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RESUMO

A anilina € uma amina aromética presente na cadeia produtiva de pesticidas,
corantes, borrachas, farmacos, solventes e cosméticos, com relevancia econémica e
ecologica. Contaminante direto, ou bioproduto acumulado, em corpos d’agua e
aquiferos subterraneos, apresenta elevada toxicidade, potencial carcinogénico e
mutagénico. Além disso, exibe recalcitrancia a degradacdo anaerébia, necessitando
rigoroso controle do seu descarte na natureza e atencao para ocorréncia de desastres
ambientais. A combinag¢do da microaera¢do com o processo de digestdo anaerdbia tem
como objetivos acelerar e estabilizar o processo anaerdbio, enquanto reduz os custos
associados ao processo de aeracdo convencional e a sua producdo de lodo. A
influéncia da microaeracao intermitente na digestdo anaerdbia de anilina foi testada em
trés condic¢des: 30, 15 e 10 minutos de microaeracédo a cada duas horas (C1, C2 e C3,
respectivamente) com fluxo de ar de 0,25 L/min, em sucessivos ciclos. O experimento
consistiu na degradacéo de 0,14 mM de anilina (13,2 mg/L), com trés repeticbes, em
bateladas alimentadas sequenciais. Foram identificados intermediarios das rotas de
degradacdo aerobia (catecol) e anaerobia (acido benzoico) da anilina em todas as
condi¢cdes testadas. Modelo cinético de primeira ordem representou adequadamente a
degradacédo da anilina, tendo sido 4,1 e 1,1 vezes mais rapida na condicdo C3 em
comparacdo com C1l e C2, respectivamente. Isso indica que houve adaptacdo da
cultura a anilina e o fornecimento de oxigénio intermitente foi capaz de estimular a sua
degradacéao, apesar da diminuicdo do tempo de oxigenacdo em C3. Apesar disso, C3
foi a condicdo que apresentou maior toxicidade ao vegetal Allium cepa, apresentando
efeitos citogenotéxicos. Isto decorreu da menor disponibilidade de oxigénio em C3, que
provocou acumulo de intermediarios toxicos em maior quantidade nesta condicdo. A
analise da dinamica da comunidade microbiana indicou a ocorréncia de 18 géneros,
anaerobios estritos e aerobios facultativos, relacionados a degradagédo de anilina e
seus subprodutos. Em virtude da competicdo microbiana pelos substratos (anilina e
oxigénio) ter levado a producdo de intermediario citogenotéxico em C3, indica-se C2
como a melhor condicdo entre as testadas, capaz de estimular a degradacdo anaerébia
da anilina, sem acumulo de subprodutos toxicos e com menor fornecimento de
oxigénio. A microaeracdo intermitente € uma estratégia promissora para
biorremediacao de efluentes e de sites contaminados com anilina.

Palavras-chave: aminas aromaticas; biodegradacéo; lodo UASB; ecotoxicidade.



ABSTRACT

Aniline is an aromatic amine present in the production chain of pesticides, dyes,
rubbers, drugs, solvents and cosmetics, with economic and ecological relevance. Direct
contaminant, or accumulated bioproduct, in water bodies and underground aquifers,
presents high toxicity, carcinogenic and mutagenic potential. In addition, it shows
recalcitrance to anaerobic degradation, requiring strict control of its disposal in nature
and attention to the occurrence of environmental disasters. The combination of
microaeration with anaerobic digestion process has the objectives of accelerating the
anaerobic process and stabilizing it, while reducing the costs associated with the
conventional aeration process and its sludge production. The intermittent micro-aeration
influence on anaerobic digestion of aniline was tested in three conditions: 30, 15 and 10
minutes of microaeration every two hours (C1, C2 and C3, respectively), with an air flow
of 0,25 L/min, in successive cycles. The experiment consisted in the degradation of 0.14
mM of aniline (13.2 mg/L), with three spikes, in single batches. By-products of aniline's
aerobic (catechol) and anaerobic (benzoic acid) degradation routes were identified in all
conditions tested. First-order kinetic model represented aniline degradation well, being
4.1 and 1.1 times faster in condition C3 compared to C1 and C2, respectively. This
indicates that the culture was adapted to aniline and the intermittent oxygen supply was
able to stimulate its degradation, despite the decrease in oxygenation time in C3.
However, C3 was the condition that showed greater toxicity to the vegetable Allium
cepa, presenting cytogenotoxic effects. This was due to the lower availability of oxygen
in C3, which caused the accumulation of toxic intermediates in greater amount in this
condition. The analysis of the dynamics of the microbial community indicated the
occurrence of 18 genera, strict anaerobes and facultative aerobes, related to the
degradation of aniline and its by-products. Due to the microbial competition for
substrates (aniline and oxygen) leading to the production of cytogenotoxic intermediate
in C3, C2 is indicated as the best condition among those tested, capable of stimulating
anaerobic degradation of aniline, without accumulation of toxic by-products and with
less oxygen supply. Intermittent microaeration is a promising strategy for bioremediation
of effluents and sites contaminated with aniline.

Keywords: aromatic amines; biodegradation; UASB sludge; ecotoxicity.
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1 INTRODUCAO

A industria de transformacao tem papel muito importante para a economia mundial
pois relne os setores industriais nos quais a matéria-prima é transformada em produto
final, participando efetivamente na fabricacdo de bens de consumo. Mundialmente, o
Brasil é 0 40° pais de 152 paises ranqueados de acordo com o indice de desempenho
de competitividade industrial (CIP) e o primeiro quando se consideram apenas 0S
paises da américa latina (UNIDO, 2020), fazendo com que o gerenciamento dos
residuos gerados por esse ramo industrial no Brasil seja igualmente de grande
relevancia.

De acordo com a Pesquisa Industrial Anual (PIA) do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) (2020), a industria da transformacédo, s6 no estado de
Pernambuco, conta com 4.851 unidades locais, sendo 8,1% dessas unidades
correspondentes a soma das industrias de fabricacdo de coque, produtos derivados de
petréleo, biocombustiveis, produtos quimicos, farmoquimicos e farmacéuticos, produtos
de borracha e de material plastico. Também das 4.851 unidades, 26% s&o
correspondentes somente a fabricacdo de produtos téxteis e confeccdo de artigos de
vestuario e acessorios.

O setor da industria em Pernambuco é responsavel por 20,9% do Produto Interno
Bruto (PIB) estadual e as industrias de derivados de petroleo e biocombustiveis
representam 7,5% do PIB industrial do estado, ficando atras somente dos setores de
construcédo civil, alimentos e servigos publicos (CNI, 2020). A importancia dos setores
da industria da transformacédo ndo se resume somente ao seu valor econémico, mas
também a geracao e ao gerenciamento dos seus residuos.

A anilina é um composto aromatico artificial perigoso que € extensivamente
utilizado como matéria-prima em diversos setores industriais como a fabricacdo de
polimeros, plasticos, compostos quimicos organicos sintéticos, borrachas, corantes,
pesticidas e produtos farmacéuticos (ARORA, 2015; SANG et al., 2019). Em grande
parte dos setores da industria da transformacdo a anilina € encontrada nos residuos
das cadeias de producdo, sendo despejada no meio ambiente por meio da ma

administracé@o de efluentes industriais ou por desastres de derramamento de residuos.



20

7

Outro destaque presente no estado de Pernambuco é referente as industrias
téxteis e de confeccdo de vestuarios, destacando-se a presenca do Arranjo Produtivo
Local de Confeccdes de Pernambuco (APLCP), no Agreste do estado, que abrange trés
municipios centrais da regido, Caruaru, Toritama e Santa Cruz do Capibaribe. O APLCP
€ um importante polo industrial e também é responséavel pelo lancamento de efluentes
téxteis nos corpos d’agua.

Os corantes do tipo azo representam a maior parte dos corantes sintéticos
utilizados por esse setor e sdo substancias téxicas. No processo de degradacao
anaerdbia através da clivagem redutiva da ligagdo azo, 0s corantes sao
biotransformados em aminas aromaticas (ARORA, 2015; O’'NEILL et al., 2000),
subprodutos que podem ser ainda mais toxicos do que 0s corantes e apresentam
potencial carcinogénico.

Bruschweiler e Merlot (2017) identificaram 40 tipos diferentes de aminas
aromaticas como mutagénicas e estas sao potencialmente originadas na degradacgéo
anaerobia de aproximadamente 180 corantes azo utilizados pelas industrias téxteis. A
anilina é a amina aromatica mais simples que pode ser encontrada, sendo formada pelo
anel benzénico sem a presenca de radicais, excetuando-se apenas a presenca do
grupo amino.

A anilina é classificada pela Comunidade Econbémica Europeia (CEE) como um
produto perigoso para a saude e para o0 meio ambiente e é controlada por legislacéo
(European Parliament, Council of the European Union, 2008), devido a seu crescente
descarte no meio ambiente. Quando na natureza, pode ser incorporada ao solo, por
meio de transformacdes quimicas com acidos humicos e falvicos e ser facilmente
incorporada a matéria organica coloidal, apresentando recalcitrancia a degradacéao
anaerobia (BALAPURE et al., 2016; QI; CHEN; LIU, 2015).

E um composto que ndo € ambientalmente amigavel devido as suas
caracteristicas de toxicidade a vida aquatica, causando danos ao material genético
através da inibicdo dos processos de fotossintese e de respiracdo celular. A sua
bioacumulacdo pode prejudicar a saude de animais e seres humanos, pois a anilina
pode ser transformada em metabdlitos ainda mais toxicos que afetam o baco e o

sistema nervoso, levando a disfuncdes celulares, apoptose e necrose, mutagénese,
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tumorigénese e respostas carcinogénicas em mamiferos (MAKHDOUMI et al., 2018). A
disposicéo de residuos industriais, sem o devido tratamento, apresenta perigo para 0s
ecossistemas aquaticos e também a saude publica, se mostrando necessario o estudo
dos mecanismos de degradac&o deste composto e seus similares.

O uso da digestdo anaerdbia (DA) para biomineralizacdo da anilina € possivel,
como demonstrado pela primeira vez por Schnell et al. (1989), e novamente mais tarde
por Kahng et al. (2000), mas pouco estudado. Isso decorre do fato de ser bem mais
lento do que a ja bem estabelecida degradacao aerdbia. A introducdo da microaeracdo
nos processos de DA deve ser capaz de favorecer o processo de degradacédo por meio
da diversificacdo das comunidades bacterianas facultativas, beneficiando o processo de
abertura do anel aromatico e promovendo a estabilidade geral do processo.

Em condicbes microaerdbias, as bactérias facultativas conseguem trocar mais
facilmente da rota metabdlica de fermentagcé@o anaerdbia para a respiragdo aerdbia, que
apresenta melhor cinética e é termodinamicamente mais vantajosa (NGUYEN;
KHANAL, 2018). A combinacédo da microaeracdo com 0s processos de DA possibilita a
aceleracdo do processo anaerdbio e sua estabilizacdo, enquanto reduz os custos
associados ao processo de aeracdo convencional e a sua producéao de lodo.

Levando em consideragao os efeitos causados por este composto e a dificuldade
encontrada na sua remocdo do meio ambiente pelas suas caracteristicas de
recalcitrancia, a biodegradacdo da anilina em ambiente anaerébio intermitentemente
microaerado pode ser um método de remediacdo por bioestimulacdo. Um melhor
entendimento deste método pode auxiliar na elucidacdo dos mecanismos da
degradacdo de aminas aromaticas.

A baixa demanda de oxigénio no sistema podera resultar em concentracdes de O:2
gue podem ser suficientes para a mineralizacdo deste composto recalcitrante, dando
suporte a existéncia de culturas que toleram ambos ambientes, anaerébio e aerdbio.
Neste estudo avaliou-se a cinética de biodegradacdo da anilina e a formacédo de
subprodutos intermediarios, bem como a remocdo de ecotoxicidade, em ambiente
anaerobio associado a diferentes condicbes de microaeracdo intermitente,

caracterizando também a microbiota desenvolvida nas condi¢des aplicadas.
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1.1 OBJETIVOS GERAL E ESPECIFICOS

O objetivo geral deste estudo foi avaliar a degradacdo da anilina em ambiente
anaerobio com microaeracdo. Para tanto foram estabelecidos como objetivos
especificos:

a) estimar parametros cinéticos de degradacédo da anilina para cada periodo de
microaeracao intermitente utilizado;

b) avaliar a influéncia da microaeracao intermitente na dinamica de producao e
consumo de catecol e &cido benzoico, como subprodutos intermediarios, aerdbio e
anaerobio, respectivamente, da biodegradacéo de anilina;

c) analisar grau de toxicidade em cada condi¢cao estudada;

d) analisar e acompanhar o desenvolvimento da comunidade microbiana e o seu

papel na biodegradacé&o da anilina.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ANILINA

A anilina foi descoberta através da destilagdo do corante indigo (ou anil) como um
importante intermediario de corantes em 1826, por Unverdoben (JOHNSTON, 2008).
No entanto, foi somente apés a descoberta do benzeno e da reacdo de nitratacdo
seguida de hidrogenagé&o deste composto, resultando em anilina (Figura 1), por Zinin e
Hoffman em 1845, que essa comecou a ser fabricada em larga escala (GRIFFITHS,
1990).

Sua utilizacdo como matéria-prima para diversos corantes téxteis iniciou-se um
ano apés a descoberta do corante sintético malva por William Perkin, em 1856
(JOHNSTON, 2008), surgindo o termo popular “anilina” para os corantes, tendo sido
utilizada para fabrica-los desde entdo. Apesar de seu descobrimento ter se dado por
meio da industria dos corantes, hoje é também largamente utilizada na producédo de
poliuretano (KAFFERLEIN et al., 2014) e inseticidas (TAO et al., 2017).

Figura 1 - Reacado de formacao da anilina através da nitratacdo do benzeno por meio de mistura
lenta sulfonitrica, seguida de posterior hidrogenacéo do nitrobenzeno, por Zinin e Hoffman.

Reacéo é altamente exotérmica

NO, NH;

H,SO,
+ HNO;

*3H, ——— +2 H,0

o
BENZENO NITROBENZENO ANILINA

Fonte: a autora (2021).

Formada por um agrupamento amino ligado ao anel benzénico, com férmula
molecular CsHsNHz, a anilina € muito utilizada na fabricagdo de uma grande variedade

de produtos como espuma de poliuretano, corantes sintéticos, anti oxidantes,
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farmacéuticos, estabilizantes para a industria da borracha, vernizes, derivados de
petréleo e explosivos (ARORA, 2015; CHATURVEDI e KATOCH, 2020). Sendo assim,
também encontrada em efluentes dessas cadeias de producéo (CHEN; SUN; CHUNG,
2009; JIANG et al., 2016). O principal produto quimico que tem a anilina como matéria-
prima atualmente é o Metileno Difenil Diisocianato (MDI), utilizado na fabricacdo do
poliuretano, polimero utilizado em espumas rigidas e flexiveis, com aplicacdo na
construcdo civil como isolante térmico, industria de moéveis, fabricacdo de pneus,
colchdes e automoéveis (GAMA; FERREIRA; BARROS-TIMMONS, 2018). A anilina,
também chamada fenilamina ou aminobenzeno, é um composto aromatico bastante
toxico, apresentando toxicidade em microcrustaceos (ABE et al., 2001), genotoxicidade
e inibicdo do crescimento em vegetal superior (TAO et al., 2017), toxicidade no baco e
neurotoxicidade em ratos (MAKHDOUMI et al., 2018) e acdo co-mutagénica e
tumorigénica em humanos quando combinada com [-carbolinas (TOTSUKA e
WAKABAYASHI, 2020).

2.2 AGUAS RESIDUARIAS CONTENDO ANILINA E SITES CONTAMINADOS

Nos Ultimos anos tém-se dado cada vez mais importancia ao estudo e
gerenciamento da qualidade das aguas, impulsionados pelo aumento dos problemas
ambientais relacionados a poluicdo dos corpos d’agua (VIKRANT et al., 2018). A
introducd@o de anilina no meio ambiente por meio do lancamento de aguas residuarias
contaminadas € bastante preocupante.

Efluentes industriais, escoamento superficial contaminado com quimicos agricolas
e esgotos domeésticos contendo concentracdes de anilina e outras aminas aromaticas
ou poluentes xenobiodticos, se dispostos sem o devido tratamento, podem ocasionar
danos ambientais severos, contaminando os corpos d’agua superficiais e subterraneos
e apresentando elevada toxicidade em ambientes aquéticos (DOM et al., 2010),
impactando negativamente o ecossistema, modificando a qualidade da agua e inibindo
a fotossintese aquéatica (BAETA et al., 2015; MATA, PINHEIRO e LOURENCO, 2015;
STARLING et al., 2017).
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Em Pernambuco, a anilina esta ligada a forte presenca da indastria téxtil no
Agreste do estado, por meio do Arranjo Produtivo Local de Confeccfes de Pernambuco
(APLCP) que engloba as cidades de Caruaru, Toritama e Santa Cruz do Capibaribe,
com grande importancia social e econdmica. Segundo a ABIT (2020), o Brasil tem a
maior Cadeia Téxtil completa do Ocidente (desde a producgéo das fibras as industrias de
beneficiamento dos tecidos, confeccdes, varejo e desfiles de moda), sendo o quarto
maior produtor e consumidor de denim do mundo, produzindo também uma grande
guantidade de residuos liquidos providos de alta concentracdo de cor, matéria organica
e produtos quimicos recalcitrantes.

Os compostos quimicos téxteis exibem propriedades toxicas e até mutagénicas ou
carcinogénicas. Os corantes do tipo azo, que representam de 60%—-80% dos corantes
usados na industria téxtil, quando degradados anaerobiamente por meio da clivagem
redutiva da ligacdo azo, geram aminas aromaticas, compostos ainda mais toxicos,
incluindo a anilina ( KOCHLING et al., 2017, CARVALHO et al., 2020).

Pielesz et al. (2002) estudaram a reduc¢dao de diferentes corantes azo e verificaram
gue os corantes Disperse Yellow 7, Sudan Ill e Ponceau SS (Figura 2) geravam anilina
e p-fenilenodiamina como subprodutos. Segundos os autores, as proporgdes destas
aminas aromaticas foram 256, 110 e 160 g de aminas aromaticas por quilo de corante
utilizado, respectivamente para os corantes testados. Gang e colaboradores (2019)
estudaram a presenca de anilina em efluente de reator UASB (Up-flow Anaerobic
Sludge Blanket) e observaram concentragées que variaram entre 3,34 mg.L! e 22,5

mg.L! apds tratamento de efluente téxtil real contendo corantes azo bifenilaminados.
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Figura 2 - Exemplos de corantes azo que geram anilina como subproduto da degradacéo

anaeroébia
CH,4

0 50;Na

009 0-0-g

SO;Na

Fonte: a autora (2021).

