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RESUMO

O presente estudo teve o objetivo de avaliar o uso de reatores bioldgicos, sob condi¢des
anaerdbias e microaerdbias, como op¢ao de biorremediacdo ex sifu de dguas contaminadas
com BTEX. Inicialmente, foi desenvolvido, otimizado e validado um método analitico para a
deteccao e quantificacio de BTEX em &guas e efluentes, o qual consistia em extracdo por
headspace seguida de cromatografia gasosa com detecc¢ao por fotoionizac¢do. Posteriormente,
foram conduzidos experimentos em fluxo continuo em dois reatores anaerdbios mesofilicos
(27 °C) — um deles operado sob condi¢des metanogénicas e, em seguida, sob condi¢des
microaerdbias, € o outro, apenas sob condi¢des sulfetogénicas — a fim de verificar a melhor
condi¢cdo operacional para a remo¢ao de BTEX. Os reatores foram alimentados com 4gua
contaminada com BTEX (~3 mg'L'1 de cada composto) e etanol (co-substrato), e,
dependendo da condicdo redox avaliada, investigou-se o efeito de diferentes parametros
operacionais, tais como tempo de detencdo hidrdulica (24, 36 e 48 h), recirculacdo de
efluente, concentragdo de co-substrato, relacao DQO/SO42' e microaera¢do, no desempenho
de remocdo de BTEX. Além disso, o reator metanogénico sob condi¢des microaerdbias foi
submetido a simulagdes de choques de carga e de auséncia desses compostos, e de falhas
operacionais, como desligamento do sistema e desligamento da microaeracdo, para
verificacdo de sua robustez. Sob condi¢cdes metanogénicas, dependendo do composto, as
eficiéncias de remog¢ao variaram de 38 a 97%. Porém, o aumento da carga aplicada de BTEX,
em consequéncia da redugcdo do tempo de detencdo hidrdulica de 48 para 24 h, parece ter
afetado negativamente o processo de remog¢do. Ainda sob condi¢des metanogénicas, também
se verificou o efeito da recirculacdo de efluente na remocdo de BTEX para altas e baixas
concentracoes de co-substrato (etanol). Quando altas concentracdes de etanol foram
utilizadas, o impacto da recirculagdo de efluente ndo foi evidente, ja que, provavelmente, a
elevada producdo de biogds teria sido suficiente para garantir uma transferéncia de massa
efetiva. Sob condicdes sulfetogénicas, a adi¢do de sulfato em diversas relagdes DQO/SO4*
ndo alterou a remog¢ao de BTEX, sugerindo que as bactérias redutoras de sulfato ndo estariam
diretamente relacionadas a ativagdo inicial dos compostos aromaticos. Sob condicdes
microaerdbias, elevadas eficiéncias de remogio de BTEX foram alcancadas (> 90%). E
provavel que a adi¢do de baixas concentracdes de oxigénio tenha facilitado a ativacdo inicial
dos compostos BTEX, a qual € considerada a etapa limitante do processo de degradacdo
anaerdbia, principalmente para o benzeno. Ainda, constatou-se que a presenca de altas

concentracdes de etanol afetou negativamente a remoc¢do de BTEX, notadamente para o



benzeno, sob as diferentes condi¢des redox testadas, ja que € um substrato preferencialmente
degradavel em relacdo aos compostos aromaticos. Finalmente, com relagdo a robustez do
reator metanogénico sob condi¢des microaerdbias, o sistema conseguiu lidar com os choques
de carga de BTEX embora choques consecutivos tenham aumentado seu tempo de
recuperagdo. O periodo de auséncia de BTEX parece ter prejudicado a microbiota do reator,
pois a qualidade do efluente deteriorou-se consideravelmente apds reintrodugdo dos
compostos. O desligamento da microaeragao impactou negativamente a remoc¢ao de BTEX,

mas o sistema recuperou-se rapidamente apds restabelecimento das condi¢des microaerdbias.

Palavras-chave: BTEX; biorremediagdo ex sifu; tratamento anaerdbio; metanogénese;

sulfetogénese; tratamento microaerdbio.



ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the use of biological reactors under anaerobic and
microaerobic conditions, as an option of ex situ bioremediation of BTEX-contaminated
waters. Initially, an analytical method for BTEX detection and quantification in waters and
wastewaters, which consisted of headspace extraction followed by gas chromatography with
detection by photoionization, was developed, optimized and validated. Subsequently,
continuous-flow experiments were conducted in two mesophilic (27 °C) anaerobic reactors —
one of them operated under methanogenic conditions and, afterwards, under microaerobic
conditions, and the other one only under sulfidogenic conditions — a in order to determine the
best operational condition for BTEX removal. The reactors were fed with water contaminated
with BTEX (~3 mg-L"' of each compound) and ethanol (co-substrate), and, depending on the
redox condition evaluated, the effect of some operational parameters, such as hydraulic
retention time (24, 36 and 48 h), effluent recirculation, co-substrate concentration, DQO/SO42'
ratio and microaeration, was investigated in BTEX removal performance. Furthermore, the
methanogenic reactor under microaerobic conditions was submitted to simulated situations of
shock loading and absence of these compounds, and operational failures, such as system and
microaeration shutdown to assess its robustness. Under methanogenic conditions, depending
on the compound, removal efficiencies ranged from 38 to 97%. However, the increase of
applied BTEX load, as a consequence of hydraulic detention time reduction from 48 to 24 h,
seems to have adversely affected the removal process. Moreover, under methanogenic
conditions, the effluent recirculation effect on BTEX removal was also assessed when high
and low co-substrate (ethanol) concentrations were applied. For high ethanol concentrations,
the impact of effluent recirculation was not evident since, probably, the high biogas
production would have been sufficient to ensure effective mass transfer. Under sulfidogenic
conditions, sulfate addition at different DQO/SO42' ratios did not change BTEX removal,
which suggests sulfate-reducing bacteria would not be directly related to initial activation of
aromatic compounds. Under microaerobic conditions, high BTEX removal efficiencies were
achieved (> 90%). It is likely the addition of low oxygen concentrations has facilitated the
initial activation of BTEX compounds, which is considered the limiting step of the anaerobic
degradation process, mainly for benzene. Furthermore, the presence of high ethanol
concentrations negatively affected BTEX removal, particularly for benzene, under the
different redox conditions tested, since it is a preferentially degradable substrate when

compared to the aromatic compounds. Finally, regarding the methanogenic reactor robustness



under microaerobic conditions, the system could cope with BTEX load shocks although
consecutive shocks have increased its recovery time. The period of BTEX absence seems to
have negatively affected the reactor microbiota because the effluent quality deteriorated
considerably after compounds reintroduction. The microaeration shutdown also negatively
impacted the removal of BTEX, but the system recovered quickly after microaerobic

conditions reestablishment.

Keywords: BTEX; bioremediation ex situ; anaerobic treatment; methanogenesis;

sulfidogenesis; microaerobic treatment.
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1 INTRODUCAO

A indistria do petrdleo € um dos maiores e mais importantes segmentos
industriais do mundo. Entretanto, esse setor também & responsavel por consideraveis impactos
ambientais causados por vazamentos, derrames e outros acidentes que podem ocorrer durante
as atividades de exploragdo, refinamento, transporte e armazenamento do petréleo e de seus
derivados, ocasionando, entdo, graves consequéncias para o meio ambiente (CALLADO;
SILVA; LOPES, 2006; OLIVEIRA et al., 2006).

Dentre os diversos compostos que compdem o petréleo e os seus derivados, estdo
os hidrocarbonetos monoaromaéticos benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos (BTEX), os
quais possuem como caracteristica principal a presenga do anel benzénico em sua estrutura, o
que os torna compostos bastante estdaveis, dificultando, assim, sua remoc¢ao do meio ambiente
(JO et al., 2008a; YANG; JIANG; SHI, 2006).

Portanto, a partir do vazamento acidental de tubulagdes e tanques de
armazenamento subterraneos de combustiveis fésseis, os BTEX — os quais possuem
solubilidade e mobilidade em dgua relativamente alta — podem contaminar extensivamente
solos e aquiferos subterrineos, comprometendo fontes de dgua potdvel (DOU; LIU; HU,
2008; DOU et al., 2008) e representando, assim, um sério problema ambiental e de saide
publica devido a elevada toxicidade e ao potencial carcinogénico desses compostos (FOGHT,
2008; JO et al., 2008a; WEELINK; VAN EEKERT; STAMS, 2010).

Além disso, no Brasil, etanol € adicionado a gasolina (20-25%, em volume) de
forma a atenuar as emissOes atmosféricas automotivas prejudiciais. Entretanto, isso pode
agravar o problema de contaminagdo de aquiferos subterraneos, ja que o etanol pode exercer
um efeito de co-solvéncia, aumentando a solubilidade em dgua dos BTEX e,
consequentemente, resultando em concentracdes mais elevadas (CORSEUIL et al., 2011).

Os BTEX se destacam na lista de poluentes prioritdrios da agéncia de protecdo
ambiental norte-americana (USEPA, United States Evironmental Protection Agency) devido
ao seu elevado potencial carcinogénico e mutagénico. Além disso, sua solubilidade em dgua
relativamente alta facilita a rdpida contaminacdo de dguas subterraneas e solos. Mesmo em
baixas concentracdes, podem trazer sérios danos ao meio ambiente e a saude humana
(AIVALIOTI et al., 2012; JO et al., 2008a; MAZZEO et al., 2010; PAIXAO et al., 2007).

A exposicao humana a tais compostos pode gerar desde danos ao sistema nervoso
central até o desenvolvimento de cancer, em especial o benzeno, o qual € reconhecidamente o

composto mais téxico do grupo e classificado pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS)
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como potencial agente carcinogénico, podendo causar leucemia e até levar o individuo a
morte em caso de exposi¢do aguda (ES'THAGHI; EBRAHIMI; HOSSEINI, 2011; SINGH;
FULEKAR, 2010). Os demais compostos — tolueno, etilbenzeno e os isdmeros do xileno —
também sao considerados téxicos, porém nenhum tipo de cancer foi comprovadamente
atribuido a eles (FORTE et al., 2007, WEELINK; VAN EEKERT; STAMS, 2010).

Normalmente, os tratamentos fisico-quimicos convencionais utilizados para a
remog¢ao de BTEX do meio ambiente, além de demandarem elevados custos operacionais, nao
destroem os contaminantes, mas apenas os transferem de fase. Assim, os processos biolégicos
sdo considerados como uma tecnologia eficiente na remog¢ao de BTEX de dguas contaminadas
e efluentes, especialmente por causa da sua simplicidade operacional e baixo custo quando
comparado a outros métodos (FARHADIAN et al., 2008; MAZZEOQO et al., 2010).

A biodegradacdo aerdbia de hidrocarbonetos aromadticos é possivel e tem sido
amplamente estudada. O processo aerébio € mais rdpido e bioquimicamente preferencial em
relagdo ao processo anaerdbio, ja que requer menor energia de ativagcdo e produz mais energia
por reacdo (BORDEN; GOMEZ; BECKER, 1995; FOGHT, 2008). Por outro lado, avancgos
significativos foram realizados nos ultimos anos no que diz respeito a biodegradacao
anaerdbia de BTEX. De fato, diversas configuracdes de reatores anaerdbios, como os reatores
anaerobios horizontais de leito fixo (RAHLF) (CATTONY et al., 2005; DE NARDI; ZAIAT;
FORESTIL, 2007), reatores de manta de lodo e fluxo ascendente (UASB) (MARTINEZ;
CUERVO-LOPEZ; GOMEZ, 2007) e reatores hibridos (UASB + filtro anaerébio)
(ENRIGHT; COLLINS; OFLAHERTY, 2007), tém sido usadas para o tratamento de dguas e
efluentes contaminados com BTEX. Entretanto, alguns pardmetros operacionais, tais como
tempo de detencdo hidrdulica, concentracdo afluente de poluentes, carga organica
volumétrica, recirculacdo de efluente, tipo de aceptores de elétrons e outros, podem
influenciar no desempenho de degradacao desses compostos e ainda carecem de investigacdes
adicionais (FARHADIAN et al., 2008).

Por exemplo, a literatura reporta que a recirculacdo de efluente tem um impacto
positivo na capacidade de remocao de fendis, compostos semelhantes aos BTEX, em termos
de aromaticidade, ja que, além de melhorar a transferéncia de massa (contato entre substrato e
microbiota), favorece a diluicdo do afluente no inicio do reator, mantendo, assim, a
concentracdo de compostos inibitérios dentro de uma faixa adequada (VEERESH; KUMAR;
MEHROTRA, 2005). Adicionalmente, diferentes aceptores alternativos de elétrons, tais como
nitrato, sulfato, Fe (III), Mn (IV) e perclorato, tém sido utilizados na remedia¢ao anaerébia de

aguas contaminadas com BTEX (FOGHT, 2008; WEELINK; VAN EEKERT; STAMS,
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2010). Embora a reducdo de sulfato e a metanogénese ocorram em condi¢des redox similares
(FOGHT, 2008; FOWLER et al., 2012), estudos mostram que a degradacdo anaerdbia de
BTEX ¢ estimulada pela adi¢do de sulfato como aceptor alternativo de elétrons, e,
consequentemente, elevadas eficiéncias de remog¢ao podem ser alcancadas (ANDERSON;
LOVLEY, 2000; CUNNINGHAM et al., 2000; DA SILVA; RUIZ-AGUILAR; ALVAREZ,
2005; PHELPS; YOUNG, 1999).

Outro fator importante é a presenga de etanol em dguas contaminadas com BTEX
a partir de vazamentos de tanques de gasolina. Estudos mostram que esse composto €
preferencialmente degradado em relacdo aos BTEX sob diversas condi¢gdes redox (aerdbia,
desnitrificante, sulfetogénica e metanogénica), dificultando, assim, o seu processo de
degradacdo (CHEN; BARKER; GUI, 2008; CORSEUIL et al., 1998; CORSEUIL et al.,
2011; DA SILVA; RUIZ-AGUILAR; ALVAREZ, 2005). Além disso, acetato e hidrogénio —
possiveis intermedidrios da degradacdo sintr6fica de BTEX — podem ser produzidos a partir
da digestdo anaerdbia de etanol. Logo, a degradacdo de elevadas concentracdes desse co-
substrato pode resultar em um acimulo transiente de acetato e hidrogénio, o que,
provavelmente, inibiria a degradagao sintréfica de BTEX, j4 que o processo passaria a ser
energeticamente desfavoravel (EDWARDS; GRBIC-GALIC, 1994; RAKOCZY et al., 201 1).

Ainda, a adic¢do de baixas concentragdes de oxigénio pode favorecer a degradacdo
inicial dos compostos BTEX, pois, sob condi¢cdes microaerdbias, alguns microrganismos
podem utilizar oxigénio para introduzir grupos hidroxila no anel aromatico como nas rotas
aerdbias cldssicas, facilitando posteriormente sua clivagem por meio de rotas metabdlicas
anaerdbias (FUCHS, 2008). Assim, faz-se necessdria a avaliacdo de processos microaerdbios
na degradacdo de BTEX, principalmente com indculos anaerébios operados em condigdes
microaerdbias.

Finalmente, variacdes de carga afluente, pH, temperatura e compostos toxicos e
inibitérios podem afetar negativamente o desempenho de reatores (LEITAO et al., 2006).
Segundo Kraakman (2003), um sistema bioldgico s6 pode ser implementado com sucesso se
for considerado robusto para o seu propdsito, ou seja, ser capaz de lidar com flutuacdes e de
recuperar-se apos falhas operacionais. Entretanto, Leitdo et al. (2006) afirmam que a noc¢ao de
estabilidade ou robustez de reatores anaerdbios ainda ndo é muito clara. Segundo esses
autores, robustez pode ser definida como a capacidade dos sistemas de tratamento de alcancar
um desempenho estdvel sob determinadas condicdes ambientais e operacionais. Sob essa
perspectiva, os sistemas anaerébios sdo tao estdveis quanto qualquer outro sistema biolégico.

Porém, estabilidade também pode ser definida em termos de variabilidade do efluente do
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processo, ou seja, a capacidade de um sistema de lidar com variagdes ambientais e
operacionais mais severas (LEITAO et al., 2006). Assim, a verificagcdo da robustez de um
sistema de tratamento € um procedimento essencial, de grande importancia para

biorremediacdo ex situ de dguas contaminadas com BTEX.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar o uso de reatores bioldgicos mesofilicos, sob condicdes anaerdbias e

microaerdbias, como op¢ao de biorremediacao ex sifu de dguas contaminadas com BTEX.

1.1.2 Objetivos especificos

Otimizar e validar método cromatografico para a detec¢do e quantificagdo de
compostos BTEX em 4guas e efluentes (Capitulo 3).

Avaliar o efeito do tempo de detencdo hidrdulica (TDH), da recirculacdo de
efluente e da reducdo da concentracdo de co-substrato (etanol) no desempenho de remogado
anaerdbia de BTEX em reator metanogénico (Capitulo 4).

Verificar a influéncia da relacio DQO/SO4> e o impacto da reducdo da
concentracdo de co-substrato (etanol) no desempenho de remog¢do anaerébia de BTEX em
reator sulfetogénico (Capitulo 5).

Avaliar e comparar o desempenho de remo¢do de BTEX em reator bioldgico
submetido a altas e baixas concentra¢des de co-substrato (etanol) sob condi¢des anaerdbias e
microaerdbias (Capitulo 6).

Avaliar o desempenho de remocdo de BTEX de reator microaer6bio quando
submetido a simulacdes de choques de carga e de auséncia desses hidrocarbonetos
aromaticos, e de falhas operacionais, como desligamento do sistema e desligamento da

microaeragdo, para verificagdo de sua robustez (Capitulo 7).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Hidrocarbonetos monoaromaticos (BTEX)

Os hidrocarbonetos aromaticos, abundantes em petrdleo e seus derivados, entram
em contato com o meio ambiente global através de acdo antrdpica, tais como derramamentos
de dleo cru, queima de combustiveis fosseis e vazamentos de gasolina, ou de forma natural,
como pela fumaca de incéndios florestais e percolacio natural de petréleo. Esses
hidrocarbonetos compreendem simples compostos aromaticos — como o benzeno e o tolueno;
hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAs), desde naftalenos a pirenos; e varios isdmeros
alquilados. Anualmente, grandes quantidades desses compostos impactam ambientes tanto
aerébios quanto anaerdbios, tais como aquiferos, corpos hidricos superficiais, solos e
sedimentos terrestres € marinhos (FOGHT, 2008).

Os hidrocarbonetos monoaromaticos benzeno, tolueno, etilbenzeno e os isOmeros
do xileno (BTEX) (Figura 2.1) s@o compostos amplamente utilizados como solventes nas
inddstrias quimicas e petroquimicas e podem corresponder a até aproximadamente 18%, em
massa, de uma mistura padrdo de gasolina (JO et al., 2008a; MANOHAR; KAREGOUDAR,
1998; MAZZEOQO et al., 2010). Esses compostos possuem como principais caracteristicas a
presenca do anel benzénico em sua estrutura molecular, o carater volétil e elevada
solubilidade em dgua quando comparado a outros hidrocarbonetos presentes na gasolina,
como os alifaticos (DOU et al., 2008; FARHADIAN et al.,, 2009). A solubilidade dos
hidrocarbonetos monoaromaéticos é da ordem de 3 a 5 vezes maior que a dos alifaticos com o
mesmo numero de carbonos (TIBURTIUS; PERALTA-ZAMORA; LEAL, 2004). Além
disso, devido ao seu baixo coeficiente de particdo octanol-agua (Koy) (Tabela 2.1), também
apresentam alta mobilidade em sistemas solo-dgua, facilitando a contaminacdo de dguas
superficiais e subterraneas (NAKHLA, 2003; TIBURTIUS; PERALTA-ZAMORA; LEAL,
2004).

Figura 2.1 — Estrutura molecular dos compostos BTEX

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

CH,CH;

CH, CH, CH; CH;
CH,
CH;
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Tabela 2.1 — Parametros fisico-quimicos importantes na mobilidade de BTEX em édgua.

Composto Formula quimica ég:;l;llz);hf é‘ ((lzlegl-ri'l) Log Kow
Benzeno CgHg 1785,5 2,13
Tolueno C,H;g 532,6 2,73

Etilbenzeno CsHio 161,5 3,15
0-Xileno CsHio 171,5 3,12
m-Xileno CsHio 161,5 3,20
p-Xileno CsHio 181,6 3,15

Fonte: Farhadian et al. (2008).
K,w, coeficiente de particao octanol-dgua.

Geralmente, os compostos BTEX entram em contato com o meio ambiente
através de processos bioquimicos naturais, deposi¢dao atmosférica, vazamentos de tubulac¢des
e tanques subterraneos de armazenamento de gasolina, disposicdo impropria de efluentes,
derrames acidentais no transporte de produtos petroliferos e lixiviagdo de aterros sanitdrios
(CAVALCANTE et al., 2010; DE NARDI; ZAIAT; FORESTI, 2007; PHELPS; YOUNG,
1999). Devido a sua elevada volatilidade, os BTEX, geralmente, encontram-se em baixas
concentracdes (ng-L™' ou pg-L™") em dguas superficiais. No entanto, em 4guas subterrineas
essas concentracoes podem ser mais elevadas, sendo, entdo, prioridade o monitoramento
desses compostos em lengdis subterraneos, os quais podem ser fonte de dgua destinada ao
consumo humano (MAZZEO et al., 2010). Para vazamentos de tanques de gasolina, as
concentracdes de cada composto BTEX em &dguas subterraneas podem chegar a 20 mg'L'1
proximo a fonte de poluicdo, mas, comumente, variam de 0,4 a 1,0 mg'L'1 em plumas de
contaminagdo anaerdbias, cuja grande maioria ndo supera 150 m de extensdo (CORSEUIL et
al., 1998; NEWELL; CONNOR, 1998; RUIZ-AGUILAR; O'REILLY; ALVAREZ, 2003;
ULRICH et al., 2010).

Dentre esses compostos, aquele que confere maior risco a saide humana € o
benzeno. Estudos realizados por diversas agéncias de saide comprovam que o seu carater
toxico estd diretamente ligado ao seu potencial carcinogénico e mutagénico, que afetam
principalmente a medula éssea, podendo causar leucemia, o tipo de cincer mais comum
relacionado a exposicdo prolongada ao benzeno (GAUJAC et al., 2008; HELENO et al.,
2010; PAVON et al., 2007; TIBURTIUS; PERALTA-ZAMORA; LEAL, 2004). Os demais
compostos ndo tém relacdo direta com o desenvolvimento de cincer, porém exposi¢oes
cronicas a tolueno podem acarretar disfungdes hepdticas e gastrointestinais, enquanto o

etilbenzeno, quando inalado, pode causar danos ao sistema respiratério, além de provocar
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irritagdes nos olhos e tonturas. Os isdmeros dos xilenos, por sua vez, podem afetar o cérebro,
causando confusdo mental, dores de cabeca, perda de memoria e, em elevadas concentracoes,
pode levar 2 inconsciéncia e 2 morte por depressio do sistema nervoso central (GUSMAO,
2005; HELENO et al., 2010).

Portanto, devido aos sérios riscos ao meio ambiente € a saide humana, a
legislacdo tem se tornado cada vez mais restritiva quanto a presenca dos BTEX em &guas.
Tanto a agéncia de protecdo ambiental norte-americana (USEPA, United States Evironmental
Protection Agency) quanto o Ministério da Saude, por meio da Portaria n® 2.914 de 2011,
estabelecem limites médximos para a concentracdo de benzeno, tolueno, etilbenzeno e
1sOmeros do xileno em dgua destinada ao consumo humano. A legislacio brasileira determina

que ndo haja concentracdo maior do que 5, 170, 200 e 300 ug-L" para benzeno, tolueno,

etilbenzeno e xilenos, respectivamente (MS, 2011).

2.2 Determinac¢ido de BTEX

Os métodos normalizados nacionais e internacionais nao apresentam uma
metodologia analitica exclusiva para a determinacdo de BTEX em matrizes aquosas.
Geralmente, esses compostos sdo determinados, de forma indireta, na andlise de compostos
organicos volateis (VOC, volatile organic compounds) (APHA, 2005). Além disso, a maioria
dos métodos normalizados de deteccao de BTEX ¢ direcionada para a caracterizacdo da
gasolina (SILVA et al., 2009). Por isso, na literatura, podem-se encontrar varios estudos sobre
desenvolvimento, otimizacdo e validacdo de metodologias analiticas para a identificacdo e
quantificacdo de BTEX em matrizes aquosas (EZQUERRO et al., 2004; GAUJAC et al.,
2008; HELENO et al., 2010; MENENDEZ et al., 2000; PAVON et al., 2007; SAKATA et
al., 2004).

Os métodos analiticos cromatograficos mostram-se bastantes atrativos por
apresentarem facilidade na separacdo, identificacdo e quantificacdo dessas espécies quimicas,
e por serem capazes de detectar baixas concentragdes dos compostos em amostras aquosas.
Dentre esses métodos, a cromatografia gasosa (GC, gas chromatography) € a técnica mais
indicada para a determinacdo dos BTEX, ji que sd@o compostos bastante volateis (CARO;
SERRANO; GALLEGO, 2007; DEMEESTERE et al., 2007; PAVON et al., 2007).

A deteccdo e a quantificagdo dos compostos pelo uso de cromatografia gasosa sao
realizadas por meio de detectores sensiveis aos analitos em estudo, sendo os mais utilizados

para compostos monoaromaticos: detector por ionizacdo de chama (FID, flame ionization
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detector), detector por captura de elétrons (ECD, electron capture detector), detector por
fotoionizacdo (PID, photoionization detector) e espectrometria de massas (MS, mass
spectrometry) (CAVALCANTE et al., 2010; CHAIL; FALABELLA; TEJA, 2005; ESSHAGHI;
EBRAHIMI; HOSSEINI, 2011; HAN; MA; CHEN, 2006; KAMAL; KLEIN, 2010).

Devido a elevada volatilidade dos BTEX, a sensibilidade do método analitico
supracitado e a necessidade de analisd-los em baixas concentragdes (tragos), ¢ recomendado
que a amostra a ser analisada passe por um processo de pré-concentracdo (CAVALCANTE et
al., 2010; DEMEESTERE et al., 2007). Raros s@o os estudos para a determinacdo de BTEX
em agua por injecdo direta da amostra devido aos baixos limites de detecgdo exigidos pela
andlise e as inimeras desvantagens que esse método de injecdo pode trazer, tais como
possiveis interferéncias causadas pelo efeito de matriz e pela ndo compatibilidade da dgua
com a maioria das fases estaciondrias das colunas capilares utilizadas para a separacao dos
compostos por CG (KUBINEC et al., 2005).

Virios estudos utilizando técnicas de extracdo baseadas em principios fisico-
quimicos estdo disponiveis na literatura, tais como extracdo liquido-liquido (ELL)
(DEWULF; VAN LANGENHOVE, 1999; GOLFINOPOULOS; LEKKAS; NIKOLAOU,
2001), extrag@o por headspace (HS), extracdo em fase s6lida (SPE, solid phase extraction) e
micro-extracdo em fase sélida (SPME, solid phase microextraction) (CARO; SERRANO;
GALLEGQO, 2007; CAVALCANTE et al., 2010; ESHAGHI; EBRAHIMI; HOSSEINI, 2011;
KAMAL; KLEIN, 2010).

A extracao por HS ¢ definida como uma técnica simples que envolve o equilibrio
termodindmico entre as fases aquosa e gasosa de substancias voléteis dentro de um frasco
fechado sob condicdes constantes de temperatura (SAKATA et al., 2004). Por ser considerada
uma técnica bastante sensivel, destaca-se na andlise de compostos monoaromaticos, como 0s
BTEX, em diferentes matrizes ambientais aquosas, pois tais analitos podem ser determinados
sem a interferéncia de outros componentes nao-volateis presentes na amostra (GOBATO;
LANCAS, 2001; KOLB, 1999).

A extracdo por HS aliada a cromatografia gasosa (HS-GC, headspace-gas
chromatography) é um procedimento que pode ser realizado em dois modos: estdtico ou
dinamico (por exemplo, Purge and trap, P&T) (KOLB; ETTRE, 2006). Entretanto, a técnica
de extracdo por HS estético apresenta uma série de vantagens em relagdo a por HS dinamico,
tais como boa repetibilidade (coeficiente de variacdo entre 4 e 10%), instrumentacdo mais
simples e elevadas recuperagdes (entre 89 e 110%) (DEMEESTERE et al., 2007; KETOLA et
al., 1997; MENENDEZ et al., 2000; RIDGWAY; LALLJIE; SMITH, 2007; SAFAROVA et
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al., 2004). Além disso, o sistema P&T exige uma instrumentacdo mais complexa, pode sofrer
interferéncia pelo vapor de 4gua formado, correr riscos de contaminacao e requerer um tempo
de andlise muito longo por amostra. Por isso, a técnica de HS estitico tem sido
preferivelmente utilizada em diversas investigacdoes (KETOLA et al., 1997; KOLB, 1999).

Alguns parametros experimentais podem influenciar diretamente na efici€éncia do
método de extragdo por HS, tais como temperatura, tempo de extracdo, volume de amostra e
salinidade. Portanto, a fim de melhorar o processo e, consequentemente, aumentar a
sensibilidade da andlise, € recomendado que tais parametros sejam otimizados
(CAVALCANTE et al., 2010; FERREIRA et al., 2007; GAUJAC et al., 2008; HELENO et
al., 2010; MENENDEZ et al., 2000).

Geralmente, a otimizacdo de diversos processos ¢ realizada de maneira
univariada, ou seja, utilizando-se o cldssico sistema de uma varidvel por vez. Contudo, por
ndo considerar a interacdo entre as varidveis, o resultado obtido ndo necessariamente
corresponde as condi¢cdes que levam ao 6timo verdadeiro, pois, principalmente em sistemas
quimicos, as varidveis costumam se correlacionar fortemente, interagindo através de
mecanismos que proporcionam efeitos sinérgicos ou antagdnicos. Portanto, caso a interacao
entre as varidveis nio seja considerada, o processo de otimizacdo pode apresentar pouco valor
(PERALTA-ZAMORA; MORAIS; NAGATA, 2005). Como alternativa, destaca-se a técnica
de planejamento experimental fatorial, a qual permite avaliar simultaneamente o efeito de um
grande numero de varidveis e de suas interagdes a partir de um nimero reduzido de ensaios
experimentais (PERALTA-ZAMORA; MORAIS; NAGATA, 2005; RODRIGUES; IEMMA,
2009).

Mesmo assim, a literatura ainda € escassa quanto a estudos de otimizacao (uni ou
multivariados) de processos de extragdo por headspace estitico (BIANCHI et al., 2002;
CAVALCANTE et al., 2010; HELENO et al., 2010; MENENDEZ et al., 2000), sendo raros
os estudos que utilizaram técnicas de otimiza¢do multivariada como o planejamento

experimental (HELENO et al., 2010).
2.3 Processos de remocao de BTEX
Atualmente, existe uma grande procura por tecnologias de tratamento que sejam

capazes de remover esses compostos de dguas e que atendam a uma série de fatores, dentre os

quais se podem apontar: a busca por processos mais eficientes, atendimento as exigéncias
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ambientais, processos menos onerosos, unidades mais compactas que operem com maior
flexibilidade e com boa eficiéncia, menor custo de instalacdo e manutencdo (MELLO, 2007).
Existem métodos nao bioldgicos (fisicos, quimicos e fisico-quimicos) e bioldgicos
aplicados na remog¢ao de BTEX presentes em dguas contaminadas. Esses métodos podem
ainda ser divididos em tecnologias in situ (remoc¢do realizada no préprio ambiente
contaminado) ou ex situ (remog¢ao do material contaminado para tratamento em local externo
ao de sua origem) (FARHADIAN et al., 2008). A Tabela 2.2 apresenta um resumo das
principais tecnologias in situ e ex situ de remediacdo de ambientes contaminados por 6leo,

muitas das quais serdo detalhadas adiante.

Tabela 2.2 — Resumo dos métodos de remediag@o disponiveis para dguas contaminadas por petréleo e

seus derivados.

Método In situ Ex situ
Fisico Eletrorremediacao Eletrodialise
Barreira Air stripping
Contencao hidraulica Filtracdo (membrana)
Air sparging Adsorcao em carbono ou zedlita
Quimico Injecdo de oxidantes quimicos Coagulacao, floculagdo e precipitagdo
Processos oxidativos avancados
(POAs)
Biolégico  Biorremediacdo (atenuagdo natural, Biorremediacdo (biorreatores aerobios
bioestimulacdo) e anaerdbios)

Fonte: Farhadian et al. (2008).

2.3.1 Processos ndo biologicos

Os processos nao bioldgicos utilizados na remog¢ao de hidrocarbonetos incluem a
adsor¢do em carvao ativado ou zedlita, air stripping, oxida¢do fotocatalitica, extracdo de
vapor do solo, filtragdo por membranas, clarificacdo quimica, barreiras reativas, dentre outros
(AYOTAMUNO et al., 2006; FARHADIAN et al., 2008; SHAH; NOBLE; CLOUGH, 2004;
VIDAL, 2011). Em geral, os processos fisicos permitem uma eficiente remoc¢do dos
hidrocarbonetos volateis. Entretanto, o seu cardter ndo destrutivo implica na necessidade de
processos auxiliares, orientados a adsorver, degradar ou dispor os hidrocarbonetos
previamente extraidos (DOS SANTOS, 2012).

O air stripping é uma tecnologia de remogdo por aeragdo que permite a
transferéncia de contaminantes organicos da fase liquida (dguas superficiais ou subterraneas)

para a fase gasosa, onde entdo o gis é coletado e tratado (USEPA, 2012a). Shah, Noble e
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Clough (2004) estudaram a eficiéncia da técnica de air stripping na remocao de compostos
organicos volateis (COV), incluindo os BTEX, e concluiram que, apesar de o sistema ser
bastante utilizado em industrias petroquimicas e demonstrar boa eficiéncia de remocao, tal
técnica ndo era muito indicada sob o ponto de vista ambiental, j4 que havia apenas uma
transferéncia dos poluentes da fase liquida para a gasosa e ndo a sua mineralizagdo
(TIBURTIUS; PERALTA-ZAMORA; LEAL, 2004).

Da mesma forma, a adsor¢do por carvao ativado granular é uma técnica vidvel
para purificagdo de dguas contaminadas por BTEX, mas os elevados custos com a
recuperagdo do adsorvente tornam esse processo bastante oneroso (DAIFULLAH; GIRGIS,
2003). Lourenco (2006) analisou a adsor¢cdo dos BTEX em uma coluna (30 cm de altura x 7,5
cm de diametro) que continha peréxido de hidrogénio e carvao ativado e obteve eficiéncias de
remocao em todos os BTEX superiores a 97%.

