapa IV, com o aumento da vazdo ar para 2,0 mL-min™* (a 1 atm e 27 °C), esperava-se
uma melhora na remoc¢io do BTEX em relacdo a etapa II (1,0 mL armin™) . No entanto,
mesmo com uma vazdo de ar duas vezes maior, as eficiéncias de remocao dos compostos em
estudo apresentaram valores muito proximos aos obtidos na etapa Il (Figura 3.3). De fato, ndo
houve diferenca significativa entre as concentragdes de efluente e as eficiéncias de remocéo
obtidas nas etapas Il e IV para os compostos benzeno, tolueno e o-xileno (Tabela 3.2).
Portanto, no presente trabalho, 1 mL de ar-min™ foi considerado a melhor vazdo de ar em
termos de eficiéncia de remocdo de BTEX, principalmente para a remocdo de benzeno, o

composto mais recalcitrante sob condicGes anaerdbias (etapa I).
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Figura 3.3 Concentragdes afluentes e efluentes e eficiéncias de remocéo de benzeno (a), tolueno (b),
etilbenzeno (c), m,p-xilenos (d) e o-xileno (e).
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Aumentar a vazdo de ar em um sistema nem sempre favorecera uma melhor
remocdo de um composto. Uma vazdo de microaeracdo maior leva a um aumento da
quantidade de oxigénio na matriz do biofilme e, consequentemente, maior penetracdo de
oxigénio, que pode inibir microrganismos anaerdbios estritos, como bactérias acetoclasticas e
archaea metanogénica (KHONGSUMRAN et al., 2014; WU et al., 2015).

Stephenson, Patoine e Guiot (1999) usaram dois biorreatores UASB operados
continuamente em um TDH de 24 horas e 35 ° C. A taxa de oxigenacao foi variada, atingindo
uma concentragio méaxima de oxigénio dissolvido (OD) de 2,9 mg-L™. O metano foi formado
mesmo para a maior concentragdo de OD, embora em menor proporcdo. No entanto, no

presente estudo, ndo houve reducgéo significativa na remogdo de BTEX na etapa IV quando
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comparado aos estdgios anteriores, com valores semelhantes aos do etapa Il (Figura 3.3).
Possivelmente, para as condi¢es operacionais estabelecidas, a saturacdo da biodegradagéo do
BTEX foi alcancada, ndo sendo possivel uma melhora na eficiéncia. Assim, o uso de uma
vazdo de microaeracdo mais baixa sem uma mudanca significativa no desempenho do
biorreator representa menores custos operacionais.

A microaeracdo também foi bem sucedida e contribuiu para aumentar a eficiéncia
de remocdo de BTEX e fenol em uma pesquisa com efluentes petroquimicos de uma usina
localizada na China (WU et al., 2015). Os autores compararam um biorreator totalmente
anaerobio com um outro sistema anaerébio com aera¢do limitada, apresentando concentraco
de oxigénio dissolvido de 0,2 a 0,3 mg-L'l. Os biorreatores foram inoculados com lodo
aerobio (sistema de lodo ativado). Os autores relataram que, mesmo na presenca de
concentracdes consideraveis de BTEX e fenol (~ 45 mg-L™), o biorreator microaerado obteve
eficiéncia de 82,1%. Em contraste, a eficiéncia encontrada no biorreator anaerdbio foi de
apenas 38,7%.

Com relacdo a volatilizacdo de hidrocarbonetos, era esperado que, pela
microaeracgdo do biorreator (etapa I1), a carga de BTEX no biogas fosse maior do que no etapa
| (condicbes anaerdbias), ja que uma fracdo maior desses monoaromaticos poderia ter sido
removida por stripping. No entanto, os valores medios foram ainda menores que oS
registrados na etapa anterior (Tabela 3.3). Portanto, esses resultados corroboram a hipétese de
que a introducdo de baixas quantidades de oxigénio no sistema pode ter estimulado a
producdo de mono-oxigenases pela microbiota do biorreator, que foi, entdo, capaz de
biodegradar BTEX de forma mais eficaz.

Ao reduzir a microaeragdo para 0,5 mL de armin™ na etapa Ill, a maioria dos
compostos teve sua carga aumentada no biogas (Tabela 3.3). Aparentemente, a atividade das
mono-oxigenases foi reduzida, o que diminuiu as eficiéncias de remocdo de BTEX como
mencionado acima (Tabela 3.2) e permitiu o incremento desses compostos no biogas. Quando
a vazdo de ar foi aumentada para 2,0 mL-min™ (etapa IV), era esperado que a carga
monoaromatica no biogés fosse pelo menos tao baixa quanto na etapa II (1,0 mL armin™). No
entanto, com exce¢do de m, p-xilenos, a quantidade de todos os hidrocarbonetos foi maior do
gue no estagio |1, e alguns deles foram ainda maiores do que no estagio I1l, quando vazédo de
microaeragdo foi de apenas 0,5 mL-min™ (Tabela 3.3). Embora as eficiéncias de remocao de
BTEX dos estagios Il e IV fossem semelhantes (Tabela 3.2), uma vazdo de microaeracdo
acima de 1,0 mL de armin™ pareceu aumentar ligeiramente a turbuléncia dentro do biorreator

e, portanto, favorecer a transferéncia de BTEX da fase liquida para a gasosa, provavelmente
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por stripping. No entanto, a remogdo desses compostos por volatilizagdo ainda era
insignificante, reforcando que a atividade microbiana teve um papel importante na remogéo

do BTEX, que a remocao ndo foi por processo fisico.

3.3.3. Efeito do ponto de aplicagéo da microaeracédo na remocao de BTEX

Na etapa V, o biorreator comecou a ser microaerado diretamente no headspace
(1,0 mL de armin™ a 1 atm e 27 ° C), e uma diminuicdo nas eficiéncias de remocéo dos
compostos monoaromaticos foi observada (Figura 3.3). Praticamente, as eficiéncias médias de
todos os compostos retornaram aquelas obtidas sob condicbes anaerdbias (etapa 1), exceto o
tolueno, cuja eficiéncia de remocdo foi aproximadamente 13% maior que na primeira etapa
(Tabela 3.2).

A remocdo microaerébia do H,S em biorreatores anaerdbios indicam que o
headspace, especificamente na interface gas-liquido, € o melhor ponto de dosagem de
microaeracdo para a remocao deste composto. Ao aplicar ar no headspace do biorreator, o
oxigénio pode reagir diretamente com o sulfeto de hidrogénio gasoso e, portanto, a quantidade
de ar necessaria para cada quantidade de sulfeto de hidrogénio é minimizada. Os resultados
das analises microbianas revelaram que populacfes de microrganismos oxidantes de sulfeto
crescem principalmente nas paredes do headspace ou na interface gas-liquido, sugerindo que
a oxidacdo do sulfeto bioldgico ocorre nesses locais (DIAZ et al., 2011; KRAYZELOVA et
al., 2015; RAMOS; PEREZ; FDZ-POLANCO, 2014).

No entanto, para a remocdo de BTEX, o contato entre microrganismos e
substratos é crucial porque a etapa inicial de degradacdo de hidrocarbonetos (alifaticos e
aromaticos) € geralmente mediada por reacdes de oxidacdo catalisadas por oxigenases
associadas a superficie celular. Portanto, a remocdo de BTEX ocorre na manta de lodo, a
partir da ruptura do anel aromatico (VARJANI, 2017; VARJANI; UPASANI, 2017).

Para o sistema estudado, era esperado que a transferéncia de oxigénio para o
liquido ndo fosse eficiente, uma vez que, provavelmente, o tempo de permanéncia das bolhas
de ar injetadas no biorreator ndo seria superior a 2 segundos (FIRMINO et al., 2018).
Portanto, em biorreatores microaerébios, o oxigénio pode ser dissolvido no liquido
principalmente a partir do ar armazenado no headspace do sistema (interface gas-liquido),
sendo o tempo de permanéncia do biogds neste compartimento um parametro importante
(FIRMINO et al., 2018; LOPES, 2010).
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Assim, esperava-se que 0 oxigénio presente no ar sintético, inserido diretamente
no headspace, fosse dissolvido no liquido (no compartimento de sedimentacdo do biorreator)
e, auxiliado pela recirculacéo do efluente, atingisse os microrganismos na manta de lodo (no
compartimento de digestdo do biorreator). No entanto, provavelmente, isso ndo ocorreu. A
transferéncia de massa de uma fase gasosa para uma fase liquida pode ser controlada pela
turbuléncia do liquido (HERLINA; JIRKA, 2008), deformacdes da interface gas-liquido
causada pelo movimento do gas (TURNEY; BANERJEE, 2013) e, em ultima analise, por
difusdo molecular nesta interface (HERLINA; JIRKA, 2008). Portanto, muito provavelmente,
a auséncia de alguma turbuléncia na interface gas-liquido (estagio V), causada anteriormente
pela liberacdo de bolhas de ar do liquido para o headspace (como nas etapas Il a IV), poderia
ter impedido a dissolucéo de oxigénio no local.

A injecdo de ar no headspace reduziu consideravelmente as cargas de BTEX no
biogas, alcangando valores abaixo do limite de deteccdo, como o tolueno e o etilbenzeno
(Tabela 3.3). Esta condicéo operacional pode ter favorecido o crescimento de uma microbiota
neste compartimento capaz de consumir os hidrocarbonetos remanescentes em biogas, como

verificado nas investigaces acima mencionadas envolvendo a degradagédo do H5S.

3.3.4. Efeito da recirculacao de efluentes na remocéo de BTEX

Na etapa VI, a microaeracdo (1,0 mL armin™ a 1 atm e 27 °C) foi aplicada
novamente na linha de alimentacéo e, para avaliar o impacto da recirculacdo de efluente na
remocdo de BTEX, a bomba de recirculacdo foi desligada. O uso da recirculacéo de efluentes
pode auxiliar na distribuicdo do liquido na entrada do sistema de tratamento, reduzindo o
gradiente de concentracéo e a toxicidade do substrato ao longo do biorreator e proporcionando
uma transferéncia de massa mais eficiente entre o substrato e a microbiota, o que,
consequentemente, pode influenciar positivamente a conversdo de substrato em biogas
(MOHAN et al., 2007; ZUO et al., 2014). No entanto, dependendo da composi¢do das aguas
residuais, da configuracdo do sistema de tratamento e da vazdo recirculada, os resultados
podem ser bem diferentes (DIEZ-MONTERO et al., 2016; GIUSTINIANOVICH et al., 2015;
RAMAKRISHNAN; GUPTA, 2008).

Comparando as eficiéncias de hidrocarbonetos do etapa atual com a etapa Il
(microaeracdo e recirculacdo), apenas tolueno e etilbenzeno ndo tiveram suas eficiéncias
alteradas pela auséncia de recirculagcdo (Figura 3.3). No entanto, as eficiéncias dos outros

compostos diminuiram consideravelmente (11-14%) (Tabela 3.2). Vale ressaltar que as
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eficiéncias médias de remocdo de xilenos foram ainda menores que as da estapa | (condi¢bes
anaerobias), sendo os menores valores registrados para esses compostos ao longo do
experimento (Tabela 3.2).

Assim, os resultados indicam que a recirculagdo parece ter um papel fundamental
na remocao de BTEX microaerdbia, uma vez que pode aumentar a solubilizacdo de oxigénio
em liquido (STEPHENSON; PATOINE; GUIOT, 1999). No presente trabalho, a auséncia de
recirculacdo de liquido diminuiu o contato liquido-ar, substrato-ar e substrato-microrganismo,
reduzindo as eficiéncias de remoc¢do de benzeno e xilenos (Figura 3.3). Além disso, tanto a
recirculacdo quanto as altas velocidades (2-4m'h™) de fluxo ascendente melhoram as taxas de
transferéncia e reacdo de massa (STEPHENSON; PATOINE; GUIOT, 1999; THAVEESRI et
al., 1994).

Em relacdo a fracdo BTEX no biogas, todos os hidrocarbonetos apresentaram
valores reduzidos, com excecdo dos m, p-xilenos, para 0s quais a maior carga foi registrada
durante todo o experimento (2,49 pg-dia™) (Tabela 3.3). No entanto, representa uma perda
inferior a 0,02% em relacédo a carga poluente removida.

Embora houvesse variagcbes em alguns de seus parametros operacionais, 0
biorreator permaneceu estavel durante todo o experimento. De fato, ao retornar as mesmas
condicdes operacionais da etapa Il (etapa VII), que apresentou os melhores resultados para a
remocdo de BTEX, obtiveram-se eficiéncias similares para todos 0s compostos, com excecao
do tolueno, que apresentou um aumento de quase 5% em sua composicdo. Esta observacao
reforca a importancia da recirculacdo na remocdo de BTEX microaerébio e indica que as
diferencas observadas no desempenho do biorreator durante os diferentes estagios
experimentais foram devidas as mudancas operacionais feitas no sistema e ndo uma provavel
adaptacdo da microbiota ao longo do tempo.

Surpreendentemente, na etapa VII, os valores de carga de todos 0s compostos
BTEX no biogas foram muito menores do que aqueles observados na etapa Il, com excecao
dos isbmeros m, p-xilenos, que foram duas vezes maiores (1,82 pg-dia™) (Tabela 3.3). Esses
resultados reforcam a hipdtese de crescimento de microrganismos no headspace ap0s o
estagio em que a microaeracao foi aplicada neste ponto de dosagem (etapa V), que poderia ter
sido responsavel por diminuir ainda mais a ja baixa carga de BTEX no biogas.

Por fim, vale ressaltar que o biorreator apresentou boa estabilidade durante todo o
experimento (etapas | a VII), no qual a eficiéncia de remocdo de DQO (Figura 3.4) e 0 pH

(Figura 3.5) do efluente permaneceram em torno de 80,5% e 7,7, respectivamente.



Figura 3.4 Variacdo da concentracdo de matéria organica (DQO) durante o experimento.
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Figura 3.5 Variacdo do pH afluente e efluente durante o experimento.
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3.3.5.  Andlise de sensibilidade e recuperacdo em falhas de microaeracéo

A sensibilidade de um sistema de tratamento ou microrganismos na presenca de
BTEX pode ser verificada aumentando a carga aplicada, o que pode causar uma diminuicdo
na eficiéncia de remo¢do (MOHAMMAD et al., 2017; RAJAMANICKAM et al., 2017). No
presente estudo, como a microaeragdo mostrou um aumento na eficiéncia de remocéo de
BTEX, a sensibilidade do sistema foi testada durante os desligamentos de microaeragéo,
avaliando a recuperacéo da eficiéncia apés o restabelecimento da inje¢do de ar (Figura 3.6).

Figura 3.6 Perfil dos hidrocarbonetos durante o desligamento da microaeracao: a) benzeno; b)
tolueno; c) etilbenzeno; d) m,p-xileno; ) o-xileno.
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Antes do primeiro periodo de desligamento de microaeracdo (DML1), as
concentracdes médias de efluente dos compostos benzeno, tolueno, etilbenzeno, m, p-xilenos
e o-xileno eram de aproximadamente 0,75, 0,13, 0,44, 0,95 e 0,65 mg-L'l, respectivamente
(Tabela 3.4). Durante o DM1, as concentracdes de efluente de todos os hidrocarbonetos
aromaticos aumentaram (Figura 3.6), visivelmente benzeno, que apresentou o maior indice de
sensibilidade (IS), seguido por etilbenzeno e m, p-xilenos (Tabela 3.4). Embora o tolueno
tenha um IS similar aos dos outros hidrocarbonetos, pode ser considerado um caso diferente
(Tabela 3.4). A concentracdo méaxima de efluente do tolueno durante o DM1 (0,28 mg-L™) foi
consideravelmente menor do que os valores maximos dos outros compostos (Figura 3.6).
ApoOs o restabelecimento da microaeracdo, o tempo de recuperacdo (TR) para todos os
compostos BTEX foi entre 2 e 3 dias (Tabela 3.4).

