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RESUMO

Os gases oriundos das estacBes elevatorias de esgotamento sanitario se
dispersam proximos a zonas urbanizadas e acabam ocasionando
problemas de cunho pessoal, social e econbémico. Esses gases sdo
compostos por uma mistura de compostos odorantes, onde uma das
substancias principais é o gas sulfidrico (H,S), o qual é caracterizado
pelo odor de ovo podre, além de ser altamente toxico e corrosivo. O
sulfeto de hidrogénio é formado quando ocorre a degradagdo da matéria
organica em anaerobiose, como nas tubulagfes de coleta e transporte de
esgoto sanitario. Para o tratamento desse gds podem ser aplicadas
tecnologias fisicas, quimicas ou bioldgicas. A duas primeiras, devido a
necessidade de aditivos quimicos e a geracdo de subprodutos toxicos,
possuem elevado custo de tratamento, desta forma as tecnologias
bioldgicas ganharam espago no tratamento de odores. As vantagens do
tratamento bioldgico vao desde o 6timo custo x beneficio, a geracéo de
subprodutos menos tdxicos ou inertes ao meio ambiente, facilidade de
operacdo e manutencdo, baixos requisitos energéticos, até mesmo por
poder tratar uma grande variedade de compostos. A biofiltragdo é uma
alternativa bioldgica e, por mais atrativa que seja, ja que pode tratar
eficientemente o H,S, ainda tem alguns pontos a serem estudados e
aperfeigcoados, como o conhecimento dos micro-organismos que
realizam a transformacdo desse poluente, suas rotas metabdlicas e a
mudanca na comunidade bacteriana de acordo com as variaches nas
condi¢des ambientais. A partir do exposto, esse trabalho teve o
propésito de avaliar as comunidades bacterianas presentes em um
sistema de biofiltracdo que proporcionam tratamento eficiente ao gas
sulfidrico. Os objetivos especificos visaram avaliar a eficiéncia de
remogdo do gas sulfidrico (H,S), certificar a melhora na qualidade do ar
da regido afetada através de técnicas olfatométricas, avaliar a influéncia
das condigBes ambientais na microbiota presente na camada filtrante e
determinar 0s micro-organismos que possivelmente realizam o
tratamento do gas sulficrico através de analises moleculares,
especificamente  PCR (Polymerase chain reaction) e DGGE
(Denaturing gradiente gel electrophoresis). O biofiltro foi operado por
1224 dias, desde julho de 2013 até dezembro de 2016. A eficiéncia de
remocdo do sulfeto de hidrogénio foi estavel na maior parte do periodo
de operacdo, atingindo valores da ordem de 100%. Com a reducéo das



concentragdes do sulfeto de hidrogénio dispersa no ar, houve melhora
significativa na qualidade do ar da regifo atestada pelos funcionérios da
companhia de saneamento. A comunidade bacteriana presente no
sistema de biofiltragdo apresentou dissimilaridade referente as condi¢fes
ambientais, principalmente na esta¢es do ano - inverno e verdo. Foram
determinados nesse sistema 0s géneros bacterianos Methylocystis sp.,
Steroidobacter sp. e Bacillus sp.

Palavras Chaves: Tratamento de odores; Biofiltracdo; Gas sulfidrico;
Comunidade bacteriana.



ABSTRACT

Near urban area, dispersed gases by wastewater pumping station cause
personal, social and economic problems. A mixture of odorant
compounds, where one of the main substances is hydrogen sulfide
(H.S). Rotten egg odor is the main characteristic by hydrogen sulfide, as
well as being highly toxic and corrosive. Hydrogen sulfide is formed
when organic matter is degraded under anaerobic conditions, such as in
sewage pipes. For the treatment of this gas, physical, chemical or
biological technologies may be applied. The first two, due to need for
chemical additives and the generation of toxic byproducts, have a high
cost of treatment, in this way the biological technologies have gained
space in the treatment of odors. The advantages of biological treatment
range from the great cost-benefit, the generation of less toxic or inert by-
products, ease of operation and maintenance, low energy requirements,
even for being able to treat a wide variety of compounds. Biofiltration is
a biological alternative and, however attractive, since it can efficiently
treat H,S, there are still some points to be studied and improved, such as
knowledge of microorganisms that perform the transformation of this
pollutant, its metabolic routes and the change in bacterial community
according to variations in environmental conditions. From the above,
this work had the purpose of evaluating the bacterial communities
present in a biofiltration system that provide efficient treatment to the
hydrogen sulfide. The main of this work were to evaluate the efficiency
of removal of hydrogen sulfide (H,S), to certify the improvement in the
air quality of the affected region through olfactometric techniques,
evaluate the influence of environmental conditions on the microbial
community present in filter bed and determine the microorganisms that
possibly perform treatment of sulfuric gas through molecular analyzes,
specifically PCR (Polymerase chain reaction) and DGGE (Denaturing
gradient gel electrophoresis). The biofilter was operated for 1224 days
from July 2013 to December 2016. The hydrogen sulfide removal
efficiency was stable over most of the operating period, reaching values
up to 100%. With the reduction of hydrogen sulfide concentrations,
there was a significant improvement in air quality of the region attested
by sanitation company employees. The bacterial community present in
biofiltration system presented dissimilarity regarding the environmental
conditions, mainly in seasons of the year - winter and summer. The
bacterial genera Methylocystis sp., Steroidobacter sp. and Bacillus sp.
were found.



Keywords: Odor treatment; Biofiltration; Hydrogen sulfide; Bacterial
community.
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1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

Compostos odoriferos emitidos em grandes quantidades por
fontes poluidoras afetam a qualidade do ar das areas adjacentes a estas
instalacBes, ocasionando incdmodo a humanos e animais, e também
provocando conflitos entre a populagéo atingida e a fonte poluidora. As
emissdes de odores que resultam de atividades antrépicas podem ter
efeito adverso na saude do individuo e da sociedade como um todo.
Essas emissdes sdo poluentes do ar e estdo sujeitas a controle e
regulagdo (BRANCHER; DE MELO LISBOA, 2014).

Ainda que a emissdo de gases odorantes ndo seja considerada
uma causa direta de doengas, o mal-estar sentido em humanos pode
variar entre dores de cabeca, nduseas, tonturas, perda de apetite,
indisposicdo, chegando até em sintomas mais graves de problemas
respiratorios (STUETZ; FRENCHEN, 2001; ZARRA et al., 2008).

Entre as fontes geradoras de odor devem-se destacar as industrias,
a gestdo de residuos, as atividades agricolas e as estacdes de tratamento
de esgoto. A implantacdo de técnicas para o tratamento de odores
provenientes de sistemas de tratamento de aguas residuarias € um dos
ramos que tem crescido nos Gltimos anos, devido a recente aproximacao
destas instalacBes as zonas urbanizadas (BARBUSINSKI et al., 2017).
Os gases odorantes comumente liberados por esses sistemas sdo
normalmente compostos por sulfeto de hidrogénio, amoniacos e
mercaptanas (BELLI FILHO et al., 2001).

Os gases sulfurosos, como o sulfeto de hidrogénio (H,S), tém
odor caracteristico de ovo podre. Mesmo em baixas concentracfes ja
podem causar danos a salde devido a sua toxicidade. Além disso,
ocasionam problemas as instalagfes de esgotamento sanitario pelo seu
alto potencial de corrosdo (PANTOJA FILHO et al., 2010). O limite
maximo de exposicdo segura para 0 H,S é de 10ppm, entretanto ele
pode ser detectado em concentracdes bem menores, em torno de
0,00047ppm (JIN; VEIGA; KENNES, 2005).

Para tratar o H,S podem ser adotadas tecnologias fisico-quimicas,
como condensacdo, membranas, mascaramento, oxidagdo, precipitacéo
quimica, entre outras. No entanto, essas técnicas tém alto custo e geram
subprodutos toxicos, os quais necessitam por fim, de pds-tratamento.
Frente a essas tecnologias, as alternativas bioldgicas difundiram-se
mundialmente a partir da década de sessenta, com a vantagem de tratar
grandes vazdes de gds com baixas concentracdes de poluentes e
principalmente, por serem atrativas economicamente (ADLER, 2001).
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Com o passar dos anos as alternativas biol6gicas foram
aperfeicoadas e hoje, as mais difundidas sdo: biolavador, biopercolador
e biofiltracdo. Esses trés métodos tém o mesmo principio de tratamento,
transferir os poluentes do estado de gas para outra fase, liquida ou
solida, onde os micro-organismos que estdo ali aderidos fazem a
conversdo dos compostos odorantes em compostos menos toxicos e até
mesmo inertes, como dioxido de carbono, agua e sais. Os processos que
ocorrem dentro dos sistemas bioldgicos responsaveis pela transformacgéo
dos poluentes sdo: absorcdo, adsorcdo e degradacdo, do contaminante
gasoso, e dessorc¢do dos produtos oriundos da degradacdo (VERGARA,
2002).

Nesse trabalho a tecnologia escolhida foi a biofiltragdo. Essa
técnica de tratamento se dd por uma corrente de ar que atravessa um
leito preenchido com material poroso, onde o consorcio bacteriano esta
aderido e realiza a degradacdo dos poluentes. A biofiltracdo se destaca
frente as outras tecnologias de tratamento devido a sua rapida
aclimatagdo, ao seu baixo custo de instalacdo e operacdo, ao fato de
dispensar (na maioria dos casos) o uso de produtos quimicos. Além
disso, consegue tratar uma grande variedade de poluentes. A biofiltracdo
é um sistema com limitacGes, uma das limitacfes é que a eficiéncia esta
intimamente ligada as condi¢Ges ambientais do meio, como temperatura
e umidade. Quando as condigdes ambientais ndo sdo favoraveis aos
micro-organismos, devido a sua sensibilidade estes podem se tornar
inativos, o que por fim afeta compromete o sistema.

Por mais estudada e aplicada que a biofiltracdo seja, na literatura
ainda se encontram lacunas. Uma das lacunas existentes é 0 pouco
conhecimento sobre o consorcio microbiano presente nos sistemas de
biofiltracdo e quais 0s micro-organismos realizam a conversao dos gases
poluentes em substancias inertes. A pesquisa focada nesse &mbito pode
fornecer uma melhor compreensdo da relagdo entre micro-organismos,
condi¢des ambientais e operacionais. Esse conhecimento pode contribuir
para a estabilidade do sistema, fornecendo ferramentas de diagnosticos,
controle e previsdo para o funcionamento do reator (BRIONES;
RASKIN, 2003).

Nesse contexto, esse trabalho foi desenvolvido com o intuito de
investigar as relacBes entre a estrutura da comunidade bacteriana
responsavel pela degradacéo do sulfeto de hidrogénio e as variagdes das
condi¢cdes ambientais sofridas pelo sistema de biofiltracdo, além disso,
foi avaliada a eficiéncia de remogdo de H,S e alteracdo da qualidade do
ar da regido, e dentro da microbiologia foi feita a determinacdo dos
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micro-organismos que estdo presentes nesse sistema e possivelmente
realizam a conversdo do sulfeto de hidrogénio em substancias inertes.

O Laboratério de Efluentes Liquidos e Gasosos (LABEFLU) do
Departamento de Engenharia Sanitaria e Ambiental (ENS) da
Universidade Federal de Santa Catarina desenvolve trabalhos no &mbito
de tratamento de esgotos desde sua criagdo, e, para ampliar seus
horizontes vem desenvolvendo estudos na area de poluicdo atmosférica
proveniente dos sistemas de esgotamento sanitario. Assim, 0
LABEFLU, consegue fechar o ciclo dos sistemas de esgotamento
sanitario, tratando todas as variantes de efluentes provenientes desses
sistemas.

Esse projeto teve apoio financeiro da Financiadora de Estudos e
Projetos (Finep). Foi desenvolvido pela Universidade Federal de Santa
Catarina em parceria com a Multiagua, empresa privada do ramo de
tratamento de efluentes. O sistema foi instalado na sede da Companhia
Catarinense de Agua e Saneamento (CASAN).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a comunidade bacteriana em sistema de biofiltragdo

para tratamento de odores de estacdo elevatdria de esgotamento
sanitario.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a eficiéncia de remocdo do gas sulfidrico (H,S);

Certificar a melhora na qualidade do ar da regido através de
técnicas olfatométricas;

Avaliar a influéncia das condi¢fes ambientais na microflora
presente na camada filtrante;

Determinar os micro-organismos que possivelmente realizam a
conversao do gas sulfidrico no sistema de biofiltracdo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 ODOR

Para Nicell (2009), odor é uma sensa¢do associada a um ou mais
compostos que, quando presentes em concentragfesperceptiveis, podem
desencadear respostas olfativas nos individuos expostos. As respostas
aos odores sdo altamente varidveis e podem resultar em uma grande
variedade de efeitos sobre a satude humana. O tipo e a concentracdo de
moléculas detectadas pelas células olfativas variam de individuo para
individuo, assim como de acordo com requisitos ambientais, como
temperatura, umidade e pressdo (KENNES; VEIGA, 2001).

Segundo Ranzato et al. (2012), a dispersdo atmosférica de odores
desagradaveis & considerada uma das principais causas de queixas
publicas relativas a qualidade do ar.Apesar de néo ser considerada uma
causa direta de doencas, a exposicdo em longo prazo a compostos
odorantes pode interagir com o0s receptores e ter um efeito negativo
sobre 0 bem-estar humano, causando nauseas, dores de cabega, insonia,
perda de apetite e problemas respiratérios (NICELL, 2009; SUCKER et
al., 2008; ZARRA et al., 2008).

Para Delhoménie e Heitz (2005) e Van Groenestijn e Kraakman
(2005), as emissbes odorantes aumentaram nas Ultimas décadas devido
ao desenvolvimento em larga escala da economia mundial e se tornaram
um problema de salde publica nos paises industrializados. Inddstrias,
incluindo sistemas de tratamento de agua e esgoto, agricultura intensiva,
instalacbes de processamento de alimentos e operacbes de gestdo de
residuos, tém obrigacdo ambiental e social de garantir que suas
atividades ndo afetem comunidades préximas (PARCSI et al., 2012).
Para Nicell (2009), décadas de experiéncia mostraram que os odores
devem ser incluidos na lista de contaminantes a serem regulados pelo
governo. Ainda que as emissfes gasosas odorantes tradicionalmente
recebam menos atencdo que a poluicdo ocasionada por liquidos e
solidos (LEBRERO et al., 2011b), nos ultimos anos, muitos governos
promulgaram leis com o objetivo de minimizar esse problema
(FULAZZAKY et al., 2014). A seguir sdo apresentadas algumas
propriedades importantes relacionadas ao estudo do odor.

3.1.1 Percepc¢ao de odores

Para Mcginley et al. (2000) dos cinco sentidos, o olfato é o mais
complexo e Unico em estrutura e organizacdo. O sistema olfativo
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emprega um papel maior como mecanismo de defesa, criando uma
resposta de aversdo aos odores irritantes.

Segundo Powers (2004), para que uma substancia seja detectada
como um odor pelas células receptoras, varios critérios devem ser
seguidos:

e A substancia deve ser volatil o suficiente para penetrar
0 ar préximo a area sensorial;

e A substancia deve ser ao menos um pouco solivel em
agua para passar pela membrana mucosa e pelas células
olfativas;

e A substancia deve ser lipossolivel, devido ao fato dos
cilios olfativos serem compostos primariamente por
material lipidico;

e Um numero minimo de moléculas odorantes deve estar
em contato com os receptores por certo periodo de
tempo, permitindo as interacbes necessarias a
percepgéo.