As zedlitas sdo aluminossilicatos hidratados estruturados em redes cristalinas tri-
dimensionais, compostas de tetraedros de AlO4 e Si04. As propriedades de troca catidnica das
zellitas podem ser exploradas para modificar sua superficie externa a fim de que outras
classes de compostos (anidnicos e organicos ndo polares) também possam ser adsorvidas
(VIDAL, 2011). Vidal et al. (2012) estudaram a adsor¢cao de BTEX por zedlita modificada
com surfactante em testes em batelada e obteve eficiéncias de remocdo acima de 80% para
todos os BTEX.

Os processos oxidativos avangados (POAs) sdo definidos como processos de
oxidacdo em que radicais hidroxila (*OH) sdo gerados para atuar como agentes oxidantes
quimicos. Devido a sua alta reatividade, podem reagir com uma grande variedade de
compostos organicos e, quando em quantidade suficiente, provocam a mineralizacdo da
matéria organica a didéxido de carbono, 4dgua e fons inorganicos (DONAIRE, 2007).
Atualmente, os processos oxidativos avancados t€m aparecido como uma boa alternativa de
tratamento de esgotos e dguas contaminadas, principalmente em razdo da sua elevada
eficiéncia de remog¢ao, mesmo para compostos mais resistentes a degradacdo como os BTEX
(TIBURTIUS; PERALTA-ZAMORA; EMMEL, 2005). Tiburtius, Peralta-Zamora e Emmel
(2005) avaliaram a remog¢ao dos BTEX por meio de POA (TiO,/UV, UV/H,0,, Fenton e foto-
Fenton) e obtiveram efici€ncias acima de 90% para todos os compostos em aproximadamente
5 minutos de contato. Entretanto, os aspectos econOmicos ainda sdo a maior desvantagem de
tais processos (FARHADIAN et al., 2008).

Air Sparging € uma técnica que consiste na inje¢ao de ar sob pressdao abaixo do

nivel d'dgua com o objetivo de se aumentar a remog¢do de contaminantes volateis presentes na
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zona saturada (regido onde os poros estdo completamente preenchidos por 4gua) (DONAIRE,

2007).

2.3.2 Processos biologicos

Entre as vdérias tecnologias disponiveis para o tratamento de 4guas contendo
BTEX, os tratamentos biolégicos vém recebendo grande destaque, pois, além de apresentar
menor consumo de energia, podem ser potencialmente eficientes, jA que a mineralizacdo
promove a destruicdo permanente dos residuos e elimina os riscos de futuras contaminagdes,
aumentando o nivel de aceitacdo por parte da opinido publica (SHIM; SHIN; YANG, 2002;
VIDALL 2001). Ademais, o tratamento biolégico pode ser combinado a outros processos para
o aumento da eficiéncia global (MELLO, 2007).

Os processos bioldgicos de degradacdo (biodegradacido) dos compostos organicos
sdo realizados por meio da quebra desses compostos por microrganismos capazes de
transformar compostos complexos em produtos menos toxicos, tais como CO,, 4gua e metano
(BITTKAU et al., 2004; FARHADIAN et al., 2009; MARTINEZ; CUERVO-LOPEZ;
GOMEZ, 2007; MELLO, 2007). A biodegradacdo pode ser dividida em trés categorias: (a)
mineralizacdo, em que 0s compostos quimicos organicos sdo transformados em compostos
inorganicos, tais como didxido de carbono, d4gua e amonia; (b) biotransformacao, em que os
compostos quimicos organicos sdo transformados em estruturas menores e (c) co-
metabolismo, em que outro composto € metabolizado inicialmente ou simultaneamente a um
composto especifico (MELLO, 2007).

Como ja foi dito anteriormente, o tratamento biolégico dos BTEX pode ser
realizado in situ ou ex situ. As tecnologias in situ apresentam baixos custos e facilidade
operacional, boa eficiéncia e a redu¢do da formagdo de subprodutos toxicos. Entretanto, sdao
técnicas que ndo estdo sob condi¢des controladas, fazendo com que as varidveis presentes no
meio possam interferir negativamente no processo de tratamento, além de também requererem
um longo tempo para a obtencao de boas eficiéncia de remog¢ao (DOTT et al., 1995). da Silva,
Ruiz-Aguilar e Alvarez (2005) estudaram a biorremedia¢do in situ de BTEX com adicao de
sulfato, ferro (III) e nitrato e obtiveram eficiéncias médias de remocdao de 32% para o
benzeno, 49% de tolueno, 77% de etilbenzeno , e cerca de 30% para xilenos. Por outro lado,
0s processo ex situ conduzidos por meio de reatores bioldgicos sob condi¢des controladas,
como pH, temperatura, aeracio e agitacdo, tém se mostrado bastante eficiente na remoc¢ado de

BTEX de dguas contaminadas (CATTONY et al., 2005; DE NARDI et al., 2005; DOU et al.,
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2008; FARHADIAN et al., 2008; GUSMAO et al., 2007; MARTINEZ; CUERVO-LOPEZ;
GOMEZ, 2007). Contudo, também apresentam desvantagens, como necessidade de
bombeamento da d4gua contaminada, maior demanda de energia, produgao de lodo, problemas
de volatizacio de BTEX e adsor¢do desses compostos em solidos (FARHADIAN et al.,
2008).

2.3.2.1 Tratamento aerdbio

Os processos aerdbios de tratamento sdo conduzidos por comunidades
microbianas heterogé€neas, que estabelecem complexas interacdes ecoldgicas. A biomassa €
constituida de diversas espécies microbianas, incluindo predominantemente bactérias, fungos
e protozodrios. A respiracao aerdbia se baseia na presenca de um doador de elétrons, a matéria
organica poluente, e de um receptor final de elétrons, o oxigénio. A grande diferenca de
potencial de oxi-reducdo entre o receptor € o doador de elétrons permite que as moléculas
organicas sejam oxidadas a CO, com grande produ¢do de ATP (adenosina trifosfato). Dessa
disponibilidade energética, decorre acentuado crescimento microbiano no processo aerébio
(MELLO, 2007).

Os principais biorreatores aerdbios utilizados na remocdo de BTEX de 4guas
contaminadas empregam sistemas de crescimento microbiano aderido em diferentes meios
suportes (poliuretano, lascas de madeira, conduites, areias etc.), pois apresentam uma elevada
area superficial para o crescimento microbiano, sdo compactos, possuem maior capacidade de
retencdo de biomassa metabolicamente ativa quando comparado aos sistemas de crescimento
suspenso, € podem operar com reduzidos tempos de detencdo hidrdulica (TDH)
(KERMANSHAHI POUR; KARAMANEV; MARGARITIS, 2005; LANGWALDT,;
PUHAKKA, 2000). Dentre os varios reatores podem ser destacados os sistemas de lodos
ativados de filme fixo, reator de leito fluidificado, reator de leito fixo submerso e reator
bioldgico com leito mével (FARHADIAN et al., 2008; GUERIN, 2002; OHLEN et al., 2005;
PRUDEN et al., 2003; ZEIN et al., 2006).

Os processos aerdbios de tratamento t€ém desempenhado um importante papel na
remediacdo de dguas contaminadas por derivados do petréleo (SANTAELLA et al., 2009),
incluindo os BTEX, apresentando eficiéncias de até 99% de remoc¢do (OHLEN et al., 2005;
ZEIN et al., 2006). Mozo et al. (2012) usaram reatores em batelada sequencial inoculados
com uma cultura mista adaptada para tratar os compostos benzeno, tolueno, etilbenzeno e p-

xileno e obtiveram efici€éncias de remoc¢do acima de 99% em apenas 2 h. Guerin (2002)
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trabalhou com reatores de leito fluidificado e de leito fixo submerso para remog¢ao de BTEX e
obteve, para os dois sistemas, eficiéncias de remog¢do de aproximadamente 90% com TDH
variando de 3 a 29 h. Entretanto, esses processos podem apresentar perdas significativas dos
compostos por volatilizacdo durante a aeracdo e elevada produgdo de lodo quando comparado

aos processos anaerobios (FARHADIAN et al., 2008).

2.3.2.2 Tratamento anaerdbio

O processo anaerdbio, ou digestdo anaerébia € um processo natural e complexo
que ocorre na auséncia de oxigénio molecular, envolvendo um consércio de microrganismos
que atuam de maneira simbidtica na conversdo da matéria organica complexa (carboidratos,
proteinas, lipidios) em metano, gds carbOnico, dgua, gds sulfidrico, amdnia e nitrogénio
gasoso, além de novas células bacterianas. Dentre as vantagens apresentadas pelo processo de
tratamento anaerébio, podem-se citar: baixo consumo de energia e producdo de lodo, menor
requerimento de espacgo, baixos custos e produ¢do de metano, um gias combustivel com alto
poder calorifico (DEMIREL; YENIGUN, 2002; LEMA; OMIL, 2001; LETTINGA;
HULSHOFF POL, 1991; LIGERO; DE VEGA; SOTO, 2001; MELLO, 2007).

Avancos significativos foram realizados nos ultimos anos no que diz respeito a
biodegradacdo anaerébia de hidrocarbonetos monoaromaticos (COATES; ANDERSON,
2000; DOU et al., 2010). Até 1984, acreditava-se que a biodegradacdo de compostos
aromadticos nao era possivel na auséncia de oxigénio molecular (TRIGUEROS, 2008). Porém,
estudos mostraram que contaminantes antes considerados recalcitrantes, como os BTEX,
podem ser biodegradados na auséncia de oxigénio por uma diversidade de microrganismos,
incluindo bactérias fermentativas, redutoras de sulfato, desnitrificantes, redutoras de ferro etc.
(DOU et al., 2008; FARHADIAN et al., 2010; MARTINEZ-HERNANDEZ et al., 2009;
MAZZEQ et al., 2010).

Assim, a literatura reporta que o uso de aceptores finais de elétrons, tais como
NOs’, SO42', Fe’* e Mn4+, na remediacdo anaerdbia de dguas contaminadas com BTEX tem
melhorado bastante a eficiéncia de diversos sistemas de tratamento (COATES; ANDERSON,
2000; DA SILVA; RUIZ-AGUILAR; ALVAREZ, 2005; DOU et al., 2008; DOU et al., 2010;
FARHADIAN et al., 2010). Adicionalmente, foi demonstrado que a degradagdo anaerdbia de
benzeno e tolueno também pode ser associada a redugdo de substiancias himicas
(CERVANTES et al, 2001; CERVANTES et al.,, 2011). A Tabela 2.3 mostra alguns

exemplos de cepas bacterianas que degradam anaerobiamente os BTEX.
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Tabela 2.3 — Exemplos de cepas bacterianas que degradam anaerobiamente benzeno, tolueno,

etilbenzeno e os xilenos e seus respectivos aceptores de elétrons.

Cepa Microrganismos® B T E X Referéncia

K172 Thauera aromatica NO3” Schocher et al. (1991)

EB1  Azoarcus sp. EB1 NO3 Ball et al. (1996)

JJ Dechloromonas sp.J] NOs;  NOs3 Coates et al. (2001)

EbS7 CepamXyS1 (96%) SO* Kniemeyer et al. (2003)

OX39 Desulfotomaculum SO~ SO,> Morasch et al. (2004)
R-acetonA170 (96%)

RCB  Dechloromonas NOs; NOs; NO; NOj Chakraborty et al. (2005)
aromatica RCB

H3 Desulfotignum SO~ Ommedal e Torsvik (2007)
toluenicum

Fonte: Weelink, van Eekert e Stams (2010).
B, benzeno; T, tolueno; E, etilbenzeno; X, xilenos.
*Nome completo do microrganismo ou do de maior similaridade (% baseada no 16S rRNA).

e Biodegradacdo anaerdbia de benzeno

O benzeno € o composto mais recalcitrante dos compostos BTEX devido a
estabilidade das ligagdes carbono-carbono e a estrutura simétrica do anel, que o tornam
altamente resistente ao processo de clivagem. A degradacdo desse hidrocarboneto aromatico
tem sido observada sob condi¢cdes metanogénicas ou na presenca de aceptores alternativos de
elétrons, como nitrato, sulfato, Fe (III), Mn (IV) e (per)clorato, em diferentes estudos com
microcosmos, colunas de sedimentos ou culturas de enriquecimento (WEELINK; VAN
EEKERT; STAMS, 2010). A partir de estudos de biologia molecular, valiosas informacdes
puderam ser obtidas sobre os organismos capazes de degradar benzeno, sugerindo que
microrganismos relacionados com o género Pelotomaculum e com a familia
Desulfobacteraceace parecem ter um papel importante na sua degradacdo (KLEINSTEUBER
et al., 2008; LABAN et al., 2009; ULRICH; EDWARDS, 2003). Porém, o isolamento de
organismos capazes de degradar esse composto (Azoarcus e Dechloromonas) anaerobiamente
ainda é relativamente recente (COATES et al., 2001; KASAI et al., 2006). As vias de
degradacdo anaerdbia do benzeno nao sao conhecidas com precisdo até agora embora os
primeiros passos na transformacdo desse composto possam constituir hidroxilagdo,
carboxilacdo ou metilagdo com a formagdo conseguinte do intermedidrio central, benzoil-CoA

(Figura 2.2) (WEELINK; VAN EEKERT; STAMS, 2010).
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Figura 2.2 — Possiveis rotas metabdlicas de degradacdo anaerdbia inicial do benzeno.
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Fonte: Weelink, van Eekert e Stams (2010). A, Hidroxilagdo; B, metilacdo; C, carboxilagdo.

o Biodegradacio anaerdbia de tolueno

A biodegradagdo de tolueno por microrganismos anaerébios tem sido amplamente
estudada. Esse composto pode ser degradado por microrganismos anaerdbios na presenca de
diversos aceptores de elétrons, como, por exemplo, nitrato, sulfato, ferro e substincias
himicas (WEELINK; VAN EEKERT; STAMS, 2010). Espécies relacionadas com os géneros
Azoarcus e Thauera usam nitrato como aceptor (ANDERS et al., 1995; EVANS et al., 1991;
FRIES et al., 1994), enquanto Desulfobacula toluolica e Desulfotignum toluenicum usam
sulfato (OMMEDAL; TORSVIK, 2007; RABUS et al., 1993). Alguns organismos, como
diferentes espécies de Geobacter, sao capazes de usar Fe (II) e Mn (IV) como aceptores de
elétrons na degradacdo de tolueno. A via de degradacdo mais comumente observada em
diferentes microrganismos envolve a ativacdo do tolueno por adi¢do de fumarato, formando

assim benzilsuccinato (Figura 2.3) (LEUTHNER; HEIDER, 1998).
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Figura 2.3 — Rota metabdlica de degradacdo anaerdbia inicial do tolueno.
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Fonte: Weelink, van Eekert e Stams (2010).

e Biodegradacido anaerdbia de etilbenzeno

Sulfato e nitrato sdo ainda usados como aceptores de elétrons na biodegradagao do
etilbenzeno. Microrganismos tais como Azoarcus € Dechloromonas sdo bactérias redutoras de
nitrato (BALL et al., 1996; MECHICHI et al., 2002), enquanto sé uma bactéria redutora de
sulfato que degrada etilbenzeno foi isolada, mas ndo identificada (a cepa EbS7)
(KNIEMEYER et al., 2003). A via de degradacao que se observa na Figura 2.4 tem sido
encontrada em cepas desnitrificantes (JOHNSON; PELLETIER; SPORMANN, 2001;
RABUS et al.,, 2002). A etapa inicial do processo € catalisada por uma etilbenzeno
desidrogenase que oxida o grupo metil, formando (S)-I-feniletanol como primeiro
intermedidrio. A rota continua até a formac¢do do benzoil-CoA, o qual é o intermedidrio
central na degradacio anaerdbia dos compostos aromaticos. Na cepa redutora de sulfato, uma
Deltaproteobacteria, a ativacdo do etilbenzeno se consegue pela adicio de fumarato, de

maneira semelhante ao tolueno (KNIEMEYER et al., 2003).

Figura 2.4 — Rota metabdlica de degradacdo anaerdbia inicial do etilbenzeno.
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Fonte: Weelink, van Eekert e Stams (2010).
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e Biodegradacio anaerébia de xileno

A biodegradagdo de xilenos por microrganismos anaerdbios € reportada com o
uso de sulfato e nitrato como aceptores de elétrons (EDWARDS er al, 1992; ZEYER;
KUHN; SCHWARZENBACH, 1986). Além disso, observa-se que os diferentes isdmeros
desse composto sao degradados preferencialmente pelos organismos no processo anaerébio.
Virias culturas puras de organismos anaerébios sdo capazes de degradar m-xileno (FRIES et
al., 1994; RABUS; WIDDEL, 1995), mas somente duas culturas puras de bactérias redutoras
de sulfato capazes de degradar o-xileno sdao conhecidas (HARMS et al., 1999; MORASCH et
al., 2004). As pesquisas sobre as rotas de degradacdo sugerem que o xileno é degradado em
uma série de reagdes semelhantes a adicao do fumarato na degradagdo de tolueno (Figura 2.5)

(KRIEGER et al., 1999).

Figura 2.5 — Rota metabdlica de degradacao anaerdébia inicial do m-xileno.
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Fonte: Krieger et al. (1999).

2.4 Remociao de BTEX em sistemas anaer6bios operados em fluxo continuo

Diversas configuracdes de reatores anaerdbios, como reatores anaerdbios
horizontais de leito fixo (RAHLF) (CATTONY et al., 2005; DE NARDI et al., 2002; DE
NARDI et al., 2005) e reator de manta de lodo e fluxo ascendente (UASB), tém sido usados
para biorremediacdo de 4guas contaminadas com hidrocarbonetos monoaromaticos
(MARTINEZ; CUERVO-LOPEZ; GOMEZ, 2007; MARTINEZ-HERNANDEZ et al., 2009).

A Tabela 2.4 compila alguns dos trabalhos sobre a remocao de BTEX em sistemas
anaerobios operados em fluxo continuo. Pode-se observar que as eficiéncias variaram de 60 a
aproximadamente 100%, sendo os melhores resultados obtidos em reatores com crescimento
aderido. No entanto, esses estudos ndo apresentam discussdes sobre a possivel adsor¢do dos
compostos no meio suporte ou sobre a possivel volatilizacdo desses compostos € a sua

composi¢ao no biogas.



37

De modo geral, a eficiéncia dos biorreatores pode variar com a sua configuracao,
concentracdo afluente dos compostos, tipo de lodo de indculo utilizado, o tempo de deten¢do
hidraulica (TDH) empregado e tipo de aceptor de elétrons utilizado. Alguns estudos reportam
reducdo da eficiéncia de remog¢ao de BTEX com o aumento da concentracdo afluente desses
poluentes (DE NARDI et al., 2005; ENRIGHT; COLLINS; O'FLAHERTY, 2007;
MARTINEZ-HERNANDEZ et al., 2009). Entretanto, hd estudos que mostram o contrario
(GUSMADO et al., 2006) ou, até mesmo, nenhuma relagdo direta entre eficiéncia de remogao e
concentracao afluente dos BTEX (CATTONY et al., 2007, MARTINEZ; CUERVO-LOPEZ:
GOMEZ, 2007; QUAN et al., 2007). Normalmente, reatores suplementados com nitrato ou
sulfato apresentam melhores eficiéncias de remocao e estabilidade operacional do que aqueles
operados em condi¢cdes metanogénicas (CATTONY et al., 2005; GUSMAO et al., 2007). Por
fim, embora a literatura ndo reporte muitos estudos acerca da influéncia do TDH, a sua
reducdo parece influenciar de forma negativa na eficiéncia de remocao de BTEX (DE NARDI

et al., 2002; DE NARDI et al., 2005).



Tabela 2.4 — Sistemas anaerébios operados em fluxo continuo na remog¢ao de BTEX (continua).

a o Tipode Conc. Aceptor Conc. Remocao A .
Reator® TDH (h) T (°C) BTEX" (mg: L'l) Co-substrato de elétrons (mg-L'l) (%) Referéncia
RAHLF 13,5 27-33 B 9,7 Etanol - - ~99 de Nardi et al. (2002)

T 7,1 ~99
E 5,3 ~908
0-X 5,6 ~98
m,p-X 9,9 ~99
RAHLF 5,3-13,5 27-33 B 11,8 Alquilbenzeno - - ~97 de Nardi ef al. (2002)
T 8,7 sulfonato linear ~96
E 7,0 ~96
0-X 8,0 ~96
m,p-X 14,3 ~98
RAHLF 11,4 29-31 B 3,3-14,3 Etanol - - 80-90 de Nardi et al. (2005)
T 80-93
E 86-97
0-X 84-96
m,p-X 85-98
RAHLF 12 28-32 T 2-9 Etanol SO, 500 ~100 Cattony et al. (2005)
RAHLF 12 28-32 B 13-27 Etanol NO5 1525-2460  93-99 Gusmao et al. (2006)
T 31 2334 99
E 33 2250 99
m-X 32 1944 99
RAHLF 12 28-32 B 2-10 Etanol SO.> 500 ~100 Cattony et al. (2007)
RAHLF 11,4 29-31 B 5,5-15 Etanol - - 60-67 de Nardi, Zaiat e
T 5-13 65-70 Foresti (2007)
E 4,9-12 68-73
0-X 4,9-12 64-69

8¢



Tabela 2.4 — Sistemas anaerdbios operados em fluxo continuo na remog¢do de BTEX (conclusdo).

a o Tipode Conc. Aceptor Conc. Remocao A .
Reator® TDH (h) T (°C) BTEX" (mg'L'l) Co-substrato de elétrons (mg-L'l) (%) Referéncia
EGSB 24-48 15 T 6-85 Etanol e AGV - - 82-100 Enright, Collins e
O’Flaherty (2007)
RAHLF 12 28-32 B 41 Etanol NO;5 2303 89 Gusmao et al. (2007)
T 28 1997 99
E 31 2427 99
0-X 29 2290 94
m-X 28 1851 99
p-X 32 2259 99
UASB 48 30 T 55-275 Acetato NO3” 1575 95-99 Martinez, Cuervo-
Lopez e Gomez
(2007)
FA 24 30 B 6,5-33,5 Glicose, naftaleno NO;5 88-975 ~90 Quan et al. (2007)
e bifenil
EGSB 24 9-15 T 4,5-155 Etanol e AGV - - 72-96 McKeon et al. (2008)
UASB 48 30 T 55-219 Acetato NOs” 630 51-91 Martinez-Hernandez
et al. (2009)
RAHLF 13,5 29-31 B 1,4-6,7 Etanol NO;5 133-266 99 Ribeiro et al. (2013)
T 1,6-4,9 99
E 1,6-3,7 99
0-X 1,4-4,2 99
m,p-X  2,6-7,2 99

*Tipo de reator: RAHLF, reator anaerébio horizontal de leito fixo; EGSB, expanded granular sludge bed (reator de leito granular expandido); UASB, upflow
anaerobic sludge blanket (reator de manto de lodo e fluxo ascendente); FA, filtro anaerébio.

bB, benzeno; T, tolueno; E, etilbenzeno; 0-X, o- xileno; m-X, m-xileno; p-X, p-xileno; m,p-X, m,p-xilenos.

6¢



40



41

3 OTIMIZACAO MULTIVARIADA DE EXTRACAO POR HEADSPACE PARA
DETERMINACAO DE BTEX EM AGUAS E EFLUENTES POR
CROMATOGRAFIA GASOSA

3.1 Introducao

Entre os diferentes compostos presentes no petréleo bruto e em seus derivados, os
hidrocarbonetos monoaromaticos, como o benzeno, o tolueno, o etilbenzeno e os isdbmeros do
xileno (BTEX), representam um importante grupo sob a perspectiva ambiental e de satide
humana, j4 que, mesmo em baixas concentragdes, sdo muito toxicos e potencialmente
carcinogénicos (BIANCHIN ez al., 2012; CERVANTES et al., 2011; HELENO et al., 2010;
MAZZEO et al., 2010; PAIXAO et al., 2007).

Comparados a outros hidrocarbonetos do petréleo, especificamente os aliféticos,
os BTEX sdo extremamente voldteis e tém elevada solubilidade em dgua (160-1800 mg-L™")
quando comparado a outros hidrocarbonetos presentes na gasolina, como os alifdticos, o que
lhes permite alcancar uma grande extensdo de contaminacdo no ar e em aguas superficiais ou
subterraneas (FARHADIAN et al., 2009; HASHEMI; JAHANSHAHI; HABIBI, 2012; JO et
al., 2008a).

As principais fontes de contaminacdo do meio ambiente por BTEX sdo deposi¢do
atmosférica, vazamentos de tubulacdes ou tanques de armazenamento de combustivel
subterraneos, disposi¢do inadequada de efluentes, derrames acidentais de produtos
petroliferos durante seu transporte e lixiviacao de aterros sanitarios (AIVALIOTI et al., 2012;
CAVALCANTE et al., 2010; DE NARDI; ZAIAT; FORESTI, 2007; MORLETT-CHAVEZ
et al., 2010; TRIGUEROS et al., 2010).

Segundo Es'haghi, Ebrahimi e Hosseini (2011), para conhecer melhor a dinamica
dos BTEX no meio ambiente, sdo necessdrias técnicas analiticas confidveis e precisas para a
deteccao desses poluentes. Portanto, a cromatografia gasosa com detec¢ao por ionizagdo de
chama (FID, flame ionization detection) e detec¢do por fotoionizagcdo (PID, photoionization
detection) tem sido predominantemente utilizada por ser altamente eficiente na separacdo, na
identificacdo e na quantificacdo desses compostos (CAVALCANTE et al., 2010;
DEMEESTERE et al., 2007; GOBATO; LANCAS, 2001).

No entanto, como os BTEX sao geralmente encontrados em dguas e efluentes em
baixas concentracdes (ng-L” ou pg-L™), tais métodos de andlise necessitam de uma etapa de

pré-concentragdo, como, por exemplo, extracdo liquido-liquido (LLE, liquid-liquid
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extraction), extracdo por headspace (HS) e microextracdo em fase sélida (SPME, solid phase
microextraction) (CAVALCANTE et al., 2010; ESHAGHI; EBRAHIMI; HOSSEINI, 2011;
GOBATO; LANCAS, 2001). Devido a alta volatilidade dos BTEX, a técnica de extra¢ao por
headspace seguida de cromatografia gasosa (HS-GC, headspace-gas chromatography) tem
sido utilizada de forma bastante eficiente, apresentando vantagens, como boa repetibilidade,
instrumentacio simples e elevada recuperacio (MENENDEZ et al., 2000; SAFAROVA et al.,
2004).

Alguns parametros experimentais podem influenciar diretamente na efici€éncia do
método de extragdo por HS, tais como temperatura, tempo de extracdo, volume de amostra e
salinidade. Portanto, a fim de melhorar o processo e, consequentemente, aumentar a
sensibilidade da andlise, € recomendado que tais parametros sejam otimizados
(CAVALCANTE et al., 2010; FERREIRA et al., 2007; GAUJAC et al., 2008; HELENO et
al., 2010; MENENDEZ et al., 2000). Geralmente, a otimizacido de processos € realizada de
maneira univariada, ou seja, utilizando-se o cldssico sistema de uma varidvel por vez.
Contudo, por ndo considerar a interacdo entre as varidveis, o resultado obtido ndo
necessariamente corresponde as condicdes que levam ao O6timo verdadeiro, pois,
principalmente em sistemas quimicos, as varidveis costumam se correlacionar fortemente,
interagindo através de mecanismos que proporcionam efeitos sinérgicos ou antagonicos.
Portanto, caso a interacdo entre as varidveis nao seja considerada, o processo de otimizagao
pode apresentar pouco valor (PERALTA-ZAMORA; MORAIS; NAGATA, 2005). Como
alternativa, destaca-se a técnica de planejamento experimental fatorial, a qual permite avaliar
simultaneamente o efeito de um grande nimero de varidveis e de suas interacdes a partir de
um numero reduzido de ensaios experimentais (PERALTA-ZAMORA; MORAIS; NAGATA,
2005; RODRIGUES; IEMMA, 2009).

Entretanto, embora haja, na literatura, muitos trabalhos sobre desenvolvimento e
validacdo de métodos para determina¢do de BTEX (AEPPLI et al., 2008; CAVALCANTE et
al., 2010; DEMEESTERE et al, 2007; ES'HAGHI;, EBRAHIMI; HOSSEINI, 2011;
GAUIJAC et al., 2008; HELENO et al., 2010; MENENDEZ et al., 2000), poucos utilizaram
técnicas de planejamento experimental multivariado na otimizacdo de processos de extragao
(GAUJAC et al., 2008; HELENO et al., 2010).

Assim, o objetivo deste estudo foi otimizar, empregando planejamento
experimental multivariado, ou seja, delineamento composto central rotacional (DCCR), e

validar um método analitico para detectar e quantificar compostos BTEX em 4guas e
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efluentes utilizando extragdo por headspace seguida de cromatografia gasosa com detec¢dao

por fotoionizacdo (HS-GC-PID, headspace-gas chromatography-photoionization detection).

3.2 Material e métodos

3.2.1 Reagentes e solucdes

Todos os reagentes, ou seja, benzeno (99,5%, Dinamica Quimica, Brasil), tolueno
(99,5%, Vetec, Brasil), etilbenzeno (99,0%, Sigma-Aldrich, EUA), o-xileno (98,0%, Fluka,
EUA), m-xileno (99,0%, Sigma-Aldrich, EUA), p-xileno (99,0%, Sigma-Aldrich, EUA),
clorobenzeno (99,0%, Vetec, Brasil) e metanol (99,9%, Sigma-Aldrich, EUA), foram
utilizados como adquiridos, sem purifica¢do adicional.

As solucdes padrio de BTEX utilizadas nas andlises cromatogrificas foram
imediatamente preparadas em dgua ultrapura (sistema Milli-Q, EMD Millipore, EUA) a partir
da diluicio de uma solucdo estoque metandlica de BTEX de 1000 mg-L'. A solucdo
metandlica de clorobenzeno (padrio interno) com concentra¢io de 100 mg-L™ foi preparada a
partir da diluicdo do reagente puro e, posteriormente, adicionada a cada amostra para obter
uma concentragio final de 100 ug-L™.

Em todas as determinacdes de BTEX, os padrdes foram preparados diretamente
em vials de vidro borossilicato para headspace (20 mL) (Supelco, EUA), previamente lavados
com &gua ultrapura (sistema Milli-Q, EMD Millipore, EUA) em banho ultrassonico
(Cristofoli Equipamentos de Biosseguranca, Brasil). Em seguida, os vials foram
imediatamente selados com septos de PTFE/silicone e lacres de aluminio (Supelco, EUA) a

fim de evitar a volatilizacdo dos compostos. Todos os padrdes foram preparados em duplicata.

3.2.2 Extragdo e determinacdo de BTEX

A andlise de BTEX foi realizada utilizando-se extracdo por headspace estatico
seguida de determinacdo e quantificacdo em cromatégrafo gasoso (Trace GC Ultra, Thermo
Scientific, EUA) equipado com dois detectores em série — um detector por fotoioniza¢do
(PID, photoionization detector) e um detector por ionizacdo de chama (FID, flame ionization
detector) — e um amostrador automatico para headspace (Triplus HS, Thermo Scientific,
EUA), o qual era provido de braco robédtico, bandeja de amostras com 54 posi¢des, unidade

de extracao por headspace estético equipada com forno de incubagd@o com seis posicdes para
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aquecer e agitar as amostras, e seringa aquecida de 3 mL para transferir o gas do headspace

do vial para o cromatégrafo.

3.2.2.1 Otimizacdo da extracdo de BTEX

Para otimizar as condi¢Oes analiticas da extracdo por headspace de BTEX e,
portanto, aumentar a sensibilidade da andlise cromatografica, usou-se um delineamento
composto central rotacional (DCCR), ou seja, um planejamento fatorial completo 2* (quatro
fatores com dois niveis) com a adi¢do de oito pontos axiais e trés repeticdes no ponto central,
resultando em um total de 27 experimentos, os quais foram conduzidos de forma aleatdria
com uma solucdo padrio de BTEX contendo 100 pg-L' de cada composto.

As varidveis de projeto otimizadas (fatores) foram: salinidade, para avaliar o
efeito da forga idnica (efeito salting out), o volume de amostra liquida no vial para headspace,
o tempo de incubacio e a temperatura de extragdo. Os valores utilizados para cada fator no
planejamento experimental estdo apresentados na Tabela 3.1. A otimiza¢ao multivariada dos
parametros de extracdo foi realizada pelas rotinas estatisticas do programa de computador
Statgraphics Centurion XV, em que as varidveis de resposta eram as dreas dos picos

cromatograficos de cada composto BTEX.

Tabela 3.1 — Valores dos fatores utilizados no delineamento composto central rotacional para

a otimizacao da extragdo por headspace de BTEX.

Niveis
-2 -1 0 +1 +2
Salinidade (g'L'1 de NaC¥t) 00 05 1,0 1,5 2.0
Volume de amostra (mL) 5 7.5 10 12,5 15
Tempo de incubac¢do (min) 5 10 15 20 25
Temperatura de extracao (°C) 50 60 70 80 90

Fatores

3.2.2.2 Condi¢oes cromatogrdficas

Ap6s a extragdo, cujas condi¢des otimizadas estdo apresentadas na Tabela 3.2, 0,3
mL do headspace da amostra foi injetado no modo splitless, em que o divisor (splitter) foi
aberto ap6s 1 min. Em seguida, a separacdo cromatografica foi realizada em uma coluna
capilar OV-5 (5% difenil 95% dimetilpolisiloxano; 30 m; 0,25 mm D.I.; espessura de filme de
0,25 um) (Ohio Valley Specialty Company, EUA).
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. A C . ~ .ol
Hidrogénio foi utilizado como géds de arraste a uma vazdo de 3,0 mL-min ",

enquanto nitrogénio foi utilizado como gas make-up, ambos adquiridos da White Martins,
Brasil. As temperaturas do injetor, do forno (programa de temperatura) e dos detectores, e 0s

fluxos dos gases utilizados pelos detectores sao mostrados na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 — Condi¢des de extracdo por headspace e cromatograficas utilizadas para a

deteccao de BTEX.

Parametros HS PID FID
Temperatura de extracao (°C) 70 - -
Tempo de incubag¢io (min)* 15 - -
Temperatura da seringa (°C) 110 - -
Temperatura do injetor (°C) - 250
Temperatura do detector (°C) - 240° 250

35 °C (7 min); 35-120 °C a

Programa de temperatura (forno) 35 °C-min™; 120 °C (2.14 min)

Gis sheath (N,) (mL-min™) - 40 -
Gis make-up (N,) (mL-min™") - 7 30
Ar sintético (chama) (mL-min™) - - 350
Hidrogénio (chama) (mL-min™) - - 35

HS, headspace; PID, photoionization detector (detector por fotoionizagdo); FID,
flame ionization detector (detector por ionizagcdo de chama).

