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Resumo

O tratamento biolégico de aguas com metais recorrendo a bactérias sulfato-
redutoras (BSR) apresenta vantagens do ponto de vista ambiental, tecnoldgico e

econdémico em relacdo ao tratamento quimico.

A eficiéncia da acdo de remediacdo das BSR depende em grande parte dos
substratos organicos utlizados como fontes de compostos de carbono dadores de eletrdes
na respiracdo anaerdbica. As BSR utilizam compostos simples (ex.: lactato), no entanto
os elevados custos tornam a sua aplica¢ao nas formas puras em operacdes de larga escala

inviavel do ponto de vista econdmico.

A primeira fase deste trabalho consistiu em testar produtos de baixo custo como
fontes de carbono para BSR. De todos os subprodutos testados o Carbocal®, as dguas
rucas, 0 melago de laranja e a 4gua da lagoa 1 da Estacdo de Tratamento de Aguas
Residuais (ETAR) de Sdo Domingos foram aqueles onde se registou uma boa atividade
de BSR.

A segunda fase do trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade das BSR em
utilizar produtos selecionados na primeira fase, no tratamento de dois efluentes
contaminados com metais: Drenagem Acida de Mina (DAM) da Mina de S0 Domingos
e um efluente proveniente da industria de galvanizacdo de metais (vertido de zincado).

Os subprodutos testados com este fim foram o Carbocal® e as aguas rucas.

Observou-se que no tratamento da DAM de Sdao Domingos utilizando Carbocal
®, a atividade das BSR néo foi significativo. Ainda assim a maioria dos metais em
solucéo foram removidos. Pelo contrario, as aguas rucas foram eficientes como fonte de
carbono para BSR na remocdo de metais de DAM. A eficiéncia da utilizagdo deste

produto pelas BSR aumenta quando se adiciona residuos de calcite para neutralizar o pH.

No tratamento do vertido de zincado, nenhum dos subprodutos testados viabilizou

a atividade de BSR, apesar de haver remogéo de boa parte dos metais em solugéo.

Palavras-chave: metais pesados; bioremediacdo; bactérias sulfato-redutoras;

fontes de carbono alternativas.

Titulo da tese em inglés: Batch Screening tests to select suitable and low cost carbon

sources for Sulphate Reducing Bacteria (SRB) growth and activity



Abstract

The biological treatment using sulfate reducing bacteria (SRB) has advantages
from environmental, technological and economic, points of view, comparing to chemical

treatments.

The efficiency of SRB in the remediation of waters contaminated with metals
depends largely on the organic substrates used as sources of carbon compounds donors
of electrons in anaerobic respiration. SRB use simple compounds (e.g. lactate), though
the high costs make their application in pure forms unwise for large-scale operations,

from an economic point of view.

The first phase of this study consisted in testing low cost products as potential
carbon sources for SRB. Among all tested products, Carbocal®, olive mill wastewater,
orange’s molasses and water from a lagoon of the Sdo Domingos Waste Waters Treatment

Plant (WWTP) were those where good SRB activity was observed.

The second phase of the study was to evaluate the ability of SRB to use products
selected in the first phase for the treatment of two effluents contaminated with metals:
Acid Mine Drainage (AMD) from Sdo Domingos mine and an effluent from the
galvanizing metals industry (vertido de zincado). The products tested for this purpose

were Carbocal® and olive mill wastewater.

It was observed that in the treatment of AMD using Carbocal®, the SRB activity
was not significant. Still most metals in solution were removed. On the contrary, the olive
mill wastewater was efficient as carbon source for SRB in the treatment of AMD. The
efficiency of utilization of this product by the BSR increases when calcite is added to

neutralize the pH.

In vertido de zincado treatment tests, none of the tested products enabled SRB

activity, despite the removal of a major part of metals in solution.

Key-words: heavy metals; bioremediation; sulfate-reducing bacteria; alternative carbon-

sources.
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1. Objetivos

Este trabalho dividiu-se em dois objetivos:

Selecdo em batch de subprodutos/efluentes de diferentes industrias
como possiveis fontes de carbono de baixo custo para o crescimento
e atividade de bactérias sulfato-redutoras, em meio Postgate B sem

lactato de sédio;

Testar em batch subprodutos/efluentes, selecionados anteriormente,
como fonte de carbono para bactérias sulfato-redutoras no tratamento

de efluentes contaminados com metais pesados.



2. Introducéo

2.1- Poluicdo ambiental resultante de contaminag6es com metais
pesados

Durante o século XX observou-se um grande desenvolvimento da industria
quimica que gerou uma grande variedade de compostos, responsaveis pela modernizacao
do nosso estilo de vida. A producdo destes produtos em larga escala levou, contudo, a
uma deterioracdo do meio ambiente, através da contaminacao dos solos, do ar e das aguas

subterraneas e superficiais (Socco et al., 2003).

A acumulagdo de metais pesados no ambiente esta maioritariamente relacionada
com a descarga de efluentes provenientes da drenagem de minas e das inddstrias
metaldrgicas e de corantes (Viggi et al.,2009: Kieu et al., 2011; Bakarat, 2011). Estes
efluentes apresentam, regra geral, uma alta concentragdo de sulfato e de ides solUveis de
metais pesados (Kieu et al., 2011; Wei-ting et al., 2014). Consideram-se metais pesados,
os elementos quimicos com elevada densidade ( >4,0 g/cmq), e que podem ser toxicos a
baixas concentragdes, como é o caso do chumbo (Pb), zinco (Zn), cadmio (Cd), mercurio
(Hg), arsénio (As), prata (Ag), cromio (Cr), cobre (Cu), ferro (Fe) (Duruibe et al., 2007;
Barakat, 2011).

Assim sendo, com a industrializacdo das sociedades tornou-se necessario criar e
implementar regras e diretrizes que permitissem prevenir e controlar a contaminagao das
aguas superficiais e subterraneas. Na Unido Europeia a diretiva 2000/60/CE estabelece
um quadro de acBes muito importantes na politica de gestdo da agua. Os principais

objetivos desta diretiva séo:

e Prevenir uma maior deterioracdo dos recursos de agua e melhorar a
qualidades destes recursos;

e Promover o consumo sustentavel de agua;

e Reduzir progressivamente e eliminar as descargas de substancias
primarias, como por exemplo: cadmio, chumbo, mercurio (extraido de
Anexo | da diretiva 2013/39/UE);

e Reduzir progressivamente a poluicao de aguas subterraneas;

e Contribuir para a atenuacao dos efeitos das secas e das cheias.



O trabalho desenvolvido neste estagio pretendeu contribuir para a remediacao de
efluentes contaminados com metais pesados, de forma a obter efluentes que cumprissem
os limites definidos na legislacdo portuguesa para aguas destinadas a rega (ANEXO XVI
- Decreto-Lei n.o 236/98 de 1 de Agosto).

2.2 Industria Mineira

A extracdo de minérios é uma das mais antigas e mais importantes atividades
descritas na historia da civilizagdo, uma vez que fornece matéria-prima para a elaboracao

da maioria dos materiais disponiveis hoje em dia (Coelho & Teixeira, 2011).

Na Europa, a indUstria mineira € uma das industrias com maior tradicdo, tendo um
papel fundamental na sua economia. Contudo, na economia global o setor dos minerais é
relativamente pequeno embora diverso, estando envolvidos paises como os Estados
Unidos da América, Canada, Austrélia, Africa do Sul, China, Russia e alguns paises ricos
da Unido Europeia (maioritariamente paises nordicos), os quais acabam por ser 0s

maiores produtores de minerais (Azapagic, 2004) (figura 2.1).

B Eurcpe TS usA BN Cena B USSR/CIS BN Austratia and Canada

& resowrce rich developing countries (Chile, Brazit, Perv, South Africa, Zambia, DR Conge)

% of world mining

1850 1870 18%0 1m0 190 1950 1w 10 200%

Figura 2.1- Atividade mineira, por regido, desde 1850 até 2009. (Fonte: International Council
on Mining & Metals, 2012)



Em Portugal, tal como na Unido Europeia, a atividade mineira tem vindo a
decrescer ao longo do tempo. No ano de 2010 existiam cerca de 56 minas a operar em
Portugal, gerando um total de 4.664.978 toneladas de minérios, o que se traduziu num
lucro de 735 milhGes de euros (Vitor et al., 2012).

Embora desempenhando um papel importante na economia de muitos paises, a
industria mineira € uma das atividades que causa maior risco ambiental (Coelho &
Teixeira, 2011), principalmente a extracdo de minérios metalicos, onde o contacto das
rochas sulfuretadas com aguas subterraneas ou superficiais leva a sua acidificacdo. Sob
condigdes oxidativas a pirite (FeS.) existente nas rochas produz sulfato e ferro dissolvido
(1). O ferro dissolvido (Fe"), vai reagir com o oxigénio (O2), sendo oxidado a Fe** (2)
que por ser pouco sollvel na presenca de agua precipita sob a forma de hidréxido de ferro
Il (Fe(OH)z) (3) (Durkin & Herrmann, 1994; Christensen et al., 1996; Cravotta Il &
Trahan, 1999;), fendmeno que é observavel sob a forma de depoésitos de cor ocre a
superficie dos sedimentos dos cursos de agua (Durkin & Herrmann, 1994).

FeS, +3.50, + H,0 — Fe?" +2S0%~ +2H™" (1)
Fe?* +0.250, + H* - Fe3* + 0.5 H,0 (2)
Fe3* + 3 H,0 — Fe(OH); (s) + 3H* (3)

A acidificacdo das aguas de mina contribui para a dissolucdo de outros metais
precipitados sob as rochas e sob os sedimentos dos cursos de agua, lixiviando-as e
originando aguas contaminadas com metais e com baixos valores de pH, conhecidas
como drenagem acida de mina (DAM) (Durkin & Herrmann, 1994; Christensen, et al.,
1996; Doshi, 2006). A natureza/composicdo da DAM varia consoante a localizacéo e tipo
de mina, embora existam quatro carateristicas que sdo comuns a todas elas: valores de pH
muito baixos; elevada concentracdo de metais em solucdo; elevada concentracdo de
sulfato e acumulagdo de solidos em suspensdo (por exemplo, Durkin & Herrmann,
1994;Akcil & Koldas, 2006; Gaikwad & Gupta, 2008; Luptakova & Macingova, 2012).

O impacto ambiental da DAM é maior em minas abandonadas uma vez que apds
0 Seu encerramento as estruturas a céu aberto com residuos rochosos da exploracdo dos
minerios (escombreiras) e os tuneis subterraneos acabam por ser parcial ou totalmente
inundados, resultando na formacao deste efluente (Akcil & Koldas, 2006). Nos casos em
que as estruturas (a céu aberto ou taneis) sdo totalmente inundadas e a sua capacidade

méaxima € ultrapassada, acabam por transbordar e contaminar as areas envolventes



(Christensen et al., 1996; Gaikwad & Gupta, 2008). A contaminacdo por DAM causa
efeitos devastadores, reduzindo a diversidade bioldgica e a biomassa total nos
ecossistemas terrestes e aquaticos (Elliot et al., 1998; Gaikwad & Gupta, 2008).

No ano de 2009 existiam em Portugal 175 minas abandonadas, das quais 10
correspondiam a minas de sulfuretos polimetalicos (tabela 2.1) onde est4 incluida a mina

de S&o Domingos (Mertola, Beja) (Empresa de Desenvolvimento Mineiro, 2009).

Tabela 2.1-Total de minas abandonadas de Portugal em 2009 e quais 0s minerais delas
extraidos (adaptado de Empresa de Desenvolvimento Mineiro, 2009)

Mineral NUmero Principal grupo
de minas
Estanho e Tungsténio 40
Metais base (ex.: cobre, 28
zinco, niquel, chumbo) Minerais metalicos
Ouro 12
Ferro e Manganés 16
Sulfuretos polimetélicos 10 Sulfuretos
(ex.: FeS; ZnS; PbS) polimetalicos
Radioativos (ex: radio e 61 Radioativos
uranio)
Carvao 3
Amianto 1 )
Outros 4
Total 175




2.2.1 Mina de Sdo Domingos

Localizada na freguesia de Corte do Pinto no conselho de Mértola (Beja), a mina
de Sdo Domingos iniciou a sua atividade em 1854, tendo-se extraindo durante o seu
funcionamento cobre, pirite, ouro e prata (Tavares et al., 2008). A mina de Sdo Domingos
pertence a Faixa Piritosa Ibérica (FPI) que se estende desde as provincias de Huelva e
Sevilha em Espanha, até ao Sul de Portugal, incluindo grande parte dos distritos de Beja
e Setlbal. A sequéncia litoestratigrafica da FPI é dividida em 3 grandes unidades:
Formacdo Filito-Quartzitica, Complexo Vulcano-Sedimentar (CVS) e Grupo Flysch do
Baixo Alentejo (Andrade & Schermerhorn 1971, Matos 2005). Os depdsitos de sulfuretos
polimetalicos encontram-se na CVS. A atividade principal da mina era a producdo de
cobre concentrado, extraido da pirite cuprifera. Durante a exploragdo no século XIX a
maioria do minério de cobre extraido seguia para a fabrica na Achada do Gamo (figura
2.2) onde era tratado, sendo depois exportado. A outra parte dos minérios de cobre
extraidos era enviada para Inglaterra de onde se extraia ouro e prata (Instituto Geologico
e Mineiro, 2000).
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Figura 2.2- Fabrica na Achada do Gamo: (A) - na época em que a mina estava ativa (fonte:
http://www.fundacaoserraomartins.pt/index.php?id=achada-do-gamo); (B) — hoje em dia
(fonte: http://mww.minasaodomingos.comyr.com/mina.html).

No inicio do século XX, a evolucdo da industria do acido sulfdrico (H2SOa) levou
a extracdo de pirite para a producdo deste acido traduzindo-se num aumento das

exportacdes (Instituto Geoldgico e Mineiro, 2000).

A mina encerrou em 1996 devido ao esgotamento dos minerios. O reflexo da
extracdo de minerais neste local é visivel através da presenca de grandes quantidades de

residuos em que ocorre oxidacdo da pirite e resultando na formacdo de DAM (Pérez-
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Lopez et al., 2008 Alvarez-Valero et al., 2008). A descarga final desta agua &cida
contaminada por metais, proveniente da mina, € o Rio Chanca, principal efluente do rio
Guadiana, causando a sua poluicdo parcial (Alvarez-Valero et al., 2008). Para além da
poluicéo parcial do rio Chanca, a atividade mineira em Sdo Domingos levou a formacao
de lagoas a céu aberto (figura 2.3 A) com aguas contaminadas e a formacéo de escorias
nas &reas circundantes (figura 2.3 B), causando assim alteracdo e destruicdo do

ecossistema nessa zona.

Figura 2.3- Resultados da polui¢éo causada pelo abandono da mina: (A) — Lago do pogo da
mina a céu aberto (corta) com agua acida; (B) — Aspeto atual de escorias e lago com agua
acida na area circundante da mina (foto tirada no &mbito deste trabalho).

Os residuos encontrados neste local, resultado da atividade mineira, podem ser
divididos em dois grupos: residuos provenientes do processo de extracdo de minério e
residuos industriais resultantes do processamento dos minérios em matérias-primas
(Alvarez-Valero et al., 2008).

Segundo Alavarez-Valero et al. (2008), a 4rea total afetada pela atividade mineira
em S3o Domingos era de aproximadamente 3 200 000 m?, onde 831 000 m? estavam
contaminados com residuos provenientes da extragio dos minérios e 544 000 m? estavam
contaminados com residuos da industria de processamento dos mesmos. Nos restantes
1 610 000 m® de area afetada encontravam-se os materiais, compostos essencialmente por
quartzo, que existiam no solo debaixo da zona habitacional da aldeia de Sdo Domingos.
Tendo em conta a area total afetada e a densidade dos residuos estimou-se que se tenha

originado aproximadamente 25 000 000 m® de 4guas contaminadas.



A DAM da mina de Sdo Domingos € caracterizada por um pH préximo de 2 e por
concentracgdes elevadas de sulfato (~3000 mg/L), ferro (~500 mg/L), cobre (~140 mg/L)
e zinco (140 mg/L) (Costa & Duarte, 2005).

2.3 Industria da Galvanizacéo

O zinco é um elemento quimico de grande aplicabilidade industrial, usado na
construcdo de pontes, estradas e outras estruturas que necessitem duma grande quantidade
de aco galvanizado (Wei-ting et al., 2014). A galvanizacdo, a forma de protecédo
normalmente utilizada contra a corrosao do ferro e aco, é feita pela deposicao de zinco
metalico por imersdo do metal a proteger num banho com zinco derretido (Hot-dip
galvanization) ou por deposicdo eletrolitica (ou eletrogalvanizacdo) (Queiroz, 2003)
(figura 2.4). No processo de Hot-dip galvanization o metal é imerso num banho com zinco
derretido (~450°C) (Marder, 2000; Bicao et al., 2008) e ao emergir 0 zinco vai reagir e
formar éxido de zinco (ZnO) que vai acabar por reagir com o dioxido de carbono (CO>)
e formar carbonato de zinco (ZnCOgz), composto muito utlizado contra a corroséo

(Galvanizing Asia).

Figura 2.4- Processos de galvanizacdo: (A) — Hot-dip galvanization. Fonte:
http://eng.galvano.no/?ac_id=12 (B) - Deposicéo eletrolitica. Fonte:
http://mundoeletrolitico.blogspot.pt/

O processo de eletrogalvanizacdo consiste na eletrodeposicdo de um filme de
zinco aderente sob um substrato metalico (Queiroz, 2003; Marques, 2008). A figura 2.5
ilustra uma célula de electrogalvanizagdo onde o zinco é o &nodo, o substrato metalico o
catodo e a solucdo salina de zinco o eletrélito. A aplicacdo de uma corrente elétrica
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continua vai oxidar o zinco (anodo) libertando dois eletrdes, que se véo dissolver como
catides numa solucédo de zinco (eletrolito). No catodo os catides de zinco sdo reduzidos
depositando-se sob a superficie do substrato. (GalvinfoNote, 2011).

(+) Corrente ()
Continua

Eletrolito

(+)

(Oxidagao) Cations de Metal (Redugio)
—
+)

Figura 2.5 — Esquema representativo de uma célula de eletrogalvanizacéo. Fonte: GalvinfoNote,
2011.

A nivel industrial sdo normalmente utlizadas bobinas de a¢co como substrato
metalico. Estas bobinas sdo soldadas umas as outras formando uma “tira” de aco que,
antes do processo de electrogalvanizacéo, vai sofrer uma limpeza para remover possiveis
residuos que possam afetar a aderéncia do revestimento (Marques, 2008). Os
revestimentos formados durante o processo de electrogalvanizacdo apresentam uma
estrutura homogénea e ndo sdo tdo espessos como 0s produzidos por Hot-dip
Galvanization, (Queiroz, 2003; Marques, 2008).

O zinco é um metal muito reativo, do ponto de vista eletroquimico, e como tal a
sua corrosao aumenta com a exposicdo ao ar livre, sendo necessario um tratamento
adicional, apos ser aplicado no revestimento de outros metais (Granados-Neri, et al.,
2011; Tomachuck et al., 2014). No caso das estruturas de aco revestidas com este metal,
estas sdo tratadas normalmente com cromatos ou com fosfatos de forma a melhorar a sua
resisténcia a corrosdo. O tratamento com cromatos melhora a aparéncia do revestimento
e retarda a corrosdo, causada pela humidade. Ja o tratamento com fosfatos aumenta a

resisténcia a corrosdo atmosférica (Margues, 2008).



Da lavagem dos tanques de deposicéo eletrolitica, gera-se uma quantidade de
efluente contaminado com zinco (Pamar & Thakur, 2013), que por ser um metal pesado
acarreta problemas ambientais e de satde publica (Wei-ting et al., 2014).

Estes efluentes industriais séo caracterizados por valores de pH baixos e por elevadas
concentracdes de zinco e ferro. O zinco é o elemento em maior concentragdo, seguido do
ferro. S&o constituidos ainda por cadmio, cobalto, cromio, niquel, cobre e boro em

concentracdes muito pequenas (Tahir & Rauf, 2004; Pereira et al., 2010).

2.4 Tratamento fisico-quimico versus tratamento biologico em
efluentes contaminados com metais pesados

Métodos como a precipitacdo quimica, a troca idnica, a osmose reversa ou a
eletrolise podem ser aplicados na remocdo de metais pesados de aguas residuais
acidificadas (Johnson & Hallberg, 2005; Kurniawan et al., 2006;Wei-ting et al., 2014). A
precipitagdo quimica é a técnica mais utilizada para remover metais pesados de efluentes
inorganicos. No mecanismo de remogéo (equacéo 4) o metal em solugdo (M?*) vai reagir
com o agente precipitante (OH"), formando um hidréxido metalico insolavel (M(OH),)
(Kurniawan et al., 2006; Barakat, 2010).