Quando um individuo é exposto a um odor existem dois limiares
que ele pode identificar: o limiar de deteccéo, ou seja, a concentracdo
minima em que o odor ja pode ser sentido, e o limiar de
reconhecimento, a concentracdo minima em que um odor ja pode ser
identificado pelas suas caracteristicas (STUETZ; FRENCHEN, 2001). A
seguir é apresentada a Tabela 1, adaptada de Belli Filho et al. (2001),
com os limiares olfativos e as caracteristicas marcantes dos principais
compostos odorantes relacionados aos sistemas de esgotamento
sanitario.

A Tabela 1 deixa em evidéncia que os compostos de enxofre
possuem um valor associado ao limiar olfativo bem abaixo dos outros
compostos, comprovando a facilidade de percepcdo desses gases pelo
sistema olfativo humano.
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Tabela 1 - Limites olfativos para gases odorantes associados aos processos de
tratamento de &guas residudrias.

Descrigdo Limiar
Substancia Composto ¢ olfativo
do odor o
minimo
Gas Sulfidrico Ovo podre 0,10
Metilmercaptana Repolho, alho 0,50
Etilmercaptana Repolho podre 1,00
Enxofre o
Dimetilsulfeto Legume podre 2,50
Dietilsulfeto Etéreo 4,50
Dimetildisulfeto Putrico 3,00
Amonia Picante, irritante 500,00
Metilamina Peixe podre 2,10
Etilamina Picante, 5,00
amoniacal
Nitrogénio  Dimetilamina Peixe podre 47,00
Indol Fecal, nauseante 0,60
Escatol Fecal, nauseante 0,80
Cadaverina Care . em -
decomposicao
Acético Vinagre 25,00
Acido Butirico Manteiga 0,40
Valérico Suor 0,80
Formaldeido Ocre, sufocante 33,00
Aldeidos Acetaldeido Maca 40,00
e Butiraldeido - 490,00
Cetonas Isovaleraldeido Ranco 13,00
Acetona Fruta, maga 72,00

Fonte: Adaptado de BELLI FILHO et al. (2001).

Os odores, sejam eles emitidos por fontes pontuais ou estando
dispersos no ar, podem ser quantificados em termos de concentragéo
através de métodos fisicos ou quimicos (NICELL, 2009).

A olfatometria é a técnica que foi desenvolvida para medir a
concentracdo do odor. Dentro dessa técnica, 0 método mais difundido
para quantificacdo do odor é baseado no principio de diluicdo por limiar.



32

De acordo com esse principio, a amostra odorante é descrita em termos
do volume no qual a amostra deve ser diluida, até que a concentracdo do
odor atinja o limiar minimo de percepg¢do, tornando-se perceptivel a
50% dos jurados (NICELL, 2009). O nimero de dilui¢cdes requeridas é
descrito como concentracdo do odor, e pode ser expresso em unidades
de odor por metro cabico (UO.m™), ou, simplesmente, unidades de odor
(UO). A concentragdo do odor sozinha pode ndo ser um fator
impactante, outros fatores influenciam na dispersao e na percepcao dos
odores pelo sistema olfativo.

3.1.2  Fatores que influenciam no impacto odorante

O impacto que o odor tem na qualidade de vida é alto, sendo
resultado de uma combinagéo de fatores conhecidos como FIDOL; ou
seja, frequéncia (F), intensidade (1), duracdo (D), ofensividade (O) e
localizagdo (L). Esses fatores sdo diretamente proporcionais ao efeito
negativo na vida dos individuos e podem ser usados como base para
investigacdo de odor e avaliacdo de impactos odorantes (BRANCHER,;
DE MELO LISBOA, 2014; FREEMAN; CUDMORE, 2002).

7

+ Frequéncia

A frequéncia é a quantidade de vezes que um individuo é exposto
a um odor no ambiente. Esse fator é influenciado pelas caracteristicas da
fonte e da emissdo odorante, mas também pelas caracteristicas
meteorologicas e topogréaficas da regido, e ainda, pela distancia entre a
fonte da emissdo e o individuo afetado (NICELL, 2009).

+»+ Intensidade

A intensidade de um odor refere-se a forca ou a percepcdo do
odor por um individuo (RIBEIRO, 2003).

A quantificacdo de odor pode ser feita através do uso de escalas
de intensidade, em que a intensidade constatada de um odor corresponde
a intensidade de outro produto padrdo, normalmente n-butanol ou sec-
butanol. A norma alemd Verein Deutscher Ingenieure — Olfactometry -
3882 (1) (DI, 1992) padroniza uma escala de intensidade (Tabela 2), a
qual exige que o juri correlacione a intensidade de um odor percebido
com uma escala de concentrag¢fes de 1-butanol previamente conhecida.
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Tabela 2- Escala de intensidade de odor.

Odor Nivel de Intensidade
Muito forte 5
Forte 4
Moderado 3
Fraco 2
Muito fraco 1
Né&o perceptivel 0

Fonte: VDI (1992).

Na Tabela 2 observa-se que as concentragdes do composto de
referéncia variam de néo perceptivel a muito forte, sendo que cada ponto
na escala tem um valor numérico associado. Assim, o jurado deve
correlacionar a intensidade do odor sentido com a escala numérica do
composto de referéncia apresentada a ele anteriormente.

¢ Duracdo

A duracéo de um odor refere-se ao tempo que um individuo fica
exposto a uma concnetracdo odorante, e esta diretamente relacionada ao
tipo de emisséo, a localizacdo da fonte e as condi¢es meteoroldgicas do
local. O individuo pode ser exposto a um odor de forma intermitente por
periodos curtos, ou de forma ininterrupta por longos periodos, podendo
até mesmo ser permanente. Normalmente, quanto maior a duracdo da
exposicdo maior é o impacto que este odor terd na vida do individuo
(NICELL, 2009).

« Ofensividade

A ofensividade de um odor é uma classificacdo subjetiva da sua
agradablidade (NICELL, 2009). A intensidade do odor ndo contabiliza
a ofensividade do mesmo, por exemplo, dois odores, com fontes
distintas, podem ter a mesma intensidade em nimeros, entretanto, néo
terdo necessariamente a mesma ofensividade.

Alternativamente, a natureza ou o carater do odor também pode
ser avaliado. O carater do odor é uma medida inconsciente, ja que os
estimulos do odor sentido remetem a uma lembranca de outra
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substancia, como cheiro de ovo podre, peixe, flores entre outros.
(STUETZ; FRENCHEN, 2001).

+« Localizacdo

A localizacéo representa o tipo de area que um individuo afetado
pelo odor vive, trabalha ou visita, o tipo de atividade desenvolvida e a
sensibilidade de recebimento individual. Por isso, a localizagdo é um
fator primordial para avaliar a probabilidade de ocorrer um efeito
adverso em um individuo ou uma comunidade por conta de um odor
(BRANCHER; DE MELO LISBOA, 2014).

3.2 ODORES PROVENIENTES DE ESTAGOES DE
TRATAMENTO DE ESGOTO SANITARIO

Em virtude das leis ambientais mais rigidas, da invasdo de areas
residenciais e das expectativas da populagdo em relagdo as obrigagdes
das companhias de saneamento, as reclamagdes consequentes de odores
oriundos dos sistemas de tratamento de aguas residuarias aumentaram
substancialmente nas Ultimas décadas e sdo uma das principais
preocupagdes da populagcdo que vive adjacente a esses sistemas
(ALFONSIN et al., 2015; LEBRERO et al., 2011b; OMRI et al., 2011).

A formacgdo e consequente emissdo de gases pelos sistemas de
esgotamento sanitario estdo associadas a decomposicdo bioldgica da
matéria organica. Essas emissdes colocam em risco a salde humana e
danificam o sistema devido a corrosdo dos equipamentos (SHAW;
KOH, 2012; STUETZ; FRENCHEN, 2001; ZARRA et al., 2008).

Além dos odores emitidos na etapa de tratamento, comumente
sentidos, a etapa de transporte também produz gases mal odorantes, em
virtude da degradagdo anaerébia da matéria orgénica que ocorre dentro
das tubulagbes e estacdes elevatorias (CONZALEZ et al., 2006). A
Tabela 3 apresenta as principais etapas geradoras de gases odorantes nos
sistemas de esgotamento sanitario.



Tabela 3 - Principais fontes de odores em sistemas esgotamento sanitario.

Tratamento Etapa de tratamento

Estacdo elevatdria
Pré-tratamento de esgotos Tanque de desarena@é_o

Caixa de gordura

Mistura
Tratamento de lodo Estabilizagdo
Desidratacéao

Disposicéo final
Fonte: Adaptado de Conzalez et al. (2006).

Como presentado na Tabela 3, as principais fontes de odores
em sistemas de esgotamento sanitario sdo as etapas de pré-tratamento
e tratamento do lodo. Nessas etapas a degradacdo da matéria
organica em anaerobiose ¢ a principal fonte de gases odorantes.

Para Stuetz e Frenchen (2001), os odores emitidos associados
a digestdo anaerébia da matéria organica sdo um complexo de
substancias. Dentre elas pode-se destacar gas sulfidrico, amdnia,
metil-mercaptanas, aminas com baixo peso molecular, indol, escatol,
acidos graxos volateis, alcoois, aldeidos, cetonas e ésteres (BELLI
FILHO et al., 2001; SYED et al., 2006).

O gas sulfidrico, foco desse trabalho, também conhecido
como sulfeto de hidrogénio, normalmente é emitido por fontes
naturais, mas também pode ser emitido por atividades
antropogénicas, como os sistemas de tratamento de esgoto sanitario
(COLOMER; MORATO; IGLESIAS, 2012; DUMONT; ANDRES,
2010).

3.2.1 Gas sulfidrico (H,S)

Para Pantoja Filho et al. (2010) e Xu et al. (2016), 0 H,S tem
como caracteristica marcante o odor de ovo podre, é incolor e
sollvel em agua. Além dessas caracteristicas, € corrosivo e tem um
alto nivel de toxicidade. A percepcao do sulfeto de hidrogénio pelo
sistema olfativo humano ja ocorre em baixas concentragdes, em
torno de 0,00047ppmv, como pode ser observado na Tabela 1
(OYARZUN et al., 2003). Para Sigurdsson et al. (2015), onde esse
gés se faz presente ha risco eminente para salde humana, pois até
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mesmo em concentragdes préximas ao limiar olfativo, a inalagdo de
H,S pode causar nausea, dor de cabeca, tontura e sonoléncia (KIM;
RENE; PARK, 2008). Nao obstante, ap6s longos periodos de
exposicdo a baixas concentracBes, 0s sistemas respiratorio,
cardiovascular e nervoso podem ser afetados (BATES et al., 2013).

A formacédo do sulfeto de hidrogénio pode ocorrer por duas
vias: a reducdo de sulfato e a dessulfurizacdo de compostos
organicos contendo enxofre reduzido (HARKNESS, 1979). Para
Cheremisinoff (1992) e Van Langenhove (1986), a formacéo do H,S
em condicdes anaerobias, nos sistemas de coleta e transporte de
esgoto sanitario, ocorre pela reducédo de sulfato em sulfeto, o qual é
emitido na forma de sulfeto de hidrogénio em condicGes de pH
acidas ou neutras. A formacdo do sulfeto de hidrogénio nessas
condicdes pode ser expressa através das equacdes simplificadas 1 e 2
apresentadas abaixo.

S0;% + mat.organica  bac.anaerébias S~ + H,0 + CO,
Equagéo 1

ST2+2HY > H,S
Equacdo 2

Para Dumont e Andrés (2010), nos sistemas de tratamento de
aguas residuarias, a producdo do H,S gera problemas de corrosdo nos
sistemas, além de tornar o ambiente de trabalho e as regides proximas
insalubres para a populagdo. Quando esse gas é formado e emitido em
baixas concentracdes, nos sistemas de tratamento de aguas residuarias, o
tratamento do odor pode ser feito através de técnicas bioldgicas, como a
biofiltracéo.

3.2.2 Tratamento de H,S por biofiltracédo

A biofiltracdo faz parte das tecnologias biologicas para o
tratamento de odores, essas tecnologias sdo consideradas
ambientalmente corretas, uma vez que ndo produzem subprodutos
toxicos, requerem pouca ou nenhuma energia e aditivos, e também por
possuirem um 6timo custo x beneficio (ALFONSIN et al., 2015;
SCHLEGELMILCH; STREESE; STEGMANN, 2005). Por isso, nas
GUltimas décadas, as tecnologias bioldgicas aplicadas ao tratamento de
odores ganharam forca e tornaram-se alternativas aos tratamentos fisico-
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guimicos (ESTRADA et al., 2012; REVAH; MORGAN-
SAGASTUME, 2005).

Dentre as alternativas bioldgicas, os biofiltros sdo os que relinem
0 maior conjunto de vantagens para o tratamento de gases provenientes
de sistemas de tratamento de aguas residurarias, quando considerados
fatores como tratamento efetivo dos gases odorantes, sustentabilidade,
simplicidade e baixos custos de implantacio e operacio (ALFONSIN et
al., 2013; CHERNICHARO, 2010).

Biofiltros séo reatores com leito fixo, biomassa imobilizada e fase
liquida estacionaria, em que o0s poluentes sdo transformados em
compostos menos toxicos ou inertes através da atividade microbiana
(OTTENGRAFF et al., 1987). A biofiltracdo é a configuracdo de
biorreator mais antiga, e ainda assim & uma tecnologia que consegue ser
aplicada a uma ampla variedade de poluentes e concentracdes, tratando
desde pequenas emissdes mal odorantes, emissbes de sistemas de
esgotamento  sanitario e, até mesmo, emissGes industriais
(HERNANDEZ et al, 2010; KENNES; RENE; VEIGA, 2009;
LEBRERO et al., 2010).

Dentre os fatores limitantes para aplicacdo de biofiltros pode-se
destacar o poluente, a concentracdo do mesmo e a vazdo da corrente
gasosa que entra no sistema. Esses fatores limitantes podem inibir a
microbiota presente no biofiltro, colapsando o sistema de tratamento.
(FULAZZAKY et al., 2014; OMRI et al., 2011; KENNES; RENE;
VEIGA, 2009).

Os gases mal odorantes que podem ser tratados por sistemas de
biofiltragdo incluem os compostos inorgénicos, como H,S e NH3 e os
compostos organicos volateis (COV). Esses gases sdo comumente
encontrados em estacOes de tratamento de esgotos (LEBRERO et al.,
2010; LEE et al., 2013; SHAREEFDEEN, 2011).

Para Fulazzaky et al. (2014), Omri et al. (2011), Kennes, Rene e
Veiga (2009), a biofiltracdo permite o tratamento de gases com grandes
vazOes e baixas concentracBes de poluentes, podendo ter uma eficiéncia
de remocdo de odores de até 99%. Para melhor eficiéncia desses
sistemas, recomenda-se que as concentragfes de poluentes a serem
tratados nao ultrapasse 6 g.m™, ja que altas concentragdes podem inibir
0 crescimento de micro-organismos (KENNES; RENE; VEIGA, 2009;
VAN GROENESTIJN; HESSELINK, 1993).