Tabela 3.4 indice de sensibilidade e tempo de recuperacio de cada composto BTEX durante os periodos
de desligamento da microaeracao.

Periodo DM1 DM2 DM3
Conc. iy TR  Conc.afy TR Conc. iy TR
COMPOSOS(mgrh)  ® @ meLh) B @ merh ® @
Benzeno 0,75 1,86 2 0,86 1,53 2 0,33l 1,44 2
Tolueno 0,13 1,07 >2 0,14 0,97 2 0,13 1,08 2
Etilbenzeno 0,44 1,42 2 0,60 1,05 2 0,60 1,16 2
m,p-Xilenos 0,95 1,15 >2 1,18 0,64 2 1,16 067 2
o-Xileno 0,65 0,66 2 0,77 0,37 1 0,85 025 1
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Legenda: DM, desligamento da microaeragdo; Conc..s,, concentragdo efluente depois do periodo de
desligamento; IS, indice de sensibilidade; TR, tempo de recuperagéo.
Fonte: elaborada pelo autor.

Para verificar a reprodutibilidade da resposta do sistema, a microaeragdo foi
desligada novamente por outro periodo de 7 dias (DM2). O IS de todos 0s compostos reduziu
quando comparado ao DML, particularmente para os isomeros de xileno (~ 50% de reducdo),
e 0 TR foi de 2 dias (Tabela 3.4). No terceiro periodo de parada (DM3), os valores de ISe TR
foram semelhantes aos do DM2 (Tabela 3.4), mostrando boa reprodutibilidade.

Em geral, os isdmeros dos xilenos foram os menos sensiveis ao desligamento por
microaeracdo, enquanto o benzeno foi o mais sensivel (Tabela 3.4). De fato, quando a
microaeracdo foi desligada, as concentracdes de efluente benzeno alcancaram valores
semelhantes aos obtidos no estagio I (> 2 mg-L™), quando o biorreator foi operado sob
condicOes anaerobias (Figura 3.6), reforcando que o oxigénio desempenha um papel
importante na ativacdo inicial deste hidrocarboneto aromatico. Na Tabela 3.4 é observado,
também, que depois de sequéncias de desligamento da microaeracdo houve uma tendéncia de
diminuicdo dos indices de sensibilidade dos compostos. Contudo, deve ser considerado que as
concentragdes dos compostos previamente ao desligamento da microaeracdo sofreram
alteracdes. Apesar de estaveis, apresentaram concentracdes um pouco maior que no primeiro
desligamento, as quais acima foram influenciadas pelas medias dos pontos. Ressalta-se que
apesar das mudancas operacionais o0 sistema tende a apresentar boa capacidade de
recuperacdo, como foi observado na etapa VII.

Semelhante, no biogas, a carga diaria de BTEX aumentou quando a microaeragdo
foi desligada e diminuiu depois que o ar foi injetado de volta no sistema (Figura 3.6),
confirmando que a remoc¢édo de BTEX foi principalmente um processo biologico e ndo apenas
uma transferéncia fisica de liquido para biogas (stripping) quando o biorreator foi

microaerado.

3.4. Conclusodes

A microaeracdo (0,5-2,0 mL ar-min™) assegurou altas eficiéncias de remocdo (>
83%) para todos os compostos, e 0s melhores resultados foram obtidos para a vazdo de 1,0
mL ar-min™, particularmente para benzeno, o mais composto recalcitrante, com aumento de

30% na eficiéncia de remocao.
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O melhor ponto para injecdo de microvazdes de ar € proximo a manta de lodo, ndo
obtendo resultados significantes com inje¢des no headspace.
A recirculacdo de efluentes mostrou-se um fator importante para melhorar a transferéncia de
massa e, consequentemente, a remocdo de BTEX.

A remocdo de BTEX por stripping foi insignificante mesmo sob condigdes
microaerdbias, sugerindo que a atividade microbiana foi o principal mecanismo de remocéo.

Finalmente, apds os periodos de interrup¢do da microaeracdo, durante os quais as
concentracdes de efluente aumentaram, o biorreator pode recuperar seu desempenho anterior

em até 2 dias.



65

4. ESTUDO DA BIODEGRADACAO DE COMPOSTOS BTEX EM REATOR UASB
MICROAERADO SUBMETIDO A DIFERENTES CONCENTRACOES DE SAL

4.1. Introducgéo

Os hidrocarbonetos aromaticos benzeno, tolueno, etilbenzeno e os isdbmeros do
xileno (BTEX) séo os principais componentes aromaticos da gasolina (VARJANI, 2017;
VARJANI; UPASANI, 2017). Devido a sua baixa solubilidade em &gua e sua toxicidade
aguda e genotoxicidade (PRENAFETA-BOLD et al., 2004), os BTEX séo classificados como
poluentes prioritarios pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (United States
Environmental Protection Agency) (OTENIO et al., 2005). Devido as sequéncias de
vazamentos acidentais de hidrocarbonetos aromaticos benzeno, tolueno, etilbenzeno e os
isdbmeros do xileno (BTEX) sdo os principais componentes aromaticos da gasolina presente
no solo e na agua subterranea (VARJANI, 2017; VARJANI; UPASANI, 2017).

Algumas técnicas de biorremediacdo de BTEX em aguas subterraneas
contaminadas tém sido investigada ha alguns anos. Contudo, a maioria das pesquisas tem se
concentrado em aguas doces, as quais possuem baixo teor de sais dissolvidos (CORSEUIL et
al., 2011; DE NARDI et al., 2005; FIRMINO et al., 2018; MULLER et al., 2017).

A salinidade pode afetar negativamente a eficiéncia de remocéao de poluentes por
via biologica, uma vez que o cloreto de sodio (NaCl), por exemplo, pode inibir a atividade de
algumas especies bacterianas (GRATTIERI; MINTEER, 2018; MILLE; BENEY; GERVAIS,
2002; SIQUEIRA; WANDERLEY; CALLADO, 2015). O desequilibrio entre a concentracédo
de sal dentro das células bacterianas e a da solucdo externa causa uma pressao osmotica.
Assim, quando as células bacterianas estdo em ambientes de maior concentracdo de sal, elas
podem sofrer desidratacdo, o que leva a morte celular.

Siqueira, Wanderley e Callado (2015) mostraram que o0 aumento da proporcao de
agua de producdo de petrdleo (2%, 5%, 8% e 10%), cuja concentracdo de cloretos (2,4-
11,7g:L™") é consideravel, em esgoto sanitario sintético tratado em um reator anaerébio em
batelada sequencial, operado com tempo de detencdo hidraulica (TDH) de 22 horas, resultou
em uma reducdo na eficiéncia de remocdo de DQO de 75% para 73%, 64%, 47% e 23%,
respectivamente. A inibicdo do processo anaerdbio foi atribuida ao estresse osmatico causado
pela alta salinidade, que chegou a 11,7 g Cl-L™ na Gltima etapa do experimento.

O acumulo de sais em reatores anaerObios metanogénicos pode inibir o

crescimento de arqueias metanogénicas hidrogenotréficas e acetoclasticas, reduzindo sua
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competitividade em relagcdo a outros grupos microbianos, como as bactérias redutoras de
sulfato, e, portanto, reduzindo a producdo de metano (WU et al., 2017). No entanto, a
degradacdo microbiana de compostos aromaticos em ambientes contendo moderadas e
elevadas concentracbes de sais pode ser alcancada com in6culo enriquecido com
microrganismos halotolerantes e halofilicos degradadores de compostos aromaticos
(HASSAN; ALY, 2018; SEI; FATHEPURE, 2009), ou com indculo comum, como 0s
provenientes de estacBes de tratamento de esgotos, apds um periodo de aclimatacdo
(ADELAJA; KESHAVARZ; KYAZZE, 2015; SIQUEIRA; WANDERLEY; CALLADO,
2015). A grande motivacdo dos pesquisadores envolvidos em estudos de biodegradacdo é,
sem davida, a busca de microrganismos versateis capazes de degradar, de maneira eficiente,
uma grande variedade de poluentes a um baixo custo operacional (FIRMINO et al., 2018;
PENDASHTEH; CHAIBAKHSH; AHMADUN, 2018; SIQUEIRA; WANDERLEY;
CALLADO, 2015; SURENDRA; MAHALINGAM; VELAN, 2017; TIBURTIUS;
PERALTA-ZAMORA; LEAL, 2004).

Recentemente, sistemas anaerdbios com finalidade de remocdo de compostos
BTEX tém sido estudados na presenca de microvazdes de ar para melhorar a remocéo desses
hidrocarbonetos em aguas contaminadas (FIRMINO et al., 2018; SIQUEIRA et al., 2018; WU
et al., 2015), auxiliando o processo enzimatico, ja que a biodegradacdo de BTEX envolve uma
série de etapas utilizando diferentes enzimas (VARJANI, 2017; VARJANI; UPASANI,
2017). Por meio da microaeracdo, espera-se que um atomo de oxigénio seja incorporado ao
hidrocarboneto aromatico pela acdo enzimatica de mono-oxigenases, enquanto o outro atomo
de oxigénio € reduzido a 4gua (VARJANI; UPASANI, 2017).

Assim, sob tais condicdes, denominadas microaerobias, alguns microrganismos
utilizam oxigénio apenas para introduzir grupos hidroxila no anel aroméatico como nas rotas
aerObias classicas, enquanto a sua clivagem acontece por meio de rotas metabolicas
anaerdbias, pois ndo ha oxigénio suficiente para atuar como aceptor de elétrons
(CHAKRABORTY; COATES, 2004; FUCHS, 2008; YERUSHALMI et al., 2001).

Contudo, ndo ha relatos de investigacGes avaliando a remocdo de BTEX em
sistemas microaerdbios tratando aguas salobras (salinidade superior a 0,5% e inferior a 30%).
Portanto, na presente pesquisa, foi investigada a influéncia de crescentes concentracfes de
NaCl na remocgdo microaerdbia de BTEX de forma a avaliar a viabilidade do uso de reatores
microaerdbios para a biorremediacdo ex situ de aguas salobras contaminadas com esses

compostos aromaticos.
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4.2. Material e Métodos

4.2.1. Configuracgdo experimental

O experimento em fluxo continuo foi realizado em um reator anaerdbio de manta
de lodo e fluxo ascendente (UASB, upflow anaerobic sludge blanket), em escala laboratorial
(volume util de 2,2 L), feito a partir de tubos e conexdes de PVC para esgoto. O reator foi
inoculado com 10% de seu volume Gtil com lodo anaerébio (~49 g SSV-L™) de um reator
UASB que tratava esgoto doméstico (Fortaleza, Ceard, Brasil). O sistema experimental foi o
mesmo descrito do capitulo 3, inclusive com a mesma biomassa.

O reator foi alimentado com &gua contaminada sintética com BTEX por meio de
bomba peristaltica (Minipuls 3, Gilson, EUA) e operado com um tempo de detencéo
hidraulica (TDH) de 24 h a temperatura ambiente (aproximadamente 27 °C). No intuito de
facilitar o contato entre alimento e microrganismo e auxiliar o desprendimento do biogas,
evitando que houvesse a perda de biomassa pelo efeito pistdo (elevacdo da manta de lodo
pelas bolhas de biogas presas), foi adicionado um sistema de recirculacdo de efluente,
realizado por bomba dosadora (Concept Plus, ProMinent Dosiertechnik GmbH, Alemanha),
cuja vazdo média era aproximadamente 0,72 L-h™.

Além disso, o reator foi microaerado junto a tubulacao de alimentacdo, a partir de
um cilindro de 1 m3 contendo ar sintético com proporcoes de 20% de oxigénio e 80% de
nitrogénio (White Martins, Brasil), com o auxilio de um controlador de fluxo de massa com
ajuste de 0 a 20 mL-min™ (GFC17, Aalborg, EUA). O biogés produzido era coletado e

medido pelo método de deslocamento de liquido (frasco de Mariotte).

4.2.2.  Agua contaminada sintética

A 4gua contaminada sintética consistia de uma solucdo aquosa contendo ~4,2
mg-L™* de cada composto BTEX: benzeno (99,5%, Dindmica Quimica, Brasil), tolueno
(99,5%, Vetec, Brasil), etilbenzeno (99,0%, Sigma-Aldrich, EUA), o-xileno (98,0%, Fluka,
EUA), m-xileno (99,0%, Sigma-Aldrich, EUA) e p-xileno (99,0%, Sigma-Aldrich, EUA), um
co-substrato (1 g DQO-L™), meio basal (macro e micronutrientes) e um tampdo. O co-
substrato era o etanol (99,8%, Dinamica, Brasil), e 0 meio basal era preparado de acordo com
Firmino et al. (2010). Para manter o pH préximo a 7,0, a solugdo era tamponada com

bicarbonato de sodio (NaHCO3) na proporcao de 1 g de NaHCO; para cada 1 g DQO. Além
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desses compostos, em algumas etapas, foi adicionado cloreto de sédio (NaCl) para aumentar a
salinidade da agua. O afluente foi armazenado a aproximadamente 5 °C em embalagem
fabricada em polietileno de alta densidade e alto peso molecular (HDPE). A fim de evitar a
volatilizacdo de BTEX para 0 meio externo e manter o equilibrio da fracdo volatil, o tanque
de alimentacédo foi mantido fechado e, com auxilio de uma agulha, foi favorecido e equilibrio

de presséo do recipiente.

4.2.3. Procedimento experimental

O experimento foi dividido em quatro etapas (Tabela 4.1). Inicialmente, o reator
foi operado sob condi¢cBes microaerdbias e alimentado com &gua contaminada com BTEX
sem a adicdo de NaCl (etapa 1). Em seguida, apds o reator atingir estabilidade operacional,
nas etapas Il a IV, foram adicionadas diferentes concentracfes de NaCl a agua contaminada
(0,98, 1,82 e 3,64 g-L*, respectivamente) de forma a avaliar o impacto do aumento da

salinidade no desempenho de remoc¢do microaerébia de BTEX.

Tabela 4.1 CondicGes operacionais aplicadas ao reator microaerébio.

Etapa I I i \Y]
Dias de operacéo 22 44 42 45
Microaeragdo (mL ar-min) 1 1 1 1

Relacédo vazdo de O/vazdo de alimentacéo

(L Oz-L™* alimentag&o) 014 014 014 014

Vazdo de recirculacdo (L-h) 0,72 0,72 0,72 0,72
Concentracdo de NaCl (g-L™) 0,15 0,98 1,82 3,64
Etanol (g-L™) 0,5 05 05 05
Benzeno (mg-L™?) 440 422 4,09 4,40
Tolueno (mg-L™?) 448 454 4,19 4,22
Etilbenzeno (mg-L™) 4,12 4,23 4,03 4,24
m,p-Xilenos (mg-L™) 8,97 9,12 8,86 8,50
o-Xileno (mg-L™) 4,76 453 4,23 4,25

*Concentracdo proveniente dos sais da solugdo de macro e micronutrientes.
Fonte: elaborada pelo autor.

