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RESUMO

SELLA, C. F. Influéncia da fonte de in6culo sobre a biodegradacéo de sulfametoxazol em
reator anaerobio de leito fixo estruturado: aspectos cinéticos, operacionais e
microbioldgicos. 2020. 102 p. Monografia (Trabalho de Graduacgdo). Escola de Engenharia
de Séo Carlos, Universidade de S&o Paulo, Séo Carlos, 2020.

O sulfametoxazol (SMX) é um antibiotico muito utilizado na medicina humana e veterinaria,
sendo frequentemente encontrado no esgoto sanitdrio. Devido a isso, técnicas de remocao
desse micropoluente, nas estacfes de tratamento de esgoto, vém sendo estudadas nas Ultimas
décadas, visto ainda que sua presenca no meio aquatico pode estar ligada ao surgimento de
genes de resisténcia bacteriana. Sendo assim, este estudo teve como objetivo analisar a
influéncia da fonte de in6culo sobre a biodegradacdo do SMX em reator anaerébio de leito
fixo estruturado com espuma de poliuretano como material suporte, aplicando-se como fontes
de in6culo lodos provenientes de reator UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket) de trés
diferentes estacdes de tratamento de aguas residuarias: abatedouro de aves (LA), cervejaria
(LC) e estacdo de tratamento de esgoto municipal (LM). O reator foi alimentado com
substrato sintético simulando esgoto e tempo de detengdo hidraulica (TDH) de 12 h. As
operacdes com os trés inoculos obtiveram boa eficiéncia média na remocdo da matéria
organica, com eficiéncias de 86 £ 3 %, 84 £ 4 % e 84 + 5 % com os inéculos LA, LC e LM,
respectivamente. A fracdo molar de metano no biogas se manteve acima de 90 % na operacédo
do reator para os trés inoculos e obteve-se alta producdo de metano, com rendimento de
metano acima de 270 mLCH,4.g"DQOremovida. Na remocdo do SMX, a operacdo com o0
inéculo LA alcancou maior remocdo, com media de eficiéncia de 91 + 6 %. Enquanto o
indculo LC removeu 84 + 6 % e o indculo LM removeu 70 + 5 %. Além disso, o estudo
cinético revelou que a biodegradacdo do antibi6tico ocorreu de forma co-metabdlica com o
decaimento de DQO. O Dominio Bacteria sofreu maior selecdo de sua comunidade pelas
condicBes operacionais impostas, enquanto a atividade do Dominio Archaea foi favorecida
durante a operacdo dos indculos. Organismos semelhantes a Methanosaeta sp. foram
encontrados nos inoculos LA e LM e organismos semelhantes a Methanosaeta sp.,
Methanosarcina sp. e bacilos fluorescentes, no inéculo LC. Conclui-se, portanto, que a fonte
de in6culo influenciou na biodegradacdo do SMX.

Palavras-chave: Micropoluente; Cinética; Lodo de cervejaria; Lodo de avicola; Lodo de
estacdo de tratamento de esgoto domestico; Antibiotico sulfonamida.



ABSTRACT

SELLA, C. F. Influence of the inoculum source on the biodegradation of
sulfamethoxazole in a structured fixed bed anaerobic reactor: Kinetic, operational and
microbiological aspects. 2020. 102 p. Monografia (Trabalho de Graduagdo). Escola de
Engenharia de Séo Carlos, Universidade de S&o Paulo, Sdo Carlos, 2020.

Sulfamethoxazole (SMX) is an antibiotic widely used in human and veterinary medicine, and
is often found in sanitary sewage. In this context, techniques for removing this micropollutant
in sewage treatment plants have been studied in recent decades, as its presence in the aquatic
environment may be linked to the emergence of bacterial resistance genes. Therefore, this
study aimed to evaluate the influence of the inoculum source on the SMX biodegradation in
an anaerobic structured bed reactor using polyurethane foam as a support material,
inocculated with sludge from the UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket) reactor from
three different wastewater treatment plant sources such as inoculum: poultry (PS), brewery
(BS) and municipal sewage treatment plant (SS). The reactor was fed with synthetic substrate
simulating domestic sewage with an average organic load of 0.410 gCOD.L.d* and
hydraulic retention time (HRT) of 12 h. The operations with the three inoculants obtained
good average efficiency in the removal of organic matter, with efficiencies of 86 + 3%, 84 +
4% and 84 + 5% with the LA, LC and LM inocula, respectively. The molar fraction of
methane in the biogas remained above 90% in the operation of the reactor for the three
inocula and high methane production was obtained, with a methane yield above 270
mLCH,4.g*CODremoved. In removing SMX, the PS inoculum achieved greater removal, with
an average efficiency of 91 + 6%. While the BS inoculum removes 84 + 6% and the SS
inoculum removes 70 = 5%. In addition, the Kkinetic study revealed that antibiotic
biodegradation occurred in a co-metabolic pathway with the COD decay. The Bacteria
Domain underwent greater community selection due to the operational conditions imposed,
while the activity of the Archaea Domain was favored during the inoculum operation.
Organisms similar to Methanosaeta sp. were found in PS and SS inoculants and organisms
similar to Methanosaeta sp., Methanosarcina sp. and fluorescent bacilli, without BS
inoculum. It is concluded, therefore, that the inoculum source influenced the SMX
biodegradation.

Keywords: Micropollutant; Kinetics; Brewery sludge; Poultry slaughterhouse sludge;
Sewage sludge; Sulfonamide antibiotic.
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1 INTRODUCAO

O uso de antibioticos permitiu muitos avangos na medicina humana e veterinaria
moderna, com o combate a morbidade e mortalidade por doencas infecciosas, além de
movimentar a economia mundial por meio de sua producdo e comercializacao.

Segundo Klein et al. (2018), apenas entre os anos de 2000 e 2015, o consumo
mundial de antibidticos teve um aumento de 65%. O consumo desses farmacos e a tendéncia
em continuar aumentando devido aos seus efeitos benéficos a saude (STASINAKIS;
GATIDOU, 2010; VAN BOECKEL et al., 2014), trazem preocupac¢des quanto a ocorréncia
de antibidticos residuais no meio ambiente pelo despejo a partir das etapas de producédo, apos
0 seu uso (via fezes e urina) ou descartados diretamente nos sistemas de esgoto, na forma de
residuos solidos e efluentes liquidos (TAMBOSI et al., 2010).

A importancia de se estudar suas consequéncias bioldgicas nas matrizes ambientais
receptoras e meios de reduzir seu potencial de contaminagdo esta somado também ao fato de
estes microcontaminantes emergentes estarem presente no ambiente em concentracdes muito
pequenas (na ordem de pg.L* ou ngL?) (HALLING-S@RENSEN et al., 1998;
KARTHIKEYAN; MEYER, 2006), o que torna sua identificacdo dependente de tecnologias
avancadas de deteccdo (HIRSCH et al., 1999; TERNES et al., 1998) e podem promover
patdgenos humanos resistentes (KARTHIKEYAN; MEYER, 2006). Dessa forma, o
lancamento de antibi6ticos no meio ambiente é considerado uma ameaca para a satde publica,
conforme as infec¢bes ndo podem mais ser tratadas com os antimicrobianos conhecidos
(HIRSCH et al., 1999; WINTERSDORFF; PENDERS; NIEKERK, 2016; WORLD HEALTH
ORGANIZATION (WHO), 2014).

Dentre os antibidticos amplamente utilizados estd o sulfametoxazol (SMX),
pertencente a classe das sulfonamidas. O SMX é responsavel pela inibicdo de uma enzima
envolvida na sintese do acido tetra-hidrélico (YUN et al., 2012). Atualmente, é muito
utilizado na medicina veterinaria e, na medicina humana, em conjunto com a trimetoprima no
tratamento de infec¢Oes respiratorias, gastrintestinais, renais e do trato urinario, da pele, entre
outras infeccdes (SARMAH; MEYER; BOXALL, 2006; YUN et al., 2012). E frequentemente
detectado no ambiente aquéatico em todo o mundo e em efluentes de estacdes de tratamento de
4gua residuarias (ETARs) (HEBERER, 2002; LOCATELLI; SODRE; JARDIM, 2011;
ZHAO et al., 2016), no qual ndo é totalmente degradado nos sistemas de tratamento
convencionais (DANNER et al., 2019; LIMA GOMES et al., 2015; LUO et al., 2014).



Para tentar obter a melhoria na remoc&o de antibioticos nas estacdes de tratamento de
esgotos convencionais e até mesmo sua eliminagdo, tecnologias mais avancadas vém sendo
estudadas, como processos de oxidacdo avancgada, ozonizacdo, radiacdo UV, filtracdo em
membranas e carvao ativado (BEKCI; SEKI; YURDAKOC, 2006; CERRETA et al., 2020;
DU et al., 2020; GOBEL et al., 2007; IKEHATA; JODEIRI NAGHASHKAR; GAMAL EL-
DIN, 2006; LIU et al., 2020; SHAHMAHDI et al., 2020; SHEMER; KUNUKCU; LINDEN,
2006; SUN et al., 2020; ZHANG et al., 2008b). Entretanto, é necessario considerar os custos
de implantacdo e operacdo, que em tais praticas sdo elevados. Sendo assim, é importante que
novas possibilidades de tratamento mais econdmicas e melhorias nos sistemas j& existentes
sejam investigadas.

Os processos aerobios, como lodos ativados e biorreatores aerébios com membrana
possuem algumas pesquisas na area (CHOUBERT et al., 2009; CLARA et al., 2005). Os
estudos quanto a processos anaerobios sdo incipientes, porém mostram sua relevancia no
Brasil, onde a tecnologia anaerdbia para tratamento de esgotos domésticos é largamente
utilizada e altamente aplicavel.

No Brasil, os reatores anaerébios sdo favorecidos pelas condi¢des climaticas que
possibilitam sua adaptacdo e boa atividade na remocdo da matéria organica das aguas
residuarias domésticas e industriais, como também geram biogas que pode ser utilizado como
fonte energética (CHERNICHARO et al., 2015). Para isso, existem muitas configuracdes de
reatores disponiveis. Os reatores de biofilme de leito fixo, que consistem em biorreatores com
material de suporte inerte para fixacdo e crescimento do biofilme, onde as reacdes biologicas
acontecem, foram estudados como alternativa aos sistemas convencionais, por exemplo,
Reator Anaerobio de Fluxo Ascendente e Manta de Lodo (Upflow Anaerobic Sludge Blanket -
UASB) e lagoas de estabilizacdo anaerdbia.

Esta configuracdo possui a vantagem de evitar o arraste da biomassa para o efluente,
possibilitando uma operacdo com tempos de detencdo hidraulica (TDH) reduzidos, por conta
do maior tempo de retencdo celular que a configuracdo permite, e alta performance e
estabilidade do reator para o tratamento de guas residuarias, o que consequentemente, amplia
a resisténcia a compostos téxicos e recalcitrantes, como a eficiéncia de biodegradacdo
(CARNEIRO et al., 2019; CUEL et al., 1997; MOCKAITIS et al., 2014).

Os biorreatores de leito fixo empacotados aleatoriamente sdo 0s mais
tradicionalmente utilizados. Contudo eles apresentam problemas hidrodinamicos, como
entupimento com biomassa acumulada e ocorréncia de caminhos preferenciais, ocasionados

pela alta retencéo de solidos (JAWED; TARE, 2000). Para superar estes problemas e obter as



vantagens da biomassa imobilizada, Mockaitis et al. (2011) propuseram o reator anaerobio de
leito fixo estruturado, que consiste na colocagdo de tiras de espuma de poliuretano ao longo
do comprimento do reator como material suporte para a biomassa e fluxo ascendente. A
operacdo de fluxo ascendente permite um padrdo de fluxo mais uniforme do que a operacao
de escoamento descendente, enquanto a configuracdo de leito fixo estruturado evita
problemas de canalizagdo e entupimento.

Alguns trabalhos foram desenvolvidos com objetivo de degradar biologicamente o
SMX utilizando reatores anaerébios com leito fixo, entre esses, Chatila et al. (2016)
alcancaram remocdo de SMX de 97% em reator anaerobio de fluxo horizontal de biomassa
imobilizada com TDH de 24 h e Carneiro et al. (2019) obtiveram remoc¢éo de 83% com TDH
de 12 h em um reator anaerobio de leito fixo estruturado, mesma configuracdo do reator do
presente estudo. Os reatores anaerébios de leito fixo demonstram ser uma tecnologia
promissora, entretanto a variacao nas eficiéncias dos estudos aponta a necessidade de elucidar
os fatores que podem melhorar a performance dos reatores. Entre as diferencas operacionais
dos estudos citados esta a fonte especifica de inoculacdo do material de suporte utilizada e
esse ponto de partida pode ser crucial para conduzir o processo em uma operacao de longo
prazo.

A inoculacdo é um fator importante na fase de inicializacdo dos biorreatores, visto
que a adoc¢do de indculos altamente ativos influencia positivamente as condi¢Ges operacionais
impostas em um menor tempo de adaptacio e aumenta a eficiéncia da digestido (ESCUDIE et
al.,, 2011; NEVES; OLIVEIRA; ALVES, 2004). Larcher e Yargeau (2011) utilizaram
bactérias conhecidas por existir em lodos ativados (Bacillus subtilis, Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas putida, Rhodococcus equi, Rhodococcus erythropolis,
Rhodococcus rhodocrous e Rhodococcus zopfii) para avaliar a capacidade de remocdo de
SMX em in6culos com culturas puras de consorcios individuais e mistos, e apontaram que a
diferenca na eficiéncia de remogdo entre as culturas, além de consorcios mistos ndo
necessariamente significarem efeitos positivos na degradacdo do SMX. A influéncia da fonte
de indculo na biodegradacéo anaerdbia de fenol e glicose foi estudada por Moreno-Andrade e
Buitrén (2004), que aplicaram lodos provenientes de cinco diferentes sistemas de tratamento
bioldgicos: estacdo de tratamento de efluentes de cervejaria, reator anaerobio de industria
quimica, estagdo municipal de tratamento de esgoto, anaerobio digestor de esterco de vaca e
lodo ativado. Os autores observaram que a fonte de indculo influenciou a biodegradacdo de
glicose e fenol, sendo que a melhor eficiéncia de biodegradacéao foi obtida com o uso de lodo

de cervejaria. Kim et al. (2017) estudaram a capacidade da biodegradacdo de produtos



farmacéuticos e de cuidados pessoais (PFCPs) de trés fontes diferentes de indculo - lodo
ativado (L), sedimento de vala historicamente impactado por efluente de ETAR (S) e material
de tratamento de colunas de solo de aquifero em escala de laboratorio (M). Os resultados
mostraram que as remocdes de PFCPs foram maiores para L e S (> 80% em 8 dias), em
comparagdo com o indculo M (que ndo obteve remocdo ap6s 16 dias para a maioria das
substancias analisadas), e assim comprovaram que a fonte de indculo afetou a eficiéncia de
remocao dos PFCPs.

Diante do potencial de remocéo de SMX durante o processo de tratamento bioldgico
de efluentes apresentado por outras pesquisas, no presente estudo buscou-se avaliar a
influéncia da fonte de in6culo na biodegradacdo de SMX em reator anaerébio de leito
estruturado (Anaerobic Structured Bed Biofilm Reactor - ASBBR) utilizando espuma de

poliuretano como meio de suporte.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo principal

O objetivo principal desse trabalho foi avaliar a influéncia da fonte do indculo na
biodegradagdo do antibidtico sulfametoxazol em reator anaerdbio de leito fixo estruturado
com espuma de poliuretano como material suporte, testando os seguintes inoculos: lodo de

abatedouro de aves, lodo de cervejaria e lodo de estacdo de tratamento de esgoto municipal.