Para Fulazzaky et al. (2014), o tratamento dos gases por
biofiltracdo ocorre através da transferéncia de produtos quimicos
gasosos para a fase liquida que envolve o meio filtrante, onde os micro-
organismos degradam os poluentes quimicos no biofilme (Figura 1).
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Figura 1- Degradacdo de poluente no biofilme.
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Fonte: Adaptado de Fulazzaky et al. (2014).

A corrente de ar carregada com poluentes atravessa o leito poroso
no qual micro-organismos estdo aderidos em forma de biofilme
(DUMONT; ANDRES, 2010; GAUDIN; ANDRE; LE CLOIREC,
2008; LEBRERO et al., 2011b). Através de uma combinacdo de
processos como: adsorcdo, pelo material filtrante, absorcdo, adsorcdo e
degradacgdo, do contaminante gasoso, e dessor¢do dos produtos oriundos
da degradacdo, os poluentes sdo removidos do sistema. O poluente
gasoso entra em contato com a camada de hidratagdo e se solubiliza,
sendo adsorvido pelos micro-organismos que estdo aderidos no
biofilme, nessa camada ocorre a degradacdo biolédgica do poluente. O
meio filtrante, em funcdo da sua superficie de contato, absorve uma
parte do poluente. Os subprodutos gerados sdo o gas carbdnico,
resultante da respiracdo celular, gases inertes ou menos tdxicos e a
biomassa excedente, proveniente dos micro-organismos mortos
(CHENG et al., 2016; VERGARA, 2002).

Os micro-organismos sdo a chave do processo de degradacéo dos
poluentes no biofiltro. Para que essa microbiota tenha viabilidade de
crescimento, o sistema deve proporcionar disponibilidade de nutrientes,
retencdo de umidade e capacidade de tamponamento (SYED et al.,
2006).

O sulfeto de hidrogénio produzido nos sistemas de tratamento de
aguas residuérias pode ser degradado por um consoércio microbiano em
sistemas de biofitlracdo, a Figura 2 apresenta um esquema do ciclo do
enxofre e a oxidacdo bioldgica que este composto sofre através das rotas
metabdlicas dos micro-organismos.
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Figura 2 - Representacdo esquematica do ciclo do enxofre através de micro-

organismos.
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Fonte: Adaptado de Tang, Baskaran e Nemati (2009).

O ciclo do enxofre pode ser oxidativo ou redutor. No lado
redutor, o sulfato funciona como aceptor de elétrons nas vias
metabdlicas utilizadas por uma gama de micro-organismos, e por fim, é
convertido em sulfeto. No lado oxidativo, os compostos de enxofre
reduzido, como sulfeto, servem como doadores de elétrons para
bactérias, fototréficas ou quimiolitotréficas, que convertem estes
compostos em enxofre elementar ou sulfato (ROBERTSON; KUENEN,
2006). Quando os lados, redutor e oxidativo, ndo estdo em equilibrio
pode ocorrer a acumulacdo de compostos intermediarios, tais como
enxofre, sulfeto de hidrogénio ou sulfato. A despropor¢édo de enxofre é
realizada por bactérias redutoras de sulfato e outras bactérias altamente
especializadas que resultam na formacdo simultanea de sulfato e sulfeto
(BAK; PFENNIG,1987).

Nos sistemas de biofiltragdo os micro-organismos aderidos ao
meio filtrante oxidam o H,S, ja que este composto serve como fonte de
energia e elétrons. Por fim, o gas sulfidrico é convertido em compostos
inodoros, como enxofre elementar ou sulfatos, por bactérias litotréficas
(CHOUARI et al, 2015; KIM; DESHUSSES, 2005; TANG;
BASKARAN; NEMATI, 2009). A oxidacdo do sulfeto de hidrogénio
em é&cido sulfurico resultard em uma reducdo significativa do pH e um
aumento importante de sulfatos no percolado (Equacao 3), uma vez que
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a composicdo do percolado depende diretamente da atividade bacteriana
presente na camada filtrante (CHOUARI et al., 2015; JIN; VEIGA;
KENNES, 2005; TANG; BASKARAN; NEMATI, 2009).

H,S+ 0,50, » S°+ H,0
SO+ H,0 + 1,50, » H,S02
Equacéo 3

Um consideravel nimero de géneros bacterianos é conhecido por
oxidar compostos de enxofre nos sistemas de biofiltracdo: Thiobacillus
Thiomicrospira, Thiosphaera, Sulfolobus, Thiomonas Thiobacterium,
Macromonas, Thiospira, Pseudomonas e Paracoccus (BARBOSA et al.,
2006; OMRI et al., 2011; TANG; BASKARAN; NEMATI, 2009).

A reducdo da eficiéncia de tratamento do gas sulfidrico esta
relacionada aos problemas que a tecnologia de biofiltracdo pode
desenvolver.Dentre eles deve-se destacar a distribui¢do desigual de 4gua
e de gas como resultado da acumulacdo de biomassa, a perda de carga, a
degradacgdo do leito filtrante e as condigdes ndo favoraveis a atividade
microbiana. Esses problemas sdo comumente vistos em leitos filtrantes
organicos de baixo custo e durante o tratamento de altas cargas de
poluentes por um longo periodo (DEVINNY; DESHUSSES;
WEBSTER, 1998; ESTRADA et al., 2013; WANG et al., 2014).

A estabilidade funcional é uma das principais preocupacdes do
design do biorreator, especialmente quando o sistema é operado em
escala real. A investigacdo de possiveis ligacdes entre as flutuagoes
ambientais e a estrutura da comunidade microbiana é uma das questfes
mais desafiadoras em ambientes naturais e de engenharia (BRIONES;
RASKIN, 2003). Os sistemas de biofiltragdo bem-sucedidos em escala
real devem ser duradouros e econdmicos para que a técnica ganhe
competitividade diante das alternativas de tratamento (HERNANDEZ et
al., 2010).

Nos sistemas de biofiltracdo, a performance de remocdo do
contaminante é afetada ndo s6 pelas propriedades fisico-quimicas destes,
incluindo a solubilidade em &agua, a constante da lei de Henry, a
estrutura molecular do contaminante e a vaz&o de gas, mas também pela
presenga de micro-organismos (DESHUSSES; HAMER; DUNN, 1996;
KUMAR; RAHUL; CHANDRAJIT, 2011). Para além dos fatores
determinados pelo contaminante, tem-se os fatores limitantes do
sistema, como temperatura, meio filtrante, teor de umidade e pH
(HONG:; PARK, 2005).
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<+ Meio filtrante

Para Anet et al. (2013) e Gutiérrez-Acosta et al. (2012), 0s meios
filtrantes sdo definidos como meios solidos onde 0s micro-organismos
se aderem para formar o biofilme, sendo assim, a principal funcdo do
meio filtrante é prover uma superficie de fixac&o e crescimento para 0s o
consércio microbiano. Além disso, serve como reservatorio de agua,
poluentes e nutrientes por adsorgdo no meio e por absor¢do de agua nos
poros (CHENG et al., 2016).

Para Anet et al. (2013), Dumont e Andreés (2010), Gaudin, Andres
e Le Cloirec (2008), a escolha do meio filtrante adequado é o primeiro
passo para um sistema eficiente, portanto as propriedades fisico-
quimicas do material devem ser levadas em consideracéo. As qualidades
esperadas para um meio filtrante sao:

e Grande area superficial para fixacdo da biomassa e para
melhorar a transferéncia externa de poluentes, nutrientes e
oxigénio;

e Alta porosidade e alta fracdo de vazios para promover o
desenvolvimento de micro-organismos, favorecendo a
distribuicéo do fluxo de gas e limitando o entupimento;

e Boa capacidade de retencdo de umidade, pequena perda de
pressdo, resisténcia mecanica e alta capacidade de
tamponamento para evitar flutuacdes de pH;

e Capacidade de fornecer nutrientes para biomassa;

e Possibilitar o crescimento de uma populagdo microbiana densa
e diversificada;

e Ser quimicamente inerte e estavel,

e Baixo custo e longa vida (til.

Vaérios estudos tém demonstrado que o poluente é biologicamente
degradado nos primeiros 30% do leio filtrante e nos 70% restantes
ocorre a purificacdo da corrente de ar, independentemente da natureza
do material filtrante (LEBRERO et al., 2011a).

Os biofiltros podem ser preenchidos com material organico ou
inorganico, a escolha depende do tamanho das particulas, do poluente a
ser tratado, da concentragdo do mesmo, da vazdo de ar e do
investimento. Os meios filtrantes organicos compreendem uma
guantidade de residuos organicos que sdo utilizados como fonte de
nutrientes pelos micro-organismos. Entretanto, a atividade microbiana
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pode ser comprometida devido a distribuicdo irregular de agua e a
deterioragdo do material filtrante. Esses problemas podem ocasionar
perda de eficiéncia na biodegradacdo de poluentes, compactacdo do
meio, queda de pressdo do sistema, aumento dos custos com energia e
reducdo da vida atil do leito filtrante ao longo do tempo (ESTRADA et
al., 2013; KENNES; VEIGA, 2001). J& os meios inorganicos tém maior
resisténcia mecanica, mas necessitam de inoculagcdo. Além disso, a
capacidade de adsorcdo desses materiais € reduzida frente ao material
organico, pois este possui mais grupos reativos (carboxila, amino,
hidroxila) localizados na superficie do material (CHENG et al., 2016;
GUTIERREZ-ACOSTA et al., 2012; MALHAUTIER et al., 2005). O
meio filtrante, seja ele organico ou inorganico, tende a perder
porosidade, seja pelo longo tempo de operacdo ou pelo aumento
demasiado na carga de poluente (YANG et al., 2011).

Em biofiltros os principais materiais organicos utilizados como
meio suporte so solos e turfa (RAMIREZ et al., 2009), casca de pinus,
cavaco de madeira e fibra de coco (ANET et al., 2013). Dentro dos
materiais sintéticos estdo o poliuretano (GUTIERREZ-ACOSTA et al.,
2012), o carvéo ativado que resulta em um bom desempenho do sistema,
entretanto tem custo elevado (CHUNG et al., 2005), xisto expandido e
pozolana (ANET et al., 2013).

o m

O pH afeta a atividade microbiana e, consequentemente, a
degradacdo dos poluentes. Nos sistemas de biofiltragdo a faixa de pH
varia entre 6 a 7 para o tratamento de compostos organicos volateis e
compostos volateis de enxofre. Entretanto, quando se faz o tratamento
de alguns compostos especificos como o gas sulfidrico, o pH pode
decair a uma faixa de 2 a 3, indicando que ha degradacdo do material
filtrante e a formagao de 4cido sulflrico no efluente percolado. Porém o
pH é&cido ndo afeta a remocéo eficiente do H,S e os micro-organismos
presentes no sistema sdo resistentes a esses valores (KENNES; RENE;
VEIGA 2009; SHAMMAY et al., 2016).

< Temperatura

Durante muitos anos as técnicas de biofiltracdo foram limitadas a
operar sob condi¢cdes de temperatura amenas,25°C a 35°C, devido as
caracteristicas mesofilicas da populacdo microbiana estabelecida no
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meio suporte. Quando ocorria queda de temperatura para 20°C,
acreditava-se que a atividade bacteriana era reduzida a metade, ou seja,
era como se 0S micro-organismos entrassem em estado de laténcia
(KENNES; RENE; VEIGA, 2009; MORALES et al, 2012;
SHAMMAY et al., 2016). Entretanto, segundo Park, Choi e Hong
(2002), os micro-organismos ndo sdo afetados instantaneamente pela
gueda de temperatura e os biofiltros conseguem operar normalmente em
condicdes de temperatura que variam de 10 a 40°C.

Como a reacdo de biodegradacdo é exotérmica, as variacdes de
temperatura no filtro também séo consequéncia da atividade microbiana.
A quantidade de energia liberada pela reacdo bioldgica pode atingir 50
kcal.h™, o que influencia em diferentes gradientes de temperatura dentro
do leito da ordem de 2 a 4°C e, as vezes, podem atingir 10°C para altas
concentracbes de entrada de compostos odorantes (DELHOMENIE;
HEITZ, 2005; HWANG et al., 2002).

< Umidade

O teor de umidade 6timo ¢ afetado pelas condi¢des ambientais do
sistema e pelas caracteristicas fisico-quimicas do meio. Geralmente o
valor de umidade recomendando é de 40% a 60%, dependendo da
capacidade de retencdo do meio escolhido (MCNEVIN; BARFORD,
2000; SHAMMAY et al., 2016). De acordo com Bohn e Bohn (1999),
para biofiltro com meios filtrantes organicos, o teor de umidade de 50%
a 60% produz um bom desempenho do biofiltro, dependendo da
densidade aparente, do tamanho das particulas e dos poros e da
guantidade e natureza do material. Para Kennes e Veiga (2001), na
maioria dos estudos de sistemas de biofiltracdo, a umidade do leito
filtrante varia entre 20% e 60%, ja nos estudos de Gaudin, Andres e Le
Cloirec (2008), o teor de umidade variou entre 50% e 70%.

A concentracdo de umidade abaixo do limite minimo, afeta o
desempenho do sistema, ja que prejudica a formacédo do biofilme, além
de secar o leito filtrante, tornando-o quebradigo, criando fissuras e
caminhos preferenciais, onde o0 gas passa sem ser tratado. Em
contrapartida, o excesso de irrigacdo promove a formacdo de zonas
anaerdbias com limitacdo de transferéncia de massa e aumento da perda
de carga, o que favorece a compactacdo e o0 entupimento do meio,
formando uma barreira para a passagem de oxigénio o que acaba
limitando a taxa de reacdo do biofilme (ARMEEN et al., 2008;
GUTIERREZ-ACOSTA et al., 2012; KRAILAS; PHAM, 2002).
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R/

+» Micro-organismos

A comunidade microbiana estabelecida em um biofiltro é
complexa, constituida por bactéria, fungos, actinomicetos e algas.
Adapta-se as condicdes locais de pH, umidade e concentracdes, e cresce
como biomassa anexada a uma matriz organica principalmente
constituida de exopolissacarideos, conhecida como biofilme (CABROL
et al. 2010; OTTENGRAF et al., 1987). A funcdo da comunidade
microbiana é degradar os poluentes em compostos menos toxicos, até
mesmo inertes (DELHOMENIE; HEITZ, 2005).

A aclimatacdo dos micro-organismos no biofiltro é um periodo
critico que influencia o funcionamento do mesmo em longo prazo. O
processo de aclimatacdo é amplamente dindmico, pois refere-se a
selecdo dos micro-organismos dominantes que emergem do proprio
meio filtrante, quando este é organico, ou do indculo quando o meio é
inorganico (CABROL et al., 2012).

Quando o biofiltro é destinado ao tratamento de gas sulfidrico, os
principais micro-organismos encontrados no meio filtrante sdo as
bactérias sulfurosas. Tradicionalmente, os géneros de bactérias
encontrados nessas condi¢des sdo capazes de usar compostos de enxofre
reduzido como fonte energia, como Thiobacillus, Thiomicrospira,
Thiosphaera, Sulfolobus, Thiomonas Thiobacterium, Macromonas e
Thiospira. Além desses, os géneros Paracoccus, Hyphomicrobium,
Alcaligenes, Pseudomonas e Hydrogenobacter também sdo capazes de
usar compostos de enxofre reduzidos como fonte de energia (SYED et
al.,, 2006; TANG; BASKARAN; NEMATI, 2009). Entretanto nos
estudos de Omri et al. (2011), Xie et al. (2009), os grupos bacterianos
gue mais apareceram foram Pseudomonas, Acinetobacter, Bacillus e
Moraxellaceae. Esses grupos ndo sdo conhecidos por oxidar o H,S em
condi¢cBes normais, mas nesses estudos, foram esses grupos que
converteram o sulfeto de hidrogénio em compostos menos téxicos ou
inertes, conferindo aos sistemas de biofiltracdo eficiéncias de remogéo
da ordem de 98%.