M?* + 2 (OH)™ - M(OH), | (4)

A precipitacdo do metal sob a forma deste hidroxido metalico da-se através da
alteracdo do pH para valores alcalinos (9-11). A cal e o calcario sdo os agentes
precipitantes mais utlizados devido a sua grande abundancia (Johnson & Hallberg, 2005;
Barakat, 2010).

Apesar do seu tratamento ser eficaz estas técnicas sdo dispendiosas e acabam por
gerar grandes quantidades de lamas relativamente soltveis (Kurniawan et al., 2006; Kieu
etal., 2011; Wei-ting et al., 2014).

O tratamento por via bioldgica (bioremediacdo) é considerado uma alternativa
promissora aos tratamentos fisico-quimicos devido principalmente as suas indmeras
vantagens: 1l-elimina permanentemente 0s contaminantes através de transformacéo

bioquimica ou mineralizagdo; 2-evita 0 recurso a tratamentos quimicos; 3- permite
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aplicacdo in situ; 4-ser rentavel do ponto de vista econdmico (Socco et al., 2003;
Kaksonen & Sahinkaya, 2007).

2.4.1 Bactérias Sulfato Redutoras (BSR) como agente biologico para o
tratamento de efluentes contaminados com metais pesados

As Bactérias Sulfato Redutoras (BSR) séo provavelmente uma das formas de vida
mais antigas na Terra, tendo sido encontradas em rochas do inicio do periodo Arcaico
(entre 3.85 bilides de anos e 2.5 bilides de anos atras). Hoje em dia estas bactérias pode
ser encontradas em ambientes terrestres e maritimos (Muyzer & Stams, 2008; Luptakova
& Macingova, 2012).

A designacdo de Bactérias Sulfato Redutoras (BSR) destina-se a um grupo de
bactérias anaerdbias que utilizam ides sulfato (SO4*) como aceitadores finais de eletrdes
no metabolismo de oxidacédo (perda de eletrdes) de substratos organicos para obtencéo de
energia, produzindo sulfureto (Muyzer & Stams, 2008). Como a sua capacidade para
assimilar sulfureto é limitada, a maioria do sulfureto produzido por estas bactérias é
libertado para 0 meio sob a forma de sulfureto de hidrogénio (H2S) (Muyzer & Stams,
2008; Teclu & Wallis, 2009). Na equacdo 5 esta representado 0 mecanismo de redugédo
de sulfato (SO4%), onde o substrato organico é acido lactico (C2H402), produzindo-se
sulfureto de hidrogénio (H2S) e bicarbonato (HCO*) que vai neutralizar o pH do meio
favorecendo a precipitacdo de metais sob a forma de carbonato (por exemplo: calcite
(CaCOs3); dolomite (CaMg(COs )2) (Cravotta Il & Trahan, 1999; Zagury et al.,
2006;Teclu & Wallis, 2009).

C,H,0, + SO2~ - H,S + 2 HCO; (5)

Devido a sua capacidade de adaptacdo a meios com condicdes fisico-quimica
extremas (Muyzer & Stams, 2008; Luptakova & Macingova, 2012), as BSR podem ser
utilizadas para o tratamento de efluentes contaminados com metais pesados como € o caso
da DAM ou de efluentes de industrias metaldrgicas. O sulfureto de hidrogénio (H2S) que
produzem vai reagir com o metal em solugdo (Me?*) (ex.: Cobre, Zinco), levando a sua
precipitacdo sob a forma de sulfureto metalico (MeSl) como se pode ver pela equacao 6

(Teclu & Wallis, 2009; Kieu et al., 2011). Os resultados desta reacdo sdo a remocao dos
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metais em solucdo (Cravotta 111 & Trahan, 1999; Zagury et al., 2006; Teclu & Wallis,
2009; Viggi et al., 2009).

Me?* + H,S - MeS | +2 H* (6)

De forma a garantir o crescimento das BSR existem principalmente 4 fatores a ter
em conta: temperatura, pH, composi¢do quimica do efluente e composi¢éo do substrato
organico (Vela et al., 2002; Doshi, 2006; Nucelita & Zagury, 2008).

A capacidade de adaptacdo das BSR a ambientes fisicos-quimicos adversos
permite a sua utilizacdo no tratamento de efluentes (Muyzer & Stams, 2008; Luptakova
& Macingova, 2012). No entanto, mesmo conseguindo sobreviver numa grande gama de
valores de pH, é normalmente necessario um pH acima de 5 para promover uma boa
atividade das BSR (Cohen, 2006; Luptakova & Macingova, 2012). Os valores 6timos de

crescimento para as BSR situam-se entre 5-9 (Elliott et al., 1998).

Os efluentes contaminados com metais pesados geralmente apresentam valores de
pH baixos (Kieu et al., 2011; Wei-ting et al., 2014). Por isso, o tratamento destes efluentes
com BSR implica um ajuste prévio do pH, apesar de posteriormente a reducéo de sulfato
se traduzir ndo s6 na producédo de sulfureto de hidrogénio mas também de bicarbonato
(5), provocando um aumento do pH (Cravotta Ill & Trahan, 1999; Zagury et al., 2006;
Teclu & Wallis, 2009).

As caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas das BSR tornam-nas em bactérias
com um grande potencial e aplicabilidade no tratamento de efluentes contaminados com
diferentes metais. Os metais em solucdo nos efluentes e a sua concentracdo sdo outros
fatores que influenciam a atividade das BSR (Doshi, 2006; Wei-ting et al., 2014).

Azabou et al. (2012) estudaram a concentracdo méxima de zinco que uma cultura
mista de BSR conseguiria remover eficientemente. Testaram uma gama de concentrac0es
de zinco entre 0 e 200 mg/L, onde se verificou que até uma concentracdo de 150 mg/L as
BSR conseguiram remover mais de 95% do metal. A partir das 150 mg/L, a atividade das
bactérias foi bastante inibida removendo apenas 5% do zinco em solucéo (Azabou et al.,
2007). Jaem 2012, Li et al. testaram em batch diferentes concentragdes iniciais de zinco
e verificaram que entre 73.7 e 196.8 mg/L houve crescimento de BSR, embora quando a
concentracdo inicial aumentou para 262.97 mg/L, essa atividade foi inibida (Li et al.,
2012)
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Efluentes contaminados com cobre sdo muito comuns devido a grande
aplicabilidade deste metal em industrias de metallrgica e de eletrénica. Javali & Baldwin
(2000) verificaram que numa solugéo com 150 mg/L de cobre (Cu?*) as BSR conseguiram

remover o metal na sua totalidade.

Atualmente por acdo da atividade mineira e industrial sdo geradas grandes
quantidades de efluentes com varios metais pesados em solucao (Viggi et al.,2009; Kieu
et al., 2011; Bakarat, 2011). Como tal, a analise da capacidade das BSR para crescer em
meios com varios metais também tem sido estudada. Martins et al., (2009) testaram um
consorcio de BSR, resistente a metais pesados, em concentracGes de ferro (400 mg/L),
zinco (150 mg/L) e de cobre (80 mg/L), semelhante as encontradas normalmente em
DAM. Os resultados demostraram que este consorcio de BSR conseguiu desenvolver-se
apresentando uma boa taxa de reducdo de sulfato e remocdo de metais (Martins et al,
2009).

A eficiéncia da acao de remediacdo das BSR depende em grande parte do substrato
organico utlizado. O substrato tem como funcdo fornecer compostos dadores de eletrdes
que permitam as bactérias reduzir o sulfato a sulfureto (5) (Cravotta Il & Trahan, 1999;
Doshi, 2006; Zagury et al., 2006; Teclu & Wallis, 2009). Compostos de carbono como
acidos gordos volateis (acido acético, acido propionico, acido butanoico) e acidos gordos
de cadeia curta (&cido latico, acido piravico, acido malico) ou apenas hidrogénio sdo as
fontes de eletrbes mais utilizadas para o crescimento de BSR (Zagury et al., 2006;
Kaksonen e Puhakka, 2007). Compostos de carbono como o etanol e o metanol,
resultantes de processos fermentativos, também podem ser utlizados como fontes de
eletrbes (Chang et al, 2000; Zagury et al., 2006; Kaksonen e Puhakka, 2007; Liamlcam
& Annachatrc, 2007). Na tabela 2.2 encontram-se algumas das vantagens e desvantagens
de algumas das fontes de eletrdes utilizadas pelas BSR.
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Tabela 2.2- Vantagens e desvantagens das diferentes fontes de eletrBes utilizadas pelas BSR
(adaptado de Kaksonen & Puhakka, 2007).

Fonte de
eletrbes

Vantagens (+) e desvantagens (-)

Equacao

Acido
Acético

Acido

Latico

Etanol

Metanol

Hidrogénio

+ Intermediario na degradacdo de
substancias organicas em
processos anaerobios;

- Baixa producgéo de biomassa;

- Apenas algumas SRB sao
capazes de o oxidar.

+ Boa fonte de carbono e eletrdes
para a maioria das BSR;

+ Elevada producdo de biomassa;
- Custos elevados, tornando-se
pouco vidvel do ponto de vista
econdmico.

+ Facilmente oxidavel pelas BSR;
+ Menores custos do que o lactato;

- Nédo ¢ totalmente oxidado
impedindo 0 meio de se tornar
alcalino e levando a acumulagédo
de acetato.

+ Facilmente disponivel;
+ Baixos custos;
- Apenas algumas BSR séo

capazes de o utilizar.

+ Muitas BSR podem crescer
utilizando somente hidrogénio
como fonte de eletrdes;

+ Mais econémico em efluentes
com grandes concentragdes de

sulfato;

C,H,0, + SO — H,S + 2 HCO3

2 C3Hg03 + 3502~ - 3 H,S + 6 HCOS

2 C,Hg0 + 3 S02™
— 3HS™ + 3 HCO; + CO,
+3 H,0

4 CH,0 + 3S0%
— 3HS™+ 3HCO3 +CO,
+5H,0

4H,+ SO? > S~ +4H,0

14



- Requisitos de seguranca
rigorosos devido a sua natureza
explosiva, tornando-se
dispendioso;

- Disponibilidade limitada.

Para além do carbono (geralmente proveniente do substrato utilizado como fonte
de eletrbes) existem outros nutrientes essenciais para o crescimento das BSR como é o
caso do azoto (N) e o fosforo (P) (Patidar &Tare, 2006; Das et al., 2009; Dev et al., 2015).

O azoto é um elemento muito importante em moléculas como aminacidos,
pirimidinas, purinas e enzimas ou cofatores. Os aminoécidos sdo 0 maior componente das
proteinas (EX.: enzimas e peptidoglicanos). Pirimidinas e purinas constituem o principal
componente dos desoxirribonucleotideos, os blocos de construcdo dos &cidos nucleicos
(dATP, dGTP,dCTP, dTTP e dUTP), enquanto os cofatores permitem o correto
funcionamento das enzimas controlando assim o metabolismo dos organismos (Dev et
al., 2015). Sendo assim, o crescimento bacteriano depende também da quantidade de

azoto disponivel no meio (Waybrant et al., 1998; Dev et al., 2015).

O fésforo € um dos principais macronutrientes responsaveis pelo crescimento e
desenvolvimento biolégico (Rodriguez & Fraga, 1999). Um dos casos mais notorios da
importancia do fésforo € na producdo de Adenosina Trifosfato (ATP), nucleétido
composto por uma adenosina (formada por um anel de adenina e uma ribose) e trés grupos
fosfato, responsavel pelo armazenamento e transferéncia intracelular de energia quimica.
O ATP é o produto final resultante da fotofosforilacdo, respiracao celular e fermentacéo,
sendo utilizado por proteinas estruturais e enzimas em Vvarios processos celulares (ex.:
divisdo celular, reagdes de anabolismo). Para alem disso, o fosforo também esta na

composigdo dos desoxirribonucleotideos. (Khakh & Burnstock, 2009,)

O préprio metabolismo de conversado de sulfato a sulfureto requer azoto e fosforo
(Dev et al., 2015). As moléculas de sulfato sdo energicamente estaveis sendo necessario
a sua ativacdo para garantir que desempenham a sua fungé@o de recetor de eletrdes na
degradacdo dos compostos organicos (Muyzer & Stams, 2008). O processo de ativacéo é
feito pela enzima ATP sulfurilase, que utiliza ATP e sulfato formando adenosina 5’-

fosfosulfato (APS). De seguida a APS vai ser reduzida pela APS reductase formando
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sulfureto e Adenosina Monofostato (AMD), um mondro que vai permitir novamente a

producdo de ATP, apds a sua reagdo com pirofosfato (EX. Muyzer & Stams, 2008).

Sabendo-se entdo que o carbono e 0 azoto sdo essenciais para crescimento das
BSR (Patidar & Tare, 2006; Das et al. 2009;), o racio entre estes dois elementos permite
avaliar o grau de complexidade do composto organico. Um racio C/N entre 6 e 10 é
normalmente considerado adequado para a degradacdo de compostos organicos
complexos (Prasad et al., 1999). Valores de racio muito elevados (> 10) podem indicar
excesso de fonte de carbono ou quantidade de azoto insuficiente, enquanto valores baixos

(< 6) podem indicar falta de carbono (Zagury et al., 2006).

A Caréncia Quimica de Oxigénio (CQO) é estimada atraves da degradacédo
oxidativa dos compostos organicos numa amostra de 4gua, recorrendo a agentes oxidantes
fortes como o dicromato e o permanganato. A extensdo da degradacdo é entdo
caracterizada pela quantidade de eletrGes transferidos para o agente oxidante. A
transferéncia dos eletrdes é quantificada indiretamente através da medicdo da deplecao
do agente oxidante por titulacdo ou espectrometria (Zhao et al.,2004). Este parametro é
muito utilizado em experiéncias com BSR pois é indicador da quantidade de compostos
organicos. Geralmente utiliza-se para avaliar a relacdo da quantidade destes compostos
(dadores de eletrdes e fontes de carbono) com a quantidade de SO4> disponiveis.
Sabendo-se que o racio CQO/SO4* tedrico 6timo para as BSR ¢ 0.67 e que os valores
observados em culturas com bons crescimentos de BSR estdo normalmente entre 0.7-1.5,
os valores desta relagdo (CQO/SO4*) podem utilizar-se para determinar a quantidade
composto organico a utilizar em culturas destes microrganismos (Greben et al., 2000;
Vela et al., 2002; Neculita e Zagury, 2008;).

2.5 Fontes de carbono alternativas para o crescimento de BSR

Os elevados custos de algumas das fontes de carbono utlizadas (ex.: lactato), para
0 crescimento de BSR, tornam-nas economicamente invidveis em operacfes de larga
escala para tratamento de aguas contaminadas com metais e/ou sulfato (Kaksonen &
Puhakka, 2007; Das et al., 2013). Sendo assim torna-se necessario procurar substratos de
baixo custo que garantam uma boa proliferacdo de BSR e viabilidade economica dos

processos de bioremediagéo.
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Atualmente ja se estudou o potencial de substratos complexos presentes em

residuos industriais, agricolas e municipais (Benner et al.,1999), na reducéo de sulfato.

Na tabela 2.3 encontram-se algumas dos subprodutos/ efluentes ja testados como

fontes de carbono, alternativas, para o crescimento e atividade de BSR.

Tabela 2.3 — Diferentes subprodutos/efluentes j& testados como fontes de carbono para o
crescimento de BSR.

Fontes de carbono testadas Referéncias

Aparas de madeira Yasmashita et al., 2010; Luptkova &
Macingova, 2012; Zhang & Wang, 2014

Cascas de melancia Hussain & Qazi, 2012

Celulose Cocos et al., 2002

Residuos de curtumes Boshoff et al., 2004

Efluente de fabrica de doces Das et al., 2013

Estrume de animais Drury, 1999 ; Zhang & Wang, 2014
Melacos Maree & Strydom, 1987; Wang et al.,

2008; Teclu & Wallis, 2009

Lamas de esgoto municipal Burgess & Stuetz, 2002;Luptkova &
Macingova, 2012

Residuos de cogumelos Neculita et al., 2011; Luptkova &
Macingova, 2012

Residuos da industria do papel Chao-hai et al., 2007
Soro de queijo e residuos vinicolas Martins et al., 2009
Pedacos de folhas Zagury et al., 2006

No estudo realizado por Martins et al. (2009) verificou-se que o0s residuos
vinicolas e o soro do leite podem ser utilizados como fontes de carbono para a atividade

de BSR, na presenca de residuos de calcite. A calcite vai atuar como agente de

17



neutralizacdo do pH para valores ideais a proliferacdo de BSR. No soro do queijo mesmo

com a adigéo de calcite o processo de reducdo de sulfato acaba por ser lento.

Na industria de curtumes, durante o tratamento do couro gera-se um efluente com
elevada carga orgénica (valor de CQO elevado), proveniente do couro e dos produtos
quimicos adicionados durante o processo (Boshoff et al., 2004). Um efluente resultante
da producéo de couro foi utilizado por Boshoff et al. (2004) como fonte de carbono para
a reducéo bioldgica de sulfato. O efluente foi testado num reator de fluxo em pistdo (PFR)
e num reator anaerobio de fluxo ascendente com um leito de lama (UASB) com valores
de racio CQO/S04?, a entrada, de 1.68 + 0.73 e 1.78 + 0.69, respetivamente. A eficiéncia
na reducéo do sulfato acabou por estar relacionada com os valores de pH, onde a maior

eficiéncia correspondeu ao maior valor de pH (8.5).

Os efluentes da industria do papel sdo caracterizados pela elevada caréncia
quimica de oxigénio (CQO) e elevada concentracdo de sulfato. Chao-hai et al. (2007)
testaram valores de racio CQO/SO4%, entre 0.5 e 5.0, com o objetivo de estudar a relagio
entre o racio e quantidade de sulfato removida no efluente da indUstria de papel
Constataram que para racios superiores a 1.2 a remocao de CQO era superior a 82% e

para valores superiores a 3.0 a remocao de sulfato era superior a 95%.

Os melagos sdo compostos por cerca de 30 a 50% (m/m) de sacarose que, por
processos fermentativos, pode ser convertida em didxido de carbono, hidrogénio e
principalmente em &cidos gordos de cadeia curta. Estes acidos podem ser utilizados pelas
BSR como fonte de carbono. Os restantes componentes dos melagos (entre 50 a 70%
(m/v)) néo séo degradados com tanta facilidade pelas BSR, diminuindo a quantidade de
carbono disponivel paras estas bactérias (Goncalves et al., 2005). Wang et al. (2008)
testaram em reatores batch, melagos com um CQO de 800 mg/L e uma concentragdo de
sulfato de 500 mg/L. Nestas condic¢des 97.4% do sulfato inicial foi removido, produzindo
9.28 mg/L de sulfureto.

Neste trabalho procuraram-se subprodutos existentes na proximidade da regido da
Faixa Piritosa Ibérica (FPI), que possam ser utilizados como fontes de carbono, com vista
a futuras aplicagdes no tratamento de DAM de areas mineiras existentes nesta unidade
geoldgica. Foram testados como fonte de carbono subprodutos ou efluentes de seis

industrias diferentes e um efluente de uma estacdo de tratamento de &guas de aguas
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residuais. Na seccdo seguinte faz-se uma introducdo a cada um destes produtos e as

inddstrias que as originam.

2.5.1 Industria de acUcares - Espanha

As culturas de agucares, para além de servirem de matéria-prima para a producdo
de acucar, sdo utilizadas para a producéo de etanol. Existem principalmente duas culturas
de acUcar: acUcar de cana e agUcar de beterraba. Do processo de producdo de agucar de
beterraba resultam, entre outros, compostos carbonatados geralmente utilizados na

neutralizacdo de solos agricolas (Faostat,1994).

Neste trabalho foi utilizado um composto proveniente de uma fabrica de producéo
de acucar de beterraba em Espanha, denominado de Carbocal® (Garcia-Zamarrefio,
2013). Este composto resulta de um processo de depuracdo dos aglcares do sumo da
beterraba através da acao de calcario. O Carbocal® é constituido maioritariamente por
carbonato de célcio (CaCO3), tendo ainda uma alguma quantidade de matéria organica e,
de fosforo e magnésio, provenientes dos adubos utilizados no cultivo da beterraba
(Garcia-Zamarrefio, 2013). Dependo das caracteristicas dos solos, este produto pode ser
utlizado em solos com caréncia de calcio, solos com pH &cido e solos com pH é&cido e

com problemas de salinidade causados pelo excesso de sodio.