4.2.4.  Analises quimicas e cromatografica

As anélises de pH e alcalinidade foram realizadas de acordo com o Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005), enquanto os acidos
graxos volateis (AGV) foram determinados pelo método Kapp (BUCHAUER, 1998). Ja as

analises de DQO foram realizadas segundo metodologia proposta por Freire e Sant’anna
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(1998), para efluentes com elevado teor de cloretos. A condutividade e a concentragdo de
NaCl foi monitorada com auxilio de condutivimetro (DM-31, Digimed).

Os compostos BTEX foram determinados por extracdo por headspace estatico
(Triplus HS, Thermo Scientific, USA) seguido de cromatografia gasosa com detec¢do por
ionizagdo por chama (HS-GC-FID, headspace-gas chromatography-flame ization detection)
(Trace GC Ultra, Thermo Scientific, USA) segundo Carneiro et al. (2014). Todas as amostras
(10 mL) eram previamente diluidas com &gua ultrapura (Milli-Q system, EMD Millipore,
USA) diretamente em vials de vidro borossilicato para headspace (20 mL) (Supelco, EUA),
0s quais eram, em seguida, selados com septos de PTFE/silicone e lacres de aluminio
(Supelco, EUA).

Além da analise de hidrocarbonetos no liquido (afluente e efluente), foi avaliada a
fracdo de compostos BTEX que volatilizou e esteve presente no biogas. Para tal analise, com
auxilio de uma micro seringa Gastight, foram coletas amostras de 0,5 mL do biogas, por meio
de septo de amostragem no headspace do reator, e analisadas nas mesmas condicOes
cromatograficas citadas anteriormente, contudo com inje¢cdo manual.

A caracterizacdo de biogas foi realizada, em termos de ar (O2 + N), CO; e CHy,
por cromatografia gasosa com deteccdo por condutividade térmica (GC-TCD, gas
chromatography-thermal conductivity detection) (GC-17A, Shimadzu Corporation, Japéo),

como descrito por Firmino et al. (2015).

4.2.5. Analises estatisticas

O programa Statgraphics Centurion XV foi utilizado para a analise estatistica dos
dados, sendo aplicados os testes ndo-paramétricos de Mann-Whitney e de Kruskal-Wallis, os
quais ndo requerem uma distribuicdo especifica de dados, para comparar o desempenho do
reator durante as diferentes etapas experimentais. Os resultados dos testes foram avaliados de
acordo com o valor de p. Se p < 0,05, a hipotese nula é rejeitada, ou seja, 0s grupos de dados

sdo considerados estatisticamente diferentes.

4.3. Resultados e Discussao

O sistema em estudo foi operado por um periodo total de 153 dias. Apds

apresentada qualidade estavel do efluente, uma nova etapa era iniciada. A Figura 4.1 e a
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Tabela 4.2 mostram os parametros do afluente e do efluente coletados durante o periodo para
0 monitoramento dos compostos BTEX e a eficiéncia de remocao.

Sob condi¢Bes microaerodbias, sem adicdo de NaCl (etapa 1), 0s compostos mais
recalcitrantes foram o benzeno e o o-xileno, com eficiéncias de remogéo de 83,7% e 86,4%,
respectivamente, enquanto os demais compostos apresentaram eficiéncia igual ou superior a
90% (Tabela 4.2).

Figura 4.1 Variacdo da concentracdo afluente e efluente, e eficiéncia de remogéo dos compostos
BTEX no liquido: a) benzeno; b) tolueno; c) etilbenzeno; d) m,p-xileno; €) o-xileno.
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Posteriormente, com o inicio das etapas com adicdo de NaCl (etapas Il, Il e 1V),

os resultados observados apresentaram decréscimo na eficiéncia de remocdo para todos 0s
compostos aromaticos em comparacdo com a etapa |. Na etapa Il, com o afluente contendo
uma concentracdo média de NaCl de 0,98 g-L™ (equivalente a 1,03% de salinidade), o
isbmero o-xileno apresentou decréscimo de 11,7% na sua eficiéncia, comparando com a etapa
I, apresentando-se como o0 composto cuja remoc¢ado foi a mais prejudicada com a presenca de

NaCl nessa etapa. Em contrapartida, o tolueno foi o composto com menor reducdo de
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Na etapa I1I, com uma concentracio afluente de NaCl maior (1,82 g NaCl-L™,
equivalente a 1,91% de salinidade), os hidrocarbonetos o-xileno, benzeno e m,p-xilenos
apresentaram decréscimos na eficiéncia de remocgdo de 16,3%, 153% e 12,9%,
respectivamente, em relacdo a etapa I, enquanto o tolueno e o etilbenzeno mantiveram,
praticamente, a mesma eficiéncia da etapa 1. Por fim, na etapa IV (3,64 NaCl-L™, equivalente
a 3,42% de salinidade), em comparacdo a etapa I, o tolueno apresentou um decréscimo de
7,5% na eficiéncia da biodegradacéo, seguido do etilbenzeno, que apresentou uma reducdo de
pouco mais de 11,4%. Os demais compostos chegaram a apresentar ~17% de decréscimo da
eficiéncia de remocéo (Tabela 4.2).

Tabela 4.2 Concentracéo afluente e efluente de BTEX, e eficiéncia de remocéo do reator microaerdbio
para diferentes concentra¢fes de NaCl.

NaCl Afluente Efluente Eficiéncia Conc_.

BEpd glh)  (mglh  (mgL? CONN S

o I 0,15* (0,03) 4,40 (0,24) 0,72 (0,02) 83,7 (0,63) 3,68 (0,22)
E, I 0,98 (0,05) 4,22 (0,11) 0,93 (0,06) 78,1 (1,17) 3,29 (0,10)
g Il 1,82 (0,08) 4,09 (0,08) 1,29 (0,14) 684 (3,71) 2,80 (0,19)
v 3,64 (0,16) 4,40 (0,22) 1,50 (0,11) 658 (2,000 2,89 (0,16)

o I 0,15* (0,03) 4,48 (0,10) 0,17 (0,05 96,2 (1,14) 4,31 (0,13)
§ ] 0,98 (0,05) 454 (0,19) 0,30 (0,08) 934 (1,88) 4,25 (0,23)
E Il 1,82 (0,08) 4,19 (0,21) 0,27 (0,03) 93,6 (0,82) 3,92 (0,22)
v 3,64 (0,16) 4,22 (0,27) 0,48 (0,09) 88,7 (1,81) 3,74 (0,27)

= I 0,15* (0,03) 4,12 (0,13) 0,41 (0,03) 90,1 (0,99) 3,72 (0,15)
qg’ ] 0,98 (0,05) 4,23 (0,15) 0,62 (0,05) 853 (1,24) 3,61 (0,16)
é Il 1,82 (0,08) 4,03 (0,27) 0,60 (0,10) 85,0 (2,55 3,43 (0,28)
(0 v 3,64 (0,16) 4,24 (0,26) 0,90 (0,09) 78,7 (1,20) 3,34 (0,19)
8 I 0,15* (0,03) 8,97 (0,38) 0,91 (0,05) 89,9 (0,29) 8,06 (0,32)
E’ I 0,98 (0,05) 9,12 (0,30) 1,74 (0,12) 80,9 (1,36) 7,38 (0,31)
>c-<): Il 1,82 (0,08) 8,86 (0,40) 2,03 (0,20) 77,0 (2,41) 6,83 (0,42)
S v 3,64 (0,16) 8,50 (0,30) 2,37 (0,10) 72,1 (0,97) 6,13 (0,24)
5 I 0,15* (0,03) 4,76 (0,13) 0,65 (0,03) 86,4 (0,76) 4,11 (0,12)
o I 0,98 (0,05) 4,53 (0,21) 1,14 (0,07) 74,7 (1,64) 3,39 (0,20)
% Il 1,82 (0,08) 4,23 (0,25) 1,27 (0,10) 70,1 (1,52) 2,97 (0,20)

IV 364(0,16) 4,25 (0,24) 1,31 (0,05) 69,0 (0,94) 2,93 (0,21)

*Concentracdo proveniente dos sais da solugdo de macro e micronutrientes.
O desvio padréo é exibido entre parénteses.
Fonte: elaborada pelo autor.
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As concentracdes elevadas de sal podem ter impacto sobre o desempenho fisico-
quimico e microbiologico do sistema, que, por sua vez, estdo mutuamente envolvidos numa
interacdo dinamica (LAY; LIU; FANE, 2010). O sucesso do tratamento depende,
essencialmente, da capacidade dos microrganismos em manter o crescimento e desempenhar a
sua funcdo de biodegradar os poluentes presentes na agua utilizada sob condicdo de elevada
salinidade. Os autores explicam que a concentracdo elevada de sal causa stress osmotico
consideravel sobre os microrganismos, gerado pela pressdao osmoética do meio ambiente.

Entretanto, alguns microrganismos utilizam a estratégia de solutos compativeis
(compatible solutes), a qual envolve a acumulacdo de solutos osmoéticos organicos
compativeis, tais como glicerol, glicina, betaina, e alcoois de aglcar e varios aminoacidos no
interior do citoplasma, também chamados de osmélitos, para o equilibrio osmético
(VENTOSA et al., 1998). Os autores explicam que a adaptacdo ao aumento da salinidade
pode ocorrer em trés fases, dependendo da concentracdo de sais no meio. Inicialmente,
observa-se o encolhimento das células e inibicdo do crescimento microbiano e da sintese de
fosfolipidios (presente na composicdo da membrana). Em poucas horas, o crescimento pode
ser retomado, contudo a sintese de fosfolipidio pode demorar a ser retomada. A duracéo desse
periodo de laténcia vai depender da extensdo da mudanca de salinidade. A sintese de novas
proteinas ndo é necessaria durante as duas primeiras fases da adaptacdo e, somente quando a
composicdo correta da membrana for alcancada, o organismo pode retomar o crescimento.
Durante a terceira fase, o crescimento e a biossintese da membrana foram totalmente
adaptados a nova concentracdo de sal. Dessa forma, a alteracdo na composicdo da membrana
fosfolipidica pode ser uma resposta fisioldgica necessaria para a adaptacdo as alteracdes da
salinidade.

Na presente pesquisa, o periodo operacional extenso de cada etapa (42-45 dias)
favoreceu a adaptacdo dos microrganismos a concentracdes de NaCl diferentes, respeitando,
dessa forma, 0 mecanismos dos solutos compativeis e as etapas de adaptacao celular.

Acikgoz e Ozcan (2016) investigaram a capacidade de microrganismos halofilicos
isolados de degradar fenol (100 mg-L™) e encontraram uma eficiéncia maxima de 80%
quando a cultura continha 20% (m/v) de NaCl, decrescendo a eficiéncia para a metade quando
investigado a degradacéo de fenol a 25% (m/v) de NaCl.

Pendashteh, Chaibakhsh e Ahmadun (2018), ao avaliarem o potencial de
microrganismos halofilicos em degradar petroleo bruto em efluente de elevada salinidade
(4gua de producdo sintética) para diferentes concentragdes de NaCl (11-246 g-L™), obtiveram

a maior eficiéncia de remocdo de petréleo bruto (> 60%) para a concentragdo de ~31 g
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NaCl-L™. Os microrganismos apresentaram metabolismo 6timo nas salinidades proximas & da
agua do mar onde foram coletados, e sua atividade diminuiu em salinidades mais altas e/ou
mais baixas. Foi observado, ainda, que, com o aumento da concentragdo de NaCl, houve uma
diminuicéo significativa no crescimento de microrganismos.

Hassan et al. (2012) relataram o isolamento de Alcanivorax sp. HAO3 de lagos
alcalinos em Wadi EIl Natrun, capaz de degradar benzeno, tolueno e clorobenzeno como as
Unicas fontes de carbono em salinidade variando de 3 a 15% (m/v) de NaCl. Com
concentracdo de 3% (m/v) de NaCl, as taxas iniciais foram de 2,85, 2,5 e 0,75 pmol-frasco’
Ydia®, decrescendo com a adicdo de NaCl, chegando a 0,74 umol-frasco™-dia®’ para o
benzeno, quando este esteve sob 15% de salinidade.

Em comparacdo a presente pesquisa, as supracitadas investigacfes utilizaram
microrganismos tolerantes a concentragfes de sais e de contaminantes mais elevadas.
Contudo, neste trabalho, foi testado um lodo anaerébio ndo adaptado a altos niveis de
salinidade para remover BTEX em um reator UASB microaerado. Até onde se sabe, sdo
poucos os relatos mostrando a capacidade de lodo anaerobio domeéstico com aclimatacéo
halofilica metabolizando BTEX em diferentes concentracGes de sal.

Existem algumas informacdes na literatura sobre a degradacdo de compostos de
petréleo com microrganismos ndo-halofilicos, bem como sobre vias de degradacao e enzimas
envolvidas no metabolismo anaerébio e microaerébio (ou com aeragédo limitada) (FIRMINO
et al,, 2018; WANG et al., 2014; WU et al., 2015; YERUSHALMI et al., 2001). Sob
condicBes microaerdbias, as mono-oxigenases iniciam a degradacdo de hidrocarbonetos pela
adicdo de atomos de oxigénio ao anel aromatico (hidroxilacdo), os quais sdo posteriormente
mineralizados anaerobiamente (ABURTO et al., 2009; FATHEPURE, 2014; FIRMINO et al.,
2018; LIU, 2015; YERUSHALMI et al., 2001). Entretanto, atualmente, poucas sdo as
informacGes na literatura sobre as vias e enzimas envolvidas na degradacdo de
hidrocarbonetos em ambientes com maior concentracdo de sais. Contudo, acredita-se que a
degradacdo de hidrocarbonetos nesses ambientes ocorre usando enzimas semelhantes as
descritas para muitos microrganismos ndo-halofilicos (FATHEPURE, 2014).

Com relacdo a remocdo de matéria organica, os valores médios de eficiéncia apds
a adicdo do sal diminuiram de 81,3% (etapa 1) para 80,7%, 78,2% e, por fim, 75,2% nas
etapas Il, 11l e IV, respectivamente. Contudo, observando a Tabela 4.3, a concentracdo
removida de DQO foi a mesma para essas etapas (0,83-0,84 g-L™). Percebeu-se que o
pequeno decréscimo observado na eficiéncia de DQO deve-se ao aumento de concentracdo

afluente. Dessa forma, a remocao de matéria organica parece nao ter sido afetada pela adicéo
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de sais. Em relacdo ao percentual de metano no biogas, embora tenha sido observada redugédo
apos a adicdo de NaCl (etapa I1), o0 aumento da concentracdo de sal (etapas Il e 1V) ndo
alterou significativamente esse percentual (19,8-21,4%) (Tabela 4.3). Salienta-se que o reator
era microaerado com ar, e esse processo contribui para a diluicdo de metano.