Além da disposicéo indevida dos efluentes nos corpos hidricos, a anilina também
chega ao meio ambiente através dos desastres ambientais. Casos conhecidos de
grandes derramamentos de anilina ocorreram ainda nesta década: em 2012, na China,
a industria de produtos quimicos fertilizantes Tianji Coal Chemical Industry derramou 39
toneladas de anilina no rio Zhuozhang (CHINADAILY, 2013a) e em 2013 a Hebei
Jianxin Chemicals, produtora de intermediarios de corantes, contaminou agua de
abastecimento da provincia de Hebei, tendo sido detectadas concentracdes da ordem 7
mg.L?* de anilina (CHINADAILY, 2013b). No ano de 2005, houve uma explosdo em uma
fabrica de anilina, na qual foram derramadas mais de 100 toneladas de nitrobenzeno e
outros compostos no rio Songhua, também na China (LI et al.,, 2008), atingindo
concentragdes de 0,5 mg.L! de nitrobenzeno a 400 km de distancia do foco da
contaminagao.

Concentracfes de diferentes compostos quimicos xenobidticos também podem
ser encontrados nas redondezas de industrias fabricantes de produtos quimicos, como
no caso do estudo de Sun et al. (2015) que observaram monoclorobenzeno,
diclorobenzeno, hidrocarbonetos arométicos policiclicos (PAHs), corantes e anilina,

essa em concentraces variando de 6 pg.Lt a 61 mg.L?, detectados no solo e nas
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aguas subterrdneas no entorno das instala¢des da fabrica, nos Estados Unidos. Devido
a transformacgdes quimicas, a anilina ainda pode ser incorporada a substancias humicas
presentes no solo e nas aguas naturais por meio de ligagcbes covalentes, formando
outros compostos como anilinohidroquinona, anilinoquinona, anilidas e nitrogénio
heterociclico (THORN et al., 1996).

Além da anilina, outros compostos aromaticos provenientes dos processos de
exploracdo, transporte e armazenamento de derivados do petroleo sdo focos de
contaminacd@o do solo e de aquiferos (BESSER; HAMED, 2019; LIANG et al., 2009),
caracterizando sério risco para a saude humana. Estudos de casos demonstram
persisténcia de problemas respiratérios em pescadores voluntarios que participaram
das operacdes de limpeza do material contaminante, apés 5 anos de contaminacao, por
derramamento de 6leo na costa da Espanha, em 2002 (ZOCK et al., 2012). Alteracéo
do perfil sanguineo, enzimas hepéticas e sintomas somaticos em voluntérios das
operacgdes de limpeza do derramamento de Oleo na costa do estado da Louisiana, nos
Estados Unidos em 2010, foram observados em decorréncia da exposicdo a compostos
como benzeno e para-fendis (D’ANDREA e REDDY, 2013). O estudo de processos de
biorremediacdo da anilina pode elucidar mecanismos e rotas de degradacdo nao so6
para a anilina, como também para outros compostos aromaticos e xenobioticos, cujo
processo de degradacéo resulta na acumulacédo de anilina.

Na Resolucdo 430 do Conselho Nacional do Meio Ambiente, CONAMA (2011),
fica estabelecido que ndo é permitido o lancamento de efluentes nos corpos hidricos
gue contenham Poluentes Organicos Persistentes (POPs), porém ndo ha maiores
especificacdes sobre a abrangéncia do termo na Resolucado; sdo estabelecidos alguns
valores maximos permitidos (VMPs) nos efluentes a serem lancados para poluentes
organicos especificos como Benzeno (1,2 mg.L?), Etilbenzeno (0,84 mg.L?), Fendis
Totais (0,5 mg.L?), Tolueno (1,2 mg.L ™) e Xileno (1,6 mg.Lt), no entanto a anilina néo é
um dos compostos organicos listados. O mesmo ocorre na Resolugédo 357, também do
CONAMA (2005), sobre o enquadramento dos corpos hidricos. A caréncia de legislacao
brasileira que estabeleca limites mais especificos quanto a disposicdo de compostos
xenobidticos no meio ambiente torna dificil o controle dos 6rgdos ambientais sobre o

lancamento desses poluentes. Destaca-se que s&80 necessarias metodologias
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especificas e custosas para sua deteccdo, pois eles ndo sdo visiveis a olho nu, por
serem incolores. Isso dificulta o controle do lancamento de substancias como as aminas
aromaticas e frequentemente leva a negligéncia do tratamento de efluentes industriais

para remoc¢ao desses compostos toxicos por determinadas empresas.

2.3 TOXICIDADE DA ANILINA E SEUS SUBPRODUTOS

A anilina é um composto que apresenta caracteristica de resisténcia a
degradacdo, sendo considerada um poluente perigoso e prioritario em avaliagdes de
risco ambiental, por causar sérios danos ambientais em funcdo de sua elevada
toxicidade. No estudo de Dom et al. (2010) com anilina, 4-cloroanilina, 3,5-dicloroanilina
e 2,3,4-tricloroanilina, verificou-se que a anilina foi 0 composto que apresentou maior
toxicidade (i.e. muito toxico) ao microcrustaceo Daphnia magna, dentre os 4 compostos
testados. D. magna apresenta um papel importante no ecossistema aquatico por ser
predadora de bactérias, algas e protozoarios e estar na base da cadeia tréfica de
alguns peixes, sendo considerada uma espécie padrdo em testagem de toxicidade
aquatica por organizagfes como a Environmental Protection Agency (EPA) dos EUA.

A natureza hostil da anilina também foi observada em estudo com vegetal superior
(Tao e colaboradores, 2017). Os autores verificaram efeitos genotoxicos nas células de
raizes de trigo submetidas a crescimento em meio com anilina e inibicdo do
crescimento em mudas de trigo.

Estudos em ratos demonstram que a exposi¢cdo cronica a anilina em altas
dosagens por inalacdo, administracdo oral ou percutanea podem apresentar toxicidade
ao sistema nervoso e levar a destruicdo de células do baco, podendo evoluir para a
formacédo de tumores e sarcomas (MAKHDOUMI et al.,, 2018). A exposicao a anilina
ocasionou o acumulo de ions de ferro no baco de ratos, que resultaram na geracao de
radicais livres, como as espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio (KHAN et al.,
2003), ocasionando disfuncdo celular e resposta autoimune. Esses eventos tém
potencial envolvimento no desenvolvimento de muitas doencas em seres humanos,
como esclerose multipla, diabetes, cancer, inflamacfes, doencas neurodegenerativas e
doenca arterial coronaria (MAKHDOUMI et al., 2018).



29

Tanto a exposicdo a concentracdes de anilina nos corpos hidricos quanto a
exposicdo ocupacional por trabalhadores em contato direto com a anilina sao
preocupantes, por seus danos ao corpo humano. A anilina pode ser absorvida por
ingestdo, inalagdo ou pela pele e pode levar a formacdo de metahemoglobina,
ocasionando a diminuicdo da capacidade de transporte de oxigénio no sangue e
causando danos ao sistema cardiovascular e nervoso, podendo levar a anemia
hemolitica e hemdélise (MAKHDOUMI et al., 2018).

Um estudo controlado de exposi¢cdo humana a anilina no ar com concentra¢cdes de
2 ppm (7,5 mg.m=3), simulando ambiente ocupacional com jornada de trabalho de 8
horas, foi realizado por Kafferlein e colaboradores (2014). Os autores verificaram que a
exposicao a anilina levou ao aumento dos niveis de metahemoglobina no sangue de
todos os voluntarios expostos e que esses niveis também foram dependentes do tempo
de exposicao.

A Norma Brasileira Regulamentadora de atividades e operagdes insalubres
considera a exposi¢cao a anilina dispersa no ar como grau maximo de insalubridade,
com valor maximo aceitavel de 4 ppm (15 mg.m), para jornada de trabalho de até 48h
semanais (ABNT, 2019), enquanto na legislacdo alema o valor maximo é de 2 ppm (7,7
mg.m) (BMAS, 2020) e na americana 5 ppm (19 mg.m=3) (USDOL, 2020). A exposicado
a elevadas concentracdes ou em regime crénico pode ocasionar diversos sintomas
como fraqueza, cianose, dor de cabeca, confusdo mental, vomito, tontura, perda de

coordenacao motora e pode levar ao coma (MAKHDOUMI et al., 2018).

2.4 BIODEGRADAGCAO DE ANILINA

O uso de microrganismos para degradacdo de compostos organicos complexos
esta cada vez mais em evidéncia, devido as vantagens apresentadas em relacdo aos
tratamentos fisico-quimicos. A degradacdo de compostos aroméaticos e xenobi6ticos
com o uso de microrganismos tem como uma das vantagens em relacdo aos processos
fisico-quimicos a biotransformacdo de compostos toxicos e recalcitrantes em

subprodutos atoxicos quando mineralizados, como CO2, CH4, &gua e sais inorganicos.
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Os processos de tratamento fisico-quimicos sdo em geral bastante eficientes
guanto a remocao dos compostos complexos (GANG et al.,, 2019; MOREIRA et al.,
2017), porém a grande geracdo de lodo quimico vai ao encontro de problemas
ambientais relacionados a disposicao dos residuos e aos impactos negativos desses
compostos toxicos no ambiente (POURAN et al., 2015).

As tecnologias de tratamento biolégico dos poluentes organicos incluem
processos de biorremediacdo que podem ser realizadas in-situ (DUARTE et al., 2017),
guando o composto é tratado no local da polui¢do, ou ex-situ (ZHU et al., 2020) por
meio da extragdo do meio contaminado e tratamento em reatores.

Os processos de degradacdo aerdbia ou anaerdbia de poluentes podem ocorrer
naturalmente no local da poluicdo ou com auxilio de tecnologias de engenharia facilitem
a degradacdo dos compostos, mediante fornecimento de estimulos aos
microrganismos. A variacdo de parametros abidticos como pH, oxigénio dissolvido,
temperatura (bioestimulagdo) ou a introdugdo no ambiente de microrganismos que
acelerem o processo de degradacao (bioaumentacédo) sdo métodos de biorremediacao
(FARHADIAN et al., 2008).

Nos processos ex-situ, existe maior facilidade em controlarem-se os fatores
abidticos, otimizando-os, porém sdo necessarias a remogdo do meio contaminado e a
sua devolucdo ao meio ambiente apds o tratamento, seja por reinsercdo do efluente
tratado no site ou por langcamento nos corpos hidricos (FARHADIAN et al., 2008).

O uso de biotecnologias também apresenta a vantagem de serem ecologicamente
amigaveis, por utilizarem rotas naturais para degradacdo dos compostos a fim de
manter a qualidade da agua, apresentando-se como processos simples, com potencial
para economia de custos com produtos quimicos, boa eficiéncia de degradacao e que
nao produzem residuos secundarios (FARHADIAN et al., 2008). A anilina pode ser
degradada biologicamente por processos aerébios (HUANG et al., 2018; Ql et al., 2015;
WANG et al., 2011; XIAO et al., 2009) e também anaerébios (ALEXANDRA DE et al.,
1994; PEREIRA et al., 2011; SHEN et al., 2012; SUN et al., 2015), utilizando culturas
mistas (CUI et al., 2017; MENEZES et al., 2019; PERES et al., 1998; QIAO et al., 2020)
ou micorganismos isolados (DINO et al., 2019; HONGSAWAT e VANGNAI, 2011; XIE e
MULLER, 2019; ZHANG et al., 2008).
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2.4.1 Rota metabdlica aerObia da biodegradacdo da anilina

A rota metabdlica mais estudada da degradacéo da anilina é a rota aerobia. Por
ser energeticamente mais favoravel, é bastante utilizada para remocdo de
monoarométicos e é capaz de remover até 99% dos poluentes da agua (FARHADIAN et
al., 2008). A rota aerdbia melhor estabelecida na literatura € a do catecol, com algumas
bactérias aerdbias isoladas e caracterizadas que carregam genes envolvidos com a
mineralizacdo aerdbia da anilina, mediante formacdo de catecol e sua degradacédo a
intermediérios do ciclo do &cido tricarboxilico.

A degradacdo da anilina pela rota do catecol pode ocorrer por meta ou orto-
clivagem. Por meta-clivagem € reportada em Pseudomonas putida UCC22
(FUKUMORI; SAINT, 1997), Acinetobacter sp. YAA (FUJII; TAKEO; MAEDA, 1997),
Delftia tsuruhatensis AD9 (LIANG et al., 2005) e Delftia sp. AN3 (ZHANG et al., 2008),
enguanto a orto-clivagem envolve bactérias como Frateuria sp. ANA-18 (MURAKAMI et
al., 2003) e Delftia sp. XYJ6 (XIAO et al., 2009).

A rota de degradacgdo aerobia da anilina pelo intermediario catecol acontece em
multiplas etapas, a primeira etapa sido elucidada no estudo de Takeo e colaboradores
(2013), que recombinaram os genes atdAl a atdA5 da bactéria Acinetobacter sp. YAA
em cepa de Pseudomonas. A oxidacdo da anilina até o seu metabdlito principal, o
catecol, ocorre com liberacdo do grupo amino e se da através da acdo de um conjunto
de trés enzimas, passando por um intermediario, o y-glutamil anilida (y-GA) (Figura 3).
Primeiro a enzima glutamina sintetase combina a anilina ao L-glutamato, produzindo y-
GA, em presenca de ATP e MgClz; o y-GA é entdo atacado por enzimas oxigenase,
rompendo o anel aromatico. Este produto oxidado é ent&o hidrolisado em L-glutamato e
um  ciclohexadieno instavel  (1-amino-ciclohexa-3,5-dieno-1,2-diol), o qual
espontaneamente forma catecol, com liberagdo de ions ambénio e com provavel
participacdo da enzima do tipo glutamina hidrolase. Quando ha acumulo de y-GA, a
glutamina hidrolase promove a reacado reversa deste composto em anilina, pois seu
acumulo pode inibir a atividade das enzimas oxigenase (TAKEO et al., 2013),

mostrando-se citotoxico quando acumulado.
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Figura 3 - Rota parcial da degradacéo aerdbia da anilina até o intermediario catecol, estudada
em cepa de Pseudomonas com genes recombinantes de Acinetobacter sp. YAA, por Takeo et
al. (2013)
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ANILINA Y-GLUTAMIL ANILIDA CATECOL

Fonte: a autora (2021).

O intermediario catecol também é degradado aerobiamente, por orto ou meta
clivagem (Figura 4). Na orto clivagem, o catecol é atacado pela enzima 1,2-dioxigenase,
gue promove a introducao do oxigénio no anel, rompendo-o e formando o semialdeido-
2-hidroxi-muconato, que € degradado a formiato, piruvato e acetil-CoA. Ja na meta
clivagem, o catecol é atacado pela enzima 2,3-dioxigenase, formando o cis,cis-
muconato e posteriormente indo a acetil-CoA e a succinato (AGHAPOUR; MOUSSAVI,
YAGHMAEIAN, 2013). Os &acidos organicos entram no processo de respiracao,

contribuindo para o crescimento celular, formando CO:2 e agua.
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Figura 4 - Rotas aerébias de degradacédo do catecol, por meta-clivagem e orto-clivagem
(AGHAPOUR; MOUSSAVI; YAGHMAEIAN, 2013)
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Fonte: a autora (2021).

2.4.2 Rota metabdlica anaerdbia da biodegradacao da anilina

A degradacdo da anilina em condicbes anaerdbias foi observada em estudos
como os de Alexandra De, O’connor e Kosson (1994), Pereira et al. (2011), Shen et al.
(2012), Hu et al. (2014), Sun et al. (2015) e Li et al. (2020a), com a utilizacdo de
culturas mistas. No entanto, somente Schnell e Schink (1991) e Kahng, Kukor e Oh
(2000) estudaram a degradacdo anaerobia da anilina com bactérias isoladas e dao
informacdes mais detalhadas sobre sua utilizagdo como fonte de carbono e energia.

No estudo de Kahng, Kukor e Oh (2000) a bactéria Delftia acidovorans HY99
degradou 1 mM de anilina (93,13 mg.L?) em 7 dias, em condicdes anoxicas utilizando
nitrato como aceptor de elétrons. Verificou-se que houve a formacdo de um
intermediario da rota anaerébia (acido 4-amino-benzoico). Sun et al. (2015) utilizaram
anilina marcada com carbono C*3 para identificacdo de microrganismos degradadores
em condi¢cdes metanogénicas e identificaram as bactérias da espécie Ignavibacterium
album como degradadoras de anilina. O estudo de Schnell, Bak e Pfennig (1989) foi o

primeiro a relatar a degradacédo da anilina em condi¢cdes anaerGbias com a bactéria
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isolada Desulfobacterium anilini. Sulfato foi utilizado como aceptor de elétrons e a rota
de degradacéo anaerobia da anilina mediante estudos das reacdes passo a passo foi
sugerida por Schnell e Schink (1991).

A rota sugerida por Schnell e Schink (1991) (Figura 5) se inicia com a carboxilagao
da anilina como passo inicial, por meio da acédo de enzima descarboxilase, fazendo a
rota reversa da carboxilacdo e formando o 4-aminobenzoato. A utilizacdo de enzimas
descarboxilase para realizacdo de carboxilacdo de aromaticos, conhecida como a
carboxilagdo de Kolbe-Schmitt enzimatica, também foi verificada por Kirimura e
colaboradores (2010), ao produzir &cido salicilico do fenol em condigbes normais de

7

temperatura e pressdo. O 4-aminobenzoato formado na carboxilacdo é ativado a 4-
aminobenzoil-CoA e posteriormente reduzido a benzoil-CoA, com liberacdo do grupo
amino na forma de ions aménio. O benzoil-CoA vai para a rota comum do benzoato e
finaliza na formacéo de acetatos, entrando no ciclo do acido tricarboxilico e contribuindo

para o crescimento celular e producao de energia.

Figura 5 - Rota anaerdbia de degradacéo da anilina ao intermediario benzoato, identificada no

microrganismo Desulfobacterium anilini, no estudo de Schnell e Shinck (1991)

| 4-aminobenzoil-CoA |
NH,
i HSCoA PF’1
ATP AMP
C S-CoA
2[H] 6 [H] 2 HSCOA ~S-CoA
3CHs-C
% + o
COo,
NH,* 12 [H]
o7 C ~S-CoA C~8-CoA

Fonte: Adaptado de Schnell e Schink (1991).
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2.5 APLICACOES TECNOLOGICAS DA MICROAERACAO INTERMITENTE

Ainda ndo se tem muita informacédo sobre a degradacdo anaerdbia da anilina,
apesar desta ser observada e rotas terem sido sugeridas pela literatura. Isso
provavelmente se deve a baixa velocidade do crescimento de microrganismos na DA
em relacdo ao processo aerodbio, dificultando a deteccdo de microrganismos capazes
de degradar anilina anaerobiamente e tornando o estudo da degradacédo aerdbia deste
composto mais atraente. A inser¢cdo da microaeracdo intermitente na DA traz a luz a
possibilidade de aceleracéo do processo anaerébio de degradacdo da anilina enquanto
reduz os custos associados ao processo de aeracdo convencional e a sua producédo de
lodo. A microaeracao promove o aumento da diversidade microbiana e assim beneficia
as interacbes sintroficas entre diferentes grupos microbianos, promovendo o
melhoramento da digest&do anaerdbia (NGUYEN e KHANAL, 2018).