Numa lagoa &cida de mina na Alemanha testou-se um produto semelhante ao
Carbocal® juntamente com palha, de forma a analisar o efeito destes substratos na
reducdo de sulfato e ferro e da neutralizacdo da DAM. Apoés a adi¢do dos substratos, na
superficie, formou-se uma camada de sedimentos neutros onde ocorreu reducao de sulfato

e de ferro e precipitacdo de sulfuretos metalicos. (Koschorreck et al., 2007).

2.5.2 Lagar de azeite - Portugal

O cultivo de oliveiras e a producdo e utilizacdo do azeite € uma préatica bem
conhecida e estabelecida na regido do Mediterraneo. Devido ao alto valor dietético e
nutricional do azeite, 0 seu consumo mundial aumentou rapidamente (Tsagaraki et al.,
2007; Duarte et al., 2011). Espanha, Italia, Gréecia e Portugal sdo responsaveis por mais

de 95% da producdo mundial de azeite. Em Portugal, a regido do Alentejo é a maior
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produtora e em 2010 foi responsavel por 50.2% do total de azeite produzido no pais.
(Ferraz, 2012).

Os processos utlizados na extracdo do azeite a escala industrial sdo o sistema
descontinuo de prensas, o sistema continuo de trés fases e o sistema continuo de duas
fases. A maior eficiéncia e rapidez no tratamento de grandes quantidades de pasta de
azeitona fez dos sistemas continuos 0s processos de extracdo mais utilizados nos
principais paises produtores de azeite (Tsagaraki et al., 2007; Marinho, 2009;). Durante
estes processos, para aléem da extracdo do azeite, formam-se grandes quantidades de
efluentes (bagaco e aguas rucas) com uma grande carga organica. A formacgdo destes
subprodutos depende do tipo de sistema utilizado (Marinho, 2009).

O bagaco é formado por polpa e caroco do fruto e em termos ambientais o seu
impacto ndo é muito significativo pois é frequentemente utilizado pelas industrias de
extracao de 6leos de bagaco, que apés a extracdo do 6leo utilizam o subproduto (bagaco)

como combustivel (Marinho, 2009).

As aguas rucas sao efluentes liquidos que incluem agua de vegetacao da azeitona,
agua de lavagem dos frutos e dgua que € adicionada ao processo de extracdo do azeite
(Marinho, 2009). A elevada carga organica e a presenca de compostos fendlicos conferem
um grande caracter poluente a este efluente (Capasso et al, 1995; Blika et al., 2009). A
carga organica é normalmente apresentada sob a forma de CQO variando entre 50-150
gO2/L (Rozzi & Malpei, 1996; Blika et al., 2009).

Os compostos fendlicos s@o os principais agentes antimicrobianos e fitotoxicos
das éaguas rucas conferindo-lhe uma cor avermelhada/castanha caracteristica deste
efluente (Marinho, 2009; Duarte et al., 2011). A concentracdo de fenois encontra-se
normalmente entre 0.5-25 g/L (Duarte et al., 2011).

Apesar de se terem testados varias tecnologias para o tratamento de aguas rucas e
algumas delas com resultados promissores, este subproduto ainda continua a ser

depositado diretamente no ambiente em muitos paises (Marinho, 2009).

As aguas rugas utilizadas neste trabalho sdo provenientes do Lagar Santa Catarina
localizado na aldeia de Santa Catarina da Fonte do Bispo, Algarve. E um lagar de linhas
continuas a trabalhar a trés fases produzindo além de azeite, baco e aguas rucas.

Atualmente encontram-se apenas 5 lagares em funcionamento no Algarve e este lagar
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assume uma grande importancia socio-econémica ao comprar azeitona aos pequenos
produtores da regido, que em muitos casos praticam uma agricultura de subsisténcia. A
recolha das &guas rucas para este trabalho foi feita antes e depois de decantagdo sucessiva

em 3 tanques.

2.5.3 Industria de sumo de laranja - Portugal e Espanha

Hoje em dia as industrias de processamento de laranjas geram grandes
quantidades de residuos, como cascas de laranja, provenientes da extragdo do “sumo” da
laranja. Ainda na extracdo de sumo, os processos de lavagem dos frutos e dos
equipamentos utilizados na producdo do sumo acabam por arrastar residuos de hidratos
de carbono, que ai possam ter ficado acumulados. A lavagem é feita utilizando agua,
gerando-se um efluente com carga organica, designado de agua de lavagem (Can, 2014).
Se ndo forem tratados, estes residuos acabam por causar odor e a contaminacéo dos solos,
representado um problema sério para a inddstria alimentar (Mamma et al, 2008; Torrado
etal., 2011).

A gquantidade total de hidratos de carbono nas cascas de laranja varia entre 29 e
44%, sendo os principais a glucose, a frutose e a sacarose. Os hidratos de carbono soluveis
e insolUveis sdo 0s constituintes mais abundantes nas cascas e 0s de maior interesse do

ponto de vista biotecnoldgico e econémico (Torrado et al., 2001; Emaby et al., 2014)).

O licor é um subproduto, resultante da moagem das cascas de laranja. Devido a
grande quantidade de compostos fendlicos naturais com capacidades oxidativas, este
produto acaba por ser um subproduto com interesse comercial (Aravantinos-Zafiris et al.,
1994).

Da evaporacdo do licor resulta o0 melago, um subproduto que apresenta um teor
total de acUcares de 26%. Devido ao seu teor de agUcares este composto € normalmente

incorporado em ragOes animais (Aravantinos-Zafiris et al., 1994; Mamma et al., 2015).

Neste trabalho os subprodutos testados foram as cascas de laranja, recolhidas
numa fabrica de sumo de laranja de Espanha e o licor, 0 melago (com conservante e sem
conservante) e a agua de lavagem, recolhidas na fabrica de producao de sumo de laranja

Lara, situada no Algarve, Portugal.
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2.5.4 Industria de papel - Portugal

Na industria do papel os processos utilizados para a obtengdo do produto final
podem ser divididos em dois grupos. O primeiro grupo corresponde ao conjunto de
processos que levam a formacdo de uma pasta a partir da madeira enquanto, do segundo

grupo, fazem parte os processos de transformacéo da pasta em papel (Monte et al., 2009).

Os diferentes processos utilizados resultam na formacédo de residuos solidos e
lamas. Regra geral os residuos sélidos resultantes da producdo de pasta sdo humidos e
contém alguns compostos organicos provenientes da madeira ou de fibras de papel
reciclado. A composicdo das lamas depende do tipo de operagdes utlizadas no processo
(Bloemhof-Ruwaard et al., 1996; Monte et al., 2009).

Resumidamente, no processo de obtengdo de pasta geram-se dois efluentes, um
alcalino e um &cido, que sdo misturados para tratamentos: um tratamento primario, por
acdao quimica, permitindo a remocdo dos solidos totais suspensos e um tratamento
secundario, por via bioldgica, que leva a oxidacdo da matéria organica. Na producao de
papel a partir de pasta o efluente gerado é alcalino e sofre tratamento secundario
(Chelliapan et al., 2012).

Para este trabalho foram recolhidos numa fabrica de papel em Portugal quatro
efluentes diferentes. Nos processos de obtencdo de pasta foram recolhidos dois efluentes,
um antes dos tratamentos primarios e outro apés estes tratamentos. O efluente oriundo da
producdo de papel foi recolhido depois de misturado com o efluente alcalino da fabrica
de pasta para neutralizacdo do pH. Foi ainda recolhido o efluente final que é composto

por todos os efluentes depois dos tratamentos primarios e secundarios.
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2.5.5 Industria de pinhédo - Espanha

A producdo mundial de pinhdo aumentou 84% no periodo de 2004 a 2014
produzindo-se um total de 39.950 toneladas no final de 2014. Este aumento deveu-se
principalmente ao aumento de producdo na China, passando a ser o maior produtor
mundial no final de 2014. Na Europa o pinhdo é produzido principalmente na regido do
mediterraneo, onde Espanha e Portugal sdo os maiores produtores (International
Nut&Dried Fruit, 2015).

A vila de Pedrajas de San Sebastian, situada 32 km a sul de Valladolid, é a maior
produtora de pinhdes em Espanha. Nesta pequena vila existem cerca de 50 pequenas
empresas, de cariz familiar e 3 a 4 empresas de média dimens&o ligadas a producéo deste

produto.

A producdo de grandes quantidades de pinhdo gera grandes quantidades de
residuos, tais como as cascas dos pinhdes. O elevado valor nutricional (ex.: minerais
essenciais, vitaminas, acidos gordos insaturados) e a disponibilidade destes residuos

fazem deles uma potencial fonte de carbono importante para as BSR.

Neste trabalho foram testados fragmentos de pinhas de pinheiro bravo (Pinus
pinaster Aiton) e de Pinheiro Manso (Pinus pinea L.), as quais se chamou pinhas 1 e
pinhas 2, respetivamente e cascas de pinhdo de pinheiro manso, todos provenientes da

regido de Valladolid, Espanha.

2.5.6 Estacdo de Tratamento de Aguas residuais (ETAR) da aldeia de S&0 Domingos
— Portugal

Situada no perimetro da Mina de Sdo Domingos no conselho de Mértola (Beja),
esta estacdo de tratamento de &guas residuais é formada por 3 lagoas de tratamento. A
agua residual proveniente da rede publica entra na estacao de tratamento através da lagoa
1 onde fica em decantacdo. De seguida passa para a lagoa 2 onde ha sistemas de
arejamento que promovem a diminuicdo da carga organica por oxidagdo. Por fim a agua
é transferida para a lagoa 3 para uma nova decantacéo, e daqui as lamas sdo bombeadas

para tanques de secagem.
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Na lagoa 1, a 4gua ainda ndo sofreu nenhum tratamento quimico ou biolégico,
encontrando-se nas condi¢Bes mais proximas as existentes na rede publica e como tal a
sua carga organica € maior. Tendo isso em consideracdo, foi recolhida um amostra dessa

lagoa para se testar a sua eficiéncia como possivel fonte de carbono para as BSR.

2.6 Linhas gerais do trabalho realizado

A Caréncia Quimica de Oxigénio (CQO) é um parametro importante em experiéncias
com BSR uma vez que mede indiretamente a quantidade de compostos organicos na agua
e é geralmente analisada em funcdo da quantidade de sulfato dissolvido pela relagédo
CQO/SO4* (Vela et al., 2002; Neculita & Zagury, 2008). Segundo Greben et al. (2000)
os valores tedricos da relagdo CQO/SO4* ideais para o crescimento de BSR em DAM
variam entre 0.5 e 0.67, quando o sulfato é reduzido a enxofre e sulfureto, respetivamente.
Vela et al. (2002) verificou que efluentes com valores de racio de 0.67 sdo indicadores
que a quantidade sulfato existente é suficiente para remover a matéria organica, por via
de reducdo do sulfato. Este valor foi calculado assumindo que todo o CQO pode ser
consumido pelas BSR (Vela et al., 2002). Os valores normalmente observados variam
entre 0.7 e 1.5 (Wolicka & Borkowski, 2009). Valores acima de 1.5 tornam-se toxicos
para as BSR porque favorecem o crescimento de bactérias metanogénicas (Vela et al.,
2002; Wolicka & Borkowski, 2009). Sendo assim os valores de racio sao importantes
para favorecer o crescimento de BSR em detrimento das metanogénicas.

Tendo em conta este facto analisou-se as concentragdes de CQO e de sulfato (S04
de cada um dos subprodutos/efluentes provenientes das industrias referidas nas secoes
anteriores, permitindo determinar quais as dilui¢des a fazer de forma a garantir racios

ideais para as BSR.

Os subprodutos/efluentes foram testados em meio Postgate B (adequado ao
crescimento de BSR), substituindo o lactato de sddio. Tendo isto em conta, 0s racios
deveriam situar-se, de preferéncia, o mais proximo possivel do valor do racio CQO/SO4*

no meio Postgate B original (1.5).

Os subprodutos/efluentes que permitiram boa atividade das BSR (producéo de sulfureto

e consumo de sulfato) foram posteriormente testados na bioremediacdo de efluentes
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contaminados com metais pesados (DAM de Sdo Domingos e vertido de zincado). Na

figura 2.6 esté representado um resumo do trabalho realizado ao longo deste estégio.

racios CQO/S0O,% préximos de 1,5

Caracterizacdo inicial dos subprodutos/efluentes a testar,
permitindo determinar as diluicdes a fazer procurando obter

v

Industria de agucar: Carbocal®;

Lagar de Azeite: Aguas Rucas (decantadas e ndo
decantadas;

Induastrias de sumo de laranja : Melago (com e
sem conservante); Licor; Agua de Lavagem;
Cascas de laranja;

Industria do papel (efluentes): Pasta (alcalino e
mistura alcalino e acido); Papel; Final;

Indastrias de pinhdo: Pinhas 1 (Pinus pinaster
Aiton) e 2 (Pinus pinea L); Cascas de Pinhdo;
ETAR da aldeia de S30 Domingos — Agua da Lagoa
1.

Teste com

subprodutos/efluentes em meio
Postgate B modificado (sem
lactato de sédio) com 10% (m/v)
de residuos de calcite

BSR dos

A

Indastria de agucar: Carbocal®;
Lagar de Azeite: Aguas Rucgas
(n3o decantadas).

Bioremediacdo:

Testes de remediag¢do de
efluentes contaminados metais
pesados, com BSR, utilizando os
subprodutos/efluentes

selecionados

* Indastria de agucar:

Carbocal®.

pH de
contaminados
pesados

Remediacdo quimica:
Testes de neutralizacdo do

efluentes
com metais

 DAM de Sdo Domingos;
* Vertido de zincado.

Caracterizacao dos
contaminados com
pesados

efluentes
metais

Figura 2.6 — Esquema representativo do trabalho realizado.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Preparacéo do Indculo

A comunidade de bactérias sulfato-redutoras (BSR), utilizadas neste trabalho, foi
obtida a partir de uma amostra de lama recolhida na estacdo de tratamento de aguas
residuais Faro-Olh&o e enriquecida em meio Postgate E sem agar (tabela 3.1) (Postgate,
1966). Para garantir que, no inicio do ensaio, o indculo utilizado se encontrasse nas
melhores condi¢es, reinoculou-se 1% (v/v) em meio Postgate B original (tabela 3.1),
deixando-se a crescer durante uma semana. O crescimento do inoculo ocorreu a
temperatura ambiente e em anaerobiose. Para tal, adicionou-se cerca de 10 ml de parafina
liquida estéril selando-se o frasco de seguida.

Tabela 3.1- Composig¢des dos diferentes meios Postgate. As concentragdes dos compostos estdo
expressas em g/L. (Postgate,1966).

Composto quimico Meio Meio Meio
Postgate E Postgate B Postgate B

Original modificado
KH2PO4 0.50 0.50 0.50
NH4CI 1.00 1.00 1.00
CaCl2.6 H20 1.00 - -
MgCl..7H20 2.00 - -
CaS0q - 1.00 1.00
Extrato de levedura 1.00 1.00 1.00
MgSQO4.7H20 - 1.20 1.20
Lactato de sddio 3.50 3.5 -
Acido Ascorbico 0.10 0.10 0.10
Acido Tioglicélico 0.10 0.10 0.10
FeSO4.7H20 0.50 0.50 0.50
Agar 15.00 - -
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3.2 Testes de selecdo de subprodutos/efluentes de baixo custo como
possiveis fonte de carbono para o crescimento de BSR

Delineamento experimental

Dado que a fonte de carbono é essencial para o crescimento e atividade das BSR
e a quantidade adicionada vai influenciar os valores do racio CQO/SO4* (Vela et al.,
2002; Patidar & Tare, 2006; Das et al. 2009;), antes do ensaio mediu-se a concentragdo
de sulfatos e a CQO dos diferentes subprodutos/efluentes a testar (tabela 3.2), de forma a
saber que diluicBes destes poderiam garantir racios CQO/SO4?* adequados para as BSR.
Os récios deveriam situar-se, de preferéncia, 0 mais préximo possivel do valor do racio
CQO/SOs* no meio Postgate B original (1.5). Decidiu-se testar para a maioria dos
subprodutos/efluentes, mais duas diluicdes, para além da diluicdo que garantia um valor
mais préximo de 1.5. Estas dilui¢des adicionais permitiram assim analisar, ao longo do
ensaio, se as diferengas no racio se traduziam em diferencas significativas na atividade
das BSR.

O ensaio foi realizado, a temperatura ambiente, em frascos batch de 100 mL e 250
ml, onde foram adicionados previamente 10% (m/v) de residuos de calcite em p6 (figura
3.1A), funcionando como agente neutralizador do pH. Cada uma das dilui¢es dos varios
subprodutos/efluentes (figura 3.1B e 3.1C) foi testada com 10% (v/v) de inéculo duma
cultura de BSR em meio Postgate B modificado por substituicdo do lactato pela fonte de

carbono a testar.

As condicdes de anaerobiose foram conseguidas acrescentando cerca de 10 mL de

parafina liquida estéril e selando os frascos.

O controlo negativo foi efetuado no mesmo meio mas sem qualquer fonte de
carbono adicionada e o controlo positivo foi feito em meio Postgate B original (tabela
3.1).

Cada uma das dilui¢cbes em estudo foi realizada em duplicado (figura 3.1D).
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Tabela 3.2 — Subprodutos/efluentes testados como fontes de carbono de baixo custo para as BSR.

Inddstria Subproduto/Efluente

Industria do agucar - Espanha Carbocal®

Lagar de azeite - Portugal Aguas rucas (ndo decantadas e
decantadas)

Inddstria de sumo de laranja - Portugal | Melaco (com conservante e sem
conservante); Licor; Agua de lavagem

Inddstria de papel - Portugal Efluentes: da fabrica de pasta (alcalino e
mistura de alcalino e acido); da fabrica de
papel e final

Industria de sumo de laranja - Espanha | Cascas de laranja

Industria de pinhao - Espanha Pinhas (1 e 2); Casca de pinhdo

ETAR da aldeia de S& Domingos - | Aguada Lagoa 1

Portugal

Figura 3.1 - (A) - Frascos de 250 ml com calcite; (B) e (C) - Alguns dos subprodutos
testados; (D) - Ensaio de selecdo das fontes de carbono alternativas para o crescimento de
BSR.

Monitorizacgéo

No decorrer deste ensaio foram avaliados semanalmente, 0s seguintes parametros:
sulfureto, sulfato, potencial redox (Eh) e pH. Para tal, foram recolhidas amostras (~5mL)
com uma seringa a partir do topo dos frascos, sem homogeneizacdo da amostra, sendo

estes parametros analisados de imediato.
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3.3 Efluentes contaminados com metais pesados utilizados nos testes
de remediacao

Como resultado da intensa atividade industrial e mineira s&o gerados grandes
quantidades de efluentes contaminados com metais (Wei-ting et al., 2014). Os efluentes
utilizados, neste trabalho, nos testes de remediacdo foram a DAM de Sdo Domingos e 0

vertido de zincado.

Costa & Duarte (2005) caracterizaram a DAM de S&o Domingos como sendo um
efluente com pH baixo e elevadas concentracdes de sulfato, ferro, cobre e zinco, por isso

monitorizou-se 0 comportamento destes elementos ao longo dos testes.

O vertido de zincado é um efluente proveniente da industria da galvanizagdo. Em
regra, este tipo de efluentes apresentam valor de pH baixo e elevadas concentracdes de
zinco e ferro. O zinco é o elemento em maior concentracdo, seguido do ferro. S&o
constituidos ainda por cddmio, cobalto, cromio, niquel, cobre e boro em concentragdes
muito pequenas (Tahir & Rauf, 2004). Como as concentrag¢fes destes metais no efluente

sdo muito pequenas analisou-se apenas as concentracdes de ferro e zinco.

A caracterizagcdo dos principais constituintes destes efluentes encontra-se na
tabela 3.3.

Tabela 3.3 — Caracterizagdo dos principais constituintes da DAM e do vertido de zincado.

DAM de S&do Domingos Vertido de zincado
pH (Escala de Sorensen) 2.48 2.06
SO42 (mg/L) 1848 16
Fe (mg/L) 44.70 97.88
Cu (mg/L) 22.80 -
Zn (mg/L) 30.08 381.25
B (mg/L) - 2.25
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3.4 Testes de remediacéo de efluentes contaminados com metais
pesados

3.4.1 Carbocal® como agente neutralizador do pH dos efluentes contaminados
com metais pesados

Delineamento experimental

Sendo ja conhecidas as capacidades do Carbocal® como agente neutralizador do
pH em solos agricolas acidos (Garcia-Zamarrefio, 2013), foram testadas varias
percentagens (m/v) do mesmo no vertido de zincado e na DAM de Sdo Domingos,

monitorizando-se 0 seu comportamento durante 10 dias.