*Agitagdo por 10 s a cada 20 s, continuamente.

"Lampada de 10,6 eV.

3.2.3 Validagao do método HS-GC-PID para determinacdo de BTEX

A validagdo do método analitico foi realizada em termos de seletividade,
linearidade, precisao, limite de deteccao (LD) e limite de quantificagio (LQ).

A seletividade foi determinada pela andlise de uma amostra de dgua de uma torre
de destilagdo a vacuo da LUBNOR (Lubrificantes e Derivados de Petréleo do Nordeste), uma
refinaria de petrdleo da Petrobras (Fortaleza, Ceard, Brasil). A amostra foi coletada em frasco
de vidro, o qual foi completamente preenchido para evitar formacdo de headspace,
armazenado a 4 °C no escuro para evitar a volatilizacdo dos compostos, €, em seguida,
transportado para o laboratdrio, onde a andlise cromatogréfica foi realizada imediatamente.

A linearidade foi avaliada, para cada um dos compostos BTEX, pelo coeficiente
de correlagao (R) das curvas de calibracdo, as quais foram obtidas, pelo método do padrao
interno, a partir das areas dos picos correspondentes a dez concentragdes diferentes de BTEX

(0,5; 2,5; 5; 10; 25; 50; 100; 250; 500 ¢ 1000 pg-L™).
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A precisdo foi determinada a partir da repetibilidade do método pelo desvio
padrdo relativo (DPR) das édreas dos picos e dos tempos de retengcdo de cada analito, calculado
a partir dos resultados da anélise de dez replicatas de uma solucio padrao de BTEX contendo
100 ug-L’1 de cada composto.

Os limites de deteccao (LD) e de quantificacdo (LQ) foram determinados de
acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA, 2003) utilizando as

seguintes equacoes:

3.0
LD=>2 3.1
S (3.1
€
LQ = IOS“’, (3.2)

em que o € o desvio padrao calculado a partir dos resultados obtidos da anédlise de dez
replicatas do ponto (concentragdo) mais baixo da curva de calibragdo, e S € a inclinacio da

curva de calibragao (ANVISA, 2003).

3.3 Resultados e discussao

Antes dos ensaios de otimizagdo dos parametros de extragdo por headspace,
algumas condi¢des cromatograficas, como as temperaturas do injetor, do forno (programa de
temperatura) e do detector, e o fluxo do gas de arraste, foram estabelecidas a fim de obter
picos cromatograficos com alta resolu¢do no menor tempo, sem interferéncia de outros
compostos que pudessem estar presentes na amostra analisada. Contudo, o m-xileno e o p-
xileno foram identificados e quantificados juntos, ja que co-eluiram (Figura 3.1).

A otimizagdo e a valida¢do do método analitico foram realizadas apenas para o
PID (Figura 3.1a), ja que esse detector mostrou uma maior sensibilidade na determinacdo de
BTEX do que o FID (Fig. 3.1b), assim como os seus picos apresentaram uma maior resolu¢ao
na faixa de concentracdo testada conforme observado em estudos anteriores (CAVALCANTE

et al., 2010; GOBATO; LANCAS, 2001).
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Figura 3.1 — Cromatogramas de uma solucdo padrdo de BTEX (100 u g-L'1 de cada composto)
obtidos pelo PID (a) e pelo FID (b).
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1, benzeno; 2, tolueno; 3, clorobenzeno (padrdo interno); 4, etilbenzeno; 5, m,p-xilenos; 6, o-xileno.

3.3.1 Otimizacdo multivariada da extrag¢do de BTEX

Os gréficos de Pareto obtidos para cada composto BTEX, em um nivel de
confianca de 95%, revelaram que o efeito da salinidade ndo foi significativo em todos os
casos (Figura 3.2). Assim, o método de extragdo proposto pode ser utilizado para a deteccdo
desses compostos em diferentes amostras de dgua e efluente, ja que a determinacdo de BTEX
nao dependeu da salinidade.

Além disso, os graficos mostram que, para todos os BTEX, a extracao por HS foi
mais influenciada pelo volume da amostra, cujo valor 6timo foi de 15 mL. De fato, foi o tinico
fator significativo para a maioria dos compostos estudados (Figuras 3.2a, b, €). Por outro lado,
para os compostos etilbenzeno e o-xileno, o tempo de incubagdo também foi bastante

significativo (Figuras 3.2c, d), jd que, provavelmente, devido ao seu elevado ponto de
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ebulicdo, esses compostos necessitaram de um tempo mais longo para que as fases (aquosa e

gasosa) atingissem o equilibrio as temperaturas avaliadas.

Figura 3.2 — Graficos de Pareto do planejamento fatorial completo para os compostos benzeno

(a), tolueno (b), etilbenzeno (c), o-xileno (d) e m,p-xilenos (e).
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Embora a temperatura niao tenha sido um fator significativo, valores mais
elevados favoreceram o processo de extracdo para quase todos os compostos estudados,
exceto para o benzeno (Figura 3.2a), o que permitiu melhores respostas (isto é, maiores dreas
de pico) serem obtidas. Esses resultados estdo de acordo com Heleno et al. (2010), os quais
mostraram a viabilidade da extragdao de BTEX de dguas por HS estético seguido de andlise

por GC-FID, cuja temperatura ideal foi de 80 °C.
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Segundo Slater et al. (1999), a temperatura de extracio ¢ um parametro
importante para a sensibilidade analitica de compostos volateis, pois 0 seu aumento reduz a
solubilidade de compostos e, portanto, favorece a transferéncia do analito da fase aquosa para
a gasosa. Entretanto, temperaturas muito elevadas (> 80 °C) possibilitam a formagao de vapor
de dgua no headspace da amostra, o que pode levar a uma redugdo significativa dos analitos
de interesse (CAVALCANTE et al., 2010). Além disso, existe a possibilidade de ruptura da
seringa durante a amostragem, ja que a pressao dentro do vial ¢ aumentada quando submetido
a altas temperaturas (MENENDEZ et al., 2000; SERRANO; GALLEGO, 2004). Portanto,
conforme recomendado por Cavalcante et al. (2010), a temperatura da extracdo foi limitada a
70 °C.

Apds o procedimento de otimizacdo multivariada dos dados, verificou-se que o
volume da amostra foi o fator de maior impacto sobre o sinal (drea de pico) dos analitos,
sendo a resposta mixima atingida — para temperatura de 70 °C e tempo de incubacgdo de 15
min — quando o volume de amostra foi de 15 mL (Figura 3.3). Mais uma vez, verificou-se que
a influéncia da salinidade foi claramente desprezivel (Figura 3.3). Logo, decidiu-se manté-la
Zero.

Em relacdo ao tempo de incubagio, pode-se observar que, para volume de amostra
de 15 mL e salinidade nula, a uma temperatura de extracdo de 70 °C, a resposta maxima (o
valor 6timo) s6 foi alcangada apds aproximadamente 23 min (Figura 3.4). No entanto, uma
resposta de quase 0,90 (ou seja, 90% da resposta mdxima) pode ser obtida em um tempo de
incubacdo de 15 min (Figura 3.4), o que permitiu, portanto, a andlise ser realizada em um

tempo total menor sem reduzir consideravelmente sua sensibilidade.
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Figura 3.3 — Superficie de resposta (a) e suas respectivas curvas de nivel (b) para a otimizacao
multivariada da extracdo de BTEX: volume amostra contra salinidade. A temperatura foi
fixada a 70 °C, e o tempo de incubacdo, em 15 min.
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Figura 3.4 — Superficie de resposta (a) e suas respectivas curvas de nivel (b) para a otimizagao
multivariada da extracdo de BTEX: temperatura contra tempo de incubacdo. O volume de

amostra foi fixado em 15 mL, e a salinidade, a 0 g-L'l.
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3.3.2 Validacao do método HS-GC-PID

Para assegurar sua confiabilidade, o método analitico foi submetido a validacao,
em que alguns parametros, como seletividade, linearidade, precisdo e limites de deteccdo e
quantificac@o, foram determinados.

O método foi muito seletivo, pois os cromatogramas obtidos a partir da andlise da
amostra da refinaria de petréleo LUBNOR da Petrobras mostraram que apenas os analitos de
interesse (compostos BTEX) eluiram em seus respectivos tempos de retencdo. A curva de
calibragdo de cada composto foi obtida a partir da relac@o entre as concentracdes estudadas e
as suas dreas de pico correspondentes. Para todos os compostos, o coeficiente de correlagdo
(R) foi superior a 0,999 (Tabela 3.3), o que indicou que o método tinha uma boa linearidade.

A repetibilidade do método variou de 0,05 a 0,26% para o tempo de retengdo

(andlise qualitativa) e de 1,46 a 3,76% para a darea de pico (anélise quantitativa) (Tabela 3.3),
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mostrando, entdo, excelente precisdo, j4 que nenhum analito apresentou um DPR acima do
limite superior de 5% (ANVISA, 2003). A repetibilidade obtida neste estudo € melhor do que
as obtidas por Cavalcante et al. (2010), os quais utilizaram o mesmo equipamento € a mesma
tecnologia de extragdo, e por outros métodos de determinacdao de BTEX relatados na literatura
(Tabela 3.4).

O LD e o LQ alcangados para cada composto BTEX variaram de 0,13 a 0,43
ug-L' e de 0,43 a 1,61 pg-L' (Tabela 3.3), respectivamente, e foram menores do que os
encontrados por outros estudos (AEPPLI et al., 2008; KUBINEC et al., 2005), inclusive
quando se utilizou a técnica de extragio por HS (CAVALCANTE et al., 2010; MENENDEZ
et al., 2000) (Tabela 3.4). Esse fato confirma a elevada sensibilidade do detector (PID) para
tais compostos aromaticos.

Ademais, os valores de LD e LQ foram menores do que as concentragdes
maximas de BTEX permitidas em dgua potdvel ou para o lancamento de dguas residudrias,
estabelecidas por legislagdes ambientais brasileiras e americana e também pela Organizagdo
Mundial de Saide (OMS) (Tabela 3.5). Portanto, o método HS-GC-PID pode ser
eficientemente utilizado para a determinacao e o monitoramento de BTEX em diferentes tipos

de 4gua e efluente.



Tabela 3.3 — Parametros analiticos avaliados na validagdo do método HS-GC-PID para determinag¢do de BTEX.

Linearidade LD L Repetibilidade®
Analitos Equacao de Faixa de Coeficiente de (gL ( .%-1) tr Area de
regressao calibraciio (ug'L™")  correlacio (R) He He (%) pico (%)
Benzeno y=0,0061x + 0,0301 0,5-1000 0,9997 0,43 1,44 0,26 3,76
Tolueno y=0,0114x + 0,0136 0,5-1000 0,9999 0,48 1,61 0,20 3,17
Etilbenzeno  y=0,0113x + 0,0214 0,5-1000 0,9999 0,13 0,43 0,19 1,69
m,p-Xileno y=0,0130x + 0,0567 0,5-1000 0,9999 0,41 1,37 0,09 1,46
o-Xileno y=0,0098x + 0,0268 0,5-1000 0,9999 0,20 0,66 0,05 1,46
LD, limite de deteccdo; LQ, limite de quantificacdo; tg, tempo de retencao.
*Desvio padrio relativo (DPR) dos tempos de retengdo e dreas de pico (n = 10).
Tabela 3.4 — Parametros de validag@o de outros métodos de determinag¢do de BTEX (continua).
Técnica/deteccio  Linearidade (ug'L™") LD (ug'L") LQ (ug'L") DPR (%) Referéncia
HS/GC-FID 10-8000 1,0-2,0 - 4,0-5,0 Menéndez et al. (2000)
SPME/GC-FID 2-2000 0,2-1,0 - 4,0-8,0 Menéndez et al. (2000)
HS-SPME/GC-FID 0,8-2000 0,08-0,6 - 3,0-7,0 Menéndez et al. (2000)
P&T/GC-MS 0,5-10 0,05 - - Golfinopoulos, Lekkas e Nikolaou (2001)
HS/GC-MS 0,5-10 0,2-0,05 - - Golfinopoulos, Lekkas e Nikolaou (2001)
P&T/GC-MS 6,5-4000 0,003-0,03 - 1,0-8,9 Bianchin et al. (2012)
DAI/GC-FID 5-500 0,6-1,1 2,0-3,6 - Kubinec et al. (2005)
HS-SPDE/CG-MS 0,013-15 0,013 - 3,2 Jochmann, Yuan e Schmidt (2007)
HS-PVT/CG-MS 0-35 0,6-2,0 2,0-5,0 5,5-12 Pavon et al. (2007)
HS/CG-MS 0,01-5 0,10-0,81 - - Ridgway, Lalljie e Smith (2007)
DAI/GC-FID 5-520 0,24-2,1 - 5,6-21 Aeppli et al. (2008)
SPME/GC-FID 2-100 0,05-0,28 0,14-0,84 0,86-2,07 Gaujac et al. (2008)

€S



Tabela 3.4 — Parametros de validacao de outros métodos de determinagao de BTEX (conclusao).
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Técnica/deteccio  Linearidade (ug'L™") LD (ug'L") LQ (ug'L") DPR (%) Referéncia
HS/GC-PID 0,1-250 0,22-7,48 - 5,62-8,19 Cavalcante ef al. (2010)
HS/GC-FID - 0,09-0,70 0,29-2,34  8,89-13,39 Heleno et al. (2010)
HS-SPME/GC-MS - 0,024-031  0,08-1,03  2,28-4,70 Heleno ef al. (2010)
HF-SPME/GC-FID 0,001-0,02 0,005-0,006 - 3,4-4,5 Es'haghi, Ebrahimi e Hosseini (2011)
HS/GC-PID 0,5-1000 0,13-0,48 0,43-1,61  1,46-3,76 Este estudo

LD, limite de detec¢do; LQ, limite de quantifica¢do; DPR, desvio padrio relativo; HS, headspace; SPME, solid-phase micro-extraction (microextracdo em fase
solida); P&T, purge and trap; DAL, direct aqueous injection (injecdo direta aquosa); SPDE, solid-phase dynamic extraction (extragdo dindmica em fase sélida);
PVT, programmed temperature vaporization (vaporizacio a temperatura programada); HF, hollow fiber (fibra oca); CG, gas chromatography (cromatografia
gasosa); MS, mass spectrometry (espectrometria de massa); FID, flame ionization detector (detector por ionizagdo de chama); PID, photoionization detector
(detector por fotoionizacao).

Tabela 3.5 — Concentra¢des méximas de BTEX permitidas em dgua potdvel e para o langcamento de dguas residudrias, estabelecidas por

legislacOes ambientais brasileiras e americana e pela Organizacdo Mundial de Saudde.

Benzeno Tolueno Etilbenzeno Xilenos

Referéncia (gL  (ugL?) (ug-LY) (ng'L™)
MS (2011)* 5 170 200 300
CONAMA (2008)° 5 170 200 300
CONAMA (2011)° 1200 1200 840 1600
USEPA (2012b)* 5 1000 700 10000
WHO (2011)? 10 700 300 500

MS, Ministério da Saide; CONAMA, Conselho Nacional do Meio Ambiente; USEPA, United
States Environmental Protection Agency (Agéncia de Prote¢cdo Ambiental Americana); WHO,
World Health Organization (Organizacdo Mundial da Satde).

*Agua potivel.

"Agua subterrinea (potével).

‘Langamento de dgua residudria.

“Para uso recreativo, a concentragio maxima é 10 pg-L' para o benzeno.
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3.4 Conclusoes

A técnica de planejamento experimental multivariado permitiu a otimizag¢ao das
condic¢des analiticas de extracdo por HS seguido de andlise por GC-PID para a determinacdo
de BTEX em diferentes amostras aquosas, como d4guas subterraneas, superficiais e
residudrias.

O volume da amostra foi o parametro mais relevante para a determinacdo de
BTEX, enquanto a salinidade ndo influenciou significativamente o processo. Assim, o método
analitico proposto pode ser aplicado a diferentes amostras de dgua, pois a determinagdo de
BTEX ndo dependeu da salinidade.

O método cromatografico apresentou excelente seletividade, linearidade e
precisao na determinacdo de BTEX. Foi também altamente sensivel a esses compostos, ja que
alcancou limites detec¢do e de quantificacdo muito baixos, os quais foram menores do que as
concentracdoes maximas de BTEX permitidas em dgua potavel ou para o lancamento de dguas
residudrias, estabelecidas por legislacdes ambientais brasileiras e americana e também pela

Organizag¢ao Mundial de Saude.
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4 TRATAMENTO ANAEROBIO DE AGUAS SINTETICAS CONTAMINADAS COM
BTEX EM REATOR METANOGENICO SOB DIFERENTES CONDICOES
OPERACIONAIS

4.1 Introducao

Hidrocarbonetos monoaromaticos, tais como benzeno, tolueno, etilbenzeno e os
isdmeros do xileno (BTEX), sdo importantes constituintes do petréleo bruto e de seus
derivados (WEELINK; VAN EEKERT; STAMS, 2010). De fato, esses compostos podem
corresponder a até aproximadamente 18%, em massa, de uma mistura padrdo de gasolina (JO
et al., 2008a). Portanto, a partir do vazamento acidental de tubulacdes e tanques de
armazenamento subterraneos de combustiveis fésseis, os BTEX — os quais possuem
solubilidade e mobilidade em &4gua relativamente alta — podem contaminar extensivamente
solos e aquiferos subterrineos, comprometendo fontes de dgua potdvel (DOU; LIU; HU,
2008; DOU et al., 2008) e representando, assim, um sério problema ambiental e de saide
publica devido a elevada toxicidade e ao potencial carcinogénico desses compostos (FOGHT,
2008; JO et al., 2008a; WEELINK; VAN EEKERT; STAMS, 2010).

Além disso, no Brasil, etanol € adicionado a gasolina (20-25%, em volume) de
forma a atenuar as emissOes atmosféricas automotivas prejudiciais. Entretanto, isso pode
agravar o problema de contaminagao de aquiferos subterraneos, ja que o etanol pode exercer
um efeito de co-solvéncia, aumentando a solubilidade em dgua dos BTEX e,
consequentemente, resultando em concentracdes mais elevadas (CORSEUIL et al., 2011).

Entre as vérias tecnologias de remediagdo, in sifu ou ex situ, disponiveis para o
tratamento de dguas contaminadas com BTEX, os processos biolégicos (ou biorremediacdo),
especialmente os anaerdbios, tém se destacado por serem econOmicos, eficientes e
ambientalmente corretos. De fato, a biorremediacio ex sifu por meio de reatores anaerdbios
tem sido utilizada com sucesso no tratamento de 4guas contaminadas com poluentes quimicos
ou organicos, incluindo os BTEX. Entretanto, alguns parametros operacionais, tais como
tempo de detencdo hidrdulica, concentracdo afluente de poluentes, carga organica
volumétrica, recirculacio de efluente e outros, podem influenciar no desempenho de
degradacdo desses compostos (FARHADIAN et al., 2008).

Por exemplo, a literatura reporta que a recirculacdo de efluente tem um impacto
positivo na capacidade de remocao de fendis, compostos semelhantes aos BTEX em termos

de aromaticidade, ja que, além de melhorar a transferéncia de massa (contato entre substrato e
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microbiota), favorece a diluicdo do afluente no inicio do reator, mantendo, assim, a
concentracdo de compostos inibitérios dentro de uma faixa adequada (VEERESH; KUMAR;
MEHROTRA, 2005).

Outro fator importante é a presencga de etanol em dguas contaminadas com BTEX
a partir de vazamentos de tanques de gasolina. Estudos mostram que esse composto €
preferencialmente degradado em relacdo aos BTEX sob diversas condi¢gdes redox (aerdbia,
desnitrificante, sulfetogénica e metanogénica), dificultando, assim, o seu processo de
degradacao (CHEN; BARKER; GUI, 2008; CORSEUIL et al., 1998; CORSEUIL et al.,
2011; DA SILVA; RUIZ-AGUILAR; ALVAREZ, 2005). Além disso, acetato e hidrogénio —
possiveis intermedidrios da degradacdo sintréfica de BTEX — podem ser produzidos a partir
da digestdo anaerdébia de etanol. Logo, a degradacdo de elevadas concentracdes desse co-
substrato pode resultar em um acimulo transiente de acetato e hidrogénio, o que,
provavelmente, inibiria a degradagdo sintréfica de BTEX, jd que o processo passaria a ser
energeticamente desfavordvel (EDWARDS; GRBIC-GALIC, 1994; RAKOCZY et al., 2011).

Assim, o presente estudo avaliou a influéncia do tempo de detencao hidraulica, da
recirculacao de efluente e da reducdo da concentracdo de co-substrato (etanol) no desempenho

de remocdo anaerébia de BTEX em reator metanogénico.

4.2 Material e métodos

4.2.1 Sistema experimental

O experimento em fluxo continuo foi realizado em um reator anaerébio de manta
de lodo e fluxo ascendente (UASB, up-flow anaerobic sludge blanket), em escala laboratorial
(volume qtil de 3,3 L), feito a partir de tubos e conexdes de PVC para esgoto (Figura 4.1). O
reator foi inoculado com lodo anaerdbio (~50 g SSV-L") de um reator de circulacdo interna
(IC, internal circulation) mesofilico de uma cervejaria (Horizonte, Ceard, Brasil), cuja
atividade metanogénica especifica (AME) foi 0,63 g DQO (glicose)-g SSV™'-d™.

A fim de evitar a formagdo de caminhos preferenciais ou curtos-circuitos através
da manta de lodo e facilitar a liberacao do biogds, evitando o efeito pistdo (elevacdo da manta
de lodo causada pelo biogds aprisionado), um homogeneizador (5 rpm) foi instalado no reator
(LEITAO, 2004).

O afluente era armazenado a aproximadamente 5 °C em um recipiente de PVC

(volume total de 7 L) provido de uma atmosfera de N, (100%, White Martins, Brasil), a partir
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de uma bolsa de Tedlar® para amostragem de gis (Supelco, EUA), a fim de evitar a

volatilizagdo de BTEX dentro do recipiente e minimizar o contato do afluente com o O, do ar.

Figura 4.1 — Configuracdo do sistema experimental utilizado na remoc¢do de BTEX sob

condi¢Oes anaerdbias metanogénicas.

o

1, afluente; 2, bomba peristéltica (alimentacdo); 3, reator UASB; 4, efluente; 5, bomba dosadora (recirculagio);
6, biogds; 7, medidor de gas; 8, homogeneizador; 9, bolsa de Tedlar® (N»).

O reator era alimentado por meio de bomba peristdltica (Minipuls 3, Gilson,
EUA) através de tubos flexiveis de Tygon® Fuel and Lubricant (Cole-Parmer, EUA) —
material inerte aos compostos aromadticos testados — e operado a temperatura ambiente de
aproximadamente 27 °C. Em algumas etapas experimentais, usou-se recirculacao de efluente
por meio de bomba dosadora (Concept Plus, ProMinent Dosiertechnik GmbH, Alemanha). O
biogds produzido era coletado e medido por um medidor de gds previamente calibrado

(método de deslocamento de liquido).

4.2.2 Agua contaminada sintética

A 4gua contaminada sintética consistia de uma soluc¢do aquosa contendo BTEX,
ou seja, benzeno (99,5%, Dindmica Quimica, Brasil), tolueno (99,5%, Vetec, Brasil),
etilbenzeno (99,0%, Sigma-Aldrich, EUA), o-xileno (98,0%, Fluka, EUA), m-xileno (99,0%,
Sigma-Aldrich, EUA) e p-xileno (99,0%, Sigma-Aldrich, EUA), um co-substrato, meio basal
(macro e micronutrientes) € um tampao. O co-substrato era o etanol (99,8%, Dinamica,
Brasil), e o meio basal era preparado de acordo com Firmino et al. (2010). Para manter o pH

préoximo a 7,0, a solugdo era tamponada com bicarbonato de s6dio (NaHCO3) na proporcao de
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1 g de NaHCO; para cada 1 g DQO. Todos os reagentes foram utilizados como adquiridos,

sem purificacdo adicional.
4.2.3 Procedimento experimental

O experimento com dgua contaminada com BTEX foi dividido em sete etapas
(Tabela 4.1), incluindo a partida do reator (periodo de aclimatagdo) (etapa I), durante a qual o
etanol era a tunica fonte de carbono e energia. Apds atingir condi¢des operacionais estaveis
durante o periodo de partida, o reator passou a ser alimentado com BTEX a uma concentragdo
total média de aproximadamente 18 mg-L'1 (~3 mg-L"' de cada composto) (etapa II).
Posteriormente, o tempo de detencao hidraulica (TDH) do reator foi reduzido de 48 para 36 h

(etapa III) e, em seguida, para 24 h (etapa IV) a fim de avaliar o impacto dessa diminui¢do no

desempenho do reator.

Tabela 4.1 — Parametros operacionais do reator sob condi¢cdes anaerdbias metanogénicas.

Etapa I I I 10 A\ VI vl
Fim da etapa (dia) 49 201 251 282 308 343 363
TDH (h) 48 48 36 24 48 48 48

DQO total (g-L™) 1,8 1,6 1,6 1,7 1,6 0,3 0,3
Etanol (g-L™) 08 0,72 0,76 0,77 0,76 0,11 0,10
BTEX (mg-L'l) - 180 17,0 14,6 16,1 19,5 19,1
Benzeno (mg-L™") - 34 29 26 26 30 28

Tolueno (mg-L™) - 29 27 24 25 33 33

Etilbenzeno (mg-L’l) - 3,0 3,0 2.5 2.8 3,5 3,5

o-Xileno (mg-L™) - 2,9 2,5 2,2 2,4 3,0 3,1

m,p-Xilenos® (mg-L’l) - 5,9 59 5,0 5,7 6,8 6,5

Recirculagdo (L-h'l) - - - - 0,7 0,7 -

TDH, tempo de detengdo hidrdulica; DQO, demanda quimica de oxigénio.

?0s isOmeros meta- e para-xilenos foram quantificados juntos devido a limitagdo do método
cromatografico.

Na etapa V, o TDH foi restabelecido para 48 h, e uma vazao de recirculagao de
efluente de 0,7 L-h foi aplicada ao sistema para averiguar seu efeito na transferéncia de
massa (contato substrato-microrganismo) e, logo, na remog¢do anaerébia de BTEX. Em
seguida, na etapa VI, a fim de investigar o efeito da carga do co-substrato na remocao
anaerdbia dos hidrocarbonetos aromaticos, a recirculagao de efluente foi mantida, enquanto a

concentracdo de etanol foi reduzida para aproximadamente 0,3 g DQO-L". Finalmente, na
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etapa VII, o sistema de recirculacdo foi desligado de forma a confirmar seu impacto no
desempenho do reator quando submetido a baixa carga de co-substrato. A transi¢do entre as
diversas etapas foi feita apds a verificacdo da estabilidade (variacdo de até 10%) da
concentracdo efluente de BTEX nos trés ultimos pontos analisados (equivalente a uma

semana de operacgao).
4.2.4 Anadlises quimicas e cromatogrdficas

DQO e pH eram determinados de acordo com o Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005), enquanto os dcidos graxos volateis
(AGV), pelo método titulométrico de Kapp (BUCHAUER, 1998).

Os compostos BTEX eram determinados por extracdo por headspace estéatico
(Triplus HS, Thermo Scientific, USA) seguido de cromatografia gasosa com deteccdo por
fotoionizacdo (HS-GC-PID, headspace-gas chromatography-photoionization detection)
(Trace GC Ultra, Thermo Scientific, USA) conforme descrito no capitulo 3 (secdo 3.2.2.2).
Todas as amostras (15 mL) eram previamente diluidas com 4gua ultrapura (Milli-Q system,
EMD Millipore, USA) diretamente em vials de vidro borossilicato para headspace (20 mL)
(Supelco, EUA), os quais eram, em seguida, selados com septos de PTFE/silicone e lacres de
aluminio (Supelco, EUA).

A caracterizacdo de biogés foi realizada, em termos de ar (O, + N;), CO;, e CHy,
por cromatografia gasosa com deteccdo por condutividade térmica (GC-TCD, gas
chromatography-thermal conductivity detection) (GC-17A, Shimadzu Corporation, Japdo). A
amostra de biogds (1,0 mL) era injetada no modo splitless, e a separagdo cromatogréifica era
realizada em uma coluna Rt-QPLOT (polimero poroso de divinilbenzeno, 30 m, 0,53 mm
D.I.) (Restek Corporation, EUA). As temperaturas do forno, do injetor e do detector eram 40,
50 e 200 °C, respectivamente. Hélio (White Martins, Brasil) era utilizado como géds de arraste

a um fluxo de 0,7 mL-min'l, e o tempo de corrida, 5 min.
4.2.5 Métodos estatisticos

O programa Statgraphics Centurion XV foi utilizado para a andlise estatistica dos
dados, sendo aplicados os testes ndo-paramétricos de Mann-Whitney e de Kruskal-Wallis, os
quais nao requerem uma distribui¢do especifica de dados, para comparar o desempenho do

reator durante as diferentes etapas experimentais. Os resultados dos testes foram avaliados de
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acordo com o valor de p. Se p < 0,050, a hipétese nula € rejeitada, ou seja, os grupos de dados

sdo considerados estatisticamente diferentes.
4.3 Resultados e discussao
4.3.1 Remocdo de DQO e producdo de metano

Inicialmente, durante sua partida, o reator foi alimentado com afluente livre de
BTEX, ou seja, o etanol era a tnica fonte de carbono e de energia (etapa I). Apesar da elevada
flutuacdo dos valores afluentes de DQO, o efluente apresentou excelente qualidade e
estabilidade, proporcionando a obtencdo de altas eficiéncias de remocdo de DQO (~96%)
(Figura 4.2). Consequentemente, a producao média de metano, nessa etapa, foi de 0,408 L por
g de DQO removida (L-g DQOen ') (Tabela 4.2), uma produgio levemente superior 2 teGrica
esperada a 1 atm e 27 °C (0,385 L-g DQOrem'l), confirmando o bom desempenho operacional

do reator.

Figura 4.2 — DQO afluente e efluente e efici€éncia de remogao.
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Tabela 4.2 — Desempenho operacional do reator em termos de remocdo de DQO e producao de metano.

Etapa I I III 0% v VI VII
TDH (h) 48 48 36 24 48 48 48
Etanol (g'L™) 0,85 0,72 0,76 0,77 0,76 0,11 0,10
Recirculaciio (L-h™) - - - - 0,7 0,7 -

Vase (m-h™h) 0,016 0,016 0,021 0,031 0,174 0,174 0,016

pH _ Efluente 7302 7202 76006) 7006 7602 1902 7701

Afluente (mg-L™) 1786 (147) 1570 (219) 1634 (141) 1662 (98) 1644 (255) 300 (50) 275 (37)
DQO Efluente (mg-L™) 71 (24) 116 (57) 114 (60) 172 (110) 191 (105) 167 (96) 154 (37)
TR (mg-L"-d™) 857 (75) 727 (111) 1013 (99) 1491 (96) 726 (111) 78 (24) 61 (14)

. Eficiéncia (%) 96014 92542 9069 83801  8860G38) 524(135) 44489)

CHL, (L-d™) 1,25(0,16)  0,91(0,10)  1,26(0,19)  1,49(0,12) 0,86 (0,06) - -

(L-g DQOpen ") 0,408 (0,067) 0,374 (0,058) 0,398 (0,023) 0,374 (0,035) 0,461 (0,066) -

TDH, tempo de deten¢@o hidrédulica; V., velocidade ascensional; DQO, demanda quimica de oxigénio; TR; taxa de remog¢do; DQO,.,,, demanda quimica

de oxigénio removida.
O desvio padrio € exibido entre parénteses.

€9
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Em seguida, apos a verificagdo da sua estabilidade operacional, o reator passou a
ser alimentado com BTEX (etapa II), e observou-se, inicialmente, uma maior instabilidade
tanto na eficiéncia de remocao quanto na concentrac¢io efluente de DQO (Figura 4.2). Ap6s o
dia 97 de operagdo, o reator apresentou uma melhor estabilidade operacional (Figura 4.2), o
que seria, portanto, resultado de uma provdvel adaptacdo da microbiota aos compostos
aromdticos. Mesmo assim, verificou-se uma queda de aproximadamente 3,5% na efici€ncia
média de remog¢ao de DQO (p < 0,001) (Tabela 4.2).

E importante mencionar que a DQO afluente dessa etapa foi menor do que a da
etapa I (p < 0,001) (Figura 4.2), o que poderia justificar a reduc@o da eficiéncia. Contudo, a
DQO efluente da etapa II foi considerada estatisticamente maior do que a da etapa anterior (p
= 0,002) (Figura 4.2), ou seja, a qualidade do efluente, em termos de DQO, diminuiu apds a
introducdo de BTEX. Com relagdao a produc¢do de metano, embora se tenha observado uma
reducdo de 8% do seu valor médio em relagdo ao da etapa I, ndo se verificou diferenca
estatistica (p = 0,223) (Tabela 4.2). Além disso, a producdo média se manteve proxima ao
valor tedrico de 0,385 L-g DQOrem'1 a 1 atm e 27 °C. Assim, aparentemente, embora a adi¢ao
dos hidrocarbonetos aromaticos tenha causado um leve impacto negativo no desempenho de
remog¢ao de matéria orginica, ndo comprometeu a operagao do reator.

Na etapa III, o TDH do reator foi reduzido de 48 para 36 h, e, apesar da ampla
variacdo da DQO afluente, o desempenho de remoc¢do de DQO foi bastante estavel (Figura
4.2), ndo sendo verificadas diferengas estatisticamente significativas entre as eficiéncias (p =
0,522), as concentragdes efluentes (p = 0,650) e, inclusive, as produg¢des de metano (p =
0,501) das etapas Il e III (Tabela 4.2).

Em seguida, quando o reator passou a ser operado com um TDH de 24 h (etapa
IV), percebeu-se uma maior instabilidade no seu desempenho de remocao de DQO (Figura
4.2), o que levou a um aumento da DQO média efluente (~1,5 vez) e, logo, a uma diminui¢ao
de 3% na eficiéncia média (Tabela 4.2). Mesmo assim, os testes estatisticos ndo revelaram
diferenca significativa em relacdo aos dados obtidos na etapa III (p = 0,081 para DQO
efluente, e p = 0,113 para eficiéncia de remoc¢ao). Adicionalmente, a producdo de metano
permaneceu semelhante a da etapa anterior (p = 0,194) (Tabela 4.2).