Em contraste, Gagliano et al. (2017) mostraram que o lodo de um reator UASB,
embora adaptado a elevada concentracdo de sédio (8 g Na™L™) por mais 10 anos, ao ser
exposto a crescentes concentracdo de sédio (10-20 g Na™-L™?), teve sua capacidade de
conversdo de matéria organica reduzida. Interessantemente, esses autores observaram que a
adicdo de potassio aliviou o efeito negativo do s6dio no desempenho do reator, ja que 0s
microrganismos precisam de potassio para operar efetivamente suas bombas de sddio-potéssio
e manter os niveis de sodio citoplasmaticos suficientemente baixos.

A concentracdo de acidos graxos volateis (AGVs) e alcalinidade também foram
monitorados (Tabela 4.3). Apesar dos maiores valores de AGV nas etapas Il e IV, 0s niveis
de alcalinidade ainda garantiam uma baixa relagdo AGV/AT (0,14-0,23), caracteristica de
sistemas anaerobios estaveis.

Finalmente, € importante mencionar que a remoc¢do microaerobia de BTEX foi,
provavelmente, resultado de atividade microbiologica e ndo apenas de um fendémeno fisico
(volatilizacdo), como observado por Siqueira et al. (2018). Na etapa I, a carga de BTEX
presente no biogas (

Tabela 4.4) correspondeu a menos do que 0,01% da carga afluente, ndo havendo,
portanto, perda dos compostos por stripping. Com 0 aumento da salinidade (etapas Il a V),
houve uma tendéncia de aumento da carga de alguns dos compostos no biogas devido a uma
provavel inibicdo dos microrganismos responsaveis pelo ataque inicial a esses compostos
aromaticos, reforcando a hipotese de que a remocdo de BTEX sob condi¢@es microaerobias é,
principalmente, um fendmeno biolégico. Mesmo assim, para a maior concentracdo de NaCl

(etapa V), a carga de BTEX no biogas ndo superou 0,02% da carga afluente.



Tabela 4.3 Parametros de estabilidade do reator microaerobio para diferentes concentragdes de NaCl.

DQO Metano Alc. Total

Afluente Efluente Eficiéncia DQOremovida

Etapa (L) (g-LY) (%) (@LY

(%)

AGV
Efluente

(mg CaCOs-L™") (mg CaCOs-L™)

| 1,04 (0,02) 0,19 (0,01) 81,31 (1,28) 0,86 (0,03) 28,1 (0,01) 717,37 (37,01) 101,03 (36,40)

Il 1,03 (0,03) 0,20 (0,01) 80,70 (0,94) 0,83 (0,03) 21,4 (0,03) 717,34 (10,92)

88,01 (31,64)

I 1,07 (0,06) 0,23 (0,02) 78,16 (1,46) 0,84 (0,04) 19,8 (0,02) 777,87 (27,16) 181,19 (69,22)
IV 1,12 (0,06) 0,28 (0,03) 7509 (2,35) 0,84 (0,06) 20,9 (0,03) 776,40 (35,67) 176,31 (58,46)

O desvio padréo é exibido entre parénteses.
Fonte: elaborada pelo autor.

Tabela 4.4 Carga de BTEX no biogas do reator microaerobio para diferentes concentracoes de NaCl.

Etapa Benzeno Tolueno Etilbenzeno m,p-Xilenos o-Xileno
(ug-dia™) (ug-dia™) (ug-dia™)  (ug-dia™) (ug-dia™)
I 0,26 (0,06) <LD 0,25 (0,11) 1,78 (0,20) <LD
I 0,22 (0,02) <LD 0,12 (0,04) 3,36 (0,62) 0,12 (0,05)
I 0,61 (0,14) <LD 0,13 (0,09) 2,97 (0,55) 0,21 (0,05)

IV 071 (045 015 (0,17) 4,11 (7,50) 2,58 (0,24) 0,29 (0,08)

O desvio padréo ¢ exibido entre parénteses.
LD: limite de deteccdo
Fonte: elaborada pelo autor.
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4.4. Conclusao

Na auséncia de NaCl, elevadas eficiéncias de remocdo (> 83%) foram obtidas
para todos os compostos aromaticos. Entretanto, a adicdo de concentragGes crescentes de
NaCl diminuiu gradativamente a eficiéncia de remocéo de BTEX, chegando a decréscimos de
18% para alguns compostos, como o benzeno, quando a maior concentracdo de NaCl (3,64
g-L™?) foi adicionada.

O reator manteve-se estavel durante todo o experimento, ndo sendo observados
problemas de remocdo de matéria organica nem indicios de acidificagdo. Embora o percentual
de metano tenha diminuido apés a adicdo de NaCl, o aumento da concentracdo desse sal ndo
alterou significativamente esse percentual (19,8-21,4%).

A remoc¢do de BTEX sob condigdes microaerdbias €, muito provavelmente, um
processo bioldgico, ja que a perda por volatilizagédo foi insignificante (< 0,02%), mesmo para
a maior concentracdo de NaCl adicionada.

Assim, uso de reatores microaerobios parece ser uma alternativa bastante viavel

para a biorremediacgéo ex situ de aguas salobras contaminadas com BTEX.
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5. BIODEGRADACAO ANAEROBIA E MICROAEROBIA DE BENZENO: EFEITO
DE IMPORTANTES INTERMEDIARIOS

5.1. Introducéo

O benzeno é um hidrocarboneto monoaromatico presente no petroleo bruto e nos
subprodutos do beneficiamento desse combustivel fossil, como, por exemplo, a gasolina
(CHAKRABORTY; COATES, 2004; VARJANI, 2017; VARJANI; UPASANI, 2017). Esse
hidrocarboneto pode entrar em contato com aguas subterraneas por meio de vazamento de
tanques de armazenamento ou de tubulagdes de transporte de combustiveis
(MECKENSTOCK; MOUTTAKI, 2016; OTENIO et al., 2005; PENG et al., 2015;
VARJANI, 2017), representando um risco ambiental e sanitario, ja que apresenta elevada
solubilidade e mobilidade em &gua e ainda possui propriedades cancerigenas (FARHADIAN
et al., 2008; VARJANI, 2017).

O benzeno ¢ facilmente biodegradavel sob condi¢des aerdbias, sendo o oxigénio
um reagente chave na etapa de ativacdo do anel aromético (COATES et al., 2002;
FARHADIAN et al.,, 2008; EL-NAAS et al., 2014). De acordo com a estequiometria, a
mineralizacdo aerobia completa de 1 mg de benzeno requer aproximadamente 1,4 mg de Oz, 0
que significa que o nivel de oxigénio dissolvido saturado no ambiente (8-12 mg-L™) é
suficiente para a oxidacdo de 5-8 mg-L™ de benzeno (LIU, 2015).

Contudo, o oxigénio presente no solo e na agua subterranea pode vir a se esgotar,
uma vez que 0S microrganismos presentes no meio o utilizam para metabolizar os
contaminantes que atigem o subsolo (KAZUMI et al., 1997; LOVLEY, 1997). Embora a
adicdo de oxigénio na agua subterrénea acelere a biodegradacéo, esse processo é considerado
oneroso. Consequentemente, a otimizacdo da degradacdo anaerdbia é essencial para a
remocdo de benzeno de tais ambientes subterraneos com concentragcdes baixas ou nula de
oxigénio (LOVLEY, 1997; WAALS et al., 2017).

O maior desafio da biodegradacdo anaerdbia de benzeno é superar a elevada
estabilidade quimica do composto na auséncia de oxigénio molecular, motivo pelo qual foi
afirmado, por algum tempo, ser impossivel metabolizad-lo sob condi¢cBes anaerdbias
(CHAKRABORTY; COATES, 2004; VARJANI, 2017). Contudo, estudos apontam que
baixas concentracdes de oxigénio podem favorecer a degradacdo inicial de hidrocarbonetos
monoaromaticos, pois, sob condi¢cbes microaerdbias, alguns microrganismos podem utilizar

oxigénio para introduzir grupos hidroxila no anel aromatico como nas rotas aerobias classicas,
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facilitando posteriormente sua clivagem por meio de rotas metabdlicas anaerdbias (FUCHS,
2008).

Firmino et al. (2018), ao microaerar um reator anaerébio de manta de lodo e fluxo
ascendente tratando compostos BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e isdmeros do xileno),
obtiveram eficiéncias maiores para todos os compostos, principalmente para o benzeno, que
aumentou ~30% na presenca da microaera¢do, em comparacao as etapas anaerobias.

Outro desafio é compreender a rota de degradacéo do benzeno. A literatura propde
trés rotas principais para a degradacéo inicial do anel aromético sob condi¢Bes anaerdbias: a
hidroxilag&o, a carboxilacdo e a metilacéo, levando a formagéo de fenol, benzoato e tolueno,
respectivamente (CHAKRABORTY; COATES, 2004; DOU et al., 2010; MECKENSTOCK;
MOUTTAKI, 2016).

Entretanto, poucos estudos detalnham a rota de degradacdo do benzeno sob
condicdes microaerobias. Yerushalmi et al. (2001), a partir de experimentos em batelada de
degradacédo de benzeno com culturas aerébias adaptadas a baixas concentragdes de oxigénio,
observaram a conversdo desse composto aromatico a fenol, composto menos recalcitrante
produzido a partir da hidroxilacdo inicial do benzeno por meio de mono-oxigenases.
Alternativamente, esses autores propdem que, ap0s o0 esgotamento completo de oxigénio, 0
fenol pode ser degradado anaerobiamente a benzoato pela acdo de microrganismos anaerébios
apropriados.

Assim, a presente pesquisa teve como objetivo avaliar a degradacdo microaerobia
de benzeno em um reator metanogénico em fluxo continuo sob diferentes condicdes
operacionais (diferentes vazGes e pontos de microaeracdo, e uso de recirculacdo de efluente)
para otimizar o processo, bem como avaliar o efeito da presenca de importantes

intermediarios da degradacéo anaerdbia do benzeno (fenol, benzoato e tolueno).

5.2. Material e Métodos

5.2.1. Configuracao experimental

O experimento em fluxo continuo foi realizado em um reator anaerébio de manta
de lodo e fluxo ascendente (UASB, up-flow anaerobic sludge blanket), em escala laboratorial
(volume atil de 2,2 L), feito a partir de tubos e conexdes de PVC para esgoto. O reator foi
inoculado, em 10% de seu volume dtil, com lodo anaerébio (~49 g SSV-L™) de um reator

UASB que tratava esgoto doméstico (Fortaleza, Ceara, Brasil).
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O reator foi alimentado com agua contaminada com benzeno por meio de bomba
peristaltica (Minipuls 3, Gilson, EUA) e operado com um tempo de detencdo hidraulica
(TDH) de 24 h a temperatura ambiente de aproximadamente 27 °C. A 4gua contaminada
sintética consistia de uma solugdo aquosa contendo o hidrocarboneto benzeno em
concentracdo média de aproximadamente 4,2 mg-L™ (benzeno 99,5%, Dindmica Quimica,
Brasil), um co-substrato (1 g DQO-L™), meio basal (macro e micronutrientes) e um tamp&o. O
co-substrato era o etanol (99,8%, Dinadmica, Brasil), e 0 meio basal era preparado de acordo
com Firmino et al. (2010). Para manter o pH proximo a 7,0, a solugdo era tamponada com
bicarbonato de s6dio (NaHCOs3) na proporcdo de 1 g de NaHCOj3 para cada 1 g DQO. O
afluente foi armazenado a aproximadamente 5 °C em embalagem fabricada em polietileno de
alta densidade e alto peso molecular (HDPE). A fim de evitar a volatilizacdo de benzeno para
0 meio externo e manter o equilibrio da fracdo volatil, o tanque de alimentacdo foi mantido
fechado, e, com auxilio de uma agulha, foi favorecido o equilibrio de presséo do recipiente.

No intuito de facilitar o contato entre alimento e microrganismo e auxiliar o
desprendimento do biogas, evitando que houvesse a perda de biomassa pelo efeito pistdo
(elevacdo da manta de lodo pelas bolhas de biogas presas), foi adicionado um sistema de
recirculacdo de efluente, realizado por bomba dosadora (Concept Plus, ProMinent
Dosiertechnik GmbH, Alemanha), cuja vazio média era aproximadamente 0,72 L-h™. Em
algumas etapas, o reator foi microaerado, a partir de um cilindro de 1 m3 contendo ar sintético
com propor¢des de 20% de oxigénio e 80% de nitrogénio (White Martins, Brasil), com o
auxilio de um controlador de fluxo de massa com ajuste de 0 a 20 mL-min™ (GFC17,
Aalborg, EUA). O biogas produzido era coletado e medido por um medidor de gas

previamente calibrado (método de deslocamento de liquido).
5.2.2. Procedimento experimental

O experimento foi dividido em duas fases (1 e 2), apresentados na Tabela 5.1. Na
fase 1, foi avaliada a degradacdo microaerdbia de benzeno sob diferentes condicbes
operacionais de forma a otimizar o processo. Na fase 2, foram adicionados, individualmente, a
alimentacdo possiveis compostos intermediarios da degradacdo anaerdbia do benzeno (fenol,
benzoato e tolueno) para avaliar sua interferéncia na degradacdo desse hidrocarboneto

aromatico sob condices anaerdbias e microaerdbias.
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Tabela 5.1 Condi¢des operacionais aplicada no reator durante a remogao de benzeno em condicfes anaerdbias e microaerobias.

Fase 1 Fase 2
Etapa | I i v \Y VI VIl | VIIT  IX X Xl X X XIvV XV
Dias de operagéo 64 49 31 39 28 28 43 49 35 31 32 37 34 18 16
Microaeragéo na alimentagéo
(mL ar-min'l) - 1 0,5 2 - 1 1 1 - - 1 1 - - 1
Relacéo vazéo de O,/ vazdo de
alimentacéo (L Oy L* - 0,14 0,07 0,27 - 0,14 0,14 | 1,14 - - 0,14 0,14 - - 1,14
alimentacéo)
Microaeracdo headspace i i i i 1 i i i i i i i i i i
(mL armin™)
Vazdo de recirculagéo (L.h™) 0,72 0,72 0,72 0,72 0,72 - 0,72 | 0,72 0,72 0,72 0,72 0,72 0,72 0,72 0,72
Etanol (g'L™) 0,5 o5 05 05 05 05 05|05 05 05 05 05 05 05 05
Benzeno (mg-L™) 4,37 412 42 436 424 423 442|422 433 439 42 431 42 4,09 423
Fenol (mg-L™) - - - - - - - 4,28 4,70 - - - - - -
Benzoato (mg-L™) - - - - - - - - - 4,23 4.2 - - - -
Tolueno (mg-L™) - - - - - - - - - - - 427 4,26 - -

Fonte: elaborada pelo autor.
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5.2.2.1. Fase 1 — Otimizacdo do processo de degradacao microaerdbia de benzeno

Apds a inoculacdo com lodo domestico, o reator foi alimentado com a &gua
contaminada sintética e operado sob condigcdes anaerdbias (etapa I). A partir da etapa Il, ar
sintético passou a ser inserido na tubulacdo de alimentagdo, sendo testadas diferentes vazdes
de microaeragio. Na etapa II, foi inserido 1 mL armin™ (0,140 L Ox-L™ alimentacéo); na
etapa |11, a vazdo de ar foi reduzida pela metade (0,068 L O,-L™ alimentacdo); e, na etapa IV,
a vazio de ar foi de 2 mL-min™ (0,274 L O,. ™ alimentac#o).