A combinacdo de processos de tratamentos biologicos anaerdbios e aerdbios é
uma alternativa promissora, pois pode ser realizada em um Unico reator, visto que a co-
existéncia de microrganismos anaerobios e aerobios em culturas mistas € possivel.
Muitas bactérias anaeroObias estritas tém capacidade para sobreviver em ambientes
periodicamente oxigenados quando co-exisitindo com microrganismos aerébios; estes
criam micronichos anaerobios por meio do consumo do oxigénio (FIELD et al., 1995;
NGUYEN e KHANAL, 2018).

O uso de microaeracgao intermitente € uma tecnologia que tem potencial para ser
utilizada no tratamento de diferentes efluentes industriais. No tratamento de efluentes
téxteis, pode ser utilizada como pods-tratamento de efluente tratado em reator
anaerobio, com o objetivo de promover a remocdo de aminas aromaticas e de
toxicidade.

A clivagem redutiva de corantes do tipo azo resulta na formagcdo de aminas
aromaticas as quais, assim como a anilina, apresentam resisténcia a degradacgao
anaerobia, por atuarem como doadores de elétrons e apresentarem maior toxicidade do
gue o corante. O uso da microaeracdo como pos-tratamento anaerobio de efluentes

téxteis foi utilizado por Balapure et al. (2016), removendo aminas aromaticas e
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promovendo diminuicdo da toxicidade, além da remocdo de DQO e cor residuais do
tratamento anterior.

Ainda na tematica de tratamento de efluentes téxteis, a microaeracdo tem
potencial para aplicacdo em uma Unica unidade de tratamento, tanto promovendo
reducdo dos corantes téxteis e remocdo de DQO, quanto removendo aminas
aromaticas e toxicidade. Menezes e colaboradores (2019) compararam o tratamento
com microaeracdo continua e intermitente, demonstrando que o0 processo intermitente,
além do tratamento de corantes e seus subprodutos com mesma eficiéncia ou até maior
gue a microaeragao continua, potencializava a diminuigdo de custos com aeracao.

Nos processos de biorremediacéo, tanto em solos e subsolos contaminados com
poluicdo recorrente devido ao uso de pesticidas, por vazamento de derivados de
petréleo ou mau gerenciamento de residuos industriais, quanto em casos de desastres
ambientais, a microaeracdo pode ser utilizada (SIQUEIRA et al., 2018). A introducao de
oxigénio como método de bioestimulacdo é usada para biorremediacdo de solos
contaminados com PAHs, que também apresentam recalcitrancia a degradacao, assim
como os monociclicos (KUPPUSAMY et al., 2017).

Chagas-Spinelli et al. (2012) utilizaram aeragéo para remocéo de hidrocarbonetos,
em solo contaminado com Oleo diesel e Duarte et al. (2017) identificaram genes
envolvidos na producdo de enzimas do tipo oxigenase presentes na rota de degradacao
central de aromaticos monociclicos em um solo contaminado por aromaticos policiclicos
e submetido a 12 anos de biorremediacao.

Sun et al. (2015) identificaram microrganismos anaerébios com potencial de
degradacéo de anilina em um site contaminado com altas concentracfes de anilina e
também outros compostos quimicos como PHAs, monoclorobenzeno e diclorobenzeno.
Andlises de OD nos sites acusaram teor de OD em faixas de até 1, 2 e 5 mg.L, em
diferentes locais analisados, demonstrando que baixas doses de oxigénio podem ser
suficientes para a degradacéo de anilina.

Ainda sdo escassos 0s estudos na literatura que reportam o uso de microaeracao
ou de aeracao intermitente para biodegradacdo de compostos aromaticos como objetos
de estudo principal (YANG et al., 2015; SIQUEIRA et al., 2018). A biodegradacéo de



37

compostos aromaticos por meio da digestdo anaerdbia combinada com microaeracéo é

uma area com bastante campo a ser explorado e bastante promissora.
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3 MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado de acordo com as etapas discriminadas no fluxograma
da Figura 6, sendo C1, C2 e C3 correspondentes as trés condicbes de tratamento
testadas e P15 e P10 os perfis realizados em C2 e C3, respectivamente, durante um
ciclo microaerado-anaerdbio de duas horas. Mais detalhes de cada etapa serdo

explicados nas proximas Secoes.

Figura 6 - Fluxograma das etapas realizadas no trabalho, por ordem de realizacdo da esquerda

para a direita

30 minutos de 15 minutos de 10 minutos de
microaeracio microaeragao microaeragio a
a cada 2 horas a cada 2 horas cada 2 horas
Inéculo C1 C2 C3
1a 2a 3a 1a 2a 3a 1a 2a 3a

IDNA
- C1DNA C2DNA c:3DNA

P15 P10

A A A - Coleta de amostra para analises de toxicidade
- - Coleta de amostra para extragéo de DNA

- Alimentacgdes de anilina

- Realizacao de perfil no ciclo de 2 horas

Fonte: a autora (2021).

3.1 INOCULO
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O inéculo utilizado foi uma mistura de dois lodos provenientes de reatores do tipo
UASB, um em escala piloto, que tratava efluente téxtil sintético no Laboratério de
Saneamento Ambiental (LSA) na Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), em
Recife, PE; e outro que tratava residuos petroquimicos de industria localizada na cidade
de Ipojuca, PE, no Porto de Suape. A proporcdo usada foi de 2:1 (viv),
téxtil/petroquimico, sendo a concentracdo de sélidos suspensos volateis (SSV) do lodo
téxtil de 30,53 gSSV.L, a do lodo petroquimico de 2,03 gSSV.L!, resultando em uma
concentragéo final de in6culo de 20,63 gSSV.L ™.

Ambos os lodos, petroquimico e téxtil, foram elutriados previamente a mistura,
com auxilio de centrifuga, para remocdo de possiveis impurezas provenientes dos
tratamentos UASB, como residuos de corantes e fontes de carbono de facil degradacao
a fim de minimizar efeitos de respiracdo endogénica ao inicio do tratamento. Utilizaram-
se tubos de centrifuga de 50 mL, a 3500 rpm por 7 minutos, com solu¢do tampéao de
fosfato (PBS 1x). O processo de centrifugacdo, descarte do conteudo liquido e

preenchimento com PBS foi realizado com 3 repeticées.

3.2 COMPOSTOS ORGANICOS MONITORADOS

O composto alvo utilizado no experimento foi a anilina (CAS# 62-53-3). Sua
formula molecular € CsHsNH2, peso molecular 93,13 g.mol?t, e pico de maxima
absorcéo da luz em 230 nm; o padrao foi adquirido da Sigma Aldrich (St. Louis, EUA),
com 99% de pureza. A solucdo estoque foi preparada com agua ultra purificada, em
uma concentracdo de 5280 mg.L! e mantida refrigerada a 4 + 1 °C.

A concentracdo de anilina aplicada neste estudo foi de 0,14 mM
(aproximadamente 13,2 mg.L ™) e foi calculada por meio da relacdo A/M de 1,535, que
correspondeu a metade da A/M utilizada no trabalho de Carvalho (2020), a qual foi de
3,5.103, atentando para a elevada carga de toxicidade que seria aplicada na biomassa.

Foi monitorado o composto intermediario da rota aerdbia, o catecol (CAS# 120-80-
9), com férmula molecular CsH4-1,2-(OH)2, peso molecular 110,11 g.mol! e pico de
maxima absorgéo da luz em 280 nm; também foi monitorado o intermediario anaerobio,

acido benzoico (CAS# 65-85-0), com férmula molecular CsHsCOOH, peso molecular
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122,12 g.mol* e pico de maxima absorcdo da luz em 254 nm. Ambos os padrées
também foram adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, EUA), com 99% de pureza.

Foi monitorado também o composto acido sulfanilico (CAS# 121-57-3), com
formula molecular 4-(H2N)CeHsSO3zH, peso molecular de 173,19 mol.L? e pico de
absor¢cdo maxima da luz no comprimento de onda de 248 nm; com 99% de pureza, 0
padrdo também foi adquirido da Sigma Aldrich (St. Louis, EUA), sendo adicionado na

concentragdo de 0,14 mM (aproximadamente 24,6 mg.L™?).

3.3 CONDICOES E APARATO EXPERIMENTAL

O experimento de biodegradacao foi conduzido em trés diferentes condi¢cdes de
tratamento (Tabela 1), testadas em estratégia de bateladas alimentadas sequenciais.
As condi¢cbes eram diferenciadas pelo tempo de aplicagdo da microaeracdo. Estas
consistiam em ciclos de operagdo anaer6bios de duas horas, nos quais havia
introducédo de microaeracdo no inicio do ciclo, com dura¢des de 30, 15 e 10 minutos
para as condicdes C1, C2 e C3, respectivamente. Esses trés tempos foram testados
com o intuito de melhorar a eficiéncia energética do processo de tratamento. Os ciclos
de microaeragcdo eram continuamente repetidos até a degradacdo completa do

composto adicionado (Figura 7).

Tabela 1 - Tabela resumo das condicGes de tratamento aplicadas para promover degradacéo
de anilina

Divisao do ciclo de 2 horas

coneiEED  epees Periodo microaerado (min)  Periodo anaerdbio (min)

C1 18, 23, 32 30 90
C2 18, 23, 32 15 105
C3 18, 28, 32 10 110

Fonte: a autora (2021).
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Figura 7 - Esquema de distribuicdo do tempo do ciclo em cada condicdo de tratamento
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Fonte: a autora (2021).

Um reator em escala de bancada confeccionado em acrilico (Figura 8), com 20 cm
de diametro interno e 19 cm de altura, com um volume total de 6L e volume reacional
de 4L, foi utilizado em todas as etapas do experimento.

A microaeracdo era promovida por bomba de ar (Jad Air-Pump S-2000, Brasil),
conectada a uma mangueira micro porosa de borracha (Resun Air Curtain, China)
posicionada no fundo do reator. O fluxo era controlado por um rotametro (Tecnofluid
RV-140-K-7-P, Brasil) a 0,25 L.mint. A intermiténcia da aeracdo era controlada por
temporizador (Clip CLB-40, Brasil). O agitador magnético (Ceramag Midi, EUA) foi
utilizado para promover o melhor contato entre as particulas de biomassa e o oxigénio
artificialmente fornecido. A concentracdo da biomassa no licor misto foi de 7,5 gSSV.L™.

Quando a anilina era consumida completamente, era realizada a complementacéao
da fase liquida até o volume util e reposicdo da concentracdo de anilina. Nas trocas de
condicBes de tratamento havia um periodo de sedimentacdo de 2 horas, seguido de
esvaziamento da fase liquida com realimentac&o. Todo o experimento foi conduzido em

temperatura ambiente a 27,4 £ 0,7 °C.
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Figura 8 - Esquema do reator de acrilico, com agitacdo magnética, microaeragdo fornecida por
bomba de ar e controlada por meio de rotdmetro e temporizador. Vt = volume total; Vu = volume
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Fonte: a autora (2021).
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O meio mineral foi composto de macro e micro nutrientes, como pode ser visto nas

Tabela 2 e Tabela 3. Solu¢des estoque, concentradas 10x para macro nutrientes e 1x

para micro nutrientes, foram preparadas com agua deionizada. Utilizou-se 1 mL.L da

solucdo de micronutrientes no efluente sintético final e a solugcdo de macro nutrientes

era diluida a 1x ao ser adicionada ao reator.
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Tabela 2 - Concentracdo de macronutrientes na solucéo final do efluente sintético

Macro nutrientes Concentragdo (mg.L?)
NH4CI 280
K2HPO4 252
MgSO0a4.7H20 100
CaCl2 70

NaHCO; foi utilizado somente na condigdo 3, na concentragdo de 400 mg.L* (Carvalho et al.,
2020).
Fonte: adaptado de Carvalho et al. (2020).

Tabela 3 - Concentracao de micronutrientes na solucéo final do efluente sintético

Micro nutrientes Concentracdo (mg.L™?)
FeCl2.4H20 2000
ZnCl2 50
MnCl2.4H20 500
NiCl2.6H20 142
NaSeOs.5H20 164
H3BOs3 50
CuCl2.2H20 38
CoCl2.6H20 2000
AlCI3.6H20 90
(NH4)6.M07024.4H20 50
EDTA 1000
HCI 1mL.L?

EDTA - Ethylenediamine tetraacetic acid
Fonte: adaptado de Carvalho et al. (2020).

3.5 PERFIS TEMPORAIS REALIZADOS PARA C2 E C3

Anadlises detalhadas dos ciclos de duas horas foram realizadas para as condi¢des
gue apresentaram os melhores resultados de degradacédo da anilina (C2 e C3). Esta
parte do experimento tinha o objetivo de compreender melhor a dindmica do ciclo: o
consumo do oxigénio e o processo de formacéo e consumo dos intermediarios catecol

e acido benzoico, durante as fases anaerdbia e microaerodbia.
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Os perfis P15, 15 minutos de microaeracdo e 105 minutos pds-microaeracao e
P10, 10 minutos de microaeracdo e 110 minutos pés-microaeracao foram realizados
durante C2 e C3, respectivamente.

O comportamento do ciclo foi avaliado por meio da coleta de amostras a cada dois
minutos durante o periodo microaerado e a cada dez minutos no periodo n&o-
microaerado, até o final de um ciclo de 2h. C2 teve um total de 19 amostras coletadas
enquanto em C3, 17 amostras. O perfil do ciclo em C2 foi feito em uma nova

alimentacao, apds a 3?2 injecdo, enquanto em C3 foi realizado durante a 22 injecao.

3.6 METODOS ANALITICOS

3.6.1 Parametros fisico-quimicos

Os parametros fisico-quimicos foram monitorados junto com as amostras
retiradas, utilizando um equipamento multi-parametros (Hach™ HQ40d multi), com
método potenciométrico, de acordo com o Standard Methods (APHA, 2005): pH,
temperatura, OD e potencial redox (ORP).

3.6.2 Analises de Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC)

Concentracbes de anilina, catecol e acido benzoico foram medidas utilizando
Cromatografia Liquida de Alta Presséo (HPLC). O HPLC era equipado com um detector
de arranjo de diodo (DAD) da Shimadzu™ (LC-20AT, Japdo) e uma coluna Zorbax™
Eclipse XDB-C18 (5 um, 4,6 x 250 nm) da Agilent™ (Santa Clara, EUA), em gradiente
isocrético. A temperatura do forno foi de 30 °C. Amostras de 1 mL eram coletadas e
filtradas em membranas Chromafil de nylon, 0,22 um, da Macherey-Nagel™.

Para a quantificacdo da anilina, a fase mével era composta de 30% de metanol
(grau HPLC) e 70% solucdo tampao de fosfato (5 mM, pH = 7,0), com fluxo de 1
mL.mint. O volume de injecéo foi de 20 pL e tempo total de corrida era de 12 minutos.
A anilina foi identificada no comprimento de onda de 230 nm, em um tempo de retencao
de 10,03 minutos.
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Para a quantificacdo do catecol e acido benzoico, a fase mével era composta de
30% de acetonitrila (grau HPLC) e 70% de solucdo de acido fosférico 0,003%, com
fluxo de 0,8 mL.min, volume de injecdo de 50 pL e tempo total de corrida de 13,5
minutos. O catecol foi identificado no comprimento de onda de 280 nm e o acido
benzoico 254 nm, com tempos de retencao de 6,92 min e 12,04 min, respectivamente.

3.7 PARAMETROS CINETICOS

Os parametros cinéticos foram analisados utilizando o software Origin™
(OriginLab, Northampton, Massachusetts, EUA); os dados de degradacdo da anilina
foram ajustados no modelo mateméatico de decaimento de primeira ordem. A velocidade
da reacado (r) é descrita por Levenspiel (2000) como na Equacdo 1, na qual C é a
concentracdo do reagente, t € o tempo, m é a ordem da reacgéo e k € a constante que

indica o consumo ou formacao do reagente.

r= 2 = kxcm (1)
Quando m = 1, a reacéo é dita de primeira ordem e a velocidade € proporcional a
concentracdo do reagente; a forma integrada da Equacédo 1 para m = 1 é mostrada na
Equacéo 2.

C = Cy x elx(t=to) (2)
O coeficiente da reacéo, k, é determinado pela inclinacdo da reta -In (C/Co) pelo

tempo, na qual Co é a concentracao inicial do reagente e sua dimenséo é {k} = [1/1].
Os parametros cinéticos da reacdo foram calculados usando a funcdo de
decaimento mostrada na Equacéo 3

—X
y=YyotA Xet ©)
Como a funcdo € uma curva de modelagem, y representa o valor esperado para

aquele ponto e yo € o residuo do modelo, diferenca entre o valor observado e y; assim,
(y-yo) é o ponto observado no espaco amostral, neste caso, o valor da concentragcéo de
anilina; o coeficiente da reacdo na Equacéao 2, k, é dado aqui por 1/t1, sendo t1 o tempo
no qual a taxa de decaimento atinge o seu valor maximo. O sinal negativo significa que

0 reagente esta sendo consumido.
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3.8 BIOLOGIA MOLECULAR (EXTRACAO DE DNA E ANALISE DE DIVERSIDADE
MICROBIANA)

3.8.1 Coleta e preservacdo de amostras, extracdo do DNA e quantificacdo da

concentragao

Quatro amostras foram coletadas para extracdo do DNA. A primeira amostra foi
retirada do in6culo misto (téxtil e petroquimico) (Iona) antes do inicio dos tratamentos e
as outras 3, ao final de cada condicdo de tratamento, C1 (Clpna), C2 (C2pna) € C3
(C3pbna), apos a dltima injecéo.

O kit de extracdo de DNA utilizado foi o PowerSoil™ isolation kit (Mo Bio
Laboratories Inc. Carlsbad, CA, EUA) e as instru¢des do fabricante para extracao
encontram-se no Anexo A.

A amostragem do DNA da biomassa foi realizada de acordo com as instru¢gdes do
fabricante do kit de extracdo de DNA utilizado. Aliquotas de 50 mL de lodo do reator
foram coletadas do in6culo e do final das condicGes de tratamento, em tubos cénicos e
centrifugada a 3000 rpm, por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e substituido
por dgua ultra pura; este procedimento foi repedido por trés vezes, sendo a Ultima
repeticdo realizada com solucao tampao de fosfato (PBS 1x), a fim de manter a amostra
tamponada para congelamento a -20 °C. Todo o sobrenadante foi descartado antes do
congelamento e o pellet foi utilizado para extracdo do DNA microbiano.