Estando de acordo com os resultados apresentados, de Nardi er al. (2005),
utilizando um RAHLF mesofilico (25 °C) para o tratamento de dgua contaminada com
gasolina (4 g DQO-L™), niio observaram diferenca no desempenho de remogio de DQO do

seu reator com a reducdo do TDH de 20 para 16 h.
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Por outro lado, Ramakrishnan e Gupta (2008b), durante o tratamento de dgua
residudria sintética contendo 752 mg-L" de compostos fendlicos (2,24 g DQO-L™), os quais
sao semelhantes aos BTEX em termos de aromaticidade, relataram que a eficiéncia de
remog¢ao de DQO de um reator anaerébio hibrido mesofilico (27 °C) diminuiu de 93 para
86,5% com o decréscimo do TDH de 36 para 24 h, enquanto a producdo de metano aumentou
de 0,331 para 0,349 L-g DQOadidonada'l. Segundo os autores, a reducdo da bioatividade do
sistema foi causada pelo aumento da carga de compostos fendlicos com a diminui¢do do
TDH.

Na etapa V, o TDH foi restabelecido para 48 h, e uma vazao de recirculagdo de
efluente de 0,7 L-h™ (relagdo recirculagio/alimentacdo de aproximadamente 10) foi aplicada
ao reator. Em relacdo a etapa IV (TDH = 24 h), apesar da maior instabilidade do sistema
(Figura 4.2), ndo se constataram diferencas significativas na eficiéncia de remog¢ao de DQO (p
= 0,400) nem na qualidade do efluente (p = 0,599). No entanto, a producdo de metano foi
aproximadamente 20% superior a da etapa IV (p = 0,023) (Tabela 4.2).

Todavia, ao comparar o desempenho do reator para o mesmo TDH (etapas Il e V),
observou-se uma queda de 3,9% na eficiéncia média de remog¢dao de DQO (p = 0,039),
enquanto a DQO média efluente foi 65% maior do que a da etapa sem recirculagido (Tabela
4.2). Mesmo assim, os testes estatisticos ndo revelaram diferenca significativa entre a
qualidade do efluente de ambas as etapas (p = 0,068). Quanto a producao de metano, esta foi
quase 20% maior do que a tedrica esperada a 1 atm e 27 °C (0,385 L-g DQOrem'l), mas
permaneceu estatisticamente similar a da etapa II (p = 0,058) (Tabela 4.2).

O uso de recirculacio de efluente pode favorecer uma distribuicdo mais
homogénea e uniforme do substrato, reduzindo o gradiente de concentracdo ao longo do
reator e proporcionando uma transferéncia de massa efetiva (contato entre substrato e
microbiota), o que, consequentemente, poderia influenciar positivamente tanto a degradacao
de substrato quanto a produgdo de biogds (MOHAN et al., 2007). Entretanto, dependendo da
composi¢do da dgua residudria e da configuragdo do sistema de tratamento, os resultados
podem ser bem diferentes (BUZZINI et al., 2006; BUZZINI; PIRES, 2007; DEL POZO;
DIEZ; BELTRAN, 2000; RAMAKRISHNAN; GUPTA, 2008a).

Ramakrishnan e Gupta (2008a), por exemplo, ao utilizarem um reator anaerébio
hibrido (TDH = 16 h) mesofilico (27 °C) para o tratamento de dgua residudria sintética
contendo 752 mg-L' de compostos fendlicos (2,24 g DQO-L™), observaram que, apds a
aplicacdo de uma relagdo recirculagdo/alimentacdo (R/A) de apenas 0,5, a eficiéncia de

remog¢do de DQO aumentou de 85 para 88%, e a produ¢do de metano, de 0,30 para 0,32 L-g
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DQOyem ™. Segundo os autores, a recirculagdo aumentou a velocidade ascensional e melhorou
as condi¢des de mistura do reator, resultando, portanto, em um melhor desempenho do
sistema de tratamento.

Por outro lado, em experimentos com reator UASB mesofilico (30 °C), durante o
tratamento licor negro diluido (1,4 g DQO-L") oriundo de uma industria de polpa Kraft, a
introducdo de um sistema de recirculacdo de efluente (relacio R/A = 0,5) ocasionou uma
reducdo da eficiéncia média de remocao de DQO de 80 para 75% (BUZZINI et al., 2006;
BUZZINI; PIRES, 2007).

del Pozo, Diez e Beltrdan (2000), por sua vez, utilizando um reator anaerébio de
leito fixo, operado com fluxo descendente (TDH = 5 h ) e sob condi¢des mesofilicas (35 °C),
como pré-tratamento de efluente de abatedouro de aves (~2,1 g DQO'L'I), ndo constataram
diferencas estatisticamente significativas na remog¢ao de DQO quando o reator foi submetido
a relacdes R/A variando entre 0 e 22.

Na etapa VI, a concentragdo de etanol foi diminuida de forma a obter uma DQO
média afluente de aproximadamente 300 mg-L™' (Tabela 4.2). A qualidade do efluente, em
termos de DQO, permaneceu semelhante a da etapa anterior (p = 0,710) (Tabela 4.2).
Consequentemente, devido a menor DQO afluente nessa etapa (p < 0,001), menores valores
de eficiéncia de remoc¢do foram alcancados em relacdo a etapa V (p < 0,001) (Figura 4.2).
Também se constatou uma maior instabilidade nos valores de eficiéncia, o que pode ser
justificado pelas baixas concentra¢des de matéria organica (Figura 4.2). Portanto, qualquer
variacdo minima nos valores afluentes e efluentes de DQO pode representar uma ampla
flutuacdo da eficiéncia de remoc¢do. Adicionalmente, nao foi possivel registrar o volume de
metano produzido a partir de uma DQO afluente tdo baixa devido a limitacdo do sistema de
medic¢ao utilizado.

Finalmente, na etapa VII, o reator continuou submetido a baixas concentragdes de
co-substrato, e o sistema de recirculacao foi desligado. Embora a eficiéncia média de remog¢ao
de DQO tenha diminuido 8% (Tabela 4.2), ndo foram verificadas diferencas significativas
entre os valores de eficiéncia (p = 0,268) e de DQO efluente (p = 1,000) das etapas VI e VII,
e, aparentemente, o reator apresentou um desempenho levemente mais estavel (Figura 4.2).

Mais uma vez, a produ¢do de metano nao foi registrada pelos motivos supracitados.
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4.3.2 Remocdo de BTEX

Verificada a sua estabilidade operacional durante o periodo de aclimatacao (etapa
I), o reator passou a ser alimentado com BTEX (etapa II). Devido a alta volatilidade dos
compostos BTEX, foi bastante dificil manter suas concentracdes afluentes constantes durante
todo o experimento. Especificamente durante a etapa II, exceto para o benzeno, as
concentracoes afluentes foram reajustadas apés o dia 87 de operagdao de forma a garantir
valores préximos a 3 mg-L" (Figura 4.3).

Para todos os compostos, com exce¢do do benzeno, maiores eficiéncias de
remog¢do foram obtidas no inicio da etapa (> 70% para o tolueno, > 85% para o o-xileno e >
90% para os demais compostos), as quais diminuiram ao longo do tempo (Figura 4.3).
Também se observou uma tendéncia de aumento das concentragdes efluentes dos mesmos
compostos ao longo da etapa II, especialmente até o dia 100 de operacdo (Figura 4.3). Logo, é
bastante provédvel que as eficiéncias mais elevadas, registradas no inicio do experimento,
tenham sido alcangadas, em parte, devido a adsorcao inicial dos compostos na manta de lodo.
Ainda, ao fim da etapa, melhores eficiéncias de remocao e qualidade de efluente foram
obtidas, notadamente para o tolueno (Figura 4.3), sugerindo, assim, uma maior adaptacao da
microbiota a esses hidrocarbonetos aromaticos.

Em termos de eficiéncia média de remocao, o maior valor foi obtido para os
isdmeros m- e p-xilenos e o etilbenzeno (~87%), seguidos, em ordem decrescente, pelos
compostos o-xileno, tolueno e, finalmente, benzeno (com apenas 53%) (Tabela 4.3). Em
contraste, de Nardi et al. (2005), utilizando um RAHLF mesofilico (30 °C) com TDH de
apenas 11,4 h, para o tratamento de dguas contaminadas com BTEX (~3 mg-L'1 de cada
composto) na presenca de etanol, obtiveram eficiéncias médias de remog¢ao para todos os
compostos acima de 80%. Entretanto, assim como observado no presente estudo, os valores
médios de eficiéncia de remocao de cada BTEX seguiram o mesmo padrdo supracitado, ou
seja, a maior eficiéncia média foi alcancada para os isdbmeros m- e p-xilenos (93%), enquanto
o benzeno foi o composto mais recalcitrante (82%) (DE NARDI et al., 2005). Ainda, Enright,
Collins e O'Flaherty (2007), mesmo sob condicdes psicrofilicas (15 °C), conseguiram obter
remog¢do completa de tolueno (6,4 mg-L'l) em um reator anaerébio hibrido (TDH = 24 h)
durante o tratamento de dgua residudria sintética contendo uma mistura desse alquilbenzeno,

etanol e AGV (5 g DQO-L™).
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Figura 4.3 — Concentragdes afluentes e efluentes e eficiéncias de remocdo de benzeno (a),

tolueno (b), etilbenzeno (c), o-xileno (d), m,p-xilenos (e) e BTEX (f).
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Tabela 4.3 — Desempenho operacional do reator em termos de remog¢do dos compostos BTEX (continua).

Etapa I III vV \ VI VII
TDH (h) 48 36 24 48 48 48
Etanol (g-L™") 0,72 0,76 0,77 0,76 0,11 0,10
Recirculacio (L-h™) - - - 0,7 0,7 -

Vase (m+h™) 0,016 0,021 0,031 0,174 0,174 0,016
Afluente (ug-L™") 18030 (3916) 17020 (1704) 14626 (1366) 16158 (1280) 19537 (3109) 19117 (1243)
prpx  Efuente (Lllg-Ilfl) 4166 (1512) 4943 (676) 5320 (386) 3227 (212) 2677 (576) 4126 (606)
TR (ug-L'-d")  6932(1514) 8052 (1125) 9305 (1604) 6465 (580) 8430 (1615) 7495 (664)
... [Fficiéncia (%)  771(59) 70844 63257  800(13)  859(45)  784(3)
Afluente (ug-L") 3394 (507) 2887 (335) 2567 (183) 2658 (226) 2995 (488) 2757 (286)
B Efluente (ug-L") 1587 (466) 1622 (275) 1569 (160) 1294 (102)  1122(290) 1456 (169)
TR (ug-L".d™) 904 (289) 843 (224) 998 (324) 682 (75) 937 (257) 651 (144)
... Eficiéncia (%)  530(128) = 435095  383(112)  51,223)  618(109)  469(77)
Afluente (ug-L") 2901 (715) 2673 (250) 2356 (215)  2545(177)  3332(559) 3273 (201)
T Efluente (ug-L™") 742 (386) 496 (184) 423 (87) 240 (25) 103 (119) 205 (99)
TR (ug-L'.d™) 1079 (268) 1451 (223) 1933 (246)  1152(90)  1615(311) 1534 (112)
. FEficiencia(%) _ 749(102)  812(75)  818(45)  905(12)  965(43)  937(32)
Afluente (ug-L™") 3037 (848) 3031 (349) 2509 (293) 2817 (221) 3462 (532) 3481 (258)
e Efluente (ug-L™") 431 (237) 686 (93) 808 (61) 395 (30) 290 (69) 516 (122)
TR (ug-L'.d™") 1303 (324) 1563 (219) 1701 (324) 1211 (112) 1586 (280) 1482 (118)
... [Fficiéncia (%)  867(51)  772(1)  673(59) _ 859(16)  913G.1)  852G1)
Afluente (ug-L") 2904 (751)  2532(230) 2201 (219) 2438 (193) 2989 (566) 3077 (213)
Efluente (ug-L") 553 (279) 768 (88) 883 (63) 484 (33) 437 (58) 716 (107)
o-X TR (ug-L'.d™) 1176 277) 1176 (153) 1318 (246) 977 (86) 1276 (285) 1181 (116)
Eficiéncia (%) 81,8 (6,9) 69,5 (4,0) 59,4 (5,9) 80,1 (1,2) 84,8 (4,1) 76,7 (3,6)
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Tabela 4.3 — Desempenho operacional do reator em termos de remoc¢ao dos compostos BTEX (conclusao).

Etapa I 1 IV V VI VII
TDH (h) 48 36 24 48 48 48
Etanol (gL 0,72 0,76 0,77 0,76 0,11 0,10
Recirculacio (L-h™) - - - 0,7 0,7 -
Vase (m+h™) 0,016 0,021 0,031 0,174 0,174 0,016
Afluente (ug-L™") 5945 (1443) 5897 (599) 4993 (498) 5700 (476) 6760 (1077) 6529 (461)
. Efluente (ug-L") 827 (434) 1369 (155) 1637 (127) 814 (39) 726 (83) 1233 (217)
PR TR (gLt d Y 2559 (556) 3019 (405) 3356 (535)  2443(226) 3017 (554) 2648 (249)
Eficiéncia (%) 86,8 (5,2) 76,6 (3,3) 66,9 (4,7) 85,7 (0,9) 88,9 (2,8) 81,1 (3,4)

TDH, tempo de deten¢do hidrdulica; V., velocidade ascensional; B, benzeno; T, tolueno; E, etilbenzeno; 0-X, orto-xileno; m,p-X, meta- e para-

xilenos; TR; taxa de remogdo.
O desvio padrao ¢ exibido entre parénteses.

0L
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De fato, ja era esperado que as menores eficiéncias fossem alcangadas para o
benzeno, ja que vdrios estudos sobre a degradacdo anaerdbia de BTEX mostram que esse
composto € o mais recalcitrante sob tais condi¢cdes (FOGHT, 2008; LANGENHOFF;
ZEHNDER; SCHRAA, 1996; PHELPS; YOUNG, 1999; SIDDIQUE et al, 2007,
WEELINK; VAN EEKERT; STAMS, 2010), o que pode ser justificado pelo fato de o
benzeno ser termodinamicamente muito estdvel devido a simetria de elétrons m do anel
aromdtico e a falta de substituintes potencialmente desestabilizantes ou reativos (VOGT;
KLEINSTEUBER; RICHNOW, 2011). Por outro lado, em contraste com a recalcitrancia do
benzeno, a literatura reporta que o tolueno € facil e preferencialmente degradado diante dos
outros compostos BTEX em condi¢des anaerébias (DOU et al., 2008; FOGHT, 2008; HU et
al., 2007, LANGENHOFF; ZEHNDER; SCHRAA, 1996; MECKENSTOCK;
WARTHMANN; SCHAFER, 2004; PHELPS; YOUNG, 1999; SIDDIQUE et al., 2007;
WEELINK; VAN EEKERT; STAMS, 2010), pois, segundo Foght (2008), os genes
catabolicos para esses compostos sao reprimidos pelo tolueno.

Além disso, conforme mencionado no capitulo 2, enquanto a ativacao inicial, sob
condi¢des anaerdbias, de compostos alquilados, como, por exemplo, tolueno e xilenos e, em
alguns casos, até o etilbenzeno, ocorre de forma favordvel por meio da adicdo de fumarato,
formando (metil)benzilsuccinato, tal mecanismo € considerado energeticamente improvavel
de acontecer durante a degradacdo inicial de benzeno, ja que a remocdo de um dtomo de
hidrogénio do anel benzénico para a formacgao de radical fenil requer uma energia de ativagao
muito elevada (> 460 kJ-mol™) (Figura 4.4) (COATES; CHAKRABORTY; MCINERNEY,
2002; RABUS et al., 2001; VOGT; KLEINSTEUBER; RICHNOW, 2011; WIDDEL,;
RABUS, 2001). Logo, rotas metabdlicas alternativas para a ativagdo inicial desse composto
sdo reportadas na literatura, sendo as mais provaveis: (a) hidroxilacdo, produzindo fenol,
seguida da formacdo de p-hidroxibenzoato por carboxilagdo; (b) metilacdo, produzindo
tolueno, seguida da adi¢dao de fumarato para producao de benzilsuccinato; e (c) carboxilagdo,
em que € produzido benzoato (Figura 4.4) (COATES; CHAKRABORTY; MCINERNEY,
2002; FOGHT, 2008).

Contudo, Coates, Chakraborty e Mclnerney (2002) afirmam que apenas a reacao
de metilacdo do benzeno a tolueno é energeticamente favoravel sob condicdes anaerdbias,
podendo utilizar S-adenosilmetionina ou metil-tetrahidrofolato como doadores de radical
metil. Mesmo assim, percebe-se como o benzeno possui uma degradacdo bem mais complexa
do que os outros compostos BTEX. Portanto, a partir dessas informagdes, esperava-se que, no

presente trabalho (etapa II), as maiores eficiéncias de remocao tivessem sido obtidas para o
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(Tabela 4.3).

Figura 4.4 — Rotas metabdlicas de ativacao inicial de benzeno e tolueno (xilenos).
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Fonte: adaptado de Coates, Chakraborty e McInerney (2002); Foght (2008).

Sob condi¢cdes metanogénicas, consércios microbianos degradam hidrocarbonetos

aromaticos, tais como benzeno e tolueno (Figura 4.5), por meio de interagdes sintréficas entre

diferentes microrganismos, que podem incluir bactérias fermentativas — responsaveis pelo

ataque inicial ao composto aromatico, disponibilizando produtos parcialmente oxidados,
como 4cidos graxos ou dlcoois, para outras espécies fermentativas e sintréficas —, bactérias

acetogénicas (ou homoacetogénicas) e arqueias acetoclasticas e hidrogenotréficas (FICKER et

al., 1999; FOGHT, 2008; SAKAI et al., 2009; SCHINK, 1997; ULRICH; EDWARDS, 2003;
ZWOLINSKI; HARRIS; HICKEY, 2000).

Portanto, ndo hd uma regra geral para prever a ordem de preferéncia na
maior

degradacdo de uma mistura de BTEX, especialmente em consdrcios microbianos com uma
complexidade, devendo, assim, ser consideradas,

caracteristicas
processo de degradacdo, a afinidade individual dos microrganismos pelos compostos e suas

além das
termodinamicas de cada composto, as interacdes sinérgicas e antagonicas entre eles durante o
interagdes sintréficas (DOU; LIU; HU, 2008; FOGHT, 2008; JO et al., 2008b).
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Figura 4.5 — Rota metabdlica simplificada da degradacdo anaerdbia sintréfica de benzeno e

tolueno sob condi¢des metanogeénicas.
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1, Bactérias fermentativas (ex.: Cryptanaerobacter/Pelotomaculum); 2, bactérias homoacetogénicas (ex.:
Desulfotomaculum); 3, arqueias acetoclasticas (ex.: Methanosaeta); 4, arqueias acetotroficas (ex.:
Methanospirillum).

Fonte: adaptado de Ficker ef al. (1999); Vogt, Kleinsteuber e Richnow (2011); Zwolinski, Harris e Hickey
(2000).

Na etapa III, o TDH do reator foi reduzido de 48 para 36 h, e as eficiéncias médias
de remocdo de todos os compostos dimuiram (p < 0,007), com excecao do tolueno, para o
qual se observou um valor médio maior (p = 0,044) (Tabela 4.3). Porém, considerando apenas
os ultimos resultados da etapa II para esse alquilbenzeno (ap6s o dia 170 de operacdo) (Figura
4.3), pdde-se perceber claramente um decréscimo de mais de 7% na eficiéncia média de
remo¢do (p = 0,032) na etapa III. Mesmo assim, a partir dessa etapa, o tolueno passou a ser o
composto para o qual as maiores eficiéncias médias de remoc¢do foram alcancadas (Tabela
4.2).

Particularmente para o etilbenzeno e os xilenos, as eficiéncias de remogao
diminuiram ao longo da etapa III, o que poderia ser atribuido ao comportamento similar
observado para suas concentragdes afluentes (Figura 4.3). Entretanto, uma tendéncia de
aumento das concentracdes efluentes ao longo do tempo também foi constatada (Figura 4.3),
ou seja, a qualidade do efluente diminuiu.

Em seguida, com a dimuicdo do TDH de 36 para 24 h (etapa IV), as eficiéncias de
remocdo de benzeno (p = 0,307) e tolueno (p = 0,622) permaneceram estatisticamente
semelhantes as obtidas na etapa III (Figura 4.3), enquanto as dos demais compostos
diminuiram significativamente (~10%) (p < 0,002) (Tabela 4.3). Embora as concentrag¢des

afluentes de BTEX tenham sido evidentemente menores durante a etapa IV (0,004 < p <
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0,034) (Tabela 4.3), o que poderia ter contribuido para a redu¢do da eficiéncia do etilbenzeno
e dos xilenos, suas concentragdes efluentes foram significativamente maiores do que as da
etapa anterior (0,002 < p < 0,005) (Figura 4.3). Logo, de modo geral, a redu¢dao do TDH
parece ter afetado negativamente o desempenho de remocdo de BTEX do reator em
consequéncia, muito provavelmente, do aumento da carga desses compostos aplicada ao
sistema (de 9,0 para 14,6 mg BTEX-L'.d™"), 0 qual ndo foi acompanhado por um crescimento
celular proporcional dos microrganismos degradadores de BTEX devido as suas propriedades
cinéticas especificas JUTEAU et al., 1999).

Ramakrishnan e Gupta (2008b), durante o tratamento de dgua residudria sintética
contendo fenéis (752 mg-L'l) em um reator anaerdbio hibrido mesofilico (27 °C), observaram
que, ao reduzirem o TDH de 36 para 24 e, em seguida, para 18 h, a eficiéncia de remocao
desses compostos aromaticos diminuiu, respectivamente, de 99 para 96 e, finalmente, para
91,5%. Porém, a partir de andlises morfolégicas dos granulos do indculo por microscopia
eletronica de varredura, os autores sugeriram que diminuicdo da bioatividade do sistema pode
ser atribuida ao aumento da toxicidade da microbiota causada pela elevacdo da carga de
compostos fendlicos, decorrente da diminui¢cao do TDH.

Em contraste, de Nardi et al. (2005), utilizando um RAHLF mesofilico (25 °C)
para a remog¢do de benzeno (14,5 mg-L'l), tolueno (12,5 mg-L'") e m-xileno (5,5 mg-L™") de
dgua contaminada com gasolina, ndo observaram diferenca no desempenho de remocao de
BTX do seu reator com a reducdo do TDH de 20 para 16 h. Todavia, as eficiéncias de
remog¢do cairam subitamente de 95 para 70% quando o reator passou a ser operado com um
TDH de apenas 8 h (DE NARDI et al., 2005).

Na etapa V, o TDH foi restabelecido para 48 h, e uma vazdo de recirculagdo de
0,7 L-h" (relagio R/A =~ 10) foi aplicada ao reator. Consequentemente, as eficiéncias de
remog¢ao de todos os hidrocarbonetos aumentaram consideravelmente em relacdo a etapa
anterior (p = 0,002), garantindo a obten¢do de menores concentracdes efluentes (p = 0,002)
(Tabela 4.3). Além disso, o reator apresentou excelente estabilidade operacional (Figura 4.3).

Entretanto, ndo € possivel atribuir a melhoria do desempenho do reator,
exclusivamente, ao uso de recirculacao de efluente, ja que a carga de poluente aplicada na
etapa V (TDH = 48 h) era 50% menor do que na etapa IV (TDH = 24 h). Assim, de forma a
verificar o impacto da recirculacdo para um mesmo TDH, os resultados foram comparados
com aqueles obtidos no final da etapa II. Inesperadamente, para todos os compostos BTEX, os
testes estatisticos ndo revelaram diferencgas significativas entre as eficiéncias de remocao

(0,074 < p <0,943) e as concentragdes efluentes (0,054 < p < 0,520) obtidas nas etapas Il e V.
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Portanto, aparentemente, a recirculacdo ndo afetou o desempenho de remog¢do de BTEX do
reator.

Contudo, experimentos em fluxo continuo com efluentes contendo fendis —
compostos aromdticos cuja degradacao anaerébia € semelhante a dos BTEX — mostram que,
normalmente, a recirculacdo de efluente tem um impacto positivo na capacidade de remog¢ao
desses poluentes, j4 que, além de melhorar a transferéncia de massa, favorece a dilui¢do do
afluente no inicio do reator, mantendo, assim, a concentracdo de compostos inibitérios dentro
de uma faixa adequada (VEERESH; KUMAR; MEHROTRA, 2005). Ramakrishnan e Gupta
(2008a), por exemplo, durante o tratamento de efluente fendlico (752 mg-L'l) em um reator
anaerdbio hibrido (TDH = 12 h) mesofilico (27 °C), observaram que, apds a aplicacdo de uma
relacao R/A de 1,0, a eficiéncia de remocdo de compostos fenélicos aumentou de 88 para
95%.

Como, no presente estudo, ndo se verificou alteracdo na remocdo dos
hidrocarbonetos arométicos com a introdu¢do da vazio de recirculacdo, é bastante provédvel
que nem a transferéncia de massa fosse um fator limitante do processo nem as concentragdes
dos poluentes estivessem em niveis inibitorios.

Posteriormente, na etapa VI, a carga de co-substrato foi reduzida (em
aproximadamente 7 vezes) de forma a avaliar seu impacto na remocao anaerdbia de BTEX, ja
que o etanol é preferencialmente degradado em relacdo a esses compostos sob diversas
condicdes redox (aerdbia, desnitrificante, sulfetogénica e metanogénica), dificultando, assim,
o processo de degradacdo dos hidrocarbonetos arométicos (CHEN; BARKER; GUI, 2008;
CORSEUIL et al, 1998; CORSEUIL er al., 2011; DA SILVA; RUIZ-AGUILAR;
ALVAREZ, 2005).

No inicio da etapa, observou-se uma elevacdo da eficiéncia de remocao de todos
os compostos BTEX, notadamente para o benzeno (Figura 4.3). Entretanto, ao longo do
tempo, as concentracdes efluentes dos hidrocarbonetos aumentaram. Porém, apenas para o
benzeno, verificou-se um decréscimo gradual das efici€éncias para valores proximos aos
obtidos na etapa anterior (Figura 4.3). Provavelmente, esse comportamento poderia ser
consequéncia de uma readaptacio da comunidade microbiana as novas condig¢des
operacionais (escassez de fonte de carbono). Mesmo assim, as eficiéncias de remoc¢do de
todos os compostos BTEX dessa etapa experimental foram consideradas estatisticamente
superiores as da etapa V (0,007 < p < 0,030) (Tabela 4.3). Com relacdo a qualidade do
efluente, apenas as dos compostos benzeno (p = 0,174) e o-xileno (p = 0,103) ndo melhoraram

significativamente (Tabela 4.3)
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Portanto, aparentemente, a escassez de etanol, favoreceu a degradacdo de BTEX,
estando de acordo com experimentos em batelada anteriores, os quais mostraram que a adi¢ao
de substratos preferenciais, como, por exemplo, acetato, hidrogénio, metanol, glicose,
aminodcidos, acidos graxos e extrato de levedura, inibiu completamente a degradacdo de
tolueno e xilenos, em condi¢des metanogénicas e sulfetogénicas, até que tais co-substratos
fossem quase totalmente consumidos (EDWARDS; GRBIC-GALIC, 1992, 1994).

Além disso, acetato e hidrogénio — possiveis intermedidrios da degradacao
sintréfica de BTEX (Figura 4.5) (Tabela 4.4) — podem ser produzidos a partir da digestao
anaerdbia de uma série de outros substratos, entre os quais etanol. Logo, a degradacido de
elevadas concentragdes de etanol pode resultar em um acumulo transiente de acetato e
hidrogénio, o que, provavelmente, inibiria a degradacdo sintréfica de BTEX, ja que o
processo passaria a ser energeticamente desfavoravel (EDWARDS; GRBIC-GALIC, 1994;
RAKOCZY et al., 2011), conforme equagdo 1 da Tabela 4.4.

Tabela 4.4 — Estequiometria e termodinamica das rotas metabdlicas da degradacdo anaerdbia

sintréfica de benzeno sob condi¢cdes metanogénicas.

N°. da equacao Reacao AG’ (kJ-mol™)
1 C¢Hg + 6H,0O — 3CH;COO" + 3H" + 3H, 190,19
2 3CH;COO" + 3H" — 3CO, + 3CH,4 -227,09
3 3H; + 0,75CO, — 0,75CH4 + 1,5H,0 -98,05
4 (global) CeHe + 4,5H,0 — 2,25CO; + 3,75CH4 -134,95

Fonte: Corseuil et al. (2011).

E interessante lembrar que, mesmo quando altas concentraces de etanol eram
utilizadas (etapas II a V), a remocao de BTEX ocorreu de forma razodvel (40 a 90%).
Portanto, supde-se que a microbiota do reator poderia conter populacdes com afinidade
especifica aos BTEX, as quais seriam, provavelmente, responséveis pelo ataque inicial a esses
hidrocarbonetos.

Adicionalmente, como houve um aumento da eficiéncia de remocdo dos
compostos aromaticos logo apds a reducao da carga de co-substrato, sugere-se que algumas
populacdes microbianas, responsaveis pela fermentacdo inicial de etanol, também fossem
capazes de iniciar a degradacdo de BTEX, embora a fermentacdo desses compostos para
acetato e hidrogénio seja energeticamente menos favoravel do que a do etanol (RAKOCZY et

al., 2011; SCHINK, 1997).
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Assim, devido a escassez de um substrato mais facilmente degradavel, tais
microrganismos teriam passado a degradar mais ativamente os hidrocarbonetos aromaéticos.
Logo, essa hipétese associada ao fato de que menores quantidades de hidrogénio e acetato
teriam sido produzidas a partir da fermentacao de etanol, as reagdes sintréficas de degradagao
de BTEX teriam sido favorecidas, justificando o melhor desempenho inicial do reator.
Contudo, andlises de microbiologia molecular sdo necessdrias para o esclarecimento dessas
hipéteses sobre a dindmica populacional durante o processo de degradagao dos compostos em
estudo.

Finalmente, na etapa VII, o sistema de recirculacdo foi desligado de forma a
confirmar seu impacto no desempenho de remocdo de BTEX do reator quando baixas
concentracdes de co-substrato eram utilizadas. Com exce¢do do tolueno (p = 0,191), as
eficiéncias de remocdo de todos os compostos diminuiram significativamente (0,002 < p <
0,009), comprometendo, portanto, a qualidade do efluente (Tabela 4.3).

Assim, ao contrdrio do observado nas etapas Il e V (alta concentracdo de etanol),
aparentemente, a recirculacdo teve um efeito positivo na remocao de BTEX para baixas
concentracdes de co-substrato. Provavelmente, a maior producdo de biogds a partir de altas
cargas de etanol ja teria sido suficiente para garantir condi¢cdes hidrodindmicas favoraveis a
uma transferéncia de massa efetiva, mascarando, assim, o efeito da recirculagdo na remog¢do
desses compostos aromaticos. Além disso, o excesso de substrato preferencialmente
degradavel (etanol) também pode ter contribuido para o comportamento observado.

Ressalta-se que o efeito da adaptacdo do lodo de inéculo aos compostos BTEX
durante o experimento ndo foi considerado relevante quando comparado ao impacto da
mudanca das condi¢des operacionais, j4 que ndo se observou uma tendéncia de aumento das
eficiéncias de remocao de BTEX ao longo do tempo das etapas experimentais (Figura 4.3).

Ainda, também € importante mencionar que, esporadicamente, foram feitas
andlises de BTEX no biogds. Durante todo o experimento, observou-se a presenca desses
hidrocarbonetos aromaticos no biogds, ou seja, provavelmente, uma fracdo desses compostos
estava sendo removido por volatiliza¢dao. Entretanto, a metodologia empregada nao permitia a
quantificacdo de BTEX em amostras gasosas. Portanto, a partir de tais andlises, nao foi
possivel verificar o impacto da variacdo dos pardmetros operacionais testados neste trabalho,
como, por exemplo, a recirculacdo de efluente, na remocdo de BTEX por volatilizacdo.
Contudo, Martinez, Cuervo-Lopez e Gomez (2007) realizaram um ensaio abidtico em reator
UASB (Vga = 1,4 L; TDH = 2 dias) alimentado com um efluente sintético contendo 232 mg

-1 . - . J
L~ de tolueno-C, ou seja, em uma concentracdo bem superior a utilizada no presente
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experimento, e observaram uma perda desse composto por volatilizagdo de apenas 4%.
Portanto, segundo os autores, o reator UASB provou ser um sistema adequado para a
avaliacdo de remocao de tolueno sob condi¢des desnitrificantes. Adicionalmente, como nao
houve uma correlacdo entre producdo de biogds e eficiéncia de remoc¢do de BTEX,
possivelmente a perda por volatilizacio era negligencidvel.

Por fim, ressalta-se a importincia de um pés-tratamento para a remocdo das
concentracoes residuais de BTEX e de outros provaveis contaminantes de forma a atender aos

padrdes de qualidade de dgua potavel estabelecidos pelas legislagdes ambientais.

4.4 Conclusoes

O reator anaerébio metanogénico mesofilico apresentou boa estabilidade
operacional e alcangou eficiéncias médias de remocdo de BTEX que, dependendo do
composto, variaram de 38 a 97% durante todo o experimento. Enquanto as maiores eficiéncias
foram alcancadas para o tolueno (75-97%), o benzeno foi o composto mais recalcitrante, com
eficiéncias médias inferiores a 62%.

A reducdo do TDH e, consequentemente, o aumento da carga aplicada de BTEX,
parece ter afetado negativamente a remog¢ao desses compostos.

O impacto da recirculacdo de efluente na remo¢do de BTEX ndo foi evidente
quando altas concentracdes de co-substrato foram utilizadas.

A reducdo da concentragdo de etanol teve um impacto positivo na remog¢ao de
BTEX, notadamente para o benzeno, reforcando a hipétese de degradacdo sintréfica no

sistema avaliado.
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5 EFEITO DA RELACAO DQO/SO,* NO TRATAMENTO ANAEROBIO DE AGUAS
SINTETICAS CONTAMINADAS COM BTEX EM REATOR SULFETOGENICO

5.1 Introducao

Hidrocarbonetos monoaromaticos, tais como benzeno, tolueno, etilbenzeno e os
isdmeros do xileno (BTEX), sdo importantes constituintes do petréleo bruto e de seus
derivados (WEELINK; VAN EEKERT; STAMS, 2010). De fato, esses compostos podem
corresponder a até aproximadamente 18%, em massa, de uma mistura padrdo de gasolina (JO
et al., 2008a). Portanto, a partir do vazamento acidental de tubulacdes e tanques de
armazenamento subterraneos de combustiveis fésseis, os BTEX — os quais possuem
solubilidade e mobilidade em dgua relativamente alta — podem contaminar extensivamente
solos e aquiferos subterrineos, comprometendo fontes de dgua potdvel (DOU; LIU; HU,
2008; DOU et al., 2008) e representando, assim, um sério problema ambiental e de saide
publica devido a elevada toxicidade e ao potencial carcinogénico desses compostos (FOGHT,
2008; JO et al., 2008a; WEELINK; VAN EEKERT; STAMS, 2010).