2.2 Objetivos especificos
Dentro do objetivo geral, desejou-se avaliar 0s seguintes objetivos especificos:

e Avaliagdo do impacto do antibiotico sobre a remogdo de matéria organica e
composicao do biogas;

e Avaliacdo dos perfis cinéticos espaciais de remocdo da demanda quimica de
oxigénio (DQO) e do SMX ao longo do reator;

e Avaliacdo dos mecanismos de remocao do SMX, como sor¢édo e biodegradacgéo;

e Comparacdo das comunidades microbianas dos diferentes indculos por

microscopia dptica e biologia molecular antes e ap6s a operacdo do reator.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Farmacos e suas vias de ingresso no meio ambiente

Os farmacos sdo compostos complexos desenvolvidos e consumidos para promover
efeitos bioldgicos especificos nos organismos (KUMMERER, 2009). Eles abrangem
diferentes classes de medicamentos, como 0s analgésicos, antibioticos, anti-inflamatérios,
reguladores enddcrinos, entre outros, que podem ser administrados oralmente, topicamente
(aplicacéo na pele e mucosas) ou parenteralmente (injecdes e infusdes).

Quando os farmacos entram no organismo, uma parte deles ou sua totalidade é
transformada em outras substancias por enzimas existentes, principalmente, no figado e em
outros 6rgaos em menor quantidade, como rim, pulmao, intestino, glandulas adrenais e outros
tecidos do corpo (ARCO, 2005). O metabolismo de um farmaco inicia-se com varias reacdes
bioquimicas, que incluem a epoxidacdo, hidrélise, hidroxilacdo e reducdo, nas quais 0s grupos
funcionais s@o introduzidos no composto original ou transformados. Posteriormente,
moléculas enddgenas polares, como sulfato e aminoacidos se unem aos produtos provenientes
das transformacdes iniciais, gerando novos conjugados. Estas sdo, assim, excretadas do corpo
(via fezes e urina) em suas formas originais, conjugadas ou como metabdlitos (HEBERER,
2002; TAMBOSI et al., 2010), o que sdo chamados de farmacos residuais.

Sdo varias as vias para a ocorréncia de farmacos no meio ambiente. Os farmacos
residuais acabam chegando as matrizes ambientais por meio do esgoto, visto que as estacdes
de tratamento convencionais ndo sdo projetadas para degrada-los; pela destinacédo
ambientalmente inadequada de esgoto aos corpos hidricos sem a passagem por nenhum
tratamento prévio; e pelos residuos sélidos, seja por suas embalagens, assim como o descarte
inadequado de farmacos em aterros e lixdes (AQUINO; BRANDT; CHERNICHARO, 2013).
A Figura 1 apresenta um esquema com as principais fontes de farmacos no meio ambiente.

Na medida em que tecnologias de monitoramento mais sensiveis a baixas
concentragdes sao desenvolvidas e estudos apontam a presenca destes compostos nos
efluentes de estacGes de tratamento de esgoto (ETES), em aguas superficiais e subterraneas,
em concentragdes pequenas na ordem de pg.Lt ou ng.L? (CAHILL et al., 2004;
CASTIGLIONI et al., 2005; GEBHARDT; SCHRODER, 2007; GONZALEZ; BARCELO;
PETROVIC, 2007; MIAO; KOENIG; METCALFE, 2002; RODRIGUEZ et al., 2003). O que
pode indicar, em aguas naturais, a contaminacdo das mesmas por esgoto (STUMPF et al.,
1999).



Figura 1 - Origem e vias de contaminacéio dos corpos d’agua por fArmacos
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Fonte: Adaptado de Aquino et al. (2013).

Devido as baixas concentracdes nas quais esses compostos sdo encontradas no meio
ambiente sdo considerados microcontaminantes (AQUINO; BRANDT; CHERNICHARO,
2013). Garrison, Pope e Allen (1976) foram os primeiros a relatarem a ocorréncia de farmacos
em efluentes de ETEs nos Estados Unidos na faixa de concentragdo de 0,8 a 2,0 pg.L™
Seguidos de Richardson e Bowron (1985), em rios no Reino Unido, e inUmeros outros
trabalhos que detectaram farmacos nas aguas, como na Alemanha (KUMMERER, 2001;
TERNES, 1998), Canada (MIAO et al., 2004; ROGERS; BIRTWELL; KRUZYNSKI, 1986),
China (GULKOWSKA et al., 2008) e Espanha (CARBALLA; OMIL; LEMA, 2005;
SANTOS; APARICIO; ALONSO, 2007). No Brasil, Stumpf et al. (1999) foram os primeiros
a reportarem a ocorréncia de farmacos em efluentes de ETES, em rios e &guas de
abastecimento no Estado do Rio de Janeiro.

Assim, contrariando a tendéncia de outros microcontaminantes em diminuir suas
concentra¢fes no meio ambiente nos proximos anos, espera-se um aumento na ocorréncia dos
farmacos no ambiente por conta de seus efeitos benéficos a salde e seu consumo
descontrolado (STASINAKIS; GATIDOU, 2010).



3.2 Efeitos dos antibioticos no meio aquético

Antibidticos sdo compostos naturais ou sintéticos capazes de inibir o crescimento ou
causar a morte de bactérias. Sdo usados para o tratamento de animais e humanos e podem ser
considerados bactericidas, quando causam a morte da bactéria, ou bacteriostaticos, quando
proporcionam a inibicdo do crescimento microbiano (GUIMARAES; DA SILVA
MOMESSO; PUPO, 2010).

Os antibioticos sdo amplamente utilizados no mundo. Estima-se que seu consumo
anual seja de 100 a 200 mil toneladas (KUMMERER, 2003). S6 nos EUA s&o produzidos 20
mil toneladas de antibi6ticos por ano, na qual cerca de 60% sejam destinados para 0 uso
humano e os outros 40%, para uso veterinario e na agricultura (BROWN et al., 2006). Esses
compostos sdo caracterizados por uma diversidade de substancias. Kimmerer (2001) apontou
gue 90% dos antibidticos consumidos na Alemanha continham em torno de 900 substancias
ativas diferentes. Estudos internacionais, ainda, convergem quanto a ocorréncia do
sulfametoxazol, da trimetoprima e da tetraciclina como os mais comuns (BRANDT, 2012).

As principais preocupacdes da ocorréncia e acumulo desses compostos e derivados
no ambiente consistem do fato de poderem gerar efeitos negativos no crescimento e
desenvolvimento de plantas (MIGLIORE et al., 1995), favorecer a aquisicdo de resisténcia
contra 0os mesmos pelas bactérias expostas a pequenas concentragdes no ambiente e até
ocasionar complicacdes para a satde humana (DAUGHTON; TERNES, 1999; SINGH et al.,
2019).

Embora até o momento, ndo seja possivel avaliar os reais efeitos da exposicao
humana aos antibiéticos (SANTOS et al., 2010), estudos ecotoxicoldgicos, nos quais sao
utilizados organismos que possuem vias metabolicas e receptores semelhantes aos
encontrados nos seres humanos, estdo sendo realizados na tentativa de conhecer as
consequéncias do contato agudo e crbnico a eles em concentracdes relevantes de ocorréncia
no ambiente.

Em geral, estudos agudos realizados em crustaceos e peixes apenas apresentam
danos quando realizados em concentragBes muito maiores (na faixa de mg.L™") que as
encontradas no meio aquético, na ordem de pg.L™ ou ng.L™ (FARRE et al., 2008; K. et al.,
2008; SARMAH; MEYER; BOXALL, 2006; ZHANG; GEISSEN; GAL, 2008). O interesse
maior esta nas pesquisas quanto a toxicidade cronica, visto que a literatura cientifica aponta a
capacidade da ocorréncia de efeitos em alguns animais expostos em condicGes
ambientalmente relevantes (BROWN et al., 2006; COSTANZO; MURBY; BATES, 2005;
SCHWAIGER et al., 2004; TRIEBSKORN et al., 2004). Ademais, Cleuvers (2004) defende a



importancia da realizagdo de mais experimentos de toxicidade quanto a misturas dos
antibidticos com anti-inflamatorios, ja que, conjugados, podem causar efeitos que sozinhos
nas mesmas quantidades ndo eram observados.

Outra questdo relevante é a possibilidade do desenvolvimento de bactérias
patogénicas resistentes aos antibidticos no meio ambiente, visto que as concentragdes
encontradas nas matrizes ambientais séo baixas, 0 que ndo possibilita a inibigdo ou morte,
mas que pode causar mutacdo (JORGENSEN; HALLING-SORENSEN, 2000). Estudos
sugerem que essas concentracdes sub-letais de antibioticos tenham influéncia importante no
desenvolvimento e disseminacio de genes de resisténcia a antibi6ticos (BIROSOVA et al.,
2014; LEE et al.,, 2018; LIU et al.,, 2014; RODRIGUEZ-MOZAZ et al., 2015). Essa
resisténcia pode reduzir ou eliminar a eficacia dos antibiéticos no tratamento de doencas
infecciosas, uma vez que bactérias multirresistentes que podem resistir fortemente a varios
antibidticos podem levar a doencas intrataveis e comprometer a salde das pessoas (MA et al.,
2018).

Estima-se que aproximadamente 23 mil pessoas morrem por ano nos EUA devido a
infeccBes por bactérias resistentes a antibioticos (O’NEILL, 2016). Na Europa, esse nimero
aumenta para mais de 25 mil pessoas por ano (O’NEILL, 2014). A Organizacdo das Nacdes
Unidas (ONU), em seu novo relatério “Global Sustainable Development Report 2019: The
Future is Now — Science for Achieving Sustainable Development” (SECRETARY-
GENERAL, 2019), associa 0 aumento do uso dos antibioticos com o aumento da resisténcia
bacteriana aos antibioticos, e cita 0 imenso perigo para a saide mundial, uma vez que mais

infecgBes ndo podem ser tratadas pelos antibidticos conhecidos.

3.3 Sulfonamidas e sulfametoxazol

O sulfametoxazol (SMX) é um antibidtico sulfonamida bacteriostatico que inibe
competitivamente a dihidropteroato sintase, prevenindo a formacao de acido dihidropteroico,
um intermediario da sintese de &cido tetrahidrofolico (THF) (SWEETMAN, 2009; YUN et
al., 2012). Pode ser usado em associagdo com o trimetoprim, que inibe a diidrofolato redutase,
outra etapa na sintese do THF (MASTERS et al., 2003). Assim, esta associa¢do inibe 0
crescimento de células bacterianas ao impedir a sintese de acido tetrahidrolico e é usada para
tratar infeccOes respiratorias, gastrointestinais, renais e do trato urinario (SARMAH,;
MEYER; BOXALL, 2006; YUN et al., 2012). O SMX é um antibiético amplamente prescrito
para humanos e animais (PENG et al., 2011; WATKINSON et al., 2009; ZUCCATO et al.,
2010).
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As sulfonamidas sdo compostas por um anel de benzeno, um grupamento bésico
amina (-NH;) e um grupamento &cido sulfonamida (-SO,NH) conectado a um radical
organico (-R) (SARMAH; MEYER; BOXALL, 2006), como mostra a Figura 2a. Os grupos
amina e sulfonamida precisam estar conectados ao anel de benzeno na conformacéo para que
a molécula possua propriedade antibacteriana (QIANG; ADAMS, 2004; SARMAH; MEYER,;
BOXALL, 2006). O sulfametoxazol possui formula molecular dada por C1oH11N3O3S (massa

molecular = 253,3 g.mol™) e tem sua estrutura quimica apresentada na Figura 2b.

Figura 2 - Estrutura quimica geral das sulfonamidas (a) e; do sulfametoxazol (b)
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Os avancos nos metodos analiticos de deteccdo de antibidticos permitiram a
realizacdo de pesquisas indicando as concentracdes de Sulfametozaxol em diferentes
compartimentos ambientais, como em aguas residuérias municipais brutas na concentracao de
ng.L™? a pg. L (HRUSKA; FRANEK, 2012; LARCHER; YARGEAU, 2012), efluentes de
estacBes de tratamento de aguas residuarias na concentracdo de ng.L™" a pug.L™ (HRUSKA;
FRANEK, 2012; KOSMA; LAMBROPOULOU; ALBANIS, 2014; LARCHER; YARGEAU,
2012; LOOS et al., 2013; MORENO-GONZALEZ et al., 2014), aguas superficiais que
recebem efluentes de ETARs na concentracdo de ng.L™ (BATT et al., 2016; SHIMIZU et al.,
2013) e 4guas subterraneas na concentragdo de ng.L™ (SACHER et al., 2001; TONG et al.,

2014). Alguns estudos podem ser vistos na Tabela 1.
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Tabela 1 - Ocorréncia de SMX (ng.L™) em diferentes matrizes ambientais segundo a literatura

Afluente ETE Efluente ETE Su;'?egrl;i{j::ial Pais Referéncia
<1,9-160,9
<19 -
<%’59 + 12%8 <1i?9 1429343 NR Brasil Queiroz et al. (2012)
- <1,9-124
<1,9-56,8
NR NR <0,2 - 106 Brasil Locatelli et al. (2011)
246 101 2,1-53 Italia Zuccato et al. (2010)
NR 509 + 35 93+44 Alemanha Nddler et al. (2010)
179 - 1760 47 - 964 NR Taiwan Lin et al. (2009)
20 - 1250 18 - 320 NR Franca Miege et al. (2009)
<3-150 <3-23 <0,5-8 Reino Unido Kasprzyk-Hordern et
20-274 4-44 <0,5-4 al. (2009)
194 <1-70 1,7 -36 Coréia do Sul Kim et al. (2007)
16+5 167 143+ 21
He Y szl China Xu et al. (2007)
257 9+14 <1
450 <30 NR Coréia Choi et al. (2007)
390 - 1000 310 300 Meéxico Brown et al. (2006)
5450 - 7910 <100 NR China Peng et al. (2006)
80 - 1250 50 - 210 NR EUA Karth'kgggg Meyer
NR 46 - 317 NR Italia CaS“(gZ'(')%ré')et al.
20 70 <1-10 Suécia Bendz et al. (2005)
230 - 570 211 - 860 NR Suica Joss et al. (2005)
1090 210 NR USA Yang et al. (2005)
<10 - 145 <10-56 NR Austria Clara et al. (2005)
580 250 NR Espanha Carballa et al. (2005)
NR NR og! Alemanha Christian et al. (2003)
NR NR 1507 - 1900" EUA Kolpin et al. (2002)
NR NR 0,01 EUA Lindsey et al. (2001)
NR 300 i+1§26 1500 30-85 Alemanha Hartig et al. (1999)
NR ;0000;1 438051 Alemanha Hirsch et al. (1999)
NR NR 59-134 China Tong et al. (2014)
NR NR 70 Alemanha Wiegel et al. (2004)
70 £99 10+£13 NR Espanha Collado et al. (2014)
NR 390° - 820° NR Croécia Gros et al. (2006)
NR 4002 - 2000* NR Alemanha Ternes (2001)
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Tabela 2 (continuagAo) - Ocorréncia de SMX (ng.L™) em diferentes matrizes ambientais segundo

a literatura
Afluente ETE Efluente ETE Agua Pais Referéncia
Superficial
NR 1362 - 407" NR Coreia do Sul Kim et al. (2007)
NR 1422 - 1147* NR Unido Eropeia oot a1 (2013)
(varios paises)
NR 200 - 2000 70 - 150 Canada Miao et al. (2004)
Moreno-Gonzalez et
NR 1,1-18,2 NR Espanha al. (2014)
740 240 NR Grécia Kosma et al. (2014)
1720 Vietnd
538 NR NR E/'I"F,'”.as Shimizu et al. (2013)
282 alasia
76 Indonésia India
NR 2900" 576,4 EUA Batt et al. (2016)

1Valores maximos; ?Valores Médios; NR - nio reportado

Como é possivel notar, o sulfametoxazol encontra-se em concentracdes bastante
diluidas nas &guas residuarias. Sendo assim, uma melhor abordagem para a reducdo de seu
contato com o meio aquéatico seria a deteccdo e remocgdo desse farmaco nas suas fontes

primarias.