Apés a extracdo do DNA foi realizada a leitura de concentracdo em
espectrofotometro de DNA Nanodrop 2000™ e todas as amostras lidas continham
concentracdo adequada (acima de 12 ng.uL') de DNA para sequenciamento utilizando

técnica de sequenciamento de nova geracao (NGS).
3.8.2 Sequenciamento do material genético e bioinformatica
O sequenciamento do material genético das quatro amostras foi realizado através

do servico da empresa Neoprospecta Microbiome Technologies (Florianopolis, Brasil),

com o0 uso do equipamento MiSeq Sequencing System (lllumina Inc., USA). Foram
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sequenciadas as regides V3/V4 do gene 16S rRNA. Informacdes mais detalhadas sobre
a metodologia utilizada para analises de bioinformética encontram-se no Anexo B.

Os indices de alfa diversidade foram calculados por meio do software Past®. As
sequéncias identificadas por lllumina MiSeq® serdo submetidas ao National Center for
Biotechnology Information (NCBI - https://www.ncbi.nlm.nih.gov) e o cddigo de acesso

sera divulgado em futuras publicacGes deste estudo.

3.9 TESTES DE ECOTOXICIDADE

Andlises de ecotoxicologia foram realizadas pelo aluno de mestrado Victor Ventura
de Souza, do Programa de PdOs-Graduacdo em Genética da Universidade Federal de
Pernambuco. O trabalho foi conduzido em parceria com a Profa. Ana Christina
Brasileiro Vidal, orientadora do aluno. Maiores detalhes do trabalho realizado podem
ser obtidos na dissertacdo de mestrado do referido aluno, em Souza (2021).

Um género da familia Alliaceae, sistema-teste Allium cepa foi utilizado para testar
0 potencial ecotoxicoldgico do efluente contaminado com anilina antes e depois dos
testes de biodegradacdo em ambiente anaerébio-microaerébio.

Para cada condicdo de tratamento, amostras de 20 mL foram retiradas do licor
misto, antes do inicio da primeira injecdo das condicfes de tratamento (amostras Cla,
C2a, C3a), com a anilina em sua condicao inicial e apés a degradacdo completa da
terceira injecdo das condi¢cdes de tratamento (amostras Cle, C2e, C3e). Na Tabela 4

pode ser visto um resumo das analises.

Tabela 4 - Amostras analisadas para ecotoxicologia do experimento; a: afluente; e: efluente; AT:
Antes do tratamento; DT: ApGs o tratamento

Amostra Cla Cle C2a C2e C3a C3e
Injec&o 12 de 32 de 12 de 32 de 12 de 32 de
C1 C1 C2 C2 C3 C3
Coleta AT DT AT DT AT DT
Volume total da 20 20 20 20 20 20
amostra (mL)
Replicatas 4 4 4 4 4 4
Volume das 5 5 5 5

replicatas (mL)

Fonte: a autora (2021).
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Quatro placas de petri foram preparadas para cada amostra de 20 mL e cada uma
era composta por: 5 mL da amostra, 2 filtros qualitativos e 70 sementes de A. cepa para
germinacao. As placas de petri foram cobertas em plastico filme para evitar evaporacao
do seu contetido. Agua mineral foi utilizada como controle negativo.

A toxicidade foi testada utilizando como parametros o indice de germinacao (apos
72h) e o comprimento da raiz (média de 15 raizes por placa). A citotoxicidade foi

analisada a partir do indice mitético.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CINETICA DE DEGRADAGAO DA ANILINA

O experimento foi iniciado com a adigdo da concentragdo inicial de anilina, 13,2
mg.L?, por um periodo de 48h sem introducdo de pulsos de microaeragdo, para
preenchimento dos sitios de adsor¢do. Foram adsorvidos 2 mg.L' da concentracédo
inicial de anilina e entdo completou-se a concentracdo para 13,2 mg.L' novamente,
para inicio das bateladas. Na Figura 9 é possivel verificar as curvas de decaimento para
as 3 alimentacdes de anilina feitas em C1, C2 e C3.

Figura 9 - Curvas de decaimento da anilina em C1 (A), C2 (B) e C3 (C), 30, 15 e 10 minutos de
microaeracdo a cada 2 horas, respectivamente. Cada seta no grafico representa uma injecéo de
anilina no reator. Atentar para as diferentes escalas temporais nos eixos das abcissas
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Fonte: a autora (2021).



50

A anilina foi completamente transformada nas trés condicdes  analisadas,
independente do periodo de microaeracdo, porém com menor tempo requerido para
desaparecimento completo da anilina, na 32 injecdes, em C2 (10 horas) e C3 (9,4
horas) do que em C1 (38,4 horas). Balapure et al. (2016) reportaram remocao de
aminas aromaticas utilizando microaeragdo continua em 12 horas, enquanto Menezes
et al. (2019) removeram aminas aromaticas com aeracao intermitente de 30 minutos a
cada 2 horas em bateladas sequenciais com ciclos de 24 horas.

A cinética do decaimento da concentracdo de anilina em funcdo do tempo, em
todas as condicdes, foi ajustada utilizando o modelo matematico do software Origin™M"
(OriginLab, Massachussetts, USA). Assim, cada modelagem utilizada neste estudo
apresenta uma meédia e desvio padrao dos parametros cinéticos gerados, 0s quais sao
tempo necessario para atingir maxima remocao de anilina (t1), tempo de meia-vida (t12)
e coeficiente cinético de decaimento (k). A Tabela 5 apresenta os parametros cinéticos
para as trés condi¢cbes de tratamento estudadas, a qualidade do ajuste (R?) e o tempo

total de degradacéo para cada injecédo de anilina.
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Tabela 5 - Parametros cinéticos de C1, C2 e C3, ajustados com o software OriginM"

Condicdo Injegdo tiotal (dias) R2 k (dia™) ti(dias) tw (dias)
1a 9,75 0,98 0,20 £ 0,03 462,3850i 36?561
o e 1,82 0,96 0,73+0,30 1(’)?55 06?3?;
40 1,60 0,99 1,55+0,11 O(’fgf O()flggi
'E Tl 098 151021 Oé?ggi %‘,‘S;
- - 1,54 0,98 0,90 0,20 16?27; Oc’)Tfei
5 242 ogr  ASE ONE O
La 0,37 0,99 3,41+0,58 06?351 ngc?f
s )a 0,25 0,99 3,90 £ 0,50 Oé?g; 0(’)?(5)32i
40 0,39 0,99 3,40+0,58 06?35 05?831

tota — Tempo total de degradacéo; R2 - Coeficiente de determinacdo; t1 — Tempo necessario
para atingir maxima remocao de anilina; k — Coeficiente cinético; ti» — Tempo de meia-vida da
anilina em um reator anaerébio-intermitentemente microaerado.

Fonte: a autora (2021).

Todas as injecOes, para as trés condicles, tiveram ajustes acima de 96% ao
modelo cinético de decaimento de primeira ordem, segundo a qualidade do ajuste (R?).
A adaptacdo microbiana levou o coeficiente cinético, k, a aumentar da 12 para a 32
injecdes, 7,8 vezes em C1 e 9,6 vezes em C2, apontando para uma relevante
adaptacdo da comunidade microbiana as condi¢cdes impostas. No entanto, quando o
tempo de microaeracdo diminuiu para 10 minutos a cada 2 horas, em C3, o tempo de
operacédo nédo alterou sensivelmente o k, embora o tempo total de degradacgéao (0,39
dia) tenha sido mais rapido do que em C1 (1,60 dias) e comparavel com C2 (0,42 dia).

Outra evidéncia da adaptacdo microbiana é revelada pelo tempo necessario para
atingir maxima remocéao de anilina (t1) e o tempo de meia-vida (t12) (Tabela 5), entre as
condicbes. Na 3?2 inje¢cao de anilina, t1 e ti2 em C2 (0,07 e 0,05) foram 9,1 vezes
menores do que em C1 (0,64 e 0,45). Embora estes parametros tenham sido 2,2 e 2,3
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vezes menores em C3 (0,29 e 0,20) do que C1, foram 4 vezes maiores, quando
comparados a C2. Estes resultados corroboram com a hipotese de que o0s
microrganismos foram capazes de degradar anilina, apesar de suas caracteristicas
recalcitrantes, com cada vez menos oxigénio devido ao seu poder de adaptacao, porém
0s parametros cinéticos e o tempo total de degradacao indicam a presenca de fatores
limitantes no ambiente de dez minutos de microaeracéo (C3).

Quando comparados os parametros cinéticos e o tempo total de degradacédo
conjuntamente, C3 apresentou melhor performance de remocéo de anilina do que C1,
na 3?2 injecdo. Os tempos de remocdo maxima e meia-vida foram 4 vezes maiores em
C3 quando comparados com C2, demonstrando que com menor fornecimento de
oxigénio, 0s microrganismos necessitaram de mais tempo para degradar metade da
anilina, salientando as caracteristicas de recalcitrancia do composto a degradacao em
condi¢cdes anaerdbias. A equivaléncia do tempo total de degradagcdo entre C2 e C3
demonstra a capacidade da biomassa em remover anilina igualmente nas duas
condicOes, apesar da restricdo de exposicdo ao oxigénio em C3. Esses resultados séo
promissores quando pensa-se na aplicacao pratica da remocao de anilina, pois uma
menor demanda por OD com manutencdo da qualidade da remocdo do poluente
implica em menores custos com fornecimento de aeragao ao tratamento.

Torang et al. (2002) verificaram biodegradacdo aerdbia da anilina ajustada a um
modelo de primeira ordem e demonstraram que esse resultado € comparavel com
velocidades de deplegcdo de anilina em corpos d’agua. O modelo foi aplicado para
dados de rio contaminado com efluente industrial tratado em estacao de tratamento, o
qual apresentou concentracdo residual de anilina da ordem de 160 pg/L, com
coeficiente cinético de decaimento de 1,8 dial. J& Zhu e colaboradores, em 2012,
estudaram a degradacao de anilina e de cloroanilinas utilizando granulos aerébios, com
concentracdo de OD acima de 2 mg.L?, e verificaram que a cinética seguia a equacéo
de Haldane, na qual a taxa de degradacéo especifica do composto esta diretamente
relacionada a concentragdo do mesmo e, a partir de uma concentracdo inibitoria, a
curva apresenta declinio do consumo. Os Ultimos autores reportam que a anilina
apresentou concentracdes inibitérias de crescimento bacteriano acima de 500 mg.L? e

taxa maxima de degradagéo especifica de 111,6 mg.gSSV-1.L1. No presente trabalho, a
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degradacédo de anilina ocorreu de forma similar ao estudo de Toréng et al. (2002),
adequando-se a um modelo cinético de primeira ordem e a concentracdo utilizada esta
dentro da faixa que promove o crescimento bacteriano, de acordo com Zhu et al.
(2012).

Kahng e colaboradores (2000) foram capazes de remover 1 mM (93,13 mg.L?) de
anilina com microrganismo isolado pertencente a espécie Delftia acidovorans, em
condicOes aerdbias em 30 horas e em condi¢cdes anaerdbias em 7 dias, com deteccéo
de intermediarios das rotas (catecol e benzoato, respectivamente). Qi e colaboradores
(2015) também observaram a remocao completa da anilina com microaeracdo continua
em 1,5 dias, para a concentracdo inicial de anilina de 0,32 mM (30 mg.L?). Schnell &
Schink foram os primeiros a sugerir rota de degradacdo anaerébia da anilina, em 1991,
em seu trabalho, e observaram degradacédo de anilina com concentragcao inicial de 1
mM (93,13 mg.L't) em menos de 30 horas, por meio de crescimento em suspensao
celular de cultura isolada (Desulfobacterium anilini), sob condicbes andxicas tendo
sulfato como aceptor de elétrons. Eles realizaram estudos comprovando a carboxilacdo
da anilina como passo inicial, seguido da formacédo do 4-aminobenzoato e a sua
posterior desaminac¢do redutiva ao intermediério principal benzoato, com mineralizacdo
desse metabdlito seguindo sua rota comum. Neste trabalho tem-se remocédo de 0,14
mM (13,2 mg.L'Y) em 10 horas de tratamento (C2), com o uso de cultura mista em
ambiente combinado de microaeracdo e DA. A deteccdo de intermediarios anaerébio
(acido benzoico) e aerdbio (catecol) neste trabalho, que serd discutido em Secbes
posteriores, possivelmente ocorreu devido a degradacéo da anilina por meio das rotas
sugeridas nos trabalhos anteriores e com tempo total de degradacéo situado entre
esses, demonstrando congruéncia com a literatura.

Os residuos da modelagem provenientes do ajuste matematico de decaimento
podem ser vistos nas Figura 10 (C1), Figura 11 (C2) e Figura 12 (C3), para as 12 (A), 22
(B) e 32 (C) injecBes das condi¢cbes, respectivamente. Os graficos mostram que néo
houve tendéncia na modelagem, pois os residuos foram dispersos proximos ao eixo
zero, com variancia constante, caracterizando homoscedasticidade e concentrados
entre 1 e -1, sem apresentar dados atipicos (desvios no ajuste ou outliers) e sem

padrdes visiveis de correlacdo entre X e Y (distribuicdo dos residuos nédo-linear).
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Figura 10 - Residual da ANOVA na modelagem dos parametros cinéticos de C1 para a 12 (A),

22 (B) e 32 (C) injecBes. Atentar para as diferentes escalas temporais nos eixos das abcissas
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Figura 11 - Residual da ANOVA na modelagem dos parametros cinéticos de C2 para a 12 (A),
22 (B) e 32 (C) injecOes. Atentar para as diferentes escalas temporais nos eixos das abcissas
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Fonte: a autora (2021).
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Figura 12 - Residual da ANOVA na modelagem dos parametros cinéticos de C3 para a 12 (A),
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Fonte: a autora (2021).

4.2 MONITORAMENTO DOS PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS (PH, ORP E OD)

Em C1 (30 minutos de microaeragcao a cada 2 horas) o pH no reator variou de 7,1
a 7,6, enquanto em C2 (15 minutos de microaeracdo a cada 2 horas) foi de 7,3 a 7,5.
Dado o inicio de C3 (10 minutos de microaeracdo a cada 2 horas), foi verificado o
declinio do pH para valores abaixo de 6,5, tornando necesséario o tamponamento do
processo por meio de solucdo de bicarbonato de sddio para manter o meio neutro,
evitando a acidificacdo do reator.

O crescimento da comunidade fermentativa em C2 (a comunidade microbiana
sera discutida mais adiante) e a diminuicdo da disponibilidade do oxigénio em C3
devem ter levado ao acumulo de acidos organicos e acarretado a diminuicdo do pH do
meio. O controle artificial da faixa do pH por meio do uso do tampéao de bicarbonato &
usualmente realizado em reatores anaerobios, devido a existéncia de niveis tréficos
com diferentes velocidades de producdo e consumo dos acidos organicos, tendendo ao
acumulo destes no ambiente. Dessa forma, o pH foi artificialmente mantido entre 7,4 e
7,9 em C3. Em todas as condi¢cdes, o pH favoreceu a atividade microbiana para a
degradacdo da anilina, comumente reportado entre 6 e 8, tanto aerdbia quanto
anaerobiamente (HUANG et al., 2018; KAHNG; KUKOR; OH, 2000; WANG et al.,
2011).

O potencial de oxirreducdo (ORP) € wum parametro importante no
acompanhamento do reator, pois ele revela as condicbes de oxidagcdo ou reducédo do
meio. O ambiente no reator se manteve favoravel a reag6es anodxicas (-100 mV a 100
mV), como pode ser observado na Figura 13.

No inicio de C1l, o ORP esteve abaixo de -150 mV (Figura 13.A), 0 que €
esperado, devido as condi¢cdes anaerdbias do inéculo utilizado e a provavel existéncia
de matéria organica residual de facil degradagdo proveniente do lodo petroquimico,
configurando ambiente redutivo. Ao longo desta condicdo, o ORP variou positivamente
e se manteve entre 50 mV e 100 mV; em C2 (Figura 13.B), o ORP se manteve entre 40

mV e 100 mV, durante as 12 e 22 injecdes e variou acima de 100 mV durante a 32
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injecdo. Entretanto, em C3 (Figura 13.C), houve uma mudanca da faixa do ORP,
registrando valor minimo de -7,6 mV e maximo de 90,1 mV, refletindo a diminuicdo da
disponibilidade do oxigénio em sua forma livre (Oz). Esses valores em C3 foram obtidos
na realizacdo do perfil de duas horas P10 e provavelmente retratam o periodo em que a
biomassa se encontrava no pico de sua fase de crescimento exponencial, com o0s
microrganismos aerobios consumindo o oxigénio rapidamente e havendo entdo
predominancia da degradacdo anaerdbia da anilina, tornando os valores de ORP
negativos, como serd discutido mais adiante nas se¢fes de andlise dos perfis e dos
microrganismos chave em C3.

A exposicao ciclica ao oxigénio aliada a auséncia de matéria organica de faclil
degradacéao foram fatores decisivos que contribuiram para a manutencédo de condicdes

anoéxicas no ambiente fornecido.



Figura 13 - Potencial de oxirreducdo, ORP (—+) e decaimento da anilina (
microaeracao a cada 2 horas, respectivamente. Cada seta no grafico representa uma realimentacdo da anilina. Atentar para as
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)em C1 (A), C2 (B) e C3 (C), 30, 15 e 10 minutos de
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Neste estudo, o fluxo de ar fornecido durante a microaeracgao foi de 0,25 L de ar
por minuto, nas trés condicdes, C1, C2 e C3. A dosagem de O: fornecida se encontra
dentro da que caracteriza um sistema microaerado e na faixa recomendada para
tratamento de substratos recalcitrantes, 0,2 L a 5 L de Oz por litro de reator por dia,
segundo Nguyen & Khanal (2018). Durante C1, o OD variou entre 0,11 e 0,50 mg.Lt e
em C2, 0,11 e 0,71 mg.L?, tendo sido medido durante a microaeracdo e durante o
periodo anaerébio; ja em C3, no acompanhamento do perfil P10, verificou-se que o OD
oscilou desde abaixo do limite de deteccdo até 1,61 mg.L, no decorrer de um ciclo
completo de alternancia entre os ambientes. O perfil P15 foi realizado entre a 32 injecao
de C2 e a 12 de C3 e também demonstrou que o OD teve limite maximo de 1,69 mg.L™2.
Maior discussédo sobre o comportamento OD serd vista na Secao 4.4, junto com a
andlise dos perfis. A microaeracdo trouxe ao reator condices de OD semelhantes as
encontradas em sites de biorremediacdo contaminados com anilina, benzeno clorados
e hidrocarbonetos (SUN et al., 2015), demonstrando potencial da estratégia adotada
para criacdo de condicfes que estimulem a degradacéo de aromaticos.