Os testes foram realizados em falcons de 50 ml, a temperatura ambiente, onde o
Carbocal® seco foi misturado a cada um dos efluentes a tratar, fazendo-se a
homogeneizacdo das misturas por agitacdo, apenas no inicio da experiéncia. As
percentagens testadas foram: 0.1; 1; 5; 10; 15 e 20 % (m/v). Cada uma destas percentagens

foi testada em triplicado.

Monitorizacéo

Durante 10 dias o pH e o potencial redox (Eh) foram monitorizados. No inicio e
no fim do ensaio foram recolhidas amostras (~10 ml) para analise das concentracdes de
zinco, ferro e boro no vertido de zincado e das concentracdes de zinco, ferro e cobre na
DAM de Sdo Domingos.

3.4.2 Carbocal® como fonte de carbono para as BSR no tratamento de vertido
de zincado e de DAM de Sdo Domingos

Delineamento Experimental

Os resultados dos testes de neutralizacdo serviram como base para este ensaio,
uma vez que permitiram selecionar quais as percentagens de Carbocal® a testar, agora
como fonte de carbono, de acordo com o seu comportamento na neutralizagdo do pH dos

efluentes. Os ensaios foram realizados em frascos batch de 100 ml, a temperatura
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ambiente, onde foi testado 1;10 e 20 % (m/v) de Carbocal® em vertido de zincado e DAM

de Sdo Domingos (figura 3.2).

Para cada uma das percentagens de Carbocal® foi testado, nos dois ensaios, um
controlo negativo, sem in6culo de BSR. Os controlos positivos dos dois ensaios so iguais
e consistem na repeticdo da melhor diluicdo de Carbocal® observada na fase de selegéo
de subprodutos/efluentes: meio Postgate B modificado com 10% (m/v) de Carbocal®. A
cada um dos testes e ao controlo positivo foram adicionados 5% (v/v) de indculo de BSR.
As condicdes de anaerobiose foram garantidas atraves da adicdo de cerca de 10 ml
parafina liquida estéril e selando os frascos. As diferentes condi¢bes foram testadas em
triplicado (figura 3.2).

Figura 3.2- (A) - Ensaio de Carbocal® com DAM S&o Domingos; (B) - Ensaio de Carbocal®
com vertido de zincado.

Monitorizacgéo

Semanalmente foram recolhidas amostras (~10ml) sem agitacdo, com uma seringa
através do topo dos frascos, sendo analisadas, as concentrac@es de sulfuretos e sulfatos,
o pH e o potencial redox (Eh). Por fim, as amostras foram acidificadas com acido nitrico

65% até pH <2, para posterior analise dos metais.
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3.4.3 Aguas rucas como fonte de carbono, para as BSR, no tratamento de DAM
de S&o Domingos, na presenca de calcite

Delineamento experimental

A DAM de S&o Domingos é caracterizada por valores de pH perto de 2 (Costa e
Duarte, 2005). Assim, ao se juntar com as aguas rucas (pH 3-5.9 (Tsagaraki et al., 2007)),
o valor de pH continua acido e abaixo dos valores ideais (5-9) para o crescimento de BSR
(Elliott et al., 1998).

Sendo assim e conhecidas as capacidades do calcario (CaCO3) em atuar como
agente neutralizador em aguas acidas de minas (Cravotta Il & Trahan, 1999; Zagury et
al., 2006; Teclu & Wallis, 2009), decidiu-se neutralizar overnight a DAM de S&o
Domingos com rochas calcérias (tamanho de grdo de 0.5 a 1.5 cm). O racio de rochas

calcarias em volume de DAM foi de 1 kg/L.

Neste ensaio utilizaram-se aguas rucgas ndo decantadas e diluidas 1:5 e 1:10 em
DAM de Sdo Domingos com 5% (m/v) de indculo de BSR.

O ensaio foi realizado em frascos batch de 100 ml, a temperatura ambiente, e em
condicGes de anaerobiose, com 10% (m/v) de residuo de calcite em pd, ja anteriormente
testado para tamponizacéao de culturas de BSR (Barros et al., 2009).

Para o controlo negativo, sem inéculo de BSR, utilizaram-se &guas rugas
centrifugadas (4000 rpm durante 5 minutos, a temperatura ambiente) e diluidas 1:5 em
DAM de Sdo Domingos

Cada uma destes testes foi realizado em triplicado.

Monitorizacéo

Durante este ensaio foram recolhidos semanalmente cerca de 10 ml de amostra
com uma seringa, sem agitacdo, atraves do topo do frasco, analisando-se a concentragdo

de sulfureto e sulfato e os valores de pH e potencial redox (Eh).

A restante quantidade de amostra foi acidificada com &cido nitrico a 65%, para

posterior analise da concentracdo de metais
A concentragdo de fenodis foi analisada no inicio e no fim do ensaio.
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3.4.4 Aguas rucas como fonte de carbono, para as BSR, no tratamento de
vertido de zincado e de DAM de Sdo Domingos, na auséncia de calcite

Delineamento experimental

Neste ensaio utilizaram-se aguas rucas ndo decantadas e diluidas 1:5 em DAM de

Sdo Domingos e em vertido de zincado com 5% (v/v) de in6culo de BSR.

Os efluentes foram previamente neutralizados, overnight, com rochas calcarias

(tamanho de gréo de 0.5 a 1.5 cm) num récio de 1 kg/L.

O ensaio foi realizado em frascos batch de 100 ml, a temperatura ambiente e em

condigdes de anaerobiose.

Para cada um dos efluentes em estudo foi feito um controlo negativo, sem inoculo
de BSR.

O Controlo positivo foi feito com meio Postgate B no qual se substituiu o lactato

de sodio por aguas rugas.

Cada uma destas condigdes foi testada em triplicado (figura 3.3).

Figura 3.3 (A) -Inicio do ensaio de aguas rucas no tratamento de DAM e vertido
de zincado; (B) — Final do ensaio de aguas rucas no tratamento de DAM e vertido
de zincado.
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Monitorizacéo
Durante este ensaio foram recolhidos semanalmente cerca de 10 ml de amostra
com uma seringa, sem agitacdo, atraves do topo do frasco, analisando-se a concentracdo

de sulfuretos e sulfatos e os valores de pH e potencial redox (Eh).

A restante quantidade de amostra foi acidificada com &cido nitrico 65%, para

posterior analise da concentracdo de metais.

A concentracdo de fenois foi analisada no inicio e no fim do ensaio.

3.5 Métodos analiticos

3.5.1 Concentrac0es de sulfureto e sulfato

As concentragbes de sulfureto e sulfato foram determinadas utilizando um
espectrofotometro de UV-Visivel (DR 2800, Hach-Lange). A concentracao de sulfuretos
foi determinada pelo método azul-de-metileno (665nm, Hach-Lanche), enquanto a

concentracédo de sulfatos foi obtida, a 450 nm, pelo método sulfaVer4 (Hach-Lange).

3.5.2 Valoresde EhepH
O Eh e o pH foram determinados usando o potenciometro pH/Eh Meter (GPL 21,
Crison).
3.5.3 Valores de Caréncia Quimica de Oxigenio (CQO)

Os valores foram obtidos utilizando o kit LCK 514 (Hach-Lange) no
espectrofotometro de UV-Visivel (DR 2800, Hach-Lange) a 605 nm.
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3.5.4 Concentracédo de azoto e fosforo

As concentracOes de azoto e fosforo, dos subprodutos testados como fonte de
carbono, foram obtidas utilizando os kits Nitrogen Total, Persulfate Digestion Method
(Method 10072, Hach-Lange) e Phosphorus Total, Molybdovanadate with Acid
Persulfate Digestion Method (Method 10127, Hach-Lange).

A leitura das concentracgdes foi feita em cuvettes de plastico, descartaveis de 1 ml
de amostra no espectrofotometro de UV-Visivel (DR 2800, Hach-Lange) a 410 nm.

3.5.5 Concentracdo de fenois

A concentracdo de fendis presentes nas aguas rucas ndo decantadas foi obtida
utilizando os kits LCK 345 (0.05-5 mg/L, Hach-Lange) e LCK 346 (5-200 mg/L, Hach-
Lange) no espectrofotometro de UV-Visivel (DR 2800, Hach-Lange) a 510 nm.

3.5.6 Concentracdo de metais

As concentracdes de Ferro, Cobre e Zinco foram determinadas por espectroscopia
de absor¢do atdmica de chama (EAA), usando um espectrofotometro modelo novAA 350

da Analyticjena.

3.5.7 Concentracgoes de boro

As concentragdes de boro foram analisadas por espectrometria de UV-Visivel a

410 nm, utilizando azometina-H como reagente colorimétrico.

A leitura dos valores foi feita em cuvettes descartaveis com 1 ml de amostra, no
espectrofotometro de UV-Visivel (DR 2800, Hach-Lange).
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4. Resultados e discussao

4.1 Selecdo de subprodutos industriais como possiveis fonte de
carbono para o crescimento de BSR

4.1.1 Caracterizacdo inicial dos subprodutos

Os valores obtidos na caracterizacdo inicial dos subprodutos testados encontram-

se na tabela 4.1. Estes, para além de permitirem determinar quais as diluicdes necessarias,

de forma a manter o racio CQO/SQ4 préximo dos valores considerados ideias (0.5-0.67)
para o crescimento de BSR (Greben et al., 2000; Vela et al., 2002; Carmen et al., 2008;

Neculita & Zagury, 2008), permitiram também analisar outros parametros essenciais ao

crescimento deste grupo bacteriano (pH, concentracdes de N e P). Os valores da

caracterizacdo dos subprodutos sélidos (Carbocal® e cascas de laranja), na tabela 4.1,

correspondem a valores da lixiviacdo, durante 24h, desses produtos para agua destilada.

Os subprodutos da industria de pinhdo (cascas de pinhdo, pinhas 1 e pinhas 2) ndo

foram caracterizados uma vez que sdo compostos maioritariamente por celulose, um

polimero de cadeia longa com uma estrutura compacta que os torna insolGveis em agua

(Kabir et al., 2012).

Tabela 4.1-Caracterizacdo inicial dos subprodutos (pH, [SO4*], COD, [N] total e [P] total).

CQO

SO4* N P
Subprodutos H
P P (Mg/L) | (mgou/L) | (ML) | (mg/L)
Industria de Acucar de beterraba -
Espanha
. 0 0
0
Cart_)ocal® 10% (m/v) em agua 9.58 9% 1118 (280%) (34%)
destilada
Carbocal® 1% (m/v) em agua 9.6 5 453 (23*) @3 (4)1*)
destilada ' '
Carbocal® 0.1% (m/v) em agua 0 0
' 9.63 3 189 (2.8*%) | (0.34*)

destilada

Lagar de azeite- Portugal
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SO4% CQO N P
Subprodutos H
P P (Mg/L) | (mgoz/L) | (MYL) | (mgiL)
Aguas rucas ndo decantadas 4.73 530 44800 2182 127
Aguas rucas decantadas 4.48 455 35900 2432 176

Melago — Sumo de laranja (com
conservante)

Melago - Sumo de laranja (sem
conservante)

Licor (resultante da moagem das
cascas de laranja com cal viva)

Agua de lavagem

4.20

5.35

4.03
6.46

675

985

265
410

724000

707000

150400
4440

43864

21364

3909
289

168

399

2659
0

destilada)

Agua da Lagoa 1 + calcite 10% (m/v)

7.65

60

462

Pasta - alcalino 9.35 824 1552 2.9 3.4
Pasta - alcalino e &cido 7.80 820 1026 3.5 9.5
Papel 7.31 154 328 6.5 0.5
Final 7.49 560 190 2.0 3.4
Industria de sumo de laranja —

Espanha

dC(;is?t??:d(;;e laranja - 1% (m/v em agua 358 1 829 nd. nd.
Cascas de laranja - 2% (m/v em agua 3.60 2 1461 nd. nd.

99.10

8.8

(*Valores calculados a partir dos dados fornecidos pela empresa produtora de Carbocal®; n.d.-néo

determinado).

O pH étimo para o crescimento das BSR situa-se entre 5-9 (Elliot et al., 1998) e

analisando os resultados apresentados na tabela 4.1 é possivel verificar que os efluentes

do lagar e os subprodutos das fabricas de sumo de laranja tem valores de pH baixo, sendo

por isso necessario neutraliza-los. Para isso utilizou-se pdé de calcite, um residuo

resultante da industria do marmore ja anteriormente testado para este fim (Barros et al.,

2009). Deste modo, e de forma a garantir que todos os produtos testados se encontravam

nas mesmas condicdes, adicionou-se calcite em todas as culturas.



Os melacos apresentaram valores de caréncia quimica de oxigénio muito altos,
sendo por isso necessario fazer diluigdes muito grandes de forma a manter os valores da
relagdo CQO/ SO4* abaixo de 1.5. Para valores acima de 1.5 a atividade das BSR é inibida
e em consorcio de bactérias, como o utilizado neste ensaio, valores de racio muito
elevados podem favorecer o crescimento de bactérias metanogénicas (Wolicka &
Borkowski, 2009).

O azoto, presente, nas proteinas, nos acidos nucleicos e nos cofatores que
controlam o metabolismo bacteriano e o fésforo, presente, no ADN e nos processos de
armazenamento e transferéncia de energia quimica, sdo muito importantes para o
crescimento das BSR. Tendo isto em consideragéo e sendo o objetivo destes ensaios testar
apenas a viabilidade dos produtos enquanto fontes de carbono, a concentracdo destes
elementos foi assegurada, ndo apenas pelas quantidades existentes nos subprodutos, mas
principalmente pelas quantidades (0.26 g/L de N e 0.35 g/L de P) existentes na
composi¢cdo do meio Postgate B modificado, cuja Unica alteracdo foi a supressdo do
lactato. Isto é importante principalmente no caso dos subprodutos/efluentes com baixa

concentracdo destes elementos como sdo o caso dos efluentes da fabrica de papel.

4.1.2 Caracterizacdo inicial dos subprodutos diluidos em meio Postgate
B modificado

Na tabela 4.2 encontram-se valores de concentracdo inicial dos meios usados nos

diversos ensaios. Estes valores foram analisados antes de se adicionar o indculo.

Os valores iniciais de pH (tabela 4.2) permitem ver o efeito da calcite na
neutralizacdo deste pardmetro, o qual foi particularmente importante no caso dos
subprodutos das fabricas de laranja onde o pH original, que se encontrava entre 3 € 6.5, e
subiu para valores entre 7 e 7.5.

A calcite (CaCOs3) € um composto quimico muito comum em rochas como o
marmore ou o calcéario. A sua dissolucdo leva a formagio do ido carbonato (COs%),
responsavel pela neutralizacdo do pH. Analisando os valores finais (tabela 4.3) verifica-
se que para todos os subprodutos/efluentes testados o pH ficou em valores ideias (5-9)
para o crescimento e atividade de BSR (Elliot et al., 1998; Cravotta Il & Trahan, 1999;
Barros et al., 2009). Nos subprodutos das fabricas de sumo de laranja, os valores médios

finais acabaram por diminuir um pouco, em relacdo ao valor inicial, principalmente no
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caso do licor, mas mantendo-se ainda dentro de valores recomendados para o crescimento
de BSR.

Relativamente aos valores iniciais de CQO (tabela 4.2) algumas das dilui¢bes
testadas permitiram obter racios CQO/SQO4% inferiores ou proximos de 0.5-0.67, valores
descritos na literatura como favoraveis as BSR (Greben et al, 2000; Vela et al., 2002;
Carmen et al., 2008; Neculita & Zagury, 2008). No entanto, para o licor da fabrica de
sumo de laranja, também se testou uma diluicdo (1:10) com um valor de CQO muito
superior. O valor muito alto de CQO do licor estd relacionado com o facto de este
subproduto ser produzido a partir da moagem das cascas de laranja que apresentam uma
grande quantidade de glucidos (Aravantinos-Zafiris et al., 1994; Torrado et al., 2001).

Tabela 4.2-Valores iniciais dos subprodutos diluidos em meio Postgate B modificado.

Valores iniciais

Subprodutos Diluigcdes em pH Potencial- cQo SO4* CQO/
meio Postgate B Eh (mv) (MgO/L) (mg/L) | [SO4*]
modificado 9%%2

Industria de Acucar de

beterraba - Espanha

Carbocal® 0.1% (m/v) 7.36 -176 1079 1476 0.73

1% (m/v) 8.07 -229 1240 1552 0.80
10% (m/v) 8.14 -197 1544 1589 0.97

Lagar de azeite - Portugal

Aguas rugas nio 1:24 7.34 60 461 1062 0.43

decantadas + calcite 10% 1:12 7.20 60 695 1044 0.67

(miv) 1:6 7.07 55 1142 1056 1.08

Aguas rucas decantadas 1:30 7.45 63 428 1053 0.41

+ calcite 10% (m/v) 1:15 7.43 57 627 998 0.63

1:5 7.00 59 1357 835 1.63

Melaco — Sumo de 1:400 7.58 23 384 932 0.41

laranja (com . 1:200 7.41 31 760 844 0.90

conservante) + calcite

10% (m/v) 1:100 7.37 80 1359 1037 131

Melago - Sumo de 1:400 7.63 53 448 1202 0.37

laranja (sem 1:200 7.57 64 741 1222 0.61

conservante) + calcite 1:100 7.30 57 1062 1190 0.89

10% (m/v)

Licor (resultante da 1:80 7.39 26 577 1254 0.46

moagem das cascas de 1:40 7.26 26 877 1256 0.70

laranja com cal viva) + ;

calcite 109 (m/v) 1:10 6.52 60 3475 1093 3.18
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Valores iniciais

Subprodutos Diluictes em pH Potencial- CQO SO4* CQO/

meio Postgate B Eh (mv) (MgO/L) (mg/L) | [SO+*]

modificado gz
Agua de lavagem + 1:5 7.37 81 349 935 0.37
calcite 10% im/vi
Pasta - alcalino + calcite 1:5 7.69 67 250 870 0.29
10% (m/v)
Pasta - alcalino e acido + 1:5 7.59 70 221 1001 0.22
calcite 10% (m/v)
Papel + calcite 10% 1:5 7.55 53 212 111 0.19
(m/v)
Final + calcite 10% (m/v) 1:5 7.69 65 223 933 0.24
Industria de sumo de
laranja — Espanha
Cascas de laranja + 1% (m/v) 7.31 42 963.50 1138.50 0.85
calcite 10% (m/v) 4% (m/v) 7.33 59 1146 1224 0.94

8% (m/v) 7.02 35 1320 1164 1.13

Industria de pinhéo -
Espanha
Pinhao + calcite 10% 10% (m/v) 7.14 27 877 951.50 0.92
(m/v)
Pinhas 1 + calcite 10% 10% (m/v) 6.95 26 981 1029 0.95
(m/v)
Pinhas 2 + calcite 10% 10% (m/v) 7.07 41 911.50 1007.50 0.90
(m/v)
Agua da Lagoa 1 + 1:2 7.44 44 1099 469 2.34
calcite 10% (m/v) 1:5 7.23 48 743 830 0.90

modificado + calcite 10%
(m/v) (controlo negativo)

6.64 184 4112 1442.00 2.85
Meio Postgate B
Meio Postgate B + calcite 7.07 183 4112 1664 2.47
10% (m/v)
Meio Postgate B 7.33 33 876 1089.50 0.80

Para a atividade e proliferacdo das BSR é essencial haver disponibilidade de

sulfato uma vez que é da reducdo deste a sulfureto que as bactérias desde grupo obtém
energia (Ex.: Muyzer & Stams, 2008; Teclu & Wallis, 2009).



Apesar das diferentes concentracdes de sulfato nos varios subprodutos testados
(tabela 4.1), as diluicbes com meio Postgate B modificado que tem na sua composi¢do
reagentes, tal como por exemplo 0 MgSOs4.7H20, permitiu aumentar a concentragéo de
sulfato para valores favoraveis as BSR. Onde foi mais visivel o aumento da concentragédo
de sulfato, ap6s a dilui¢do dos subprodutos neste meio, foi nas cascas de laranja, uma vez
que na caracterizagédo inicial deste subproduto (tabela 4.1), a sua concentracédo era de
apenas 1 mg/L e apos a sua diluicdo no meio, passou para cerca de 1200 mg/L (tabela
4.2). Os sulfatos existentes nas cascas de laranja podem vir possivelmente de adubos
aplicados. Um dos primeiros processos aplicados nas fabricas de producdo se sumo de
laranja é a lavagem dos frutos para eliminar alguma terra e vegetacdo provenientes da
colheita (Bates et al., 2001). Este processo provavelmente eliminou grande parte do

possivel sulfato.