3.4 Remocao de antibidticos em ETES convencionais

E conhecida a responsabilidade do esgoto doméstico bruto e tratado entre as
principais fontes de contaminacgao por antibidticos e outros micropoluentes nos corpos d’agua
receptores (LOOS et al., 2013; MURATA et al., 2011). O lodo gerado nas ETEs é o ponto
final de grande parte dos compostos hidrofobicos por meio do processo de sorcdo
(CARBALLA et al., 2008), como também de uma fracdo de micropoluentes hidrofilicos ndo
biodegradados durante o tratamento de aguas residuérias (LUO et al., 2014).

Estudos sobre a eficiéncia de remocao durante o tratamento em ETES sdo baseados
na medicdo das concentracOes entre afluente e efluente nos sistemas convencionais de
tratamento, que podem variar em func¢do da construcdo e tecnologia de tratamento, do tempo
de detencdo hidraulica (TDH), da estacdo do ano e do desempenho da ETE (TAMBOSI et al.,
2010).

A literatura relata varias tecnologias que degradam medicamentos com sulfonamida,
incluindo métodos fisicos, quimicos e biologicos (ZHENG et al., 2020). Os potenciais

processos para a melhoria na remocdo de antibidticos nas ETES convencionais disponiveis s&o
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a oxidagdo avangada, ozonizacdo, radiagdo UV, filtragdo em membranas e carvéo ativado
(STASINAKIS; GATIDOU, 2010). Os métodos fisicos, como o método fotocatalitico
(ZIEMIANSKA et al., 2010) e 0 método ultrassénico (MOHAJERANI; MEHRVAR; EIN-
MOZAFFARI, 2012) podem ser utilizados para remog¢do de SMX, porém em seu processo
ocorre a perda de componentes ativos do método que pode ocasionar uma dificuldade na
recuperacdo de seu catalisador (ZHENG et al., 2020). Os métodos quimicos tém uma alta
eficiéncia de remocdo de SMX, entretanto é importante que os subprodutos do processo
quimico sejam removidos por meio de tratamento subsequente (LIANG et al., 2019; YANG,;
CHE, 2017). Comparadas com os métodos fisicos e quimicos disponiveis, as tecnologias
bioldgicas tém as vantagens de baixo custo (WANG et al., 2018b).

A vista disso, a possibilidade de biodegradacio em sistemas de tratamento nas
escalas de bancada, piloto e real tem sido investigada sob diferentes condigdes operacionais.
Sendo os processos mais estudados os de lodos ativados (AYMERICH et al., 2016; DRILLIA
et al., 2005; KOSMA; LAMBROPOULOU; ALBANIS, 2014; SUAREZ; LEMA; OMIL,
2010; WEI et al., 2018, 2019) e os biorreatores aerébios com membrana (MBR) (DUTTA et
al., 2014; MONSALVO et al., 2014; WEI et al., 2014, 2016; WIJEKOON et al., 2015). Os
estudos acerca de processos anaerdbios ainda sdo incipientes (AYDIN et al., 2015;
CETECIOGLU et al., 2013, 2015; GARTISER et al., 2007; MARTIN et al., 2015). Apesar
disso, o emprego da tecnologia anaerdbia na America Latina, e principalmente no Brasil, se
mostra interessante, principalmente pelas suas condi¢des climéaticas favoraveis
(BORZACCONI; LOPEZ; VINAS, 1995). Além disso, de acordo com Cetecioglu et al.

(2013), 0 SMX é mais facilmente degradado em condicBes anaerdbias do que aerdbias.

3.5 Mecanismos de remocao de antibioticos pelos sistemas de tratamento bioldgicos

A remocdo dos antibidticos em uma ETE se d& por mecanismos abidticos (como
sor¢édo e volatilizacdo) e/ou bioticos (biotransformacdes) (CIRJA et al., 2008). Varios fatores
influenciam nesses mecanismos de remocgdo, como as propriedades fisico-quimicas dos
compostos (hidrofobicidade, isto é, seu coeficiente de particdo octanol-4gua; carga, na forma
anidnica ou cationica e; grupos funcionais - presenca de grupos doadores ou grupos de
retirada de elétrons); a configuragcdo dos sistemas de tratamento; as condi¢cdes ambientais e
operacionais das unidades de tratamento (tempo de retencdo de lodo, pH e temperatura); as

condicBes redox (anaerdbia, andxica e aerobia); a diversificacdo e adaptacdo das comunidades
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microbianas presentes no processo; e a presenca de enzimas microbianas especificas
(AQUINO; BRANDT; CHERNICHARO, 2013; GONZALEZ-GIL; CARBALLA; LEMA,
2017a; SEMBLANTE et al., 2015; YANG et al., 2016).

Os principais mecanismos envolvidos na remocdo bioldgica sdo a sorcdo da
biomassa e a biodegradacdo por co-metabolismo (CARBALLA et al., 2005; CLARA et al.,
2004; FISCHER; MAJEWSKY, 2014; JOSS et al., 2005; LI; ZHANG, 2010; PENG et al.,
2019; STASINAKIS; GATIDOU, 2010; STASINAKIS, 2012).

3.5.1 Sorgéo

A sorcdo acontece principalmente por meio de processos de absor¢do e adsor¢do. O
processo de sorcdo pode ser estimado utilizando valores de Kqy (coeficiente de distribuicao
solido-agua), que é dependente das caracteristicas do composto e do tipo de lodo e representa
o equilibrio do soluto nas fases hidrofdbica e hidrofilica (SUAREZ et al., 2008). De acordo
com Kooijman et al. (2020), o pH do meio e a quantidade de matéria organica presente
também séo fatores importantes na capacidade de sor¢do de micropoluentes organicos. Este
coeficiente, que € apresentado na Equacdo 1, envolve tanto 0os mecanismos de absor¢do
quanto de adsorcdo (TERNES et al., 2004).

Kq = (1)

X

S

Em que:

K4 é o coeficiente de de distribuicdo sélido-4gua em L.kg™SS;
X € a concentracdo da substancia na fase sélida;

S € a concentracdo da substancia na fase aquosa.

Na Tabela 3, temos alguns valores de Kq manifestados na literatura para o SMX. De
acordo com Ternes et al. (2004), valores de log Kyq menores ou iguais a 2 geralmente
significam uma tendéncia quase nula para sorcdo; enquanto valores entre 2 e 2,7 baixa
indicam uma tendéncia para sorcdo; e maior que 2,7, alta tendéncia de sorcdo em matriz

sorvente. O SMX é um micropoluente de baixa absorcdo (FALAS et al., 2016).
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Tabela 3 - Valores de K4 para o0 SMX descritas na literatura em diferentes lodos

\fi'_‘:(';ﬂggd Lodo Referéncia
26e24 Primério e secundario do sistema de lodos ativados ~ Gobel et al. (2005)
2,6,24e24 Primério e secundério de lodo ativado e de MBR Joss et al. (2005)
2,21 Primério do sistema de lodos ativados Hdorsing et al. (2011)
2,05-2,81 Primério do sistema de lodos ativados Hyland et al. (2012)

O mecanismo de sor¢do de microcontaminantes nos biofilmes dos lodos das esta¢Ges
de tratamento possui um risco. Devido as concentracdes de esses compostos serem maiores
nos sorventes do que na fase aquosa, hd a formacdo de “reservatorios” de
microcontaminantes, que ainda possuem seus efeitos nos organismos aquaticos ou como eles
ficam dispostos desconhecidos (KUMMERER, 2009).

3.5.2 Biodegradacao

A biodegradacdo é o processo natural de microrganismos, que por meio de suas
enzimas aceleram as reacOes de degradagdo de compostos. Os dois principais processos de
biodegradacdo sdo: o uso direto do composto como fonte de carbono e energia pelos
microrganismos, por meio da mineralizacdo; ou o uso dele como segunda fonte de carbono,
na qual os microrganismos quebram parcialmente ou convertem a molécula, ndo a utilizando
como fonte primaria de carbono, por meio do co-metabolismo (BORJA et al., 2005). Esses
processos sdo influenciados por fatores ambientais, como temperatura, pH, disponibilidade de
aceptores de elétrons, tempo de retencdo celular, interacfes entre 0s microrganismos e
presenca de substancias inibidoras ou toxicas. Além desses, sdo fatores influentes na
biodegradacdo dos compostos sua estrutura quimica, suas caracteristicas fisicas e
concentracdo (BORJA et al., 2005).

Os estudos reportados na literatura para a remocdo de farmacos por meio da
biodegradacdo possuem um foco maior nos processos aerobios, com resultados inconsistentes
de eficiéncia de remocao que variam de 0% a 100% para um mesmo farmaco utilizando uma
mesma técnica de tratamento (AYMERICH et al., 2016; DRILLIA et al., 2005; KOSMA,
LAMBROPOULOU; ALBANIS, 2014; SUAREZ; LEMA; OMIL, 2010; WEI et al., 2018,
2019). Segundo Mdiller et al. (2013), os estudos com a biodegradacdo de SMX mostram-se
ainda incipientes, necessitando elucidar melhor seus metabdlitos formados e realizar mais

ensaios em reatores continuos e com periodos suficientes de adaptacdo da biomassa. Koh et
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al. (2008) afirmam que o melhor conhecimento da diversidade microbiana e das atividades
degradadoras de farmacos permitird a sua completa mineralizacdo nas ETEs.

A biotransformacdo de micropoluentes organicos provavelmente ocorre
principalmente por meio do co-metabolismo, devido as suas baixas concentracdes no meio em
comparacdo com o substrato de crescimento principal (FERNANDEZ-FONTAINA et al.,
2016; FISCHER; MAJEWSKY, 2014). Esse processo é influenciado pelas propriedades
fisico-quimicas dos compostos, pela diversidade microbiana do meio, pelas atividades
enzimaticas e pelos fatores ambientais e operacionais (CARBALLA et al., 2008; ZHOU et al.,
2017).

A aplicacdo do co-metabolismo é um método que vem se mostrando promissor para
a rapida biodegradacdo microbiana de poluentes recalcitrantes, como compostos aromaticos
e halogenados (DAWAS-MASSALHA et al., 2014; HARITASH; KAUSHIK, 2009). As
condicBes co-metabolicas permitem que os microrganismos transformem poluentes
recalcitrantes na presenca obrigatoria de um substrato de crescimento ou outro composto
transformavel (FISCHER; MAJEWSKY, 2014). De acordo com Carneiro et al. (2020), as
enzimas envolvidas no metabolismo da principal fonte de carbono, como amido ou glicose,
desempenham importante atividade e agdo co-metabdlica na degradacdo de micropoluentes

organicos.

3.6 Degradacdo anaerdbia e metanogénese

Os processos de tratamento anaerébio fundamentam-se na capacidade que 0s
microrganismos apresentam de converter matérias organicas complexas em condicGes de
auséncia de oxigénio, transformando-os em substancias que possam ser removidas do sistema
de tratamento, como lodo bioldgico, dgua e gases (APPELS et al., 2011; CHERNICHARO,
1997; DEMIREL; YENIGUN; ONAY, 2005; WARD et al., 2008).

A digestdo anaerobia (esquematizada na Figura 3) é considerada um processo de
fermentagdo de cultura mista, que envolve uma associacdo de trés importantes grupos de
microrganismos, dividido em quatro fases: hidrolise, acidogénese, acetogénese e
metanogénese (CHERNICHARO, 1997; DEMIREL; SCHERER, 2008; JI et al., 2013). Esse
processo € realizado por dois principais td&xons microbianos: as bactérias, responsaveis pela
hidrélise de compostos organicos poliméricos em monémeros e posterior decomposicdo esses

mondmeros em pequenos fragmentos organicos (&lcoois e acidos graxos volateis), e
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as arqueias, que decompdem esses subprodutos em metano e gas carbonico (SHI; LEONG;
NG, 2017).

Figura 3 - Fases e grupos microbianos envolvidos na digestdo anaeroébia
Organicos complexos

(carboidratos, proteinas, lipideos)

Bactérias fermentativas
(hidrélise)

Organicos simples
(agucares, aminoacidos, peptideos)

Bactérias fermentativas
(acidogénese)

Acidos organicos
(propionato, butirato, etc)

Bactérias acetogénicas
(acetogénese)

Bactérias acetogénicas produtoras de hidrogénio

H, +CO, Acetato
Bactérias acetogénicas consumidoras de hidrogénio

Bactérias fermentativas
(hidrélise)

CH, + CO,
Metanogénicas acetoclasticas

Fonte: Adaptado de Chernicharo (1997).

A primeira fase consiste da hidrélise por meio de bactérias fermentativas de
materiais particulados complexos em materiais dissolvidos mais simples (CHERNICHARO,
1997). Essa fase ocorre de forma lenta e pode ser influenciada pela temperatura operacional do
reator, tempo de detencdo celular, tamanho das particulas, pH do meio, entre outros fatores
(LETTINGA, 1996).

Na acidogénese, ainda pelos diversos grupos de bactérias fermentativas, como as
especies Clostridium e Bacteroids, os produtos soltveis da hidrélise podem ser metabolizados
no seu interior. Estes, entdo, sdo convertidos em acidos organicos, alcoois, gas carbonico,
hidrogénio, aménia e outras novas células (CHERNICHARO, 1997).

A fase seguinte é a acetogénese, em que os produtos da fase anterior sdo oxidados,
pelas bactérias acetogénicas, em substrato apropriado para as bactérias metanogénicas. Os
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produtos dessa fase sdo o hidrogénio, o dioxido de carbono e o acetato (CHERNICHARO,
1997).

A (ltima fase do processo é realizada pelas arqueias metanogénicas. Estas sdo
divididas em dois grupos principais de acordo com sua compatibilidade por substrato e
intensidade de producdo de metano. No primeiro grupo estdo as metanogénicas acetoclasticas,
que produzem metano a partir do acetato. Cerca de 60% a 70% de todo 0 metano produzido é
por meio desses microrganismos. Os principais géneros deste grupo séo o Methanosarcina e o
Methanosaeta. No segundo grupo estdo as metanogénicas hidrogenotréficas, que convertem o
hidrogénio produzido nas fases anteriores e o0 dioxido de carbono em metano
(CHERNICHARO, 1997).

Algumas populagdes microbianas sdo mais resistentes a toxicidade aguda e cronica
causada pela presenca de farmacos nos afluentes das estagdes de tratamento de aguas
residuarias e capazes de degrada-los no seu processo de digestdo anaerébia (SHI; LEONG;
NG, 2017). O Clostiridum sp. foi relatado como o microrganismo dominante nos reatores
anaerdbios em batelada alimentados com aguas residuarias contendo SMX (CETECIOGLU et
al., 2016). A literatura cientifica indica que os filos Bacteroidetes, Firmicutes e
Proteobacteria, para populagdes bacterianas, predominam na maioria dos sistemas anaerobios
relatados com presenca de SMX no afluente. Os Firmicutes e Proteobacteria séo conhecidos
pela sua predominancia nos processos bioldgicos e, consequentemente, importancia no
processo de fermentacdo. J& as classes Methanomicrobia, Thermoplasmata e
Methanobacteria, em geral, sdo predominantes na conversdo dos produtos intermediarios em
metano e apresentam resisténcia a toxicidade relativamente alta (SHI et al., 2015).

Segundo Carneiro et al. (2020), a acidogénese desempenha um papel importante na
biotransformacdo anaerobia de micropoluentes organicos, enquanto a hidrolise de
carboidratos desempenha um papel menor.

Ha fortes indicios que o local de ataque para biotransformacdo do SMX deve estar no
anel de isoxazol (BERRY; FRANCIS; BOLLAG, 1987; JIA et al., 2017; MOHATT et al.,
2011). De acordo com (MOHATT et al., 2011), 0 SMX é completamente biotransformado
durante a acidogénese e acetogénese/metanogénese, devido a uma clivagem de seu anel
isoxazol em condicdes de reducdo de ferro. Estudos tendem a crer, ainda, que a
biotransformacdo do anel isoxazol ocorre por hidrogenagdo ou hidroxilagdo em condigdes
anaerdbias (BERRY; FRANCIS; BOLLAG, 1987; ZHANG et al., 2008a) e que a clivagem do
anel comeca na ligagédo N-O (ALVARINO et al., 2016; HAYASE et al., 1982).
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3.7 Reatores anaerobios de leito fixo com espuma de poliuretano como material suporte

O reator anaerdbio de leito fixo consiste de um reator biolégico com uma camada
suporte de material inerte no qual a biomassa esta aderida, formando um biofilme, onde a
matéria organica é convertida em metano e gas carbonico (SARTI et al., 2001). Varios
materiais permitem a formac&o desse biofilme, entre eles, é encontrado na literatura o carvéo
granulado, plastico, esferas de vidro, espuma de poliuretano e ceramica (KAWASE;
NOMURA; MAJIMA, 1988; ORTEGA et al., 2001; ZAIAT, 1996; ZELLNER et al., 1987).