Hosseini Koupaie e colaboradores (2013) estudaram a degradacdo de corante
azo em reator em bateladas sequenciais de 24h de ciclo, com combinacdo de 14h de
fase anaerdbia seguida de 8h de fase aerdbia em biorreator de leito fixo, com oxigénio
dissolvido (OD) da fase aerdbia mantido acima de 3 mg.L™* e verificaram que o ORP ao
final da fase aerObia se apresentou acima de 250 mV, indicando condicdes
explicitamente aer6bias com ambiente oxidativo ao final da aeracgéo.

Mata et al. (2015) estudaram a degradacdo de corante azo com aeragao
intermitente e notaram o aumento do valor do ORP, de aproximadamente 100 a 250
mV, apos iniciada a aeracdo e diminuicdo apoés interrupcdo do fornecimento de ar, a
qual s6 era observada ap6s o consumo dos equivalentes redutores produzidos no
periodo anaerébio. Também observaram o aumento gradual do acréscimo de ORP a
cada ciclo de aeracao fornecida. A mesma tendéncia pode ser observada em Menezes
e colaboradores (2019), quando foi utilizada microaeracéo intermitente no tratamento
de efluente téxtil, do qual resultam aminas aromaticas da DA dos corantes azo. No
presente estudo, C1 também apresentou aumento gradual do valor do ORP ao longo

do processo, porém em C2 e C3 esse aumento gradual ndo foi observado,
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demonstrando a maior presenca do oxigénio em sua forma livre em C1, com maior

periodo de microaeracdo e menor em C2 e C3, com menores tempos de microaeracao.

4.3 ANALISE DOS SUBPRODUTOS

Os intermediarios analisados neste estudo foram o catecol e acido benzoico, que
sdo bem estabelecidos na literatura como intermediarios das rotas aerdbia e anaerébia
da biodegradacdo de anilina (ARORA, 2015), respectivamente. A deteccdo destes
intermedidrios pode ser vista nas Figura 14 e Figura 15.

O intermediério da rota anaerdbia, o acido benzoico, foi detectado em todas as
condicOes de degradacao de anilina, ja o catecol, intermediario da degradacéo aerdébia,
foi detectado apenas em C1 e C2. O limite de quantificagdo (LQ) inferior da curva no
método de deteccgédo do acido benzoico foi de 0,3 mg.L* e do catecol, 0,075 mg.L™.

Observa-se, na visualizacdo das Figura 14 e Figura 15 que, diferentemente da
anilina, a concentracdo do catecol e acido benzoico ndo demonstram correlacado de
variacdo com o tempo. Isso aconteceu porque tanto o acido benzoico quando o catecol,
por serem compostos intermediarios, estdo sempre sendo formados e também
consumidos, como verificado em estudos com acompanhamento de intermediarios
como Kahng et al. (2000), Elshahed et al. (2001) e Cui et al. (2017).

As maiores concentracdes detectadas para o acido benzoico foram de 4,7 mg.L?,
3,1 mg.Lt e 2,5 mg.Lt em C1, C2 e C3, respectivamente. Nos graficos A, B e C da
Figura 14 verificou-se que a média das leituras acompanha essa tendéncia de
diminuicédo dos valores ao longo das condi¢des, com 2,1 mg.Lt, 1,3 mg.L? e 0,7 mg.L?
em C1, C2 e C3 respectivamente. A mesma analise quando feita para o catecol nos
gréficos da Figura 15, mostra que em C1 e C2 as maiores concentracdes detectadas
foram 0,2 mg.L? e 0,3 mg.L?, respectivamente, porém houve diminui¢cdo da média de
0,05 mg.L? para 0,01 mg.L* de C1 para C2, com maior nimero de amostras em C2, no
gual o composto nédo foi detectado, do que em C1. Em C3, ndo houve nenhuma

deteccgéo deste intermediario.
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Figura 14 - Deteccéao de acido benzoico, intermediario da rota anaerdbia de degradacao da anilina, em C1 (A), C2 (B) e C3 (C), 30,
15 e 10 minutos de microaeracao a cada 2 horas, respectivamente. Cada seta no gréafico representa uma realimentacéo da anilina.
Atentar para as diferentes escalas temporais nos eixos das abcissas
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Figura 15 - Deteccédo de catecol, intermediario da rota aerdbia de degradacéo da anilina, em C1 (A), C2 (B) e C3 (C), 30,15e 10
minutos de microaeragdo a cada 2 horas, respectivamente. Cada seta no grafico representa uma realimentacéo da anilina. Atentar
para as diferentes escalas temporais nos eixos das abcissas
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Essa diminuicdo dos valores dos intermediarios indica de que 0s compostos
estavam sendo consumidos mais rapidamente a cada condi¢cdo, pois 0 aumento da
velocidade da degradacéo de anilina, verificada pelos pardmetros cinéticos, acarretaria
no acumulo dos intermedidrios em concentracbes maiores ou iguais durante as
condicdes, como verificado, corroborando com a hipétese de adaptacdo da
comunidade microbiana a degradacédo da anilina e também dos intermediarios com
cada vez menores tempo de microaeragao.

Alexandra et al. (1994), Kahng et al. (2000) e Schnell & Schink (1991) também
detectaram a presenca do benzoato como intermediario da degradacédo anaerdbia da
anilina, utilizando como aceptor final de elétrons o nitrato e o sulfato, respectivamente.
A anilina primeiramente é carboxilada a acido 4-aminobenzoico e entdo ocorre a
desaminacdo redutiva, a qual ocorre com a liberacdo de ions aménio para 0 meio,
resultando no acido benzoico, o qual entra na rota do benzoato, produzindo 3 acetil-
CoA.

A literatura mostra que o catecol € um intermediario comumente encontrado na
rota do catabolismo aerobio de anilina (CUI et al., 2017; HUANG et al., 2018; TAKEO et
al., 2013), o qual é formado por meio da a¢cdo de enzimas do tipo dioxigenase, sendo
posteriormente mineralizado, também por enzimas do tipo oxigenase, em acidos que
entram no ciclo tricarboxilico.

Os resultados encontrados neste estudo corroboram com pesquisas anteriores e
sdo indicios de que tanto o acido benzoico quanto o catecol foram formados a partir
das degradacdes anaerObia e aerObia da anilina, respectivamente. A formacdo dos

intermediarios sera discutida com mais detalhes na Secéo 4.4.

4.4 ANALISE DOS PERFIS

A andlise de perfil foi detalhada no espaco de tempo de um Unico ciclo de duas
horas, dentre os sucessivos ciclos da batelada completa. Os perfis P15, 15 minutos de
microaeracdo e 105 minutos pdés-microaeracdo e P10, 10 minutos de microaeracao e
os 110 minutos p6s microaeragao foram realizados durante C2 e C3, respectivamente.
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Todas as concentracdes dos compostos nas figuras desta secdo estdo em unidades de

MM, para facilitacdo de calculos estequiométricos.

O perfil P15 (Figura 16) mostra uma diminuicdo da concentracdo de anilina ao

longo do ciclo de duas horas, com decaimento Unico durante as duas fases do ciclo,

microaerada e anaerébia, com variacédo total de 6,76 uM (0,6 mg.L™?).

Figura 16 - Perfil do ciclo de duas horas representativo de C2 (15 minutos de microaeracao a
cada duas horas). A esquerda, degradacio da anilina ( ® ) no periodo de 120 minutos. A
direita, detecc@o de metabdlitos intermediarios (a4cido benzoico ( ® ) e catecol ( 4 )) no
mesmo periodo e comportamento do OD (—®-) e ORP (—¥)
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Na Figura 16, é possivel notar que houve acumulo de OD durante a fase de

microaeracdo, alcancando valor maximo aos 15 minutos do ciclo, 1,69 mg.L?,

representando 21% de saturacao do OD para a temperatura medida, utilizando a lei de
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Henry. ApGs a microaeracdo, o oxigénio foi rapidamente consumido, até valor abaixo
de 10% da saturacdo e permanecendo estavel apos 30 minutos. Com o aumento do
OD ao maximo, em 15 minutos, verificou-se também o aumento do potencial redox, em
aproximadamente 50 mV. Observa-se que, mesmo com o0 consumo do oxigénio apos a
microaeracdo, ndo ha uma diminuicAo do ORP correspondente, o que pode ser
atribuido a presenca do oxigénio residual presente, que influencia no ORP
positivamente. Quando ndo ha mais consumo do oxigénio, a anilina também deixa de
ser degradada, indicando que pode haver dependéncia da agcdo do oxigénio no
processo inicial de degradacdo da anilina, apesar da posterior formacdo de
intermediario anaerobio.

Os intermediarios aerobio e anaerdbio acompanharam o gradiente do OD: durante
a aeracdo, até o fim do consumo do oxigénio, verificou-se 0 aumento da concentracao
do catecol e presenca do acido benzoico em baixas concentragdes, enquanto apds o
consumo do oxigénio, houve aumento da concentracdo de acido benzoico e a
concentracdo do catecol caiu para abaixo do limite de quantificacdo do método utilizado
(0,075 mg.L! para o catecol).

No perfil P10 (Figura 17), realizado em C3, também houve diminuicdo da
concentracdo de anilina, sem distingdo no decaimento nas fases com e sem
microaeracao durante o ciclo, porém o consumo da anilina foi mais rapido que na

condic&o anterior, havendo remocéo de 46,5 uM (4,3 mg.L™).
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Figura 17 - Perfil do ciclo de duas horas representativo de C3 (10 minutos de microaeracao a
cada duas horas). A esquerda, degradacéo da anilina ( ® ) no periodo de 120 minutos. A
direita, deteccéo de metabdlitos intermediarios (4cido benzoico ( ® ) e catecol ( 4 )) no

mesmo periodo e comportamento do OD (—®-) e ORP (— %)
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A variacdo do OD nesta condi¢cdo segue a mesma tendéncia da condicao anterior,
com aumento durante o fornecimento da microaeragdo, atingindo pico de 1,61 mg.L*
(21% de saturacado do OD), porém com decaimento mais rapido quando comparado
com P15 apo6s o fim do fornecimento de oxigénio, em somente 10 minutos, chegando
abaixo de 12% da saturacdo do OD e sendo completamente consumido, sem valor
residual. Neste caso em que o0 oxigénio € consumido completamente, o grafico do ORP
acompanha o OD, alcancando valores negativos e oscilando em torno de zero.

Nota-se que o intermediario da rota anaerdbia apenas foi detectado ap6s o

oxigénio ser consumido e, neste caso, especificamente quando o potencial redox se
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encontrava proximo de zero e em maior concentracdo quando o ORP estava negativo,
evidenciando condicbes anaerObias para a degradacdo da anilina. Ademais, neste
perfil, diferentemente de P15, a anilina ndo deixa de ser degradada apds o consumo do
oxigénio, ndo indicando a dependéncia do mesmo no processo inicial de degradacéo
da anilina como em P15.

Ja o intermediario aerébio ndo foi detectado em nenhum ponto coletado durante o
ciclo ou durante nenhuma das trés alimenta¢des do composto em C3 (Figura 15.C), 10
minutos de microaeracdo a cada 2 horas, 0 que sugere que a conversao aerobia da
anilina néo ocorreu nesta condicao.

Segundo Takeo e colaboradores (2013), o primeiro passo para a degradacao
aerdbia da anilina pela rota do catecol € a formacdo do y-GA (Figura 3), seguida da
oxigenacdo do anel aromatico, ocasionando como produto final o catecol; baixas
concentracdes de anilina s&o convertidas a y-GA, mesmo que a rota nao seja finalizada
em ocasido da auséncia de condicbes que favorecam a ativacdo dos genes da
degradacéao aerdbia de anilina.

O rapido consumo do oxigénio no perfil P10 (realizado na condicdo C3) aliado a
ndo formacao do intermediario da rota aerdbia da anilina sugere que o Oz fornecido foi
utilizado para realizacdo de outras atividades metabodlicas e sera discutido mais

adiante.

4.5 ECOTOXICIDADE

O potencial toxico medido pelo indice germinativo, demonstra a capacidade da
substancia estudada de inibir a germinacdo das sementes (Figura 18.A). Os afluentes
de C1, C2 e C3 tem potencial toxico por terem inibido a germinagcdo, de forma
significativa (p > 0,05), em relacdo ao controle negativo (CN), dgua mineral; ja& 0s
efluentes das condi¢cbes experimentais, apdés degradacdo da anilina, ndo apresentam
mais toxicidade quanto a esse parametro. Esse resultado demonstra que, nas trés
condicdes de microaeracdo, os metabdlitos resultantes da degradacdo da anilina
presentes no meio ndo interferiram significativamente na germinagéo das sementes de

Allium cepa (nome popular, cebola).
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Figura 18 - indice germinativo (A), crescimento radicular (B), indice mitético (C) e indice de
genotoxicidade (D) de afluentes (a) e efluentes (e) de C1, C2 e C3, em comparagdo com o
controle negativo (CN), em sistema-teste Allium cepa. Todos os indices em porcentagem
representam o percentual de observagfes no espago amostral de 70 sementes germinadas,
apos periodo de 72h
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Fonte: a autora (2021).

O efeito fitotoxico do meio, que influencia o potencial de inibicdo do crescimento
de um 6rgéo da planta, foi analisado pelo crescimento radicular (raiz da planta). As
amostras analisadas do afluente de C1, C2 e C3 inibiram o crescimento radicular
(Figura 18.B), com diferenca significativa quando comparadas com o CN, a nivel de
confianca p > 0,01, evidenciando o potencial fitotoxico ja conhecido da anilina (DOM et
al., 2010; MAKHDOUMI et al., 2018). As amostras p0s tratamento com microaeracao
intermitente ndo inibiram o crescimento da raiz, demonstrando a eficacia dos
tratamentos quanto a fitotoxicidade. Embora tenha se observado uma reducdo no
crescimento radicular de 22% e 34% comparando-se os efluentes de C2 e C3 ao
efluente de C1, respectivamente, ndo houve diferenca significativa (p < 0,01).

O potencial citotéxico do efluente contendo anilina pode ser medido pelo indice

mitético, avaliando o percentual de células de A. cepa do espagco amostral estudado
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gue conseguem realizar o processo de divisdo celular naquele meio. Neste estudo,
todos os afluentes foram citotoxicos, inibindo o ciclo celular, diferindo significativamente
do CN (Figura 18.C). Ja os efluentes das condi¢des de tratamento ndo apresentaram
diferenca significativa quando comparados com o CN, com excec¢ao do tratamento C3,
com dez minutos de microaeragdo a cada duas horas, que apresentou resultado
semelhante aos afluentes das demais condicdes.

Embora a remocdo da anilina tenha ocorrido por completo e apresentado
parametros cinéticos de decaimento promissores, as células de A. cepa submetidas a
crescimento em meio retirado do final de C3 permaneceram em intérfase, indicando
gue algum intermediario produzido na degradacao da anilina induziu a citotoxicidade. A
nao deteccdo do catecol durante C3, em oposicdo a recorrente deteccdo deste
intermediario durante C1 e C2, corrobora com a hipétese de que esse metabdlito nédo
chegou a ser formado durante o processo de degradacédo da anilina.

Takeo e colaboradores (2013) estudaram a oxidacdo bacteriana da anilina e
verificaram que o metabdlito y-GA, foi produzido pela enzima do tipo glutamina
sintetase, expressa pelo gene atdAl, a partir de anilina na presenca de L-glutamato
(intracelular), ATP e MgCl2. Este metabdlito pode ser reconvertido a anilina pela enzima
glutamina hidrolase, expressa por atdA2, pois quando em excesso, 0 y-GA apresenta
efeitos citotdxicos, impedindo o funcionamento de enzimas dioxigenase responsaveis
pela conversdo do mesmo em catecol. E provavel que o intermediario que acumulou na
rota de anilina a catecol seja 0 y-GA, pois em concentragdes baixas, como a utilizada
neste estudo, o intermediario ainda é produzido com consumo de anilina, mesmo sem
finalizacdo da rota a catecol (TAKEO et al., 2013).

Finalmente, o indice de genotoxicidade avalia 0s eventos que estdo ocorrendo no
material genético, seja durante o ciclo celular ou no nucleo da célula que permaneceu
em intérfase. Todos os afluentes analisados apresentaram diferenca estatistica
significativa quando comparados ao CN. Isto significa que os afluentes contendo anilina
induziram genotoxicidade as células das sementes germinadas de A. cepa, seja por
broto nuclear ou c-metafase, que acarretam alteracées no material genético, podendo
levar a morte celular. Assim como no indice de citotoxicidade, os efluentes dos

tratamentos Cl1 e C2 nado induziram a genotoxicidade, porém o de C3, sim,



69

demonstrando que o efluente tratado de C3 é genotoxico e citotoxico, causando danos
ao material genético enquanto o dos tratamentos de C1 e C2, ndo apresentam efeitos
ecotoxicoldgicos.

Muitos estudos com tratamento anaerobio de efluentes téxteis verificaram a
formacdo de aminas aromaticas apos a degradacdo de corantes, reportando aumento
da toxicidade no meio e posterior diminuicdo desta toxicidade apds remocdo ou
degradacdo desses subprodutos, por meio de processos biolégicos como fornecimento
de microaeracdo (BALAPURE et al., 2016; BALAPURE; BHATT; MADAMWAR, 2015;
LADE et al., 2015; MENEZES et al., 2019), aeracdo (AMARAL et al., 2014; FERRAZ et
al.,, 2011; GOTTLIEB et al., 2003; TOMEI; SORIA PASCUAL; MOSCA ANGELUCCI,
2016); processos fisico-quimicos como ozonizacdo (PUNZI et al., 2015a), foto-Fenton
(PUNZI et al., 2015b), foto-Fenton solar (STARLING et al., 2017) e processos que
combinam a ag&o de microrganismos com métodos fisico-quimicos, como a eletrolise
em biorreator anaerobio (GAVAZZA; GUZMAN; ANGENENT, 2015). Um estudo com
degradacdo de anilina verificou a remocéo de toxicidade com uso de biodegradacao
aerobia com cultura mista, atraves do teste Ames (CUI et al., 2017).

Além do potencial cancerigeno em animais, danos genéticos nas ceélulas de
animais foram identificados, pela exposicdo a anilina (JONES; FOX, 2003). Tao et al.
(2017) verificaram efeitos genotdxicos nas células de raizes de trigo expostas a anilina
e também efeitos toxicos em mudas de trigo cultivadas também em ambiente exposto a
anilina.

Os resultados de toxicidade da anilina a A. cepa apresentados nesse estudo
reforcam outros trabalhos da literatura que apresentam este composto com potencial
ecotdxico e genocitotoxico, ressaltando o perigo a saude coletiva apresentado pelo
lancamento da anilina e seus subprodutos nos corpos hidricos sem o devido
tratamento.