4.1.3 Atividade das BSR com os subprodutos testados

A selecéo dos subprodutos, como potenciais fontes de carbono para o crescimento
e proliferacdo das BSR realizou-se nas condigdes descritas na sec¢do 3.2 dos materiais e
métodos, monitorizando-se a atividade destas bactérias. Os valores médios obtidos neste

ensaio estdo descritos nas tabelas 4.3 e 4.4.

Tabela 4.3- Valores finais de pH e Eh obtidos neste ensaio.

Valores finais
pH Potencial- Eh (mv)
Subprodutos Diluicbes em Média Desvio Meédia Desvio
meio Postgate B padrao padréo
modificado
Fabrica de Acucar de
beterraba -Espanha
Carbocal® 0.1% (m/v) 7.25 0.03 -58 6
1% (m/v) 7.85 0.02 -49 9
10% (m/v) 7.85 0.00 -418
Lagar de azeite
. . 1:24 7.40 0.04 -343 10
Aguas rucas nao
decantadas + calcite 10% 112 7.26 0.04 -352 6
(m/v) 1:6 7.28 0.06 -332 50
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Valores finais
pH Potencial- Eh (mv)
Subprodutos Diluicdes em Média Desvio Média Desvio
meio Postgate B padréo padréo
modificado
1:30 7.35 0.01 -295 53
Aguas rucas decantadas + -
calcite 10% (m/v) 1:15 7.47 0.11 -330 28
1:5 7.24 0.04 -325 38
1:400 7.01 0.01 -304 59
Melago — Sumo de laranja
calcite 10% (m/v) 1:100 6.39 0.06 2225 31
) 1:400 6.95 0.00 -303 57
Melaco - Sumo de laranja
(sem conservante) + calcite 1:200 6.84 0.08 -344 1
10% (m/v) 1:100 6.42 0.04 233 13
1:80 6.85 0.09 -225 53
Licor (resultante da
moagem das cascas de 1:40 6.50 0.11 -202 52
laranja com cal viva) +
calcite 10% (m/v) 1:10 5.94 0.08 -112 7
Agua de lavagem + calcite 1:5 7.30 0.08 -314 67
10% (m/v)
Pasta - alcalino + calcite 1:5 7.43 0.04 -93 23
10% (m/v)
Pasta - alcalino e 4cido + 1:5 7.41 0.01 -226 8
calcite 10% (m/v)
Papel + calcite 10% (m/v) 1:5 7.29 0.01 -209 181
Final + calcite 10% (m/v) 1:5 7.52 0.01 -49 14
Fabrica de sumo de laranja
— Espanha
1% (m/v) 7.26 0.08 -363 1
Cascas de laranja + calcite 4% (m/v) 6.21 0.04 -258 22
10% (m/v)
8% (m/v) 6.20 0.17 -110 12
Fabrica de pinhdo - Espanha
Pinh&o + calcite 10% 10% (m/v) 741 0.01 28 13
(m/v)
Pinhas 1 + calcite 10% 10% (m/v) 6.82 0.22 -78 4
(m/v)
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Valores finais
pH Potencial- Eh (mv)

Subprodutos Diluicdes em Média Desvio Média Desvio

meio Postgate B padréo padréo

modificado
Pinhas 2 + calcite 10% 10% (m/v) 7.19 0.11 -124 36
(m/v)
i _ 1:2 7.30 0.27 -197 133
Agua da Lagoa 1 + calcite
10% (m/v) 1:5 7.42 0.23 -251 175

[Controlos [ [ [ ]

Meio Postgate B 7.36 0.03 ~392 2
Meio Postgate B + calcite 7.27 0.03 -399 1
10% (m/v)
Meio Postgate B 7.57 0.10 -202 59
modificado + calcite 10%
(m/v) (controlo negativo)

A percentagem maxima de reducdo de sulfato e consequente producdo de
sulfureto sdo indicadores da atividade das BSR (Elliot et al., 1998; Muyzer & Stams, 2008;
Teclu & Wallis, 2009). De acordo com os resultados obtidos para estes parametros (tabela
4.4) é possivel verificar que na maioria dos subprodutos, pelo menos numa das diluigdes
testadas, a remocao do sulfato inicial foi superior a 50%. Isto apenas ndo aconteceu nos

subprodutos da fabrica de papel, no melago com conservante e no licor.

No teste com Carbocal® o aumento da quantidade deste subproduto levou a um
aumento da percentagem de remocdo de sulfato. Apenas no teste com 10% (m/v) a

percentagem de remocéo (53%) foi superior a 50%.

Nas culturas com aguas rucas as percentagens de reducdo de sulfato foram
praticamente iguais nos dois subprodutos (decantado e ndo decantado). Em todas as
diluicGes a percentagem de remoc&o foi superior a 50% e foi aumentando a medida que
a diluicdo ia sendo menor (maior quantidade de aguas rucas). Nas aguas rucas nédo

decantadas e diluidas 1:6 a reducdo foi de 95% e nas decantadas e diluidas 1:5 foi 93%.

Dos subprodutos da industria de sumo de laranja de Portugal apenas o melago sem

conservante nas diluigdes 1:400 e 1:200 e a agua de lavagem obtiveram percentagens de
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remocao superiores a 50%. No melago a maior percentagem foi na diluicdo 1:200 onde

68% do sulfato inicial foi removido. Na agua de lavagem a remocéo foi de 53%.

As cascas de laranja (provenientes de Espanha) nos testes com 1% (m/v) e 4%
(m/v) atingiram percentagens maximas de remoc¢do de sulfato muito proximas e
superiores a 50%. Ainda assim no teste com 4% (m/v) a percentagem de remocéo foi
ligeiramente superior, removendo-se 99% do sulfato inicial. No entanto isto apenas foi
constatado cerca de 3 meses depois do fim das monitorizacdes semanais, isto é 121 dias

depois do inoculo.

Os testes com agua da lagoa da ETAR de Sdo Domingos revelaram percentagens
de remocéo de sulfato muito préximas sendo essa percentagem maior na diluicdo 1:2.

Nesta diluicdo a remocao méaxima de sulfato foi 83.23%.

Nos efluentes da industria do papel a percentagem de reducéo de sulfato foi baixa

(inferior a 30%), atingindo a percentagem maxima no efluente da fabrica de papel.

Nas culturas onde se testou os subprodutos da industria de pinhdo como fonte de
carbono, a producdo de sulfureto foi muito baixa apesar das elevadas percentagens de
reducdo de sulfato (82% nas cascas de pinhdo e 99 e 97% nas pinhas 1 e 2
respetivamente). Tal como nos testes com cascas de laranja, estas percentagens de
reducdo de sulfato verificaram-se cerca de 3 meses depois do fim das monitorizac6es

semanais, ou seja 121 dias depois do indculo.

Apesar de na maioria dos subprodutos testados se ter verificado uma diminuigédo
do sulfato inicial superior a 50%, em grande parte deles essa reducdo ndo se traduziu
numa producdo significativa de sulfureto. Os subprodutos que apresentaram melhores
resultados tendo em conta a relacdo diminuicdo de sulfato e producdo de sulfureto
(sugerindo grande atividade de BSR) foram: o Carbocal® 10% (m/v), as &guas rucas nao
decantadas na diluicdo 1:6, aguas rucas decantadas diluidas 1:5, o melaco sem
conservante diluido 1:200 e a 4gua da lagoa 1 da ETAR de S&o Domingos nas dilui¢bes

1:2 e 1:5 como se pode verificar pelos resultados apresentados na tabela 4.4.
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Tabela 4.4- ConcentragGes maximas de sulfureto e percentagem maxima de reducédo de sulfato

obtidas neste ensaio.

Valores maximos obtidos
Max. [$%7] Percentagem Tempo | Tempo
(mg/L) maxima de parao | até
reducdo de SO4> | méax. de | atingir
(%) reducdo | 90 % do
Subprodutos Diluigoes Média | Desvio | Média | Desvio | de SO4* | max. de
em meio padréo padrdo | (dias) reducdo
Postgate B de SO4*
modificado (dias)
Fabrica de Acucar -
Espanha
Carbocal® 0.1% (m/v) 7.00 0.03 18 0.17 17 17
1% (m/v) 1.00 0.79 21 0.71 29 17
10% (m/v) | 195.00 | 2.07 53 1.48 40 26
Lagar de azeite
3 1:24 44.00 1.38 55 13.72 28 28
Aguas rucas nao
(m/v) 1:6 149.00 | 48.93 95 2.01 28 28
1:30 45.00 0.17 55 1.95 28 28
Aguas rugas decantadas 1:15 52.00 8.53 69 7.86 28 28
+ calcite 10% (m/v)
1:5 226.00 | 39.43 93 1.61 28 28
Melago — Sumo de 1:400 48.00 1.97 22 0.99 28 28
laranja (com _ 1:200 26.00 | 9.23 49 0.59 42 42
conservante) + calcite
10% (miv) 1:100 56.00 | 36.78 18 14.52 42 42
Melaco - Sumo de 1:400 49.00 10.04 51 3.06 28 28
laranja (sem _ 1:200 106.00 | 11.70 68 2.65 28 28
conservante) + calcite
10% (miv) 1:100 83.00 13.58 46 0.24 28 21
Licor (resultante da 1:80 21.00 | 27.46 37 0.79 28 21
moagem das cascas de
Agua de lavagem + 1:5 49.00 | 15.98 53 12.10 21 21
calcite 10% (m/v)
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Valores maximos obtidos

Max. [$27] Percentagem Tempo | Tempo
(mg/L) maxima de parao | até
reducdo de SOs> | méax. de | atingir
(%) reducdo | 90 % do
Subprodutos Diluicbes Média | Desvio | Média | Desvio | de SO4* | max. de
em meio padréo padrdo | (dias) reducdo
Postgate B de SO4*
modificado (dias)
Pasta - alcalino + calcite 1:5 4.00 1.34 11 4.63 21 21
10% (m/v)
Pasta - alcalino e &cido + 1:5 17.00 0.70 25 5.65 14 14
calcite 10% (m/v)
Papel + calcite 10% 1:5 31.00 1.58 29 1.78 14 14
(m/v)
Final + calcite 10% (m/v) 1:5 23.00 9.43 27 1.59 28 28
Fabrica de sumo de laranja
— Espanha
1% (m/v) | 106.00 | 44.71 91 8.70 121 -
Cascas de laranja + 4% (miv) | 9500 | 8.38 99 0.69 121 -
calcite 10% (m/v)
8% (m/v) 2.00 0.70 -16 12.64 121 -
Industria de pinhéo -
Espanha
Pinhao + calcite 10% 10% (m/v) 7.00 1.68 99 0.30 121 -
(m/v)
Pinhas 1 + calcite 10% 10% (m/v) | 21.00 0.50 82 1.24 121 -
(m/v)
Pinhas 2 + calcite 10% 10% (m/v) | 18.00 1.27 97 0.49 121 -
(m/v)

Agua da Lagoa 1 + calcite
10% (m/v)

1:2

153.20

60.29

82

28

28

1:5

218.36

16.29

81

28

28

modificado + calcite 10%
(m/v) (controlo negativo)

Meio Postgate B 279.00 | 22.56 85 0.52 14 7
Meio Postgate B + calcite 259.00 8.76 87 0.10 14 7
10% (m/v)

Meio Postgate B 9.00 4.57 25 9.80 28 28

Nas culturas com Carbocal® 10% (m/v) a méxima concentragdo de sulfureto

atingida foi de 195.00 mg/L e a maxima reducéo de sulfato foi de 53%. Apesar da boa
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producdo de sulfureto e da boa reducéo de sulfato estes valores sé foram obtidos ao fim

de 40 dias, como se pode observar nos gréficos da figura 4.1.

Nos ensaios com aguas rucas (figuras 4.2 e 4.3), apesar das percentagens
méaximas de reducdo de sulfato préximas (95% nas &guas rucas nao decantadas diluidas
1:6 e 93% nas decantadas diluidas 1:5), a produ¢do méaxima de sulfureto foi ligeiramente
diferente: maior nas decantadas diluidas 1:5 (226 mg/L) do que nas ndo decantadas
diluidas 1:6 (149 mg/L). O tempo necessario para a maxima reducao de sulfato foi igual
nos dois casos, 28 dias (tabela 4.4). No entanto, no ensaio com as aguas rucas decantadas
o valor de sulfato na primeira semana é baixo e depois sobe e volta a descer (Figura 4.3).
Isto sugere que &guas rucas decantadas devem ser mais ricas em compostos organicos que
podem ser diretamente utilizados pelas BSR enquanto as aguas rucas nao decantadas
devem ter mais compostos que s6 podem ser utilizados pelas BSR depois de sofrerem
alguma alteragdo por via metabolica ou quimica. Isto tem implicagBes em futuros testes
e numa eventual utilizacdo em reatores em continuo pois neste caso € importante o0s
compostos organicos serem rapidamente consumidos pelas BSR de forma a ser possivel

ter tempos de retencdo o mais pequenos possivel.

No melaco sem conservante diluido 1:200 (figura 4.4) a percentagem maxima de
reducdo de sulfato foi de 68%, o que correspondeu a uma producdo maxima de sulfureto
de 106 mg/L, ao fim de 28 dias (tabela 4.4). Os valores de producdo de sulfureto ficaram
assim préximos dos obtidos nas aguas rucas nao decantadas 1:6. Neste caso parece haver
duas fases de reducgéo de sulfato a sulfureto: uma na primeira semana e outra na quarta
semana. Isto pode ser indicativo de disponibilidade no melago de compostos organicos
diretamente consumidos pelas BSR e também de outros compostos que apenas podem ser

consumidos por estas bactérias depois duma alteracdo que ocorreu depois do 21° dia.

Na agua da lagoa 1 da ETAR de S&o Domingos (figuras 4.5 e 4.6) a producéo de
sulfureto foi maior na dilui¢éo 1:5 (218.36 mg/L) do que na dilui¢do 1:2 (153.20 mg/L).
A reducéo de sulfato ao fim de 28 dias (tabela 4.4) foi praticamente igual nos dois casos
(82.83% na diluicdo 1:2 e 80.80 na diluicdo 1:2).

Outro subproduto onde se verificou boa reducdo de sulfato e consequente
producdo de sulfureto foi nas cascas de laranja 1% e 4% (m/v). No entanto isso ndo
aconteceu no primeiro més de ensaio em que se fizeram analises semanais e sO foi
constatado quando se analisaram as culturas passados 121 dias. No teste com 1% (m/v) a
producdo méxima de sulfureto foi de 106.00 mg/L com uma percentagem de remog&o de
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sulfato de 91% ao fim de 121 dias. Contudo, 0 tempo necessario para se atingir esse valor
torna este produto pouco viével para reatores de fluxo continuo, j& que se trata de uma
fonte de carbono de utilizacdo lenta mais compativel com a utilizacdo de sistemas
passivos. O comportamento do teste com 4% (m/v) foi semelhante ao do teste com 1%
(m/v) ao nivel da producéo de sulfureto (95.00 mg/L), da percentagem de reducéo de
sulfato (99%) e do tempo necessario para essa reducdo (121 dias).

Tendo por base os resultados obtidos na primeira fase do trabalho (tabelas 4.3 e
4.4) escolheram-se os melhores subprodutos/efluentes como fontes de carbono para uso
das BSR para os testes de tratamento dos efluentes DAM de Sdo Domingos e vertido de
zincado: o Carbocal® 10% (m/v), as &guas rucas nao decantadas diluidas 1:6 e decantadas
1:5, 0 melago sem conservante na diluicdo 1:200 e o efluente da lagoa 1 da ETAR nas
diluicBes 1:2 e 1:5. Para estes subprodutos/efluentes apresenta-se de seguida a reducdo da
concentracdo de sulfato e producdo de sulfureto ao longo do tempo. Destes produtos

foram testados no ambito do trabalho para esta tese o Carbocal® e as dguas rucgas nao

decantadas.
—— [ Sulfureto | (mg/L) [ Sulfate | (mg/L) —#—pH —+—Potentcial - Eh (mV)
(A sop - 2500 (B) 10 500
2 400 2000 o 8 300
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Figura 4.1-Monitorizacao das concentracOes de sulfureto e sulfato (A) e dos valores de pH e Eh
(B) das culturas com Carbocal® 10% (m/v).
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Figura 4.2-Monitorizacdo das concentra¢des de sulfureto e sulfato (A) e dos valores de pH e Eh
(B) das culturas com aguas rugas ndo decantadas diluidas 1:6.
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Figura 4.3- Monitorizacdo das concentracGes de sulfureto e sulfato (A) e dos valores de pH e Eh
(B) das culturas com &guas rugas decantadas diluidas 1:5.
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Figura 4.4- Monitorizagdo das concentragdes de sulfureto e sulfato (A) e dos valores de pH e Eh
(B) das culturas com melago sem conservante diluido 1:200.
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Figura 4.5- Monitorizagdo das concentracGes de sulfureto e sulfato (A) e dos valores de pH e Eh
(B) das culturas com agua da Lagoa 1 da ETAR de Sdo Domingos diluida 1:2.
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Figura 4.6- Monitorizagdo das concentrac@es de sulfureto e sulfato (A) e dos valores de pH e Eh
(B) das culturas com &gua da Lagoa 1 da ETAR de Sdo Domingos diluida 1:5.

4.2 Testes de remediacado de metais

Os efluentes de DAM contaminados com metais pesados sdo uma das principais
fontes de contaminacdo ambiental. Estes efluentes apresentam por norma grandes
concentracdes de sulfato e de ides soliveis de metais pesados, sendo necessaria a
aplicacdo de processos de remediacdo eficientes e de baixo custo (Kieu et al., 2011; Wei-
ting et al., 2014).

A DAM de Sdo Domingos é caracterizada por um valor de pH baixo e elevadas
concentracgdes de sulfato, ferro, cobre e zinco (Costa & Duarte, 2005). As concentragdes
de sulfato e metais neste efluente encontram-se muito acima dos limites estabelecidos na
legislacdo portuguesa para aguas destinada a rega (Decreto-Lei n.o 236/98 de 1 de
Agosto) e a concentracdo de metais em particular pode afetar o crescimento e atividade
das BSR.

O vertido de zincado é um tipo de efluente industrial caracterizado principalmente
por valores baixos de pH, elevadas concentragGes de zinco, algum ferro, sulfato e boro
(Tahir & Rauf, 2004). Em termos de remediacdo utilizando BSR os principais desafios
sdo a elevada concentracdo de zinco, que pode ser toxico para estas bactérias e a baixa

concentracdo de sulfato, que pode também limitar o seu crescimento e atividade.

O boro em baixas concentracgdes € considerado um micronutriente importante para

muitas plantas e animais contudo em valores elevados torna-se toxico. A remogéo de boro
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€ um processo complexo e é feita normalmente recorrendo a processos fisico-quimicos

como a troca idnica, eletrodiélise e coagulacdo (Ezechi et al., 2014)

No efluente vertido de zincado utilizado neste trabalho as concentragdes de ferro
e zinco estdo muito acima dos limites estabelecidos na legislacdo portuguesa para aguas
destinada a rega (Decreto-Lei n.o 236/98 de 1 de Agosto). A concentracdo de boro ja se
encontra abaixo do valor maximo admissivel na legislacdo portuguesa nas dguas para rega
(Decreto-Lei n.o 236/98 de 1 de Agosto).

4.2.1 Carbocal® como agente neutralizador do pH

Antes de se avancgar para os testes com Carbocal® como fonte de carbono para
BSR na remediagdo de metais da DAM de Sdo Domingos e do vertido de zincado, fez-se
um estudo da capacidade deste produto para a neutralizacdo do pH destas aguas
contaminadas com metais uma vez que os valores de pH destes efluentes (DAM e vertido

de zincado, respetivamente) sdo incompativeis com o crescimento e atividade das BSR.

4211  Acéo do Carbocal® na neutralizacdo do pH do vertido de
zincado

Com esta experiencia (resultados resumidos na tabela 4.5) foi possivel verificar a
importancia da quantidade de Carbocal® na neutralizacédo do vertido de zincado ao longo
de 10 dias.

O pH foi aumentando com a quantidade de Carbocal® adicionada. No dia 1 nos
testes com 5, 10 15 e 20% (m/v) os valores de pH ja se encontravam acima de 6. Com 0
tempo os valores de pH foram aumentando por acdo do Carbocal® e ao fim de 10 dias
também no teste com 1% (m/v) o valor foi superior a 6. O aumento gradual das
concentracdes deste subproduto acabou por nédo se traduzir em grandes diferengas no
comportamento do pH do efluente nos testes com 10, 15 e 20% (m/v),ao fim de 10 dias
(tabela 4.5).
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Tabela 4.5- Valores de Eh e pH no inicio (dia 1) e no fim (dia 10) do ensaio de neutraliza¢do do
pH do vertido de zincado.