A camada suporte tem como objetivo a protecéo fisica de solidos bioldgicos no seu
interior, evitando sua lavagem do reator e baixo teor de solidos suspensos no efluente
(YOUNG, 1990). Isto ocorre por meio da retencdo da biomassa nos espacos vazios da matriz
e pela sua adesdo a superficie do suporte (ESCUDIE et al., 2011; RATUSZNEI;
RODRIGUES; ZAIAT, 2003). A capacidade de manter um alto tempo de retencdo celular
(TRC), mesmo quando o reator é operado com baixos tempos de detengdo hidraulica, é
fundamental para aumentar a resisténcia dos organismos aos compostos toxicos e
recalcitrantes, permitindo sua degradacdo (CUEL et al., 2011). Processo que ocorre pela
possibilidade do enriquecimento de bactéria de crescimento lento e de uma interacdo entre 0s
organismos presentes capaz de degradar os micropoluentes (CLARA et al., 2005; JOSS et al.,
2005).

A porosidade do leito operacional € a principal caracteristica que distingue reatores
de leito fixos de outros reatores, como os de leito expandido ou fluidizado. Em comparacédo a
esses, o leito fixo apresenta menor porosidade, entretanto ele possui maior eficiéncia pelo fato
de ndo precisar de energia adicional para manter a expansdo ou fluidificacdo do meio
(MOCKAITIS et al., 2014).

Esta configuracdo de reatores tem como outra vantagem permitir um alto
desempenho e estabilidade operacional, principalmente no momento de partida do reator, que
é uma das fases de operacdo menos conhecidas e que incide em grandes dificuldades de
controle. A aplicacéo do leito fixo proporciona ao reator menor sensibilidade a mudancas do
pH durante sua partida e uma estabilizagcdo geralmente em poucos dias (VEIGA; MENDEZ;
LEMA, 1994; ZAIAT et al., 1997).

Além da répida inicializacdo do reator, essa configuracdo apresenta durante sua
operacdo boa capacidade de manter o pH oOtimo e producdo de alcalinidade, apesar da
producdo natural de acidos graxos volateis no meio (MOCKAITIS et al., 2014). Caracteristica
muito importante para reatores anaerdbios, visto que as comunidades metanogénicas sao

microrganismos sensiveis em relacdo a variacdo do pH, e que a etapa metanogénica ndo pode
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ser afetada pela rapida producdo de &cido (SPEECE, 1983). Outro aspecto positivo de sua
operacdo € que o0s reatores anaerobios de leito fixo ndo necessitam de recirculagdo e
produzem pouco lodo (MOCKAITIS et al., 2014).

A espuma de poliuretano como material suporte para a adesdo de microrganismos
anaerobios foi estudada por muitos anos e mostrou resultados promissores (CARNEIRO,
2019; DOMINGUES et al., 2014; MOCKAITIS et al., 2011, 2014; VARESCHE et al., 1997).
Sua alta porosidade permite boas condicbes para o desenvolvimento de biofilme,
principalmente devido a alta area superficial e protecdo contra tenséo de cisalhamento (LIMA
et al., 2005).

Varesche et al. (1997) trabalharam com um reator anaerébio horizontal de leito fixo
(RAHLF) e mostraram como uma grande diversidade de morfologias estava presente em
todas as amostras examinadas ao longo do leito operacional do biorreator. Além disso, um
unico cubo de espuma de poliuretano continha uma grande variedade de organismos,
incluindo bactérias acidogénicas, acetogénicas e arqueias metanogénicas. Esses resultados
mostraram como cada matriz do leito fixo atua como um micro-reator, no qual ocorre uma
série completa de reacdes do processo anaerdbio (LIMA et al., 2005).

Estudos como de Domingues et al. (2014) e Mockaitis et al. (2014) demostraram que
esta configuracdo de reator anaerdbio possui viabilidade e aplicabilidade por meio da

comparacéo desta tecnologia com configuracdes mais amplamente utilizadas.

3.8 Escolha do in6culo como fator de desempenho do reator

A fase de partida é o tempo necessario para que o reator adquira uma estabilidade do
efluente nos parametros estudados (HICKEY et al., 1991; OLIVA, 1997). O processo pode
ser longo e dificil e é um dos principais fatores que definira a eficiéncia do reator durante sua
operacdo. E neste periodo que ocorre a selecio de forma natural dos microrganismos que
estardo presentes no reator e definirdo o tratamento da matéria organica e dos micropoluentes
como um sucesso ou ndo (ZANELLA, 1999). A fase de partida pode demorar de 2 a 6 meses
em processos anaerobios com temperaturas mesofilicas, dependendo do grau de adaptacdo do
lodo as caracteristicas da agua residuaria que pretende ser tratada (CHERNICHARO, 1997;
HICKEY etal., 1991).

A partida do reator pode ser dada de formas diferentes, tais como: sem a utilizagdo
de lodo de inéculo, com o uso de microrganismos presentes na propria agua residuaria

(indculo natural); com a utilizagdo de lodo de indculo de outras fontes, podendo este ser



21

adaptado a agua residuaria a ser tratada ou ndo (CHERNICHARO; BORGES, 1996). A
origem do lodo, juntamente com a utilizacdo ou ndo de um material suporte no interior do
reator, as condigcdes operacionais e ambientais impostas a ele, podem diminuir ou aumentar o
tempo de estabilizacdo (CHERNICHARO; BORGES, 1996).

Os estudos sobre tratamento bioldgico do SMX estdo muitas vezes focados no
enriquecimento de comunidades puras e caracteristicas da degradagdo. No entanto, as funcbes
metabolicas das comunidades puras sdo limitadas, ndo permitindo a completa degradacgéo do
micropoluente e ndo reproduz as verdadeiras condicdes de uma estacdo de tratamento
biolégico (DENG et al., 2016; TAPPE et al., 2013).

A capacidade dos sistemas com comunidades mistas na remocdo das sulfonamidas
sdo raramente estudadas. Além disso, as vias metabolicas de degradacdo das sulfonamidas em
culturas mistas podem variar mais do que as de linhagens puras devido a diversidade de
microbios funcionais (ZHENG et al., 2020).

O processo anaerdbio depende principalmente da atividade mutua dos
microrganismos envolvidos. Portanto, a composi¢cdo da comunidade microbiana também
possui naturalmente uma influéncia significativa no desempenho da biodegradacdo do
tratamento anaerdbio (AYDIN; INCE; INCE, 2016).

A literatura aponta que as comunidades microbianas de bactérias e arqueias sofrem
diferentes mudancgas em suas estruturas com efluentes contendo antibi6ticos. Além disso, de
acordo com Wang et al. (2018b), bactérias com fungbes diferentes podem participar
amplamente dos processos metabolicos. Estes fatos reforcam a possibilidade que a
biodegradacdo de antibiticos e a ocorréncia de genes de resisténcia possam depender da
mudanca da comunidade bacteriana durante o tratamento anaerébio de aguas residuérias
(AYDIN; INCE; INCE, 2016). Assim, autores como Wang et al. (2018b) e Zheng et al.
(2020) afirmam que sistemas mistos tém um grande potencial de biodegradar completamente

antibidéticos sulfonamidas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Configuracao do reator e material suporte / condi¢Bes operacionais

O reator foi operado nas dependéncias do Laboratério de Processos Bioldgicos
(LPB) do Departamento de Hidraulica e Saneamento (SHS) da Escola de Engenharia de Séo
Carlos (EESC).

Este estudo utilizou um biorreator tubular em escala de bancada (volume total de 1,9
L) de didametro interno de 6 cm, altura do leito reacional de 50 cm, com 6 saidas
intermediérias para coleta do efluente (Figura 4a).

O reator foi preenchido com espuma de poliuretano como material suporte, que foi
cortada em oito tiras prismaticas com 1 cm de aresta e 55 cm de comprimento, e dispostas
verticalmente no reator (Figura 4b). O leito foi separado mediante telas perfuradas de inox e
plastico, evitando uma possivel flutuacdo ou afundamento do material suporte. Por conta
deste material suporte, o volume Util resultante foi de 1,6 L, com uma porosidade de leito de
84%.

Figura 4 - Reator de leito fixo estruturado utilizado no trabalho (a);
Distribuicdo da espuma no reator (b)
" : -
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Fonte: Autoria propria.

O nivel da agua dentro do reator foi mantido por selo hidrico conectado ao medidor
de biogéas. Esse sistema controlou o nivel do headspace, o que permitiu 0 acimulo e a saida
do biogas na parte superior do tubo acima do nivel d’agua.

O reator foi acondicionado em cdmara com controle de temperatura, mantida a 30 °C,

com tempo de detencdo hidraulica (TDH) de 12 horas e alimentado por bomba peristaltica
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Gilson Minipuls 3 (Figura 5a) nas duas primeiras fases de operacdo e por bomba Gilson
Minipuls Evolution na ultima fase (Figura 5b).

Figura 5 - Foto da bomba Gilson Minipuls 3 (a); foto da bomba
Gilson Minipuls Evolution (b

| E .

Fonte: Autoria prépria (2018).

Por fim, a Figura 6 apresenta o esquema do sistema com o reator anaerébio de leito
fixo estruturado com espuma de poliuretano como material suporte montado no laboratério

para a realizacao das fases operacionais.

Figura 6 - Esquema do sistema usando o reator anaerébio de leito fixo
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Fonte: Autoria propria.
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4.2 In6culos e partida do reator

O trabalho foi dividido em trés operacdes do reator, no qual cada operagédo usou um
lodo de reator UASB em escala real de diferentes estacdes de tratamento de agua residuaria
como inoculo para a partida do sistema: lodo de abatedouro de aves (LA) (Avicola Ideal,
localizada na cidade de Pereiras/SP, Brasil); lodo de cervejaria (LC) (Heineken, localizada na
cidade de Itu/SP, Brasil); e lodo de ETE municipal (LM) (S&o Carlos/SP, Brasil).

Para imobilizacdo das espumas de poliuretano com lodo, seguiu-se metodologia
proposta por Zaiat et al. (1994). O procedimento consistiu em bater os lodos granulares em
liquidificador com um pouco de agua (aproximadamente 40% &gua e 60% lodo fresco em
volume). As espumas ficaram em contato com o lodo batido durante um periodo de 2 horas
para a aderéncia dos microrganismos no reator. Por fim, foi drenado o excesso de biomassa
pelo fundo do reator e iniciou-se a alimenta¢do com substrato sintético.

Na inoculagdo do reator com lodo municipal, visto que as caracteristicas fisicas do
lodo ndo eram muito boas, isto é, lodo muito liquido e granulos muito pequenos, apds duas
tentativas de inocula-lo seguindo a metodologia das fases anteriores, optou-se por inocula-lo
com uma menor propor¢cdo de agua (aproximadamente 10% &agua e 90% lodo fresco em
volume). As espumas ficaram em contato com o lodo batido durante 2 horas e por fim, o
excesso de biomassa no reator drenado e iniciou-se a alimentagdo com o substrato sintético.

O teor de soélidos suspensos volateis em cada inéculo variou de acordo com a
qualidade do lodo utilizado, sendo assim de: 25,5 gVSS L™, 55,3 gvSS L™ e 2,5 gVSS L™,
respectivamente para os indculos LA, LC e LM. A Tabela 4 exibe a concentracdo inicial de

solidos no reator dos lodos batidos e inoculados em cada fase operacional.

Tabela 4 - Concentracdo de solidos nos indculos

Concentracdo (g.L™)

Inéculos
Sélidos totais (ST) Sélidos suspensos volateis (SSV)
LA 32,6 25,5
LC 67,4 55,3
LM 3,9 2,5

O periodo de partida do reator foi monitorado por meio da eficiéncia de remocéao da
DQO, até que fosse observada estabilidade do sistema na remog¢do da DQO (>70%). SO apds
esse periodo, iniciou-se a aplicacdo do antibiético SMX no substrato de alimentacdo e

avaliacdo de sua remocéo, bem como o impacto sobre o processo anaerébio do reator.
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4.3 Substrato sintético

Para a alimentacdo do reator foi utilizado um substrato sintético que simula a fracéo
soltvel do esgoto sanitario, que representa uma DQO tedrica total de 500 mg.L™, sendo
composta por 50% de proteina (extrato de carne), 40% de carboidratos (20% de sacarose,
60% de amido e 20% de celulose) e 10% de lipideo (6leo de soja emulsionado com solucao
detergente). A composicao apresentada na Tabela 5, foi baseada em Torres (1992) adaptada
por Mockaitis et al. (2014) e Lima Gomes et al. (2015).

O meio de alimentacdo foi armazenado em balde plastico e sob refrigeracdo a 4 °C
em uma camara fria para evitar sua fermentacdo. Visando o tamponamento do meio
adicionou-se bicarbonato de sédio na concentragdo de 300 mg.L™. Para emulsionar o 6leo de
soja preparou-se uma solucdo de detergente comercial (LAS - linear alquilbenzeno
sulfonado) na concentracdo de 50 mL.L™, na qual o 6leo foi adicionado. Para cada litro de

meio preparado adicionou-se 1 mL da solucéo detergente e 35 pL de dleo.

Tabela 5 - Composi¢do do meio sintético

Componente Concentracdo (mg.L™)
Sacarose 43,0
Amido 135,0
Celulose 42,5
Extrato de Carne 219,0
Oleo de Soja 31,1
Bicarbonato de Sédio (NaHCO3) 300,0
Fosfato de Potassio Monobasico (KH,PO,) 15,0
Cloreto de Sodio (NaCl) 250,0
Cloreto de Calcio Diidratado (CaCl,.2H,0) 7,0
Cloreto de Magnésio Hexaidratado (MgCl,.6H,0) 4,5
LAS (Surfactante Anidnico) 15,0

Fonte: Adaptado de Lima Gomes et al. (2015).

Como a dissolucdo dos componentes da mistura ndo ocorreu integralmente,
especialmente devido ao amido, foram coletadas amostras imediatamente na entrada do reator
a fim de verificar a DQO e o SMX total real na alimentacéo do reator.

Apos o0 meio de alimentacdo preparado, o antibiético SMX era adicionado na

concentracdo de 400 ng L™ aproximadamente, adotada por ser uma concentragdo tipica para
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esgotos sanitarios, de acordo com valores reportados na literatura (CARNEIRO et al., 2019;
CHOI et al., 2007; CHOUBERT et al., 2009; DU; FAN; QIAN, 2015; GAO et al., 2016;
GOBEL et al., 2005; LIMA GOMES et al., 2015).

4.4 Andlises fisico-quimicas
O monitoramento do desempenho do reator foi realizado por meio de analises fisico-

quimicas conforme metodologias analiticas e frequéncias dispostas na Tabela 6.