Além disso, no Brasil, etanol € adicionado a gasolina (20-25%, em volume) de
forma a atenuar as emissOes atmosféricas automotivas prejudiciais. Entretanto, isso pode
agravar o problema de contaminagdo de aquiferos subterraneos, jd que o etanol pode exercer
um efeito de co-solvéncia, aumentando a solubilidade em dgua dos BTEX e,
consequentemente, resultando em concentracdes mais elevadas (CORSEUIL et al., 2011).

Entre as vérias tecnologias de remediagdo, in sifu ou ex situ, disponiveis para o
tratamento de dguas contaminadas com BTEX, os processos biolégicos (ou biorremediacdo),
especialmente os anaerdbios, tém se destacado por serem econOmicos, eficientes e
ambientalmente corretos. De fato, a biorremediac¢do ex sifu por meio de reatores anaerdbios
tem sido utilizada com sucesso no tratamento de 4guas contaminadas com poluentes quimicos
ou organicos, incluindo os BTEX. Entretanto, alguns parametros operacionais, tais como
concentracdo afluente de poluentes, carga organica volumétrica, presenca de aceptores
alternativos de elétrons e outros, podem influenciar no desempenho de degradacdo desses
compostos (FARHADIAN et al., 2008).

Diferentes aceptores alternativos de elétrons, tais como nitrato, sulfato, Fe (III),
Mn (IV) e perclorato, t€ém sido utilizados na remediacdo anaerdbia de 4dguas contaminadas
com BTEX (FOGHT, 2008; WEELINK; VAN EEKERT; STAMS, 2010). Embora a reducgio

de sulfato e a metanogénese ocorram em condi¢des redox similares (FOGHT, 2008;
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FOWLER et al., 2012), estudos mostram que a degradacao anaerébia de BTEX ¢é estimulada
pela adi¢do de sulfato como aceptor alternativo de elétrons, e, consequentemente, elevadas
eficiéncias de remocdo podem ser alcancadas (ANDERSON; LOVLEY, 2000;
CUNNINGHAM et al., 2000; DA SILVA; RUIZ-AGUILAR; ALVAREZ, 2005; PHELPS;
YOUNG, 1999).

Outro fator importante € a presenga de etanol em dguas contaminadas com BTEX
a partir de vazamentos de tanques de gasolina. Estudos mostram que esse composto é
preferencialmente degradado em relacao aos BTEX sob diversas condi¢des redox (aerdbia,
desnitrificante, sulfetogénica e metanogénica), dificultando, assim, o seu processo de
degradacio (CHEN; BARKER; GUI, 2008; CORSEUIL et al., 1998; CORSEUIL et al.,
2011; DA SILVA; RUIZ-AGUILAR; ALVAREZ, 2005). Além disso, acetato e hidrogénio —
possiveis intermedidrios da degradacao sintréfica de BTEX — podem ser produzidos a partir
da digestdo anaerdbia de etanol. Logo, a degradacdo de elevadas concentracdes desse co-
substrato pode resultar em um acdmulo transiente de acetato e hidrogénio, o que,
provavelmente, inibiria a degradagdo sintréfica de BTEX, ja que o processo passaria a ser
energeticamente desfavoravel (EDWARDS; GRBIC-GALIC, 1994; RAKOCZY et al., 201 1).

Assim, o principal objetivo do presente estudo foi avaliar o desempenho de
remog¢do anaerébia de BTEX em reator sulfetogénico quando submetido a diversas relagcdes
DQO/SO4*. Além disso, verificou-se o impacto da redugdo da carga do co-substrato etanol na

remogao desses hidrocarbonetos aromaticos.
5.2 Material e métodos
5.2.1 Sistema experimental

O experimento em fluxo continuo foi realizado em um reator anaerébio de manta
de lodo e fluxo ascendente (UASB, up-flow anaerobic sludge blanket), em escala laboratorial
(volume ttil de 3,3 L), feito a partir de tubos e conexdes de PVC para esgoto (Figura 5.1). O
reator foi inoculado com lodo anaerdbio (~50 g SSV-L") de um reator de circulacdo interna
(IC, internal circulation) mesofilico de uma cervejaria (Horizonte, Ceard, Brasil), cuja
atividade metanogénica especifica (AME) foi 0,63 g DQO (glicose)-g ssvl.al.

A fim de evitar a formagdo de caminhos preferenciais ou curtos-circuitos através

da manta de lodo e facilitar a liberacao do biogds, evitando o efeito pistdo (elevacdo da manta



81

de lodo causada pelo biogds aprisionado), um homogeneizador (5 rpm) foi instalado no reator

(LEITAO, 2004).

Figura 5.1 — Configuragdao do sistema experimental utilizado na remoc¢do de BTEX sob

condi¢cOes anaerdbias sulfetogénicas.

HO
©)

1, afluente; 2, bomba peristaltica; 3, reator UASB; 4, efluente; 5, biogds; 6, medidor de gis; 7, homogeneizador;
8, bolsa de Tedlar® (N,).

O afluente era armazenado a aproximadamente 5 °C em um recipiente de PVC
(volume total de 7 L) provido de uma atmosfera de N, (100%, White Martins, Brasil), a partir
de uma bolsa de Tedlar® para amostragem de gds (Supelco, EUA), a fim de evitar a
volatilizagdao de BTEX dentro do recipiente e minimizar o contato do afluente com o O, do ar.

O reator era alimentado por meio de bomba peristdltica (Minipuls 3, Gilson,
EUA) através de tubos flexiveis de Tygon® Fuel and Lubricant (Cole-Parmer, EUA) —
material inerte aos compostos aromaticos testados — e operado a temperatura ambiente de
aproximadamente 27 °C. O biogds produzido era coletado e medido por um medidor de gés

previamente calibrado (método de deslocamento de liquido).

5.2.2 Agua contaminada sintética

A 4gua contaminada sintética consistia de uma soluc¢do aquosa contendo BTEX,
ou seja, benzeno (99,5%, Dindmica Quimica, Brasil), tolueno (99,5%, Vetec, Brasil),
etilbenzeno (99,0%, Sigma-Aldrich, EUA), o-xileno (98,0%, Fluka, EUA), m-xileno (99,0%,
Sigma-Aldrich, EUA) e p-xileno (99,0%, Sigma-Aldrich, EUA), um co-substrato, meio basal

(macro e micronutrientes) € um tampao. O co-substrato era o etanol (99,8%, Dinamica,
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Brasil), e o meio basal era preparado de acordo com Firmino et al. (2010). Para manter o pH
proximo a 7,0, a solugdo era tamponada com bicarbonato de s6dio (NaHCO3) na proporc¢ao de
1 g de NaHCOs; para cada 1 g DQO. Em algumas etapas experimentais, o reator era
suplementado com sulfato de sédio anidro (Na,SO4) (99,0%, Vetec, Brasil) como fonte do
aceptor final de elétrons sulfato (SO4%). Todos os reagentes foram utilizados como

adquiridos, sem purificacdo adicional.
5.2.3 Procedimento experimental

O experimento com dgua contaminada com BTEX foi dividido em sete etapas
(Tabela 5.1), incluindo a partida do reator (periodo de aclimatagdo) (etapa I), durante a qual o
etanol era a tunica fonte de carbono e energia. Apds atingir condi¢des operacionais estaveis
durante o periodo de partida, o reator passou a ser alimentado com BTEX a uma concentragdao
total média de aproximadamente 18 mg-L'1 (~3 mg-L"' de cada composto) (etapa II).
Posteriormente, o reator foi suplementado com sulfato em diferentes relacdes DQO/SO4> para
avaliar o impacto desse aceptor final de elétrons no desempenho do reator anaerébio (etapas

I a VI).

Tabela 5.1 — Parametros operacionais do reator sob condi¢cdes anaerdbias sulfetogénicas.

Etapa | II 111 1A% A\ VI A\ 11
Fim da etapa (dia) 49 96 122 201 251 308 342
TDH (h) 48 48 48 48 48 48 48
DQO total (g-L™) 1,8 1,5 1,9 1,7 1,5 1,4 0,3
Etanol (g-L™) 0,87 0,70 087 0,78 0,70 0,66 0,12
BTEX (mg-L") - 142 223 21,1 19,1 152 20,6
Benzeno (mg-L™") - 37 38 35 32 25 29
Tolueno (mg-L'l) - 2,3 3,6 33 2,9 2,4 3,5
Etilbenzeno (mg-L’l) - 2.2 3,7 3,8 3,4 2,6 3,7
o-Xileno (mg-L™) - 2,2 3,8 3,3 2,8 2,3 3,2
m,p-Xilenos® (mg-L’l) - 4,2 7.4 7.1 6,7 5,3 7,3
DQO/SO,” - - 122 52 24 08 13

TDH, tempo de detengdo hidrdulica; DQO, demanda quimica de oxigénio.
?0Os isOmeros meta- e para-xilenos foram quantificados juntos devido a limitagdo do método
cromatografico.

Finalmente, na etapa VII, a fim de avaliar o efeito da carga do co-substrato na

remocdo anaerdbia de BTEX, a concentracio de etanol foi diminuida para aproximadamente
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03¢g DQO-L'. A transi¢do entre as diversas etapas foi feita apds a verificacao da estabilidade
(variagdo de até 10%) da concentracdo efluente de BTEX nos trés dltimos pontos analisados

(equivalente a uma semana de operacao).

5.2.4 Anadlises quimicas e cromatogrdficas

DQO, pH, sulfato e sulfeto eram determinados de acordo com o Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005), enquanto os 4cidos
graxos voléteis (AGV), pelo método titulométrico de Kapp (BUCHAUER, 1998).

Os compostos BTEX eram determinados por extracdo por headspace estitico
(Triplus HS, Thermo Scientific, USA) seguido de cromatografia gasosa com deteccdo por
fotoionizacdo (HS-GC-PID, headspace-gas chromatography-photoionization detection)
(Trace GC Ultra, Thermo Scientific, USA) conforme descrito no capitulo 3 (secdo 3.2.2.2).
Todas as amostras (15 mL) eram previamente diluidas com dgua ultrapura (Milli-Q system,
EMD Millipore, USA) diretamente em vials de vidro borossilicato para headspace (20 mL)
(Supelco, EUA), os quais eram, em seguida, selados com septos de PTFE/silicone e lacres de
aluminio (Supelco, EUA).

A caracterizagdo de biogds foi realizada em termos de ar (O + Nj), CO,, CHy,
NH; e H,S. Ar, CO; e CH4 eram determinados por cromatografia gasosa com detec¢dao por
condutividade térmica (GC-TCD, gas chromatography-thermal conductivity detection) (GC-
17A, Shimadzu Corporation, Japao) conforme descrito no capitulo 4 (se¢ao 4.2.4). NHs; e H,S
eram determinados por um sensor eletroquimico (Driger X-am® 5600, Drigerwerk AG &
Co. KGaA, Alemanha). A amostra de biogés era previamente diluida com ar atmosférico em

um bulbo de vidro para amostragem de gas de 125 mL (Supelco, EUA).

5.2.5 Métodos estatisticos

O programa Statgraphics Centurion XV foi utilizado para a andlise estatistica dos
dados, sendo aplicados os testes ndo-paramétricos de Mann-Whitney e de Kruskal-Wallis, os
quais nao requerem uma distribuicdo especifica de dados, para comparar o desempenho do
reator durante as diferentes etapas experimentais. Os resultados dos testes foram avaliados de
acordo com o valor de p. Se p < 0,050, a hipétese nula € rejeitada, ou seja, os grupos de dados

sdo considerados estatisticamente diferentes.
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5.3 Resultados e discussao
5.3.1 Remocgdo de DQO, reducgdo de sulfato e produgdo de metano

Inicialmente, durante a partida do reator (etapa I), quando este era alimentado com
afluente livre de BTEX, ou seja, quando o etanol era a unica fonte de carbono e de energia,
altas eficiéncias de remo¢do de DQO (~95%) foram alcangadas (Figura 5.2). Entretanto, a
produciao média de metano, nessa etapa, foi de apenas 0,218 L por g de DQO removida (L-g
DQOym ™) (Tabela 5.2), uma producdo muito mais baixa do que a tedrica esperada a 1 atm e
27 °C (0,385 L.g DQOyem ™), © que pode ter sido resultado, provavelmente, de algum

problema no sistema de medicao de biogds (vazamento nas conexdes, por exemplo).

Figura 5.2 — DQO afluente e efluente e efici€éncia de remocgao.
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m, DQO afluente; O, DQO efluente; O; eficiéncia de remogao.

Em seguida, verificada sua estabilidade operacional, o reator passou a ser
alimentado com BTEX (etapa II), e observou-se uma queda de aproximadamente 3% na
eficiéncia média de remog¢do de DQO (Tabela 5.2). Entretanto, embora a DQO média
afluente, nessa etapa, tenha sido claramente menor do que na etapa I (p < 0,001) (Tabela 5.2)
— 0 que poderia justificar essa reducao da eficiéncia —, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa no desempenho do reator entre as etapas [ e II (p = 0,070). Além disso, a DQO
média efluente da etapa II foi estatisticamente semelhante a da etapa anterior (p = 0,574)
(Tabela 5.2), ou seja, a qualidade do efluente, em termos de DQO, manteve-se a mesma apos

a introducdo dos compostos aromaticos. Com relacdo a produgdo de metano na etapa II, esta
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foi quase 2,2 vezes maior do que na etapa I (p < 0,001) (Tabela 5.2) e superior ao valor
tedrico de 0,385 L-g DQOrcm'1 a 1 atm e 27 °C (~1,2 vez maior). Portanto, os compostos
BTEX parecem nao ter afetado a conversdo de substrato, estando de acordo com estudos
anteriores (DE NARDI er al., 2005; ENRIGHT; COLLINS; O'FLAHERTY, 2007).

de Nardi et al. (2005), por exemplo, ao utilizarem um reator anaerébio horizontal
de leito fixo (RAHLF) (TDH = 11,4 h) mesofilico (30 °C) para o tratamento de dguas
contaminadas com BTEX, ndo observaram problemas de remog¢ao de matéria organica com a
introducdo de 3 mg-L"' de cada composto apés o periodo de aclimatacio do reator. Na
verdade, os autores relataram que, embora a DQO afluente tivesse aumentado (de 573 para
733 mg-L'l), os valores efluentes foram menores do que os do periodo de aclimatacdo,
garantindo um aumento da eficiéncia média de 93 para 96%.

Enright, Collins e O'Flaherty (2007) também nao constataram diminui¢ao
significativa na eficiéncia de remogdo de DQO (~89%) apés a introducio de 6,4 mg-L"' de
tolueno em um reator anaerébio hibrido (TDH = 24 h), sob condig¢des psicrofilicas (15 °C),
alimentado com &4gua residudria sintética contendo uma mistura de etanol e AGV (5 g
DQO-L™"). Ademais, as andlises de biogds revelaram que o teor de metano permaneceu acima
de 60% (ENRIGHT; COLLINS; O'FLAHERTY, 2007).

Na etapa III, o reator passou a ser suplementado com sulfato em uma relacao
DQO/SO4* de aproximadamente 12. Nao se constatou fase lag no processo de reducao desse
aceptor de elétrons, e concentracdes efluentes préximas a 26 mg-L"' foram obtidas,
representando, assim, uma eficiéncia média de redugdo de sulfato de aproximadamente 73%
(Tabela 5.2). Muito provavelmente, bactérias redutoras de sulfato (BRS), como muitas
espécies dos géneros Desulfovibrio e Desulfomicrobium, ja estariam presentes no lodo
anaerdbio de cervejaria utilizado neste trabalho, ja que sao capazes de utilizar etanol e outros
compostos organicos como substrato em processos fermentativos e acetogénicos na auséncia
de sulfato MUYZER; STAMS, 2008; OFLAHERTY et al., 1999). Portanto, isso explicaria a
imediata reducdo de sulfato alcancada por lodos ou sedimentos ndo adaptados a sulfato
quando suplementados com esse aceptor de elétrons (MUYZER; STAMS, 2008;
OFLAHERTY; COLLERAN, 1999; OFLAHERTY et al., 1999).

Aparentemente, a introdugdo de sulfato ndo afetou o desempenho de remocgao de
DQO do reator, pois, mesmo com uma DQO média afluente maior do que a da etapa II (p <
0,001) (Tabela 5.2), nao houve diferenca significativa entre os valores de eficiéncia (p =

0,446) e de DQO efluente (p = 0,169) das duas etapas (Figura 5.2).



Tabela 5.2 — Desempenho operacional do reator em termos de remoc¢ao de DQO, redu¢do de sulfato e produ¢ao de metano.

Etapa I 11 11 1A% \Y VI VII
Etanol (g-L™) 0,87 0,70 0,87 0,78 0,70 0,66 0,12
DQO/SO* - - 12,2 52 2,4 0,8 1,3
pH  Efluente 7402 720 700 7303 7,502  7306) 7.90.2)
Afluente (mg-L")  1822(195) 1509 (168)  1895(159) 1703 (201)  1519(252)  1429(197) 322 (74)
DQO Efluente (mg-L™") 79 (29) 111 (78) 142 (65) 142 (45) 280 (71) 389 (104) 138 (41)
TR (mg-L"-d™) 871 (95) 699 (74) 877 (81) 780 (105) 619 (140) 519 (101) 92 (39)
____ Eficiéncia (%) 956 (1,5) 928 4.7) 925(3,2) 918128 81,0(6,2) 72,5 (1,7) 554 (15,6)
Afluente (mg-L™) - - 155 (30) 329 (51) 634 (164) 1901 (679) 257 (40)
50, Efluente (mg-L™") - - 26 (9) 22 (8) 50 (35) 988 (507) 121 (93)
TR (mg-L"-d"h - - 64 (17) 154 (25) 292 (75) 457 (388) 68 (45)
. [FEficiéncia (%) - T 72,7(173) 93228 923(49)  449(285) 53,1(344)
(L-dh 0,69 (0,07) 0,99 (0,12)  1,28(0,17)  1,14(0,05) 0,70 (0,13) 0,39 (0,07) -

(L-g DQOyer )

0,218 (0,019) 0,475 (0,077) 0,480 (0,100) 0,489 (0,047) 0,361 (0,054)

0,283 (0,061)

DQO, demanda quimica de oxigénio; TR; taxa de remog¢ao; DQO,,, demanda quimica de oxigénio removida.

O desvio padrdo € exibido entre parénteses.

98
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O'Flaherty e Colleran (1999), no entanto, utilizando um reator anaerébio hibrido
(TDH = 48 h), operado sob condi¢des mesofilicas (35 °C), para o tratamento de &dgua
residudria sintética contendo uma mistura de AGV e etanol (12 g DQO'L'I), constataram que
a suplementacdo de sulfato em uma relacio DQO/SO4> de 3 causou uma reducdo da
eficiéncia de remog¢do de DQO de 95 para 60%. Por outro lado, Fernandes et al. (2006) ndao
observaram diferenca no desempenho de remoc¢do de DQO (96%) de um RAHLF mesofilico
(27 °C), operado com um TDH de 16 h, durante o tratamento de dgua contaminada com
gasolina, mesmo quando o reator passou a ser alimentado com sulfato em uma relacdo
DQO/SO4* de apenas 1,2. Entretanto, com a adi¢@o desse aceptor de elétrons, a metanogénese
foi parcialmente suprimida, causando uma reducdo de 70% na producdo de metano
(FERNANDES et al., 2006).

Para a reduc¢do completa de 1 mol de SO42' a SZ', sdo necessarios 8 mols de
elétrons (Equacdo 5.1), enquanto, para o consumo de 1 mol de O,, que corresponde a 32 g de
DQO, sdo necessdrios 4 mols de elétrons (Equagdo 5.2). Portanto, para cada 1 g de S04~

reduzido a SZ', ¢ consumido 0,67 g de O, (DQO).
SO, + 8H" + 8¢” — S* + 4H,0 (5.1)
0, + 4H" + 4 — 2H,0 (5.2)

Assim, para a eficiéncia média de reducdo de sulfato alcangcada na etapa III, em
que 129 mg-L'1 desse aceptor de elétrons foram removidos (Tabela 5.2), a sulfetogénese seria,
teoricamente, responsdvel pelo consumo de 4,9% da DQO removida (~86 mg-L") (Figura
5.3). Contudo, nessa etapa, nao se observou decréscimo equivalente na produ¢do de metano, a
qual permaneceu semelhante a da etapa anterior (p = 1,000) (Tabela 5.2).

Segundo Hulshoff Pol et al. (1998), geralmente, ndo se verificam problemas no
tratamento anaerébio de dguas residudrias quando uma relacdo DQO/SO,4> superior a 10 é
utilizada, ja que a concentracao de H,S no reator anaerébio nunca excederd o valor critico de
150 mg-L'l. Porém, em ensaios em batelada (35 °C) de digestdo anaerdbia de lodo aerébio de
sistemas de lodo ativado (5,8 g DQO-L™), foi registrada uma reducao de 70% na producgdo de
metano (de 1,23 a 0,37 mL-dia’l-g SSV'I) com a aplicacdo de uma relagcdo DQO/SO42' de 11,6
(JEONG et al., 2008). E importante mencionar que a concentracio inicial de sulfato desse
experimento era 500 mg-L"' (3,2 vezes mais alta do que a do presente estudo),

proporcionando uma geragdo de 120 mg-L™" de sulfeto total e, consequentemente, 79 mg-L'1
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de H,S. Apesar de a concentragdao de H,S néo ter excedido o valor critico j4 mencionado, os
autores acreditam que a redu¢do de metano ndo foi causada somente pela competi¢do entre a
metanogénese e a sulfetogénese, mas principalmente pela inibicdo por H,S, ja que houve uma

diminuicdo da eficiéncia de remoc¢do de DQO de 93 para 73% (JEONG et al., 2008).

Figura 5.3 — Distribuicdo percentual da DQO removida entre a metanogénese € a

sulfetogénese e produgdes de metano tedrica e medida.
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Por outro lado, Jeong et al. (2009), em experimentos em fluxo continuo com um
reator anaerébio mesofilico (35 °C), operado com um TDH de 10 dias, para a digestao de lodo
aerébio de sistema de lodo ativado apés pré-tratamento térmico (10 g DQO-L™), ndo
relataram problemas na degradacio de matéria orgdnica com a adi¢do de 1 g-L™ de sulfato
(relacdo DQO/SO,* de 10). Embora os autores tenham constatado uma diminui¢do da
producio de metano de 0,36 para 0,31 L-g DQO™, ndo foram observados indicios de inibicdo
sob essa condicdo mesmo para uma concentracdo de sulfeto total de aproximadamente 300
mg-L" (~150 mg-L"' de H,S em pH 7), ja que ndo houve uma redugio relevante na eficiéncia
de remog¢ao de DQO (de 69,37 para 68,30%). Portanto, a diminui¢do da produ¢do de metano
pode ser atribuida principalmente a competi¢do entre a sulfetogénese e a metanogénese pelo
substrato, j4 que, para uma eficiéncia de redugdo de sulfato de 91%, aproximadamente 19%
da DQO removida foi utilizada pelas BRS (JEONG et al., 2009).

Com relacdo a inibicdo por sulfeto, presume-se que € causada pelo sulfeto nao
ionizado (ou molecular) (H,S), j& que somente moléculas neutras sdo capazes de permear a

membrana celular (HULSHOFF POL et al., 1998; OFLAHERTY et al., 1998; SPEECE,
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2008). Entretanto, a concentracio de H,S no liquido é determinada pelo pH e pela

temperatura do meio, ja que esses fatores afetam sua ionizacao (Equacgdo 5.3).

H,S —» HS +H"  pK,=6,96 (27 °C) (AMEND; SHOCK, 2001) (5.3)

Logo, a 27 °C, uma variacdo de pH de 7 a 8 pode levar a uma rdpida diminui¢cdo
do percentual de H,S disponivel no liquido de 48 a apenas 8%, o que poderia representar uma
reducdo da inibicdo por sulfeto. Contudo, a literatura reporta que o H,S pode se tornar mais
téxico em niveis de pH mais elevados (O'FLAHERTY et al.,, 1998; SPEECE, 2008)
provavelmente por causa do desenvolvimento de fortes gradientes de pH através da
membrana celular, afetando as propriedades difusivas das espécies de sulfeto (FERNANDEZ-
POLANCO; GARCIA—ENCINA, 2006). Portanto, normalmente, para pH acima de 7,2, a
inibicdo parece estar mais bem relacionada com a concentracio total de sulfeto (H,S + HS")
(HULSHOFF POL et al., 1998; OFLAHERTY et al., 1998).

Assim, na etapa III, ndo foram constatados indicios de inibicdo por sulfeto no
desempenho do reator, pois a concentracdo média total de sulfeto produzida (43 mg-L) e,
consequentemente, a de H,S (21 mg-L'l) estiveram abaixo dos valores inibitérios encontrados
na literatura (HULSHOFF POL et al., 1998; OFLAHERTY et al., 1998; OFLAHERTY et
al., 1999; SPEECE, 2008).

Posteriormente, quando uma relacao DQO/SO42' de 5,2 foi aplicada ao reator
(etapa IV), foram obtidas eficiéncias de remog¢do de DQO entre 86 e 96% (Figura 5.2), nao
havendo diferenca significativa entre os valores das etapas III e IV (p = 0,428). Além disso,
verificou-se, mais uma vez, que a qualidade do efluente, em termos de DQO, permaneceu
inalterada em relacdo a etapa anterior (p = 0,826) (Tabela 5.2).

Com relagdo a redugdo de sulfato, mesmo com uma concentragdo média afluente
2,1 vezes maior (p = 0,001), foram alcancadas concentragdes efluentes de sulfato
estatisticamente similares as da etapa I (~22 mg'L'l) (p = 0,579), resultando em uma
eficiéncia média de 93,2 % (Tabela 5.2). Para essa eficiéncia, era esperado que apenas 86,8%
da DQO removida fosse utilizada pela metanogénese, produzindo um volume tedrico de
metano préoximo a 0,334 L-g DQOrem'1 a 1 atm e 27 °C (Figura 5.3). Porém, em relacdo a
etapa III, ndo se observou diferenca significativa na producao de metano (p = 1,000), cujo
valor médio foi aproximadamente 1,5 vez maior do que o valor tedrico calculado (Tabela 5.2).
Portanto, mais uma vez, ndo se evidenciaram sinais de inibicdo pelo sulfeto produzido na

etapa IV (~100 mg-L™' de sulfeto total e ~30 mg-L'1 de H,S).
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Jeong et al. (2009), entretanto, ao reduzirem a relacao DQO/SO4* de 10 para 5
em seu reator anaerébio, passaram a observar severa inibicao tanto na metanogénese quanto
na sulfetogénese, muito provavelmente causada pelo sulfeto produzido (a partir de 2 g-L de
sulfato), ja que as eficiéncias de remoc¢ao DQO e de redugdo de sulfato diminuiram de 68 para
30% e de 91 para 74%, respectivamente. Além disso, a produ¢do de metano decresceu de 0,31
para 0,13 L-g DQO™ (JEONG et al., 2009).

Na etapa V, em que se diminuiu a relagao DQO/SO42' de 5,2 para 2,4, observou-se
um decréscimo gradativo da eficiéncia de remog¢ao de DQO ao longo do tempo (Figura 5.2),
implicando uma reducdo de 10,8% no seu valor médio (p < 0,001) (Tabela 5.2). Embora a
DQO média afluente tenha sido menor do que da etapa anterior (p = 0,007) (Tabela 5.2), o
que pode ter contribuido para a reducao da eficiéncia, verificou-se uma tendéncia de aumento
dos valores de DQO efluente ao longo da etapa V (Figura 5.2), resultando em uma elevagao
da sua média de 142 (etapa IV) para 280 mg-L'1 (etapa V) (p < 0,001) (Tabela 5.2).

Entretanto, experimentos em fluxo continuo com agua contaminada com benzeno
ou tolueno (2 a 9 mg-L™"), na presenca de etanol, em RAHLF (TDH = 12 h) suplementado
com sulfato (500 mg'L'l), sob condi¢des mesofilicas (30 °C), ndo revelaram diferenca no
desempenho de remoc¢do de matéria organica quando o reator foi submetido a relacdes
DQO/SO,* de 2 ou 4 (CATTONY et al., 2005; CATTONY et al., 2007).

Quanto a redugdo de sulfato, mesmo com uma concentragdo média afluente
superior a 600 mg-L", ndo se constatou diferenca estatisticamente significativa entre as
eficiéncias das etapas IV e V (p = 0,805) (Tabela 5.2). Todavia, a concentragcdo média
efluente de sulfato aumentou de 22 para 50 mg-L'1 (p =0,007) (Tabela 5.2).

A partir desses resultados, sugere-se uma provdvel inibic¢ao inicial por sulfeto no
desempenho de remocdao de matéria organica e de reducdo de sulfato mesmo para
concentracdoes de H,S (43,5 mg-L'l) e sulfeto total (~195 mg-L'l) inferiores aos valores
criticos encontrados para microrganismos metanogénicos e redutores de sulfato
(OFLAHERTY et al., 1998; SPEECE, 2008). Especificamente para as BRS, pode-se ainda
considerar a hipétese de sua capacidade de redugdo de sulfato estar chegando ao seu limite
(~290 mg-L'-d") (Tabela 5.2), j4 que, normalmente, esses microrganismos sio mais
resistentes a toxicidade por sulfeto do que os metanogénicos (O'FLAHERTY et al., 1998).

Para a eficiéncia média de reducdo de sulfato obtida na etapa V, esperava-se que
31,6% da DQO removida fossem atribuidos a rota sulfetogénica, o que disponibilizaria DQO
suficiente para uma producio teérica de metano de apenas 0,263 L-g DQOyen, ' a 1 atm e 27

°C (Figura 5.3). Entretanto, apesar de a produ¢do média de metano, na etapa V, ter sido
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26,2% menor do que na etapa IV (p = 0,009), o volume médio de metano obtido (0,361 L-g
DQOrem'l) foi bem superior ao esperado (0,263 L.g DQOrem'l) (Figura 5.3), o que
corresponderia a 93,9% da DQO removida.

Na etapa VI, diminuiu-se a relacdo DQO/SO42' de 2,4 para 0,8 — valor préximo ao
estequiométrico (0,67), em cuja condicio toda a DQO removida seria destinada
exclusivamente ao processo de reducdo de sulfato. Nessa etapa, com uma DQO afluente
similar a da etapa V (p = 0,337), o reator apresentou um desempenho de remocdao de DQO
mais instavel, e a eficiéncia média diminuiu de 81 para 72,5% (p = 0,008), resultando, assim,
em um aumento da DQO média efluente de 280 para aproximadamente 390 mg-L'1 (p =
0,006) (Tabela 5.2). Ainda, observou-se, mais uma vez, tendéncia de aumento dos valores de
DQO efluente ao longo da etapa VI (Figura 5.2), comportamento semelhante ao da etapa
anterior.

Com relacdo a reducdo de sulfato, para concentracdes afluentes de 1900 mg-L'l, 0
reator também apresentou um desempenho bastante instdvel, alcancando uma eficiéncia
média de apenas 45% (Tabela 5.2). Para tal efici€ncia, era esperada uma producao tedrica de
metano de aproximadamente 0,159 L-g DQOrem'1 a l atm e 27 °C, o equivalente a 41,2% da
DQO removida (Figura 5.3). Embora os testes estatisticos ndo tenham apontado diferenca
significativa entre a producdo de metano das etapas V e VI (p = 0,054), o volume médio de
metano produzido diminuiu de 0,361 para 0,283 L-g DQOrem'1 (Tabela 5.2). Mesmo assim, a
producdo média obtida na etapa VI foi quase 80% maior do que a esperada (0,159 L-g
DQOrem'l) (Figura 5.3). E valido lembrar que, durante as etapas III a V, a produ¢ao de metano
medida também foi superior a tedrica esperada (Figura 5.3). Muito provavelmente, foi
consequéncia das interferéncias causadas pelo sulfeto no sistema de medicdo de biogds
(oxidagdo da eletrovélvula e dos eletrodos e deposicao de enxofre elementar coloidal).

Nessa etapa, apesar de a capacidade de reducdo de sulfato ter sido maior do que a
da etapa V (Tabela 5.2) — o que reforca a hipdtese de inibicao inicial levantada anteriormente
em oposi¢cdo a hipétese de limitagdo da capacidade do indculo —, os resultados mostram que a
inibi¢do por sulfeto (300 mg-L™ de sulfeto total ¢ 95 mg-L™"' de H,S) se tornou bem mais
evidente, principalmente no desempenho de reducdo de sulfato. De acordo com Speece
(2008), apesar de a conversdo de substrato por meio de reducdo de sulfato ser
termodinamicamente mais favordvel, as BRS que utilizam acetato s@ao mais suscetiveis a
inibicdo por sulfeto do que as arqueias acetocldsticas, o que poderia explicar o fato de a

metanogénese continuar mesmo na presenca de concentragdes de H,S relativamente elevadas.



92

Finalmente, na etapa VII, avaliou-se o impacto da reduc¢do da carga de co-
substrato no desempenho do reator quando submetido a uma relagao DQO/SO4* proxima ao
valor estequiométrico. A concentragdao de etanol foi diminuida de forma a obter uma DQO
média afluente de aproximadamente 300 mg-L' (Tabela 5.2), enquanto a relacio DQO/SO,*
fol mantida proxima a 1,3. Como esperado, devido a menor DQO afluente nessa etapa (p <
0,001), menores valores de eficiéncia de remocdo foram alcancados em relagdo a etapa VI (p
= 0,003) (Figura 5.2). Contudo, a qualidade do efluente da etapa VII, em termos de DQO, foi
bem melhor do que a da etapa anterior (p < 0,001), ja que foi obtida uma concentracdo média
abaixo de 140 mg-L" (Tabela 5.2). Entretanto, é importante ressaltar que, apés 25 dias de
operacdo nessa etapa, observou-se uma diminui¢do gradativa da eficiéncia de 71 para
aproximadamente 32% em consequéncia do aumento da DQO efluente de 115 para 220 mg-L
! (Figura 5.2). Isso poderia representar uma tendéncia de colapso do reator devido, muito
provavelmente, a um desequilibrio da comunidade microbiana causado pela redugdo repentina
da quantidade de fonte de carbono disponivel, ou seja, o reator passou a operar em condi¢do
de escassez de substrato (inani¢ao).