Nessa fase, foi estudado ainda o efeito do local de injecdo da microaeracédo e da
recirculacdo do liquido no sistema. Na etapa V, a microaeracdo foi deslocada para o
headspace na vazio de 1 mL ar-min™, e, na etapa VI, a tubulac&o de ar foi reinstalada junto a
tubulacdo de alimentacdo, na posicdo semelhante as etapas anteriores (etapas Il a IV). A
vazdo de ar sintético foi de 1 mL armin™ (0,140 L O,-L™" alimentacdo), mas sem a
recirculacdo de efluente. Por fim, na etapa VII, retomaram-se as condi¢gbes operacionais da

etapa Il (religamento da recirculacao).

5.2.2.2. Fase 2 — Efeito da presenca de compostos intermediarios na eficiéncia

remocéao de benzeno

A segunda fase foi operada, inicialmente, com a presenca de fenol na alimentacéo
sob condicBes microaerdbias (1 mL ar-min™), caracterizando a etapa VIII. Na etapa 1X, foi
pesquisada sob condi¢des anaerobias a degradacao de benzeno na presenca de fenol.

Na etapa X, o sistema continuou anaerobio, no entanto o intermediario adicionado
na alimentacdo foi o benzoato. Posteriormente (etapa XIl), foi retomada a microaeracdo no
sistema, ainda na presenca de benzoato. O ultimo intermediario estudado foi o tolueno que, na
etapa XII, foi monitorado sob microaerobiose, e, na etapa XlII, a injecdo de ar no sistema foi
desligada.

Por fim, as etapas XIV e XV foram operadas apenas com benzeno, ou seja, sem
intermediario na alimentacdo, em regime anaerébio e microaerobio, a fim de comparar com

etapas anteriores a essa fase.
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5.2.3.  Anélises quimicas e cromatogréficas

As andlises de DQO e pH foram realizadas de acordo com o Standard Methods
for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005).

Os compostos benzeno e tolueno foram determinados por extracdo por headspace
estatico (Triplus HS, Thermo Scientific, USA) seguido de cromatografia gasosa com deteccao
por ionizacdo por chama (HS-GC-FID, headspace-gas chromatography flame ionization
detection) (Trace GC Ultra, Thermo Scientific, USA) conforme Carneiro et al. (2014). Todas
as amostras (10 mL) eram previamente diluidas com &gua ultrapura (Milli-Q system, EMD
Millipore, USA) diretamente em vials de vidro borossilicato para headspace (20 mL)
(Supelco, EUA), os quais eram, em seguida, selados com septos de PTFE/silicone e lacres de
aluminio (Supelco, EUA).

Além da analise de hidrocarbonetos no liquido (afluente e efluente), foi observada
a fracdo de compostos aromaticos que volatilizou e esteve presente no biogéas. Para tal analise,
com auxilio de uma micro seringa com valvula On/Off, tipo Gastight, foram coletas amostras
de 0,5 mL do biogds e analisadas nas mesmas condi¢fes cromatograficas citadas
anteriormente, contudo com inje¢do manual.

A caracterizacdo de biogas foi realizada, em termos de ar (O2 + N), CO; e CHy,
por cromatografia gasosa com deteccdo por condutividade térmica (GC-TCD, gas
chromatography-thermal conductivity detection) (GC-17A, Shimadzu Corporation, Japéo),
como descrito por Firmino et al. (2015).

O monitoramento de fenol e benzoato foi realizado por cromatografia liquida
(Shimadzu Corporation, Japdo). Os compostos em questdo foram separados e detectados
através de um método com eluicdo isocratica em proporcao de 30%/70% de
acetonitrila/tampdo fosfato (0,05 M de fosfato, pH 2,8) e vazdo de 1 ml'min™. A coluna
utilizada foi uma C18 (150 x 4,6 mm diametro interno), e a temperatura da coluna no forno
foi mantida a 30 °C. O detector utilizado foi o UV-vis em um comprimento de onda de
deteccdo de 210 nm. Antes da analise, as amostras foram filtradas através das membranas
Millipore HA (poro 0,45um).

5.2.4. Analises estatisticas

O programa Statgraphics Centurion XV foi utilizado para a andlise estatistica dos

dados, sendo aplicados os testes ndo-paramétricos de Mann-Whitney e de Kruskal-Wallis, 0s
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quais ndo requerem uma distribuicdo especifica de dados, para comparar 0 desempenho do
reator durante as diferentes etapas experimentais. Os resultados dos testes foram avaliados de
acordo com o valor de p. Se p < 0,050, a hipotese nula é rejeitada, ou seja, os grupos de dados

sdo considerados estatisticamente diferentes.

5.3. Resultados e Discussao

5.3.1. Fase 1 — Otimizacdo do processo de degradacdo microaerdbia de benzeno

Apos sua inoculagdo com lodo doméstico (AME de 0,55 + 0,16 g DQO-g SSV*-d’
1, o reator foi alimentado com a &gua contaminada com benzeno e operado sob condicdes
anaerobias (etapa 1), sendo obtida uma eficiéncia média de remocdo de aproximadamente
56% (Tabela 5.2). Resultados semelhantes foram obtidos por Siqueira et al. (2018), os qualis,
ao avaliarem a remocdo de BTEX (~4,2 mg-L™ de cada composto) em um reator
metanogénico operado sob condi¢Ges metanogénicas (TDH = 24 h), obtiveram uma eficiéncia
média de remocdo de benzeno de aproximadamente 55%. E interessante mencionar que a

presenca dos outros hidrocarbonetos aromaticos néo interferiu na remocéo de benzeno.

Tabela 5.2 Variacdo das concentracdes afluente e efluente, e eficiéncias de remocdo de benzeno
estudado, nas diferentes condi¢cdes operacionais testadas

Afluente Efluente Eficiéncia
(mgL")  (mgL™) (%)

I 44 (0,24) 19 (0,08) 56,2 (2,75)
I 4,1 (0,12) 0,6 (0,05 86,6 (0,99
Il 4,2 (0,200 1,0 (0,05 76,6 (1,17)

Etapa

—

% WY 44 (0,23) 06 (0,09 856 (1,84)

L Y 42 (0,18) 1,5 (0,12) 635 (3,14)
VI 42 (0,12) 09 (0,13) 773 (3,86)
VII 44 (0,36) 0,6 (0,10) 86,9 (3,04)
VIl 42 (0,14) 1,0 (0,06) 766 (1,67)
IX 43 (021) 1,9 (0,23) 558 (4,54)
X 44 (0,19) 1,8 (0,12) 590 (2,22)

S X 42 (0,17) 1,8 (0,06) 583 (1,48)

8 XII 43 (025 1,1 (0,11) 725 (3,05)
XNl 42 (0,23) 20 (0,27) 513 (6,67)

XIV 41 (0,16) 1,7 (0,04) 635 (0,60)
XV 42 (0,10) 06 (0,01) 812 (0,43)

O desvio padréo é exibido entre parénteses.
Fonte: elaborada pelo autor.
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A Figura 5.1 apresenta a variacdo da concentragdo afluente, efluente e eficiéncia
de benzeno no liquido.

Como o benzeno é um hidrocarboneto aromatico volatil, pode ser transferido da
fase liquida para a gasosa durante o processo de tratamento. Portanto, a concentracdo desse
composto também foi avaliada no biogas de forma a verificar se era efetivamente
biodegradado pelos microrganismos presentes no reator ou apenas removido fisicamente por
volatilizagdo. Observando a Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada., foram verificados
valores proximos a 3,58 pg-d?, o que representa uma perda menor que 0,01% em relacdo a
carga afluente, para todos os compostos. Portanto, os resultados indicam que a remogéo de
benzeno foi, muito provavelmente, resultado de atividade microbiolégica.

Apobs 64 dias de operacdo, o reator foi considerado estavel, e foram iniciadas as
demais etapas com injec@o de ar. Com o inicio da microaeracao (etapa Il), como esperado, a
eficiéncia média de remocédo de benzeno foi superior a da etapa anaerébia, com 86,6% para
uma vazdo de 1 mL ar-min™ (Tabela 5.2). Na etapa |11, apds reduzir a vazdo de microaerago
para 0,5 mL ar'min™, 0 benzeno teve sua eficiéncia reduzida para 76,6%, mas ainda com um
aumento na remocao de hidrocarboneto de 27% em comparagdo com a etapa anaerdbia (etapa
I). Na etapa IV, com o aumento da vazdo de ar para 2,0 mL armin™, esperava-se uma
melhora na remocdo de benzeno no reator em relagdo 4 etapa II (1,0 mL armin™). No entanto,
a eficiéncia apresentou valores estatisticamente semelhantes aos obtidos na etapa Il (Tabela
5.2).

Tabela 5.3 Variagao da carga diaria de benzeno no biogéas nas diferentes condi¢Oes operacionais testadas.
Etapa Benzeno (ug-d)  Tolueno (ug-d™)

| 3,58 (0,55) - -

I 1,62 (0,24) - -

o I 3,94 (1,42) - -

3 \Y 1,60 (0,50) - -

- \Y 0,71 (0,52) - -

VI 0,48 (0,12) - -

VI 0,28 (0,06) - -

VI 0,13 (0,02) - -

IX 3,47 (0,39) - -

X 3,63 (0,46) - -

; XI 2,06 (0,18) - -
s Xl 0,81 (0,06) 1,26 (0,71)
X1 2,22 (0,29) 0,55 (0,16)

XIV 2,54 (0,16) - -

XV 1,09 (0,19) - -

Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 5.1 Variacdo da concentracdo afluente, efluente e eficiéncia de benzeno no liquido

Fase 1 Fase 2
I i m v v v Vi VI IX X XE XIE XHEXIV XV
100 ! T 100 : R T
ol A I S I R
. 80- i 0 ig P g b 80 bi o :
S N S 0 Jog &%
< P (%8 : 701 : . © 9
= o [ 1 . H a . Q
S e0{ @ ° T 60 q @g@@g@& bC
(C © ! S , : O
5 o] For SN ek I
W a040 404 ]
30 304 E .
20 . . . . . 201 . .5 . .
5- | A S L I
o "l ama L igm LI R T
LT RN T - LR
D R LY Ay b el
(@] : H : : H H ' : H : h N
E ] A S
A 31 Lo
S L i
N 27 ORI I, Lo b s B : Eg&@ Lo
c A 2] Mo o i .
o : P P 7 Dy zia} I
Saf e G R T
o ey | en  l@eens | | e
0 — — :. I H i - ; M H
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

Tempo (Dias)

Afluente (m); efluente (o); eficiéncia (o)
Fonte: elaborada pelo autor.

Tempo (Dias)

Sob condigdes microaerdbias (baixas concentracdes de O), 0S microrganismos,

auxiliados por uma enzima mono-oxigenase, podem converter 0 benzeno a fenol, inserindo

um grupo hidroxila no anel aromatico, diminuindo a toxicidade do composto. E importante

mencionar que, sob tais condi¢cbes, 0 composto ndo € mineralizado pelas vias aerdbias

classicas, ja que ndo ha oxigénio suficiente para atuar como aceptor de elétrons. De fato,

estequiometricamente, para a mineralizacdo aerobia completa de benzeno, seria necessaria

alta saturacdo de oxigénio no meio liquido (8-12 mg O2-L™ para a oxidagéo de 5-8 mg-L™" de

benzeno). Portanto, ap6s a ativacdo inicial do anel aromatico pela mono-oxigenase, 0

subproduto gerado (fenol), menos recalcitrante, pode ser degradado mais facilmente por via

anaerobia, aumentando a eficiéncia de remocéo do sistema de tratamento (YERUSHALMI et

al., 2001).
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Observando a Tabela 5.2, foi constatado que, entre as etapas Il e IV, em que foi
variada a vazdo de ar, mesmo com 2 mL ar'min™ (etapa IV), ndo houve melhora na remogéo
de benzeno em comparagdo com a etapa Il, que foi operada com a metade da vazéo de ar da
etapa IV e apresentou valores de eficiéncia bem semelhantes. De fato, ndo houve diferenca
significativa entre os valores médios de concentracdo efluente, concentragdo removida e
eficiéncia de remocdo, o que auxiliou a tomada de decisdo da melhor vazéo de ar para o
sistema em uso. Portanto, a vazdo de 1 mL ar-min™ foi utilizada nas etapas posteriores por ter
sido a melhor vazéo de ar para a remocao de benzeno neste estudo.

Conforme observado por Siqueira et al. (2018), o aumento da vazdo de
microaerago (de 1 para 2 mL ar-min™) também n&o melhorou significativamente a remogéo
de BTEX. De fato, esse aumento nem sempre ira favorecer a remocao de um composto em
um sistema microaerdbio, ja que o aumento da vazdo de ar na matriz do lodo granular leva a
uma penetracdo mais profunda do oxigénio, o que pode inibir os microrganismos anaerobios
estritos do interior do granulo (bactérias acetoclasticas e arqueias metanogénicas)
(KHONGSUMRAN et al., 2014; WU et al., 2015). Portanto, como a degradacdo de BTEX,
sob condicbes metanogénicas, é reportada como resultado de relagBes sintroficas entre
bactérias fermentativas e arqueias metanogénicas (GIEG; FOWLER; BERDUGO-CLAVIJO,
2014; VOGT; KLEINSTEUBER; RICHNOW, 2011), a inibicdo destas pode dificultar o
processo.

Com o inicio da microaeracdo, a carga de benzeno no biogds diminuiu, em
comparacdo com a etapa anaerdbia (etapa I). Observando a Erro! Fonte de referéncia ndo
encontrada., as etapas I, I1l e IV apresentaram carga média diaria de benzeno entre 1,62 e 3,94
ug-d™. Os valores evidenciam que a introdugdo de ar no reator ndo aumentou a volatilizacdo
do benzeno, mesmo para a maior vazdo, ou seja, 0 aumento da eficiéncia de remocao de
benzeno no liquido ndo se deve ao stripping pelas bolhas de ar, mas, provavelmente, pela

melhoria no processo de biodegradacéo.



89

Na etapa V, avaliou-se a microaeracdo (1 mL ar-min™) em um ponto diferente, no
headspace, ainda com o intuito de otimizar o processo de degradacdo microaerobia de
benzeno. Foi verificado um decréscimo na eficiéncia de remocao de benzeno em comparacao
com as etapas microaerdbias anteriores (Figura 5.1), embora tenha se mantido 12% acima da
etapa |, anaerébia. Contudo, foi a menor eficiéncia de remoc¢do de benzeno entre as etapas
operadas com microaeracdo. Por outro lado, a carga de benzeno no biogéas reduziu
consideravelmente, chegando a valores abaixo dos detectados nas etapas anteriores (0,71
ng-d™) (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.).

Na etapa V, com injecdo de ar no headspace, esperava-se que a eficiéncia de
remocdo de benzeno fosse semelhante & da etapa Il (1 mL ar-min™). Pressupunha-se que a
solubilizacdo do oxigénio presente no ar sintético aconteceria a partir do headspace, ja que o
tempo de permanéncia das bolhas de ar na coluna d’adgua do reator (< 2 s), ao serem injetadas
junto a linha de alimentagdo, seria insuficiente para uma efetiva transferéncia de massa.
Entdo, pelo tempo de residéncia do gas no headspace, o oxigénio difundiria no liquido da
zona de decantacdo, que seria recirculado para a zona de digestdo e, consequentemente,
disponibilizando para os microrganismos (SIQUEIRA et al., 2018).