Tabela 6 - Analises fisico-quimicas realizadas no monitoramento

Frequéncia

Parametro (Unidade) Método Referéncia
(por semana)
pH Potenciométrico 2 vezes APHA (2005)
Alcalinidade (mg CaCO;.L™) Titulométrico 2 vezes Ripley; B%lgé)ConverSG,
Acidos Organicos Volateis ~ Cromatografia Gasosa — 1 vez Adorno; Hirasawa;
(mg.L™) GC Varesche (2014)
DQO (mg O,.L™) Espectrofotométrico 2 vezes APHA (2005)
Série de Sélidos (mg.L™) Gravimétrico Quinzenal APHA (2005)
Composicao do biogas (CHs, Cromatografia Gasosa —
CO,, H,S) GC 2 vezes APHA (2005)
Cromatografia Liquida
Antibioticos Acoplada a .
SMX (ng.L™) Espectrometria de 2 vezes Lima Gomes et al. (2015)

Massas — LC-MSMS

4.4.1 pH e alcalinidade

Para a anélise, primeiramente, separaram-se 25 mL do afluente e do efluente filtrados
em membrana 1,2 pm e mediu-se o pH com o auxilio de um pHmétro Digimed DM-22
(Figura 7), previamente calibrado com solucdes tampéo de pH 7,0 e pH 4,0 a temperatura

ambiente.
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Figura 7 - Foto do pHmétro
Digimed DM-22

Selecio

pHmetro
DM-22

Fonte: Autoria prépria.

Com o pH determinado, do auxilio do mesmo aparelho e de um agitador magnético,
titularam-se as amostras com 4&cido sulfurico 0,0359 M, até o pH baixar para
aproximadamente 5,75 e 4,30, para a determinacdo da alcalinidade parcial e total,
respectivamente. A primeira refere-se a aproximacdo da alcalinidade proveniente do
monohidrogeno carbonato (bicarbonato) adicionado no afluente, e a segunda alcalinidade
representa os acidos volateis.

Os céalculos para obtencdo da alcalinidade parcial (AP) (mgCaCOs.L™), total (AT)
(mgCaCOs.L™) e intermediaria (Al) (mgCaCOs.L™) estdo descritos pelas Equacdes 2, 3 e 4
segundo proposta a metodologia de Ripley; Boyle; Converse (1986).

ap — Vot s7s Minasos- 100 000 )
Vamostra
= Vot a30- Miszso4: 100 000 3)
Vamostra
AT — AP
AIJAP = ——— 4
/ 5 4)

Em que:
Vph5,75 € 0 volume de acido utilizado para atingir o pH de 5,75;
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VpH 430 € 0 volume de &cido utilizado para atingir o pH de 4,3;
Vamostra € 0 Volume da amostra utilizado (25 mL);

Mu2so4 € @ molaridade da solucédo de acido sulfurico utilizado.

Considerou-se também no monitoramento do reator a relacdo entre a alcalinidade
intermediéaria e parcial (Al/AP) — pardmetro que indica a ocorréncia de distdrbios do processo
anaeradbio, visto que o desequilibrio na producéo e no consumo de acidos volateis provoca o
aumento dessa relacdo (RIPLEY; BOYLE; CONVERSE, 1986).

4.4.2 Acidos volateis totais

Para o monitoramento dos acidos volateis totais (AVT) que podem ocasionalmente
aparecer nas rotas de degradacdo anaerobia, tem-se como referéncia o método desenvolvido
por Adorno et al. (2014), que contempla sete acidos organicos volateis (acético, propidnico,
butirico, isobutirico, valérico, isovalérico e caproico) e os solventes acetona, metanol, etanol e
n-butanol, que podem ocasionalmente aparecer nas rotas de degradacao anaerobia. A andlise
separa e quantifica os acidos produzidos por meio do cromatografo gasoso GC-2010
Shimadzu com detector de ionizagcdo de chama (GC/FID), com coluna HP INNOWAX de 30
m x 0,25 mm (diametro interno) x 0,25 pum (espessura do filme).

Primeiramente, foram coletadas e congeladas 3,5 mL das amostras do afluente e do
efluente. Para a leitura no cromatdgrafo, pipetou-se 2,0 mL da amostra em um vial de analise
de 10 mL, adicionando a ele 1,0 g de cloreto de sddio previamente seco com 2,0 mL da
amostra e as solu¢des de padrdo interno, sendo 70 pL de isobutanol e 100 pL de &cido
crotbnico. Previamente a injecdo no cromatdgrafo, pipetou-se 200 pL de &cido sulfarico (2

mol.L™).

4.4.3 Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

Para a determinacdo da matéria organica do meio em mg.L™, em tubos de DQO
padrdo HACH e com o auxilio de uma pipeta automatica, adicionaram-se 1,25 mL das
amostras coletadas do afluente e do efluente, 0,75 mL da solucdo de dicromato de potassio
(com dicromato de potéssio 0,035 mol.L™ e sulfato de merctrio 0,134 mol.L™) e 1,75 mL da
solugdo de sulfato de prata (0,032 mol.L™), estes dois com o auxilio de dispensadores
automaticos. Uma amostra “branco”, com A&gua destilada, era preparada nas mesmas

proporcdes. Em seguida, os tubos eram agitados por inversdo, segurando-os pela tampa e
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colocados no digestor HACH COD Reactor (Figura 8a) previamente aquecido a temperatura
de 150°C, onde foram mantidos durante 120 minutos para serem digeridas.

Apds atingir o tempo necessario, esperou-se o resfriamento dos tubos e realizou-se a
leitura da absorbancia em mg.L™ nos comprimentos de ondas de 420 nm (chamada de curva
baixa de DQO) para a amostra do efluente e de 600 nm para a amostra do afluente (chamada
de curva alta de DQO) com o auxilio do espectrofotdbmetro Nanocolor Vis da marca
Macherey-Nagel (Figura 8b). Foi utilizado o branco como zero de referéncia. O

procedimento foi em duplicata tanto para o afluente como para o efluente.

Figura 8 - Foto do digestor HACH COD Reactor (a); foto do espectrofotdmetro
Nanocolor Vis da marca Macherey-Nagel (b)

Fonte: Autoria propria.

Assim, pode-se calcular a eficiéncia de remoc¢do da matéria organica pela Equacéo

DQO, ;... - DQO (5)
E _ afluente efluente | 1000
oo DQOaﬂuente oo

Em que:
DQO afiente € 0 valor de DQO em mg.L™ no afluente;
DQO efiente € 0 valor de DQO em mg.L™ no efluente.
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4.4.4 Sélidos

Para a determinacdo de sdlidos totais, inicialmente, foram coletadas e congeladas
amostras do efluente. Para a analise, calcinou-se uma cépsula de porcelana em mufla a 550 °C
por 15 minutos até atingir massa constante. Passado esse tempo, aguardou-se a mufla atingir a
temperatura de seguranga para sua abertura (300°C) e transferiu-se a cépsula para estufa a
103-105 °C, na qual permaneceu por tempo adequado para a estabilizacdo da temperatura.
Depois disso, levou-se a capsula calcinada para o dessecador, até a mesma atingir a
temperatura ambiente. Apés esse procedimento, pesou-se a capsula em balanca analitica para
determinagédo de sua massa Po em g.

Na cépsula de massa conhecida, transferiu-se 50 mL da amostra (volume
determinado garantindo que a quantidade de residuo ndo supere 200 mg) para a mesma e
secou a amostra em estufa a 105 °C durante 24 horas. Depois disso, a capsula foi resfriada em
dessecador e a massa P; em g foi determinada.

Com os valores obtidos, calculou-se o valor de sélidos totais (ST) em mg.L™"

conforme a Equacéo 6.

P, - Py
ST = 1000 ©)

amostra

Em que:
Po é a massa da capsula de porcelana em g;
P, é a massa do conjunto capsula e amostra em g apds secagem em estufa a 100 °C;

Vamostra € 0 Volume da amostra utilizado em mL.

Apbs a determinacdo da concentracdo de solidos totais, a cépsula foi calcinada
novamente em mufla a 550°C durante 15 minutos. Apos resfriado, a massa do conjunto foi
determinada, P, em g. Em seguida, calculou-se o valor de sélidos totais fixos (STF) e volateis

(STV) em mg.L™ de acordo com as Equagdes 7 e 8.

P,-P
STF= 220

- 1000 )

amostra

P, -P,

STV = 11000 (8)

amostra
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Em que:
P, é a massa do conjunto capsula e amostra em g apés calcinagdo em mufla a 550 °C.

Além da determinacdo de solidos totais, foram realizadas analises para a
determinacdo de sélidos suspensos totais. Para isso, inicialmente, lavou-se uma membrana
filtrante (micro-fibra de vidro de 1,2 um) com agua Milli-Q e com o auxilio de uma pinca
metalica, transferiu-a para uma capsula de porcelana e calcinou-a em uma mufla a 550 °C
durante 15 minutos. Apos o resfriamento, pesou-se a membrana em balanca analitica para
determinar a massa P; em g.

Feito isso, filtrou-se 50 mL da amostra utilizando a membrana em sistema de
filtracdo a vacuo. A membrana contendo o residuo foi transferida novamente para a capsula e
levada para secagem em estufa a 100 °C. Ap6s 24 horas, o conjunto foi retirado da estufa e
colocado no dessecador para resfriar. A membrana foi pesada novamente para determinacgéo
da massa P, em g e levada para calcinagdo em mufla a 550 °C. Por fim, o conjunto foi
resfriado e a membrana pesada para determinacdo da massa Ps em g.

Os valores de concentracao de solidos suspensos totais (SST), fixos (SSF) e volateis

(SSV) em mg.L™ foram entdo calculados a partir das Equacdes 9 a 11.

P,- P,

SST = 1000 ©)
amostra
Ps-Py

SSF = -1000 (10)
Vamostra
Py-Ps

SSV = 1000 (11)

amostra

Em que:

P3; é a massa da membrana filtrante em g;

P, é a massa da membrana em g apds secagem em estufa a 100 °C;
Ps é a massa da membrana em g apés calcinacdo em mufla a 550 °C;

Vamostra € 0 Volume da amostra utilizado em mL.
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4.4.5 Producdo e composicao de biogas

Para monitorar a producgdo de biogés presente no headspace do reator, utilizou-se o
gasdmetro modelo MGC-1 V30 (Ritter) para medir sua vazdo em mL.d™, apresentado na
Figura 9.

A determinacdo da composicdo do biogas (CH4, CO, e H,S) foi realizada utilizando-
se 0 cromatdgrafo de gases Shimadzu GC 2014AT, equipado com detector de condutividade
térmica (GC/TCD) e coluna HP-PLOT Q (30m x 0,53 mm x 40 um). A temperatura do injetor

foi de 160°C no detector e no forno, de 170°C. Foi utilizado hidrogénio como gas de arraste.

Figura 9 - Foto do gasdmetro modelo
MGC-1 V30 (Ritter)

Fonte: Autoria propria.

A partir dos resultados de vazdo e composicdo do biogas puderam-se determinar
algumas varidveis que auxiliam no monitoramento do desempenho da metanogénese no
reator, como: a vazdo molar de metano (VMM) em mmolCH,.d™, a producdo volumétrica de
metano (PVM) em mLCHsL*d® e o rendimento de metano (RM) em

mLCH,.gDQOremovida™, descritas nas Equacdes 12 a 14, respectivamente.

Qbiogés - NcH, (12)

VMM =
Vi
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Em que:

Qbiogas € @ vazao de biogas medida por meio do gasometro em mL.d*;

ncy, € 0 numero de mols de metano em pmol obtido pela curva de calibragdo do
cromatdgrafo;

V; é 0 volume de biogas injetado no cromatografo = 500 pL.

Qbiogés- XCH (13)
PYM = —==_——*
V,.SSV

Em que:
Xcn, € a fracdo molar de metano (nimero de mols de metano pelo nimero de mols
total no biogas);

V,, é o volume util do reator em L.

Qbiogés : XCH4 (14)

RM =
Qaﬂ (DQOaﬂ - DQOeﬂ)

Em que:
Q.p é a vazdo de alimentagéo do reator em L.d™;
DQO,q — DQO.p é a DQO removida do reator em g.L™.

4.4.6 Determinacdo de SMX

A determinacdo de SMX nas amostras de afluente e efluente foi realizada por meio
de um sistema de andlise constituido por cromatografo a liquido 1200 Infinity (Agilent, EUA)
com detector com arranjo de diodo (UV/Vis) e um espectrometro de massas QTRAP 5500
(ABSCIEX, Canadd) que monitora os analitos usando 0 modo de monitoramento de reacdes
selecionadas (SRM - selected reaction monitoring) cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS). O método utilizado foi desenvolvido e
validado por Lima Gomes et al. (2015).

As amostras do afluente e do efluente dos reatores eram coletadas e filtradas em
membrana com 1,2 um seguida de uma membrana 0,2 um. Apos a filtragdo, a amostra era
acidificada com &cido formico 98% até pH de 3,0 e resfriadas dentro de frasco vial ambar.

Para a leitura no equipamento, preparou-se uma solugdo com 1,48 mL da amostra, juntamente
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com 20 pL de padrdo interno do antibitico SMX. Foi realizada uma curva de calibracéo
especifica, no qual o limite de deteccdo obtido foi de 12,9 ng.L™.
Com os valores de concentracdo do afluente e do efluente, calculou-se a eficiéncia de

remocao do sulfametoxazol a partir da Equacéo 15.

SMXaﬂuente - SMXeﬂuente
E _ 1000 15
SMX SMXaﬂuente & ( )

Em que:
SMX aivente € 0 Valor da concentracdo de SMX em ng.L'1 no afluente;

SMX efiuente é 0 Valor da concentragdo de SMX em ng.L™ no efluente.

4.5 Perfis espaciais de DQO e SMX

A cinética de biodegradacdo de COD e SMX foi avaliada a partir das analises de
amostras coletadas nos pontos laterais do reator, representando os diferentes tempos de
detencdo hidraulica (6,) de 0 a 12 h, considerando o ASBBR um reator plug-flow ideal, como
demonstrado por Mockaitis et al. (2014) e Carneiro et al. (2019). O modelo cinético utilizado
para ajustar os dados experimentais foi de primeira ordem com concentracao residual descrito
por Camargo et al. (2002) e expresso pela Equacdo 16. Os perfis cinéticos foram avaliados
em duas amostragens para cada inculo operado.

C=(Cy—Cg).el7F1 o0 4 Cp (16)

Em que:

C é a concentrac&o no meio liquido de DQO ou SMX (mg.L™ para DQO e ng.L™ para SMX);
Co é a concentragéo afluente de DQO ou SMX (mg.L™ para DQO e ng.L™ para SMX);

Cr é a concentracéo residual de DQO ou SMX (mg.L™ para DQO e ng.L™ para SMX);

6, € o tempo de detencdo hidraulica em horas;

k, & aconstante cinética aparente de primeira ordem.

4.6 Avaliacdo estatistica
A avaliacdo estatistica valeu para a realizagdo de comparagdes entre os valores de
eficiéncia de remocdo do SMX e da DQO, producédo e rendimento do metano (VMME,

PVME e RME) para os trés inoculos por meio da Analise de Variancia (ANOVA) one-way
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seguida do Teste de Tukey. O primeiro tem como finalidade verificar se existe uma diferenca
significativa entre as médias e se o fator (neste trabalho, o indculo) exerce influéncia em
alguma variavel dependente. Como a resposta é apenas se ha existéncia ou ndo de influéncia,
quando comprovada, buscou-se saber quais inoculos tiveram desempenhos diferentes. Para
ISs0, empregou-se o0 Teste de Tukey, o qual fez combina¢des de modo que os resultados das

fases pudessem ser comparados entre si, como exemplificado abaixo:

e Valores dos in6culos LA e LB;
e Valores dos inoculos LA e LM;

e Valores dos inéculos LB e LM:;

O teste foi realizado no software PAST (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001) e o

nivel de significancia admitido foi de 5 %. Foram consideradas as seguintes hipoteses:

e Hipotese nula: os valores (de eficiéncia de remoc¢édo ou producao de metano) entre
as fases comparadas séo iguais;
e Hipotese alternativa: os valores (de eficiéncia de remoc¢do ou de producdo de

metano) entre as fases comparadas sao diferentes.

Por fim, obteve-se o valor — p e comparou-se com o nivel de significancia admitido.
Nos casos em que o valor — p € menor que 5 %, a hipotese nula foi rejeitada, ja quando o valor

— p € maior que 5 %, a hip6tese nula foi aceita.