A introducdo de microaeracdo na DA da anilina em C1 e C2 mostrou-se eficiente
para degradacdo deste composto e dos seus subprodutos com remocao da toxicidade,
sugerindo esta tecnologia como alternativa promissora para aplicacao no tratamento de
efluentes recalcitrantes, visando diminuicdo de custos com aeracdo. No entanto o

mesmo néo pode ser dito para as condigcdes de microaeracdo aplicadas em C3, na
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gual, apesar da anilina ter sido degradada, foram gerados subprodutos toxicos que

ainda apresentam caracteristica hostil ao meio ambiente e a saude humana.

4.6 ANALISE DA MICROBIOTA DO INOCULO E FINAL DAS CONDICOES C1, C2 E
C3

4.6.1 Diversidade microbiana

A andlise filogenética das amostras do inéculo e da biomassa final de C1, C2 e C3
(30, 15 e 10 minutos de microaeracdo a cada 2 horas, respectivamente) resultou na
visualizacdo da distribuicdo das espécies presentes no reator (Figura 19), além de
permitir a compreensao da dindmica das comunidades microbianas de acordo com a
variagdo do oxigénio dissolvido em cada etapa operacional e também com a
aclimatacao a anilina adicionada como fonte Unica de carbono.

Os indices de diversidade podem ser visualizados na Tabela 6 e indicam a
complexidade da comunidade, levando em conta n&o somente a riqueza das
populagBes presentes na amostra como também a sua propor¢do nos reatores
biolégicos (abundancia relativa).

Tabela 6 - indices de diversidade para o Indculo e em C1, C2 e C3, em ambito de género

indices In6culo c1 C2 Cc3
Numero de géneros (S) 85 64 63 61
Dominéncia (D) 0,1771 0,1623 0,1463 0,1072
Shannon (H) 2,189 2,593 2,560 2,638
Equitabilidade (J) 0,4927 0,6236 0,6179 0,6417
Chao-1 113,1 73,1 93,3 72,0

Fonte: a autora (2021)

O indice de dominancia de Simpson (D) demonstra que ndo houve predominancia
de um grupo de microrganismos nas amostras analisadas, pois os valores estao
préximos de zero. Comparando o indice D do in6culo (0,18) com D de C1 (0,16), C2
(0,15) e C3 (0,11), pode-se verificar que ocorreu uma diminuicdo dos valores deste
indice, corroborando com o aumento da biodiversidade na microbiota ao longo das
condicdes reacionais, representada pelo indice de Shannon (H), o qual apresentou

valor mais baixo para o in6culo (H = 2,189) e mais alto para C3 (H = 2,638). Nota-se o
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aumento de 20% da diversidade, entre essas duas amostras, reafirmando que as
condicbes ambientais aplicadas no reator influenciaram diretamente no
desenvolvimento e selecdo microbiana no reator. O aumento da biodiversidade é
corroborado pelo grafico representado na Figura 19, no qual nota-se que o0s
microrganismos presentes no inéculo apresentam-se em faixas largas (maior AR),
enguanto os microrganismos presentes em C1, C2 e C3 representam faixas mais

estreitas (menor AR), dando espaco para outros géneros se fazerem presentes.

Figura 19 - Representacao circular dos géneros microbianos com maior abundéancia relativa
presentes no In6culo e em C1, C2 e C3 (30, 15 e 10 minutos de microaeracao a cada 2 horas,

respectivamente)
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E notdrio que a riqueza microbiana das amostras, refletida pelo nimero de
géneros (S) e pelo indice Chao-1, no in6culo anaerdbio é maior do que em C1, C2 e
C3. Isso se deve a exposicdo da biomassa microbiana a anilina e seus metabdlitos em
todas as condicdes. A diferenca entre a riqgueza contida no in6culo quanto comparada
com as demais condi¢des pode estar associada a diminui¢cdo da abundéancia relativa de
microrganismos anaerébios mais sensiveis quando expostos ao oxigénio ciclicamente,
0 que é evidenciado pelo quase desaparecimento do género estritamente anaerébio
Syntrophus e das arqueias metanogénicas (Figura 19). Menezes et al. (2019) também
observaram inibicdo da metanogénese quando a microbiota anaerdbia era exposta ao
oxigénio. Os organismos pertencentes ao género Syntrophus sédo capazes de realizar
fermentacdo do benzoato e derivados como ciclohexano carboxilato e ciclo hex-1-ano
carboxilato (ELSHAHED et al., 2001) e outros aromaticos como 0 benzeno, e a sua
abundancia relativa (AR) no inéculo era de 35,6%, porém em C1 caiu para 0,15%.
Também houve diminuicdo da AR das arqueias metanogénicas Methanosaeta e
Methanobacterium de 8,9% para 1,9% e 11,6% para 5,2%, respectivamente (Figura
19), também anaerébias estritas. No entanto, quando se diminui a exposicdo ao
oxigénio para 15 minutos a cada duas horas, notou-se um aumento desses indicadores
de riqueza, evidenciando a adaptacdo as condicBes operacionais. Quando em C3
diminui-se o Oz fornecido, houve diminuicdo da riqueza, contrariando a tendéncia da
condicdo anterior, porém indicando a presenca de fatores limitantes no ambiente de
dez minutos de microaeracdo (C3) e produtos toxicos que podem inibir o
desenvolvimento de grupos microbianos mais sensiveis, corroborando com os dados
de cinética vistos anteriormente.

O indice de equitabilidade (J) evidencia a uniformidade da distribuicdo entre os
géneros microbianos ao longo das condi¢cdes operacionais do reator, conforme pode
ser verificado na Figura 19. O inéculo apresentou menor indice de equitabilidade (J =
0,49) quando comparado com C1 (J =0,62), C2 (J =0,62) e C3 (J = 0,64), que tiveram
indices semelhantes. Esses valores de J corroboram com o indice de Shannon (H) e
demonstram que, além de haver aumento da diversidade, também houve uma

distribuicdo mais uniforme dos géneros ao longo das condi¢cbes de operacéo, tendo C3
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o maior indice de equitabilidade. Essa distribuicdo mais equitativa é também notada
pelo aumento do nimero de géneros com abundancia relativa (AR) maior que 10% em
C3 (Deftia, Leucobacter, Oligotropha, Pseudomonas e Thermomonas) enquanto em C1
e C2 so6 havia dois géneros em cada condicdo com AR maior que 10% (em C1
Longilinea e Petrimonas e em C2, Petrimonas e Thiobacillus). Também vale ressaltar
gue Petrimonas e Longilinea juntos em C1, assim como Petrimonas e Thiobacillus
juntos, em C2, representaram 51% e 50% da microbiota, respectivamente, enquanto
Deftia, Leucobacter, Oligotropha, Pseudomonas e Thermomonas representaram 68%,
em C3. Os géneros citados aparecem como as faixas com maiores larguras na Figura

19 nas respectivas condicdes.

4.6.2 Andlise da dindmica da comunidade microbiana

Os filos microbianos mais abundantes encontrados nas trés condi¢cdes foram
Proteobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi, Firmicutes, Euryarcheota e Actinobacteria
(Figura 20), os quais sdo comumente reportados com AR maior que 1% em sistemas
anaerobios (KOCHLING et al., 2017; CARVALHO et al., 2020). O filo Proteobacteria se
destaca por apresentar maior AR tanto no inéculo (58,13%) quanto em C2 (50,99%) e
C3 (80,74%), s6 ndao sendo o mais abundante em C1 (32,49%), na qual o filo
Bacteroidetes teve maior evidéncia, com 34,88% de AR. O filo Actinobacteria também
se destacou em C3 (12,21%), cuja AR em C2 foi de 1,49%. Estes filos também foram
reportados por Li et al. (2020) como os mais abundantes em reator em bateladas
sequenciais aerobio submetido a elevadas concentracées de anilina, chegando a 600
mg.L? (6,44 mM), apontando os filos Proteobacteria, Bacteroidetes e Actinobacteria

como participantes primordiais na degradacéo da anilina e na remocao de nitrogénio.
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Figura 20 - Abundancia relativa, a nivel de filo, para amostras do in6culo e do final de C1, C2 e
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Fonte: a autora (2021).

De acordo com a literatura (Tabela 7), 18 géneros presentes na comunidade
microbiana nas trés condicbes estudadas estdo diretamente relacionados com a
degradagdo de anilina e seus subprodutos intermedidrios e 9 desses géneros
apresentaram abundancia relativa maior que 1% em ao menos uma das condicfes
(Figura 21), sendo eles Comamonas, Clostridium, Delftia, Flavobacterium,
Novosphingobium,  Phenylobacterium, Pseudomonas, Pseudoxanthomonas e
Thermomonas. Os géneros Clostridium e Flavobacterium foram reportados por
Carvalho et al. (2020) como abundantes em reator microaerado tratando efluente téxtil
com DB22, potencial formador de anilina no processo de degradacdo anaerébia

enquanto  Clostridium,  Pseudomonas, @ Comamonas, Novosphingobium e
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Phenylobacterium foram reportados no estudo de Kochling et al. (2017), em reator
UASB também tratando efluente téxtil com DB22.

Os que nao apresentaram AR maior ou igual a 1% em nenhuma das condi¢cbes
foram Acinetobacter, Altererythrobacter, Desulfomicrobium, Geobacter, Nitrosomonas,
Pelotomaculum, Rhizobium, Sphingobium e Syntrophus; mesmo que esses géneros
nao tenham apresentado, individualmente, AR maior que 1% nas condicfes
operacionais, esta comunidade representou 3,73%, 2,83% e 1,28% da biomassa em
C1, C2 e C3, respectivamente e contribuiu para a degradacdo aerébia e anaerébia da
anilina e seus intermediarios. Os 18 géneros, todos aerdbios facultativos ou anaerdbios
fermentativos, representaram 26,12% dos microrganismos presentes em C1, 20,66%
em C2 e 49,92% em C3, enquanto no in6culo somente os géneros Syntrophus e
Rhizobium caracterizavam 47% da microbiota. A presenca de diferentes géneros
realizando a mesma funcao indica que a comunidade é mais robusta e o reator mais
estavel, suportando maiores cargas organicas e compostos toxicos. Um sistema que
apresenta mais rotas metabdlicas disponiveis para a degradacdo de um composto &
mais funcionalmente estavel por ndo depender de processos metabolicos
independentes acontecendo em série e sim, paralelamente (BRIONES; RASKIN,
2003).

Também estiveram presentes 8 géneros com AR maior que 1% em pelo menos
uma das condi¢cfes (Figura 21) e que degradam outros compostos xenobidticos, como
metanol e  metanossulfonato  (Afipia), fenol  (Alicycliphilus), nitroanilinas
(Bradyrhizobium),  sulfonamidas (Leucobacter, Oligotropha), hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (Longilinea), trifenil fosfato (Petrimonas) e acido fenilacético
(Sphingopyxis); outros 8 géneros que também degradam aromaticos e estiveram
presentes com AR menor que 1% (Aquamicrobium, Bosea, Brevundimonas,
Hydrogenophaga, Mesorhizobium, Methyloversatilis, Sphingosinicella, Trichococcus),
representam juntos 2,44%, 1,65% e 2,56% da biomassa em C1, C2 e C3. Segundo a
literatura, os 16 géneros citados degradam compostos toxicos, xenobidticos e
aromaticos (Tabela 8) e esses microrganismos podem ter participado da degradacao
direta da anilina e subprodutos neste estudo.
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Tabela 7 - Géneros microbianos presentes em C1, C2 e C3 que apresentam crescimento utilizando anilina ou seus subprodutos

Género Inéeulo é:mostracsz c3 Composto degradado Conservagao de energia gceﬁtorsde Ie=e Referéncia
Acinetobacter 0,00% 0,00% 0,00% | 0,74% Anilina Aerdbia + - - - ({Hongsawat & Vangnai, 2011)
Altererythrobacter 0,00% [ 0,50% | 0,37% 0,08% Acido benzoico Aerdbia Facultativa + + - - (Maeda ef al.,, 2018)
Clostridium 75,80% [15,62% [15,70% | 1,95% Acido benzoico Anaerébia Fermentativa - - - - (He & Wiegel, 1995)
Comamonas 0,00% U3,33% U2,74% 0,09% Anilina Aerdbia Facultativa + + + - (Boon ef al, 2000)
Delftia 0,00% 0,00% 0,00% [11,25% Anilina Aerdbia Facultativa + + - - (Xiao et al., 2009)
Desulfomicrobium 0,04% [ 0,45% | 0,24% 0,00% Anilina Anaerdbia Facultativa - -+ - (Li ef af., 2020)
Flavobacterium 0,00% 0,00% 0,00% H2,82% Anilina Aerdbia Facultativa + + - - (Suzuki et al., 1996)
Geobacter 0,02% | 0,35% 0,15% | 0,20% Anilina Aerobia Facultativa + - - o+ (Danh & Thi, 2019)
Nitrosomonas 0,00% | 0,60% | 0,76% 0,01% Anilina Aerobia + - - - (Keener & Arp, 1994)
Novosphingobium 0,00% [12,94% [14,02% | 0,99% Anilina Aerébia Facultativa + + - - (Liu et al., 2005)
Pseudomonas 931% | 0,65% | 0,30% [ 18.27% Anilina Aerébia Facultatva  + + - -  (Fukumori & Saint, 1997)
Rhizobium m,OT%I 0,45% | 0,21% 0,00% Anilina Aerdbia Facultativa + + - - (Zhang ef al.,, 2011)
Peiotomacuium [ 155% | 0,60% | 0,37% 0,01% Benzoato Anaerdbia Facultatva - - + - (Dong et al., 2017)
Phenylobacterium 0,05% D4,?8% U3,08% | 1,11% Acido benzoico Aerdbia Facultativa + + - - (Chu et af., 2015)
Pseudoxanthomonas  0,01% [13,28% [ 2,29% 0,00% Acido benzoico Aerébia Facultaiva ~ + + - - (Thierry et al., 2004)
Sphingobium 0,00% | 0,65% | 0,70% | 0,20% Benzoato Aerodbia Facultativa + + - - (Liang & Lloyd-Jones, 2010)
Syntrophus 0,15% 0,03% 0,02% Benzoato Anaerdbia Fermentativa - - - -  (Elshahed et al, 2001)
Thermmomonas 0,00% H2,44% | 0,88% E]),24% Acido benzoico Aerdbia Facultativa + + - - (Kim et al., 2006)
Total 63,47% 26,77% 21,85% 48,01% - - -

como fontes de carbono, segundo a literatura

Fonte: a autora (2021).
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Figura 21 - Géneros microbianos presentes em C1 (A), C2 (B) e C3 (C) que apresentaram abundancia relativa maior que 1%
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Tabela 8 - Géneros microbianos presentes em C1, C2 e C3, que apresentam crescimento utilizando compostos aroméatico como
fontes de carbono, segundo a literatura

- Amostras . . Aceptor de e’ P

Género Inéculo €1 c2 c3 Composto degradadoe  Conservagao de energia O N S Fe Referencia
Afipia 0,00% |0,70% D4,18% U3,20% Metano sulfonato Aerdbia + - - - (Moosvi ef al., 2005)
Alicycliphifus 0,00% ﬂ2,09% | 0,49% [ 1,13% Fenol Aerébia Facultativa + + - - (Liu et &/, 2017)
Aguamicrobium  0,03% 0,10% 0,03% 0,14% Sulfonamidas Aerdbia + - - - (Yang efal, 2018)
Bosea 0,02% | 0,60% | 0,49% | 0,93% Hidrocarbonetos aromaticos Aerbbia Eoo = = (Sharma & Philip, 2015)
Bradyrhizobium  0,02% 0,10% | 0,94% Dﬁ,86% Nitroanilinas Aerdbia + - - - (Qu & Spain, 2010)
Brevundimonas [0,26% 0,05% 0,09% 0,13% Sulfonamidas Aerdbia + - - - (Yang et al., 2018)
Hydrogenophaga 0,00% |O,35% 0,03% 0,00% 4-aminobenzenosulfonato Aerébia + - - - (Gan etal, 2011)
Leucobacter 0,00% ﬂ 1,559% ﬂ 1,43% EI],T?% Sulfonamidas Aerdbia Facultativa + + - - (Reis et a/., 2018)
Longilinea 13,52% [16,57% [8,11% 0,04% Hidrocarbonetos aromaticos Anaerobia Fermentatva - - - - (Yan et af,, 2015)
Mesorhizobium  0,01% | 0,35% | 0,37% | 0,24% Derivados de anilina Aerodbia + - - - (Rodrigues-Lima ef a/., 2006)
Methyloversatilis 0,00% | 0,20% | 0,21% | 0,76% Benzeno e naftaleno Aerébia + - - - (Rochman ef al., 2017)
Ofigotropha 0,00% ﬂ1,64% U3,81% H(i_,ﬁaO% Sulfonamida Aerbbia + - - - (Yang et al, 2018)
Petrimonas | 0,38% |34e78%)28:85% | 0 33% Tri-fenil fosfato Anaerébia Facultativa - + + - (Hou et af, 2019)
Sphingopyxis  0,02% [1,39% | 0,67% | 1,34% Acido fenil acético Aerébia + o+ - - (Huana et al., 2019)
Sphingosinicefla 0,02% | 0,40% | 0,21% | 0,37% Sulfonamidas Aerdbia + - - - (Yang efal, 2018)
Trichococcus  [14,40% | 0,40% | 0,21% 0,00% Fenantreno Aerébia Facultatva ~ + - - + (Zhang et al, 2021)

Total 8,69%

61,29% 50,23% 43,14%

Fonte: a autora (2021).
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2.1.1.1 Géneros microbianos chave em C1l e C2

A dindmica da comunidade microbiana anaerodbia presente no inéculo, como o0s
representantes dos géneros Syntrophus (35,60%), Methanosaeta (11,58%),
Methanobacterium (8,91%) e Clostridium (5,80%) foi alterada com a introducdo da
microaeracdo e da anilina, como Unica fonte de carbono. A abundancia relativa
relacionada aos géneros dos microrganismos aerobios facultativos aumentou em C1,
guando comparada com o inéculo, como Leucobacter (indculo - 0%; C1-1,59%) e
Phenylobacterium (indculo - 0%; C1 - 4,78%) e aerdbios estritos como Oligotropha
(in6culo - 0%; C1-1,64%). Ja foi reportado que estes géneros sdo encontrados em
reatores biolégicos que sdo capazes de degradar compostos xenobidticos e anilina
em elevadas concentracdes (Chu et al., 2015; Li et al., 2020; Yang et al., 2018). Os
géneros Clostridium, Leucobacter, Oligotropha e Phenylobacterium apresentaram AR
maior do que 1% em todas as condi¢Bes de estudadas (Tabela 9), embora os trés
altimos géneros ndo tenham sido detectados no indculo. A deteccédo de géneros na
microbiota que ndo estavam presentes no inoculo, porém estavam ao longo das
condi¢des de operagéo, indica que o ambiente de efluente com anilina induziu o seu

crescimento.