A ineficiéncia da transferéncia de massa do oxigénio presente no ar sintético para
o0 liquido observada nessa etapa também foi observada por Siqueira et al. (2018), contudo na
presenca ndo sO de benzeno, mas de outros hidrocarbonetos aromaticos. Dessa forma, a
turbuléncia (perturbacédo na interface liquido-gas) pode ser um requisito para que haja uma
boa difusdo do oxigénio a partir do headspace. Porém, ressalta-se que iSO merece mais
investigacOes, mas acredita-se que tal efeito € muito mais evidente em processos aerobios
tradicionais em que 0s niveis de aera¢do sao muito maiores quando comparado aos processos
microaerdbios investigados na presente pesquisa.

Na etapa VI, a recirculacdo foi desligada, e o reator voltou a ser microaerado (1
mL armin™) junto & tubulacdo de alimentacdo. Consequentemente, houve uma reducio
consideravel na eficiéncia de benzeno (~10%) em relacdo a etapa Il (com recirculacao)
(Tabela 5.2). Provavelmente, a auséncia de recirculacdo de liquido pode ter prejudicado o
contato liquido-ar, substrato-ar e substrato-microrganismo, reduzindo a mistura entre o0s
componentes citados.

De fato, a literatura reporta que reatores operados com recirculacdo tendem a
reduzir a estratificacdo da concentracdo e a toxicidade do substrato ao longo do reator,
otimizando a mistura, bem como a transferéncia de massa entre substrato e microbiota
(MOHAN et al., 2007; ZUO et al., 2014). Assim, os resultados indicam que a recirculacéo
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parece ter um papel fundamental na remogdo microaerébia de BTEX, ja que pode aumentar a
transferéncia de massa e, logo, a solubilizagdo do oxigénio no liquido (STEPHENSON et al.,
1999, GOTTARDO et al., 2017), ndo sendo a microaeracdo e a producdo de biogas
suficientes para conferir a turbuléncia necessaria.

Com relacdo a fracdo de benzeno no biogas, a remoc¢éo por volatilizagcdo também
foi considerada desprezivel (0,05%) (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.).

Ainda que tenham ocorrido variacdes em alguns parametros operacionais do
reator, este se manteve estavel durante todo o experimento. De fato, ao retornar a condicGes
operacionais similares as da etapa Il (etapa VII), foram obtidas eficiéncias semelhantes as
daquela etapa (Tabela 5.2). Tal observacao reforca a importancia da recirculacdo na remocao
microaerébia de BTEX e indica que as diferencas observadas no desempenho do reator,
durante as diferentes etapas experimentais, eram decorrentes das modificagdes operacionais
realizadas no sistema e ndo de uma provavel adaptacdo da microbiota ao longo do tempo.

Ao analisar os valores de carga de benzeno no biogas, foi constatado que,
surpreendentemente, foram bem menores do que os valores obtidos na etapa 1, 0 que pode ser
resultado de um aumento na atividade microbiana ou, talvez, de crescimento de
microrganismos microaerofilicos oxidadores de benzeno no headspace do reator.

Por fim, é importante mencionar que o reator apresentou boa estabilidade
operacional durante todas as etapas dessa fase, ndo sendo observado problema na converséao
de matéria organica (remocdo de DQO entre 78,3 e 81,5%) nem indicios de acidificacdo (pH
entre 7,5 e 8,5).

5.3.2. Fase 2 — Efeito da presenca de compostos intermediarios na eficiéncia remoc¢ao

de benzeno

Apos a otimizacdo do processo (fase 1), foi avaliado o efeito da adicdo de
diferentes compostos intermediarios da biodegradacdo anaerobia do benzeno (fenol, benzoato
e tolueno) (CALDWELL; SUFLITA, 2000; DOU et al., 2010; MASUMOTO et al., 2012;
YERUSHALMI et al., 2001; ZHANG et al., 2013) na remocao desse hidrocarboneto sob
condicdes anaerdbias e microaerdbias (fase 2).

A Figura 5.2 apresenta a variacdo da concentracdo afluente, efluente dos
intermediarios adicionados e eficiéncia de benzeno no liquido.

Na etapa VIII, o reator foi operado sob as mesmas condigdes de microaeragéo da

etapa VII (1 mL armin™), porém suplementado com aproximadamente 4,3 mg-L™ de fenol, 0
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que causou uma reducdo de aproximadamente 10% na remog¢do média de benzeno em relacdo
a etapa anterior (Tabela 5.2). Esse fato pode estar relacionado ao aumento da carga de
compostos aromaticos presentes no reator. Com relagdo ao fenol, nessa etapa, foi observada
uma remocao média de 93,7%. Sob condicBes anaerdbias (etapa 1X), ainda na presenca de
fenol (4,7 mg-L™), a eficiéncia de remocdo de benzeno diminuiu, como esperado, alcancando
um valor médio semelhante ao obtido na etapa | da fase 1 (anaer6bia sem intermediarios)
(Tabela 5.2), j& o fenol apresentou uma remoc¢do média préxima ao da etapa VIII (Tabela 5.4).
Tal comportamento sugere que a degradacdo desse composto parece ser mais favoravel que a
degradacdo do benzeno, provavelmente devido a maior instabilidade do fenol, causada pela

presenca de um grupo hidroxila, o que facilita o ataque microbiano.

Figura 5.2 Variacdo da concentragdo afluente, efluente dos intermediarios adicionados e eficiéncia
de benzeno no liquido.

XV vill IX X XXXV X

[Eny
o
o

Benzeno Eficiéncia
(%)

Intermediarios
(mgL™)

550

Tempo (Dias)

Afluente (m); efluente (0); eficiéncia (o).
Fonte: elaborada pelo autor.



Tabela 5.4 Variagdo das concentracdes afluente e efluente do benzeno e intermediéarios fenol, benzoato e tolueno

Etapa \ll IX X Xl Xl X111 R\ XV

Condicéo Microaer. Anaer. Anaer. Microaer.  Microaer. Anaer. Anaer.  Microaer.
Afluente (mg'L™) 4,28 (0,45) 4,70 (0,10) - - ; ] ] _
Efluente (mg'L™") 0,24 (0,16) 0,39 (0,26) - ; ] ] _ _

Eficiéncia (mg'L™") 93,7 (4,65) 91,8 (5,48) - - - - - -
B+Fafiuente (mg'L'l) 8,4 9 - - - B _ )
B+Fefiuente (mg'L'l) 1,24 2,29 - - - - _ _
B+Feficiencia (%) 85,2 74,6 - - - - _

Fenol

Afluente (mg-L™) - - 4,23 (0,23) 4,20 (0,22) - - - -
Efluente (mg-L™) - - 0,38 (0,03) 0,89 (0,04) - - - -
Eficiéncia (mg-L™) - - 91,0 (0,98) 78,8 (1,80) - - - -
B+Baivente (mg'L™) - - 8,63 8,40 - . - ]
B+Befivente (mg'L™) - - 2,18 2,69 - . - ]
B+Beficiencia (%0) - - 74,7 68,0 - - - -

Benzoato

Afluente (mg-LY) - - - - 427 (0,18) 4,26 (0,26)

Efluente (mg-L?) - - - 0,86 (0,05) 1,57 (0,47)
Eficiéncia (mg-L?) - - - 79,8 (1,21) 63,2 (10,73)
B+Tafiuente (mg'L'l) - - - - 8,57 8,46
B+Tefiuente (mg'L'l) - - - - 1,96 3,57
B+Teficiéncia (%) - - - - 77,1 57,8

Tolueno

O desvio padrdo é exibido entre parénteses.
Fonte: elaborada pelo autor.
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Nas etapas X e XI, o reator passou a ser suplementado com benzoato (~4,2 mg-L"
1), em substituicdo ao fenol, para que fosse verificada a influéncia desse composto na
degradacdo do benzeno sob condi¢Bes anaerébias e microaerdbias, respectivamente. As
eficiéncias de remocgdo de benzeno, nessas duas etapas, foram bem semelhantes (58-59%)
(Tabela 5.2), ou seja, o efeito da microaeragdo na degradacdo de benzeno foi inibido na
presenca de benzoato. Conforme mencionado anteriormente, o benzoato € um intermediario
presente na degradacdo dos compostos aromaticos. Assim, a adicdo desse composto ao reator
pode ter deslocado o equilibrio nas reacfes de degradacdao do benzeno, inibindo parcialmente
a remocdo de benzeno (WEELINK; VAN EEKERT; STAMS, 2010). Por outro lado, o
benzoato apresentou remocdo de 91% na etapa X (anaerdbia), enquanto, na etapa XI
(microaerdbia), a remocdo foi de apenas 78% (Tabela 5.4). Esse fato pode ser um indicativo
de que os microrganismos que realizam a degradacdo do benzoato possuem metabolismo
estritamente anaerobio, sendo inibidos na presenca de oxigénio, mesmo em concentracdes
muito pequenas.

O dltimo intermediario avaliado junto com o benzeno foi o tolueno. Sob
condicdes microaerdbias (etapa XII), na presenca de tolueno (~4,3 mg-L™), foi obtida uma
eficiéncia média de remocdo de benzeno de 75,2%, porém, na auséncia de microaeracao
(etapa XIII), essa eficiéncia diminui quase 25% para o benzeno (Tabela 5.2). A remocao de
tolueno foi quase 80% na etapa microaerada (etapa XII) e, em seguida decresceu para 63% na
etapa sem microaeracdo (etapa XIII). Observando a Tabela 5.4, o tolueno foi o intermediario
que teve as menores eficiéncias de remocdo, tanto sob condi¢cGes anaerObias quanto
microaerobias.

Como observado anteriormente, na etapa XII, obteve-se uma boa eficiéncia média
de remocdo do benzeno, porém, na etapa XIllI, obteve-se a menor taxa de remocdo média
entre todas as etapas de operacao do reator (Tabela 5.2). Esse fato esta relacionado ao fato de
que o benzeno é o composto mais recalcitrante (CORSEUIL et al., 1998; EL-NAAS; ACIO;
EL TELIB, 2014) e que sua degradacéo € inibida na presenca de outros hidrocarbonetos como
0 tolueno, o qual é reportado como o composto BTEX mais facilmente degradado sob
condicdes anaerdbias e microaerdbias (FIRMINO et al., 2015a; 2018).

Para concluir a fase 2, o reator voltou a ser alimentado sem compostos
intermediarios de forma a confirmar o seu impacto no processo de degradacédo de benzeno sob
condicBes anaerdbias (etapa XIV) e microaerobias (etapa XV), sendo, portanto, obtidas
eficiéncias médias de remocdo proximas a 57 e 86%, respectivamente (Tabela 5.2). Vale

ressaltar que a eficiéncia da etapa X1V (anaerdbia) foi semelhante a da etapa | (Tabela 5.2), e
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a da etapa XV (microaerdbia), as das etapas Il e VII. Portanto, as diferentes eficiéncias
obtidas ao longo do experimento foram resultado das alteragdes operacionais impostas ao
sistema, e ndo decorrentes de adaptacdo microbiana. Além disso, esses resultados também
indicam boa estabilidade do reator estudado, o qual, mesmo apés ter sido submetido a
diferentes condicdes operacionais, conseguiu retornar a eficiéncias semelhantes as obtidas no
inicio do experimento.

Nos ensaios com todos os intermedidrios, a eficiéncia do benzeno diminuiu. Em
contrapartida, os compostos adicionados como intermediarios apresentaram eficiéncia maior
do que a do benzeno, tanto sob condi¢Ges anaerdbias quanto microaerdbias. A comparacdo
dos perfis de degradacdo microaerdbia do benzeno revelou que a eficiéncia foi menor quando
0 mesmo esteve na presenca de benzoato (etapa VIII), seguido do tolueno (etapa XII) e, por
fim, do fenol (etapa VIII). J& entre as etapas anaerobias, o intermediario que mais influenciou
negativamente na remocao de benzeno foi o tolueno (etapa XIII), seguido do fenol (etapa 1X)
e, por ultimo, do benzoato (etapa X). A eficiéncia de remocéo foi avaliada, também, a partir
da soma das concentragdes afluente e efluente de benzeno e intermediarios (Tabela 5.4). Os
resultados apontaram semelhanca na comparacdo dos perfis de degradacdo microaerdbia e
anaerdbia do benzeno com os ja apresentados anteriormente considerando a eficiéncia de
remocdo individual do intermediério.

A diminuicdo da eficiéncia de remocdo de benzeno pode ser explicada pelo
deslocamento do equilibrio da reacdo causado pelo acimulo dos compostos intermediarios.
Além disso, ha preferéncia dos microrganismos em degradar os intermediarios, ja que sao
menos estaveis do que o benzeno. Ao estudar a relacdo e degradacdo binaria de benzeno na
presenca de fenol e benzoato, Dou et al. (2010), utilizando uma cultura bacteriana isolada de
Bacillus cereus, demonstraram que tanto o fenol como o benzoato foram degradados sem uma
fase lag, independentemente de cada um deles ter sido adicionado isoladamente ou
acompanhado de benzeno. O consumo imediato observado de fenol e benzoato foi atribuido a
uma adaptacdo da cultura de degradacdo de benzeno isolada, semelhante a presente pesquisa,
considerando ainda que o fenol e benzoato podem ser compostos intermediarios da
degradacdo do benzeno, favorecendo a hipotese de adaptacdo aos compostos adicionados na
presente pesquisa. Outro fator que pode ter contribuido para a reducdo da eficiéncia da
degradacdo de benzeno no meio foi 0 aumento da carga de compostos aromaticos para o qual
a microbiota ndo estava ambientada. O reator estudado por Siqueira et al. (2018), por
exemplo, ndo sofria isso, pois ja estava adaptado a maior carga de compostos aromaticos

desde o inicio dos experimentos.
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Masumoto et al. (2012) estudaram a degradacdo do benzeno na presenga de
tolueno, fenol e benzoato como intermediérios. O indculo foi enriquecido a partir de solo ndo
contaminado de Tsuchiura (Ibaraki, Japdo) e mantido sob anaerobiose em biorreatores (72
mL). Os intermediarios foram rapidamente degradados, contudo a degradacdo do benzeno
ocorreu mais lentamente quando o fenol esteve presente. De uma forma geral, a cinética de
degradacéo do benzeno na presenca do tolueno, como também do benzoato, foi quase idéntica
quando os testes foram conduzidos com o benzeno sozinho, mesmo quando as concentragdes
de tolueno e benzoato foram aumentadas até 90 pM.

Phelps, Zhang e Young (2001) estudaram a inibicdo da degradacdo do benzeno
por microrganismos presentes em sedimentos da bacia de Guaymas (Golfo do México) na
presenca de alguns compostos. O indculo enriquecido apresentou capacidade de mineralizar o
benzeno na presenca de sulfato e quando foi adicionado benzoato (40 mM) néo foi observado
efeito negativo na utilizagéo de benzeno.

Na presente pesquisa, contrariamente aos supracitados autores, 0 composto que
mais interferiu na degradacdo do benzeno foi o0 benzoato, que, mesmo na etapa microaerobia,
resultou em remocao do benzeno semelhante as de outras etapas anaerobias. Mesmo alternado
entre etapas anaerdbias e etapas microaerobias, o biorreator da presente pesquisa pode ter
estimulado uma biomassa mais adaptada para a realizacdo da hidroxilacdo do benzeno,
convertendo benzeno a fenol auxiliado pelas monoxigenases e depois convertendo e fenol por
anaerobiose transformando em benzoato (YERUSHALMI et al., 2001).