Embora a remocgédo bioldgica de H,S em sistemas de tratamento
de esgotos tenha sido amplamente estudada, Li et al. (2013) ainda
sugere que mais estudos sobre a comunidade bacteriana de biofiltros
sejam feitos para monitorar a dindmica da popula¢do microbiana durante
a remocdo desse composto. As abordagens moleculares usadas para
estudar a comunidade bacteriana nas estaces de tratamento de esgoto,
demonstraram que a maioria dos micro-organismos cultivados tem
menor relevancia in situ que outros micro-organismos, muitas vezes
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ainda ndo cultivaveis e que sdo responsaveis por grande parte dos
processos bioldgicos que ali ocorrem (WAGNER; LOY, 2002).

O biofiltro quando bem dimensionado pode ser o principal
sistema de tratamento de odores em um sistema de esgotamento
sanitario por proporcionar alta eficiéncia de remogéo do gas sulfidrico
(DUMONT; ANDRES, 2010; KIM; RENE; PARK, 2008; OYARZUN
et al., 2003).

4 MATERIAIS E METODOS

O experimento desenvolvido nessa pesquisa utilizou a técnica de
biofiltracdo para o tratamento de odores provenientes de uma estago
elevatoria de esgotos. O sistema entrou em operacdo em julho de 2013 e
foi acompanhado até dezembro de 2016, totalizando 1224 dias de
monitoramento do sistema.

O biofiltro em escala real foi instalado em uma estacéo elevatoria
de esgotos de grande porte na cidade de Florianépolis, Santa Catarina. O
local foi escolhido para a instalagdo, pois a estacdo elevatdria encontra-
se no meio de uma zona residencial e préxima a um ponto turistico da
cidade. O odor, proveniente da instalacdo, estava gerando um incobmodo
tanto para a populagdo, quanto para os trabalhadores da companhia de
agua e esgoto, além do problema econémico devido a depreciacdo
imobiliaria.

O principal diferencial desse biofiltro é ser automatizado, o que
diminui a necessidade de interven¢do humana no sistema. O material
filtrante escolhido foi a turfa-flor, material organico, de baixo custo e
facil de ser encontrado.

Os pardmetros fisico-quimicos analisados foram pH, temperatura,
umidade, vazdo, concentracdo de gas sulfidrico in loco. A concentracéo
odorante foi determinada através de olfatometria dindmica em
laboratdrio, intensidade e carater odorante. A analise dos parametros
fisico-quimicos deve estar associada a biodegradacdo microbiana para
melhorar o controle e manter a maxima eficiéncia dos biofiltros (LI et
al., 2013), portanto, nesse estudo foram realizadas anélises
microbioldgicas de PCR (Polymerase chain reaction) seguido da DGGE
(Denaturing gradient gel electrophoresis), para verificar a comunidade
bacteriana que estava presente no sistema.
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4.1 BIOFILTRO

O sistema de tratamento € constituido por um biofiltro modular
automatizado o qual esta instalado ao lado de uma estacdo elevatéria de
esgotos (EEE) de grande porte. O esquema do biofiltro é apresentado na
Figura 3.

Figura 3 - Esquema do biofiltro automatizado.

Saida de Gases Tratados
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Fonte: Autor.

A estacdo elevatdria encontra-se dentro da unidade operacional
chamada de Centro Integrado de Operacdo e Manutengdo (CIOM, que
faz parte da Companhia Catarinense de Aguas e Saneamento (CASAN).
Esta EEE tem funcionarios que trabalham diariamente, incluindo finais
de semana. A Figura 4 apresenta a vista frontal do biofiltro e Figura 5 a
vista lateral do sistema.
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"

Figura 4 - Vista frontal do biofiltro.

Fonte: Autor.

Figura 5 - Vista lateral do biofiltro.
s

Fonte: Autor.

O dimensionamento do sistema foi feito pelo numero de
renovacdes de ar do pogo Umido da estacdo elevatdria de esgoto. O pogo
tem um volume de 142 m3 e faz cinco renovagbes por hora, entdo, a
vazdo nominal de gas é de 710 m3h, podendo variar de acordo com a
estacdo do ano e o horério do dia.
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O sistema de tratamento é modular com o intuito de facilitar a
instalacdo, o transporte e a comercializacdo, e caso haja a necessidade
de ampliacdo do sistema, podem ser instalados médulos em paralelo.

A estrutura do biofiltro é de ago carbono galvanizado a fogo, para
evitar a corrosdo em ambientes suscetiveis a esta intempérie, suas
paredes e telhado foram construido em polipropileno.

Em relagdo ao material filtrante, optou-se pela turfa natural tipo
flor com didmetro dos grdos variando entre 7 e 12 mm. A camada
filtrante tinha 1 m de espessura, totalizando 6 m3 de volume atil. A turfa
foi assentada sobre uma camada suporte de cavaco de madeira com
espessura de 0,15 m.

Para que os gases fossem direcionados corretamente para o
sistema de tratamento, a estacdo elevatoria foi isolada e 0s gases sdo
exauridos através de uma tubulagdo de PVC de 200 mm de didmetro
para o fundo falso do biofiltro. Com a intencdo de que os gases
entrassem na tubulacéo, foi instalado um ventilador centrifugo industrial
de 0,5 CV na entrada do biofiltro, este ventilador sugava os gases da
estacdo através da tubulagdo de PVC, direcionando-os para o
tratamento. Como o sulfeto de hidrogénio tem propriedades corrosivas,
a carcaca e o rotor do ventilador foram fabricados em fibra de vidro,
evitando assim o desgaste dos mesmos.

A distribuicdo do gas no fundo falso se dava por orificios na
camada suporte, 0s quais direcionavam o gas de maneira igualitaria a
todas as partes da camada filtrante. Posteriormente, os gases ja tratados
saem pela chaminé localizada na parte superior do biofiltro.

O sistema de tratamento contava com irrigacdo automatizada
através de sondas da marca Rainbird®, as quais mediam a umidade
relativa, a condutividade e a temperatura da camada filtrante. O
acionamento da bomba de irrigacéo (poténcia de % CV) era comandado
pelos sensores localizados em dois pontos dentro da camada filtrante
(face Sul e face Norte do biofiltro), os quais enviavam um sinal para o
temporizador assim que a turfa chegava a uma umidade relativa critica
estabelecida pelos operadores. O tempo de irrigacdo também era pré-
estabelecido por quem operava o biofiltro. A &gua para irrigacdo era
fornecida pela rede publica de abastecimento e a distribui¢do ocorria por
aspersores que ficavam préximos ao teto do biofiltro, formando uma
“nuvem” de dgua, tornando assim a irrigagdo uniforme.

Devido a irrigagdo, o biofiltro continha um sistema de drenagem
para descartar o percolado. O sistema de drenagem era composto por
uma calha no interior do biofiltro e por um registro tipo esfera, o qual
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direcionava o efluente para a parte externa. Esse efluente era o excesso
de 4gua irrigada sobre o leito filtrante.

Na parte lateral, o biofiltro contava com oito pontos de inspecao,
0S quais serviam para monitoramento das concentragdes de H,S e coleta
de material filtrante para ensaios laboratoriais.

4.2 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

As analises fisico-quimicas foram feitas rotineiramente a fim de
garantir a estabilidade do sistema para evitar perdas de eficiéncia. Os
métodos utilizados e a frequéncia de analise sdo apresentados na Tabela
4,

Tabela 4 - Parametros fisico-quimicos analisados.

Parametro Método Frequéncia NuUmero de
analisado q amostras
Concentracio Analisador de sulfeto de 5x por
de H SG hidrogénio Jerome®, semgna 803
2 modelo 631-X
~ . Anemdmetro KIMO®, 2X por
Vazdo de gas modelo MP-200 semana 88
Controle de Sonda RainBird®, modelo 5x por 803
Umidade SMRT-Y semana
Sonda RainBird®, modelo 5x por
Temperatura SMRT-Y semana 803

4.2.1 Calculos nas analises fisico-quimicas

% Concentracéo de H,S

A proporcao do sulfeto de hidrogénio foi mensurada através do
aparelno Jerome®, modelo 631-X Hydrogen Sulphide Analyzer,
fabricado Arizona Instruments. Esse aparelho mede a proporcao de gas
sulfidrico numa faixa de 0,001 ppm a 50 ppm. Portanto, para conhecer a
concentracdo de H,S foi utilizada a equacdo de Clapeyron, também
conhecida como equacdo dos gases ideais, (Equacdo 4) para fazer
conversdo da propor¢do (ppm) de H,S dada pelo aparelho em
concentragéo (mg.m™).



50

P.V=n.RT
Equacéo 4

Onde:

P = Pressao atmosférica (atm);

V = Volume do gas (litro);

n = NUmero de mols da amostra;

R = Constante universal dos gases perfeitos;
T = Temperatura (K).

«» Teor de Umidade

Ap6s um periodo de analises verificou-se que a sonda RainBird®
ndo fornecia a umidade real do sistema, e para saber se a umidade do
sistema estava de acordo com a literatura foram feitas analises do teor de
umidade em estufa. As analises foram feitas no Laboratério Integrado de
Meio Ambiente (LIMA) nas dependéncias do Departamento de
Engenharia Sanitaria (ENS) na Universidade.

As determinagdes de umidade real foram feitas em duplicatas
para cada ponto de inspec¢do, resultando no total de doze amostras por
coleta. O procedimento consistiu em coletar as amostras in situ,
acondiciona-las em sacos plasticos fechados para evitar a perda de
umidade por evaporacdo e leva-las ao laboratério, onde foram
maceradas para reduzir sua granulometria e facilitar a secagem.
Inicialmente os cadinhos, foram numerados e colocados na estufa a
105°C por trinta minutos para que qualquer sélido ou umidade presente
nos mesmos fosse removido. Apos serem colocados num dessecador por
aproximadamente vinte minutos os cadinhos foram pesados em uma
balanca de precisdo. Entdo se inicia o procedimento com a turfa. A turfa
Umida é colocada nos cadinhos ja resfriados, para entdo esse conjunto
ser pesado. Faz-se novamente o processo de secagem na estufa, embora
desta vez, as amostras fiquem por vinte e quatro horas na mesma. Apdés
este periodo, as amostras foram colocadas no dessecador por mais vinte
minutos e, por fim, pesadas na balanga de precisdo. Os valores
referentes a umidade foram obtidos através da Equacdo 5 de sélidos
totais e da Equacdo 6 de umidade real, apresentadas a seguir. Para a
determinacdo da umidade real da turfa foram feitas ao todo 27 anélises
ao longo de dois anos, desde novembro de 2013 até dezembro de 2016.
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Sé6lidos Totais = 42 % 100
(C-B)
Equacéo 5

Umidade Real = 100 — Sélidos Totais
Equacéo 6

Onde:
A = Peso do cadinho mais a turfa seca;
B = Peso do cadinho;
C =Peso do cadinho mais a turfa imida.

++ Taxa de aplicacao

A taxa de aplicacdo do sistema nada mais é que a quantidade de
gas introduzida no sistema (em termos de massa) por unidade de
material filtrante. Esse parametro desempenha um papel fundamental na
operacdo do sistema, ja que define os valores criticos de vazéo para uma
carga de chogue (YANG e ALLEN, 1994).

Segundo os estudos de Duan et al. (2006) e Omri et al. (2011), os
sistemas de biofiltracdo sdo sensiveis a cargas de choque e acabam
perdendo eficiéncia rapidamente, afetando 0s micro-organismos que
fazem a conversdo do H,S em compostos inertes. Para tanto deve-se
controlar a quantidade de poluente que entra no sistema através da vazdo
de gés direcionado a ele. Para Kim, Rene e Park (2008), o biofiltro pode
ser sensivel as flutuacBes nas condicdes de operacdo, mas pode
facilmente recuperar seu desempenho em altas taxas de carga que
indicam a estabilidade e atividade dos micro-organismos imobilizados.

A taxa de aplicagdo do sistema foi calculada multiplicando as
médias de concentracdo de entrada de H,S e vazdo, e por fim dividindo
o valor obtido pela area do sistema.

Q X Centrada

TA =
A

Equacdo 7

Onde:
TA =Taxade apllca(;ao (mg.mZh P
Q = Vazdo de gés de entrada (m*.h™)
C entrada =Concentragdo de HZS que entra no sistema (mg.m" )
A =Area (itil do biofiltro (m?).
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4.3 ANALISES OLFATOMETRICAS

As andlises olfatométricas levam em conta a percep¢do humana
do odor. Por isso ndo fazem uso de aparelhos para mensurar a
concentracdo de gases, e sim do sistema olfativo humano, j& que este é o
melhor capaz de caracterizar precisamente gases odorantes, mesmo que
estes ndo causem incémodos.

Para as andlises de intensidade e carater odorante, as quais foram
feitas na fonte de emissdo, foi selecionado um jari mével de doze
trabalhadores da CASAN, os quais ficam expostos ao odor diariamente.
Este jari respondeu a questionarios que estdo disponiveis nos Apéndices
A e B deste documento.

Ja para a olfatometria dinamica, o painel de jurados era
certificado e realizava a caracterizacdo do odor nas dependéncias da
UFSC com o aparelho Odile-2000, da Odotech Inc., de propriedade do
Laboratério de Controle da Qualidade do Ar (LCQA).

As andlises olfatométricas foram norteadas normas ASTM E679-
91 e EN137725.

A Tabela 5 apresenta os pardmetros analisados, assim como o
método utilizado e 0 nimero de amostras analisadas neste trabalho.

Tabela 5 - Analises olfatométricas.

Parametro Método Namero de
analisado amostras
Intensidade L
odorante Questionério 15
Carater odorante Questionario 15
Concentracdo de  Olfatdmetro de diluicdo dindmica 6

odor Odotech Inc., modelo Odile-2000

++ Intensidade odorante

Para avaliar a intensidade do odor de uma amostra inalada, o jdri
deve classificar sua impressdo de acordo com o conceito especificado
seguindo a escala apresentada pela norma VDI 3882 - Parte 1-1992
(Tabela 2). O jdri que avalia a intensidade do odor é calibrado com
diluicGes de 1-Butanol ou Piridina, as quais servem de referéncia para o
odor a ser inalado. As diluicBes de 1-Butanol como composto de
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referéncia para andlise de intensidade odorante sdo apresentadas na
Tabela 6.

Tabela 6 - Escala e diluices de 1-Butanol para andlise de intensidade odorante.
Concentragdo

Nivel de Intensidade
Intensidade de n-Butanol odorante
(9/L)
0 0,00 Néo perceptivel
1 0,00 Muito fraco
2 0,01 Fraco
3 0,10 Médio
4 1,00 Forte
5 10,00 Muito forte

Fonte: Adaptado de Belli Filho e Melo Lisboa, (1998).