Tabela 9 - Géneros microbianos que permaneceram com AR > 1% em C1, C2 e C3 e suas
ARs em cada condicéo

Género Inéculo C1 C2 C3
Clostridium — |5,80% = 15,62% = 15,70% = 1,95%
Leucobacter 0,00% Y 1,59% T 1,43%
Oligotropha 0,00% Y 1,64% =1 381% [ 16:90%._ |
Phenylobacterium| 0,05% = | 4,78% =] 3,08% M 1,11%

Fonte: a autora (2021).

Destaca-se também a presenca dos géneros Comamonas (C1 - 3,33% e C2 -
2,74%) e Pseudoxanthomonas (C1 - 3,28% e C2 - 2,29%), em C1 e C2 e que nao
estavam presentes no inoculo. Esses dois géneros, que possuem representantes
aerobios facultativos, também foram evidenciados como o0s principais géneros

responsaveis na remocdo de indol, piridina e quinolona, poluentes organicos
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aromaticos contendo nitrogénio e em presenca de fenol em estudo de Zhang e
colaboradores (2021), trabalhando com lodos ativados. Estes autores citam que 0s
géneros apresentam rigueza de genes funcionais relacionados a degradacdo e
metabolismo de compostos xenobidticos, principalmente benzoato e aminobenzoato,
em presenca de tais poluentes. O género Comamonas foi isolado em meios
especificos e identificado como bactéria capaz de degradar 3-cloroanilina, anilina e
seus derivados, como fontes Unicas de carbono, nitrogénio e energia (Boon et al.,
2000) e o género Pseudoxanthomonas também foi isolado e identificado como
degradador de acido benzoico (THIERRY et al., 2004). O ambiente intermitentemente
microaerado favoreceu diversos géneros capazes de realizar degradacdo anaerdbia e
aerdbia da anilina, sendo reforcada esta hipétese pela presenca dos respectivos
intermediarios das rotas de degradacédo, acido benzoico e catecol.

A respiracdo aerbbia, por seu maior saldo energético, promove mais rapido
consumo da matéria organica e crescimento da populacdo microbiana quando
comparado com a respiracdo anaerdbia. A adaptacdo da comunidade anaerdbia a
microaeracao fornecida, com o desenvolvimento de géneros aerobios aos géneros
anaerobios que degradam xenobidticos explicam o aumento do coeficiente cinético de
degradagcdo de anilina de 7,8 vezes da 12 para a 32 injecdo em C1, além da
diminuicdo do tempo total de degradacédo de 9,8 dias para 1,6 dias, com a mudanca
gradual da dindmica populacional, o que mostra que a introducéo da microaeracéao foi
benéfica a comunidade, favorecendo o consumo da matéria organica disponivel,
nesse caso, a anilina.

A presenca dos géneros Leucobacter, Oligotropha e Phenylobacterium,
apresentando AR maior do que 1% em todas as condi¢des, indica que o reator
anaerobio com microaeracao intermitente com anilina como fonte de carbono
apresentou-se como ambiente adequado para o desenvolvimento e manutengcdo do
seu metabolismo, com fatores ambientais favoraveis a sua sobrevivéncia e
reproducdo. Apesar da introducdo de oxigénio no reator, 0 surgimento de
microrganismos aerobios estritos e facultativos além favorecer a velocidade da
degradacdo da anilina, ainda possibilitou a permanéncia de géneros como

Petrimonas, Longilinea, Clostridium e as arqueias metanogénicas, anaerébios estritos,
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no ambiente, estabelecendo um tipo de protecao contra o ataque do Oz (NGUYEN;
KHANAL, 2018). Este tipo de relacao sintréfica entre diferentes grupos microbianos é
comumente estabelecida em processos de DA nos quais ha introducdo de pequenas
guantidades de oxigénio, promovendo robustez e estabilidade ao processo. A
coexisténcia e as relagdes sinérgicas entre microrganismos anaerdbios e aerébios
facultativos em ambientes microaerados é um mecanismo existente para promover a
tolerancia ao oxigénio aos microrganismos que nhao produzem enzimas anti-
oxidativas. Foi reportado no estudo de Botheju e colaboradores (2010) que, em
reatores configurados como etapa Unica, as bactérias aerdbias facultativas consomem
0 oxigénio rapidamente, protegendo as anaerdbias estritas.

Os géneros Petrimonas (C1 - 34,78%, C2 - 28,95% e C3 - 0,33%) e Longilinea
(C1-16,57%, C2 - 8,11% e C3 - 0,04%) presentes nas trés condi¢des, indicam que o
ambiente se mostrou bastante favoravel ao seu desenvolvimento, especialmente em
Cl e C2. Petrimonas, género quimiorganotrofo, estritamente anaerdbio e fermenta
carboidratos e alguns acidos organicos, produzindo principalmente acetato e butirato
e esteve presente em reator anaerdbio tratando anilina, com altas concentragcfes de
sulfato, se mostrando atuante, com AR maior que 1% (Li et al., 2020). Ja a Longilinea,
da familia das Anaerolineaceae, também €& anaerdbia fermentativa, consumindo
carboidratos e acidos orgéanicos e produzindo acetato, lactato e hidrogénio e foi um
género dominante no estudo da degradacdo de hidrocarbonetos poliaromaticos de
alto peso molecular por Yan e colaboradores (2015). Seu crescimento pode ser
estimulado quando desenvolvido junto com metanogénicas hidrogenotroficas como
co-cultura, como evidenciado no estudo de Yamada et al. (2007), pois H2 é um dos
seus subprodutos e em grande quantidade, inibe seu crescimento. Uma ligacao entre
Anaerolineaceae e a degradacdo metanogénica da anilina foi comprovada através da
utiizacdo de sondagem de isétopos estaveis em DNA no trabalho de Sun e
colaboradores (2015) e € possivel que esse tipo de relagcdo tenha se estabelecido
nesta pesquisa.

O género Clostridium esteve presente em todas as condi¢cdes (C1 - 5,62%, C2 -
570% e C3 - 1,95%) e abriga microrganismos anaerobios fermentativos, que

produzem acetato, butirato, caproato e algumas espécies podem produzir Hz,
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participando da degradacdo anaerObia de poluentes xenobidticos e compostos
organicos toxicos (ESTEVE-NUNEZ; CABALLERO; RAMOS, 2001; KLEINSTEUBER
et al., 2008).

O género Clostridium foi isolado e identificado como degradador do intermediario
anaerdbio da anilina, o acido benzoico (He & Wiegel, 1995). Yohda et al. (2017)
demonstraram que Petrimonas também realiza consércio com o género Clostridium,
participando na degradacdo do hidrocarboneto tricloroetileno. No estudo atual, o
género Clostridium se manteve com AR maior que 1% em todas as condigdes,
sustentando também a hipotese de cooperacdo entre esses géneros. A deteccdo do
acido benzoico, intermediario da rota anaerébio da anilina, em todas as condi¢cdes e
nos perfis P15 e P10, indica que houve degradacdo anaerdbia da anilina e do acido
benzoico, sendo o género Clostridium considerado putativo degradador do &cido
benzoico neste reator.

A capacidade de resisténcia a ambientes toxicos e a de adaptacdo a
degradacdo de compostos xenobidticos do género Clostridium é identificada no
estudo de Koéchling e colaboradores (2017), que reportaram sua dominagédo, com AR
de 94%, em reator UASB tratando efluente téxtil. O género também se mostrou
abundante em reator microaerado tratando efluente téxtil com corante azo DB22,
potencial formador de anilina mediante clivagem redutiva, no estudo de Carvalho et al.
(2020), confirmando sua aptiddo para tratamento de compostos aromaticos e a
habilidade do género de sobrevivéncia a ambiente com baixas doses de aeragéo,
apesar de ser anaerébio fermentativo.

Os microrganismos fermentadores encontrados (Petrimonas, Clostridium e
Longilinea) podem estar diretamente relacionados com o0 grupo de arqueias
metanogénicas, representado neste trabalho pelas hidrogenotroéficas
Methanobacterium (C1 - 1,94%, C2 - 1,01% e C3 - 0,45%) e as acetotroficas
Methanosaeta (C1 - 5,17%, C2 - 2,35%e C3 - 0,56%) presentes no reator, indicando
relacdes sintrofica entre os grupos microbianos e apontando para a conclusdo da
Ultima etapa da DA para a mineralizacdo completa da anilina e seus subprodutos. A
presenca de géneros acidogénicos em alta abundancia relativa indica que houve

continuidade do processo da DA no reator, apés a hidrolise de substratos organicos
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complexos (anilina e subprodutos) em substratos solluveis, levando as etapas
seguintes de acidogénese e acetogénese, com posterior utilizacdo do substrato
gerado (acetato, CO2 e H2) pelas arqueias metanogénicas na producédo de metano. O
estudo de Carvalho (2020) ressalta a importancia de relagbes sintréficas entre
microrganismos fermentativos e metanogénicos, como potencial comunidade
degradadora de anilina em condicBes andxicas, em presenca de microrganismos,
como as arqueias metanogénicas hidrogenotréficas, capazes de controlar as
concentracdes de hidrogénio existentes no ambiente.

O uso de microaeracao intermitente induziu o consumo aerdbio da anilina,
possivelmente contribuindo para que ndo houvesse grande acumulo de &cidos
organicos volateis no reator em C1, como sugerido por Nguyen & Khanal (2018). O
consumo desse oxigénio fornecido por bactérias aerébias facultativas em C2, assim
como em C1, possibilitou a permanéncia de microrganismos anaerobios estritos no
ambiente, diminuindo a exposicdo destes ao Oz e também possibilitou o aumento do
coeficiente cinético de degradacédo de anilina de 9,6 vezes da 12 para a 3?2 injecao de
C2, reduzindo o tempo total de degradacdo da anilina da 32 injecdo de C1 (1,6 dias)
para a 32 de C2 (0,42 dias) em quase 4 vezes.

N&o se pode deixar notar a presenca do género Thiobacillus (C1 - 0,40%, C2 -
21,03% e C3 - 3,99%), que em C2 se estabeleceu bem, com 21% de AR e é um
microrganismo quimiolitoautotrofo, que pode utilizar CO2 produzido na DA como fonte
de C e oxida H2S ou tiossulfato (S203%) a sulfato, aerobiamente (HUTT et al., 2017)
ou anaerobiamente, com nitrato como aceptor de elétrons (KELLY; WOOD, 2000). As
bactérias oxidadoras de sulfeto/enxofre (BOS) oxidam biologicamente o sulfeto (HS")
a enxofre elementar (S°), tiossulfato (S203*) e sulfato (SO4>) e muitas BOS
pertencem aos géneros Thiobacillus e Acinetobacter (C3 - 0,74%), presentes neste
estudo. Uma das vantagens do uso da microaeracdo na DA é justamente o estimulo
do desenvolvimento de microrganismos que participem do ciclo do enxofre,
contribuindo com a transformacdo do corrosivo e téxico sulfeto de hidrogénio no
ambiente para outros estados de oxidacdo do enxofre menos agressivos. O género
Petrimonas tem seu crescimento estimulado em presenca de enxofre elementar ou
sulfato, reduzindo-os a sulfeto (H2S) (GRABOWSKI et al., 2005); como populagéo
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mais abundante em C2 (28,95%), provavelmente foi pivé da redugdo do sulfato,
juntamente com outras bactérias redutoras de sulfato (BRS) presentes com menor
AR, como Desulfomicrobium, Desulfuromonas e Desulfovibrio, que juntos tiveram AR
de 0,70% em C1 e 0,39% em C2.

Conforme observado por Amaral e colaboradores, em 2014, trabalhando com a
remocao de corantes téxteis em reatores biolégicos, é possivel que neste estudo
houvesse resquicios de sulfato e enxofre elementar no lodo, devido ao inGculo provir
de reator que tratava efluente téxtil com alto teor de sulfato, além do sulfato
adicionado ao meio basal (100 mg.L* de MgS04.7H20). Isto deve ter proporcionado o
desenvolvimento das BRS e das BOS no reator, reforcando a ideia de relacdes
sintréficas entre 0s microrganismos, muito necessaria em reatores anaerébios
(BRIONES; RASKIN, 2003). O fornecimento do oxigénio em baixas concentra¢des ao
lodo anaerdbio possibilitou o estabelecimento dessa relacdo de troca entre diversos
grupos microbianos, sustentando a hipotese da adaptacdo microbiana ao ambiente no
gual foram inseridos e favorecendo a remoc¢ao de matéria organica e da anilina.

O fato dos géneros Petrimonas, Longilinea, Clostridium, Thiobacillus, Methanosaeta e
Methanobacterium juntos corresponderem a 59% e 65% dos microrganismos
presentes em C1l e C2, respectivamente, pode indicar a forte participacdo destes
microrganismos no processo de DA existente no reator e também evidencia a
cooperacao existente entre diferentes grupos microbianos para que haja a efetiva
remocao da anilina e seus subprodutos. A microaeragcao intermitente foi capaz de
fornecer ambiente favoravel ao enriqguecimento dos microrganismos, como pode ser
visto pelo aumento do estimador de riqueza, Chao-1, sem causar danos ao trabalho
cooperativo harmonioso existente na comunidade, apesar da diminuicdo da
oxigenacdao fornecida entre C1 e C2. Na Figura 22 pode ser visualizado um resumo

grafico das possiveis rotas metabdlicas discutidas neste topico.
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Figura 22 - Possiveis rotas metabdlicas identificadas para os microrganismos presentes
em C1 e C2, baseadas na literatura. Os compostos destacados com linha tracejada foram
monitorados neste estudo
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4.6.2.2 Géneros microbianos chave em C3

Em C3 observa-se que houve uma mudanca fundamental na comunidade
microbiana de C2 para C3, com diminuicdo da AR das anaeroObias fermentativas e
aumento das aerobias facultativas. O aumento acentuado da AR de géneros em C3
como Pseudomonas (0,30% em C2 para 18,26%, C3), Delftia (0% em C2 para
11,19%, C3), Leucobacter (1,43% em C2, para 11,75%, C3) e Thermomonas (0,88%
em C2 para 10,20%, C3), que juntos representaram 51,53% da comunidade

7

microbiana e s&do capazes de realizar desnitrificacao, apoiado pelo ambiente
anodxico criado pelo consumo completo do OD no inicio dos ciclos no reator, como
evidenciado no perfil P10. Tais géneros podem ter utilizado a anilina e seus

subprodutos como fontes de carbono e de nitrogénio, além do macronutriente NH4Cl
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(280 mg.L ') como principal fonte de N, provavelmente realizando respiracdo aerébia
em presenca de oxigénio e respiracdo anaerébia quando o OD era consumido
completamente. A presenca destes géneros desnitrificantes e sua elevada AR em C3
evidencia a provavel presenca de nitrito e nitrato no licor misto e também a respiracao
anaerobia da anilina, por vias de desnitrificagdo, levando a sua biomineralizacao.
Também corrobora com esta hipotese a deteccédo do intermediario anaerébio, acido
benzoico, caracterizando acumulo e consumo, alternadamente, durante C3,
juntamente com a sua deteccao no perfil P10, durante o periodo em que o potencial
redox (ORP) ficou negativo, confirmando a utilizacdo desta rota na degradacdo da
anilina.

O género Pseudomonas € considerado um dos mais tolerantes a anilina,
degradando concentracdes até 32 mM (2.980 mg.L?) e existem trabalhos na literatura
qgue utilizam este género como modelo no estudo de enzimas relacionadas a
degradacgédo aerodbia de anilina e do catecol (MURAKAMI et al., 1998, 2003; TAKEO et
al.,, 2013). Este género também € encontrado em sistemas microaerados de
degradacdo de corantes azo (LADE et al., 2015), em tratamento de efluentes
petroguimicos contendo pentilamina e anilina (WANG; BARRINGTON; KIM, 2007) e
em consorcio para mineralizacdo de aminas aromaticas sulfonadas (BARSING et al.,
2011).

O género Delftia, que igualmente apresentou elevada AR em C3 (11,25%),
também apresentou alta tolerancia a anilina, 53,8 mM (5.010 mg.L?), conforme
demonstrado em estudo de Liu et al. (2002) com a cepa identificada como Delftia sp.
AN3, sendo encontrado em tratamentos de efluente com anilina. Este género também
foi evidenciado em estudo da degradacéo de anilina com microrganismos isolados ou
em consorcio, conforme abordado por Li et al. (2020), Liang et al. (2005),
Sheludchenko et al. (2005), XIAO et al. (2009), Yan et al. (2011) e ZHANG et al.
(2008). Van der Waals e colaboradores, em 2017, reportaram membros da familia
Comamonadaceae, a qual Delftia pertence, como abundantes em reator anaerébio
degradando benzeno por meio da carboxilagdo como passo inicial e este género &
capaz de realizar tanto respiracdo aerObia quanto anaerObia da anilina, como

verificado por Kahng et al. (2000). Este processo deve ter ocorrido com a anilina no
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reator em estudo, visto que o &cido benzoico foi o intermediario anaerdbio detectado
durante todo o experimento, provavelmente sendo formado através da carboxilacédo
da anilina (SCHNELL; SCHINK, 1991).

Também presentes com elevada abundancia relativa em C3, 0s géneros
Leucobacter, Oligotropha, tendo os dois primeiros AR superiores a 1% em todas as
condicBes. O género Leucobacter foi identificado em consércio na mineralizacdo de
sulfonamida, um xenobiotico que tem a anilina como um dos metabdlitos resultantes
de biodegradacdo aerdbia e também apesentou alta AR em reator aerdbio-andxico
tratando anilina em altas concentracées (400 mg.L'), assim como o género
Thermomonas (Li et al., 2020). Thermomonas igualmente aparece em reator
degradando corantes azo (TAN et al., 2013) e pertence a familia Comamonadaceae,
assim como Delftia, e apresentou AR em C3 de 10,24%. J& os representantes do
género Oligotropha (16,90%), s&o estritamente aerObios e podem crescer
heterotroficamente ou autotroficamente, utilizando acidos organicos como substrato
(PAUL et al., 2008); este género foi identificado em reator tratando efluente com
corante azo Acid Orange 7 em sistema bioeletroquimico com mdédulos empilhados
(KONG et al., 2018) e também em estudo da degradacédo de sulfonamidas em lodo de
manguezal (Yang et al., 2018).