A deteccdo de benzoato como um intermediario de benzeno é bem fundamentado,
ainda mais com a compreensdo atual do metabolismo de fenol anaerébio (CALDWELL,;
SUFLITA, 2000; FOWLER et al., 2012; YERUSHALMI et al., 2001). Segundo Caldwell e
Suflita (2000), a carboxilacdo do fenol em p-hidroxibenzoato e a subsequente desidroxilacéo
deste ultimo em benzoato é uma via bem estabelecida para culturas anaerdbias
metanogénicas. Observando a rota de conversdo do benzeno até o benzoato, a presenca de
uma concentracdo maior deste composto pode ter interferido as estapas anteriores por
deslocamento do equilibrio, favorecendo o consumo do benzoato. Dessa forma, para a
presente pesquisa, 0 benzoato pode ser um intermediario importante, e sua presenca, no meio
contendo benzeno, pode ter maior influéncia no deslocamento do equilibrio quimico do que
0s demais compostos, fenol e tolueno.

Caldwell e Suflita (2000) concluiram, ainda, que a formacdo de benzoato estava
envolvida na mineralizacdo do benzeno sob condicGes redutoras de ferro e redutoras de

sulfato. Adicionalmente, foi demonstrado que tal composto foi provavelmente metabolizado
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por uma hidroxilagéo inicial para formar fenol, o qual era convertido em benzoato. Assim, o
benzoato é reportado como um intermediario em comum para todos os substratos (benzeno,
fenol e tolueno) da presente pesquisa.

Assim como na fase 1, a carga de benzeno no biogas também foi medida na fase
2, a qual variou de 0,1 a 4,0 pg-dia® (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.),
representando menos de 0,04 % da carga afluente desse hidrocarboneto. Portanto, mesmo na
presenca dos intermediérios testados, a remocéo de benzeno continuou acontecendo de forma
biol6gica. Um comportamento semelhante foi observado para o composto tolueno.

Finalmente, o reator continuou a apresentar elevada estabilidade operacional
durante toda a fase 2, em que o pH variou de 7,2 a 7,8, e os valores encontrados de eficiéncia
de remocéo de DQO se situaram entre 81 e 83%.

5.4. Conclusao

Verificou-se uma eficiéncia de remocédo de benzeno de 52,6% quando o sistema
operou sob condicdes anaerdbias. Todavia, a adicao de baixas concentracdes de oxigénio (0,5-
2 mL armin™) garantiu elevadas eficiéncias de remocdo (~76-86%), sendo os melhores
resultados obtidos para a vazdo de 1 mL armin™, na qual houve um aumento de 35% na
eficiéncia de remocao em relacdo a da etapa anaerébia. O aumento da dosagem de ar para 2
mL ar-min™ ndo aumentou as eficiéncias de remocao de benzeno.

Foi constatado ainda que, embora o tempo de contato entre as bolhas de ar seja
curto, o melhor ponto de aplicacdo é junto a alimentacdo, e a recirculacdo de efluente é
necessaria para manter uma boa transferéncia de massa e, logo, elevadas eficiéncias de
remocdo de benzeno.

A perda do hidrocarboneto monoaromatico por stripping foi considerada
negligenciavel, mesmo nas fases microaerdbias, comprovando a remocao bioldgica desse
composto.

Por fim, os intermediarios adicionados na &gua contaminada reduziram a
eficiéncia de remocdo do benzeno, sendo o benzoato o composto que mais influenciou
negativamente o processo de remoc¢do de benzeno, mesmo sob condi¢bes microaerdbias, se
configurando como um intermediario chave no processo de biodegradacdo anaerdbia e

microaerdbia do benzeno.



97

6. EFEITO DA PRESENCA DE ETANOL E OXIGENIO DISSOLVIDO NA
DEGRADACAO ANAEROBIA DE BTEX

6.1. Introducéo

Os hidrocarbonetos arométicos, como benzeno, tolueno, etilbenzeno e os isdmeros
do xileno (BTEX), sdo alguns dos compostos organicos volateis (COV) facilmente
encontrados no petroleo bruto e em seus derivados, e estdo entre os poluentes mais
importantes do solo e das &guas subterraneas (PENG et al., 2015). Possuem caréater volatil,
elevada solubilidade em agua (DOU; LIU; HU, 2008; FARHADIAN et al., 2008) e alta
mobilidade em sistemas solo-agua, facilitando a contaminacdo de aguas superficiais e
subterraneas (NAKHLA, 2003; TIBURTIUS; PERALTA-ZAMORA,; LEAL, 2004).

No Brasil, a gasolina é misturada com 27% v/v de etanol anidro, o que contribui
para mudar a volatilidade dos BTEX e reduzir as emissdes desses compostos para a atmosfera
(CRUZ et al., 2017). Entretanto, isso pode agravar o problema de contaminacdo de aquiferos
subterraneos, ja que o etanol pode exercer um efeito de cossolvéncia, aumentando a
solubilidade em agua dos BTEX e, consequentemente, resultando em concentragdes mais
elevadas (CORSEUIL et al., 2011).

Devido aos efeitos prejudiciais do BTEX no ambiente e na saide humana, ha uma
necessidade urgente de desenvolver tecnologias de tratamento com boa relagdo custo-
beneficio capazes de minimizar ou reduzir as emissdes desses poluentes (EL-NAAS; ACIO;
EL TELIB, 2014).

Entre as varias tecnologias de remediacdo disponiveis para o tratamento de agua
contaminada com monoaromaticos, métodos bioldgicos ou processos de biorremediacao
parecem ser uma abordagem potencialmente econémica, energeticamente eficiente e
ambientalmente correta (FARHADIAN et al., 2008; SHIM; YANG, 2002).

Os hidrocarbonetos aromaticos podem ser degradados aerobiamente e
anaerobiamente (VARJANI, 2017). No entanto, antes da década de 1980, as investigacoes
envolvendo a remocdo microbioldgica desses compostos foram todas realizadas sob
condicGes aerObias, nas quais o oxigénio molecular € incorporado a molécula de
hidrocarboneto pela atividade das oxigenases como a etapa inicial do processo oxidativo. Nao
se conhecia, Ou mesmo se esperava, que organismos anaerébios pudessem realizar uma reacéo
semelhante (CHAKRABORTY; COATES, 2004). Contudo, as investigacfes atuais obtiveram
descobertas importantes sobre a degradagdo de BTEX sob condi¢es de reducdo de nitrato,
ferro, manganés e sulfato, e metanogénicas (FIRMINO et al., 2015b; RIBEIRO et al., 2013;
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STASIK; WICK; WENDT-POTTHOFF, 2015; VARJANI, 2017; VARJANI; UPASANI,
2017).

No entanto, ainda ndo h& estudo definitivo sobre a natureza do mecanismo de
ativacdo do anel benzénico, pois a mineralizagdo dos hidrocarbonetos se inicia com a
clivagem do anel aromatico (KUNAPULI et al., 2008). A bioquimica de conversdo de
hidrocarbonetos aromaticos, tais como BTEX, é frequentemente iniciada por uma das quatro
seguintes reacdes: (i) adicdo de fumarato, pela atividade de sintese do benzilsuccinato; (ii)
metilacdo, pela transferéncia de um grupo metil antes da adicdo de fumarato; (iii)
carboxilacdo, que € a conversdo do composto quimico a benzoato, observado no metabolismo
do benzeno; e (iv) hidroxilagdo, que é a adicdo de um grupo hidroxila no anel aromatico
(DOU et al., 2010; GHATTAS et al., 2017; KUNAPULI et al., 2008; MASUMOTO et al.,
2012; MECKENSTOCK; MOUTTAKI, 2016).

Recentemente, sistemas anaerdbios aplicados a remocdo de BTEX tém sido
estudados na presenca de baixas concentracdes de oxigénio para melhorar a remocdo desses
hidrocarbonetos de aguas contaminadas (FIRMINO et al., 2018; WU et al., 2015), auxiliando
no processo enzimatico, ja que a biodegradacdo de BTEX envolve uma série de etapas usando
diferentes enzimas (VARJANI, 2017; VARJANI; UPASANI, 2017). Dessa forma, na
microaeracdo, enzimas mono-oxigenases auxiliam na ativagdo do anel aromatico dos
hidrocarbonetos incorporando um atomo de oxigénio, facilitando o ataque microbiano
posteriormente (VARJANI; UPASANI, 2017).

Assim, sob tais condi¢cGes microaerobias, alguns microrganismos usam oxigénio
apenas para introduzir grupos hidroxila no anel aromatico, como nas classicas vias aerébias,
enquanto sua clivagem ocorre através de vias metabdlicas anaerobias (CHAKRABORTY;
COATES, 2004; FUCHS, 2008).

O presente capitulo avaliou o efeito da presenca do cossubstrato etanol, de
diferentes concentraces de oxigénio dissolvido e da aclimatacdo do lodo de in6culo na

degradacdo anaerdbia de BTEX.
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6.2. Material e métodos
6.2.1. Compostos quimicos

Foram utilizados, conjuntamente, os hidrocarbonetos monoaromaticos benzeno
(99,5%, Dindmica Quimica, Brasil), tolueno (99,5%, Vetec, Brasil), etilbenzeno (99,0%,
Sigma-Aldrich, EUA), o-xileno (98,0%, Fluka, EUA), m-xileno (99,0%, Sigma-Aldrich,
EUA) e p-xileno (99,0%, Sigma-Aldrich, EUA) (~4,2 mg-L™" de cada composto). Quando
necessario, foi utilizado etanol (99,8%, Dinamica, Brasil) como cossubstrato (1 g DQO-L™).

Todos os compostos quimicos foram utilizados como adquiridos, sem purificacdo adicional.

6.2.2. In6culo e meio basal

Foram utilizados, separadamente, dois lodos de inoculo (L1 e L2). O L1, ndo
aclimatado a BTEX, foi coletado de um reator anaerébio de manta de lodo e fluxo ascendente
(UASB, upflow anaerobic sludge blanket) (AME de 0,55 + 0,16 g DQO-g SSV™*-d™), em
escala real, de uma estacdo de tratamento de esgoto domestico (Fortaleza, Ceara, Brasil). O
L2, aclimatado a BTEX, foi coletado de um reator microaerébio, em escala laboratorial, que
tratava dgua contaminada com BTEX (~4,2 mg-L™" de cada composto) e etanol (1 g DQO-L™)
ha 130 dias (Siqueira et al., 2018).

O meio basal (macro e micronutrientes) foi preparado de acordo com Firmino et
al. (2010). Para manter o pH préximo a 7,0, o meio basal foi tamponado com bicarbonato de
s6dio (1 g-L™).

6.2.3. Procedimento experimental

Os ensaios foram mantidos em batelada, 70 mL de meio basal foram adicionados
em garrafas de vidro borossilicato de 115 mL, as quais foram inoculadas com lodo em uma
concentracéo final de 2 g SSV-L™ e, posteriormente, seladas com septos de Viton® e lacres de
aluminio. Em seguida, para o estabelecimento de condi¢cGes anaerdbias no interior das
garrafas, seu headspace foi purgado com gas nitrogénio por 1 minuto. Posteriormente, as
garrafas foram mantidas sob agitacdo mecanica (150 rpm) por 20 minutos a temperatura de 30
°C de forma a garantir o consumo total de oxigénio dissolvido remanescente no meio basal.
Por fim, com auxilio de uma seringa de vidro, foram adicionados, a0 meio basal, o0s

compostos BTEX e, quando necessario, o cossubstrato etanol, dando-se inicio aos ensaios sob
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as mesmas condicOes de agitacdo e temperatura jA& mencionadas. Adicionalmente, para avaliar
possiveis perdas de BTEX por volatilizagdo, foi realizado um ensaio abiotico (controle), cujas
garrafas ndo foram inoculadas com lodo, sendo adicionados apenas os compostos BTEX e o
cossubstrato etanol em &gua previamente esterilizada. Todos os ensaios foram realizados em
duplicata e com repetigéo (reinjecdo dos compostos avaliados).

A remocéo dos BTEX foi avaliada segundo os modelos de ordem zero, primeira e
segunda ordem, cujas equacdes sdo apresentadas a seguir (6.1, 6.2 e 6.3, respectivamente). O
modelo de segunda ordem resultou no melhor ajuste com os dados experimentais e foi

utilizado para representar os resultados cinéticos.

CA = CAO - kt (61)
lnCA = lnCAO — kt (62)
1 1

a = C_Ao + kt (63)

em que C é a concentracdo do reagente (mg-L™) para qualquer tempo t, C, é concentragdo do
reagente (mg-L™) no tempo t = 0, k é a constante cinética (mg™-L-dia™), t é o tempo do ensaio
(dias).

6.2.3.1. Efeito da presenca de cossubstrato e oxigénio dissolvido, e da aclimatacdo do
lodo de inoculo na degradacéo anaerobia de BTEX

Inicialmente, foram realizados ensaios com o lodo n&do aclimatado L1 e com o
lodo aclimatado L2, sendo avaliados, para ambos, os efeitos da presenca de etanol
(cossubstrato) e de oxigénio dissolvido (OD) na degradacdo anaerdbia de BTEX. Para isso,
foram utilizadas trés séries de garrafas para cada lodo: a primeira contendo apenas BTEX, a
segunda contendo BTEX e etanol, e a terceira contendo BTEX, etanol e OD (concentragédo
inicial de 1,77 mg-L™). O OD foi obtido a partir da adicdo de ar atmosférico (10 mL) no
headspace das garrafas com o auxilio de uma seringa Gastight. A concentracgéo inicial de OD
foi calculada a partir da constante de Henry do oxigénio para 30 °C (1,18-10° mol-L™*-atm™),

assumindo o equilibrio entre as fases liquida e gasosa.

6.2.3.2. Efeito de diferentes concentracGes iniciais de oxigénio dissolvido na
degradacdo anaerobia de BTEX por lodo aclimatado
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Posteriormente, foi avaliado o efeito de diferentes concentragdes de OD (0, 0,88,
1,77 e 2,65 mg-L™) na degradacéo anaerébia de BTEX na presenca de etanol apenas para o
lodo aclimatado L2. Para isso, foram utilizadas quatro séries de garrafas contendo BTEX e
etanol: a primeira sem a adi¢cdo de ar atmosférico, e as demais com a adi¢do de diferentes
volumes de ar atmosférico (5, 10 e 15 mL, respectivamente) no headspace das garrafas com o
auxilio de uma seringa Gastight. As concentraces iniciais de OD foram calculadas conforme

mencionado no item anterior.

6.2.4. Anélises cromatogréaficas

Os compostos BTEX foram determinados por extracdo por headspace estatico
(Triplus HS, Thermo Scientific, USA) seguido de cromatografia gasosa com detec¢do por
ionizagdo por chama (HS-GC-FID, headspace-gas chromatography flame ionization
detection) (Trace GC Ultra, Thermo Scientific, USA) conforme Carneiro et al. (2014). Todas
as amostras (1 mL) eram previamente diluidas com &gua ultrapura (Milli-Q system, EMD
Millipore, USA) diretamente em vials de vidro borossilicato para headspace (20 mL)
(Supelco, EUA), as quais eram, em seguida, seladas com septos de PTFE/silicone e lacres de
aluminio (Supelco, EUA).