A avaliacdo olfatométrica da intensidade foi feita através da
calibracdo do juri moével, composto por trabalhadores da companhia, que
foram expostos a diferentes solu¢@es de n-Butanol. Foram preparados
cinco frascos com diferentes concentragcdes da solugdo padréo diluidas
em agua destilada. Cada frasco tinha uma intensidade odorante
caracteristica devido as diferentes dilui¢des. Os frascos variavam numa
escala de ndo perceptivel a muito forte de acordo com a concentracdo de
1-Butanol, de acordo com a Tabela 6.

Apos a exposicdo dos jurados as solucbes de n-Butanol, eles
encontraram-se aptos a avaliar a intensidade odorante do gas
proveniente da estagdo elevatoria. O jari se deslocou até a fonte para
avaliar os pontos de saida (p6s- tratamento) e entrada do biofiltro (pré-
tratamento).

As respostas dos jurados foram recolhidas em forma de
guestionario, o qual é apresentado no apéndice A deste trabalho. Este
modelo de avaliacdo segue o procedimento recomendado pela norma
americana ASTM E-544-75 (1997). Os questionarios foram aplicados
com uma frequéncia quinzenal, durante o ano de 2014, sendo que as
analises eram canceladas em dias chuvosos.

R/

«» Carater odorante

O caréter odorante é a opinido pessoal do jurado quando o odor
faz lembré-lo de alguma substancia, como por exemplo, cheiro de ovo
podre, esgoto, 6leo queimado, urina, entre outros.
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A avaliagdo deste parametro foi feita através da aplicacdo de um
questionario (apéndice B), o qual foi norteado pela norma americana
ASTM E-544-75 (1997). Este questionario foi aplicado nos mesmos
dias e, portanto, na mesma frequéncia que o questionario de intensidade.

R/

«» Olfatometria dindmica

As amostras foram coletadas através de sistema de enchimento
direto de sacos Nalophan® (como mostra a Figura 6) em triplicata e
analisadas através do olfatbmetro de diluicdo dinamica da marca
Odotech®, modelo Odile 2000.

O olfatdbmetro é composto pelas seguintes unidades: software
Odile 2000; sistema de compressdo e purificacdo do ar; caixa de
pressurizacdo; caixa de diluicdo; mesa olfatométrica e painel de votacéo.
O equipamento utiliza respostas de seis pessoas (jurados) dispostas
numa mesa olfatométrica. O olfatbmetro realiza séries de diluicdes da
amostra odorante com ar puro e assim envia para os tubos dispostos no
painel de votacdo de cada jurado. Os jurados tinham 15 segundos para
cheirar o ar em trés tubos e apontar através de um botéo o tubo no qual
sentiam o odor, sendo que em apenas um dos trés tubos havia odor da
amostra.

As respostas do corpo de jurados eram tratadas por um software,
onde eram simultaneamente tratadas através das normas que regem a
olfatometria dindmica, ASTM E679-91 e EN137725. Ao fim das
andlises, o aparelho fornecia a concentracdo de odor da amostra em
unidades de odor por metro ctbico (U.0O/m3). O esquema de operagdo do
olfatdmetro Odile-2000 é apresentado no Anexo A.

As amostras foram coletadas no pré-tratamento e pds-tratamento
e entdo eram analisadas pelos jurados no olfatbmetro como pode ser
observado na Figura 7.

Ao todo foram feitas seis analises com o olfatdmetro, Odile-2000,
sendo que trés analises foram feitas entre setembro e outubro de 2014 e
trés em dezembro de 2016.
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Figura 6 - Enchimento dos sacos.

Fonte: Autor.

Figura 7 - Analise com olfatdmetro Odile - 2000.

Fonte: Autor.

4.4 IDENTIFICAGAO BACTERIANA ATRAVES DO USO DE
TECNICAS MOLECULARES

441 Analises moleculares

Os procedimentos de andlise foram realizados no laboratério
Integrado de Meio Ambiente (LIMA), nas instalagdes da Universidade
Federal de Santa Catarina.
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Para a analise da comunidade microbiana foram adotadas as
seguintes técnicas de biologia molecular:

- PCR (Polymerase chain reaction);

- DGGE (Denaturing gradient gel electrophoresis);

- Sequenciamento Sanger.

As amostras foram coletadas no ano de 2015 nas estagdes inverno
e verdo, ja que nestas condicOes climaticas tem-se maior chance de obter
uma variacdo do material genético devido a diferenca de temperatura.
Entretanto, deve-se ressaltar que a diferenca de temperatura entre as
estacdes ndo gera perda de eficiéncia no sistema. Além da diferenca
sazonal, as amostras foram coletadas em duas faces do biofiltro (Norte e
Sul), pois a face Norte recebe maior incidéncia solar que a face Sul e por
isso poderia haver uma diferenciacdo na comunidade bacteriana. Em
cada face do biofiltro foram feitas coletas com diferentes profundidades
do meio filtrante, superior (0,15m de profundidade) e inferior (0,75 m
de profundidade). O resumo das amostras referentes as analises da
comunidade bacteriana esta apresentado na Tabela 7. No total foram
coletadas oito amostras, duas em cada profundidade, nas estacBes verdo
e inverno.

Tabela 7 - Amostras de material filtrante para analise da comunidade bacteriana.

Estacdo Profundidade Incidéncia NuUmero de
do ano Solar Amostras
. Face Norte
Superior (0,15m) 2
. Face Sul
Verao
. Face Norte
Inferior (0,75m) 2
Face Sul
. Face Norte
Superior (0,15m) 2
Face Sul
Inverno
. Face Norte
Inferior (0,75m)
Face Sul

Fonte: Autor.

«» PCR - Polymerase chain reaction

As etapas seguidas para que esse procedimento fosse realizado
foram:
12 - Extracdo do DNA genbmico;
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2% - Reacdo em cadeia da polimerase (PCR);
3% - Verificagdo do DNA amplificado em gel de agarose.

O DNA gendmico foi extraido utilizando o Kit de extracdo Power
soil tm DNA isolation kit (MOBIO® Laboratorios) de acordo com o
protocolo do fabricante.

Apos a extracdo do DNA, o material foi armazenado a -24°C até
0 momento de sua utilizacdo. A qualidade do DNA extraido foi
verificada em gel de agarose 1,5% e, posteriormente a sua verificacdo, o
DNA foi quantificado pelo equipamento QUBIT® Invitrogen. Depois
da dosagem, o DNA foi submetido a diluicdes a fim de garantir que
cada amostra contivesse 5 ng/ul.

Feito a extracdo, dosagem e diluicdo, o DNA foi entdo submetido
a amplificacdo por PCR, utilizando iniciadores especificos para DDGE
— procedimento complementar necessario para obtencdo dos
fragmentos do 16S.

A técnica de PCR foi realizada fazendo-se uso dos iniciadores
R1401 (5’-GCG TGT GTA CAA GAC CC-3’) e F968 (5’-GC-Clamp
[CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG
GGG G]-AAC GCG AAG AAC CTT AC-3’), abrangendo a regido
aproximada entre os nucleotideos 968 e 1401 do gene 16S rRNA, que
inclui as regides varidveis V6-V8, e dos reagentes e concentracdes
descritos na Tabela 8 (TechnicalBulletin, Sigma-Aldrich®, D4545).

Tabela 8 - Reagentes utilizados na PCR.

Concentragdo

Reagentes X Unidade
final

Buffer 10x 1x

Cloreto de Magnésio 25

mM 2,50 mM

dNTPs 10 mM 0,20 mMm

Iniciadores 20 M 0,40 um

Taq Polimerase 5 U/uL 0,05 /L

I?NA molde 200,00 pg/uL

Agua ultrapura <50,00

Fonte: Autor.

A anélise dos produtos de PCR foi realizada por eletroforese em
gel de agarose (2% p/v agarose) contendo gel red (10 pL para 100 mL
de agarose), fazendo uso de 4 pul de corante (azul de bromofenol,
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xilenocianol, glicerol e agua) e 4 pL de produto de PCR, em tampéo 1X
TBE (Tris-borato-EDTA, pH 8,3). A corrida foi realizada a 60 V por 35
minutos, e a 100 V por 90 minutos. A visualiza¢do foi conduzida sob luz
ultravioleta (UV) em um transiluminador e registrada através de um
sistema de captura de imagens (LPixImageSTi). Um esquema
representativo da técnica de PCR encontra-se no Anexo B.

Ap6s amplificacdo, o produto da PCR foi conservado a 4°C até o
momento de sua utilizagdo na etapa subsequente de separa¢do dos
segmentos amplificados na PCR usando Eletroforese em gel de
gradiente desnaturante.

«» DGGE - Denaturing gradient gel electrophoresis

Na analise de eletroforese em gel de gradiente desnaturante,
fragmentos de DNA com 0 mesmo comprimento, mas com sequéncias
diferentes, podem ser separados. A separacdo baseia-se na diminuicdo
da mobilidade eletroforética de uma molécula de DNA de cadeia dupla,
parcialmente derretida em gel de poliacrilamida contendo um gradiente
linear desnaturante de DNA (uma mistura de ureia e formamida).
Moléculas de DNA com sequéncias diferentes param a migracdo em
posic¢des diferentes devido ao gradiente de desnaturacdo quando atingem
a temperatura de desnaturagdo (LUXMY; NAKAJIMA; YAMAMOTO,
2000).

Apbs a PCR, as amostras, entdo, foram depositadas no gel DGGE
com concentracdo de 6% de agarose e diferentes gradientes de
concentragGes desnaturantes de formamida e ureia. Posteriormente,
foram submetidas a migracdo eletroforese com tampdo TAE 50X (Tris-
Acetato-EDTA).

Durante a migracdo, os fragmentos de DNA em condicdo
desnaturante cada vez maior entram em um processo de desnaturacdo
das bandas compostas de bases A-T (Adenina e Timina) e G-C (Guanina
e Citosina). O gradiente utilizado foi de 15 e 55%, sendo previamente
preparadas as solucgdes estoque de 0% e 100% (0% = Acrilamida 40%,
TAE 50X e H,0O ultrapura; 100% = Acrilamida 40%, TAE 50X, ureia,
formamida).

Cada solugdo desnaturante recebeu 100 pl de Persulfato de
amoénio 10% (APS) e 10 ul de Tetrametiletilenodiamina (TEMED).
Apos a solidificacdo do gel (aproximadamente 1h), as placas foram
transferidas para cuba especifica deste procedimento. Nessa cuba foram
adicionados 7 L compostos por 70 ml de TAE 50X e 6930 ml de 4gua
destilada.



59

As caracteristicas de corrida foram as seguintes: temperatura de
corrida do gel foi constante: 60°C; voltagem de 200 V e duracdo de
5h25 min.

Apo6s o término da corrida, o gel foi retirado da cuba e imerso
para coloracdo por 30 minutos em solucéo de Gel Red (10,000 x 0,5 mL
concentrado ID: 41003. Uniscience®) em tampdo TAE 50X.

Seguida a coloragdo, as aquisi¢cfes das imagens dos géis foram
feitas em aparelho Fotodocumentador L-PIX STiimage (Loccus
Biotecnologia®). Os perfis das amplificagdes foram analisados com o
programa GelCompar Il versdo 6.5 (BioSystematica®, Wales, UK).

O Anexo C representa as etapas do procedimento da Eletroforese
em gel de gradiente desnaturante.

A fim de aprofundar o conhecimento sobre as espécies detectadas
pelos géis, o DNA de interesse contido em cada banda obtida foi
recolhido com o auxilio de uma micropipeta estéril. O contetdo
recolhido foi diluido em 50 pL de agua ultrapura para ser utilizado como
molde no produto de PCR, que foi purificado para ser usado nas analises
de sequenciamento Sanger.

Para o0 sequenciamento Sanger do DNA das bandas separadas por
DGGE foi utilizada a técnica de PCR nas mesmas condicdes citadas
anteriormente. Em relacdo ao Sequenciamento dos fragmentos
reamplificados do DNA, este foi realizado via servigo terceirizado pela
empresa Ludwig-Biotec (https://ludwigbiotec.com.br/loja/).

7

++ Seguanciamento Sanger

O sequenciamento Sanger teve por objetivo identificar os grupos
ou géneros bacterianos das bandas extraidas do gel DGGE.

O sequenciamento foi feito com os fragmentos reamplificados do
DNA, o material extraido na DGGE foi analisado pela empresa Ludwig-
Biotec.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

7

«» Parametros fisico-quimicos

Para a analise estatistica dos dados fisico-quimicos nesse trabalho
foi adotado o coeficiente de Spearman, pois os dados coletados nao
apresentavam distribuicdo Gaussiana. A classificacdo de rs com base nos
intervalos é apresentada na Tabela 9. O intervalo varia de 0 a 1 e pode
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ser positivo ou negativo. Quando a correlacdo é positiva as duas
variaveis variam juntas, positivamente ou negativamente. O oposto ¢é a
variacdo negativa, ou seja, enquanto uma varidvel varia positivamente a
outra varia negativamente.

Tabela 9 - Correlagéo de significancia através dos intervalos de r;.
Intervalo de r; Significancia
0,00-0,20 Correlacéo nula
0,21-0,40 Correlagéo fraca

0,41-0,70 Correlagéo substancial
0,71-0,90 Correlagéo forte
0,91-1,00 Correlagdo extremamente forte

«» Parametros microbiol6gicos

As estruturas da comunidade bacteriana das amostras foram
analisadas estatisticamente com o programa GelCompar Il versdo 6.5
(BioSystematica, Wales, UK) a partir da analise de agrupamento
hierarquico, utilizando indice de Jaccard, e 0 modelo de agrupamento
por UPGMA.

Para o teste estatistico de similaridade foi utilizada a ferramenta
estatistica Escalonamento Multimensional ndo - Métrico (non-Metric
multidimensional scaling - nMDS). Uma técnica de ordenacéo que tem
por objetivo descrever a estrutura de uma matriz complexa. O principio
desta técnica & construir uma matriz de distancias entre os sitios
amostrais usando informacdes das espécies em cada sitio. Algumas
dessas distancias levam em consideragcdo a composi¢do das amostras,
como, por exemplo, lista de espécies, dados de presenca e auséncia das
espécies nas amostras, entre outras. Assim, calcula-se a distancia entre
todos os pares possiveis de amostras, uma vez calculadas elas séo
arranjadas numa matriz.

O resultado do nMDS é um diagrama de dispersdo que melhor
reflete a matriz. Quando duas amostras possuem um baixo valor de
distancia, elas ficam posicionadas em locais proximos uma da outra. A
interpretacdo dos resultados consiste em verificar a semelhanca entre as
amostras, indicada pela proximidade espacial ao longo dos eixos de
ordenacdo (bi ou tridimensional) (MELLO; HEPP, 2008).



5 RESULTADOS

5.1 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

Os dados fisico-quimicos analisados foram: concentracdo de H,S
nos pontos de entrada e saida, umidade nos painéis esquerdo (UE) e
direito (UD) e temperatura, também nos painéis esquerdo (TE) e direito
(TD), vazdo de gas de entrada no sistema de biofiltracdo e eficiéncia de
remocdo do sulfeto de hidrogénio. Abaixo é apresentada a Tabela 10
com a estatistica descritiva desses dados feita no programa

STATISTICA7.0.

Tabela 10 - Estatistica descritiva dos dados.