A presenca do género Phenylobacterium também foi evidenciada com relativa
importancia na degradacao da anilina em reatores microaerados. Esse género possui
metabolismo aerébio facultativo e € capaz de utilizar 4-hidroxibenzoato (acido
benzoico) e 3-hidroxibutirato como fonte de carbono, sendo encontrado em
tratamento de efluente da producé&o de herbicidas do tipo cloroacetanilidas (CHU et
al., 2015), surfactantes (MOTTERAN et al., 2017) e efluente téxtil (KOCHLING et al.,
2017). Tal género apresentou AR superior a 1% em todas as condi¢cdes e demonstra
tolerancia a toxicidade, por ter permanecido em C3, diferente de outros géneros
degradadores de aromaticos como Comamonas, também da familia
Comamonadaceae, e Pseudoxanthomonas, que foram encontrados em Cl e C2,
porém néo aparecem em C3. Neste o género Phenylobacterium pode ter assumido
papeis importantes na degradacéo da anilina e seus subprodutos, uma vez que pode

assumir rotas aerObia e anaerdbia para degradacdo de compostos organicos. Na
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Figura 23 pode ser visualizado um resumo grafico das possiveis rotas metabdlicas

discutidas neste topico.

Figura 23 - Possiveis rotas metabdlicas identificadas para os microrganismos presentes
em C3, baseadas na literatura. Os compostos destacados com linha tracejada foram
monitorados neste estudo.
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4.6.2.3 Avaliacdo da dinamica da comunidade de C1 a C3

Observa-se que entre os géneros existentes em C1, C2 e C3 degradadores de
anilina (Tabela 7) havia géneros que utilizavam o oxigénio estritamente ou que
fossem anaerdbios estritos, porém a gama de microrganismos aerobios facultativos,
utilizando como aceptor alternativo de elétrons o oxigénio em sua forma combinada
(SO4, NOz, NO3), foi maior.

Fica claro que houve uma interacdo cooperativa entre os géneros em C1 e C2,
enquanto em C3 houve um ambiente competitivo. Nos ambientes C1 e C2 havia

disponibilidade de oxigénio suficiente para estimular troca harmdnica entre aerdbios
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presentes, que ndo eram maioria da comunidade, e os fermentativos, ambos
convivendo em ambiente onde predominava o co-metabolismo. Ja em C3 havia uma
prevaléncia de microrganismos aerobios facultativos, provavelmente realizando o
processo de desnitrificacdo quando em ambiente andxico, refor¢cado pela deteccao do
acido benzoico como intermediario, e respiracdo aerébia durante o pouco tempo em
gue o oxigénio era fornecido, 10 minutos a cada duas horas. Estes foram favorecidos
pelo ambiente andxico, por meio da diminuicdo do tempo de fornecimento do oxigénio
ao reator e consequentemente também da faixa de ORP. O crescimento da
biodiversidade desses géneros, que utilizam o mesmo substrato e mesmos aceptores
de elétrons, e a sua equitabilidade (4 géneros com AR maior que 10%, totalizando
51,53% da comunidade) corroboram com a hipétese de competitividade existente no
reator.

O aumento da comunidade ora aerébia, ora desnitrificante, levou a um estagio
no qual havia deplecdo completa do OD nos ciclos durante a microaeragdo, como
pode ser visualizado no perfil P10, promovendo competicdo tanto pelo oxigénio
escasso quanto pela anilina e seus subprodutos, unica fonte de carbono organico
fornecida. Uma das hip6teses aqui apresentadas é que a competicdo pela anilina
como fonte de carbono pode ter induzido os representantes do género Oligotropha a
utilizar autotroficamente o CO2 como fonte de carbono alternativa, que é produzido
aerObia e anaerobiamente, abrindo vantagem na competicdo pelo oxigénio por
dispensar a fonte de carbono disputada por tamanha biodiversidade, a anilina, e
promovendo o género ao segundo lugar em abundancia relativa em C3, com 16,90%.

A disputa pelo oxigénio pode ter levado a ndo oxidacdo do intermediario aerébio
y-GA a catecol pelos microrganismos heterotrofos que realizavam degradacdo da
anilina, iniciando a rota de degradacéo, porém sem finaliza-la e impossibilitando a
remocao da toxicidade em C3. Por esse motivo, o intermediario aerdbio catecol ndo
foi detectado em C3 nem no perfil P10, sendo a degradac¢ao de anilina provavelmente
feita majoritariamente por rota anaerObia. Takeo e colaboradores, em 2013,
verificaram que a auséncia da enzima produzida pelo gene atdA2, glutamina
hidrolase, leva ao acumulo do y-GA, acarretando efeitos citotoxicos, apresentados

neste trabalho somente no efluente de C3. E valido ressaltar que em Takeo et al.
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(2013) se verifica breve degradacgéo de anilina, mesmo em auséncia do gene atdA2 e
acumulo de y-GA, em baixa concentracdo, como a utilizada neste estudo.

Os géneros Pseudomonas e Defltia, sendo tolerantes a altas concentracdes de
anilina — 32 mM (2.980 mg.L') e 54 mM (5.010 mg.L?), respectivamente —
usufruiram de melhores condi¢cdes de desenvolvimento no ambiente toxico de C3 do
gue outros géneros. Também o género Oligotropha possui alta tolerancia a
substancias toéxicas, devido a sua capacidade autotrofica de utilizar monodxido de
carbono (CO) como fonte de carbono e elétrons. Tais géneros tem claras vantagens
de sobrevivéncia em ambientes toxicos sobre microrganismos mais sensiveis.

A competicdo existente pelo oxigénio escasso e a breve deplecdo do OD,
levaram a um ambiente anoxico, onde foi favorecida a respiragcdo anaerobia da
anilina, com menor saldo energético e consumo mais demorado da matéria organica,
causando o aumento do tempo de meia-vida em 4 vezes de C2 (1,2 h) para C3 (4,8 h)
e manutencédo do coeficiente cinético da 12 (3,41 d?) para a 32 injecdo (3,40 d).
Através do aumento da biodiversidade e equitabilidade, a competicdo pela fonte de
carbono organico na comunidade em C3 ocasionou na nédo alteracdo do tempo total
de degradacdo da anilina nesta condi¢do (9,4 h), comparavelmente a C2 (10,1 h),
pois havia maior diversidade de microrganismos que utilizavam o mesmo substrato,

apesar da maior parte da respiracdo ser anaerdbia em C3.
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5 CONCLUSOES E SUGESTOES

A microaeragdo intermitente em reator anaerobio mostrou-se um eficiente
método para a degradacdo da anilina, melhorando o processo de digestdo anaerébia
em todas as trés condi¢Oes testadas (trinta, quinze e dez minutos de microaeragao a
cada duas horas em C1, C2 e C3, respectivamente). O decaimento da anilina foi bem
representado por reacdo de primeira ordem. Como resultado da adaptacdo da
microbiota, houve aumento do coeficiente cinético (k), da 12 para 32 injecao, de 7,8
vezes em C1 e 9,6 vezes em C2. Em C3, a diminuicdo da aeragao para 10 minutos a
cada duas horas ndo alterou significativamente o coeficiente cinético e o tempo total
de degradacéo foi comparavel com o de C2, nas terceiras injecdes.

Os parametros fisico-quimicos analisados, T, pH, ORP e OD, mostram que a
operacdo do reator se deu dentro da faixa mesofilica, com pH variando em torno da
neutralidade, manteve-se o ambiente andxico durante as 3 condi¢cfes (-150 mV a 100
mV) e o OD permaneceu em baixas concentracdes, entre 0,1 e 1,75 mg.L™.

Metabolitos intermediarios principais, das rotas aerdbia (catecol) e anaerdbia
(acido benzoico) foram detectados em todas as condi¢cdes, sendo acumulados e
consumidos alternadamente. Em C3 o catecol ndo foi detectado, apontando para a
sua nao formacédo e acumulo de intermediario anterior a ele na rota de degradacéao.
Os perfis dos ciclos de C2 (P15) e C3 (P10) evidenciam a degradacédo da anilina
durante todo o ciclo e através das duas rotas metabdlicas, com formacdo e consumo
dos respectivos intermediarios nas fases de microaeragéo e anaerobia.

Os afluentes dos tratamentos de C1, C2 e C3 apresentaram potencial fitotoxico e
citotoxico na germinacao de Allium cepa, evidenciando o potencial toxico da anilina, ja
conhecido, enquanto os efluentes ndo apresentaram, com excecao do efluente de C3
gue apresentou potencial citotoxico, também evidenciando a presenca de metabdlito
toxico em C3.

Houve adaptacdo da biomassa ao longo do tempo de degradacdo deste
composto recalcitrante, com aumento da biodiversidade e equitabilidade dos géneros,
de C1 a C3. Através da introducéo do oxigénio no reator e utilizacado da anilina como

fonte Unica de carbono desenvolveram-se em C1 géneros aerdbios facultativos, como
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Comamonas, Pseudoxanthomonas, Leucobacter e Phenylobacterium e aerébios
estritos como Oligotropha, degradadores de xenobioticos, capazes de realizar
respiracao aerébia ou anaerobia.

Em C1, C2 e C3 o arranjo da comunidade microbiana aponta para forte relacéo
sintrofica entre os géneros anaerObios presentes. A presenca dos géneros
Petrimonas, Longilinea, Clostridium, Methanobacterium e Methanosaeta aponta para
efeitos sinérgicos entre 0s géneros e a continuidade das diferentes etapas tréficas da
DA da anilina e seus intermediarios, apesar da introducdo de microaeracgdo, a qual
auxiliou na degradacéo da anilina, melhorando o processo de degradacdo anaerobia.
A presenca do género aerdbio facultativo Thiobacillus durante todas as condicées,
com destaque para C2 (onde foi 0 segundo género com mais elevada AR) e de outros
géneros de BOS e das BRS no reator também aponta para efeitos de sinergia entre
esses microrganismos presentes e para a realizagdo do ciclo do enxofre relacionada a
degradacdo da anilina. O desenvolvimento de bactérias aerébias e aerdbias
facultativas levou ao consumo rapido do oxigénio introduzido na microaeracao,
criando um mecanismo de protecdo da microbiota anaerdbia e possibilitando o
desenvolvimento da DA da anilina e seus subprodutos.

A deplecdo completa do OD e o ambiente anoxico em C3 levaram ao aumento
da comunidade aerdébia facultativa degradadora de anilina, com aumento da AR de
géneros como Pseudomonas, Delftia, Leucobacter e Thermomonas. O aumento da
biodiversidade e equitabilidade em C3 culminou na competicdo pelo baixo oxigénio
fornecido e pelo substrato, promovendo a manutengdo do tempo total de degradacéo
da anilina em C3 em valores préoximos aos atingidos em C2, mesmo com menor
fornecimento de oxigénio.

A competicdo pelo substrato provavelmente levou o género Oligotropha (C3 -
16,90%) a realizar autotrofia, deixando-o livre para consumir o oxigénio disponivel
sem competir pelo substrato organico. A competicdo pelo oxigénio provavelmente
levou a degradacéo aerdbia da anilina com acumulo do intermediéario citotéxico y-GA,
tornando o meio toxico em C3 e promovendo a sobrevivéncia dos géneros aerébios

facultativos com alta tolerancia a toxicidade, como Delftia, Pseudomonas.
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No geral, 0 uso de microaeracdo intermitente na digestdo anaerdbia de anilina
promoveu sua eficiente degradacdo, mediante estimulo da cooperacdo ou da
competicdo entre as espécies anaerobias e aerObias facultativas. A cooperacéo entre
as espécies foi favoravel tanto a degradacdo aerdbia quanto anaerdbia da anilina,
proporcionando sua mineralizacdo completa e remocdo da toxicidade, porém a
diminuicdo da disponibilidade de alimento e oxigénio desfavoreceram a degradacao
aerdbia de anilina, ndo sendo capaz de remover a toxicidade.

Com vistas a aplicacao tecnoldgica, a condicdo de 15 minutos de microaeragao
a cada duas horas foi a que, com menor tempo de microaeracao fornecida, mostrou-
se eficiente e capaz de remover a toxicidade, sendo uma alternativa de tratamento
promissora para aplicacdo em solucdes de biorremediacao e tratamento de efluentes
com estimulo aerdbio, porém com menos custos associados ao convencional
fornecimento de aeracgéo continua.

O estudo da comunidade microbiana é primordial para o entendimento dos
efeitos causados pela variacdo dos parametros fisico-quimicos na remocédo e
degradacdo da anilina e outros compostos xenobioticos, sendo uma ferramenta
importante para a validacdo da viabilidade de tratamentos bioldgicos de efluentes

industriais e biorremediacéo.

Algumas sugestdes de trabalhos de continuidade séo:

* Investigar microrganismos envolvidos nos ciclos do enxofre e do nitrogénio e
suas relagbes com mecanismos de degradacdo aerObia e anaerdbia da anilina em
reator intermitentemente microaerado, realizando enriqguecimento da biomassa e
posterior analise enzimatica e de funcionalidade dos genes, através do estudo das
reacoes e da aplicacdo da metagendmica;

* Examinar o potencial da microaeracao intermitente na degradacédo da anilina
em maiores concentracdes, avaliando também a capacidade da comunidade
adaptada de utilizar a anilina como fonte Gnica de nitrogénio;

* Estimar parametros cinéticos de degradacdo de anilina em reator
intermitentemente microaerado em escala piloto utilizando a técnica de

bioaumentacéao com biomassa enriquecida anaerobiamente.
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ANEXO A - METODOLOGIA PARA EXTRACAO DO DNA PELO FABRICANTE DO
KIT POWERSOIL™

O DNA foi extraido usando o kit de isolamento PowerSoil ™ (Mo Bio Laboratories Inc.
Carlsbad, CA, EUA), seguindo as etapas descritas abaixo:

1: Transferir 0,25 g da amostra de lodo para os tubos PowerBead fornecidos e usar o
vortice para misturar suavemente;

2: Adicionar 60 pL de solucdo C1 e verté-lo varias vezes;

3: Usar o MO BIO Vortex e o adaptador para fixar os tubos horizontalmente, no vértice
na velocidade maxima por 5 minutos;

4: Certificar-se de que os tubos PowerBead girem livremente, sem atrito, em seguida
centrifugar os tubos a 10.000 g, por 30 segundos, em temperatura ambiente;

5: Transferir o sobrenadante para um tubo limpo de 2 mL;

6: Adicionar 250 uL de solucao C2 e agitar no vértex por 5 segundos. Incubar por 5
minutos, a 4 ° C e, em seguida, centrifugar o tubo a 10.000 g, por 1 minuto, em
temperatura ambiente;

7: Evitando o pellet, transferir até 600 uL do sobrenadante para um tubo limpo de 2 mL;

8: Adicionar a 200 pL de solucdo C3 e misturar brevemente no vortice. Incubar por 5
minutos, a 4 ° C e, a sequir, centrifugar os tubos a 10.000 g, por 1 minuto, em
temperatura ambiente;

9: Evitando o pellet, transferir até 750 yuL do sobrenadante para um tubo limpo de 2 mL;

10: Adicionar 1220 pL de solucdo C4 ao sobrenadante e agitar no vortex por 5
segundos;

11: Transferir cerca de 675 pL do sobrenadante para um filtro giratério e centrifugar a
10.000 g, por 1 minuto, em temperatura ambiente. Descartar o liquido do tubo e repetir
0 procedimento com o restante do sobrenadante mais duas vezes;

12: Adicionar 500 pL de solucdo C5 e centrifugar, a 10.000 g, por 30 segundos, em
temperatura ambiente;

13: Transferir cuidadosamente o filtro em um tubo limpo de 2 mL e descartar o liquido;

14: Adicionar 100 pyL de solucdo C6 no centro da membrana branca e centrifugar a
10000 g, por 30 segundos, em temperatura ambiente;

15: Descartar o filtro giratorio. O DNA no tubo esta pronto para qualquer aplicacao e
recomenda-se que seja conservado congelado (-20 ° C a-80 ° C).
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ANEXO B - METODOLOGIA UTILIZADA PARA SEQUENCIAMENTO DAS
AMOSTRAS DE DNA

A identificacdo de bactérias foi realizada utilizando-se o sequenciamento de alto
desempenho das regides V3/V4 do gene 16S rRNA. O preparo das bibliotecas seguiu
um protocolo proprietario (Neoprospecta Microbiome Technologies, Brasil). Foi
realizada a amplificagcdo com primers para regidao V3-V4 do gene rRNA 16S, 341F
(CCTACGGGRSGCAGCAG, doi: 10.1371/journal.pone.0007401) e 806R
(GGACTACHVGGGTWTCTAAT, doi: 10.1038/ismej.2012.8). As bibliotecas foram
sequenciadas utilizando-se o equipamento MiSeq Sequencing System (lllumina Inc.,
USA) e o kit V2, com 300 ciclos e sequenciamento single-end. As sequéncias foram
analisadas por meio do pipeline Sentinel.

No pipeline Sentinel os arquivos fastq sdo avaliados quanto a qualidade Phred
(QP) usando o programa FastQC v.0.11.8 (ANDREWS, 2010). A seguir, 0S arquivos
fastg sdo submetidos a trimagem de primers e sequéncias com baixa qualidade
(QP&It;20). O software proprietario utilizado para tal finalidade foi construido em Python
v.3.6, sendo este inspirado nas funcionalidades do projeto BioPython (COCK et al.
20009).

Clusters com abundéancia menor do que 2, sdo removidos das analises, pois tais
estruturas normalmente sao relacionadas a sequéncias quimeras (SMYTH et al., 2010).
As identificagdes taxondmicas séo realizadas com blastn v.2.6.0+ (ALTSCHUL et al.,
1990), usando como referéncia um
banco de dados proprietario ou publico. Quanto a definicdo de uma espécie, dentre os
20 hits retornados para cada cluster, uma instrucdo em Python avalia se um dos trés
guesitos seriam atendidos pelos hits: 1) maior bit-score; 2) menor e-value; e 3)
taxonomias com maior representagao.

Os hits que atenderam um dos itens anteriores, foram escolhidos como espécie
representante, essas analises foram realizadas na plataforma computacional da
Amazon, onde a estrutura de bioinformatica da Neoprospecta esta hospedada. As
analises de DMD Bactéria e Fungo, podem ser feitas contra bancos de dados de

referéncia para os genes 16S rRNA e ITS proprietarios ou publicos.
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Por padrédo, nosso pipeline de bioinformatica ira realizar as analises contra
nossos bancos de dados proprietarios. Nossos bancos de sequéncias para 0s genes
16S rRNA e ITS, contam com sequéncias de genes completos (em sua maioria), 0S
guais contém sequéncias recuperadas de genomas, ndo ambiguas e filtradas para
sequéncias quimeras.

No entanto, se requerido pelo cliente, além das andlises feitas a partir de nossos
bancos de sequéncias podemos usar um banco de dados publicos, mas nao
garantimos acuracia do resultado. Os bancos de dados publicos que temos a
disposicdo séo o Silva (QUAST et al., 2013) e Greengenes (DeSANTIS et al., 2006).
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