Quanto a redugdo de sulfato, embora a eficiéncia média tenha aumentado de 45
para 53% (Tabela 5.2), o reator continuou a mostrar elevada instabilidade, e ndo se observou
diferenca estatistica no desempenho de reducdo de sulfato entre as etapas VI e VII (p =
0,597). Além disso, apesar de a concentracdo média afluente de sulfato da etapa VII ter sido
bem menor do que a da etapa anterior (~7,4 vezes) (p < 0,001) e, inclusive, menor do que a da
etapa IV (p = 0,004) (Tabela 5.2), o reator nao foi capaz de obter novamente uma
concentracdo média efluente de sulfato tdao baixa quanto a da etapa IV (p < 0,001) ou, até
mesmo, a da etapa V (p = 0,049) (Tabela 5.2).

E improvdvel que a instabilidade observada ainda esteja relacionada com a
inibicdo causada pelo sulfeto, ja que as concentracdes produzidas (45 mg-L™' de sulfeto total e
4,7 mg-L'1 de H,S) nessa etapa estariam préximas as da etapa III e, portanto, abaixo dos
valores inibitérios apresentados em outros trabalhos (HULSHOFF POL et al., 1998;
OFLAHERTY et al., 1998; O'FLAHERTY et al., 1999; SPEECE, 2008). Além disso, a
inibicdo das BRS por sulfeto é reversivel (O'FLAHERTY et al., 1998; OFLAHERTY;
COLLERAN, 1999; SPEECE, 2008). Logo, o desempenho de reducdo de sulfato do reator
também pode ter sido afetado pela menor disponibilidade de substrato, que pode ter
perturbado o equilibrio da microbiota ou, até mesmo, aumentado a competi¢do entre 0s

microrganismos metanogénicos e os redutores de sulfato por doador de elétrons.
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Por fim, para uma eficiéncia de reduc¢do de sulfato de 53% (Tabela 5.2), esperava-
se que, na etapa VII, 50,5% da DQO removida fossem utilizados pela rota metanogénica,
sendo responsdvel por uma producio tedrica de metano de 0,194 L-g DQOyer ' a 1 atm e 27
°C (Figura 5.3). Porém, devido a limita¢do do sistema de medicao de gas utilizado, nao foi
possivel registrar o volume de biogds produzido a partir de uma DQO afluente tdo baixa

quanto 300 mg-L™".

5.3.2 Remogdo de BTEX

Verificada a sua estabilidade operacional durante o periodo de aclimatacao (etapa
I), o reator passou a ser alimentado com BTEX (etapa II). Para todos os compostos, maiores
eficiéncias de remocao foram obtidas no inicio da etapa (> 50% para o benzeno, > 70% para o
tolueno e > 80% para os demais compostos), as quais diminuiram ao longo do tempo (Figura
5.4). Devido a alta volatilidade dos compostos BTEX, foi bastante dificil manter suas
concentracoes afluentes constantes durante todo o experimento. Especificamente para a etapa
I, as concentracdes afluentes apresentaram um comportamento similar ao observado para as
eficiéncias de remocdo (Figura 5.4), o que pode ter contribuido, portanto, para a reducao dos
valores de eficiéncia ao longo da etapa.

Entretanto, também se observou, embora de forma menos evidente para o
benzeno, uma tendéncia de aumento das concentracdes efluentes dos compostos BTEX ao
longo da etapa II (Figura 5.4). Logo, € bastante provéavel que as eficiéncias mais elevadas,
registradas no inicio do experimento, tenham sido alcangadas, em parte, devido a adsor¢do
inicial dos compostos na manta de lodo, cuja saturacdo parece ter sido atingida apds o dia 78
de operacgdo (Figura 5.4).

Em termos de eficiéncia média de remocdo, o maior valor foi obtido para os
isdmeros m- e p-xilenos (81%), seguidos, em ordem decrescente, pelos compostos o-xileno,
etilbenzeno, tolueno e, finalmente, benzeno (com apenas 41%) (Tabela 5.3), estando de
acordo com os resultados reportados no capitulo 4. Conforme discutido no mesmo capitulo, ja
era esperado que as menores eficiéncias fossem alcancadas para o benzeno. Contudo, embora
também se acreditasse que o tolueno seria o composto mais facilmente removido, sua
eficiéncia média de remogdo foi a segunda mais baixa (Tabela 5.3). Portanto, evidenciou-se,
mais uma vez, que ndo ha uma regra geral para prever a ordem de preferéncia na degradacao
de uma mistura de BTEX, especialmente em consércios microbianos com uma maior

complexidade.
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Figura 5.4 — Concentragdes afluentes e efluentes e eficiéncias de remocdo de benzeno (a),

tolueno (b), etilbenzeno (c), o-xileno (d), m,p-xilenos (e) e BTEX (f).
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Tabela 5.3 — Desempenho operacional do reator em termos de remog¢do dos compostos BTEX (continua).

Etapa I 11 IV \Y% A% VII
Etanol (g-L™) 0,70 0,87 0,78 0,70 0,66 0,12
DQO/SO* - 12,2 5.2 2,4 0,8 1,3
Afluente (ug-L") 14212 (2314) 22372 (2750) 21083 (4047) 19089 (3722) 15194 (2395) 20583 (1241)
I— (;.llg-%'l) 4694 (462) 7859 (625) 7026 (2196) 6205 (612) 5856 (602) 5563 (1522)
TR (ug-Ld") 4759 (1338) 7257 (1518) 7029 (1208) 6442 (1910) 4669 (1106) 7510 (724)
____ [Eficiéncia (%) 65930 64,2 (6,6) | 672(5.8)  664(72) 609 (5.6) 73,1(6,8)
Afluente (ug-L") 3702 (522) 3807 (456) 3536 (854)  3181(479) 2548 (283) 2916 (233)
B Efluente (ug-L") 2138 (208) 2439 (183) 2009 (703) 1740 (171) 1661 (192) 1567 (434)
TR (ug-L"d™) 782 (284) 684 (265) 763 (217) 721 (230) 444 (102) 675 (258)
. Eficiéncia (%) 41,2(102) ~ 349(112)  441(102)  444@4) 346 (5.8)  458(16,7)
Afluente (ug-L") 2253 (446) 3638 (426) 3348 (720) 2940 (633) 2401 (298) 3451 (222)
T Efluente (ug-L") 789 (166) 1539 (120) 1329 (437) 1154 (114) 1060 (116) 830 (290)
TR (ug-L'd™) 732 (232) 1050 (234)  1010(198) 893 (325) 670 (127) 1311 (119)
____ Eficiéncia (%) 63.8(9.9) . S1.0(7.4) 61,0(6,8) 591098 55649 76,2 (1.8)
Afluente (ug-L)  2175(650) 3676 (476) 3791 (727) 3416 (748) 2642 (515) 3701 (290)
e Efluente (ug-L") 612 (349) 917 (76) 920 (269) 817 (111) 767 (79) 741 (225)
TR (ug-L"d™) 782 (265) 1380 (254)  1436(262) 1300 (392) 938 (250) 1480 (134)
. [Eficiéncia (%)  71,7(142)  746(48) 76042 74970 70,1(5,7) 80,1 (5,6)
Afluente (ug-L") 2205 (468) 3849 (527)  3310(764) 2846 (587) 2314 (413) 3249 (245)
ox  Ffluente (ng'L'h  522(155) 1213 (104) 1035 (347) 873 (100) 826 (84) 834 (203)
TR (ug-L"d™) 841 (233) 1318 (292) 1137 (243) 987 (305) 744 (194) 1208 (144)
Eficiéncia (%) 75,5 (8,1) 67,8 (6,4) 69,2 (5,3) 68,1 (7,7) 63,5 (5,9) 74,3 (6,0)

6



Tabela 5.3 — Desempenho operacional do reator em termos de remoc¢ao dos compostos BTEX (conclusao).

Etapa I 111 IV \Y% A% \%1
Etanol (g-L™) 0,70 0,87 0,78 0,70 0,66 0,12
DQO/SO4* - 12,2 52 2,4 0,8 1,3

Afluente (ug-L") 4217 (949) 7401 (671) 7099 (1193) 6705 (1395) 5289 (1017) 7266 (614)

. Efluente (ug-L") 736 (222) 1751 (149) 1734 (468)  1621(222)  1542(160) 1593 (381)

P2 TR (gLt d Y 1741 (550)  2825(539) 2683 (433)  2542(736) 1873 (484) 2837 (251)

Eficiéncia (%) 81,3 (7.,8) 75,8 (5,0) 75,8 (4,2) 74,7 (7,0) 70,1 (5,3) 78,2 (4,6)

B, benzeno; T, tolueno; E, etilbenzeno; o0-X, orto-xileno; m,p-X, meta- e para-xilenos; TR; taxa de remog@o.
O desvio padrdo € exibido entre parénteses.
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Na etapa III, com a introdu¢@o do aceptor de elétrons sulfato (relagdao DQO/SO4*
de aproximadamente 12), embora as eficiéncias médias de remocdo dos compostos
aromdticos, de maneira geral, tenham diminuido (Tabela 5.3), ndao se observou diferenca
estatisticamente significativa em relagdo a etapa anterior (0,078 < p < 397), exceto para o o-
xileno (p = 0,037). Contudo, a partir desses resultados, € dificil inferir o impacto do aceptor
de elétrons no desempenho de remoc¢do de BTEX do reator, ja que, com exce¢do do benzeno
(p = 0,587), maiores concentracdes afluentes foram observadas na etapa III (p < 0,003), o que,
consequentemente, levou a um aumento das concentracdes efluentes de todos os compostos
BTEX (p < 0,003) (Figura 5.4). Mesmo assim, exceto para o benzeno (p = 0,651), foram
registradas maiores taxas médias de remogdo para todos os compostos (0,002 < p < 0,024)
(Tabela 5.3) apesar de ndo ser possivel atribuir esse aumento a adi¢cdo de sulfato ou a uma
provavel adaptacao da microbiota aos BTEX.

Embora a reducdo de sulfato e a metanogénese ocorram em condi¢des redox
similares (Tabela 5.4) (FOGHT, 2008; FOWLER et al., 2012), estudos mostram que a
degradacdo anaerdbia de BTEX ¢ estimulada pela adi¢do de sulfato como aceptor alternativo
de elétrons, e, consequentemente, elevadas eficiéncias de remocdo podem ser alcangadas
(ANDERSON; LOVLEY, 2000; CUNNINGHAM et al, 2000; DA SILVA; RUIZ-
AGUILAR; ALVAREZ, 2005; PHELPS; YOUNG, 1999). No entanto, Fernandes et al.
(2006), durante o tratamento de dgua contaminada com gasolina, contendo os compostos
aromaticos benzeno (6 mg-L'l), tolueno (6,6 mg-L'l) e m-xileno (3,2 mg'L'l), em um RAHLF
mesofilico (27 °C) operado com um TDH de 16 h, relataram que a adi¢do de 3 g-L™' de
sulfato (relagcdo DQO/SO,4* de 1,2) afetou negativamente as taxas de remocao de BTX, o que,
segundos os autores, pode ter sido causado por uma provdvel inibicao pelo sulfeto produzido.

Na etapa IV, foi aplicada uma relagao DQO/SO42' de 5,2 ao reator. Porém, para
todos os hidrocarbonetos aromadticos, tanto o desempenho de remocao (0,113 < p < 0,874)
quanto a qualidade do efluente (p > 0,132) permaneceram estatisticamente semelhantes aos da
etapa III (Figura 5.4). Ainda, embora os valores das concentragdes afluentes tenham
diminuido acentuadamente ao longo do tempo, as concentracdes efluentes seguiram o mesmo
comportamento, 0 que proporcionou uma boa estabilidade em termos de eficiéncia de
remocgao (Figura 5.4).

Posteriormente, com a reducio da relacao DQO/SO42' de 5,2 para 2,4 (etapa V),
ndo se verificaram, mais uma vez, diferengas estatisticas entre os valores das efici€éncias de
remocdo (p > 0,742) e das concentragdes efluentes (0,392 < p < 0,645) de todos os compostos

BTEX obtidos nas etapas IV e V (Figura 5.4). Todavia, percebeu-se uma maior instabilidade
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das eficiéncias de remocdo em relacdo a etapa anterior (Figura 5.4). Na verdade, tal
comportamento €, provavelmente, decorrente da maior flutuagdo das concentracdes afluentes
e ndo de uma possivel inibicdo pelo sulfeto produzido, ja que o efluente se manteve bastante
estdvel durante toda a etapa experimental (Figura 5.4). Portanto, ao contrario do observado
para a remocdo de DQO e para a reducdo de sulfato (se¢do 5.3.1), a remog¢ao dos compostos

aromadticos parece ndo ter sido afetada pela maior produgdo de sulfeto durante a etapa V.

Tabela 5.4 — Estequiometria e termodinamica da degradac¢do anaerdbia de benzeno, tolueno e

xilenos sob condig¢des sulfetogénicas e metanogénicas.

o
Substrato Reacao k JA'IiOl-l)
CeHyg + 3H,0 + 3,75804° — 6HCO5 + 1,88H,S + 1,88HS" 900
Benzeno + 0,38H"
oo CeHo +6,75H,0 — 225HCOs +375CH, +225H" 116
Tolueno C;Hs + 4,550, + 3H,0 — 7HCO;™ + 4,5HS™ + 2,5H" -205
o CHg+75H0 > 45CH, +2,5HCOs +2,5H -131
CgHyo + 5,25804% + 3H,0 — 8HCO;5™ + 2,625HS™ + 2,625H,S 64

Xilenos  + 0,125H"
CsHjo + 8,25H,0 — 5,25CH, + 2,75HCO;5™ + 2,75H" -169
Fonte: Foght (2008).

Concordando com os resultados apresentados, experimentos em fluxo continuo
com um RAHLF (TDH = 12 h) mesofilico (30 °C), suplementado com sulfato (500 mg'L'l),
durante o tratamento de dgua contaminada com benzeno ou tolueno (2 a 9 mg-L™), utilizando
etanol como co-substrato, ndo revelaram diferenca no desempenho de remocgdo desses
hidrocarbonetos aromdticos quando relacdes DQO/SO4* de 2 ou 4 foram aplicadas
(CATTONY et al., 2005; CATTONY et al., 2007).

Na etapa VI, quando o reator passou a ser submetido a uma relagio DQO/SO4> de
0,8, observou-se uma reducao das eficiéncias médias de remoc¢do de todos os hidrocarbonetos
aromdticos em relacdo a etapa V (Tabela 5.3). Contudo, é bastante provdvel que esse
decréscimo esteja associado as menores concentragdes afluentes de BTEX registradas durante
a etapa VI (p < 0,010) (Figura 5.4) e ndo ao aumento da concentragcao afluente de aceptor de
elétrons (Tabela 5.2), j4 que ndo houve mudanga da qualidade do efluente para tais compostos
aromdticos (0,090 < p < 0,626), a qual se manteve bastante estivel durante toda a etapa

(Figura 5.4). Mesmo assim, a reducdo da eficiéncia de remoc¢do foi considerada



99

estatisticamente significativa apenas para o benzeno (p = 0,004), enquanto, para os demais
compostos, permaneceu a mesma entre as etapas V e VI (0,054 <p <0,227).

Ainda, especificamente para o etilbenzeno e os isomeros do xileno, houve um
aumento das concentragdes afluentes ao longo da etapa VI, enquanto os efluentes
mantiveram-se constantes (Figura 5.4). Consequentemente, os valores de eficiéncia
apresentaram o mesmo padrao de variacdo observado para o afluente (Figura 5.4), refor¢cando,
assim, a hipétese de que a maior concentracdo afluente de sulfato provavelmente ndo afetou o
desempenho de remocao de BTEX.

De modo geral, a adi¢do de sulfato em diversas relacdes DQO/SO4* (etapas III a
VI) ndo alterou o desempenho de remocdo de BTEX do reator. Além disso, o padrao de
remogao desses hidrocarbonetos permaneceu o mesmo durante as quatro etapas, ou seja, as
maiores eficiéncias foram alcancadas para o etilbenzeno e os isdmeros m- e p-xilenos,
seguidos, em ordem decrescente, pelos compostos o-xileno, tolueno e benzeno (Tabela 5.3).
Logo, os resultados sugerem que, muito provavelmente, as BRS ndo estavam envolvidas no
ataque inicial aos BTEX.

Conforme mencionado no capitulo 4, sob condi¢des metanogénicas, consorcios
microbianos degradam hidrocarbonetos aromaéticos, tais como benzeno e tolueno, por meio de
interacdes sintroficas entre diferentes microrganismos. Assim, devido a essa sintrofia
essencial em comunidades metanogénicas, € dificil isolar espécies capazes de degradar
BTEX, ja que, a partir do ataque inicial a esses compostos, tais microrganismos,
provavelmente, ndo obtém energia suficiente sem a participagdo de parceiros sintréficos para
tornar a reacdo termodinamicamente favordvel (FOGHT, 2008). Por outro lado, é possivel
isolar culturas puras redutoras de sulfato capazes de utilizar BTEX como tnica fonte de
carbono e energia, como, por exemplo, Desulfobacula toluolica, Desulfosarcina cetonica e
Desulfotignum toluenicum (CUPPLES, 2011; FOGHT, 2008; WEELINK; VAN EEKERT;
STAMS, 2010), ja que as BRS podem usar uma grande variedade de substratos doadores de
elétrons, incluindo compostos aromdticos (como, por exemplo, benzoato, fenol e
hidrocarbonetos) (LIAMLEAM; ANNACHHATRE, 2007; MUYZER; STAMS, 2008).

Entretanto, em consdrcios microbianos sob condi¢des sulfetogénicas, embora as
reacOes de degradacdo de BTEX possam ser conduzidas por um unico redutor de sulfato, é
muito mais provavel que acontecam por meio de relacdes sintroficas em que o sulfato atua
como aceptor final de elétrons (RAKOCZY et al., 2011). De fato, estudos sugerem que a
degradacdo de benzeno, por exemplo, envolve a cooperagdo sintrofica entre bactérias

fermentativas, as quais geram hidrogénio e acetato como intermedidrios, BRS
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hidrogenotroficas, arqueias acetocldstiscas e, provavelmente, outros microrganismos
consumidores de acetato (Figura 5.5) (Tabela 5.5) (HERRMANN et al, 2010;
KLEINSTEUBER et al., 2008; RAKOCZY et al., 2011; VAN DER ZAAN et al., 2012). Nao
foram encontradas informagdes, na literatura, sobre a atuagdo de BRS acetoclasticas ou

arqueias hidrogenotréficas durante o processo sintréfico de degradacdo de BTEX.

Figura 5.5 — Rota metabdlica simplificada da degradagcao anaerdbia sintréfica de benzeno sob

condig¢des sulfetogénicas.

A
1
[coz] [CH3COO'] | |:>: Assimilagao
! ’

1, Bactérias fermentativas (Cryptanaerobacter/Pelotomaculum); 2, bactérias redutoras de sulfato; 3, arqueias
acetoclasticas (Methanosaeta); 4, outros microrganismos consumidores de acetato (Epsilonproteobacterium).
Fonte: adaptado de Vogt, Kleinsteuber e Richnow (2011).

Tabela 5.5 — Estequiometria e termodinamica das rotas metabdlicas da degradacao anaerdbia

sintréfica de benzeno sob condicdes sulfetogénicas.

N°. da equacao Reacio AG" (kJ-mol™)
1 C¢Hg + 6H,O — 3CH;COO + 3H" + 3H, 72,3
2 3CH;COO" + 3H" — 3CO, + 3CH,4 -107,5
3 3H, + 0,75S0,% + 1,125H" — 3H,0 + 0,375HS 1163
+ 0,375H,S ’

CeHs + 3H,0 + 0,75504> + 1,125H" — 3CO, + 3CH,
+ 0,375HS" + 0,375H,S
Fonte: Corseuil et al. (2011); Kleinsteuber et al. (2008).

4 (global) -151,5

Portanto, acredita-se que, no reator utilizado durante a presente investigacdo, a
degradacdo inicial de BTEX seria, muito provavelmente, resultado da acdo de
microrganismos fermentativos, enquanto as BRS prefeririam utilizar o hidrogénio produzido
ndo somente a partir da degradagdo desses compostos aromdticos, mas, sobretudo, do co-

substrato etanol em excesso, justificando, assim, a ndo alteracdo do desempenho de remocao
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de BTEX mesmo quando altas concentragdes de sulfato eram aplicadas. Caso contrério, com a
elevacdo da concentracdo afluente desse aceptor de elétrons e, consequentemente, com 0O
crescimento das BRS, as eficiéncias de remocao de BTEX teriam aumentado.

Finalmente, na etapa VII, a relacdo DQO/SO42' foi mantida préxima a
estequiométrica (~1,3), enquanto a carga de co-substrato foi reduzida (em aproximadamente 7
vezes) de forma a avaliar seu impacto na remocdo anaerdébia de BTEX, ja que o etanol é
preferencialmente degradado em relagdo a esses compostos sob diversas condi¢cdes redox
(aerdbia, desnitrificante, sulfetogénica e metanogénica) conforme informado no capitulo 4.

No inicio da etapa, observou-se uma elevacdo quase imediata da eficiéncia de
remocgdo de todos os compostos BTEX, notadamente para o benzeno e o tolueno (Figura 5.4),
mesmo para maiores concentragdes afluentes (p < 0,009) (Tabela 5.3). Portanto, assim como
observado sob condi¢cdes metanogénicas (capitulo 4), aparentemente, a escassez de etanol,
favoreceu a degradacdo de BTEX por razdes j4 mencionadas.

Mesmo quando altas concentracdes de etanol eram utilizadas (etapas I a VI), a
remog¢ao de BTEX ocorreu de forma razoavel (35 a 80%). Portanto, também sob condicdes
sulfetogénicas, supde-se que a microbiota do reator poderia conter populacdes com afinidade
especifica aos BTEX, as quais seriam, provavelmente, responsaveis pelo ataque inicial a esses
hidrocarbonetos. Ainda em concordancia com o capitulo 4, sugere-se que algumas populacdes
microbianas, responsdveis pela fermentacdo inicial de etanol, também fossem capazes de
iniciar a degradacdo de BTEX. Assim, devido a escassez de um substrato mais facilmente
degraddvel, tais microrganismos teriam passado a degradar mais ativamente os
hidrocarbonetos arométicos.

Contudo, ao longo da etapa VII, as concentragdes efluentes aumentaram, o que
levou a um decréscimo gradual das eficiéncias para valores préximos aos obtidos na etapa VI
(Figura 5.4). Esse comportamento poderia ser consequéncia de um desequilibrio da
comunidade microbiana, causado pela redugdo repentina da quantidade de fonte de carbono
disponivel. Porém, a partir da metade da etapa VII, percebeu-se uma tendéncia de
estabilizacdo das concentracdes efluentes de todos os compostos (Figura 5.4) embora ndo seja
possivel afirmar seguramente se a microbiota estaria atingindo um novo equilibrio, ja que,
devido ao desempenho de remocdo de DQO do reator (se¢ao 5.3.1), o experimento foi
encerrado prematuramente.

Mesmo assim, exceto para o benzeno (p = 0,076), as eficiéncias de remoc¢ao de

BTEX dessa ultima etapa experimental foram consideradas estatisticamente superiores as da
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etapa VI (p < 0,006), enquanto suas concentracdes efluentes ndo apresentaram diferenca
estatistica (0,082 < p <0,804) (Tabela 5.3).

Conforme mencionado no capitulo 4, esporadicamente, foram feitas anélises de
BTEX no biogds. Durante todo o experimento, observou-se a presenca desses hidrocarbonetos
aromdticos no biogds, ou seja, provavelmente, uma fracdo desses compostos estava sendo
removido por volatilizacdo. Entretanto, a metodologia empregada ndo permitia a
quantificacdo de BTEX em amostras gasosas. Portanto, a partir de tais andlises, ndo foi
possivel verificar o impacto do aumento da concentragdo afluente de sulfato ou da redugao da
carga de co-subtrato na remog¢do de BTEX por volatilizacdo. Contudo, como ndao houve uma
correlacdo entre producdo de biogds e eficiéncia de remog¢dao de BTEX, possivelmente a perda
por volatilizagdo era negligencidvel.

Por fim, ressalta-se a importancia de um pds-tratamento para a remocdo das
concentracoes residuais de BTEX de forma a atender aos padrdes de qualidade de 4gua
potavel estabelecidos pelas legislacdes ambientais. Além disso, seria muito importante a
realizacdo de andlises de microbiologia molecular para o esclarecimento da dinamica
populacional durante o processo de degradacdo dos compostos em estudo, possibilitando a

confirmacdo de algumas hipoteses levantadas no presente estudo.

5.4 Conclusoes

O reator anaerébio sulfetogénico alcangou eficiéncias médias de remocao de
BTEX que, dependendo do composto, variaram de 34 a 82% durante todo o experimento.
Enquanto as maiores eficiéncias foram alcangadas para os compostos etilbenzeno e m- e p-
xilenos (> 70%), o benzeno foi o composto mais recalcitrante, com eficiéncias médias
inferiores a 46%.

A adicdo de sulfato em diversas relagdes DQO/SO4* ndo alterou o desempenho de
remog¢do de BTEX do reator. Entretanto, uma provavel inibicdo do desempenho de remog¢ao
de DQO foi observada para relacdes DQO/SO,4> abaixo de 5.

A reducdo da carga de etanol teve um impacto positivo nas remo¢des de BTEX,
notadamente para o benzeno e o tolueno, reforcando a hipdtese de degradagdo sintréfica no

sistema avaliado.
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6 TRATAMENTO DE AGUAS SINTETICAS CONTAMINADAS COM BTEX EM
REATOR SOB CONDICOES ANAEROBIAS E MICROAEROBIAS

6.1 Introducao

Hidrocarbonetos monoaromaticos, tais como benzeno, tolueno, etilbenzeno e os
isdmeros do xileno (BTEX), sdo importantes constituintes do petréleo bruto e de seus
derivados (WEELINK; VAN EEKERT; STAMS, 2010). De fato, esses compostos podem
corresponder a até aproximadamente 18%, em massa, de uma mistura padrdo de gasolina (JO
et al., 2008a). Portanto, a partir do vazamento acidental de tubulacdes e tanques de
armazenamento subterraneos de combustiveis fésseis, os BTEX — os quais possuem
solubilidade e mobilidade em dgua relativamente alta — podem contaminar extensivamente
solos e aquiferos subterraneos, comprometendo fontes de dgua potdvel (DOU; LIU; HU,
2008; DOU et al., 2008) e representando, assim, um sério problema ambiental e de saide
publica devido a elevada toxicidade e ao potencial carcinogénico desses compostos (FOGHT,
2008; JO et al., 2008a; WEELINK; VAN EEKERT; STAMS, 2010).

Além disso, no Brasil, etanol € adicionado a gasolina (20-25%, em volume) de
forma a atenuar as emissOes atmosféricas automotivas prejudiciais. Entretanto, isso pode
agravar o problema de contaminagdo de aquiferos subterraneos, ja que o etanol pode exercer
um efeito de co-solvéncia, aumentando a solubilidade em dgua dos BTEX e,
consequentemente, resultando em concentracdes mais elevadas (CORSEUIL et al., 2011).

Entre as vérias tecnologias de remediagdo, in sifu ou ex situ, disponiveis para o
tratamento de dguas contaminadas com BTEX, os processos bioldgicos (ou biorremediacdo)
tém se destacado por serem econdmicos, eficientes e ambientalmente corretos (FARHADIAN
et al., 2008). De fato, microrganismos sao capazes de degradar BTEX sob condi¢des aerdbias,
microaerdbias (ou hipdxicas) e anaerdbias (FUCHS, 2008; JO et al., 2008a; SHIM et al.,
2005; WEELINK; VAN EEKERT; STAMS, 2010; YERUSHALMI et al, 2001;
YERUSHALMI; LASCOURREGES; GUIOT, 2002).

A biorremediagdo ex situ por meio de reatores anaerdbios tem sido utilizada com
sucesso no tratamento de 4guas contaminadas com poluentes quimicos ou organicos,
incluindo os BTEX. Entretanto, alguns parimetros operacionais, tais como concentragdao
afluente de poluentes, carga orgadnica volumétrica, presenca de aceptores alternativos de
elétrons e outros, podem influenciar no desempenho de degradacdo desses compostos

(FARHADIAN et al., 2008).
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Por exemplo, a adi¢do de baixas concentracdes de oxigénio pode favorecer a
degradacdo inicial dos compostos BTEX, pois, sob condi¢des microaerdbias, alguns
microrganismos podem utilizar oxigénio para introduzir grupos hidroxila no anel aromatico
como nas rotas aerdbias cldssicas, facilitando posteriormente sua clivagem por meio de rotas
metabodlicas anaerébias (FUCHS, 2008). Entretanto, os experimentos, em batelada ou em
fluxo continuo, de degradacdo microaerobia de BTEX encontrados na literatura tem utilizado
apenas culturas aerébias adaptadas a baixas concentracdes de oxigénio (SHIM; YANG, 1999;
SHIM; SHIN; YANG, 2002; SHIM; YANG, 2002; YERUSHALMI er al., 2001;
YERUSHALMI; LASCOURREGES; GUIOT, 2002). Assim, faz-se necessdria a avalia¢do de
processos microaerobios na degradacdo de BTEX, principalmente com indculos anaerdbios
operados em condi¢des microaerdbias.

Outro fator importante é a presencga de etanol em dguas contaminadas com BTEX
a partir de vazamentos de tanques de gasolina. Estudos mostram que esse composto €
preferencialmente degradado em relacdo aos BTEX sob diversas condi¢gdes redox (aerdbia,
desnitrificante, sulfetogénica e metanogénica), dificultando, assim, o seu processo de
degradacao (CHEN; BARKER; GUI, 2008; CORSEUIL et al., 1998; CORSEUIL et al.,
2011; DA SILVA; RUIZ-AGUILAR; ALVAREZ, 2005). Além disso, acetato e hidrogénio —
possiveis intermedidrios da degradacdo sintréfica de BTEX — podem ser produzidos a partir
da digestdo anaerébia de etanol. Logo, a degradacdo de elevadas concentracdes desse co-
substrato pode resultar em um acimulo transiente de acetato e hidrogénio, o que,
provavelmente, inibiria a degradagdo sintréfica de BTEX, ja que o processo passaria a ser
energeticamente desfavordvel (EDWARDS; GRBIC-GALIC, 1994; RAKOCZY et al., 2011).

Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar e comparar o desempenho de
remo¢do de BTEX em reator biol6gico submetido a altas e baixas concentragdes de co-

substrato (etanol) sob condi¢cdes anaerdbias e microaerdbias.
6.2 Material e métodos
6.2.1 Sistema experimental
O experimento em fluxo continuo foi realizado no mesmo reator anaerébio de
manta de lodo e fluxo ascendente (UASB, up-flow anaerobic sludge blanket), em escala

laboratorial (volume util de 3,3 L), feito a partir de tubos e conexdes de PVC para esgoto

(Figura 6.1), utilizado no experimento apresentado no capitulo 4, ou seja, um reator
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previamente adaptado aos compostos BTEX. Utilizou-se como indculo lodo anaerébio (~50 g
SSV-L'I) de um reator de circulacdo interna (IC, internal circulation) mesofilico de uma
cervejaria (Horizonte, Ceard, Brasil), cuja atividade metanogénica especifica (AME) foi 0,63

2 DQO (glicose)-g SSV'-d™".

Figura 6.1 — Configuragdo do sistema experimental utilizado na remog¢do de BTEX sob

condic¢des anaerdbias e microaerdbias.
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1, afluente; 2, bomba peristéltica (alimentacdo); 3, reator UASB; 4, efluente; 5, bomba dosadora (recirculagdo);
6, biogds; 7, medidor de géds; 8, homogeneizador; 9, bolsa de Tedlar® (N,); 10, sistema de introducdo de ar
(bomba peristéltica).

A fim de evitar a formacdo de caminhos preferenciais ou curtos-circuitos através
da manta de lodo e facilitar a liberagdo do biogds, evitando o efeito pistdao (elevacdo da manta
de lodo causada pelo biogds aprisionado), um homogeneizador (5 rpm) foi instalado no reator
(LEITAO, 2004).

O afluente era armazenado a aproximadamente 5 °C em um recipiente de PVC
(volume total de 7 L) provido de uma atmosfera de N, (100%, White Martins, Brasil), a partir
de uma bolsa de Tedlar® para amostragem de gds (Supelco, EUA), a fim de evitar a
volatilizagdao de BTEX dentro do recipiente e minimizar o contato do afluente com o O, do ar.

O reator era alimentado por meio de bomba peristdltica (Minipuls 3, Gilson,
EUA) através de tubos flexiveis de Tygon® Fuel and Lubricant (Cole-Parmer, EUA) —
material inerte aos compostos aromaticos testados — e operado a temperatura ambiente de

aproximadamente 27 °C.
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O efluente era recirculado por meio de bomba dosadora (Concept Plus, ProMinent
Dosiertechnik GmbH, Alemanha), e, em algumas etapas experimentais, um sistema de
microaeragdo era aplicado ao reator por meio de bomba peristaltica (Minipuls 3, Gilson,
EUA). O biogas produzido era coletado e medido por um medidor de gds previamente

calibrado (método de deslocamento de liquido).

6.2.2 Agua contaminada sintética

A é4gua contaminada sintética consistia de uma solu¢do aquosa contendo BTEX,
ou seja, benzeno (99,5%, Dindmica Quimica, Brasil), tolueno (99,5%, Vetec, Brasil),
etilbenzeno (99,0%, Sigma-Aldrich, EUA), o-xileno (98,0%, Fluka, EUA), m-xileno (99,0%,
Sigma-Aldrich, EUA) e p-xileno (99,0%, Sigma-Aldrich, EUA), um co-substrato, meio basal
(macro e micronutrientes) e um tampao. O co-substrato era o etanol (99,8%, Dinamica,
Brasil), e o meio basal era preparado de acordo com Firmino et al. (2010). Para manter o pH
préoximo a 7,0, a solugdo era tamponada com bicarbonato de s6dio (NaHCO3) na proporcao de
1 g de NaHCO; para cada 1 g DQO. Todos os reagentes foram utilizados como adquiridos,

sem purificacdo adicional.