Unidade N Meédia c
dcg"é‘;’]‘i?;g?ao megm® 803 243 +3139
dcg’g‘;?g;ra‘?ao mgm® 803 00l +0,074
Eficiéncia % 803 0,99 +0012
TE °C 803 2226 +3317
™ °C 803 22,65 +3,359
UE % 803 2510 +6528
UD % 803 27,42 +4,937
Vazdo me bt 88 952,80 150,341

Legenda: TE= temperatura sensor esquerdo; TD= temperatura sensor
direito; UE= umidade sensor esquerdo; UD= umidade sensor direito.

Na Tabela 10 é possivel observar que ao longo do periodo de
monitoramento do sistema, foram validadas 803 amostras fisico-

guimicas, com excecdo da vazao, a qual possui 88 amostras.
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A anélise de estatistica descritiva dos dados mostra o valor médio
da concentracdo de saida do sulfeto de hidrogénio foi 0,01 ppm. Este
valor é baixo, quando comparado ao valor médio de entrada, indicando
que o sistema é eficiente, fato observado nos valores médios de
eficiéncia obtidos nessa analise (eficiéncia média = 99,0%).

Em relacdo a temperatura, houve uma pequena diferenca de
0,4°C entre os painéis, esquerdo e direito. O mesmo ocorreu em relagdo
a umidade do sistema. Essas variacdes podem ocorrer pela diferenca de
incidéncia solar entre as faces Norte e Sul do biofiltro, pelo entupimento
de algum aspersor de agua, diferenciando a quantidade de irrigacdo
recebida em cada parte do biofiltro ou ainda pela atividade microbiana
ser maior em algum ponto, resultando na diferenga de temperatura dos
sensores.

O coeficiente de correlacdo de Spearman (rs) foi utilizado para
analisar a dependéncia entre duas varidveis fisico-quimicas. O resultado
esta apresentado na Tabela 11, o nivel de significancia adotado foi 95%.

Na Tabela 11 pode-se observar que as variaveis eficiéncia e
entrada tem correlagdo nula (r; = 0,11), ou seja, a concentragdo de
entrada do sulfeto de hidrogénio ndo afeta a eficiéncia do sistema em
nenhum momento, e portanto, ndo afeta a microbiota existe na camada
filtrante.

A varidvel vazdo também teve relagcdo fraca com a eficiéncia.
Esse resultado indica que a vazdo de gas que entrou no biofiltro ndo
afetou seu funcionamento, e por fim, ndo afetou a microbiota.

Os parametros umidade e temperatura ndo afetaram a eficiéncia
do sistema, esse resultado é observado nos valores do coeficiente de
correlacdo de Spearman que ficaram na faixa de correlacéo fraca.

A partir dos resultados expostos, pode-se afirmar que nas
condi¢des operacionais estudadas nesse trabalho, os pardmetros
umidade, temperatura, vazdo e concentracdo de entrada ndo afetaram a
eficiéncia do sistema de biofiltracao.



Tabela 11 - Coeficiente de correlagdo de Spearman (rs).

Entrada Saida Eficiéncia TE TD UE ubD Vazéao
Entrada 1,00 0,25 0,11 0,19 0,14 -0,20 -0,21 0,00
Saida 1,00 -0,86 0,01 0,02 -0,04 -0,06 0,02
Eficiéncia 1,00 0,08 0,05 -0,03 -0,01 -0,05
TE 1,00 0,96 0,20 0,22 -0,30
TD 1,00 0,27 0,29 -0,30
UE 1,00 0,94 -0,30
uD 1,00 -0,31
Vazao 1,00

Legenda: Entrada= Concentracdo de H,S na entrada do sistema; Saida= Concentracdo de H,S na saida do sistema; TE=
temperatura sensor esquerdo; TD= temperatura sensor direito; UE= umidade sensor esquerdo; UD= umidade sensor direito.

€9
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5.1.1 Concentragéo de H,S

A eficiéncia do sistema foi mensurada através da comparacéo das
médias de concentracdes entre os pontos de pré-tratamento (E1, E2 e
tubulacdo de succdo) e os valores obtidos na saida do tratamento
(chaminé). Como o gas sulfidrico é a substancia mais expressiva
produzida no processo de digestdo anaer6bia da matéria organica
presente no esgoto sanitario, este pode ser utilizado para mensurar a
eficiéncia do sistema de tratamento de odores.

A Figura 8 apresenta a eficiéncia do biofiltro em relagdo as
concentracBes de sulfeto de hidrogénio (mg.m3) de entrada e saida
medidas com o aparelho Jerome® 631-X.

Figura 8 - Concentracdo de Sulfeto de hidrogénio e eficiéncia do sistema.
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A Figura 8 apresentada acima mostra uma tendéncia nas
concentracbes de sulfeto de hidrogénio no ponto de entrada. Essa
tendéncia destaca-se pela presenca de trés picos onde se agrupam as
maiores concentracdes de H,S mensuradas. Esses trés picos ocorrem
durante 0s meses mais quentes do ano, indicando que a producdo de
sulfeto de hidrogénio, tanto nas tubulagdes de coleta e transporte, como
nas estacOes elevatorias, é favorecida com o aumento da temperatura.
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Entretanto, mesmo com a concentragcdo de H,S sendo maior nos
meses mais quentes, fica evidente que o sistema de biofiltragdo manteve
sua eficiéncia de tratamento, a qual esteve sempre acima de 98%, assim
como mostrou o teste de correlagdo. Os biofiltros estudados por Duan et
al. (2006) e Omri et al. (2011), mostraram que o0s sistemas de
biofiltracdo sdo sensiveis a cargas de choque e acabam perdendo
eficiéncia rapidamente, afetando os micro-organismos que fazem a
conversao do H,S em compostos inertes.

Na Figura 8 é possivel observar que a eficiéncia do sistema se
mantém alta, com pequenas flutuagdes, a uma taxa de aplicacao de 2,31
mg.m de biofiltro, durante todo o periodo de monitoramento.

Nas Figuras 9, 10 e 11 apresentadas abaixo, sdo possiveis
observar, com maior detalhamento, as concentragdes de sulfeto de
hidrogénio na Entrada e Saida do sistema de biofiltracdo, e também a
eficiéncia do mesmo.

Figura 9 - Boxplot das concentracdes de H,S na entrada do sistema agrupadas

pelas estacOes e distribuidas pelos anos de monitoramento.
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Na Figura 9 constata-se que 0 ano de 2013 teve a maior
variacdo nas concentracdes de sulfeto de hidrogénio, com o maior valor
de mediana entre os anos. Nos anos subsequentes, as medianas das
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concentragbes de entrada mantiveram-se abaixo de 2,0 mg.m?, e a
variacdo das concentracdes foi diminuindo com o passar dos anos, sendo
a menor variacdo no ano de 2016. As concentra¢Bes do sulfeto de
hidrogénio na entrada do sistema diminuiram ao longo dos anos devido
ao melhoramento do sistema de bombas da estacdo elevatéria. A partir
desse melhoramento o esgoto ndo ficou mais retido por tanto tempo na
estacdo, 0 que acabou reduzindo a quantidade de H,S produzido pela
degradacdo da matéria organica.

A concentracdo de entrada de sulfeto de hidrogénio variou,
durante todo o periodo de monitoramento de 8,0x10° a 15,8 mg.m>,
Esses valores sdo baixos quando comparados a outro sistema de
biofiltracdo em escala real, como o estudado por Omri et al. (2011),
onde as concentracdes de H,S variavam de 227,2 a 1136,0 mg.m™,
Apesar de ser uma estacao elevatoria de grande porte, a concentracao de
sulfeto de hidrogénio era baixa talvez pelo sistema de exaustdo ser
eficiente e ndo deixar acumular H,S dentro da estacdo, porém, ainda
assim, esses valores de concentragdo sdo incomodos aos trabalhadores e
moradores da regiao.

A Figura 9 deixa apresenta detalhadamente as tendéncias que
apareceram na Figura 8, que as concentracfes de H,S na entrada do
sistema na estacdo inverno eram bem menores que as concentragdes de
H,S na estagdo verdo. Esse resultado indica que na estagdo verdo ha uma
maior producdo do H,S favorecida pela temperatura ou pela quantidade
de esgoto ser maior ou por ambas as hipoteses.

A Figura 10 apresenta um grafico Boxplot com as concentragfes
de sulfeto de hidrogénio ap6s o tratamento. Observa-se a mesma
tendéncia que existe na Figura 9, no ano de 2013 as concentragdes de
saida eram maiores que nos anos seguintes devido a concentragdo de
entrada desse ano ser maior.

Na Figura 10 fica evidente que o sistema mantinha-se eficiente,
apesar das concentraces de entrada na estagdo verdo (Figura 9) serem
altas, a concentracdo de saida para a mesma estacdo nao foi afetada. Isso
indica que 0s micro-organismos presentes no sistema conseguiam eram
adaptaveis a essas flutuagdes de concentracéo de sulfeto de hidrogénio.
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Figura 10 - Boxplot das concentra¢des de H,S na saida do sistema agrupadas

pelas estacoes e distribuidas pelos anos de monitoramento.
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As eficiéncias de remocdo do sulfeto de hidrogénio séo
apresentadas na Figura 11. Ao longo dos anos de monitoramento a
eficiéncia teve um aumento na sua amplitude, entretanto, as médias
anuais permaneceram proximas entre si e préximas de 100%. A
proximidade de 100% de eficiéncia de remogdo de sulfeto de hidrogénio
pode ser observada ao longo do tempo na Figura 8.

Na Figura 11 é possivel observar que a eficiéncia do ano de 2013
foi maior que dos anos subsequentes, apesar das concentracGes de
entrada de sulfeto de hidrogénio ser maiores que dos outros anos. O ano
de 2013 foi ano de inicio de operagdes do reator, ou seja, o leito filtrante
era novo e pode absorver as concentragdes de H,S sem afetar a
eficiéncia do sistema.
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Figura 11 - Boxplot das eficiéncias de remog&o de H,S distribuidas pelos anos
de monitoramento.
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Nos estudos de Yang e Allen (1994), o sistema de biofiltracdo
em escala de laboratério teve concentracbes de entrada de H,S que
variaram de 7,0 a 3000,0 mg.m™®. Para essa amplitude de concentrac&o o
sistema de biofiltracdo atingiu eficiéncias de 99%. O estudo de Yang e
Allen (1994) mostra que os biofiltros conseguem tratar altas
concentrac@es de sulfeto de hidrogénio, mas deve-se controlar as cargas
de choque, controlando a vazdo para que O sistema ndo entre em
colapso, ou seja, vazdes menores quando a concentracdo é maior, €
vazBes maiores quando a concentracdo é menor.

Ja o estudo de Alfonsin et al. (2015), o biofiltro, em escala de
bancada, teve concentracbes de entrada de sulfeto de hidrogénio da
ordem de 3,43 mg.m™ e a eficiéncia de remocao atingida foi de 94,23%.
Para Chouari et al. (2015) a eficiéncia de remogao do H,S variou de 90 a
99%. Ja nos estudos de Omri et al. (2011), com um sistema também
instalado em uma estacdo de tratamento de esgoto visando tratar o H,S,
as eficiéncias ao longo dos 150 dias de operacdo continuos, ficaram
acima de 99%.

Diferentes sistemas de biofiltracdo, com pardmetros e materiais
filtrantes de diferentes origens atingiram eficiéncias acima de 90%, isso
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mostra que o0s biofiltros para o tratamento de sulfeto de hidrogénio tem
alta aplicabilidade para esse poluente, seja em sistemas com grandes ou
pequenas concentragfes de H,S, desde que a vazdo de gas seja
controlada.

5.1.2 Umidade da turfa

A umidade da turfa era controlada pela sonda Rainbird® por dois
sensores, um instalado na face Norte do biofiltro e outro na face Sul.

Apo6s a instalacdo do biofiltro observou-se que a sonda
controladora de umidade (Rainbird®) tinha um padrdo de medicao
diferente da umidade real e, deixava a umidade da turfa abaixo do
esperado, entre 20% e 40%, sendo que a literatura sugere entre 40% e
60%. Para acertar a umidade, foram feitas andlises laboratoriais de
umidade com a turfa, ap6s os resultados, observou-se que a umidade
real da turfa estava dentro da literatura, apesar de estar numericamente
menor nos painéis dos sensores. A Figura 12 apresenta o grafico com os
valores obtidos na anélise de umidade real e na sonda, nos mesmos dias.

Pode-se observar na Figura 12 que a umidade real ficou, acima da
umidade da sonda, o valor médio de diferenca entre as umidades real e
sonda foram de 25%. Como a sonda RainBird® ndo tinha como ser
calibrada, a umidade nos sensores ficou sempre abaixo do valor de
literatura, isso pode ser observado no grafico de umidade ao longo do
periodo de monitoramento (Figura 13).

Figura 12 - Umidade real e umidade da sonda RaindBird®.
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A Figura 13 apresenta um gréfico boxplot com os valores de
umidade para cada painel referente a um sensor, painel esquerdo e
sensor face Norte, painel direito e sensor face Sul.
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Figura 13 — Boxplot da umidade dos painéis esquerdo e direito ao longo dos
anos.
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A Figura 13 apresenta as variagdes na umidade para todos os
anos de monitoramento. Fica evidente que os valores médios ficaram
entre 18% e 28% pela umidade lida na sonda, com a variagdo de 25%
para umidade real, os valores médios seriam de 43% e 53%. Além disso,
entre 0s sensores, esquerdo e direito, em cada ano, é possivel observar
gue o sensor direito tem menor variacdo de umidade. Essa diferenca
pode ser explicada pela incidéncia solar ser menor na face Sul, onde o
sensor direito foi instalado, assim a dgua da irrigagdo evaporava menos
nessa face, deixando esse lado do sistema mais imido.

A umidade do sistema esta intimamente ligada a comunidade
bacteriana do meio, e por consequéncia, a eficiéncia de remogéo do
sulfeto de hidrogénio, ja que a umidade correta é um dos parametros que
proporciona um ambiente favordvel a manutencdo dos micro-
organismos. O sistema teve uma eficiéncia préxima de 100% na maior
parte do tempo de operagdo, como pode ser visto na Figura 8, essa alta
eficiéncia pode ser atrelada aos valores de umidade adotados. Se os
valores de umidade ndo fossem favordveis aos micro-organismos 0
sistema entraria em colapso e a remogao do H,S seria prejudicada.

Nos estudos de Gaudin, Andres e Le Cloirec (2008), o biofiltro
em escala de laboratério, com novo material filtrante composto de
carbonato de célcio e aglutinante orgénico com duas fontes de
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nitrogénio, operou em uma faixa de umidade de 47% a 69%, esses
valores de umidade sdo compativeis com meios orgénicos, como turfa.
Nos estudos de Omri et al. (2011), com um biofiltro em escala real para
tratar sulfeto de hidrogénio, utilizando o mesmo material filtrante, a
turfa, o teor de umidade variou entre 30% e 80%.

5.1.3 Temperatura

O sistema de biofiltracdo foi operado em temperatura ambiente
durante todo o monitoramento. Como o biofiltro esta instalado na regido
sul do Brasil, ou seja, 0 ano tem estacdes de verdo e inverno bem
definidas. A Figura 14 apresenta as temperaturas obtidas durante os anos
de monitoramento para cada sensor.

Na Figura 14 é possivel observar que ao longo dos anos a
temperatura no biofiltro variou entre 14°C e 30°C, sendo que 0 ano com
menor temperatura foi 2013 e 0 ano que atingiu a maior temperatura foi
2014. A temperatura média dos sensores variou entre 21°C e 23°C,
valores tipicos para regido de Floriandpolis, onde o biofiltro esta
instalado. No grafico, também é possivel perceber que no ano de 2015 a
temperatura teve menor varia¢do, fato que pode ter influenciado na
comunidade bacteriana do meio.