4.7 Extracdo da biomassa do material suporte

Para conhecer os mecanismos envolvidos na remog¢do do antibiotico sulfametoxazol
do ASBBR, as comunidades microbianas presentes em cada lodo e suas alteracdes apds o
periodo de operacédo de cada inoculo, realizou-se a extracdo da biomassa do material suporte

do reator. O objetivo foi realizar a:

e Quantificagdo da massa de biomassa aderida ao material suporte durante a
operacdo do reator, a partir dos solidos suspensos volateis (SSV) e procedimentos
descritos na Se¢éo 4.5.4;

e Calculo do tempo de retencéo celular (TRC), como apresentado na Equacéo 17,
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e Analise do mecanismo de sor¢do na remocéao do SMX;

e Analise da biomassa inoculada e aderida ao material suporte do reator por meio de
microscopia Optica e pela técnica da Eletroforese em Gel de Gradiente
Desnaturante (DGGE).

A metodologia de extracdo da biomassa consistiu em ap0s cada operacdo do reator
com um inoculo diferente, coletar, para cada analise desejada, 2 paralelepipedos de espuma
colonizada de cada ponto de amostragem do reator e a mistura das espumas para a formacao
de uma amostra composta do leito reacional.

As espumas foram colocadas com a ajuda de uma pinga em um tubo Falcon de 50
mL com agua destilada e pérolas de vidro, mexidas e despejadas em uma peneira, na qual
com uma colher, as espumas foram maceradas. Esse procedimento foi repetido, em cada
amostra, até que se fosse retirado 0 méximo possivel de biomassa aderida ao material suporte.
Feito isso, a biomassa lavada da espuma foi centrifugada a 30 °C, 6000 rpm por 5 min. O
sobrenadante formado foi descartado e o pellet foi resfriado a -4 °C para interromper a

atividade bioldgica.

SSV.eator
TRC = e (17)

Q .SSV
efluente efluente

Em que:

TRC é o tempo de retencéo celular ou idade do lodo em d (dias);

SSVeator € @ massa de solidos suspensos volateis presente no reator em gSSV,
Qefiuente € a vazao efluente do reator em L.d™;

SSVefiwente € a concentracdo de biomassa efluente do reator em gSSV.L™.

4.8 Extracao do SMX da biomassa e avaliagdo do mecanismo de adsorgéo

O protocolo do ensaio de sorcéo foi realizado de acordo com Carneiro (2019). Para a
extracdo de SMX foram adicionados 8 mL de acetonitrila a 5 g da biomassa, sendo mantida
sob agitacdo em shaker por 24 h a 30 °C e 150 rpm. Apoés este periodo, a amostra foi
centrifugada e o extrato resultante foi separado. O precipitado foi ressuspenso em 8 mL de
metanol e repetido o procedimento anterior. A mistura de extratos de acetonitrila e metanol

foi evaporada sob fluxo de N, em banho-maria a 35 °C. O material seco foi ressuspenso em
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um volume de 20 mL de &gua destilada, filtrado em 0,22 pum e acidificado para pH 3 com
acido formico. Finalmente, procedeu-se a anélise de SMX conforme descrito na Se¢éo 4.5.6.

4.9 Analises microbiologicas

No intuito de avaliar as comunidades microbianas presentes em cada lodo e suas
alteracOes apos o periodo de operagdo da fase, realizou-se a analise da biomassa inoculada e
da aderida ao material suporte do reator por meio de microscopia oOptica e pela técnica da
Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante (DGGE).

4.9.1 Microscopia optica

Para os ensaios microbioldgicos, a biomassa inoculada e a biomassa aderida ap6s o
periodo operacional foram submetidas a microscopia de contraste de fase e fluorescéncia
utilizando o microscopio éptico LEICA, acoplado a camara OPTRONICS e software IMAGE
PRO-PLUS. Para a andlise, foi adicionada fina camada de agar estéril (2%) a uma lamina, em

seguida, uma gota da amostra, e sob ela foi colocada uma laminula.

4.9.2 Avaliacdo da comunidade microbiana por PCR/DGGE

A caracterizacdo das comunidades microbianas do inoculo e da biomassa aderida ao
final de cada operacéo foi realizada pela técnica de PCR/DGGE. A extragdo do DNA dessas
amostras foi realizada com o kit FAST DNA Spin Kit For Soil (Bio101, Vista, CA, USA) de
acordo com instruc@es do fabricante.

Na etapa da PCR (reacdo em cadeia da polimerase), os fragmentos do gene RNAr
16S foram amplificados usando o conjunto iniciador 968 FGC - 1401 R para o dominio
Bacteria (NUBEL et al., 1996) e 1100 FGC - 1400R para o dominio Archaea (KUDO et al.,
1997). Para reagdo de amplificagdo, foram adicionados 25 uL de DNA padrdo e 30 ng.L™ da
aostra, o procedimento foi realizado de acordo com o manual do fabricante (TAQ DNA
POLIMERASE - INVITROGEN, Carlsbhad, CA, USA) e utilizando o termociclador
Eppendorf AG - 22331 Hamburgfoi.

A eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE) foi realizada segundo
descrito por Muyzer et al. (1993), utilizando o DCode™ Universal Mutation Detection
System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). O produto da PCR foi separado por
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo gradiente desnaturante de 45% a 65%
(MUYZER; DE WAAL; UITTERLINDEN, 1993). As condigdes de corrida do DGGE foram
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de voltagem constante de 75 V a temperatura de 60 °C por 16 h. Os géis foram observados no
Sistema de Fotodocumentacdo (L.PixTouch - Loccus Biotechnology) sob a exposigéo de luz
uv.

A partir do perfil de bandas do DGGE utilizou-se o software BioNumerics versao
7.6.2 para o célculo do coeficiente de similaridade e a construcdo do dendrograma. O calculo
dos indices ecologicos foi executado no software PAST: dominancia, Simpson, Shannon e
Chaol.



39

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O ASBBR foi operado durante 91, 100 e 108 dias com os inéculos de LA, LC e LM,
respectivamente, o que variou de acordo com o periodo de partida de cada inéculo e
estabilizacdo de performance do reator. Neste capitulo estdo apresentados os resultados
obtidos durante a operagdo do reator e sua discussdo em funcao dos objetivos pretéritos deste

estudo.

5.1 Remocédo da DQO

A Figura 10 exibe a variagdo temporal da DQO afluente e efluente e sua eficiéncia
de remocdo no reator. A diminuicdo do periodo de partida com a utilizacdo de indculos
imobilizados tem sido relatada na literatura cientifica (MOCKAITIS et al., 2011; PRIYA et
al., 2015; RODRIGUEZ; ZAIAT, 2011; ZINATIZADEH et al., 2017). Neste estudo, o tempo
de inicio, considerado o periodo necessario para estabilizacdo da remoc¢do de DQO acima de
70% no sistema operacional como pardmetro com substrato sintético sem SMX, foi de: sete
dias para o inoculo LA, dez dias para o in6culo LC e trinta dias para o inéculo LM. O
resultado obtido permite concluir que a fonte do in6culo pode ter influenciado na
estabilizacdo do sistema operacional no periodo de partida e adaptacéo do reator as condices
operacionais impostas. Possivelmente, 0 maior tempo de partida com o in6culo LM ocorreu

pela caracteristica de seu lodo muito aquosa.

Outra hipdtese pode ser a presenca de grande quantidade de microrganismos inativos
no lodo (as metodologias de analises microbioldgias realizadas neste trabalho — microscopia
Optica e PCR/DGGE ndo avaliam se as comunidades analisadas estavam ativas ou inativas). O
inéculo LM foi o Unico do lodo da cor marrom (os in6culos LA e LC eram da cor preta).
Segundo Diaz et al. (2006), os granulos marrons geralmente sdo granulos velhos, com pouca
ou nenhuma atividade microbiana na parte interior - essa regido dos granulos € onde estdo
localizadas as metanogénicas (SEKIGUCHI et al., 1998).
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Figura 10 - Variagéo temporal da DQO afluente e efluente e sua eficiéncia
de remocao na operacdo do LA (a); LC (b) e; LM (c). O periodo em
vermelho é o tempo de partida
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Fonte: Autoria propria.

A DQO do afluente teve uma média de 246 + 67 mgO,.L™ na operacéo com LA, 224
+ 45 mgO,.L™* com LC e 256 + 25 mgO..L™ com LM, néo estando préxima da DQO tebrica
de 500 mgO,.L™. Sendo assim, a carga organica média afluente foi de 0,79 + 0,21 gDQO.L"
'dia®, 0,72 + 0,14 gDQO.L .dia* e 0,82 + 0,08 gDQO.L™.dia’ nas operacdes com os
indculos LA, LC e LM, respectivamente. No efluente, o reator obteve-se uma média de 39,0 +
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17,4 mgO,.L™, 41,7 + 19,2 mgO,.L ™" e 38,1 + 8,8 mgO,.L™* com os inéculos de LA, LC e LM,
respectivamente. De acordo com Carneiro (2019), a DQO afluente real abaixo da
concentracdo tedrica de interesse pode ser consequéncia da composi¢do do substrato sintético
contendo amido, substancia que como observado nas operagfes do reator neste trabalho nédo
era totalmente solubilizado no meio, ou ainda pela biomassa que se acumula na linha de
alimentacdo ocasionando uma degradacdo da matéria organica e do antibi6tico antes de sua
entrada no reator.

A Figura 11 apresenta o grafico boxplot com a variacdo da eficiéncia de remocéo de
DQO para cada lodo inoculado. A remocgdo da matéria organica obteve boa eficiéncia média
nas operacgdes dos trés indculos, com remocgdes de 86 + 3 %, 84 + 4 % e 84 + 5 % com 05
indculos LA, LC e LM, respectivamente. Comparando-se os resultados dos diferentes lodos
por ANOVA e Teste de Tukey (o =5 %), concluiu-se que a fonte de indculo ndo influenciou
a remocao global de matéria organica do reator nas condi¢des de operacdo trabalhadas, que se
manteve estavel ao longo do tempo. Estudos anteriores indicam que as sulfonamidas néo
exercem impactos negativos significativos na remocdo da matéria organica em reatores
anaerdbios nas concentracdes tipicas encontradas nos esgotos sanitarios (faixas abaixo de
mg.L'l) (CETECIOGLU; ORHON, 2017; FOUNTOULAKIS et al., 2004; MOHRING et al.,
2009; OLIVEIRA; SANTOS-NETO; ZAIAT, 2017; SHAHMAHDI et al., 2020; SPONZA;
DEMIRDEN, 2007).

Figura 11 - Boxplot da eficiéncia de remog¢do de DQO

—— mm ==

=
(=]
o

O Média

Remogdo de DQO (%)
N w B wv (2] ~l [+=] w0
o o o o o o o (=]

—
o
L

Fonte: Autoria propria.



5.2 Remocédo do SMX
Para avaliar a remocao do antibiotico em cada lodo inoculado para a operagdo do
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reator, foram coletados amostras de seu afluente e efluente, como apresentado na Figura 12.

Figura 12 - Variagéo temporal da concentracdo de SMX afluente e efluente e
sua eficiéncia de remocéo na operacdo do LA (a); LC (b) e; LM (c). O
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O LA apresentou concentracdo de SMX média no afluente de 421,10 + 71,28 ng.L™,
enquanto o LC, média de 533,06 + 81,52 ng.L™, e LM, média de 543,77 + 68,99 ng.L™. Os
inoculos de LA e LC apresentaram uma adaptacdo mais rapida no quesito de tempo de
operacdo, em dias, a introducdo do SMX e uma remocdo mais estavel, com médias no
efluente de 44,23 + 25,90 ng.L™" no LA e 83,84 + 34,47 ng.L™ no LC. J4 0 LM que precisou
de mais tempo para estabilizar sua eficiéncia de remogdo obteve média de 184,58 + 50,37
ng.L™.

Como podem ser observadas na Figura 12, as concentracbes de SMX no afluente
foram acima da concentracdo tedrica de interesse (400 ng.L™). Essas concentraces acima da
concentracdo alvo podem ser devido a erros na aplicacdo do antibidtico do afluente. A
correcdo da diluicdo do antibidtico na alimentacdo para solucionar essa diferenca ndo foi
realizada durante a operacdo devido ao fato do cromatografo utilizado nas andlises ter passado
por uma manutencdo corretiva a maior parte do periodo de pesquisa, tempo no qual as
amostras foram refrigeradas para que fossem realizadas tais andlises, s6 sendo obtido 0s
resultados e a observagdo dessas concentracdes maiores que 400 ng.L™ tempos depois, s6 no
final da operacédo do reator.

Entretanto, é possivel observar que as concentragcdes do efluente acompanharam a
variacdo do afluente, mostrando que a eficiéncia de remocédo se manteve estavel. Outro fator a
ser observado € o periodo sem dados entre os dias 20 e 70 de operacdo com o LA devido a
erros durante a realizacdo do procedimento de analise, inviabilizando os resultados desses
dias.

A Figura 13 apresenta o grafico boxplot da eficiéncia de remocdo de SMX para cada
lodo inoculado.
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Figura 13 - Boxplot da eficiéncia de remogdo de SMX
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Fonte: Autoria propria.

Para remogdo de SMX, os inoculos LA, LC e LM apresentaram médias de
degradacdo do SMX de 91 + 6 %, 84 + 6 % e 70 + 5 %, respectivamente. Foi constatado que a
eficiéncia de remocéo apresentou diferenca estatistica entre os lodos inoculados. Esses valores
de remocéo de SMX estdo contidos nas faixas de eficiéncias obtidas em estudos anteriores.
Carneiro et al. (2019) alcancaram remocao média de 83 + 12 % para SMX em ASBBR com
indculo proveniente de abatedouro de aves e Chatila et al. (2016) alcancaram 97 % de
remocao para SMX em reator anaerobio de fluxo horizontal com biomassa imobilizada. No
estudo de Kang et al. (2018) foi obtido remocdo de SMX de 84 % e 73 % em reatores
sequenciais anoxico/anaerobio/oxico com lodo granular e lodo ativado, respectivamente.
Estes autores atribuem aos granulos a melhor eficiéncia devido a maior retencdo e

concentracdo de biomassa, que seria eficaz na remoc¢éo de farmacos sulfonamidas.

5.3 Producdo e rendimento de metano

Considerou-se o biogas constituido somente pelas parcelas de metano (CH,) e COy,
visto que ndo foram detectados niveis de H,S no biogas pelo método utilizado. O reator teve
uma alta porcentagem de metano no biogas (>90%), que se manteve estdvel em todo o

periodo de operacdo (Figura 14).
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Figura 14 - Variacdo temporal da composicao do biogés. O periodo
em vermelho é o tempo de partida
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Fonte: Autoria propria.

Na Figura 15 sdo apresentados os resultados referentes & producéo, vazdo molar e
rendimento de metano. O periodo sem dados na operacdo do LM, entre os dias 40 e 76,

ocorreu devido a manutengdo do cromatografo gasoso.
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Figura 15 - Variagdo temporal da VMM, RM e PVM na operacéo. O periodo em vermelho é o
tempo de partida
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Observou-se que a vazdo molar de metano se manteve estavel durante a operacéo,

enquanto a producdo volumétrica e o rendimento de metano apresentaram maiores flutuacdes

em seus valores. Isso ocorreu provavelmente pela alta variacdo da vazédo de biogas produzida
(LA — 193,61 + 37,36 mL.d", LC — 255,76 + 58,55 mL.d™ e LM — 205,86 + 37,87 mL.d™),

visto que ela é uma das componentes de seus calculos, como mostrados nas Equacdes 12 e 13

no item 4.5.5. A variacdo da vazdo de biogas durante a operacdo do reator € mostrada na

Figura 16.
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Figura 16 - Variacdo da vazéo do biogas durante a
operacao. O periodo em vermelho é o tempo de
partida
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Fonte: Autoria prépria.