O monitoramento de fenol e benzoato foi realizado por cromatografia liquida
(High performance liquid chromatography, HPLC Shimadzu Corporation, Japdo). Os
compostos em questdo foram separados e detectados através de um método com eluicéo
isocratica em proporcao de 30%/70% de acetonitrila/tampdo fosfato (0,050M de fosfato, pH
2,8) e taxa de fluxo de 1 ml‘min™. A coluna utilizada foi uma C18 (150 x 4,6 mm diametro
interno, marca Shim-pack). O comprimento de onda de deteccdo foi de 210 nm. Antes da

analise, as amostras foram filtradas através das membranas Millipore HA (0,45 um).

6.3. Resultados e discussao

6.3.1. Efeito da presenca de cossubstrato e oxigénio dissolvido, e da aclimatacdo do lodo
de in6culo na degradacdo anaerébia de BTEX

No ensaio abidtico, observou-se uma remocdo de apenas 10% para todos os

compostos BTEX ao final do experimento (35 dias) (Figura 6.1).
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Nos ensaios com lodo ndo aclimatado (L1), para todas as condicgdes testadas, a
remocdo dos compostos BTEX tendeu a estabilizar-se apds 21 dias. Entretanto,
especificamente para as séries contendo etanol, observou-se baixa remogao nos sete primeiros
dias de ensaio (Figura 6.1). Mesmo assim, a presenca de cossubstrato parece ter afetado
negativamente apenas a degradacdo anaerobia de tolueno e, principalmente, benzeno, para o
qual foi registrada uma constante cinética (k) 6,15 vezes menor sob essa condicdo (Tabela
6.1). Os demais compostos apresentaram menores constantes cinéticas quando 0s
hidrocarbonetos eram a Unica fonte de carbono, destacando-se o o-xileno, cujo valor de k foi

4,6 vezes menor na auséncia de cossubustrato (Tabela 6.1).

Figura 6.1 Efeito da presenca de etanol e de oxigénio dissolvido na degradacéo anaerébia de BTEX pelo lodo

nao aclimatado L1
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Legenda: BTEX (o); BTEX + etanol (0); BTEX + etanol + OD (A); controle abidtico (e).
Fonte: elaborada pelo autor.



Tabela 6.1 Constante cinética e tempo de meia vida dos compostos BTEX para L1 e L2

Composto BTEX BTEX + EtOH BTEX + EtOH + OD
Ensaio Repeticao Ensaio Repeticdo Ensaio Repeticdo
Kt Kt Kt Kt Kt Kt
L1
Benzeno 0,080 3,48 0,058 4,54 0,013 1854 0,015 12,23 0,013 19,47 0,020 9,69
Tolueno 0,034 6,88 0,033 6,71 0,023 9,66 0,022 8,68 0,026 9,13 0,033 7,02
Etilbenzeno 0,021 12,35 0,022 11,26 0,034 7,34 0,031 7,31 0,022 10,75 0,027 8,39
m,p-Xilenos 0,010 15,58 0,012 11,52 0,019 8,12 0,017 7,87 0,020 6,98 0,023 5,65
o-Xileno 0,017 16,78 0,016 16,74 0,078 3,03 0,062 3,88 0,061 3,82 0,061 3,43
L2
Benzeno 0,044 547 0,036 6,36 0,043 542 0,040 5,88 0,055 4,24 0,052 4,49
Tolueno 0,044 547 0,041 549 0,029 8,07 0,027 8,74 0,044 53 0,051 4,39
Etilbenzeno 0,030 7,46 0,026 8,82 0,030 7,81 0,032 7,09 0,043 555 0,062 3,83
m,p-Xilenos 0,026 5,19 0,022 6 0,029 4,27 0,029 451 0,042 3,33 0,063 2,58
0-Xileno 0,057 433 0,081 283 0,026 9,83 0,028 886 0,036 6,55 0,054 4,26

"k em mg™-L-dia™

“t1,, em dias

Fonte: elaborada pelo autor.
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A literatura reporta que o etanol é um substrato preferencial em relacdo aos BTEX
sob diversas condigdes redox (aerobia, desnitrificante, sulfetogénica e metanogénica),
dificultando a degradacdo desses compostos aromaticos (CHEN; BARKER; GUI, 2008;
CORSEUIL et al., 1998; CORSEUIL et al., 2011; DA SILVA; RUIZ-AGUILAR,;
ALVAREZ, 2005; FIRMINO et al., 2015b; FIRMINO et al., 2018). Além disso, geralmente,
sob condi¢Bes metanogénicas, a degradacdo de hidrocarbonetos aromaticos ocorre por meio
de interacGes sintroficas entre bactérias fermentativas, que convertem esses compostos em
intermediarios, como acetato e hidrogénio, e arqueias metanogénicas, que produzem metano a
partir de tais intermediarios (GIEG; FOWLER; BERDUGO-CLAVIJO, 2014; VOGT;
KLEINSTEUBER; RICHNOW, 2011). Logo, a degradacdo de elevadas concentracOes de
etanol pode resultar em um acimulo transiente de acetato e hidrogénio, podendo inibir a
degradacéo sintréfica de BTEX, j& que 0 processo passaria a ser energeticamente desfavoravel
(EDWARDS et al., 1992; ROSSANO; RAKOCZY; TOMASELLO, 2011). Portanto, no
presente trabalho, esperava-se que a presenca de etanol tivesse afetado negativamente a
degradacéo de todos os compostos BTEX, fato que ndo foi observado.

Por outro lado, alguns estudos afirmam que o cossubstrato possibilita o
crescimento da comunidade microbiana, aumentando a capacidade de degradacdo dos
compostos aromaticos (CORSEUIL et al., 1998; CORSEUIL et al., 2011; MARTINEZ-
HERNANDEZ et al., 2009).

Porém, ainda para L1, na presenca de OD (1,77 mg-L™), ndo foi observada
diferenca expressiva nos valores de k em relacdo aos obtidos no ensaio realizado na auséncia
de OD, ainda que se tenha realizado a reinjecdo de compostos BTEX no meio basal (Tabela
6.1).

Nos ensaios com lodo aclimatado (L2) (Figura 6.2), ndo se observou diferenca
expressiva entre 0s valores de k obtidos na auséncia e na presenca de etanol, com exce¢do do
tolueno e do o-xileno, cujas constantes cinéticas foram, respectivamente, 1,5 e 2 vezes
maiores na série sem cossubstrato (Tabela 6.2.). Contudo, com a adi¢do de oxigénio, houve
um aumento na constante cinética dos compostos, a qual foi, ainda, um pouco maior na

repeticdo do ensaio (Tabela 6.1).
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Figura 6.2 Efeito da presenca de etanol e de oxigénio dissolvido na degradacdo anaerébia de BTEX pelo lodo
aclimatado L2

Primeira injegéo Reinjecio b) 6 Primeira injecao Re-injecéo

Benzeno (mg L™)

T T T T T T T T T T T T
o 7 14 21 28 350 7 14 21 28 35 0 7 14 21 28 350 7 _ 14 21 28 35
Tempo (Dias) Tempo (Dias) Tempo (Dias) Tempo (Dias)
96 Primeira injecéo Reinjecéo )10 Primeira injecéo Reinjecdo
54
L R "
(=] D
£ £
o 31 (%)
c o
g 5
57 %
= 1 2
w S
04 T T T T T T T T T T 04 T T T T T T T T T T
0 7 14 21 28 350 7 14 21 28 35 0 7 14 21 28 30 7 14 21 28 35
Tempo (Dias) Tempo (Dias) Tempo (Dias) Tempo (Dias)
Primeira injecéo injeca
e)6 jec Reinjecao
54
5
[«2)
E
o
c
2@
X
o
0

T T T T T
0 7 14 21 28 350 7 14 21 28 35
Tempo (Dias) Tempo (Dias)

Legenda: BTEX (o); BTEX + etanol (0); BTEX + etanol + OD (A).
Fonte: elaborada pelo autor.

Provavelmente, devido ao fato de L2 ser proveniente de um reator que tratava
agua contaminada com BTEX e etanol sob condices microaerdbias, a comunidade
microbiana ja deveria conter um niimero consideravel de microrganismos capazes de produzir
as enzimas especificas pelo ataque inicial aos compostos BTEX, particularmente as mono-
oxigenases, ativadas na presenca de oxigénio. Portanto, isso justificaria o comportamento
observado durante os ensaios com L2.
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6.3.2. Efeito de diferentes concentracgdes iniciais de oxigénio dissolvido na degradacéo
anaerobia de BTEX por lodo aclimatado

Com o lodo aclimatado (L2), foi avaliado o efeito de diferentes concentracGes de
OD na degradagdo anaerdbia dos compostos aromaticos adicionados (Figura 6.3).

Figura 6.3 Efeito de diferentes concentraces iniciais de OD na degradacdo anaerébia de BTEX pelo lodo

aclimatado L2
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Legenda: a) benzeno; b) tolueno; c) etilbenzeno; d) m,p-xilenos; e) o-xileno. OD = 0,88 mg:L™ (0); OD = 1,77
mg- L™ (0); OD = 2,65 mg'L™ (A).
Fonte: elaborada pelo autor.

Para a concentragdo inicial de OD de 0,88 mg-L™ os valores de k foram
semelhantes aos obtidos no ensaio sem a adicdo de oxigénio. Entretanto, para a concentracdo

inicial de OD duas vezes maior (1,77 mg-L™), observou-se um aumento na constante cinética
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de todos os compostos. Por outro lado, para OD = 2,65 mg-L™, inesperadamente, ndo houve
diferenca consideravel para todos os compostos em relagdo a série com OD = 1,77 mg-L?,
tendo sido, até mesmo, registrado valores de k menores para alguns compostos quando a
maior concentracéo de OD foi testada (Tabela 6.2).

Os resultados corroboram a hip6tese de que a adicdo de pequenas quantidades de
oxigénio em sistemas anaerdbios pode ativar genes ligados as enzimas mono-oxigenases,
facilitando a degradacdo inicial de compostos aromaticos, como os BTEX. Aparentemente,
deve haver um limite minimo de concentracdo de OD para que essas enzimas sejam
devidamente ativadas, ja que, com OD inicial inferior a 1,00 mg-L™, nfo foi observada um
impacto positivo no processo de degradacdo de BTEX. Por outro lado, um limite maximo
também parece existir, ja que, para OD superior a 2,50 mg-L™, de maneira geral, ndo foram
obtidos melhores resultados, sendo observado, até mesmo, um leve impacto negativo na
degradacéo de alguns compostos. 1sso pode ser um indicio de saturagdo, como observado por
Siqueira et al. (2018) em experimento em fluxo continuo, no qual ndo foram detectadas
melhores eficiéncias de remoc¢do de BTEX quando a vazdo de microaeragdo foi aumentada de
1 para 2 mL-min™, ou de inibicdo de microrganismos estritamente anaerdbios, importantes
para sintrofia do processo de degradacgéo sob condi¢cdes metanogénicas.

No presente estudo, foram monitorados a formacgédo de possiveis intermediarios da
degradacdo de BTEX ao longo dos ensaios, tendo sido detectados, incialmente, fenol e,
posteriormente, benzoato (Figura 6.4). Este Gltimo sempre em uma maior concentracdo em
comparacdo com o fenol, ja que é um intermediario chave da degradacdo de BTEX, enguanto
o fenol € um intermediario mais comum para o benzeno, ja que uma de suas possiveis reacdes
iniciais de degradacdo anaerdbia e microaerobia é a hidroxilacdo (KUNAPULI et al., 2008;
VOGT et al., 2011; YERUSHALMI et al., 2001).
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Tabela 6.2 Constante cinética e tempo de meia vida dos compostos BTEX para diferentes concentragoes de OD

Composto OD=0 OD = 0,88 mg-L™* OD =1,77 mg-L™* OD = 2,65 mg-L™*

Ensaio Repeticao Ensaio Repeticao Ensaio Repeticao Ensaio Repeticao

Kk tiy Kk tiy k tiy k ty K tiy k tiy k tiy k tiy

Benzeno 0,043 5,42 0,040 5,88 0,046 541 0,041 584 0,055 4,24 0,052 4,49 0,033 7,38 0,046 5,28
Tolueno 0,029 8,07 0,027 8,74 0,032 7,36 0,032 6,85 0,044 53 0,051 4,39 0,040 5,68 0,062 3,67
Etilbenzeno 0,030 7,81 0,032 7,09 0,026 9,01 0,033 7,04 0,043 555 0,062 383 0,031 7,87 0,052 4,33
m,p-Xilenos 0,029 4,27 0,029 4,51 0,030 4,46 0,038 3,5 0,042 3,33 0,053 2,58 0,032 4,59 0,058 2,37
0-Xileno 0,026 9,83 0,028 8,86 0,028 8,05 0,026 8,34 0,036 6,55 0,054 4,26 0,022 10,97 0,045 5,19

"k em mg™-L-dia™
“t1, em dias
Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 6.5 Comportamento dos intermediarios fenol e benzoato na degradacdo dos BTEX
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Fonte: elaborada pelo autor.

Yerushalmi et al. (2001), a partir de experimentos em batelada de degradacédo de
benzeno com culturas aerdbias adaptadas a baixas concentragdes de oxigénio, observaram
que, sob condi¢cbes microaerdbias, a oxidacdo adicional de fenol — composto menos
recalcitrante, produzido a partir da hidroxilagcéo inicial do benzeno por meio de mono-

oxigenases — a catecol, por vias aerdbias, s acontece quando quantidades adequadas de
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oxigénio estdo disponiveis. Alternativamente, esses autores propdem que, apds o esgotamento
completo de oxigénio, o fenol pode ser degradado anaerobiamente a benzoato pela acéo de
microrganismos anaerobios apropriados.

Os dados dos intermediérios obtidos corroboram, ainda, o estudo de Caldwell e
Suflita (2000), no qual foi observado o acumulo transitério de fenol e benzoato como
intermediérios da degradacdo anaerébia de benzeno em condi¢cBes metanogénicas e de
reducdo de sulfato com o uso de uma cultura microbiana mista proveniente de um aquifero
contaminado com petroleo. Segundo 0s autores, esses resultados sdo os primeiros a confirmar
a importdncia do benzoato durante o metabolismo anaerébio do benzeno, assim como
comentam que ndo ha uma decisdo sélida em relacdo aos intermediarios da degradacdo do

benzeno.

6.4. Conclusao

De maneira geral, para o lodo ndo aclimatado, a presenca de cossubstrato afetou
negativamente a degradacdo anaerobia de BTEX, enquanto a adicdo de oxigénio néo
aumentou a velocidade de remocéo desses hidrocarbonetos.

Para o lodo aclimatado, remocGes de BTEX semelhantes foram obtidas tanto na
auséncia quanto na presenca de cossubstrato, e, de forma geral, houve melhora na velocidade
de remocdo desses compostos com a adicdo de oxigénio, evidenciando a importancia da
aclimatacdo da microbiota a condi¢fes microaerdbias.

Aparentemente, ha limites minimo e maximo de oxigénio a ser adicionado a
sistemas anaerdbios para que maiores velocidades de remocdo de BTEX sejam alcangadas,
tendo sido os melhores resultados obtidos, neste trabalho, na concentracdo de OD de 1,77

mg-L’l.
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