O biofiltro operou em temperaturas mesofilicas, essa faixa de
temperatura favorece 0s micro-organismos responsaveis pela
degradacgdo do sulfeto de hidrogénio. Como os micro-organismos foram
favorecidos pela faixa de temperatura, assim como pela umidade do
sistema (Figura 13), a eficiéncia de remoc¢éo do H,S (Figura 8) manteve-
se préxima de 100% durante a maior parte do periodo de
monitoramento, indicando a estabilidade do sistema, mesmo apds um
longo periodo de operacéo.
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Figura 14 - Boxplot temperatura dos painéis esquerdo e direito durante os anos

de monitoramento.
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Nos estudos de Chouari et al. (2015), o sistema de biofiltracéo,
com concentracbes de sulfeto de hidrogénio maiores que 500 ppm
obteve resultados Otimos em termos de eficiéncia, operava em
temperatura ambiente de 30°C.

Ainda de acordo com o estudo, a faixa de temperatura do biofiltro
€ a mesma encontrada nesse trabalho, sendo considerada mesofilica.
Segundo a literatura essa é a faixa de temperatura ideal para a operacdo
de sistemas de biofiltracdo, pois em temperaturas abaixo dessa faixa por
um longo periodo os micro-organismos podem entrar em estado de
laténcia e em temperaturas acima 0S micro-organismos podem se

desnaturar, fazendo com que o sistema tenha uma severa perda de
eficiéncia.

5.2 ANALISES OLFATOMETRICAS
5.2.1 Olfatometria dinamica
As analises com o olfatbmetro Odile-2000 foram realizadas nas
dependéncias do LCQAr. Em média, tiveram-se cinco jurados por

andlise, cada analise foi realizada em triplicata e a média dos resultados
obtidos é o resultado final da anélise.
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Foram coletados trés sacos de amostras no pré e no pds-
tratamento. As amostras foram mantidas em sacos escuros para que 0s
compostos néo se degradassem com a luz e encaminhadas ao laboratorio
para analise, as quais eram feitas logo apds a coleta.

Ao todo foram realizadas seis analises, a Figura 15 apresenta 0s
resultados obtidos nas seis amostragens realizadas.

Pode-se observar na Figura 15 que o biofiltro teve uma variagéo
nos valores de concentracdo de odor na entrada do sistema, sendo o
valor minimo de 875 UO.m™ na amostra 1 e o valor maximo foi 12614
UO.m™ na amostra 2. Além da variacdo nas concentracdes, pode-se
observar uma variacdo na eficiéncia do sistema, ja que duas amostras
(amostras 4 e 6) tiveram eficiéncias de apenas 49%.

Figura 15 - Anélise com olfatdmetro Odile - 2000.
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Os dados obtidos nessa analise podem ser relacionados com a
concentracdo de sulfeto de hidrogénio mensurada com o aparelho
Jerome® 631-X. Nos dias referentes as analises 4 e 6, a concentra¢do do
H,S na entrada do sistema foi de 0,65 mg.m™® e 0,23 mg.m?, e as de
saida 0,05 mg.m™ e 0,06 mg.m™, respectivamente.

Pode-se afirmar que o sistema era eficiente observando apenas a
Figura 15, pois hd uma alteragdo de carater do odor na olfatometria
dindmica, o que pode ter mascarado a eficiéncia do sistema
principalmente nas amostras 4 e 6. Quando se correlaciona o resultado
da olfatometria dindmica com o resultado obtido com o Jerome 631-X
(Figura 8), consegue-se observar que o sistema era eficiente, do ponto
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de vista quimico, com a reducdo do odor gerado pelo sulfeto de
hidrogénio atestado pelo sistema olfativo humano, mas também do
ponto de vista fisico, com a redu¢do da concentra¢do do H,S mensurada
pelo aparelho Jerome® 631-X.

5.2.2 Intensidade e carater odorante por questionamento

A intensidade odorante ¢é a forca com que um odor é sentido pelo
olfato humano. Nesse estudo, 0 composto utilizado como referéncia para
calibracdo do jari foi o 1-Butanol. A Figura 16 apresenta o grafico de
intensidade odorante.

Figura 16 - Gréfico de intensidade odorante.
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A Figura 16 apresenta o total de respostas do jari mével ao
questionario apresentado no Apéndice A desse trabalho. Ao todo foram
coletadas 134 respostas que caracterizavam o odor de acordo com a sua
intensidade. A escala de referéncia foi apresentada na Tabela 6 e varia
entre ndo perceptivel, muito fraco, fraco, moderado, forte e muito forte,
0 grau de intensidade corresponde aos nimeros de 0 a 5
respectivamente.

Fica evidente que o odor sentido na entrada do sistema é
categorizado, em sua maioria, como fraco, moderado e forte. J4 o odor
sentido na saida do sistema de biofiltracdo, foi categorizado em 86
respostas como néo perceptivel.
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De acordo com a Figura 16 pode-se afirmar que o odor teve
alteracdo de intensidade apds o tratamento de biofiltracdo, tornando-se
ameno ao olfato humano.

Além da intensidade, também foi analisado o carater odorante. O
carater odorante é a substancia que o cérebro relaciona com o odor
sentido. O grafico de carater odorante € apresentado na Figura 17.

O questionario de carater odorante esta apresentado no Apéndice
B desse trabalho. Ao longo de todas as campanhas foram coletadas 134
respostas.

Figura 17 - Gréafico de carater odorante.
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Na Figura 17 é possivel observar a diferenca entre as respostas
assinaladas na entrada e saida do sistema de biofiltracdo. Na entrada do
sistema, das 134 respostas obtidas, 117 caracterizaram o odor como ovo
podre e apenas 17 respostas classificaram como outros. J& na saida do
sistema, o odor foi classificado como solo Umido, na maioria das
respostas, 111 no total.

Apo6s a construcdo dos graficos 16 e 17, é evidente que a
intensidade e o carater odorante sdo caracteristicas fundamentais na
caracterizacdo do odor. Nesse estudo o carater odorante remete a uma
substancia fétida na entrada do sistema e na saida como uma substancia
agradavel de ser inalada. Analisando os dois graficos é possivel observar
gue o sistema alterou a intensidade e o carater do odor, de forma a
melhorar a qualidade do ar da regido.

Ao correlacionar as Figuras 16 e 17, de intensidade e carater
odorante, respectivamente, com o grafico do olfatdbmetro Odile-2000
(Figura 15) e com o gréfico de concentragdo e eficiéncia do sistema de
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biofiltragdo (Figura 8) se pode observar que todos eles convergem para
0 mesmo ponto, que o sistema € eficiente.

Do ponto de vista da remogdo de odor, o qual era sentido
diariamente pelos funcionarios da concessiondria de saneamento e pela
populacdo adjacente, e que apés a implantacdo do sistema de
biofiltragdo a percepcdo do odor pela populacdo era praticamente nula,
pois a baixa concentracdo de sulfeto de hidrogénio que resistia ao
tratamento era facilmente dispersada no ar, tornando-se imperceptivel ao
olfato humano nas redondezas do sistema.

5.3 ANALISES MOLECULARES

5.3.1 PCR (Polymerase chain reaction) e DGGE (Denaturing
gradient gel electrophoresis)

A analise do perfil da estrutura da comunidade bacteriana e das
espécies presentes nas amostras coletadas no biofiltro foi realizada
através do procedimento PCR — DGGE — Sequenciamento Sanger.

As amostras foram coletadas seguindo as variaveis:

a) Espacial: Face Norte (F) e Face Sul (T);

Superior (S) e Inferior (1);

b) Sazonal: verdo e inverno.

O padrdo das bandas do gel de DGGE encontrado na analise do
sistema de biofiltragdo, nas varidveis supracitadas, estd exposto na
Figura 18 a seguir. Cabe ressaltar que cada banda corresponde a um
grupo bacteriano dominante na amostra, sendo que, quanto mais bandas
houver, maior sera a diversidade, assim como quanto mais intensa for a
banda, maior sera a abundancia do grupo na amostra.

E possivel observar claramente uma distribuicdo diferenciada das
bandas nas amostras analisadas, 0 que corresponde a Vvariagdo
bacteriana. Esta varia¢do representa a distingdo da microbiota entre os
pontos analisados, entretanto, alguns grupos se repetem em todas as
amostras independentemente da condicdo sazonal e espacial. E possivel
observar também, que algumas bandas possuem intensidade maior
indicando um maior nimero de material genético nestas amostras. Na
estacdo inverno, esta faltando uma amostra, nomeada “T_inf”’, pois
guando essa amostra foi analisada, ela estava sem nenhum material
genético, e por isso foi descartada.
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Figura 18 - Perfil de bandas dos fragmentos amplificados pela técnica de
DGGE.

Verao Inverno
-« >

Colunas

Amostras

Legenda

T_sup: Face Sul superior
T_inf: Face Sul inferior
F_sup: Face Norte superior
F_inf: Face Norte inferior

As bandas com maior intensidade foram encaminhadas para o
sequenciamento Sanger para que fosse possivel identificar os micro-
organismos amplificados.

Para um melhor entendimento da distribuicdo bacteriana em
relacdo as variaveis selecionadas, foi realizada a analise estatistica de
Escalonamento multidimensional ndo-métrico (nMDS).

5.3.2  NMDS (non-Metric multidimensional scaling)

Para a analise nMDS, cada amostra foi representada por um
ponto, e quanto maior é a diferenca entre as amostras, mais distantes
estdo os pontos do centro de informacdo (labels). Nesse trabalho, a
distdncia dos pontos aos labels mostra a diferenca na comunidade
bacteriana das amostras. E dentro de cada quadrante, quanto mais
distante as amostras estdo umas das outras mais significativa é a
diferenca entre elas. A analise nMDS é apresentada na Figura 19.
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Figura 19 - Andlise estatistica nMDS do gel da DGGE. Representacdo das
amostras (variaveis).
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Legenda: a) todas as amostras; b) representa as amostras espaciais (superior e
inferior); c) representa as amostras da parte face Sul (T) e as amostras da face
Norte (F); d) representa as amostras sazonais, verdo e inverno.

Nota-se que no quadrante “a” as variaveis verdo encontram-se
mais préximas umas das outras do que as variaveis inverno. Além da
diferenca das amostras dentro de cada estacdo, existe diferenca entre as
estacdes, sendo que trés das quatro amostras de verdo ocupam
quadrantes diferentes das demais amostras. Essa diferenca entre as
amostras também é observada na Figura 18 devido a diferenca de
intensidade nos perfis das bandas.

No quadrante “b” as amostras espaciais, superior e inferior,
apresentam uma pequena distancia entre si, o que pode indicar que para
esse sistema 0s micro-organismos nao tiveram grande diferenciacdo de
acordo com a profundidade da camada filtrante.

O quadrante “c” apresenta as amostras da face Norte (F) e face
Sul (T) do biofiltro. Nesse quadrante é possivel observar uma distancia
significativa entre as amostras, indicando que existe dissimilaridade na
comunidade bacteriana nessa distribuicdo espacial. Essa dissimilaridade
pode ser influenciada pela diferenga na incidéncia solar que cada face do
biofiltro recebe, 0 que altera a temperatura interna do sistema (Figura
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14), e também pode estar relacionada com a diferenca de umidade em
cada regido do biofiltro como foi apresentado na Figura 13.

A diferenca existente entre as amostras de frente e tras do
biofiltro podem influenciar na comunidade bacteriana do meio, onde
alguns micro-organismos, apesar de estarem presentes em todas as
amostras, podem estar em maior nimero onde sdo favorecidos pelas
condi¢cbes ambientais. Na Figura 18, que mostra o perfil das bandas
amplificadas por DGGE, € possivel observar que algumas bandas séo
mais intensas nas amostras da frente do biofiltro e aparecem com menor
intensidade nas amostras de tras do sistema, isso revela que alguns
grupos microbianos estdo presentes em maior quantidade parte frontal
do sistema.

As amostras sazonais sdo apresentadas no quadrante “d”.
Analisando esse quadrante € possivel observar a dissimilaridade entre as
amostras de verdo e inverno, 0 que deixa as duas amostras em
guadrantes opostos e distantes entre si. Esse quadrante evidencia que a
temperatura é o fator mais determinante para a diversidade bacteriana
dentro do sistema do que a distribuicéo espacial.

A tendéncia que se apresenta no quadrante “d” também ¢é
observada na Figura 9, onde a concentracdo de sulfeto de hidrogénio foi
apresentada em funcéo das esta¢des do ano. Nesse grafico é visivel que
h& uma diferenca significativa nas concentragbes de H,S que entram no
sistema entre as estacfes verdo e inverno. Essa diferenga pode
influenciar na comunidade bacteriana presente no meio filtrante, onde
alguns géneros podem se destacar frente a outros de acordo com a
temperatura ambiente, refor¢cando os dados encontrados em literatura.

5.3.3 Dedograma de similaridade

Para complementar a analise nMDS foi feito um dendograma de
similaridade das amostras (Figura 20). A partir do dendograma, é
possivel visualizar as semelhancas em porcentagem entre os diferentes
perfis de DGGE para as amostras coletadas no sistema de biofiltracéo.
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Figura 20 - Dendograma de similaridade.
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Através da analise do dendograma, é possivel visualizar a baixa
similaridade (40%) entre as estacBGes do ano, ou seja, uma indicacdo que
existe uma diferenca dos perfis da comunidade bacteriana encontrada na
variavel sazonal assim como visualizado no perfil das bandas na analise
de DGGE (Figura 18) e na analise estatistica nMDS (Figura 19).

Pode-se observar a média similaridade (60%) entre as amostras
da frente do biofiltro, independentemente da estacdo do ano. Esse
resultado também é observado na Figura 19, no quadrante “c”, onde se
vé que as amostras F (face Norte) estdo proximas umas das outras, assim
como as amostras T (face Sul), indicando a similaridade dentro de cada
grupo de amostra espacial.

No que tange a estacdo verdo ha uma similaridade de
aproximadamente 65%. J& na estacdo inverno, o grau de similaridade
das amostras chegou a 45%. Esse resultado é observado no quadrante
“d” da Figura 19, onde as amostras verdo e inverno ocupam quadrantes
distintos, mas dentro de cada estacdo as amostras estdo proximas umas
das outras.

As amostras 2 e 4, indicadas na legenda do dendograma, ambas
da estacdo verdo, T_inferior e F_superior, respectivamente obtiveram
um grau de similaridade alto (78%), o qual também ¢é visualizado no
quadrante “a” da analise estatistica nMDS, onde se observa que as
amostras estdo bem préximas e ocupam o0 mesmo quadrante.

Ja as amostras 3 e 7, que representam estagbes do ano diferente e
locais de coleta também, tiveram um grau de similaridade muito
elevado, em torno de 88%.
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5.3.4  Sequenciamento SANGER

As bandas mais intensas obtidas no gel DGGE foram submetidas
a uma reamplificacdo com iniciadores 16S, e em seguida, o produto da
PCR (DNA reamplificado) foi purificado para, finalmente, ser
submetido ao sequenciamento Sanger. As amostras selecionadas estéo
representadas na Figura 21.