A Figura 17 apresenta os graficos boxplot da vazdo molar, producdo volumétrica e
rendimento de metano. A operacdo do reator com o in6culo LC apresentou médias de vazao
molar (7,8 + 1,7 mmol.d™), producdo volumétrica (113 + 24 mL.L™.d™) e rendimento de
metano (329 + 65 mL.g*DQOemovida) Maiores que os demais indculos. A operacdo com LA
apresentou médias de VM de 6,5 + 1,2 mmol.d?, PVM de 93 + 18 mL.L™ .d" e RM de 276 +
61 mL.g'lDQO,emovida. A operacdo com LM apresentou médias de VM de 7,3 + 1,4 mmol.d?,
PVM de 105 + 21 mL.L™".d* e RM de 300 + 50 mL.g™*DQO emovida- De acordo com os estudos
estatisticos realizados, as operagdes com os inoculos LA e LC apresentaram diferencas

significativas para vazao molar e producédo volumétrica de metano aplicando ANOVA e Teste
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de Tukey (a =5 %). O LM ndo apresentou diferenca estatistica com os resultados obtidos nas

operacgdes com LA e LC.

Figura 17 - Boxplot da VMM (a); PVM (b) e; RM (c)

12

VMM (mmol.d-)
2 o o O

N
1

- oo

180

LM

160 -
140 -
120 A
100 +
80 -
60 -
40 -
20 -

PVM (mL.L1.d?)

450

LM

400 -
350 -
300 -
250 -
200 -
150 -
100 -
50 -

RM (mL.gDQOremovida)

Fonte: Autoria propria.

LM

O Média

O Média

OMédia



49

Li et al. (2011) estudaram o efeito da fonte de in6culo no desempenho da digestdo
anaerobia e na produgdo de biogés, e observaram que a operacdo com o inéculo de um
digestor de esterco suino obteve melhor RM (212 mL.g™VS) em comparagdo com os indculos
de um esterco leiteiro, de digestor anaerdbio tratando residuo de milho e de um digestor de
lodo municipal, que apresentaram reducéo de 8 a 11 % no rendimento de metano. Li et al.
(2013) avaliaram a producéo de metano durante a digestdo de substratos organicos do esterco
de galinha, usando dois inoculos de fontes diferentes provenientes de lodo de digestores de
estacdo de tratamento de agua residual municipal (DETARM) e lodo digerido de uma estagédo
de tratamento de esterco de galinha (DETEG), e constataram que o DETARM apresentou
melhores resultados em relagdo & producéo de metano (351 e 298 mL g™VS para DETARM e
DETEG, respectivamente).

De acordo com Alvarino et al. (2014), a biodegradacdo dos compostos farmacéuticos
depende da boa atividade metanogénica em reatores anaerdbios, corroborando os altos niveis
de remocdo de SMX alcancados neste estudo. Comparando os resultados de Carneiro et al.
(2019), que obtiveram PVM de 59 + 21 mLCH,L'd* e RM de 151 # 57 mL
CH4.gCODremo\,ed'1 em um ASBBR de 2,7 L, com o relatado neste trabalho, foi possivel
observar que as trés fontes de indculo (LA, LC e LM) atingiram resultados bem superiores.

As operacfes com os indculos LA e LC conduziram a valores mais altos de producéo
e rendimento de metano em relacdo ao LM, denotando que 0s microrganismos desse lodo
eram mais sensiveis as condicGes operacionais impostas. De acordo com Delforno et al.
(2017), o lodo de abatedouro de aves apresenta uma microbiota resistente a alguns
antibidticos. Os autores analisaram o perfil de amplo espectro da composi¢cdo microbiana e
diversidade metabolica de um indculo de reator UASB em larga escala aplicado ao tratamento
de aguas residuarias de abatedouro de aves e constataram que a comunidade microbiana
continha 43 tipos diferentes de genes de resisténcia a antibidticos, incluindo sulfonamidas,

algumas das quais sdo associadas a promocao do crescimento de galinhas.

5.4 Solidos

A série de solidos é um importante parametro de monitoramento que indica a
estabilidade do processo anaerdbio no sistema e a eficacia do leito fixo estruturado em
diminuir a lavagem de microrganismo para fora do reator. Os valores de sélidos totais e

solidos suspensos referentes ao efluente estdo apresentados na Figura 18.
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As concentracdes de STF (462,6 + 8,0 mg.L™, 435,7 + 32,1 mg.L™" e 398,6 + 36,0

mg.L™? no LA, LC e LM, respectivamente) em todas as amostras coletadas, ao longo da
operacdo dos lodos, foram maiores do que de STV (140,9 + 42,6 mg.L™?, 130,0 + 21,1 mg.L™

e 148,9 + 22,6 mg.L™ no LA, LC e LM, respectivamente). Isso pode estar relacionado aos

macronutrientes, em forma de sais, inseridos no substrato sintético que ndo foram consumidos

pelos microrganismos (MOURA, 2011). A Tabela 7 apresenta todas as médias e desvio

padrdo da série de solidos analisados na operacao do reator.
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Tabela 7 - Concentracfes médias de sélidos no efluente na operacdo dos diferentes in6culos

Solidos LA (mg.L™ LC (mg.L™ LM (mg.L™
ST 630,4 566,4 547,4
9,9) (8,9) (40,7)
462,6 435,7 398,6
STF (8,0) (32,1) (36,0)
140,9 130,0 148,9
STV (42.6) 21.1) (22,6)
408 39,6 16,3
SST (15,6) (265) 8.1)
21,0 17,6 6,6
SSF (12.2) (136) 6.7)
21,0 22,0 8,0
SSV 6:8) (14.5) (2.5)

Fonte: Autoria propria.

A concentracdo de biomassa efluente do reator foi medida em forma de SSV. As
concentracdes de SSV no efluente foram proximas aos encontrados por Carneiro (2019) em
ASBBR utilizando lodo de abatedouro de aves (Avicola Dacar S.A) como inoculo e com
TDH de 12 h (23,0 + 13,0 mg.L™ de SST; 9,0 + 10,0 mg.L™ de SSF; e 14,0 + 4,0 mg.L™* de
SSV). Os valores baixos de solidos suspensos volateis indicam que ndo houve arraste
expressivo de biomassa do sistema no efluente do reator, 0 que comprova as boas condicdes
do leito fixo com espuma de poliuretano na aderéncia da biomassa e constitui¢cdo do biofilme.
Outra vantagem desta técnica de imobilizacdo de biomassa para este estudo é que, sua
capacidade de manter um alto tempo de retencdo de sélidos (como pode ser visto na Tabela
8), mesmo quando operados com baixos tempos de detencdo hidraulica, aumenta o
desempenho e estabilidade do reator, e consequentemente, pode aumentar a resisténcia a
compostos toxicos e recalcitrantes, bem como o aumento da biodegradacdo (CARNEIRO et
al., 2019; CUEL et al., 1997; MOCKAITIS et al., 2014).

Tabela 8 - Tempo de retencéo celular

LA LC LM

TRC (d) 15 39 45

Fonte: Autoria propria.
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No final da operacdo de cada inoculo, foi realizada a quantificacdo da biomassa
presente dentro do reator, aderida ao leito reacional e suspensa, como apresentada na Figura
19. O inoctlo LA apresentou 0,16 gSSF.L™ e 1,06 gSSV.L™ de sélidos aderidos e 0,00
gSSF.L™ e 0,13 gSSV.L™ de sélidos em suspensdo, totalizando massa de 1,35 gSST.L™ no
interior do reator. O inoctlo LC apresentou 0,40 gSSF.L™ e 1,83 gSSV.L™ de sélidos
aderidos e 0,49 gSSF.L™ e 2,41 gSSV.L™ de sélidos em suspenséo, totalizando massa de 5,13
gSST.L™ no interior do reator. Por fim, o LM apresentou 0,28 gSSF.L™ e 0,47 gSSV.L™ de
s6lidos aderidos e 0,53 gSSF.L™ e 0,91 gSSV.L™ de sélidos em suspenséo, totalizando massa
de 2,19 gSST.L™ no interior do reator.

Figura 19 - Distribuicao de SSV e SSF no reator
apos cada operacao
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Fonte: Autoria propria.

5.5 pH, alcalinidade e 4cidos orgénicos

O monitoramento do pH se mostra importante no tratamento de aguas residuarias por
sistemas bioldgicos, visto a necessidade de manter o parametro 0 mais proximo possivel do
valor O6timo para 0 processo em questdo, visando a manutencdo da biomassa ativa e 0
desenvolvimento das reacbGes bioquimicas, especialmente as que abrangem atividade

enzimética. A Figura 20 exibe a variagdo do pH ao longo das operacdes do reator.
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Figura 20 - Variacdo do pH na operacdo do LA (a); LC (b) e;
inéculo (c). O periodo em vermelho € o tempo de partida
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Fonte: Autoria prépria.

O pH afluente deve ser mantido preferencialmente na faixa entre 6,50 e 7,50, visto que
valores abaixo de 6,2 e acima de 7,8 resultam na diminuicdo da taxa de metanogénese
(HAANDEL, A. C.VAN; LETTINGA, 1994; VON SPERLING, 2005). Como € possivel
observar na Figura 20, o pH afluente se manteve dentro da faixa de 7,0 a 7,75 nas trés
operacdes do reator com os diferentes indculos. Sendo as médias nos afluentes de 7,40 + 0,19

com o in6culo LA, 7,47 + 0,13 com o in6culo LC e 7,35 + 0,14 com o in6culo LM.
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As operacbes com os diferentes indculos obtiveram pH efluentes médios de 7,69 +
0,22 com LA, 7,72 + 0,14 com LC e 7,56 = 0,14 com LM. A opera¢do com o indculo LA
apresentou maior variacdo do pH afluente e efluente. Contudo, todas as fases mantiveram-se
dentro da faixa de interesse a maior parte das medi¢6es durante a operacao.

Com a producdo de acidos organicos no reator devido ao processo de digestdo
anaerdbia, é importante que o meio tenha alcalinidade suficiente para tamponar o meio.
Segundo von Sperling (2005), a alcalinidade nos esgotos domésticos mantem-se dentro da
faixa de 100 a 250 mg CaCOs.L™ . Como pode ser visualizada na Figura 21, esta faixa foi
atendida nas operac6es dos trés inoculos. Alem disso, os valores da alcalinidade aumentaram
do afluente para o efluente, e consequentemente os valores de pH aumentaram, sinalizando

que houve geracao de alcalinidade no reator.

Figura 21 - Variacdo da alcalinidade total na operacéo do LA (a); indculo
LC (b) e; in6culo (c). O periodo em vermelho é o tempo de partida
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A estabilidade do pH e da alcalinidade ao longo das operagdes do reator indicam a
ndo ocorréncia de distdrbios na digestdo anaerdbia e que a rota metabdlica permaneceu
direcionada para a metanogénese durante todo o periodo de operagéo.

Outro parametro utilizado para monitorar a estabilidade do sistema foi a relacdo
adimensional de alcalinidade intermediéria e alcalinidade parcial (AlI/AP). Segundo Ripley,
Boyle e Converse (1986), é importante que este pardmetro se mantenha estavel na digestdo
anaerdbia. Em seus trabalhos, esta relacdo se manteve abaixo de 0,30.

A Figura 22 apresenta a variacdo da relacdo AI/AP ao longo das operagdes do
reator. Pode-se considerar que o reator teve uma boa operacdo, mostrando no inéculo LA
estabilizacdo na faixa de 0,10 a 0,20, no in6culo LC, na faixa de 0,10 a 0,40 e, por fim, no
indculo LM, faixa de 0,20 a 0,40.

Figura 22 - Variacao da relacdo Al/AP efluente na operacéo
do LA (a); LC (b) e; LM (c). O periodo em vermelho é o
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Os AVT sdo produtos intermediarios da digestdo anaerobia e o aumento na sua
concentracdo pode indicar um desequilibrio na atividade das bactérias acidogénicas e arqueias
metanogénicas, e consequentemente, na faléncia do processo, visto que a inibicdo do processo
anaerébio por AVT esta associada ao pH, pois baixos valores de pH, geralmente, estdo
relacionados a altas concentracbes de AVT (KUS; WIESMANN, 1995; SILVA; NOUR,
2005). Assim, eles se mostram importantes no auxilio da identificacdo da rota metabdlica que
ocorre no reator e na garantia que a rota seja a metanogénese, no caso deste estudo
(AQUINO; CHERNICHARO, 2005).

A Tabela 9 apresenta as concentragdes médias de &cidos volateis, no afluente e
efluente presentados em equivalentes de DQO.

Tabela 9 - Concentracfes médias de &cidos volateis e desvios padrdes entre parénteses

) LA LC LM
Acidos
Afluente Efluente Afluente Efluente Afluente Efluente

Acido acético 30,2 29 11,1 0,0 1,6 0,0
(mgO,.L™) (37,5 (5,5) (17,6) (0,0) (7,7) (0,0)
Acido propibnico 5,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
(mg0,.L™Y) (7,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)
Acido butirico 1,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
(mgO,.L™) (4,2) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0) (0,0)
Acido isovalérico 0,0 0,0 2,7 0,0 1,8 0,0
(mgO,.L™) (0,0) (0,0) (4,1) (0,0) (4,1) (0,0)
AVT 36,8 2,9 13,8 0,0 3.4 0,0
(mg0,.L™Y) (46,9) (5.5) (21,5) (0,0) (9,8) (0,0)

Pelo método utilizado na anélise de A4cidos, foram observadas pequenas
concentragfes ou valores abaixo do limite de deteccdo e quantificacdo de &cido acético,
propiénico, butirico e isobutirico. Os demais produtos da fermentacdo englobados pelo
método ndo foram detectados em 100 % das amostras analisadas. Cetecioglu et al. (2015)
estudaram o efeito inibitorio do SMX nas vias metabolicas por meio de um reator de batelada
e observou que nos afluentes contendo até 40 mg.L™ de SMX, o acimulo de 4cidos graxos
voléateis era minimo, ndo sendo detectado no efluente. E com o aumento da concentracdo de
SMX no afluente na ordem de 45 mg.L™, os 4cidos propidnico e acético se mostrarem
presentes, aumentando gradativamente durante a operacdo do reator nessa condi¢do imposta,

na qual chegaram a atingir 50 % da DQO do efluente.
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As pequenas concentracbes de AVT nos afluentes podem ser justificadas pela
fermentacdo do substrato sintético que pode ter ocorrido antes de sua entrada no reator.
Mesmo assim, esse fendmeno ndo demonstrou ter prejudicado a rota metanogénica do reator e
foi total ou parcialmente consumido dentro do reator para os trés inéculos.

Pode-se concluir pelas médias dos acidos e com a comparacao dos outros resultados
(pH, alcalinidade total e Al/AP), que ndo houve acumulo de &cidos organicos volateis que
fossem prejudiciais aos organismos metanogénicos presentes no reator (MOCKAITIS et al.,
2014). E por fim, que a rota metabdlica permaneceu direcionada a metanogénese, 0 que

corrobora os altos valores de rendimento de metano no biogas.

5.6 Perfis cinéticos de remocédo de DQO e SMX

A Figura 23 apresenta os perfis espaciais de decaimento para remocao de DQO e
SMX. O modelo cinético de primeira ordem com residual se ajustou bem aos dados
experimentais (1> > 0,94). A degradagdo da matéria organica durante a operacdo do LA e LC
ocorreu principalmente entre o afluente e o quinto ponto de amostragem (TDH de 9 h),
indicando um excesso de capacidade do reator inoculado com esses lodos, ou seja,
teoricamente, caso houvesse um aumento na taxa de carga organica aplicada, a eficiéncia da
remoc¢do da matéria organica nao seria afetada significativamente. Em relacdo a degradacédo
do SMX, a operacdo do LA e LC levou a uma estabilizacdo no perfil cinético a partir do
terceiro ponto de amostragem (TDH de 5 h) e a operacdo LM a partir do quinto ponto (TDH
de 9 h). Esse resultado pode indicar que a cinética ndo é um fator limitante na degradacdo do
SMX.