6.2.3 Procedimento experimental

O experimento com 4gua contaminada com BTEX (~3 mg-L" de cada composto)
foi dividido em quatro etapas (Tabela 6.1). Na etapa I, o reator foi suplementado com etanol
de forma a obter uma DQO total de aproximadamente 1,6 g-L'l. Posteriormente, a fim de
investigar o efeito da carga do co-substrato na remocdo anaerébia dos hidrocarbonetos
aromaticos, a concentracdo de etanol foi diminuida para aproximadamente 0,3 g DQO-L™
(etapa II). Em seguida, apds um intervalo de 20 dias para a configuracdo do sistema de
microaeragdo, ainda submetido a baixa carga de etanol (0,3 g DQO-L™), o reator passou a ser
operado sob condi¢cdes microaerdbias, ou seja, uma vazao de 1,0 mL-min”' de ar atmosférico a
27 °C e 1 atm (o equivalente a 12,3 mmol Oz-dia'l) foi introduzida no sistema junto a
recirculac@o de efluente na entrada do reator (etapa III). Tal vazdo foi estipulada, a partir de
Lopes (2010), para garantir baixas concentracdes de oxigénio no liquido, pois, no referido
trabalho, ao ser aplicada uma vazao de 18,4 mmol Oz-dia'1 em reatores anaerdbios, operados
sob condi¢des microaerdbias, durante a remogao de H,S de dguas residudrias ricas em sulfato,

~ ~ e A . . -1
nao foram detectadas concentragdes de oxigénio no liquido superiores a 0,1 mg-L".
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Finalmente, na etapa IV, avaliou-se o impacto da microaeracdo na remog¢do de BTEX quando
o reator foi submetido a alta carga de etanol (2,1 g DQO-L™). A transicdo entre as diversas
etapas foi feita apds a verificagdo da estabilidade (variacao de até 10%) da concentracdo
efluente de BTEX nos trés ultimos pontos analisados (equivalente a uma semana de

operacao).

Tabela 6.1 — Parametros operacionais do reator sob condi¢des anaerdbias e microaerdbias.

Etapa® I II m 1
Fim da etapa (dia) 22 57 99 130
TDH (h) 48 48 48 48
DQO total (g-L™) 16 03 03 21
Etanol (g-L™) 0,76 0,11 0,12 0,96
BTEX (mg-L™") 16,1 195 158 163
Benzeno (mg-L™) 26 30 22 25
Tolueno (mg-L™) 25 33 25 26
Etilbenzeno (mg-L™") 28 35 30 28
o-Xileno (mg-L™) 24 30 26 26
m,p-Xilenos® (mg-L") 57 68 56 57
Recirculagdo (L-h'l) 0,7 0,7 0,7 0,7
Microaeragao (mL-min'l) - - 1,0 1,0
TDH, tempo de detencdo hidrdulica; DQO, demanda quimica de
oxigénio.

As etapas I e II so as etapas V e VI apresentadas no capitulo 4. A
etapa III iniciou-se no 77° dia de operacdo apds configuracdo do
sistema de microaeragao.

°Os isdmeros meta- e para-xilenos foram quantificados juntos devido
a limitacdo do método cromatografico.

6.2.4 Andlises quimicas e cromatogrdficas

DQO e pH eram determinados de acordo com o Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005), enquanto os dcidos graxos volateis
(AGV), pelo método titulométrico de Kapp (BUCHAUER, 1998).

Os compostos BTEX eram determinados por extracdo por headspace estéatico
(Triplus HS, Thermo Scientific, USA) seguido de cromatografia gasosa com deteccdo por
fotoionizacdo (HS-GC-PID, headspace-gas chromatography-photoionization detection)
(Trace GC Ultra, Thermo Scientific, USA) conforme descrito no capitulo 3 (secdo 3.2.2.2).
Todas as amostras (15 mL) eram previamente diluidas com 4gua ultrapura (Milli-Q system,

EMD Millipore, USA) diretamente em vials de vidro borossilicato para headspace (20 mL)
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(Supelco, EUA), os quais eram, em seguida, selados com septos de PTFE/silicone e lacres de
aluminio (Supelco, EUA).

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

conforme descrito no capitulo 4 (se¢cdo 4.2.4).

6.2.5 Métodos estatisticos

O programa Statgraphics Centurion XV foi utilizado para a andlise estatistica dos
dados, sendo aplicados os testes nao-paramétricos de Mann-Whitney e de Kruskal-Wallis, os
quais ndo requerem uma distribui¢do especifica de dados, para comparar o desempenho do
reator durante as diferentes etapas experimentais. Os resultados dos testes foram avaliados de
acordo com o valor de p. Se p < 0,050, a hipétese nula € rejeitada, ou seja, os grupos de dados

sdo considerados estatisticamente diferentes.

6.3 Resultados e discussao

6.3.1 Remocao de DQO e produgdo de metano

Inicialmente, na etapa I, embora o reator tenha apresentado certa instabilidade,
altas eficiéncias de remocao de DQO (~90%) foram obtidas (Figura 6.2). Consequentemente,
a producdo média de metano, nessa etapa, foi de 0,461 L por g de DQO removida (L-g
DQOrem'l) (Tabela 6.2), uma produgao 20% maior do que a tedrica esperada a 1 atm e 27 °C
(0,385 L-¢g DQOrem'l), confirmando o bom desempenho operacional do reator.

Na etapa II, a concentragdo de etanol foi diminuida de forma a obter uma DQO
média afluente de aproximadamente 300 mg-L" (Tabela 6.2). Como esperado, devido 2
menor DQO afluente nessa etapa (p < 0,001), menores valores de eficiéncia de remogao
foram alcancados em relacdo a etapa I (p < 0,001) (Figura 6.2). Contudo, a qualidade do
efluente, em termos de DQO, permaneceu semelhante a da etapa anterior (p = 0,710) (Tabela
6.2). Posteriormente, sob condi¢cdes microaerdbias (adi¢dao de 1,0 mL-min™ de ar atmosférico
a 1 atm e 27 °C) (etapa III), embora menores valores médios tenham sido observados (Tabela
6.2), as eficiéncias de remocao (p = 0,534) e as concentracdes efluentes de DQO (p = 0,804)

ndo apresentaram diferencas estatisticas em relacdo a etapa II (Figura 6.2). Portanto, a
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aplicacdo da microaeracido ndo teve um impacto significativo no desempenho de remocao de

matéria organica do reator.

Figura 6.2 — DQO afluente e efluente e efici€éncia de remogao.
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Tabela 6.2 — Desempenho operacional do reator em termos de remog¢do de DQO e produgdo

de metano.
Etapa I 11 111 v
Etanol (gL 0,76 0,11 0,12 0,96
Microaeraciao (mL-min'l) - - 1,0 1,0
pH __ Efluente 7602 7902) 7803 770.2)
Afluente (mg-L™") 1644 (255) 300 (50) 292 (26) 2054 (119)
DQO Efluente (mg-L™) 191 (105) 167 (96) 156 (44) 315 (32)
TR (mg-L™'-d™ 726 (111) 78 (24) 68 (22) 869 (62)
. Bficiéncia (%) 88.6 (5.8)  524(135)  464(150)  846(18)
CH, (L-d™" 1 0,86 (0,06) - - 0,74 (0,12)
(L-g DQOyem ) 0,461 (0,066) - - 0,282 (0,035)

DQO, demanda quimica de oxigénio; TR; taxa de remoc¢do; DQO,., demanda quimica de oxigé€nio

removida.
O desvio padrdo € exibido entre parénteses.

Nas etapas 1I e III, constatou-se uma maior instabilidade nos valores de eficiéncia

em relacdo a etapa I, o que pode ser justificado pelas baixas concentracdes de matéria

organica (Figura 6.2). Portanto, qualquer variacdo minima nos valores afluentes e efluentes de

DQO pode representar uma ampla flutuacao da eficiéncia de remocao. Adicionalmente, ndo
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foi possivel registrar o volume de metano produzido a partir de uma DQO afluente tdo baixa
devido a limitacdo do sistema de medig¢ao utilizado.

Finalmente, na etapa IV, ainda sob condi¢cdes microaerdbias, quando altas
concentracdes de etanol foram aplicadas, as eficiéncias de remocao de DQO aumentaram
consideravelmente (p < 0,001), e o reator apresentou excelente estabilidade operacional
(Figura 6.2). Entretanto, a DQO efluente foi aproximadamente 2 vezes maior do que a da
etapa anterior (p < 0,001) (Tabela 6.2).

Para verificar o impacto da microaeragdo quando o reator estava submetido a altas
cargas de co-substrato, compararam-se os resultados obtidos nas etapas I e IV. Assim, na
ultima etapa, verificou-se uma diminui¢do de 4% na eficiéncia média de remocao de DQO (p
= 0,049), enquanto a DQO média efluente aumentou significativamente de 191 para 315
mg'L'1 (p = 0,008) (Tabela 6.2). Como a DQO média afluente da etapa IV foi quase 25%
maior do que a da etapa I (p = 0,001) (Tabela 6.2), isso pode ter contribuido para 0 menor
desempenho de remog¢ao de DQO observado na ultima etapa experimental.

Com relacdo a produg¢do média de metano, observou-se um decréscimo de 0,461
para apenas 0,282 L.g DQOrem'1 (p = 0,008) (Tabela 6.2), a qual € 27% menor do que a
produgio teérica esperada a esperada a 1 atm e 27 °C (0,385 L-g DQOyen ). Além disso,
verificou-se um aumento da concentracio de CO; no biogds (dados ndo apresentados).
Portanto, muito provavelmente, parte do substrato pode ter sido degradada aerobiamente.

Ressalta-se, por fim, que apesar de o potencial redox do reator ndo ter sido
monitorado no presente estudo, acredita-se que adicdo de apenas 0,21 mL-min" de oxigénio
(a partir do ar atmosférico a 1 atm e 27 °C) ndo era suficiente para alterar esse parametro, ja
que Diaz et al. (2011), ao avaliar a remocdo de H,S sob condi¢cdes microaerébias em um
digestor anaerdbio de lodo de esgoto, em escala piloto (200 L), ndo observaram mudangas no
potencial redox do seu sistema quando uma vazao de oxigénio aproximadamente 8,5 maior do

que a do presente estudo (1,8 mL O,-min™") foi aplicada.

6.3.2 Remocao de BTEX

Na etapa I, com exce¢do do benzeno, foram alcancadas eficiéncias médias de
remog¢do acima de 80% para todos os compostos BTEX (Tabela 6.3), e o reator apresentou
excelente estabilidade operacional (Figura 6.3). Conforme ja era esperado, as menores

eficiéncias (~50%) foram alcancadas para o benzeno, e as maiores, para o tolueno (~90%)



(Figura 6.3). As provaveis explicacoes para esse comportamento foram discutidas

anteriormente (capitulo 4).

Tabela 6.3 — Desempenho operacional do reator em termos de remoc¢ao dos compostos BTEX.
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Etapa I I I IV
Etanol (gL 0,76 0,11 0,12 0,96
Microaeracao (mL-min'l) - - 1,0 1,0

Afluente (ug-L") 16158 (1280) 19537 (3109) 15845 (757) 16274 (1815)
—l (;fg-%'l) 3227 (212)  2677(576) 971 (320) 1928 (313)
TR (ug-L'-d™) 6465 (580) 8430 (1615) 7437 (486) 7173 (804)

... Eficiéncia (%) 800(1,3) 8945 93822  82(13)

Afluente (ug-L™) 2658 (226) 2995 (488) 2188 (333) 2519 (451)
B Efluente (ug-L™) 1294 (102) 1122 (290) 159 (101) 472 (104)
TR (ug-L'-d™) 682 (75) 937 (257) 1015 (181) 1024 (191)
... Eficiéncia (%) 51,2(23)  618(109) 92549 81,230
Afluente (ug-L™) 2545 (177)  3332(559)  2536(222) 2550 (345)
T Efluente (ug-L™) 240 (25) 103 (119) 53 (98) 263 (33)
TR (ug-L'-d™) 1152 (90) 1615 (311) 1241 (125) 1144 (166)
... FEficiencia(%) 905(12)  965(43) 97940  89.6(15)
Afluente (ug-L™) 2817 (221) 3462 (532) 2953 (81) 2844 (318)
E Efluente (ug-L™") 395 (30) 290 (69) 48 (90) 233 (42)
TR (ug-L'-d™) 1211 (112) 1586 (280) 1452 (72) 1306 (151)
... FEficiencia(%) 859(16) 91331 98331 918(L5)
Afluente (ug-L™) 2438 (193) 2989 (566) 2578 (67) 2626 (350)
Efluente (ug-L™) 484 (33) 437 (58) 244 (76) 341 (61)
o-X TR (ug-L'-d™) 977 (86) 1276 (285) 1167 (64) 1143 (153)
... Eficiéncia (%) 80,1 (1,2) 848 (4.1) 90532  870(1,6)
Afluente (ug-L™) 5700 (476) 6760 (1077) 5590 (298) 5734 (661)
Efluente (ug-L™) 814 (39) 726 (83) 467 (75) 620 (96)
m,p-X TR (ug-L'-d™) 2443 (226) 3017 (554) 2562 (163) 2557 (301)
Eficiéncia (%) 85,7 (0,9) 88,9 (2,8) 91,6 (1,5) 89,2 (1,4)

B, benzeno; T, tolueno; E, etilbenzeno; o-X, orto-xileno; m,p-X, meta- e para-xilenos; TR; taxa de remocao.
O desvio padrao ¢ exibido entre parénteses.

Estando de acordo com esses resultados, de Nardi et al. (2005), utilizando um
RAHLF mesofilico (30 °C) com TDH de 11,4 h, para o tratamento de dguas contaminadas
com BTEX (~3 mg-L"' de cada composto) na presenca de etanol, obtiveram eficiéncias
médias de remocao entre 82 e 93% dependendo do composto. Por outro lado, Fernandes et al.
(2006), durante o tratamento de dgua contaminada com gasolina, contendo os compostos

aromaticos benzeno (6 mg-L'l), tolueno (6,6 mg-L'l) e m-xileno (3,2 mg'L'l), em um RAHLF
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mesofilico (27 °C) operado com um TDH de 16 h, alcancaram eficiéncias de remocdo de
BTX de aproximadamente 95% durante o periodo de um més.

Posteriormente, na etapa II, a concentracdo de co-substrato foi reduzida (em
aproximadamente 7 vezes) de forma a avaliar seu impacto na remocao anaerobia de BTEX, ja
que o etanol é preferencialmente degradado em relacdo a esses compostos sob diversas
condigdes redox (aerdbia, desnitrificante, sulfetogénica e metanogénica) conforme
mencionado anteriormente (capitulos 4 e 5).

No inicio da etapa, observou-se uma elevacao da eficiéncia de remocao de todos
os compostos BTEX, notadamente para o benzeno (Figura 6.3). Entretanto, ao longo do
tempo, as concentragdes efluentes dos hidrocarbonetos aumentaram. Porém, apenas para o
benzeno, verificou-se um decréscimo gradual das efici€éncias para valores préximos aos
obtidos na etapa anterior (Figura 6.3). Provavelmente, esse comportamento poderia ser
consequéncia de uma readaptacio da comunidade microbiana as novas condi¢des
operacionais (escassez de fonte de carbono). Mesmo assim, as eficiéncias de remocdo de
todos os compostos BTEX dessa etapa experimental foram consideradas estatisticamente
superiores as da etapa I (0,007 < p < 0,030) (Tabela 6.3). Com relagdo a qualidade do
efluente, apenas as dos compostos benzeno (p = 0,174) e o-xileno (p = 0,103) ndao melhoraram
significativamente. Portanto, aparentemente, a escassez de etanol, favoreceu a degradacdo de
BTEX conforme discutido nos capitulos 4 e 5.

Na etapa III, com a aplicacio da microaeracdo (1,0 mL-min" de ar atmosférico a
1 atm e 27 °C), o reator apresentou boa estabilidade operacional, e, exceto para o tolueno (p =
0,535), as eficiencias de remocdo de todos os compostos BTEX aumentaram
significativamente (p < 0,016) (Figura 6.3). Particularmente para o benzeno, observou-se um
aumento de quase 31% na sua eficiéncia média de remog¢ao, o que possibilitou a obtencao de
uma concentracdo média efluente aproximadamente 7 vezes menor do que a da etapa II (159
mg-L™") (Tabela 6.3).

Sob condic¢des aerdbias, o oxigénio € utilizado ndo apenas como aceptor terminal
de elétrons, mas também na ativa¢do enzimatica inicial de compostos aromaticos, ou seja, 0
oxigénio € incorporado no anel aromdtico por meio de reagdes catalisadas por mono- ou
dioxigenases (Figura 6.4). Assim, sob tais condicdes, a ativacdo bioquimica de
hidrocarbonetos aromaticos consiste em introduzir um ou mais grupos hidroxila no anel
aromdtico (monohidroxilagdo por meio de mono-oxigenases ou di-hidroxilagdo por meio de
dioxigenases) de forma a promover a sua clivagem (FUCHS, 2008; WEELINK; VAN
EEKERT; STAMS, 2010).
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Figura 6.3 — Concentracdes afluentes e efluentes e eficiéncias de remocdo de benzeno (a),

tolueno (b), etilbenzeno (c), o-xileno (d), m,p-xilenos (e) e BTEX (f).
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Por outro lado, sob condi¢des microaerdbias, alguns microrganismos utilizam
oxigénio apenas para introduzir grupos hidroxila no anel aromético como nas rotas aerobias
cléssicas, ja que a sua clivagem acontece por meio de rotas metabdlicas anaerébias (FUCHS,
2008). Além disso, baixas concentragdes de oxigénio suprimem a atividade enzimatica de
dioxigenases (HACK et al., 1994; VILIESID; LILLY, 1992; YERUSHALMI et al., 2001).
Logo, a biotransformacdo, por exemplo, de benzeno a fenol e, posteriormente, a catecol
(YERUSHALMI et al., 2001; ZHOU et al., 1999) e de tolueno a meta-cresol e, em seguida, a
3-metil catecol (OLSEN; KUKOR; KAPHAMMER, 1994) ¢ catalisada por mono-oxigenases
(Figura 6.4).

Figura 6.4 — Rota metabdlica de biotransformacao de benzeno e tolueno pela acdo de mono- e

dioxigenases.
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Tolueno DO CH; H,CL O
OH c-
COOH
— s |
on Z>on
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MO, mono-oxigenases; DO, dioxigenase.
Fonte: adaptado de Olsen, Kukor e Kaphammer (1994); Fuchs (2008) e Yerushalmi ez al. (2001).

Entretanto, Yerushalmi et al. (2001), a partir de experimentos em batelada de

degradacdo de benzeno com culturas aerébias adaptadas a baixas concentragdes de oxigénio,
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observaram que, sob condi¢des microaerdbias, a oxidacdo adicional de fenol — composto
menos recalcitrante produzido a partir da hidroxilagdo inicial do benzeno por meio de mono-
oxigenases — a catecol, por vias aerdbias, s acontece quando quantidades adequadas de
oxigénio estdo disponiveis. Alternativamente, esses autores propdem que, apos o esgotamento
completo de oxigénio, o fenol pode ser degradado anaerobiamente a benzoato pela acdao de
microrganismos anaerdbios apropriados (Figura 6.5). De fato, o fenol é considerado um dos
possiveis intermedidrios chave da degradacdo anaerébia inicial de benzeno (COATES;

CHAKRABORTY; MCINERNEY, 2002).

Figura 6.5 — Rota metabdlica de degradacdao de benzeno sob condi¢des microaerdbias

proposta por Yerushalmi ez al. (2001).
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BMO, benzeno mono-oxigenase; FMO, fenol mono-oxigenase. A mineralizagdo completa de benzeno estda
condicionada a presenca de quantidade adequada de oxigénio (1) ou de microrganismos apropriados (2).
Fonte: adaptado de Yerushalmi et al. (2001).

Logo, no presente estudo, é provavel que a adicdo de baixas concentragdes de
oxigénio tenha facilitado a ativagdo inicial dos compostos BTEX, a qual é, normalmente,
considerada a etapa limitante do processo de degradacdo anaerdbia, principalmente para o
benzeno (COATES; CHAKRABORTY; MCINERNEY, 2002; FOGHT, 2008; WEELINK;
VAN EEKERT; STAMS, 2010). Assim, provavelmente, alguns microrganismos, por meio de
oxigenases, podem ter convertido os hidrocarbonetos arométicos em intermedidrios fendlicos
menos recalcitrantes sob condicdes anaerdbias, o que refletiu positivamente no desempenho
de remocdo do reator. Porém, ressalta-se que andlises de microbiologia molecular seriam

necessarias para corroborar as hipdteses propostas.
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Finalmente, na etapa IV, ainda sob condi¢des microaerdbias, altas concentragoes
de etanol foram aplicadas ao reator. Consequentemente, embora o seu desempenho tenha
continuado bastante estdvel, mesmo para uma elevada variacdo das concentra¢des afluentes
(Figura 6.3), menores eficiéncias médias de remoc¢do de BTEX foram obtidas em relacdo a
etapa III (p <0,006), principalmente para os compostos benzeno e tolueno (Tabela 6.3). Além
disso, observou-se uma tendéncia de aumento das concentragdes efluentes de BTEX ao longo
do tempo, refletindo de forma negativa nos valores de eficiéncia de remoc¢ao (Figura 6.3).
Portanto, esses resultados refor¢cam a hipdtese de que a presenga de altas concentracdes de um
substrato mais facilmente degradavel, como o etanol, interfere negativamente na remocao dos
hidrocarbonetos aromadticos, mesmo sob condi¢cdes provavelmente mais favordveis
energeticamente como as microaerdbias, conforme discutido anteriormente (capitulos 4 e 5).

Com relac@o ao impacto da microaeragdo para altas cargas de co-substrato (etapas
I e IV), mais uma vez, ndo se constatou alteracdo significativa na efici€ncia de remocao de
tolueno (p = 0,175), j& que, conforme mencionado anteriormente, € considerado um
hidrocarboneto relativamente menos recalcitrante sob diferentes condi¢cdes redox. Por outro
lado, as eficiéncias dos demais compostos aumentaram consideravelmente (p < 0,001) sob
condi¢des microaerdbias (etapa 1V) (Figura 6.3), notadamente para o benzeno, com um
aumento de 30% na eficiéncia média (Tabela 6.3). Assim, apesar de ndo ter sido possivel
alcancar o mesmo desempenho de remocao de BTEX da etapa III, de modo geral, a adi¢cdo de
pequenas quantidades de oxigénio (a partir do ar atmosférico), muito provavelmente, facilitou
a remocao dos compostos BTEX.

E importante comentar que a transferéncia de oxigénio a partir da injecdo de
pequenas bolhas de ar atmosférico para o liquido ndo € eficiente, pois, provavelmente, o
tempo de permanéncia dessas bolhas no sistema utilizado nao deve ser superior a 2 segundos.
Logo, a dissolucdo de oxigénio no liquido, em reatores microaerébios, acontece
principalmente a partir do ar armazenado no headspace do reator (interface liquido-gés),
sendo o tempo de residéncia do biogds nesse compartimento muito importante (LOPES,
2010). Para o reator utilizado no presente estudo, cujo volume do headspace era 0,4 L, o
tempo de residéncia do biogés para altas cargas de etanol era de 4,8 h, enquanto, para baixas
cargas, podia chegar a até 2 dias.

Conforme mencionado no capitulo 4, esporadicamente, foram feitas andlises de
BTEX no biogds. Durante todo o experimento, observou-se a presenca desses hidrocarbonetos
aromdticos no biogds, ou seja, provavelmente, uma fracdo desses compostos estava sendo

removido por volatilizacdo. Entretanto, a metodologia empregada n3o permitia a
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quantificacdo de BTEX em amostras gasosas. Portanto, a partir de tais andlises, ndo foi
possivel verificar o impacto do aumento da reducdo da carga de co-subtrato ou da
microaeracdo na remog¢dao de BTEX por volatilizacdo. Mesmo assim, acredita-se que a
remog¢ao de BTEX por stripping era negligenciavel, ja que o benzeno, composto menos volatil
(FARHADIAN et al., 2008), foi o que apresentou o maior aumento nos seus valores de
eficiéncia de remoc¢do com a introducdo de baixas quantidades de oxigénio (Tabela 6.3),
sugerindo, entdo, que, muito provavelmente, os hidrocarbonetos aromaticos foram removidos
por um processo biolégico em vez de um processo puramente fisico.

Ainda, deve-se mencionar que o efeito da adaptacdo do lodo de indculo aos
compostos BTEX durante o experimento ndo foi considerado relevante quando comparado ao
impacto da mudanga das condicdes operacionais, j4 que ndo se observou uma tendéncia de
aumento das eficiéncias de remo¢dao de BTEX ao longo do tempo das etapas experimentais
(Figura 6.3).

Por fim, mesmo para as elevadas eficiéncias alcancadas sob condi¢des
microaerdbias, ressalta-se a importincia de um pés-tratamento para a remogdo das
concentracdes residuais de alguns compostos BTEX, como, por exemplo, o benzeno, de
forma a atender aos padrdes de qualidade de 4gua potédvel estabelecidos pelas legislacoes

ambientais.

6.4 Conclusoes

Dependendo do composto, eficiéncias de remoc¢do de BTEX entre 50 e 97%
foram obtidas sob condi¢des anaerdbias, sendo os maiores valores alcancados para o tolueno
(> 90%), e os menores, para o benzeno (50-62%), o qual € altamente estavel
termodinamicamente.

A adic¢do de baixas concentragdes de oxigénio (a partir do ar atmosférico) garantiu
elevadas eficiéncias de remo¢do (> 80%) para todos os compostos sob condi¢des
microaerdbias.

Altas concentracdoes de etanol afetaram negativamente a remog¢dao de BTEX,

notadamente para o benzeno, sob condi¢des anaerdbias e microaerdbias.
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7 ROBUSTEZ DE REATOR MICROAEROBIO DURANTE TRATAMENTO DE
AGUAS SINTETICAS CONTAMINADAS COM BTEX

7.1 Introducao

Hidrocarbonetos monoaromaticos, tais como benzeno, tolueno, etilbenzeno e os
isdmeros do xileno (BTEX), sdo importantes constituintes do petréleo bruto e de seus
derivados (WEELINK; VAN EEKERT; STAMS, 2010). De fato, esses compostos podem
corresponder a até aproximadamente 18%, em massa, de uma mistura padrdo de gasolina (JO
et al., 2008a). Portanto, a partir do vazamento acidental de tubulacdes e tanques de
armazenamento subterraneos de combustiveis fésseis, os BTEX — os quais possuem
solubilidade e mobilidade em dgua relativamente alta — podem contaminar extensivamente
solos e aquiferos subterrineos, comprometendo fontes de dgua potdvel (DOU; LIU; HU,
2008; DOU et al., 2008) e representando, assim, um sério problema ambiental e de saide
publica devido a elevada toxicidade e ao potencial carcinogénico desses compostos (FOGHT,
2008; JO et al., 2008a; WEELINK; VAN EEKERT; STAMS, 2010).

Além disso, no Brasil, etanol € adicionado a gasolina (20-25%, em volume) de
forma a atenuar as emissOes atmosféricas automotivas prejudiciais. Entretanto, isso pode
agravar o problema de contaminagdo de aquiferos subterraneos, ja que o etanol pode exercer
um efeito de co-solvéncia, aumentando a solubilidade em dgua dos BTEX e,
consequentemente, resultando em concentracdes mais elevadas (CORSEUIL et al., 2011).

Entre as vérias tecnologias de remediagdo, in sifu ou ex situ, disponiveis para o
tratamento de dguas contaminadas com BTEX, os processos bioldgicos (ou biorremediagcdo)
tém se destacado por serem econdmicos, eficientes e ambientalmente corretos (FARHADIAN
et al., 2008). De fato, microrganismos sao capazes de degradar BTEX sob condi¢des aerdbias,
microaerdbias (ou hipdxicas) e anaerébias (FUCHS, 2008; JO et al., 2008a; SHIM et al.,
2005; WEELINK; VAN EEKERT; STAMS, 2010; YERUSHALMI et al, 2001;
YERUSHALMI; LASCOURREGES; GUIOT, 2002).

A biorremediagdo ex situ por meio de reatores anaerdbios tem sido utilizada com
sucesso no tratamento de 4guas contaminadas com poluentes quimicos ou organicos,
incluindo os BTEX. Entretanto, alguns parimetros operacionais, tais como concentragao
afluente de poluentes, carga orgdnica volumétrica, presenca de aceptores alternativos de
elétrons e outros, podem influenciar no desempenho de degradacdo desses compostos

(FARHADIAN et al., 2008).
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Por exemplo, a adi¢do de baixas concentracdes de oxigénio pode favorecer a
degradacdo inicial dos compostos BTEX, pois, sob condi¢des microaerdbias, alguns
microrganismos podem utilizar oxigénio para introduzir grupos hidroxila no anel aromatico
como nas rotas aerdbias cldssicas, facilitando posteriormente sua clivagem por meio de rotas
metabodlicas anaerébias (FUCHS, 2008). Entretanto, os experimentos, em batelada ou em
fluxo continuo, de degradacdo microaerobia de BTEX encontrados na literatura tem utilizado
apenas culturas aerébias adaptadas a baixas concentracdes de oxigénio (SHIM; YANG, 1999;
SHIM; SHIN; YANG, 2002; SHIM; YANG, 2002; YERUSHALMI er al., 2001;
YERUSHALMI; LASCOURREGES; GUIOT, 2002). Assim, faz-se necessdria a avalia¢do de
processos microaerobios na degradacdo de BTEX, principalmente com indculos anaerdbios
operados em condi¢des microaerdbias.

Adicionalmente, variacdes de carga afluente, pH, temperatura e compostos
téxicos e inibitérios podem afetar negativamente o desempenho de reatores (LEITAO et al.,
2006). Segundo Kraakman (2003), um sistema bioldgico sé pode ser implementado com
sucesso se for considerado robusto para o seu propdsito, ou seja, ser capaz de lidar com
flutuagdes e de recuperar-se apds falhas operacionais. Entretanto, Leitdo et al. (2006) afirmam
que a noc¢do de estabilidade ou robustez de reatores anaerdbios ainda ndo é muito clara.
Segundo esses autores, robustez pode ser definida como a capacidade dos sistemas de
tratamento de alcancar um desempenho estdvel sob determinadas condi¢des ambientais e
operacionais. Sob essa perspectiva, os sistemas anaerdbios sdo tdo estdveis quanto qualquer
outro sistema biologico. Porém, estabilidade também pode ser definida em termos de
variabilidade do efluente do processo, ou seja, a capacidade de um sistema de lidar com
variagdes ambientais e operacionais mais severas (LEITAO et al., 2006). Assim, a verificagio
da robustez de um sistema de tratamento € um procedimento essencial, de grande importancia
para biorremediagao ex situ de 4guas contaminadas com BTEX.

Face ao exposto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o desempenho de
remo¢do de BTEX de reator microaerébio quando submetido a simula¢des de choques de
carga e de auséncia desses hidrocarbonetos aromaticos, e de falhas operacionais, como

desligamento do sistema e desligamento da microaeracao, para verificacdo de sua robustez.
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7.2 Material e métodos

7.2.1 Sistema experimental

Os experimentos em fluxo continuo foram realizados, sob condi¢des
microaerdbias, no mesmo reator anaerébio de manta de lodo e fluxo ascendente (UASB, up-
flow anaerobic sludge blanket), em escala laboratorial (volume util de 3,3 L), feito a partir de
tubos e conexdes de PVC para esgoto (Figura 7.1), utilizado no experimento apresentado no
capitulo 6, ou seja, um reator previamente adaptado aos compostos BTEX e a condicdo
microaerdbia. Utilizou-se como indculo lodo anaerébio (~50 g SSV.L'I) de um reator de
circulagdo interna (IC, internal circulation) mesofilico de uma cervejaria (Horizonte, Cear4,

Brasil), cuja atividade metanogénica especifica (AME) foi 0,63 g DQO (glicose)-g SSV'-d".

Figura 7.1 — Configuragdo do sistema experimental utilizado na remoc¢do de BTEX sob

condi¢des microaerdbias.

®
@

H®©

1, afluente; 2, bomba peristéltica (alimentacdo); 3, reator UASB; 4, efluente; 5, bomba dosadora (recirculagdo);
6, biogds; 7, medidor de géds; 8, homogeneizador; 9, bolsa de Tedlar® (N,); 10, sistema de introducdo de ar
(bomba peristéltica).

A fim de evitar a formacdo de caminhos preferenciais ou curtos-circuitos através
da manta de lodo e facilitar a liberagdo do biogds, evitando o efeito pistdo (elevacdo da manta
de lodo causada pelo biogds aprisionado), um homogeneizador (5 rpm) foi instalado no reator

(LEITAO, 2004).
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O afluente era armazenado a aproximadamente 5 °C em um recipiente de PVC
(volume total de 7 L) provido de uma atmosfera de N, (100%, White Martins, Brasil), a partir
de uma bolsa de Tedlar® para amostragem de gds (Supelco, EUA), a fim de evitar a
volatilizagao de BTEX dentro do recipiente e minimizar o contato do afluente com o O, do ar.

O reator era alimentado por meio de bomba peristéltica (Minipuls 3, Gilson,
EUA) através de tubos flexiveis de Tygon® Fuel and Lubricant (Cole-Parmer, EUA) —
material inerte aos compostos aromaticos testados — e operado com um tempo de detencao
hidraulica (TDH) de 48 h a temperatura ambiente de aproximadamente 27 °C.

O efluente era recirculado (0,7 L-h'l) por meio de bomba dosadora (Concept Plus,

1
de ar

ProMinent Dosiertechnik GmbH, Alemanha), e a microaeracdo (1,0 mL-min
atmosférico a 1 atm e 27 °C) era aplicada por meio de bomba peristéltica (Minipuls 3, Gilson,
EUA). O biogas produzido era coletado e medido por um medidor de gds previamente

calibrado (método de deslocamento de liquido).

7.2.2 Agua contaminada sintética

A é4gua contaminada sintética consistia de uma solu¢do aquosa contendo BTEX,
ou seja, benzeno (99,5%, Dindmica Quimica, Brasil), tolueno (99,5%, Vetec, Brasil),
etilbenzeno (99,0%, Sigma-Aldrich, EUA), o-xileno (98,0%, Fluka, EUA), m-xileno (99,0%,
Sigma-Aldrich, EUA) e p-xileno (99,0%, Sigma-Aldrich, EUA), um co-substrato, meio basal
(macro e micronutrientes) € um tampao. O co-substrato (~2 g DQO-L'I) era o etanol (99,8%,
Dinamica, Brasil), e o meio basal era preparado de acordo com Firmino et al. (2010). Para
manter o pH préximo a 7,0, a solucdo era tamponada com bicarbonato de sédio (NaHCO3) na
propor¢ao de 1 g de NaHCOs; para cada 1 g DQO. Todos os reagentes foram utilizados como

adquiridos, sem purificacao adicional.