Média Desvio Média Desvio

padréo padréo

Eh (mV) 486.00 0.00 486.00 0.00
pH 2.06 0.00 2.01 0.00
Eh (mV) 460.00 8.29 370.67 29.89
pH 2.26 0.02 3.02 0.10
Eh (mV) 156.33 6.18 220.67 22.10
pH 5.55 0.28 6.82 0.02
Eh (mV) 121.00 3.74 183.33 2.87
pH 6.27 0.03 7.27 0.04
Eh (mV) 107.33 4.19 168.00 3.74
pH 6.36 0.06 7.44 0.03
Eh (mV) 91.67  4.92 154.67 0.94
pH 6.61 0.08 7.57 0.03
Eh (mV) 107.33 1.89 151.00 3.74
pH 6.66 0.09 7.69 0.04

A acdo do Carbocal® na neutralizacdo do pH do vertido de zincado levou a
precipitacdo de zinco e consequente diminuicdo da sua concentracdo em solucdo. A
concentracéo de zinco, metal em concentracdo mais elevada no vertido de zincado (~400
mg/L), diminuiu a medida que se aumentou a quantidade de Carbocal® (figura 4.7).
Apesar disso, considerando os valores médios, em nenhum caso o zinco foi removido na
sua totalidade, permanecendo em valores muito superiores aos admissiveis (10 mg/L) e
aos recomendados (2 mg/L) na legislacdo portuguesa para a dgua de rega (Decreto-Lei
n.0 236/98 de 1 de Agosto). No entanto, o efeito do Carbocal® levou a grandes variagoes
na concentragdo de zinco nos triplicados da experiéncia (ver barras de desvio padrao da
figura 4.7) e em alguns casos com 10, 15 e 20% (m/v), o zinco foi mesmo totalmente
removido. A principal raz&o para esta variagdo na concentracdo de zinco entre triplicados
estd relacionada com pequenas variagfes dos valores de pH nas condicdes testadas,
provavelmente devido a néo ter sido efetuada homogeneizacdo das misturas ao longo de
todo o ensaio. Nestes testes os valores de pH situam-se entre 6 e 8, gama na qual comeca
a ocorrer precipitacdo do metal em solucdo de acordo com estimativas obtidas pelo

software Medusa-Hydra (figura 4.8). Contudo a precipitacdo total ndo é repentina e
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pequenas variacdes nos valores de pH nesta gama alteram significativamente a
solubilidade do metal, condicionando que quantidade deste precipita ou permanece na

solucdo sob a forma de ido metélico (figura 4.8).

O ferro € o segundo elemento em maior concentracao neste efluente (~100 mg/L)
sendo removido praticamente na totalidade nos testes com 1% (m/v) ou mais de
Carbocal®. Este metal ficou em valores acima do valor maximo recomendado (5 mg/L)
da legislacdo portuguesa para a agua de rega (Decreto-Lei n.o 236/98 de 1 de Agosto) no
teste sem Carbocal® e no teste contendo 0.1%. Nestes dois casos o pH ficou abaixo de
3.5, valor a partir do qual comeca a ocorrer precipitacdo deste metal de acordo com os
dados do software Medusa-Hydra (Figura 4.9).

A concentracdo de boro no vertido de zincado (~2 mg/L) sofreu alteracOes
minimas com todas as quantidades de Carbocal® testadas, mantendo-se abaixo do valor
méaximo admissivel (3.75 mg/L) e acima do valor maximo recomendado (0.3 mg/L) na
legislacdo portuguesa para as aguas de rega (Decreto-Lei n.o 236/98 de 1 de Agosto). Os
valores de pH atingidos neste ensaio (0 mais alto foi 7.69 com 20% (m/v) de Carbocal®)

estdo na gama em que o Boro se mantém em solucdo (figura 4.10).

Concentracdo de metais no vertido de zincado
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Figura 4.7- Concentragcdo de metais no vertido de zincado por agdo do
Carbocal® ao fim de 10 dias.
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Figura 4.8-Diagrama que representa o balango quimico do zinco, elaborado através do
software Medusa-Hydra (Ignasi Puigdomenech, atualizado em 2015).
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Figura 4.9-Diagrama do balango quimico do ferro, elaborado atraves do software Medusa-Hydra
(Ignasi Puigdomenech, atualizado em 2015).
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Figura 4.10- Diagrama do balanco quimico do boro, elaborado através do software Medusa-
Hydra (Ignasi Puigdomenech, atualizado em 2015).
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4.2.1.2  Acéodo Carbocal® na neutralizacdo do pH da DAM de Séo
Domingos

No ensaio de neutralizacdo da DAM por agéo do Carbocal® os valores de pH e
Eh foram analisados durante 10 dias. Os valores iniciais e finais para as diferentes

quantidades de Carbocal® (%) estdo indicados na tabela 4.6.

Tal como no teste anterior de neutralizacdo do pH no vertido de zincado, neste
teste 0 aumento da quantidade de Carbocal®, traduziu-se num aumento dos valores de
pH, logo no dia 1 (tabela 4.6). A rapida acdo do Carbocal® na neutralizacdo do pH em
aguas acidas de mina vai de encontro ao estudado por Koschorreck et al. (2007) em que
apos a adicdo de um produto de composicao semelhante ao Carbocal® juntamente com
palha, formou-se uma camada de sedimentos neutros onde ocorreu reducdo de sulfato e

de ferro e precipitacdo de sulfuretos metalicos.

Os testes com 5 e 10% (m/v) acabaram por ter um comportamento semelhante,
apesar do pH inicial no teste com 5% (m/v) ter sido um pouco mais baixo. O mesmo

aconteceu com os testes com 15 e 20% (m/v).

Tabela 4.6- Valores de Eh e pH no inicio (dia 1) e no fim (dia 10) do ensaio de neutralizagdo do
pH de DAM de Sdo Domingos.

Média Desvio Média Desvio

padrdo padrdo
Eh (mV) 543.00 0.00 542.00 0.00
pH 2.45 0.00 2.57 0.00
Eh (mV) 407.67 28.55  414.67 8.18
pH 3.71 0.26 3.94 0.12
Eh (mV) 334.67 6.24 330.33 7.04
pH 6.24 0.09 6.86 0.06
Eh (mV) 308.33 3.68 305.33 4.99
pH 6.82 0.04 7.20 0.02
Eh (mV) 289.00 4.55 285.67 5.44
pH 7.13 0.01 7.27 0.02
Eh (mV) 273.00 2.94 264.67 6.24
pH 7.33 0.02 7.37 0.00
Eh (mV) 252.00 8.52 150.00 0.05
pH 7.37 0.10 7.40 4.55
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Tal como no teste com vertido de zincado, também no teste com DAM a alteragéo
do pH provocada pelo efeito de neutralizacdo do Carbocal® levou a alteracbes da

solubilidade dos metais e consequentemente a sua remocao por precipitacdo (figura4.11).

A diminuicdo da concentracdo de ferro ficou bem patente a medida que a
quantidade de Carbocal® aumentou, sendo que uma pequena adicdo deste subproduto
(0,1%) suficiente para aumentar o pH do efluente para valores perto de 4 e a concentragédo
deste metal baixar de 76 mg/L para 1.1 mg/L, ficando abaixo do valor maximo
recomendado (5 mg/L) na legislacdo portuguesa para a agua destinadas a rega (Decreto-
Lei n.0 236/98 de 1 de Agosto).

A concentracdo de zinco também diminuiu com o aumento da quantidade de
Carbocal®. No teste com 1% (m/v) a concentracdo ja se encontrava abaixo do limite
méaximo admissivel (10 mg/L) na legislacdo portuguesa para a dgua de rega (Decreto-Lei
n.o 236/98 de 1 de Agosto). A partir desta percentagem as concentragdes diminuiram para
valores inferiores ao valor maximo recomendado na legislacdo (Decreto-Lei n.o 236/98
de 1 de Agosto).

No caso do cobre, mais uma vez a concentracdo do metal diminui com o aumento
de Carbocal®. A partir de 1% de Carbocal® (m/v) o pH ficou acima de valores a partir
dos quais o cobre comeca a precipitar [aproximadamente 6.0 (figura 4.12)] e por isso a
concentracdo deste metal manteve-se abaixo do limite maximo admissivel (5 mg/L) na
legislacdo portuguesa para agua de rega (Decreto-Lei n.o 236/98 de 1 de Agosto). Apesar
disso, nesses casos (1% Carbocal® ou mais), 0 comportamento do cobre ao longo do
ensaio acabou por ser diferente do comportamento dos outros metais analisados, uma vez
que a sua concentracdo nem sempre diminuiu com o aumento da quantidade de
Carbocal®. No entanto, as variagdes na concentracdo deste metal sdo muito pequenas e

pouco significativas.

56



Concentracdo dos metais na DAM de Sdo

Domingos
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Figura 4.11- Concentragdo de metais na DAM de S&o Domingos por agdo do Carbocal® ao fim
de 10 dias.
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Figura 4.12- Diagrama do balango quimico do cobre, obtido com o software Medusa-Hydra
(Ignasi Puigdomenech, atualizado em 2015).

Pode entédo concluir-se que o Carbocal® é um bom agente neutralizador do pH,
tanto do vertido de zincado como da DAM de Sdo Domingos, o que lhe confere grande
potencial na remediacdo quimica de metais deste tipo de efluentes. O aumento do pH
provocado pela acdo deste subproduto levou a precipitacdo quimica dos metais dos
efluentes tendo estes sido removidos praticamente na sua totalidade, exceto no caso do
zinco do vertido de zincado, onde o zinco permaneceu em solucdo devido a sua

sensibilidade a pequenas diferencas de pH.
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4.2.2 Carbocal® como fonte de carbono para as BSR na remediacéo de
efluentes contaminados com metais pesados

Depois de confirmadas as capacidades do Carbocal® como fonte de carbono para
as BSR (tabelas 4.3 e 4.4 e figura 4.1) e como agente neutralizador do pH de efluentes
contaminados com metais (tabela 4.5) tentou-se testar estes dois aspetos em simultaneo
na remediagdo de metais do vertido de zincado e de DAM de Sdo Domingos com 0

objetivo de obter em simultdneo uma remocéo de metais e de sulfato.

4.22.1  Carbocal® como fonte de carbono para as BSR na
remediacao de vertido de zincado

Apesar do vertido de zincado ter uma baixa concentracdo de sulfato (16 mg/L), na
caracterizacdo inicial do Carbocal® em agua verificou-se que com 10% (m/v) deste
produto ha lixiviacdo de sulfato para uma concentracdo de 96 mg/L (Tabela 4.1), e num
trabalho anterior efetuado neste laboratorio testaram-se com sucesso culturas de BSR com

apenas 150 mg/L deste anido (Carlier et al., 2014).

Foram testadas diferentes quantidades de Carbocal® (1, 10 e 20%) e avaliou-se a
atividade das BSR e a remocao de zinco, metal em grande concentracdo neste efluente.

No teste com 1% (m/v) de Carbocal® (figura 4.13) os resultados em termos de
atividade das BSR (reducdo de sulfato e producéo de sulfureto) foram quase nulos, apesar
de se ter verificado uma lixiviacdo de sulfato que fez aumentar a sua concentracao até
132 mg/L nos primeiros 14 dias (figura 4.13). Quanto a remocdo de zinco, a sua
concentragdo baixou para valores proximos de 15% dos 358 mg/ iniciais, tanto no teste
com BSR como no controlo negativo (figura 4.14), o que € indicativo que esta remogéo

ocorreu por formagéo de precipitados devido ao aumento do pH.

No controlo negativo ja seria expectavel que ndo ocorresse producdo de sulfureto
devido a auséncia de inéculo. No entanto, como se trata de um produto ndo estéril com
residuos de beterraba, é possivel que tenha BSR provenientes dos solos onde a beterraba
é cultivada. Sabemos que na fabrica que forneceu o Carbocal® ha um reator alimentado
com a agua de lavagem das beterrabas para produzir metano mas que o metano por este

produzido ndo pode ser aproveitado por estar contaminado com sulfureto e num trabalho
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anterior confirmou-se por contagem do nimero mais provavel que as lamas desse reator

tém 36667 unidades formadoras de col6nias de BSR por ml (dados néo publicados).

Comparando as concentracOes finais de sulfato e zinco, no teste e no controlo
negativo com 1%, com os limites estabelecidos na legislagdo portuguesa para as 4guas de
rega (Decreto-Lei n.o 236/98 de 1 de Agosto), verificou-se que em ambos a concentragao
de sulfato (27 mg/L no teste e 33 mg/L no controlo negativo) ficou abaixo do valor
méaximo recomendado (575 mg/L) e a concentracdo de zinco (43 mg/L no teste e 62 mg/L
no controlo negativo) ficou muito acima do valor admissivel (10 mg/L) e do recomendado
(2 mg/L).
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Figura 4.13- Monitorizacao do teste de 1% (m/v) de Carbocal® em vertido de zincado com BSR:
(A) - Concentrages de sulfureto, de sulfato e de zinco ao longo do tempo; (B) - Valores de pH e
Eh ao longo do tempo.
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Figura 4.14- Monitorizacdo do controlo negativo de 1% (m/v) de Carbocal® em vertido de
zincado sem BSR: (A) - Concentragfes de sulfureto, de sulfato e de zinco ao longo do tempo; (B)
- Valores de pH e Eh ao longo do tempo.
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No ensaio com 10% (m/v) de carbocal (figuras 4.15 e 416) apesar da maior
quantidade de Carbocal® disponivel e da lixiviacdo de sulfato até valores entre 330 e 350
mg/L, ndo se verificou atividade das BSR, tal como havia acontecido no teste com 1%
(m/v). A producdo de sulfureto foi muito baixa e sé ao fim de 28 dias se verificou
consumo de sulfato (figura 4.15). A remocéo de zinco foi praticamente total (97-99%) no
teste e no controlo negativo (figura 4.16) indicando que a esta remogao ocorreu por

formacéo de precipitados devido ao aumento do pH.

As concentragdes finais de sulfato (62 mg/L no teste e 46 mg/L no controlo
negativo) no teste com 10% (m/v) de Carbocal® ficaram abaixo do valor méximo
recomendado (575 mg/L) na legislacdo portuguesa para as aguas de rega (Decreto-Lei n.o
236/98 de 1 de Agosto). No caso do zinco as concentracdes finais (2 mg/L no teste e 6
mg/L no controlo negativo) acabaram por ficar abaixo do valor maximo admissivel (10

mg/L) mas atingiram o valor méximo recomendado (2 mg/L).
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Figura 4.15- Monitorizagdo do teste de 10% (m/v) de Carbocal® em vertido de zincado com
BSR: (A) - Concentrages de sulfureto, de sulfato e de zinco ao longo do tempo; (B) - Valores de
pH e Eh ao longo do tempo.
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Figura 4.16- Monitorizacdo do controlo negativo de 10% (m/v) de Carbocal® em vertido de
zincado sem BSR: (A) - Concentrac@es de sulfureto, de sulfato e de zinco ao longo do tempo; (B)
- Valores de pH e Eh ao longo d tempo.
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Tal como se constatou nos testes com 1 e 10% (m/v) de Carbocal®, o teste com 20%
(m/v) deste produto também ndo revelou resultados positivos no que diz respeito a
atividade das BSR, apesar da concentracao de sulfato ter aumentado até valores acima de
500 mg/L. A producdo de sulfureto foi muito baixa e a concentracdo de sulfato, depois da

lixiviagdo manteve-se relativamente estavel ao longo do tempo (figura 4.17).

O comportamento do sulfato, ao fim de 7 dias, foi igual nas duas condi¢es testadas,
a concentracdo aumentou como resultado da lixiviacdo do Carbocal® para o meio. Os
valores finais de sulfato no teste (458 mg/L) e no controlo negativo (319 mg/L) ficaram
abaixo do valor méximo recomendado na legislacdo portuguesa para a agua de rega
(Decreto-Lei n.o 236/98 de 1 de Agosto).

No teste com 20% (m/v) Carbocal® o aumento da quantidade em relacdo ao
ensaio com 10% (m/v) deste produto teve uma pequena influéncia de uma décima no pH
inicial: 6.18 e 6.08, respetivamente. Contudo esta pequena diferenca foi suficiente para
que a concentracao inicial de zinco fosse de apenas 94.50 mg/L neste teste com 20% de

Carbocal®, enquanto tinha sido de 270 mg/L no teste de 10% (m/v).

O comportamento do zinco foi igual nas duas condi¢6es testadas (com e sem BSR)
(figuras 4.17 e 4.18), diminuindo ao longo do tempo, e comparando as suas concentracdes
finais com os limites na legislacdo portuguesa para a &gua de rega (Decreto-Lei n.o 236/98
de 1 de Agosto) verificou-se que no teste com BSR a concentracdo (1.7 mg/L) ficou
abaixo do valor maximo recomendado (2 mg/L) e no controlo negativo (sem BSR) (figura
4.18) a concentracdo (3.8 mg/L) ficou acima do valor maximo recomendado (2 mg/L)

mas ainda assim ficou abaixo do valor maximo admissivel (10 mg/L).
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Figura 4.17- Monitorizacdo do teste com 20% (m/v) de Carbocal® em vertido de zincado com
BSR: (A) - Concentragdes de sulfureto, de sulfato e de zinco ao longo do tempo; (B) - Valores de
pH e Eh ao longo do tempo.
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Figura 4.18- Monitorizagdo do controlo negativo de 20% (m/v) de Carbocal® em vertido de
zincado sem BSR: (A) - ConcentragOes de sulfureto, de sulfato e de zinco ao longo do tempo; (B)
- Valores de pH e Eh ao longo do tempo.

No controlo positivo, com Carbocal® em meio Postgate B sem lactato (figura
4.19) verificou-se atividade de BSR. Isto era expectadvel uma vez que as condicOes
testadas foram iguais as utlizadas na selecdo de produtos vidveis como fontes de carbono
para este grupo de bactérias e nas quais se tinham obtido bons resultados. A producédo
méaxima de sulfureto foi de 293.11 mg/L ao fim de 21 dias enquanto 0 consumo maximo
de sulfato ocorreu ao fim de 28 dias, terminando com uma concentracao de 185 mg/L.
Este controlo serviu principalmente para verificar se a fonte de carbono a ser testada

estava a ser utilizada pelas BSR.

O controlo com meio Postgate B original (figura 4.20) serviu para verificar se o
indculo utilizado neste ensaio tinha BSR vidveis. Sendo um meio favoravel ao seu
crescimento (Postgate, 1966), verificou-se grande atividade de BSR uma vez que ao fim
de 7 dias se atingiu a producdo méxima de sulfureto (414 mg/L) e ao fim de 14 dias o

sulfato ja tinha sido praticamente todo reduzido a sulfureto.
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Figura 4.19- Monitorizacdo do controlo positivo 10% (m/v) de Carbocal® em Postgate B
modificado com BSR: (A) - Concentra¢des de sulfureto e de sulfato ao longo do tempo; (B) -
Valores de pH e Eh ao longo do tempo.
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Figura 4.20- Monitorizagdo do controlo com Postgate B original com BSR: (A) - Concentracdes
de sulfureto e de sulfato ao longo do ensaio; (B) - Valores de pH e Eh ao longo do ensaio.

Os resultados destes controlos positivos (com Postgate B modificado e com
Postgate B original) permitiram verificar que tanto o inéculo como a fonte de carbono
(Carbocal®) estavam em condicdes favoraveis ao crescimento de BSR. Sendo assim, tudo
aponta para que o principal problema estivesse no efluente que se pretendeu tratar. Tendo
em conta que experiéncias efetuadas por outros autores revelaram que em efluentes com
concentragdes de zinco superiores a 260 mg/L a atividade das BSR é significativamente
inibida (Wei-ting et al., 2014), e que nos testes com 1% e 10% (m/v) de Carbocal®, as
concentragdes iniciais foram de 358 mg/L e 270 mg/L, respetivamente, este pode ter sido
o0 principal fator inibitorio da atividade das BSR. Este pode mesmo ter sido também o
fator que inibiu a proliferagdo de BSR no teste com 20% de Carbocal®, em que a
concentra¢do de zinco no inicio rondou os 100 mg/L, pois em trabalhos anteriores
verificou-se que foi este o limite de tolerancia a este metal para comunidades de BSR

63



provenientes de indculos semelhantes aos utilizados neste trabalho (dados néo

publicados).

4,222 Carbocal® como fonte de carbono para as BSR na
remediacdo de DAM de Sdo Domingos

A DAM de S&o Domingos é um efluente caracterizado por valores de pH baixo,

grandes concentracdes de sulfato, ferro, cobre e zinco (Costa e Duarte, 2005).