Figura 21 - Bandas sequenciadas.
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Os resultados do sequenciamento com a identificacdo da banda,
nivel taxon6bmico identificado pelo Sanger, porcentagem de
similaridade, fonte e codigo de acesso do banco de dados estdo expostos
na APENDICE C - Resultados NCBI-BLAST (Tabela 12).

Os organismos encontrados pelo sequenciamento foram
taxonomicamente classificados no Dominio Bactéria. Os micro-
organismos foram identificados em nivel de género, em trés grupos
encontrados nas bandas, a saber: Methylocystis sp., Steroidobacter sp. e
Bacillus sp., mas também em nivel de familia: Sinobacteraceae.

A banda nimero 1 (Figura 21) identificada pertence a familia
Sinobacteraceae, membro da ordem Xanthomonadales, bactéria aerébia
comuns sistemas bioldgicos de tratamento de esgotos (ADRADOS et
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al., 2014) e que compreendem organismos capazes de decompor
poluentes quimicos (ZHOU et al., 2008). Micro-organismos da mesma
ordem, Xanthomonadales, foram encontrados no estudo de Chouari et
al. (2015), em biofiltros que também tratavam sulfeto de hidrogénio
com meio filtrante orgénico.

O género Methylocystis sp., encontrado na banda ndmero 4
(Figura 21) é o mais metanotrofico e ecologicamente relevante em
ambientes terrestres, ou seja, tem uma alta capacidade de oxidar o
metano. Além de suas capacidades metabdlicas adicionais, como a
natureza facultativa, a capacidade de utilizar diferentes fontes de
nitrogénio e a fermentacdo anaerdbica de poli-p-hidroxibutirato (DAM
etal., 2012).

Nas bandas 5 e 10 foi encontrado o género Steroidobacter sp., 0
qual é composto por bactérias gram-negativas, mesofilicas, neutrofilicas.
As bactérias desse género sdo desnitrificantes e crescem em um nimero
limitado de substratos organicos (FAHRBACH et al., 2008). A presenca
desses organismos pode indicar a presenca de aménia na emissao.

No que tange o género Bacillus sp., encontrado na banda 7, esse
género pertence ao filo Firmicutes, o qual é considerado onipresente em
sistemas de tratamento de aguas residudrias pois é associado a bactérias
fecais (ZHAO et al., 2016). O género Bacillus sp., pode ser aerdbio ou
anaerébio — facultativo. Muitas espécies deste género tém grande
capacidade fisiologica, o que lhes permite viver em qualquer ambiente
natural (BARON, 1996). No estudo de Xie et al. (2009), o género
Bacillus sp. também foi encontrado. O sistema de biofiltracdo
desenvolvido por Xie et al. (2009) era composto de meio filtrante
organico, com objetivo de tratar H,S com concentragdes de entrada
préximas as desse trabalho.

As bactérias com nimero de acesso no GenBank FN870204.1
gue correspondem as bandas 2, 6, 8 e 11, ndo foram identificadas a nivel
de género efou de espécie. Esse problema de identificacdo ocorre
guando se trata de amostras ambientais, devido a grande quantidade de
bactérias ainda desconhecidas deste meio.

O mesmo problema de identificacdo ocorreu com as bactérias
com codigo de acesso HG529015.1, correspondente a banda 9.

A classe Gamma-proteobacteria, banda 3, assim como o género
identificado na amostra 1, é constituido por bactérias nitrificantes e que
crescem as custas de compostos reduzidos de nitrogénio inorganico
(MADIGAN et al., 2010), novamente indicando que ha presenca de
amoénia na emissdo. Esta classe representa bactérias gram-negativas do
filo Proteobacteria comumente encontradas em estagdo de tratamento de


https://pt.wikipedia.org/wiki/Gram-negativas
https://pt.wikipedia.org/wiki/Proteobacteria
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esgoto. No estudo de Chouari et al. (2015), a classe Gamma-
proteobacteria foi a mais abundante nos biofiltros, com meio filtrante
organico, em escala real para tratamento de sulfeto de hidrogénio
proveniente de estagdes de tratamento de esgotamento sanitario. Uma
ordem muito comum a essa classe é representada pelas
Pseudomonadales, que foram encontradas no sistema de biofiltragdo
com meio filtrante de turfa para tratamento de sulfeto de hidrogénio
desenvolvido por Omri et al. (2011), e também no biofiltro com meio
organico de palha para tratamento de H,S desenvolvido por Xie et al.
(2009).

6 CONCLUSOES E RECOMENDAGOES

Esse trabalho teve como objetivo principal a avaliacdo da
comunidade bacteriana presente em um sistema de biofiltragdo em
escala real para o tratamento de sulfeto de hidrogénio proveniente de
uma estacdo elevatdria de esgotos. Além desse objetivo, a eficiéncia de
remocdo de H,S foi avaliada através de métodos fisico-quimicos e
olfatométricos.

Assim sendo, com base nos resultados expostos acima tém-se as
seguintes conclusdes:

s O biofiltro apresentou eficiéncias de remocdo do sulfeto de
hidrogénio acima de 99% durante a maior parte do periodo de
operacdo. A eficiéncia foi atestada através de aparelhos que
mediam a concentracdo do sistema na entrada e na saida, mas
também, através do sistema olfativo humano com escalas de
intensidade e mudancga no carater do odor ap6s o tratamento. O
sistema atendeu as expectativas propostas por esse trabalho e foi
aprovado pela populagdo que convivia diariamente com o odor
oriundo da estagdo elevatoria. Os moradores da regido atestaram
uma melhora significativa na qualidade do ar ap6s a instalacdo do
sistema de biofiltracdo. Apesar do sistema ter uma baixa
concentracdo de entrada, 0 mesmo mostrou-se estavel apesar do
longo periodo de operacéo de 1224 dias.

% Os pardmetros ambientais ficaram dentro da faixa estabelecida
dita como 6tima na literatura. O controle da umidade e a
temperatura ambiente foram fundamentais para a manutencédo
da comunidade bacteriana, o que por fim tornou o sistema
eficiente por um longo periodo. Apesar do tempo de operacéo, a
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turfa (meio filtrante organico) permaneceu estavel e forneceu as
condicbes necessarias para a manutengdo dos micro-
organismos.

As condi¢fes ambientais como profundidade da camada
filtrante, estagdo do ano e incidéncia solar influenciaram a
comunidade bacteriana do meio filtrante. Dentre as condic¢Ges
ambientais analisadas, a estacdo do ano foi o fator que mais
influenciou na comunidade bacteriana, concedendo a estagdo
verdo uma maior diversidade bacteriana. O fator que teve
menor influéncia foi a profundidade, ja que ao longo da camada
filtrante a comunidade bacteriana ndo teve uma alteracéo
significativa. A incidéncia solar afetou os micro-organismos
presentes no sistema, ja que deixava a face Norte com menor
teor de umidade que a face Sul, o que pode ter influenciado a
diferenca da comunidade bacteriana.

Os micro-organismos pertencentes ao Dominio Bactéria foram
identificados até o nivel de género nesse trabalho. Pode-se
concluir que os géneros Methylocystis sp., Steroidobacter sp. e
Bacillus sp. e a familia Sinobacteraceae compde a comunidade
bacteriana capaz de remover o sulfeto de hidrogénio e
transforma-lo em compostos inertes ou menos toxicos. Fica
evidente que mesmo em biofiltros similares ao utilizado nesse
trabalho, a comunidade bacteriana é especifica para cada
sistema, apesar de alguns grupos bacterianos serem 0s mesmaos,
a microflora geralmente ¢ diferente.

A partir das conclusbes obtidas nessa pesquisa, sdo sugeridas

algumas recomendac0es para trabalhos futuros:

0,
0‘0

Verificar a remogdo de H,S ao longo da camada filtrante para
saber se ha alguma parte do sistema que remove mais poluente
do que outra.

Utilizar técnicas mais avancadas da biologia molecular, como o
sequenciamento de Nova geracdo (lllumina), para uma
identificacdo mais completa, correta e precisa em termos
quantitativos e qualitativos da microbiota.
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R/

% Verificar a presenca de outros gases como amonia e
mercaptanas e a possivel presenca de micro-organismos
degradadores destes compostos.
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APENDICE A - Questionario de intensidade odorante

MULTIAGUA FJFINEP I ———

e PAIE RICO £ PAIS SEN FORRRTA

DATA: __/__/

ANALISE DE INTENSIDADE ODORANTE

Informacgdes
Local de Trabalho:
Idade
Sexo Feminino( ) Masculino( )
Fumante Sim( ) Nio( )
Temperatura Frio( ) Quente( ) | Abafado( )
Nebulosidade | Céulimpo( ) |Nublado( )| Garoa( ) |Chuva( )

1. Entrada (2° ponto cheirado/ orificio na parede do biofiltro)
a. Vocé esta sentindo algum tipo de odor?
Sim( ) Nio( )
b. Este odor é:
Muito Fraco( ) Fraco( ) Moderado( ) Forte( ) Muito Forte( )
¢. Descreva o odor sentido:

2. Saida (1° pontoa ser sentido/ telhado do biofiltro)
d. Vocé estd sentindo algum tipo de odor?
Sim( ) Nao( )
c. Estc odor é:
Muito Fraco( ) Fraco( ) Moderado( ) Forte( ) MuitoForte( )
f.  Descreva o odor sentido:

MULTIAGUA Engenharia Ambiental Ltda - Rua Joinville, 308 - Saks 204 - Bairro Vila Nova - CEP 88035200 - Blumenau/SC
Fone: (47) 32220344 - Fax: (47) 3322-8701 - E-mait: stendimento@multingua.com
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APENDICE B - Questionario de carater odorante

101

FINEP

y-

= il

DATA: !

f

" ANALISE DE CARATER ODORANTE

Lembre-se que este questionario refere-se ao incdmodo cansado pelo odor gue vocé sente quando
gxtd no biofiltro.

Informacoes
Local de Trabalho:
Idade
Sexo Feminino ({ ) | Masculine{ )
Fumante Sm( ) Nio( )
Temperatura Frio{ ) Quente{ ) | Abafado({ )
Nebulosidade | Céulmpe{ ) [ Nublade( )| Garea( ) |[Chuva( )}

1. Vocé sente alzum odor que te causa incomodo?

Sm( )

2. Este odor

Néo({ )

[

. MNuito fraco{ )

2
b. Fraco(

c. Moderado (

d. Forte (

)
%
X

e, Extremamente Forte (
f Imodoro( ).

3. Como voce descreve este odor:

e p

Esgoto

. Dleo queimado [ );

Ovopodre { );

Ok

c
d. Gasolma( )

i

2]

Cutros

Soloumido {  );

€

)




102



APENDICE C - Resultados NCBI-BLAST

Tabela 12 - Resultados NCBI-BLAST para as sequéncias retiradas das bandas do gel de DGGE.

N° de acesso

*
Bandas Grupos % Fonte GenBank
Bactéria Sinobacteraceae ndo Metagenomic diversity survey of
1 cultivada METASED17 gene 16S 95 photosynthetic microbial communities KJ907770.1
RNA ribosomal, sequéncia parcial from thermal and acidophilic biofilms
o Bactéria ndo cultivada clone gene Ecophysiology of Fe-cycling bacteria in
2L 16S rRNABacl_clone21 2 acidic sediments AL
Bactéria nio cultivada The_ effects of a!umipum stress on
. bacterial community diversity in acidic
Gammaproteobacterium gene 16S . - -
3 RNA ribosomal, sequéncia parcial 99 red soils by p_o_lymerasg c_haln reaction AB679941.1
. ' (PCR)-amplified restriction fragment
rs-jx23 | .
ength polymorphism
Bactéria Methylocystis sp. KS33 Molecular phylogeny of type Il methane-
4 gene 16S RNA ribosomal, 90 oxidising bacteria isolated from various AJ458506.1
sequéncia parcial environments
Bactéria Steroidobacter sp. Clone Direct Submission Life Sciences, Nanjing
5; 10 A483 16S RNA ribosomal, 97 AgriculturalUniversity, Weigang No. 1, JF833541.1
sequéncia parcial Nanjing, Jiangsu 210095, China
Bactéria Bacillus sp.Glu216S Isolation and characterization of biofuel
! RNA ribosomal, sequéncia parcial Y producing microbes from DUSEL Rl
Bactéria ndo cultivada clone gene Peatland s_uccession _ir!duces a shift in the
9 86 community composition of Sphagnum- HG529015.1

16S rRNA SJ_fim1_10

associated active methanotrophs

* (%) — porcentagem de similaridade

€0t
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ANEXO A - Sistema de operacao olfatdmetro Odile — 2000.

Painelistas e
cabines de
votagio

Vaso
pressurizado Saco com a amostra

) odorante

A

[ “Unidade de
diluigdo;
— -Sisf

-Sistema de auto-

Unidade de compressio limpeza

e condicionamento de ar

O0OD~-cW—-A-0—-0

Unidade de

N controle
Sistema —»

de operagio

Sistema de Controle e
Comunicacao

Fonte: Adaptado de Odotech (2003).
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ANEXO B - Esquema de corrida da PCR

Combinaciio dos componentes utilizados
no processo de PCR

Formacao de duas fitas de DNA
unidas por uma orientacao
complementar

i
3-5e5-3

Inicio da amplificacio no
Termociclador.
Elevacio da temperatura a

95°C

AGCT
= x T
t Nucleotideo Primer
DNA -
‘r ,"‘"
—
— @ ! -
‘ Reagido I b
T BUFFER f—— 1
Taq . -
polimerase
Separacio das cadeias de Gor, T -
DNA - inicio da replicacio. " 1:6‘6‘“2%:“,&0,”
G
<

Diminuicao da temperatura a
4
ACGGTCGCACTIAGIGGTAG T

57°C eligacao dos primers as
suas respectivas sequéncias -
complementares de DNA

% ‘
T e

A
¢ ¢

A ¥ TGCCAGCGTGAATEACCAY
PR

r 4

1 BACGGTCOCACTIAGTGGIAG ¥
T [ " N
Elevacao da temperatura a
72°C e ligagio da Taq
polimerase aos primers.
Leitura das fitas originais do
DNA e adi¢ao dos I
nucleotideos \

P -

_;‘

TIniciacio de um nove ciclo
(aquecimento, refrigeracao,
aquecimento) e nova

replicagio

Fonte: Silveira (2015).

C A g4

\ g—;

Formacao de quatro fitas e, apés
algumas horas, milhares de
copias de DNA idénticas serao
formadas

- ¥

Visualizacio do DNA
atraves de outras
técnicas, como a
DGGE

LO0T
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ANEXO C - Etapas da DGGE

PCR e verificacao do produto Preparacao do Aplicacao das
da PCR por eletroforese Produto da produto da PCR para amostras no gel e
PCR corrida em gel “corrida™

2
=
£
=
g -—3
£
2
5
O fragmento B, -§ £ iy
mais estavel, se © Concentragdo
desnatura ap6s o + desnaturante
fragmento A T i R »
Resultado g_
* GCCAGCCGTGTTTACAGA... Acinetobacter sp. =
——— GCCTTAAGCAGGCCTTCG...  Geobacter sp. =
———— GCCAGCCGTGTTTACAGA...  Unknown sp X. %
e GCCGGCTCTAGCTTCCGT...  Methylobacterium sp. = e
Bandas dominantes Organismos dominantes Dendograma — similaridade entre.o-s-
Perfil DGGE extraidas e sequenciadas identificados g organismo

Fonte: Silveira (2015).
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