7.2.3 Procedimento experimental

A presente investigacdo foi conduzida em quatro experimentos para avaliar o
desempenho de remo¢ao de BTEX do reator microaerébio quando submetido a simulagdes de
choques de carga e de auséncia desses hidrocarbonetos arométicos, e de falhas operacionais,

como desligamento do sistema e desligamento da microaeracao.
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7.2.3.1 Choque de carga de BTEX

No primeiro experimento, avaliou-se o desempenho de remocdo de BTEX do
reator microaerdbio quando submetido a choques de carga desses hidrocarbonetos aromaticos
de 2 a 3,5 vezes a sua concentragdo usual no periodo estaciondrio (dependendo do composto)
(Tabela 7.1). Primeiramente, o reator foi submetido a um periodo de choque (C1) de 4 dias (2
TDH). Ap6s a obtengdo de concentracdes efluentes similares ou inferiores aquelas alcancadas
no periodo anterior a C1, o reator foi submetido a um segundo choque (C2) com duracao de 7
dias (3,5 TDH), ja que o impacto do aumento da concentracdo de BTEX no desempenho de
remo¢do de alguns compostos ndo foi muito evidente. Finalmente, para verificar a
reprodutibilidade da resposta do sistema, apds a obtencdo de concentracdes efluentes
similares ou inferiores as alcancadas no periodo anterior a C2, o reator foi submetido a um

terceiro choque (C3) com a mesma intensidade e duracdo de C2.

Tabela 7.1 — Concentragdes médias afluentes de BTEX durante periodo estaciondrio (PE) e

periodos de choque (C1, C2 e C3), e intensidade de choque (I).

PE C1 C2 C3
Composto
Conc. Conc. 1 Conc. 1 Conc. 1
Benzeno 33+0,3 10,1+0,6 3,0 112+0,7 34 11,3+0,3 34
Tolueno 5010 134+04 2,7 13,0+x0,7 2,6 13,104 26

Etilbenzeno 49+08 99+13 20 11,5+1,5 24 128+0,7 2,6
o-Xileno 42+08 87x1,2 2,1 92+13 22 10,1+£05 24
m,p-Xilenos 83+15 172+23 2,1 194+£29 23 21,7+13 2,6
BTEX 25, 7+4,1 593+46 23 64459 25 688+29 2]

PE, periodo estaciondrio; C1, choque 1 (2 TDH); C2, choque 2 (3,5 TDH); C3, choque 3 (3,5
TDH); conc., concentragio em mg-L™"; I, intensidade do choque (conc. choque/conc. PE).

7.2.3.2 Auséncia de BTEX

No segundo experimento, avaliou-se o desempenho de remocido de BTEX do
reator microaerdbio, o qual era alimentado com 4gua contaminada sintética contendo 3,2 +
0,5 mg-L'1 benzeno, 4,3 + 0,4 mg'L'1 tolueno, 4,5 + 0,7 mg'L'1 etilbenzeno, 3,8 + 0,5 mg-L’1
o-xileno e 7,6 + 1,1 mg-L"' m,p-xilenos (23,5 + 2,9 mg-L"' BTEX), apés um periodo (A) de 7
dias (3,5 TDH) durante o qual o etanol (~2 g DQO-L'I) era a unica fonte de carbono e

energia.
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7.2.3.4 Desligamento do sistema de tratamento

No terceiro experimento, avaliou-se o desempenho de remocdo de BTEX do
reator microaerobio, o qual era alimentado com 4gua contaminada sintética contendo 3,4 +
0,3 mg-L'1 benzeno, 4,4 + 0,4 mg-L'1 tolueno, 4,7 + 0,4 mg-L'1 etilbenzeno, 3,8 + 0,3 mg-L'1
o-xilenoe 7,9 £ 0,9 mg-L'1 m,p-xilenos (24,4 + 1,9 mg-L'1 BTEX), ap6s um periodo (DS) de

17 dias (8,5 TDH) durante o qual o sistema de tratamento foi desligado.
7.2.3.4 Desligamento da microaeragdo

No quarto experimento, verificou-se o impacto do desligamento da microaeracao
no desempenho de remocdo de BTEX do reator microaerébio, o qual era alimentado com
agua contaminada sintética contendo 3,9 + 0,3 mg-L'1 benzeno, 3,5 + 0,3 mg-L'1 tolueno, 3,1
+0,2 mg-L'1 etilbenzeno, 3,3 + 0,3 mg-L'1 o-xilenoe 7,1 + 0,5 mg-L'1 m,p-xilenos (20,9 + 1,3
mg-L' BTEX). Para isso, a microaeracdo foi desligada por um periodo (DM1) equivalente a
3,5 TDH (7 dias). De forma a verificar a reprodutibilidade da resposta do sistema, apds a
obten¢do de concentracdes efluentes similares as alcancadas no periodo anterior a DMI, a

microaeragdo foi desligada novamente por um periodo (DM?2) também de 7 dias (3,5 TDH).
7.2.4 Anadlises quimicas e cromatogrdficas

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

Os compostos BTEX eram determinados por extracdo por headspace estéatico
(Triplus HS, Thermo Scientific, USA) seguido de cromatografia gasosa com detec¢ao por
ionizacdo de chama (HS-GC-FID, headspace-gas chromatography-flame ionization
detection) (Trace GC Ultra, Thermo Scientific, USA) conforme descrito no capitulo 3 (se¢cdo
3.2.2.2). Todas as amostras (15 mL) eram previamente diluidas com dgua ultrapura (Milli-Q
system, EMD Millipore, USA) diretamente em vials de vidro borossilicato para headspace
(20 mL) (Supelco, EUA), os quais eram, em seguida, selados com septos de PTFE/silicone e
lacres de aluminio (Supelco, EUA).

A caracterizacdo de biogds foi realizada, em termos de ar (O, + N;), CO,, e CHy,

por cromatografia gasosa com deteccdo por condutividade térmica (GC-TCD, gas
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chromatography-thermal conductivity detection) (GC-17A, Shimadzu Corporation, Japao)

conforme descrito no capitulo 4 (se¢do 4.2.4).

7.3 Resultados e discussao

7.3.1 Choque de carga de BTEX

Antes do primeiro choque de carga de BTEX (Cl1), as concentracdes médias
efluentes dos compostos benzeno, tolueno, etilbenzeno, o-xileno e m,p-xilenos eram
aproximadamente 810, 235, 380, 565 e 870 pg-L'', respectivamente. Durante C1 (duracdo de
4 dias), com exce¢ao do benzeno, a resposta do sistema ndo foi muito evidente. Para esse
composto, observou-se um aumento da concentracdo efluente para quase 1400 pg'L'l, e o
reator levou 3 dias para alcancar valores similares aos obtidos no periodo pré-choque (Figura
7.2). Por outro lado, para os demais compostos, as concentracdes efluentes praticamente
permaneceram inalteradas durante C1. Entretanto, a partir do dia 15 de operacdo (6 dias apds
o término de C1), menores concentracdes efluentes foram obtidas, especialmente para o
etilbenzeno (Figura 7.2).

Segundo Cai, Zheng e Mahmood (2010), a estabilidade de um biorreator pode ser
caracterizada em dois aspectos: resistibilidade, definida como a capacidade de resistir a
qualquer perturbagdo no sistema, e resiliéncia, definida como a capacidade de recuperar-se da
perturbacdo. Por serem conceitos abstratos, os autores supracitados afirmam que ndo podem
ser considerados como indices de julgamento. Logo, para avaliar de forma concreta a robustez
do sistema durante choques de carga, recomendam o uso de parametros especificos
apresentados por Cai, Zheng e Mahmood (2009): indice de sensibilidade (IS), resposta
causada por unidade de intensidade de choque (R) e tempo de recuperagdo (TR). Os
parametros IS e R sdo calculados de acordo com as Equacdes 7.1 e 7.2 (CAlL; ZHENG;
MAHMOOD, 2009), em que Onsx € a concentracdo maxima de substrato observada no
efluente, O, € a concentragdo normalmente observada no efluente antes do choque, e I € a
intensidade do choque. TR € definido como tempo necessdrio para que o sistema alcance

valores similares aos obtidos no periodo pré-choque apds término do choque de carga.

IS =—mix o (7.1)



R — max n (72)

Na Tabela 7.2, sdo apresentados, entdo, os parametros IS, R e TR calculados para
C1, a partir dos quais se pode confirmar o que foi mencionado para o primeiro choque de
carga. Enquanto o IS do benzeno foi 0,75 — 0 que representa um aumento maximo de 75% no
valor da concentragdo efluente em relacdo a obtida no periodo anterior a C1 —, os IS dos
demais compostos foram menores do que 0,30. Os tempos de recuperacdo variaram de 3 a 6
dias.

Como o impacto do aumento da concentragdo afluente de BTEX no desempenho
de remocdo de alguns compostos ndo foi muito evidente para um periodo de 4 dias (C1), o
reator foi submetido a um segundo choque (C2) com duracdo de 7 dias (3,5 TDH). Com
excecao do etilbenzeno, o aumento do tempo de exposi¢cdo parece ter tornado o impacto do
aumento da carga de BTEX mais evidente para todos os compostos, notadamente para
benzeno e tolueno (Figura 7.2). Embora as concentracdes efluentes maximas alcancadas para
todos os hidrocarbonetos ndo tenham superado as do primeiro choque (C1) (Figura 7.2), os IS
calculados para C2 foram maiores (~2 vezes) do que os obtidos para C1 (Tabela 7.2), ja que
as concentragdes registradas antes de C2 eram inferiores as anteriores a C1. Contudo, o
sistema apresentou uma recuperacao bem mais rapida do que observado no primeiro choque
(TR £ 2 dias) (Tabela 7.2).

Para verificar a reprodutibilidade da resposta do sistema, o reator foi submetido a
um terceiro choque (C3) com a mesma intensidade e duragdo de C2. As concentragdes
efluentes méximas foram superiores as obtidas em C2 (Figura 7.2). Consequentemente, 0s
parametros IS e R calculados para C3 foram maiores dos que os registrados para o choque
anterior (Tabela 7.2), especialmente para o tolueno, cujo valor dos parametros foi
praticamente o dobro, e para o etilbenzeno, que apesar de ter mostrado um comportamento
completamente diferente dos demais compostos nos dois primeiros choques (Figura 7.2),
apresentou o segundo maior IS em C3 (Tabela 7.2). Contudo, diferentemente do observado
em C2, foram necessdrios 6 dias (TR) para que o reator obtivesse um efluente com qualidade

similar a do periodo anterior ao inicio de C3 (Tabela 7.2).
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Figura 7.2 — Desempenho de remocdo de benzeno (a), tolueno (b), etilbenzeno (c), o-xileno

(d), m,p-xilenos (e) e BTEX (f) durante choques de carga de BTEX (C1, C2 e C3).
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=, Concentracdo afluente (valor médio); O, concentracdo efluente; C1, choque 1 (2 TDH); C2, choque 2 (3,5

TDH); C3, choque 3 (3,5 TDH).
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Tabela 7.2 — Efeito dos periodos de choque de carga de BTEX (C1, C2 e C3) e tempo de
recuperacao (TR).

Choque  Composto I IS RugL"h TR (dias)

Benzeno 3,0 0,75 200 3
Tolueno 2,7 0,27 23 3
1 Etilbenzeno 2,0 - - -
o-Xileno 2,1 0,19 51 6
m,p-Xilenos 2,1 0,14 58 6
BTEX 2,3 0,20 250 3

~ Bemzeno 34 175 260 2
Tolueno 2,6 0,60 28 1
2 Etilbenzeno 2,4 - - -
o-Xileno 2,2 0,36 76 2
m,p-Xilenos 2,3 0,37 110 2
BTEX 2,5 0,58 449 2

~ Benzeno 34 180 285 6
Tolueno 26 1,13 51 6
3 Etilbenzeno 2,6 1,50 58 6
o-Xileno 24 047 99 6
m,p-Xilenos 2,6 043 133 6
BTEX 2,7 0,88 678 6

C1, choque 1 (2 TDH); C2, choque 2 (3,5 TDH); C3, choque 3 (3,5 TDH); I,
intensidade do choque (conc. choque/conc. periodo estaciondrio); IS, indice de
sensibilidade; R, resposta causada por unidade de intensidade de choque; TR,
tempo de recuperagdo apds fim do periodo de choque.

Ramakrishnan e Gupta (2008a), durante o tratamento de efluente contendo
compostos fendlico (752 mg-L™') em um reator anaerébio hibrido (TDH = 24 h) mesofilico
(27 °C), observaram que, com o aumento da concentracdo afluente desses compostos
aromaticos para 1880 mg-L™' durante 4 dias, ou seja, um choque de carga com intensidade 2,5
maior do que a carga usual, a concentracdo efluente de fendis aumentou de 7 para 94 mg-L'l.
Os autores, no entanto, afirmam que o lodo granular aclimatado utilizado no reator foi capaz
de recuperar o desempenho normal de remocao em 4 dias.

Um aspecto importante a ser considerado no desempenho de remogado de sistemas
de tratamento submetidos a choques de carga de substrato é verificar se o aumento da
concentracdo efluente corresponde a quantidade adicional de substrato aplicada durante o
periodo de choque, ou seja, se a capacidade do reator ja estd em seu limite, € o excesso de

substrato nao € removido. No presente estudo, o aumento da quantidade de BTEX no efluente
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foi bem menor do que a quantidade adicional aplicada durante todos os periodos de choque.
Além disso, de modo geral, as concentracdes efluentes comecavam a diminuir no préprio
periodo de choque, normalmente apds a metade desse periodo (Figura 7.2). Portanto, supde-se
que o reator estava subcarregado e mostrou potencial para remover uma carga de BTEX
maior do que a usualmente aplicada.

Dentre os diferentes compostos testados, o benzeno foi o que apresentou a maior
variacdo das concentragdes efluentes durante os choques (Figura 7.2), apresentando os
maiores indices de sensibilidade (IS) (Tabela 7.2). Entretanto, sua intensidade de choque era
quase sempre 1 unidade maior do que a dos outros compostos. Logo, isso pode influenciar no
julgamento de qual desses hidrocarbonetos é o mais recalcitrante em situacdes de carga
transiente. Porém, pelo parametro R, é possivel verificar qual o aumento da concentragao
efluente por unidade de choque. Assim, confirma-se que o benzeno foi o composto mais
recalcitrante, apresentando R superior a 200 pug-L™' em todos os periodos de choque testados,
enquanto o tolueno foi considerado menos problematico (R <51) (Tabela 7.2).

Por fim, ndo foram verificadas mudanga no desempenho de remog¢do de DQO
(~93%) do reator durante todo este experimento, j4 que as maiores concentracdes de BTEX
correspondiam no maximo 10% da DQO afluente total. Portanto, de modo geral, o reator sob
condi¢des microaerdbias conseguiu lidar com os choques de carga de BTEX embora choques

consecutivos tenham aumentado seu tempo de recuperagao.

7.3.2 Auséncia de BTEX

Antes do periodo de auséncia de BTEX (A), as concentracdes médias efluentes
dos compostos benzeno, tolueno, etilbenzeno, o-xileno e m,p-xilenos eram aproximadamente
530, 100, 140, 470 e 710 pg-L'l, respectivamente. Durante o periodo de 7 dias de auséncia
desses compostos no afluente, ou seja, quando o etanol era a tnica fonte de carbono e energia,
constatou-se, visualmente, a presenca de sélidos no efluente durante alguns dias, conferindo
uma cor escura a este. Consequentemente, apds a restauragao da alimentagdo do reator com os
compostos BTEX, observou-se um aumento gradual das concentracdes efluentes de todos os
compostos até o dia 23 de operacgdo (9 dias apds o término do periodo A), notadamente para o
benzeno e o tolueno, cujos valores de concentracdo chegaram a atingir o dobro do observado

antes do periodo A (Figura 7.4).
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Figura 7.4 — Desempenho de remocdo de benzeno (a), tolueno (b), etilbenzeno (c), o-xileno

(d), m,p-xilenos (e) e BTEX (f) ap6s periodo de auséncia de BTEX (A).
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Em seguida, no dia 27 de operagdo, as concentracdes dos compostos diminuiram
para valores préoximos aqueles obtidos antes do periodo A e apresentaram uma tendéncia de
estabilizacdo (Figura 7.4). Porém, a partir do dia 31 de operagdo, observou-se novamente a
perda de sdlidos pelo efluente, e as concentracdes efluentes comegaram a aumentar
gradativamente até o fim do experimento (dia 52 de operacdo), atingindo valores 2 a 3 vezes
maiores do que os obtidos antes do periodo A (Figura 7.4).

Muito provavelmente, a auséncia dos compostos BTEX, parece ter perturbado o
equilibrio da microbiota do reator, afetando diretamente as populacdes com afinidade
especifica aos compostos arométicos avaliados, as quais estariam diretamente relacionadas a

sua degradacgdo inicial, enquanto os microrganismos responsaveis pela degradacio de etanol
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parecem ndo ter sido afetados, ja que a remocdo de DQO (~92%) ndo mudou ao longo do

experimento.
7.3.3 Desligamento do sistema de tratamento

Antes do periodo de 17 dias de desligamento do sistema de tratamento (DS), as
concentracoes médias efluentes dos compostos benzeno, tolueno, etilbenzeno, o-xileno e m,p-
xilenos eram aproximadamente 1300, 150, 340, 640 e 960 pg-L™, respectivamente. ApSs o
periodo DS, com o religamento do sistema, observou-se um aumento inicial das
concentracdes efluentes de todos os compostos até o dia 34 de operacdo (7 dias apds o
término do periodo DS) (Figura 7.5). Porém, especificamente para os compostos benzeno e
tolueno, a partir do dia 36 de operagdo, as concentragdes efluentes diminuiram
consideravelmente até o dia 41, a partir do qual houve uma tendéncia a estabilizacdo até o fim
do experimento, atingindo valores proximos a 630 e 100 p g-L'l, respectivamente (Figura 7.5).

Comportamento similar foi observado para o etilbenzeno apesar de uma maior
flutuagdao dos valores de concentragdao efluente entre os dias 45 e 52 (Figura 7.5). Mesmo
assim, ao fim do experimento, a concentracdo efluente de etilbenzeno estabilizou em
aproximadamente 130 pg-L™'. Por outro lado, para os isdbmeros do xileno, suas concentragdes
efluentes iniciaram a diminuir apenas ap6ds o dia 43 de operacdo, alcangando valores estdveis
apenas a partir do dia 55 (~375 pg-L" o-xileno; ~615 pg-L' m,p-xilenos) (Figura 7.5).

Embora os xilenos tenham sido mais problematicos, de modo geral, foram
necessarios 14 dias de operacdo (7 TDH), apds religamento do sistema, para que o reator
atingisse um desempenho de remog¢do de BTEX estdvel, em que foram obtidas concentracdes
efluentes menores do que as registradas antes do periodo DS (Figura 7.5). Assim, € provavel
que tenha ocorrido uma readaptacdo da microbiota em contato com os BTEX presentes no
reator durante o periodo DS, por meio de mecanismos, como transferéncia horizontal de
genes, mutacdes ou rearranjos de DNA (SPRINGAEL; TOP, 2004), o que possibilitou, apos
um tempo de crescimento e de indugdo das enzimas (14 dias), a obten¢do de uma melhor
qualidade efluente. De fato, a literatura aponta a transferéncia horizontal de genes como o
principal mecanismo da adaptagdo de microrganismos a compostos arométicos e da evolugdo
de suas vias catabdlicas para tais compostos em ecossistemas anaerobios (CARMONA et al.,
2009). Finalmente, nao houve mudanca no desempenho de remog¢do de DQO (~94%) durante

todo o ensaio.
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Figura 7.5 — Desempenho de remocdo de benzeno (a), tolueno (b), etilbenzeno (c), o-xileno

(d), m,p-xilenos (e) e BTEX (f) ap6s periodo de desligamento do sistema de tratamento (DS).
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7.3.4 Desligamento da microaeracdo

Antes do primeiro periodo de 7 dias de desligamento da microaeracdo (DM1), as
concentracoes médias efluentes dos compostos benzeno, tolueno, etilbenzeno, o-xileno e m,p-
xilenos eram aproximadamente 640, 130, 140, 350 e 745 u g-L'l, respectivamente. Apesar de
o indice de sensibilidade (IS) e o tempo de recuperacao (TR) serem parametros recomendados
para avaliar o efeito de choques de carga no desempenho de sistemas de tratamento, optou-se
por utilizd-los, neste experimento, para melhor visualizar o impacto do desligamento da

microaera¢do na qualidade do efluente para os diferentes compostos testados (Tabela 7.3).
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Tabela 7.3 — Efeito dos periodos de desligamento da microaeracdo (DM1 e DM?2) e tempo de

recuperacdo (TR).
DM1 DM2?
Composto
IS TR (dias) IS TR (dias)
Benzeno 1,93 3 1,55 >2
Tolueno 0,30 3 0,14 1
Etilbenzeno 2,06 3 1,71 2
o-Xileno 0,35 2 0,10 2
m,p-Xilenos 0,45 3 0,18 >2
BTEX 0,97 3 0,70 2

DM1 e DM2, periodos de desligamento da microaeracio; IS, indice
de sensibilidade; TR, tempo de recuperagdo apds fim do periodo de
desligamento da microaeracdo.

*Nao foi possivel registrar periodo estaciondrio apés DM2 devido
ao rompimento prematuro do tubo peristaltico de microaera¢do. TR
estimado.

Durante DM, as concentragdes efluentes de todos os hidrocarbonetos aromaticos
aumentaram, notadamente para os compostos benzeno e etilbenzeno, cujos IS foram
aproximadamente 2 (Tabela 7.3), ou seja, suas concentracdes efluentes atingiram um valor
maximo 3 vezes maior do que as registradas no periodo anterior a DM1 (Figura 7.6). Apds a
restauracdo das condi¢des microaerdbias, o reator levou 3 dias para recuperar o desempenho
de remoc¢ao de BTEX similar aquele anterior a DM1 (Tabela 7.3).

De forma a verificar a reprodutibilidade da resposta do sistema, a microaeracao
foi desligada novamente por um periodo (DM?2) também de 7 dias (3,5 TDH). Enquanto as
respostas para os compostos benzeno e etilbenzeno foram semelhantes as observadas no
periodo DM1, o impacto da auséncia de microaeracdo para os demais compostos foi bem
menos evidente (Figura 7.6), com IS menores do 0,2 (Tabela 7.3). Devido ao rompimento
prematuro do tubo peristéltico de microaeracdo, ndo foi possivel registrar periodo estaciondrio
ap6s DM2. Entretanto, estima-se que o TR seria de 2 a 3 dias, conforme observado no periodo
anterior (Tabela 7.3).

Diaz e Fdz-Polanco (2012), ao avaliar a remocdo de H,S sob condi¢des
microaerébias em um digestor anaerébio de lodo de esgoto, em escala piloto (200 L),
observaram que a interrup¢do do fornecimento de oxigénio levou a um aumento da
concentraco de H,S de 70 a 22500 mg-m™ em apenas 7 h. Segundo os autores, assim que o
fluxo de oxigénio foi restaurado apds 9 dias de operagdo, a concentracao do poluente caiu

gradualmente até atingir os valores estaciondrios anteriores em 28 h. Logo, concluiram que a
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interrupcdo do fornecimento de oxigénio ndo resultou numa deterioragdo da capacidade de

remocao ja que os mesmos valores estaciondrios foram encontrados.

Figura 7.6 — Desempenho remocao de benzeno (a), tolueno (b), etilbenzeno (c), o-xileno (d),

m,p-xilenos (e¢) e BTEX (f) durante desligamento da microaeracdo (DM1 e DM?2).
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O, Concentragdo efluente; DM1 e DM2, periodos de desligamento da microaeracdo (3,5 TDH).

De modo geral, no presente experimento, verificou-se a importancia da adi¢do de
baixas concentracdes de oxigénio para a remog¢dao dos BTEX, ja que, conforme discutido no
capitulo 6, pode ter facilitado sua ativacdo inicial, a qual €, normalmente, considerada a etapa
limitante do processo de degradacdo anaerdbia, principalmente para o benzeno (COATES;
CHAKRABORTY; MCINERNEY, 2002; FOGHT, 2008; WEELINK; VAN EEKERT;
STAMS, 2010). Ainda, ndo houve mudanca no desempenho de remoc¢dao de DQO (~95,5%)

durante todo o periodo experimental.
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Finalmente, ressalta-se a importancia da realizacdo de andlises de determinacdo e
quantificacdo de BTEX no biogds para verificar o efeito da microaeracdo na remog¢do de
BTEX por volatilizagao. Além disso, andlises de biologia molecular seriam interessantes para
avaliar a dindmica populacional da microbiota do reator durante todos os experimentos do
presente estudo, possibilitando um melhor entendimento acerca do comportamento do sistema

de tratamento observado durante as diversas condi¢des testadas.

7.4 Conclusoes

O sistema conseguiu lidar com os choques de carga de BTEX com intensidade de
2 a 3 vezes a carga usualmente aplicada. Entretanto, choques consecutivos aumentaram o
tempo de recuperacdo de 2 para 6 dias.

O periodo de auséncia de BTEX parece ter prejudicado a microbiota do reator,
pois a qualidade do efluente deteriorou consideravelmente apds reintrodugdo dos compostos.

Ap6s religamento do sistema, foram necessarios 14 dias de operagdo para que o
reator atingisse um desempenho de remocdo de BTEX estdvel, em que foram obtidas
concentracdes efluentes menores do que as registradas antes do periodo de desligamento.

O desligamento da microaeragdo impactou negativamente a remocao de BTEX,
mas o sistema recuperou-se (~2 dias) rapidamente apds restabelecimento das condicdes
microaerdbias.

Nao houve mudanca no desempenho de remocdo de DQO (~94%) durante todos

0S ensaios.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Hidrocarbonetos monoaromaticos, tais como benzeno, tolueno, etilbenzeno e os
isdmeros do xileno (BTEX), sdo importantes constituintes do petréleo bruto e de seus
derivados, e se destacam na lista de poluentes prioritarios da agéncia de protecdo ambiental
norte-americana (USEPA, United States Evironmental Protection Agency) devido ao seu
elevado potencial carcinogénico e mutagénico. Portanto, a partir do vazamento acidental de
tubulagdes e tanques de armazenamento subterraneos de combustiveis fosseis, os BTEX — os
quais possuem solubilidade e mobilidade em &dgua relativamente alta — podem contaminar
extensivamente solos e aquiferos subterrdneos, comprometendo fontes de dgua potavel. Nesse
contexto, o presente estudo teve o objetivo de avaliar o uso de reatores bioldgicos, sob
condi¢cdes anaerdbias e microaerébias, como opcdo de biorremediacdo ex situ de dguas
contaminadas com BTEX.

Para isso, primeiramente, foi necessdrio o desenvolvimento de um método
analitico para a detec¢do e quantificacdo desses hidrocarbonetos aromadticos em &aguas e
efluentes, o qual consistia em extracdo por headspace seguida de cromatografia gasosa com
deteccao por fotoionizagdo. Os parametros de extragdo foram otimizados por meio de
planejamento experimental multivariado do tipo delineamento composto central rotacional, o
que possibilitou a obten¢do de baixos limites deteccao e de quantificacdo. Além disso, ndo se
observou efeito significativo da salinidade na determinagdo de BTEX, portanto o método
analitico proposto pode ser aplicado a diferentes amostras aquosas.

Sob condi¢des metanogénicas, as eficiéncias médias de remog¢do de BTEX
variaram de 38 a 97%, sendo as menores obtidas para o benzeno (38-62%), e as maiores, para
o tolueno (75-97%). Porém, o aumento da carga aplicada dos compostos aromaticos, em
consequéncia da redugcdo do tempo de detencdo hidrdulica do reator, parece ter afetado
negativamente o processo de remog¢do, j4 que, muito provavelmente, ndo houve um
crescimento celular proporcional dos microrganismos degradadores de BTEX devido as suas
propriedades cinéticas especificas.

Ainda sob as mesmas condi¢des, também se verificou o efeito da recirculagdo de
efluente na remocdo de BTEX. Quando altas concentracdes de etanol foram utilizadas, o
impacto da recirculagdo de efluente ndo foi evidente ja que, provavelmente, a elevada
producdo de biogds teria sido suficiente para garantir uma transferéncia de massa efetiva. Por

outro lado, com a reducdo da concentracio de etanol, a transferéncia de massa,



138

aparentemente, passou a ser um fator limitante do processo, ja que o efeito da recirculagdao de
efluente foi bastante significativo.

A literatura reporta que, normalmente, a degradacdo anaerébia de BTEX na
presenca de aceptores alternativos de elétrons, como sulfato e nitrato, é energeticamente mais
favoravel do que sob condi¢des metanogénicas. Por isso, avaliou-se o desempenho de um
reator sulfetogénico submetido a diversas relages DQO/SO4>. Contudo, os resultados
mostraram que a adi¢do de diferentes concentracdes de sulfato ndo alterou a remog¢do de
BTEX, sugerindo que, diferentemente do que ocorre em culturas puras, em consorcios
microbianos, aos quais interacdes sintréficas sdo inerentes, as bactérias redutoras de sulfato
ndo estariam diretamente relacionadas a ativacao inicial dos compostos aromaticos.

Sob condi¢gdes microaerdbias, elevadas eficiéncias de remocdo de BTEX foram
alcancadas (> 80%). E provével que a adicio de baixas concentracdes de oxigénio (a partir do
ar atmosférico) tenha facilitado a ativacdo inicial dos compostos BTEX, a qual é,
normalmente, considerada a etapa limitante do processo de degradacdo anaerdbia,
principalmente para o benzeno. Logo, provavelmente, alguns microrganismos, por meio de
oxigenases, podem ter convertido os hidrocarbonetos arométicos em intermedidrios fendlicos
menos recalcitrantes sob condi¢des anaerdbias, o que refletiu positivamente no desempenho
de remocao do reator.

Ainda, constatou-se que a presenca de altas concentragdes de etanol (co-substrato)
afetou negativamente a remocao de BTEX, notadamente para o benzeno, sob as diferentes
condi¢des redox testadas, j4 que é um substrato facil e preferencialmente degradavel em
relagdo aos compostos aromadticos. Além disso, a degradacdo de elevadas concentragdes de
etanol pode resultar em um acumulo transiente de acetato e hidrogénio — possiveis
intermedidrios da degradagdo sintréfica de BTEX —, o que, provavelmente, inibiria esse
processo, ja que passaria a ser energeticamente desfavoravel.

Com relagdo a robustez do reator sob condigdes microaerdbias, o sistema
conseguiu lidar com os choques de carga de BTEX (2 a 3 vezes a carga usualmente aplicada)
embora choques consecutivos tenham aumentado seu tempo de recuperacdo (de 2 para 6
dias). O periodo de auséncia de BTEX parece ter prejudicado a microbiota do reator, pois a
qualidade do efluente deteriorou consideravelmente apds reintrodugdo dos compostos. Apos
religamento do sistema, foram necessdarios 14 dias de operacdo para que o reator atingisse um
desempenho de remocdo de BTEX estdvel, em que foram obtidas concentracdes efluentes

menores do que as registradas antes do periodo de desligamento. O desligamento da
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microaera¢do impactou negativamente a remocdo de BTEX, mas o sistema recuperou
rapidamente (~ 2dias) ap6s restabelecimento das condi¢des microaerdbias.

Finalmente, o sistema de tratamento proposto, principalmente quando operado sob
condi¢des microaerobias, mostrou-se como uma opc¢do bem interessante para a
biorremediacdo ex situ de dguas contaminadas com BTEX em concentracdes moderadas (2 a
5 mg-L"), as quais sdo tipicamente alcancadas a partir de vazamentos de tanques subterrneos
de armazenamento de combustiveis fdsseis, como a gasolina. As tecnologias de
biorremediacdo in situ, apesar de serem consideradas operacionalmente mais simples,
normalmente acontecem de forma mais lenta (atenuagdo natural), sendo necessdria a inje¢ao
de aceptores alternativos de elétrons, como nitrato e sulfato, (bioestimulacdo) e/ou a
introducdo de microrganismos especialistas (bioaumentacdo) nos ambientes contaminados
para aumentar a eficiéncia do processo de remediagdo. Porém, essas medidas podem
comprometer a qualidade do aquifero subterraneo, pois ha a possibilidade do acimulo de
intermedidrios, como nitrito, a partir da reducdo de nitrato, ou de produtos finais, como
sulfeto, a partir da reducdo de sulfato, os quais também sio caracterizados como poluentes.
Além disso, a bioaumentagdo pode causar um desequilibrio na microbiota autéctone do
ambiente contaminado. Logo, a tecnologia ex situ apresenta algumas vantagens em relacdo a
in situ, tais como menor alteracdo do ambiente contaminado e maior controle das condi¢des
operacionais de tratamento a fim de melhorar sua eficiéncia. Ainda, verificou-se nio ser
obrigatério o uso de in6culo previamente adaptado a BTEX para o bom desempenho de
remogao desses compostos, aumentando a flexibilidade no processo de inoculaciao do sistema
de tratamento, especialmente para o caso de aplicacdo intermitente. Assim, o uso de reatores
microaerébios associados a sistemas de polimento (baseados nas diversas tecnologias
atualmente disponiveis) possibilitam a obtencao de dgua com a qualidade suficiente para a
reinjecdo em aquiferos previamente contaminados com esses hidrocarbonetos.
Adicionalmente, o uso de sistemas de tratamento modulares méveis para a remediacdo de
dguas subterraneas contaminadas com gasolina pode ser uma opcdo econdmica e
tecnicamente vidvel, principalmente para localidades onde hé baixa disponibilidade de corpos
hidricos superficiais, e o uso de aquiferos subterrineos é uma alternativa comum para o

abastecimento de dgua para consumo humano.
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APENDICE
APENDICE A - Figuras de interesse
Figura A.1 — Configuracdo do sistema experimental utilizado na remocdo de BTEX sob

condi¢des anaerdbias e microaerdbias (reatores anaerdbios de manta de lodo e fluxo

ascendente).

Figura A.2 — Recipientes de PVC para armazenamento de afluente (~5 °C) provido de

atmosfera de N, a partir de bolsas de Tedlar® para amostragem de gés.
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Figura A.3 — Sistema de medi¢do de biogds: quadro elétrico com display para contagem de

pulsos (a) e recipiente para medicio do volume de biogds produzido (método do

deslocamento de liquido) (b).

(a)

Figura A.4 — Procedimento de dilui¢do do biogds em bulbo de vidro para quantificacdo de

NH3 € HQS.