Conhecidas as capacidades do Carbocal® como agente neutralizador da DAM
(figura 4.11) e como fonte de carbono para a atividade das BSR (Figura 4.1) testou-se

estes dois aspetos em simultaneo.

Foram testadas diferentes quantidades de Carbocal® (1, 10 e 20%) e avaliou-se a

atividade das BSR e a remocao de sulfato, ferro, zinco e cobre do efluente.

No teste com 1% (m/v) de Carbocal® a atividade bioldgica parece ter sido minima
uma vez que a producdo de sulfureto foi muito pequena, atingindo o seu valor maximo
(6.87 mg/L) ao fim de 7 dias (figura 4.21).

O sulfato nas duas condicdes testadas (com e sem BSR) aumentou nos primeiros
14 dias, devido a lixiviagdo do Carbocal®, terminando, ao fim de 42 dias, em
concentragdes (1282 mg/L no teste com BSR e 1396 mg/L no controlo negativo), bem
superiores ao valor maximo recomendado na legislacdo portuguesa para a agua de rega
(Decreto-Lei n.o 236/98 de 1 de Agosto).

A remocéo de zinco e cobre no final da experiéncia foi praticamente total e igual
no teste e no controlo negativo (figuras 4.21 e 4.22), indicando que a formacdo de
precipitados devido ao aumento do pH teve um papel importante nesta remocéo. As
concentragdes finais de zinco (0.5 mg/L no teste e 1.9 mg/L no controlo negativo) ficaram
abaixo do valor maximo recomendado (2 mg/L) na legislacéo portuguesa para a agua de
rega (Decreto-Lei n.o 236/98 de 1 de Agosto).

No caso do cobre a concentracao final (0.1 mg/L) no teste com BSR ficou abaixo
do limite maximo recomendado (0.2 mg/L) na legislacéo portuguesa para a 4gua de rega
(Decreto-Lei n.o 236/98 de 1 de Agosto), enquanto no controlo negativo a concentracao
(1.72 mg/L) acabou por ser superior a esse valor mas ficando ainda assim abaixo do valor

maximo admissivel (5 mg/L).
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O aumento da concentracédo de ferro no teste com 1% (m/v) de Carbocal® e com
BSR est4 relacionado com o fato do Carbocal® ser um subproduto proveniente do
processamento de beterraba sacarina que tem residuos desta planta, a qual apresenta
elevados teores de ferro. Comparando a concentracdo final de ferro (6.5 mg/L) com os
limites para dgua de rega na legislacdo portuguesa (Decreto-Lei n.o 236/98 de 1 de
Agosto), que ndo refere limite maximo admissivel para este metal, verifica-se que esta
ficou acima do valor maximo recomendado (5 mg/L). Curiosamente, no controlo negativo
ndo houve aumento da concentracdo de ferro (0.3 mg/L), terminando abaixo do valor

maximo recomendado (5 mg/L).
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Figura 4.21-Monitorizacdo do teste de 1% (m/v) de Carbocal® em DAM de Sdo Domingos com
BSR: (A) - Concentracdes de sulfureto, de sulfato ao longo do tempo; (B) - Valores de pH e Eh

ao longo do tempo; (C) — Concentracdes de zinco, de ferro e de cobre ao longo do tempo
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Figura 4.22- Monitorizacdo do controlo negativo de 1% (m/v) de Carbocal® em DAM de Séo
Domingos sem BSR: (A) - Concentragfes de sulfureto, de sulfato ao longo do tempo; (B) -
Valores de pH e Eh ao longo do tempo; (C) — Concentrag¢fes de zinco, de ferro e de cobre ao
longo do tempo.
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Com 10% (m/v) de Carbocal® como fonte de carbono para as BSR na remediacgéo
de DAM também foi possivel verificar alguma producgéo de sulfureto, ainda que pequena,
indicando alguma atividade de BSR. A producdo maxima de sulfureto foi de 6.9 mg/L ao
fim de 28 dias (figura 4.23).

A maior remoc¢do de sulfato no teste, com BSR, quando comparado com o
controlo negativo € também outro indicador da atividade deste grupo bacteriano. Apesar
de ter sido maior no teste, o valor final, correspondeu apenas a uma reducao de cerca de
30% da concentracao inicial de sulfato. As concentraces finais de sulfato no teste (1349
mg/L) e no controlo negativo (1612 mg/L) ficaram ainda muito acima do valor méximo
recomendado (575 mg/L) na legislacdo portuguesa para a 4gua de rega (Decreto-Lei n.o
236/98 de 1 de Agosto).

A remocéo de zinco e cobre foi praticamente igual nas duas condigdes testada,
indicando que a precipitacdo dos metais ocorreu por acdo do pH (figuras 4.23 e 4.24). O
zinco foi removido praticamente na sua totalidade no teste e no controlo negativo, ficando
abaixo do valor maximo recomendado (2 mg/L) na legislacdo portuguesa para a &gua de
rega (Decreto-Lei n.o 236/98 de 1 de Agosto).

A concentracdo final de cobre no teste (0.1 mg/L) foi inferior ao valor maximo
recomendado (0.2 mg/L) enquanto no controlo negativo (1.05 mg/L) foi superior ao valor

maximo recomendado mas inferior ao valor maximo admissivel (5 mg/L).

Provavelmente devido a passagem de ferro dos residuos de beterraba do
Carbocal® para 0 meio, acabou por se registar em alguns dias um aumento da
concentracéo de ferro em solugdo. O aumento da concentragéo final de ferro em relacéo
ao valor inicial acabou por ndo ter influéncia em termos de cumprimento dos limites
legais para rega uma vez que a concentracdo final (1.2 mg/L) no teste e no controlo
negativo (1.7 mg/L) foi inferior ao valor maximo recomendado (5 mg/L) na legislacao
portuguesa para a agua de rega (Decreto-Lei n.o 236/98 de 1 de Agosto).
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Figura 4.23- Monitorizacdo do teste de 10% (m/v) de Carbocal® em DAM de S&o Domingos
com BSR: (A) - Concentragdes de sulfureto, de sulfato ao longo do tempo; (B) - Valores de pH e
Eh ao longo do tempo; (C) — Concentragdes de zinco, de ferro e de cobre ao longo do tempo.

—+—[ Sulfureto] (mg/L) —s—pH —e—Potencial - Eh (mV) —4=—[ Zinco ] (mg/L)
Sulfato ] (mg/L - Ferro] (mg/L
A) [ 1{mg/L) (8) 10 500 (©) [Ferro] (mg/L)
35 - 2500 8 -~ 300 [ Cobre ] (mg/L)
0
o3 P 2000 _ . 100 50
% 20 TR L1500 £ 3 S _ 40
2 15 1000 = 4 -100 = 30 -
3 10 m 2 -300 E 20
5 - 300 10 .
0 tt—p 0 0 T T -500 0 e
0 20 40 60 0 20 40 60 0 20 40 60
Tempo (dias) Tempo (dias) Tempo (dias)

Figura 4.24- Monitorizag&o do controlo negativo de 10% (m/v) de Carbocal® em DAM de Sao
Domingos sem BSR: (A) - Concentracdes de sulfureto, de sulfato ao longo do tempo; (B) -
Valores de pH e Eh ao longo do tempo; (C) — Concentragdes de zinco, de ferro e de cobre ao
longo do tempo.

De todas as percentagens de Carbocal® testadas (1%, 10% e 20%) como fonte de
carbono, para o tratamento da DAM de Sdo Domingos, a de 20% (m/v) foi a que
apresentou melhores resultados no que diz respeito a atividade das BSR. No teste com
20% (m/v) e com BSR (figura 4.25), atingiu-se uma producdo maxima de sulfureto de
24.3 mg/L, ao fim de 42 dias. No entanto, a remocao de sulfato em relagéo ao valor inicial,
foi de apenas cerca de 30%, ficando a concentracao final (1296 mg/L) muito acima do
valor maximo recomendado na legislacdo portuguesa par a dgua de rega (Decreto-Lei n.o
236/98 de 1 de Agosto). No controlo negativo (figura 4.26) a concentracdo final (1742

mg/L) também ficou acima desse valor.

A remocéo de metais no teste de 20% (m/V) com BSR pode ter ocorrido por duas
vias: pela producéo de sulfureto e consequente precipitacdo dos metais sob a forma de

sulfureto metélico (Kieu et al, 2011; Viggi et al, 2009) e através do aumento do pH,
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causando a sua precipitacdo como hidroxidos e consequente remogédo (Lee e Saunders,
2003). Assumindo que ao fim de 7 dias, altura de maior decréscimo da concentracao de
metais em solucédo, todo o sulfato consumido (113 mg/L) originou sulfureto, ter-se-ia

produzido 38 mg/L deste ido (eq. 5).

No mesmo periodo de tempo (7 dias) foram removidos 1.19 mg/L de zinco e, de
acordo com a equacdo 6, a concentracao teorica de sulfureto necessaria para precipitar

este metal seria 6mg/L.

No caso do cobre, foram removidos 7 mg/L ao fim de 7 dias. Uma vez que o cobre
se encontra no mesmo estado de oxidacao que o zinco (2+), a equacgdo 6 pode também ser
aplicada a este metal. Como tal seria necessaria uma concentracao de sulfureto de cerca

de 4 mg/L para precipitar quantidade de cobre removida no dia 7.

Uma vez que a quantidade tedrica de sulfureto produzida seria 38 mg/L e apenas
seriam necessarios 10 mg/L para precipitar estes metais, restariam 28 mg/L em solucao.
Ao fim dos 7 dias a quantidade de sulfureto medida (4.95 mg/L) foi bastante inferior a
esse valor. Contudo, este sulfureto podera ser apenas j& o que restou depois da
precipitacdo de sulfuretos metalicos e, hum meio tdo complexo e com um inéculo

bacteriano misto, ha muitas outras possiveis justificaces para este facto.

O zinco foi praticamente removido na sua totalidade, tanto no teste com BSR
como no controlo negativo sem BSR, ao fim de 42 dias, terminando em ambos os casos
com concentracdes (0.2 mg/L no teste e 0.6 mg/L no controlo negativo) inferiores ao
valor méximo recomendado (2 mg/L) na legislacdo portuguesa para a adgua de rega
(Decreto-Lei n.o 236/98 de 1 de Agosto).

A concentracdo de cobre também diminuiu ao longo do tempo nas duas condicoes
testadas (teste com BSR e controlo negativo sem BSR) com 20% (m/v) de Carbocal®.
No teste com BSR a concentragdo final (0.12 mg/L) foi inferior ao valor maximo
recomendado (0.2 mg/L) na legislagdo portuguesa para a agua de rega (Decreto-Lei n.o
236/98 de 1 de Agosto). No controlo negativo a concentracédo final (0.62 mg/L) acabou
por ser superior ao valor maximo recomendado (0.2 mg/L), mas mesmo assim muito

inferior (5 mg/L) ao valor maximo admissivel.

Também neste caso é provavel que os residuos de beterraba existentes no

Carbocal® tenham afetado a evolucéo da concentracdo de ferro ao longo do ensaio. Os
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valores de ferro foram oscilando ao longo do tempo no teste com BSR enquanto no
controlo negativo esse aumento foi progressivo. Ainda assim, em qualquer uma das
condigdes testadas, as concentragdes finais (0.5 mg/L no teste com BSR e 3.2 mg/L no
controlo negativo) foram inferiores ao valor maximo recomendado na legislacédo

portuguesa para a agua de rega (Decreto-Lei n.o 236/98 de 1 de Agosto).

O facto de nas condicdes testadas com 20% (m/v) de Carbocal®, os valores de pH
serem semelhantes e ainda assim se ter verificado uma maior remocao de metais no teste
com BSR parece indicador de que estas bactérias, através da producdo de sulfureto,

possam ter influenciado as concentragdes de metais em solugéo.
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Figura 4.25- Monitorizacdo do teste de 20% (m/v) de Carbocal® em DAM de S&o Domingos
com BSR: (A) - Concentracdes de sulfureto, de sulfato ao longo do tempo; (B) - Valores de pH e
Eh ao longo do tempo; (C) — ConcentracOes de zinco, de ferro e de cobre ao longo do tempo.
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Figura 4.26- Monitorizacao do controlo negativo de 20% (m/v) de Carbocal® em DAM de Sao
Domingos sem BSR: (A) - ConcentracGes de sulfureto, de sulfato ao longo do tempo; (B) -
Valores de pH e Eh ao longo do tempo; (C) — ConcentracGes de zinco, de ferro e de cobre ao
longo do tempo.

No controlo positivo, com Carbocal® em meio Postgate B sem lactato (figura

4.27) verificou-se atividade de BSR. A producdo maxima de sulfureto foi de 219 mg/L
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ao fim de 42 dias. O maior consumo de sulfato ocorreu também no mesmo periodo (42
dias), terminando com uma concentracdo de 597 mg/L. Isto era expectdvel uma vez que
as condicoes testadas foram iguais as utlizadas na selecéo de produtos viaveis como fontes

de carbono para este grupo de bactérias e nas quais se tinham obtido bons resultados.

Este controlo serviu principalmente para verificar se o Carbocal® estava a ser

utilizado pelas BSR.

O controlo com meio Postgate B original (figura 4.28) serviu para verificar se o
indculo utilizado neste ensaio tinha BSR vidveis. Sendo um meio favoravel ao seu
crescimento verificou-se grande atividade de BSR uma vez que ao fim de 7 dias se atingiu
a producao méaxima de sulfureto (369 mg/L) e ao fim de 14 dias o consumo de sulfato foi

praticamente todo consumido.
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Figura 4.27- Monitorizagcdo do controlo positivo 10% (m/v) de Carbocal® em Postgate B
modificado com BSR: (A) - Concentracdes de sulfureto e de sulfato ao longo do tempo; (B) -
Valores de pH e Eh ao longo do tempo.
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Figura 4.28- Monitorizagéo do controlo com Postgate B original com BSR: (A) - Concentragdes
de sulfureto e de sulfato ao longo do ensaio; (B) - Valores de pH e Eh ao longo do ensaio.

Em suma, nos testes com 1, 10 e 20% (m/v) de Carbocal® foi possivel verificar

alguma atividade de BSR através da producao de sulfureto e do consumo de sulfato, no
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entanto o principal fator que parece ter contribuido para a remocdo de metais foi o

aumento do pH pela acéo deste subproduto.

Nas diferentes quantidades de Carbocal® testadas (1, 10 e 20 % (m/v)) com BSR
foi possivel remover o zinco, ferro e cobre na sua totalidade ficando este abaixo dos
limites para a agua de rega.

O aumento da concentragdo de sulfato em solucéo, resultante da lixiviacdo é um
dos principais problemas deste subproduto uma vez que o limite de sulfato esta legislado
para as dguas de rega (575 mg/L) e em nenhum dos testes a sua concentracdo ficou abaixo
desse limite. Sendo assim, o Carbocal® perfila-se como um bom agente de remedicéo
quimica por acdo do pH e como um bom substrato para a utilizacdo de BSR na remediacéo

bioldgica de metais de &guas com pouco sulfato.

4.2.3 Aguas rucas como fonte de carbono para as BSR na remediacio
de efluentes contaminados com metais pesados

As aguas rucas sdo um residuo resultante da producdo de azeite. Sdo efluentes
complexos que resultam da mistura de dgua de vegetacdo da azeitona, com agua de
lavagem dos frutos e com agua que é adicionada ao processo de extracdo do azeite
(Marinho, 2009).

A sua eleva carga organica e principalmente a presenca de compostos fendlicos
conferem-lhe um grande caracter poluente (Capasso et al, 1995). Os fendis sdo compostos
sollveis em agua e sendo as dguas rucas compostas maioritariamente por estes compostos

a sua remocdo torna-se muito dificil (Tsagaraki et al, 2007).

Tendo em conta a disponibilidade de aguas rucas nos paises onde ha producéo de
grandes quantidades de azeite e a sua capacidade para atuarem como fonte de carbono
para as BSR em meio Postgate B sem lactato (figuras 4.2 e 4.3), decidiu-se testar em
simultaneo a capacidade destas bactérias para utilizar este efluente como fonte de carbono
na remediacdo de efluentes contaminados com metais pesados e a sua capacidade de
removerem compostos fenolicos das aguas rucas. Isto até porque era importante avaliar
se enquanto se resolvia o problema da contaminagdo de metais ndo se criava um problema

de contaminagdo com fendis.
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Fizeram-se testes com aguas rucas ndo decantadas na remediacdo do vertido de
zincado e da DAM de S&do Domingos, depois do pH de ambos ser neutralizado por mistura
overnight com residuos de rochas calcérias (pedras calcarias) numa razdo de 100% (m/v).

4.2.3.1 Aguas rucas como fonte de carbono, para as BSR, no tratamento de
DAM de Sdo Domingos

Apesar da eficiéncia das pedras calcarias na neutralizacdo da DAM, constatou-se
que apos se misturar DAM de pH previamente neutralizado com as aguas rucas, o pH da
mistura ficava abaixo da gama de valores de pH 5 a 9, ideais para o crescimento das BSR
(Elliot, et al., 1998), embora relativamente proximo (Tabela 4.7). Para voltar a neutralizar
0 pH desta mistura adicionou-se 10% (m/v) de p6 de calcite, tal como se havia feito nos
testes para selecdo de produtos com potencial como fontes de carbono. Com a calcite o

valor de pH aumentou para 6.32.

Tabela 4.7- Valores de pH da DAM de Sdo Domingos em diferentes condigdes.

Efluente pH
DAM Sao Domingos 2.52
DAM S&o Domingos neutralizada (com pedras calcarias) 6.79

DAM S&o Domingos neutralizada + aguas rucas nao decantadas e diluidas 4.23
1:5
DAM Sao Domingos neutralizada + aguas rucas nao decantadas e diluidas 6.32
1:5 + 10% (m/v) de calcite

Para tratamento de DAM utilizando aguas rugas como fonte de carbono para BSR
testaram-se misturas com e sem adicdo de calcite, com o objetivo de analisar também a
capacidade de remediacdo de metais por acdo das BSR aos valores de pH resultantes da
mistura de aguas rucas com os efluentes no limiar de acidez que este grupo de bactérias

tolera.
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4.2.3.1.1 Aguas rucas como fonte de carbono, para as BSR, no
tratamento de DAM de Sdo Domingos, na presenca de
calcite

Para a remediacdo da DAM de Sdo Domingos testaram-se duas diluicdes de aguas
rucas ndo decantadas em DAM: 1:5 e 1:10 (v/v), com adi¢do de 10% (m/v) de po6 de
calcite. Como controlo negativo utilizou-se &guas rucas centrifugadas (5 min a 4000 rpm)
e diluidas 1:5 (v/v) em DAM, também com adicdo de 10% (m/v) de calcite em pé mas

sem indculo.

A centrifugacdo das aguas rucas para o controlo negativo fez-se para tentar
diminuir a quantidade de bactérias nelas presentes. A recente identificacdo de uma nova
espécie de BSR (Desulfovibrio marreckhensis) em aguas rucgas provenientes da producéo

de azeite em Marrocos (Chamkh et al., 2009) pesou na decisdo desta tentativa.

Nesta experiéncia foi possivel verificar atividade das BSR nas duas diluicdes
testadas: 1:5 e 1:10 (v/v) (figuras 4.29 e 4.30).

Na diluicdo 1:5 um maior consumo de sulfato e uma maior producdo de sulfureto
sugerem que a atividade das BSR foi mais acentuada. Nesta diluicdo atingiu-se uma
producdo maxima de sulfureto de 160 mg/L ao fim de 21 dias, com reducéo de cerca de
70% do sulfato inicial, o qual no fim do ensaio apresentava uma concentragdo (207 mg/L)
inferior ao valor maximo recomendado (575 mg/L) na legislacdo portuguesa para a agua
de rega (Decreto-Lei n.o 236/98 de 1 de Agosto).

Na diluicdo 1:10 a menor quantidade de aguas rucas (fonte de carbono) acabou
por levar a uma menor atividade de BSR. A maxima concentracdo de sulfureto que se
atingiu foi de 61 mg/L ao fim de 21 dias e apenas 26% do sulfato inicial foi reduzido.
Apesar disso, a concentracado final de sulfato (568 mg/L), tal como na diluic¢éo 1:5, acabou
por ficar abaixo do limite maximo recomendado (575 mg/L) na legislagdo portuguesa
para a agua de rega (Decreto-Lei n.o 236/98 de 1 de Agosto).