Ao analisar a concentracdo de SMX nas amostras de biomassa aderidas ao meio de
suporte do leito do reator apds cada operacdo, ndo foi detectada sua presenca. Assim, a
remocao do antibiético foi atribuida inteiramente a biodegradacdo. Da mesma forma, Oliveira
et al. (2017) demonstraram que o mecanismo de sor¢cdo ndo foi significativo para a remogao
de sulfametazina (SMZ) em um reator anaerobio de biomassa imobilizado de fluxo horizontal.
Os autores atribuiram esse resultado a concentragdo de SMZ baixa no fluxo de alimentagdo
(10 pg.L™) e ao baixo coeficiente de particdo das sulfonamidas. Yang et al. (2011), em seu
estudo com a tecnologia de lodos ativados, atribuiram a via de biodegradacdo do SMX nas
ETEs principalmente devido a sua natureza de carga negativa e a sua baixa capacidade de

sorcao em ambiente de pH prdximo ao neutro.



Figura 23 - Perfis cinéticos de remoc¢do da COD e do SMX com pontos amostrais e perfis
ajustados de cada fase de operacéo
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Fonte: Autoria propria.

A Tabela 10 apresenta os parametros de ajuste do modelo cinético obtidos para
biodegradagdo de DQO e SMX. Devido ao fato da operagdo dos inoculos terem apresentado

diferentes massas de biomassa dentro do reator, foram calculadas as constantes cinéticas
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especificas (ou seja, por grama de SSV no interior do reator), para cada lodo, para possibilitar
uma comparacao real da capacidade dos indculos na biodegradacédo da DQO e do SMX.

Tabela 10 - Expressdes cinéticas de primeira ordem estimadas para a degradacdo de COD e
SMX. Concentragdes (CO e Cr) em mg.L™ para DQO e ng.L™ para SMX; k; em h™; k;* em h™.g
1
SSV

R 1° amostragem 2° amostragem
Parametros

C() CR kl kl* r2 CO CR k]_ k]_* r2

DQO (LA) 205 27 043 036 0,982 277 25 037 031 0,943

DQO (LC) 189 32 0,71 0,17 0,993 211 37 051 0,12 0,980

DQO (LM) 219 16 0,17 0,12 0,998 264 16 0,20 0,15 0,997

SMX (LA) 446 43 054 045 0,997 466 52 1,03 0,86 0,997

SMX (LC) 459 44 09 022 0,981 741 115 1,53 0,36 0,982

SMX (LM) 511 139 0,30 0,22 0,970 587 156 0,84 061 0,973

Fonte: Autoria prépria.

A biodegradacdo da DQO obteve constante cinética de primeira ordem especifica de
0,34 + 0,04 h™.g™*SSV na operac#o do reator com o inéculo LA, concentracdo afluente (Cy) de
241 + 51 mg.L™ e concentracdo residual (Cgr) (méxima obtida no perfil) de 26 + 1 mg.L™". Na
operacdo com o indculo LC, a constante cinética de primeira ordem especifica foi de 0,15 +
0,04 ht.g'sSV, com Cy de 200 + 16 mg.L™" e Cg de 35 + 4 mg.L™. E na operacéo com 0
indculo LM, a constante cinética de primeira ordem especifica foi de 0,14 + 0,02 h.g'ssv,
com Cq de 242 + 32 mg.L ™' e Crde 16 + 0 mg.L™.

A biodegradacdo da SMX obteve constante cinética de primeira ordem especifica de
0,66 + 0,29 h™.g™*SSV na operagéo do reator com o inéculo LA, concentragéo afluente (Co) de
456 + 14 mg.L™ e concentracéo residual (Cg) (maxima obtida no perfil) de 48 + 6 mg.L™. Na
operacdo com o indculo LC, a constante cinética de primeira ordem especifica foi de 0,29 +
0,10 h.g*SSV, com C, de 600 + 199 mg.L™* e Cg de 80 + 50 mg.L™. E na operagdo com o
indculo LM, a constante cinética de primeira ordem especifica foi de 0,42 + 0,28 h.g*SSV,
com Co de 549 + 54 mg.L ™" e Cr de 148 + 12 mg.L™.

A andlise estatistica das concentragdes de DQO e SMX afluentes (iniciais) dos perfis
permitiu concluir que ndo houve diferenca significativa que invalidasse a comparagdo dos
dados. Sendo assim, seguiu-se para a avaliacdo estatistica dos dados cineticos, que comprovou
que héa diferenca entre as operagdes dos lodos na remocdo do SMX, no qual o inéculo LM

apresentou diferenca entre os outros dois e a maior concentracao residual. Concluiu-se que a
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operacdo inoculada com LA mostrou a cinética mais favoravel de biodegradacdo de DQO e
SMX, e a operagdo com o inoculo LC apresentou a menor ki*.

A cinética da biodegradacdo indicou um co-metabolismo na biodegradacdo SMX
relacionada a remocdo de DQO, uma vez que o decaimento do antibiotico ao longo do
comprimento do biorreator seguiu a remo¢do da matéria organica. O mecanismo de
biodegradacdo cometabdlica também foi observado por Fischer e Majewsky (2014), que
estudaram a remocgdo de micropoluentes organicos no tratamento bioldgico de aguas
residudrias, e por Gonzalez-Gil, Carballa e Lema (2017) que investigaram oS mecanismos

envolvidos na degradacgdo de varios micropoluentes organicos, incluindo o SMX.

5.7 Andlises microbiolégicas

Os resultados das analises de DGGE dos fragmentos dos produtos de PCR
amplificados com primers Dominio Bacteria do indculo (i) e biomassa residual (r) estdo
apresentados na Figura 24. Comparando a comunidade microbiana presente no lodo antes de
sua inoculacdo e apds sua operacdo (lodo residual) por meio da analise de agrupamento do
perfil de banda DGGE utilizando o coeficiente de similaridade de Pearson, foram observadas
mudancgas significativas, visto que a similaridade para o Dominio Bacteria foi de 74%, 9% e
9% e para o Dominio Archaea foi de 79%, 88% e 14% para as amostras da operacdo LA, LC
e LM, respectivamente. Esses resultados indicam que a comunidade microbiana do
abatedouro de aves se adaptou melhor as condi¢des operacionais no reator, considerando 0s
Dominios Bacteria e Archaea. 1sso corrobora com os melhores resultados de remocdo de
DQO (86+3%) e SMX (91+6%). Além disso, o in6culo LM apresentou alteracdes
significativas em sua comunidade microbiana residual (isto é, ap6s a operacao do reator) e
comprovou ser mais sensivel a presenca de SMX, indicada pelos indices de similaridade mais
baixos para os Dominios Bacteria e Archaea em compara¢do com o0s outros indculos, o que
estd de acordo com o valor mais baixo mostrado em termos de remoc¢éo de SMX (70 + 5 %)

ao longo da operagdo do reator.
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Figura 24 - Dendrograma construido com base no coeficiente de similaridade de Pearson a
partir do padrao de banda DGGE para os Dominios Bacteria (a) e Archaea (b) do in6culo (i) e
biomassa residual (r) ap6s a operacéo do reator
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Fonte: Autoria prépria.

A Tabela 11 apresenta os indices ecoldgicos para os Dominios Bateria e Archaea. O
indice de Shannon refere-se a diversidade ecoldgica das amostras de biomassa. Os valores
para 0 Dominio Bateria diminuiram em todas as amostras de lodo residual em comparacéao
com sua respectiva biomassa de inoculo, enquanto para 0 Dominio Archaea aumentaram em
todas as amostras residuais.

Os resultados indicaram o declinio da riqueza e diversidade da comunidade
bacteriana com a operagdo do biorreator nos trés lodos inoculados, o0 que converge com a
literatura (DU et al., 2020; LIAO et al., 2016; WANG et al., 2018a). Além disso, observou-se
que a selecdo da comunidade atinge principalmente as bactérias do que as arqueias das
comunidades microbianas dos inoculos (CETECIOGLU; ORHON, 2018).

Esses resultados indicaram que a atividade metanogénica foi favorecida durante a
operacdo do ASBBR, 0 que corrobora com os valores bastante elevados de producdo e
rendimento de metano apresentados na Secéo 5.4 deste trabalho. Segundo Briones e Raskin
(2003), a diversidade de microrganismos tende a crescer em um ambiente estressante. Os
indices de Shannon significativamente mais elevados do Dominio Bacteria para LA ap0s a

operacdo do reator em compara¢do com os outros inoculos indicaram um melhor equilibrio
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entre as bactérias hidroliticas/fermentativas e as arqueias metanogénicas, o que esta de acordo
com os melhores resultados em termos de remocdo de DQO e SMX, conforme apontado
anteriormente.

As mudancas ocorridas nas comunidades microbianas sdo explicadas pela adaptagédo
as condicBes operacionais. Mesmo assim, os resultados apontaram que embora as espécies
microbianas tenham sido afetadas negativamente, as espécies sobreviventes foram capazes de

degradar o substrato.

Tabela 11 - Indices de alfa-diversidade da caracteriza¢io microbiana de inoculos e comunidades
residuais no final da operacéo do reator

Dominio Bacteria

indice LAi LCi LMi LAr LCr LMr
Dominancia - D 0,10 0,09 0,11 0,12 0,14 0,12
Diversidade - Simpson 0,90 0,90 0,89 0,88 0,86 0,88
Diversidade - Shannon 2,54 2,65 2,37 2,48 2,32 2,39
Riqueza - Chao-1 17 21 13 19 15 15
Dominio Archaea

indice LA LCi LMi LAr LCr LMr
Dominancia - D 0,22 0,23 0,15 0,19 0,19 0,12
Diversidade - Simpson 0,77 0,77 0,84 0,81 0,81 0,88
Diversidade - Shannon 1,72 1,69 2,05 1,83 1,81 2,27
Riqueza - Chao-1 8 8 10 9 8 12

Fonte: Autoria prépria.

A anélise microscépica do lodo apds a operacdo do biorreator mostrou semelhanca
de morfologias microbianas nos trés lodos inoculados. No Dominio Archaea, foram
identificados organismos semelhantes as Methanosaeta sp. nos inéculos LA e LM, os quais
indicam uma via metanogénica, preferencialmente acetoclastica no reator; e presenca de
organismos semelhantes a Methanosaeta sp. e Methanosarcina sp. no inéculo da LC, além de
bacilos fluorescentes.

As diferencas morfolégicas de algumas arqueias metanogénicas, como as
Methanosaeta sp. e Methanosarcina sp. identificadas nas biomassas inoculadas e residuais,
podem ser identificadas em amostras naturais por meio da microscopia de contraste de fase e
fluorescéncia, especialmente para Methanosarcina sp. (ZINDER, 1993). A Methanosarcina
sp. apresenta como caracteristica sua disposi¢édo cubica dos cocos, que formam sarcinas, e sua
fluorescéncia natural causada pela presenca da coenzima F4y. ESsa coenzima exerce interagcao

com diferentes enzimas na metanogénese, como a hidrogenase e NADP*. Além disso, ela
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pode agir como doadora de elétrons em etapas da reducdo do CO,. Quando absorve luz em
420 nm, a forma oxidada da coenzima F4y fluoresce com coloracdo azulada, podendo ser
observada microscopicamente (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 1997).

A Methanosaeta sp. € caracterizada por bacilos de extremidade reta que formam
filamentos longos e flexiveis. Por apresentarem baixas concentra¢des da coenzima F4z0, €5sas
arqueias metanogénicas ndo apresentam auto fluorescéncia visivel sob microscopia com
ultravioleta (KONIG, 1992).

A presumida presenca de Methanosaeta sp. neste estudo representaria a ocorréncia
da via metilotréfica de degradacdo presente no reator. J& a presumida presenca de
Methanosarcina sp. representaria a ocorréncia de degradacao por via acetoclastica.

As condicGes operacionais exerceram um efeito de selecdo nas comunidades
microbianas dos lodos inoculados (ALIGHARDASHI et al., 2009; LOUVET et al., 2010).
Segundo Fountoulakis et al. (2004), os metandgenos acetoclasticos sdo o grupo de
microrganismos da digestéo anaerdbia.

De acordo com Cetecioglu et al. (2016), microrganismos metanogénios
hidrogenotrdéficos apresentam-se mais dominantes e ativos durante a operacdo do reator
anaerobio. Enquanto microrganismos acetoclasticos diminuem drasticamente ao longo da
operacdo do reator (CETECIOGLU et al., 2013; SHIN et al., 2010). Sendo assim, pode-se
reafirmar que as condi¢cdes operacionais pelo qual os in6culos foram expostos causaram
pequenas alteracbes nas comunidades microbianas (conforme observado pelos indices
ecologicos), entretanto ndo foram suficientes para causar efeitos cronicos nesses
microrganismos e inibir sua atividade. Além disso, os resultados indicaram que diferentes
populacbes microbianas podem desempenhar o mesmo papel funcional e metabdlico na
biodegradacdo anaerdbia cometabolica de SMX no reator.

O Dominio Bacteria foi representado pela presenca de bacilos, cocos, coco-bacilos,
estreptobacilos e estafilococos nos lodos operados. A Figura 25 apresenta as diferentes

morfologias encontradas nos lodos inoculados e nas biomassas residuais.
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Figura 25 - Morfologias identificadas na microscopia de contraste de fase e fluorescéncia para as
biomassas residuais do reator. Organismos semelhantes a Methanosaeta (a); bacilos (b);
estreptobacilos (c); Methanosarcina (fluorescente) (d); bacilos fluorescnetes (e); cocos
fluorescentes (f); vibios (g); estafilococos (h); cocos (i); diplococos (j); esporos ou células em
processo de esporulacgéo (k); espiroquetas (1) e; cocobacilos (m)

LAr LAr

LCr LCr

Fonte: Autoria propria.
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6 CONCLUSOES

O estudo mostrou que a fonte de in6culo pode desempenhar um papel importante na
biodegradacao do antibiotico sulfametoxazol durante a digestdo anaerdbia.

O reator anaerobio de leito fixo estruturado com espuma de poliuretano como
material suporte se adaptou bem as condi¢bes impostas (carga organica média de 0,410
gDQO.L™.d" e TDH de 12 horas) e com a adicdo de SMX. A operagdo com o inéculo LA
alcancou melhor desempenho na remocdo do SMX, com média de eficiéncia de 91 + 6 %.
Enquanto a operacdo com o inéculo LC removeu 84 + 6 % e, o indculo LM n&o alcangou
esses desempenhos, removendo apenas 70 £ 5 %.

As operagdes dos trés inoculos obtiveram boa eficiéncia média na remocdo da
matéria organica, com eficiéncias de 86 £ 3 %, 84 £ 4 % e 84 £ 5 % com os inoculos LA, LC
e LM, respectivamente. A composi¢cdo de metano no biogas se manteve acima de 90 %
durante toda a operacdo do reator para os diferentes indculos estudados e apresentou alta
producdo de metano (rendimento especifico de metano acima de 276 mLCH4.g°
'DQOremovida).

A remocdo do antibidtico foi inteiramente devido a biodegradacéo, que ocorreu de
forma co-metabdlica com o decaimento de DQO. A operacdo com o inéculo LA obteve
cinética de biodegradacdo de DQO e SMX mais favordvel, com constantes cinéticas de
primeira ordem especificas para DQO e SMX de 0,34 + 0,04 h.g’SSV e 0,66 + 0,29 h'.g"
1SSV, respectivamente.

Considerando a analise de biologia molecular, o inéculo LM foi o mais sensivel as
condicBes operacionais impostas nos Dominios Bacteria e Archaea. O Dominio Bacteria
sofreu maior selecdo de sua comunidade e a atividade metanogénicas, pelo Dominio Archaea,
foi favorecida durante a operacdo do reator com 0s inoculos.

Os in6culos LA e LM apresentaram organismos semelhantes as Methanosaeta sp., 0s
quais indicam uma via metanogénica, preferencialmente acetoclastica no reator; e organismos
semelhantes as Methanosaeta sp. e Methanosarcina sp. no inoculo da LC, além de bacilos
fluorescentes.

O estabelecimento de comunidades microbianas funcionalmente semelhantes na
operacdo do reator com os diferentes inoculos apresentaram diferentes capacidades de

biotransformacéo de SMX.
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