No que diz respeito a bioremog¢do de metais por agdo das BSR, esta experiéncia
ndo foi elucidativa uma vez que a neutralizacdo da DAM com pedras calcérias, seguida
da neutralizacdo da mistura de DAM com aguas rucas por adicdo de residuos de calcite
acabou por remover logo no inicio grande parte dos metais em solucéo por precipitacdo
devido a subida do pH. No inicio dos testes as concentracdes de metais ja eram muito
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baixas e ao fim de 7 dias foram praticamente removidos na sua totalidade, apesar de nesse
tempo ndo haver indicios de atividade de BSR: reducdo de sulfato a sulfureto (figuras
4.29 e 4.30).

No controlo negativo (figura 4.31), apesar da tentativa de diminuicdo da
quantidade de bactérias das aguas rucas utilizadas, no dia 28 observou-se um pequeno
aumento da concentracdo de sulfureto, mas muito reduzido, comparativamente aos testes
com inoculo de BSR. Em todo o caso isto sugere a presenca de BSR nas aguas rucas
utilizadas, ficando por descobrir se séo da espécie descoberta recentemente em Marrocos,

ou outras também j& conhecidas, ou até de espécies ainda desconhecidas.

Relativamente a evolucdo da concentracdo de fenois em solucdo, houve uma
diminuicdo muito significativa nas duas dilui¢cdes (1:5 e 1:10) testadas com in6culo de
BSR, assim como no controlo negativo sem BSR e com diluigéo 1:5 (Figuras 4.29 e 4.30),
0 que sugere que esta diminuicdo parece ndo ser influenciada pela atividade das BSR.
Ainda assim, nas duas diluicdes testadas, as concentracdes finais de fendis ficaram acima
do limite de emissdo (0.5 mg/L) para a legislacdo portuguesa para descargas de aguas
residuais (Decreto-Lei n.0 236/98 de 1 de Agosto). No entanto, nessa mesma legislacao
ndo estdo definidos limites para este parametro para a agua de rega. Assim, a possibilidade
de utilizacdo das aguas tratadas por esta via para esse fim ficara dependente da tolerancia

aos fenois das espécies a regar.

No tempo zero a concentracdo de metais € muito pequena o que significa que a
calcite por si s6 ao aumentar o pH 0s remove por precipitacdo. A vantagem da atividade
bacteriana com aguas rugas como fonte de carbono é a remocao de sulfato, para valores
abaixo dos limites na legislacdo portuguesa para aguas de rega, enquanto a concentracdo
de fendis nas &guas rucas também diminuiu o que é vantajoso do ponto de vista da sua

descontaminacao.
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Figura 4.29- Monitorizagdo do teste com &guas rucas ndo decantadas (1:5) em DAM de S&o
Domingos com BSR e com 10% (m/v) de calcite: (A) - Concentragdes de sulfureto, de sulfato e
de fendis ao longo do tempo; (B) - Valores de pH e Eh ao longo do tempo; (C) -Concentra¢des
de zinco, de ferro e de cobre ao longo do tempo.
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Figura 4.30- Monitorizacdo do teste com aguas rucgas ndo decantadas (1:10) em DAM de Séo
Domingos com BSR e com 10% (m/v) de calcite: (A) - Concentragdes de sulfureto, de sulfato e
de fendis ao longo do tempo; (B) - Valores de pH e Eh ao longo do tempo; (C) -Concentra¢des
de zinco, de ferro e de cobre ao longo do tempo.
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Figura 4.31- Monitorizagdo do controlo negativo com aguas rugas ndo decantadas e centrifugadas
(1:5) em DAM de S&o Domingos com BSR e com 10% (m/v) de calcite: (A) - Concentracdes de
sulfureto, de sulfato e de fenois ao longo do tempo; (B) - Valores de pH e Eh ao longo do tempo;
(C) -Concentracdes de zinco, de ferro e de cobre ao longo do tempo.
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4.2.3.1.2 Aguas rucas como fonte de carbono, para as BSR, no
tratamento de DAM de Sdo Domingos, na auséncia de
calcite

Uma vez que no teste em que se utilizou calcite para neutralizar o pH das misturas
de DAM de Sdo Domingos com aguas rucas nao decantadas os resultados sugeriram uma
atividade de BSR, significativamente maior quando as aguas rucas eram menos diluidas
1:5 (v/v) do que quando eram diluidas 1:10, nesta experiéncia sem calcite testou-se

somente a primeira diluig&o.

Desta vez, apesar da acentuada diminuicdo da concentracdo de sulfato sugerir uma
atividade significativa de BSR, a pequena concentracdo de sulfureto atingida pode sugerir
0 contrario. A quantidade maxima de sulfureto medida foi 3.3 mg/L ao fim de 21 dias
(figura 4.32), o que se podera dever ao valor de pH inicial, 4, que ndo é adequado para o
crescimento e atividade das BSR, mas também a uma provavel formacéo de precipitados
de sulfuretos metalicos. De referir, que ao longo do trabalho o pH subiu para valores
superiores a 6.5 e portanto favoraveis a atividade das BSR. Na mesma altura verificou-se
a diminuicdo mais acentuada da concentracdo de sulfato, tendo sido removido cerca de
48% do sulfato inicial (1408 mg/L). Ainda assim a concentracdo (741 mg/L) acabou por
ficar acima do limite méaximo recomendado (575 mg/L) na legislacdo portuguesa para a
agua de rega (Decreto-Lei n.o0 236/98 de 1 de Agosto).

No controlo negativo (figura 4.33) o decréscimo da concentracdo de sulfato ndo
foi tdo acentuada, tendo sido removido apenas cerca de 28% do sulfato inicial. Sendo
assim, a concentracdo final (1017 mg/L) acabou por também ser superior ao limite
méaximo recomendado (575 mg/L) na legislacdo portuguesa para a agua de rega (Decreto-
Lei n.0 236/98 de 1 de Agosto).

Apesar de o pH inicial (4.28) ndo estar no intervalo de valores (5-9) ideais para o
crescimento de BSR (Elliot et al, 1998), estas conseguiram, através de uma pequena
atividade produzir algum sulfureto, aumentando o pH, o que também contribui para a

precipitacdo dos metais em solugéo.

Os resultados do controlo negativo acabam por suportar a hipotese da remocéo de
metais através da atividade das BSR, uma vez que, a auséncia de indculo fez com que o
pH fosse constante ao longo do tempo, em valores proximos do inicial, e acabou por ndo

ocorrer remocao significativa de metais.
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A remocdo de metais no teste com indculo de BSR foi visivel e as concentracdes
finais dos metais analisados (0.67 mg7L de ferro, 0.20 mg/L de zinco e 0.11 mg/L de
cobre) foram menores que os respetivos os valores maximos recomendados (5mg/L no
ferro, 2 mg/L no zinco e 0.2 mg/L no cobre) na legislacdo portuguesa para a dgua de rega
(Decreto-Lei n.o 236/98 de 1 de Agosto).

A concentracdo de fendis diminui, ao fim de 28 dias, no teste (figura 4.32) e no
controlo negativo (figura 4.33) mas em ambos os valores finais (5.5 mg/L no teste e 5.0
mg/L no controlo) foram superiores ao limite de emissdo (0.5 mg/L) na legislacdo
portuguesa para descargas de aguas residuais (Decreto-Lei n.o 236/98 de 1 de Agosto).
Estes resultados sugerem que a diminuicdo da concentracdo ndo se relacionou com a
atividade das BSR tal como se tinham verificado nos testes de remedicdo com aguas rucas

na presenca de residuos de calcite.

Como na legislacéo portuguesa para a agua de rega ndo estdo definidos limites
para a concentracdo de fenois, a possibilidade de utilizacéo para esse fim de guas tratadas

desta forma fica dependente da tolerancia aos fendis das espécies a regar.
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Figura 4.32- Monitorizacdo do teste com aguas rucas ndo decantadas (1:5) em DAM Séao
Domingos com BSR: (A) - Concentracdes de sulfureto, de sulfato e de fendis ao longo do tempo;
(B) - Valores de pH e Eh ao longo do tempo; (C) -Concentragdes de zinco, de ferro e de cobre ao
longo do tempo.
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Figura 4.33- Monitorizacdo do controlo negativo com aguas rugas ndo decantadas (1:5) em DAM
de Sdo Domingos sem BSR: (A) - ConcentracOes de sulfureto, de sulfato e de fendis ao longo do
tempo; (B) - Valores de pH e Eh ao longo do tempo; (C) -Concentracdes de zinco, de ferro e de
cobre ao longo do tempo.

4.2.3.2  Aguas rucas como fonte de carbono, para as BSR, no
tratamento de vertido de zincado, na auséncia de calcite

Uma vez que na experiéncia de remediacdo de DAM de S&o Domingos com aguas
rucas em que se adicionou calcite a mistura (aguas rucas + DAM Sdo Domingos) 0s
metais acabaram por ser removidos por via quimica logo no inicio do ensaio e que mesmo
no ensaio sem adicdo de calcite houve alguma reducéo de sulfato a sulfureto, os testes de
utilizacdo deste produto ao tratamento do vertido de zincado (previamente neutralizado
com pedras calcarias) com BSR fizeram-se apenas sem a calcite adicionada, com o
objetivo de analisar a capacidade de remediacdo de metais deste efluente por acdo das
BSR em pH 4.77 (tabela 4.8) perto dos limites de acidez tolerados por este grupo de
bactérias.

Tabela 4.8- Valores de pH do vertido de zincado em diferentes condigdes.

Efluente pH
vertido de zincado 2.06
vertido de zincado neutralizado com pedras calcarias 6.92
vertido de zincado neutralizado + &guas rucas ndo decantadas diluidas 1:5 4.77

Mesmo tendo em conta o facto de a concentragéo de sulfato (16 mg/L) no vertido

de zincado ser baixa resolveu-se testar a remediacdo de metais deste efluente por acéo de
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BSR “alimentadas” com aguas rugas nao decantadas, uma vez que a caracterizacao inicial

deste subproduto revelou uma concentragéo de 530 mg/L (Tabela 4.1).

Uma vez que, considerando as caracterizacdes iniciais dos efluentes e potenciais
fontes de carbono, seria espectavel uma concentracdo de apenas cerca de 171 mg/L de
sulfato numa diluicdo de 1:5 (v/v) de aguas rucas ndo decantadas em vertido de zincado
e que num trabalho anterior efetuado neste laboratorio se testaram com sucesso culturas
de BSR com um minimo de 150 mg/L deste anido (Carlier et al., 2014), ndo se testou

neste caso a dilui¢do 1:10.

Mais uma vez, tal como no ensaio em gue se testou Carbocal® como fonte de
carbono, no tratamento do vertido de zincado, utilizando aguas rucas como fonte de
carbono, a evolucgéo das concentragdes de sulfato e sulfureto ndo indicam atividade de
BSR (figura 4.34). Para a inibicdo das BSR contribuiram certamente trés condigdes
iniciais: uma baixa concentracdo de sulfato, um baixo pH e uma elevada concentracao de
zinco. A concentracdo inicial de sulfato (39 mg/L) foi muito mais baixa do que era
expectavel, ficando num valor desfavoravel a proliferacdo de BSR e o pH inicial estava
como anteriormente referido no limiar da tolerancia destas bactérias. Quanto ao zinco, o
valor inicial neste teste (327 mg/L) esta acima dos valores maximos ja reportados como
limites de tolerancia das BSR a este metal: 260 mg/L (Wei-ting, et al., 2014).

As diferencas observadas nas concentragdes de metais entre o teste com BSR e 0
controlo negativo (figura 4.35) estdo relacionadas com as pequenas diferencas de pH entre
eles. Essas duas condi¢es testadas terminaram com concentracoes de zinco de 272 mg/L
no teste e 323 mg/L no controlo negativo e de 7.6 mg/L ferro no teste com BSR e 13.4
mg/L no controlo negativo, superiores aos valores méaximos recomendados na legislacédo

portuguesa para a agua de rega (2 mg/L no zinco e 5 mg/L no ferro).

A concentragdo de fenois diminuiu significativamente ao fim de 28 dias nas duas
condigdes testadas para valores relativamente proximos, indicando que a remocao deste
composto ocorreu por via quimica e ndo pela atividade de BSR. Apesar dessa diminuig&o,
as concentracdes finais, 4.8 mg/L no teste com BSR e 6.0 mg/L no controlo negativo,
ficaram ainda acima do limite de emissdo (0.5 mg/L) da legislacdo portuguesa para
descargas de aguas residuais (Decreto-Lei n.o 236/98 de 1 de Agosto).
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Figura 4.34- Monitorizacdo do teste com &guas rucas nao decantadas (1:5) em vertido de zincado
com BSR: (A) - Concentragdes de sulfureto, de sulfato e de fendis ao longo do tempo; (B) -
Valores de pH e Eh ao longo do tempo; (C) -Concentracdes de zinco e ferro ao longo do tempo.
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Figura 4.35- Monitorizagdo do controlo negativo com &guas rucas nao decantadas (1:5) em
vertido de zincado sem BSR: (A) - Concentrac6es de sulfureto, de sulfato e de fendis ao longo do
tempo; (B) - Valores de pH e Eh ao longo do tempo; (C) -Concentragfes de zinco e ferro ao longo
do tempo.

4.2.3.3  Controlos em meio de cultura utilizados nos testes de aguas
rucas como fonte de carbono para BSR na remediacdo de
metais

Um dos controlos positivos (figura 4.36) consistiu em aguas rucgas ndo decantadas
e diluidas 1:5 em meio Postgate B sem lactato, sem adicdo de calcite, ao qual se adicionou
5% (v/v) de indculo duma cultura de BSR. O pH inicial do meio Postgate B original (com
lactato) situa-se normalmente entre 6.5 e 8 (Postgate, 1966). Neste caso 0 meio sem
lactato foi ajustado para 7.0 mas a adi¢do de aguas rugas, devido ao seu pH &cido, acabou
por levar a uma diminuigéo do pH para 5.30. Ainda assim os resultados sugerem uma boa

atividade de BSR. A produgdo maxima de sulfureto foi de 92.3 mg/L ao fim de 14 dias e
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a concentracao de sulfato foi diminuindo ao longo do tempo (28 dias) sendo no final 50%

do valor inicial.

Sabendo-se que foi identificada uma nova espécie de BSR (Desulfovibrio
marreckhensis) em &guas rugas provenientes de lagares de azeite de Marrocos (Chamkh,
et al., 2009) e sendo as &guas rucas uma boa fonte de carbono para BSR, como ficou
provado nos testes de selecdo compostos organicos de baixo custo, era importante avaliar
a atividade de BSR provenientes das proprias aguas rucas utilizadas neste trabalho. Com
este fim fez-se um controlo negativo com aguas rucas nao decantadas diluidas 1:5 em

meio Postgate B sem lactato, sem indculo de cultura de BSR.

Apesar duma pequena diminuicdo da concentracdo de sulfato e duma evolucéo do
potencial redox de valores positivos para valores negativos (figura 4.37) sugerirem
alguma atividade de BSR, a evolugéo da concentracao de sulfureto ndo permite confirmar

essa atividade.
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Figura 4.36- Monitorizacdo do controlo positivo com aguas rucas nao decantadas (1:5) em
Postgate B modificado com BSR: (A) - ConcentracOes de sulfureto, de sulfato e de fendis ao
longo do tempo; (B) - Valores de pH e Eh ao longo do tempo.
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Figura 4.37- Monitorizacdo do Postgate B modificado com &guas rugas nao decantadas (1:5) sem
BSR: (A) - Concentracgdes de sulfureto, de sulfato e de fenois ao longo do tempo; (B) - Valores

de pH e Eh ao longo do tempo.

Como controlo positivo geral, utilizou-se o meio Postgate B original inoculado

com a cultura de BSR utilizada nas experiéncias. A evolucédo deste controlo (figura 4.38)

confirmou que o in6culo utilizado neste ensaio era rico em BSR viaveis: ao fim de apenas

7 dias atingiu-se a concentracdo maxima de sulfureto (456.4 mg/L) com o sulfato

praticamente todo consumido.
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Figura 4.38- Monitorizacdo do controlo com Postgate B original com BSR: (A) - Concentragdes
de sulfureto e de sulfato ao longo do ensaio; (B) - Valores de pH e Eh ao longo do ensaio.
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5. Resumo dos resultados obtidos

De todos os diferentes subprodutos/efluentes testados como fontes de carbono para
o0 crescimento de BSR, em alternativa ao lactato de sédio em meio Postgate B modificado,
apenas quatro levaram a resultados que indicam uma atividade significativa de BSR nos
primeiros 2 meses de ensaio: Carbocal®, &guas rucas, melaco de laranja sem conservante

e agua da Lagoa 1 da ETAR de Sdo Domingos.

O Carbocal®, para além de se revelar vidvel enquanto fonte de carbono para BSR,
mostrou também fazer aumentar a concentracdo de sulfato, o que pode ajudar a criar
condicdes favoraveis a estas bactérias e confirmou ser um bom agente quimico para a
neutralizacdo do pH dos dois efluentes acidos contaminados com metais testados (DAM
de Sdo Domingos e vertido de zincado), o que contribui para a remo¢do de metais em

solucdo nos mesmos.

Confirmadas estas propriedades do Carbocal®, este foi um dos produtos
selecionados para testes de bioremediacao por acdo de BSR nestes dois efluentes.

Nos testes com DAM de Sdo Domingos os resultados indicam atividade de BSR
com todas as quantidades de Carbocal® testadas: 1, 10 e 20% (m/v). No entanto, no teste
com 20% (m/v) a atividade destas bactérias foi mais significativa, atingindo-se uma

concentracdo de sulfureto cinco vezes maior (cerca de 25 mg/L).

Relativamente a eficiéncia para bioremediacdo nesta experiéncia mesmo as
menores quantidades de Carbocal® testadas (1 e 10%) levaram a que ao fim de 7 dias
fossem removidos quase na totalidade dois dos metais analisados (Zn e Cu), sendo as suas
concentrag0es finais abaixo dos limites méximos recomendados na legislagdo portuguesa
para agua de rega (Decreto-Lei n.o 236/98 de 1 de Agosto). Com 20% de Carbocal® a
concentragéo inicial de Zn ja se encontrava abaixo dos limites maximos recomendados
continuando assim ao longo do tempo. Quanto ao Fe, a dissolugéo do Carbocal® leva a
um pequeno aumento da sua concentracdo, para todas as concentragdes testadas de
Carbocal®. Apesar disso, este metal ficou sempre abaixo ou muito proximo do limite
méaximo recomendado para dgua de rega em Portugal e neste caso ndo ha limite maximo

admissivel.
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O papel das BSR na remogédo de metais nesta experiéncia é evidente apenas no
ensaio com 1% de Carbocal® pois neste caso as concentracdes de Zn e Cu no controlo
negativo (sem BSR) ao fim de 7 dias sé&o significativamente maiores que no teste com
BSR: no controlo negativo [Zn] = 8.9 mg/L e [Cu] = 3.4 mg/L, no teste com BSR [Zn] =
3.2mg/L e [Cu] =0.1 mg/L.

Nos ensaios com 10 e 20% de Carbocal® nao foi possivel avaliar o papel das BSR
pois logo na primeira recolha para monitorizacao da sua atividade (7 dias de ensaio) a

remocao de metais nos testes e respetivos controlos negativos foi semelhante.

Nestes dois ensaios ao fim de 7 dias o pH da DAM ja tinha subido para valores
préximos de 8, tanto nos testes como nos controlos negativos, levando a uma precipitacdo
dos metais antes de se poder avaliar o efeito das BSR ao contrério do que aconteceu com
1% de Carbocal®, em que o pH subiu apenas para valores proximos de 7, 0 que permitiu

que ficassem ainda em solucdo alguns metais no controlo negativo.

Apesar da eficiéncia do Carbocal® mostrada na remogéo de metais, e deste produto
se ter revelado uma fonte de carbono viavel para as BSR, a atividade destas bactérias no
tratamento de DAM da mina de Sdo domingos nunca foi suficiente para remover o sulfato
até valores abaixo do limite deste anido para dguas de rega em Portugal (Decreto-Lei n.o
236/98 de 1 de Agosto). Por este motivo, o Carbocal® perfila-se mais como um possivel
agente de remediacdo quimica de aguas acidas contaminadas com metais através da

neutralizacdo do pH.

Na experiéncia com Carbocal® em vertido de zincado os resultados sugerem que
este efluente inibe a atividade das BSR. Em nenhuma das quantidades de Carbocal®
testadas (1, 10 e 20% (v/v)) como fonte de carbono, e neste caso também como fonte de
sulfato, houve sinais de proliferacdo de BSR: reducdo de sulfato a sulfureto, fazendo
baixar o potencial redox para valores abaixo de -100 mV. Apesar disso, nesta experiéncia
confirmou-se novamente que este produto promove a remoc¢éao de metais por via quimica

através da neutralizacdo do pH.

Os testes de selecdo permitiram identificar as aguas rugas como potenciais fontes
de carbono para as BSR, com base nas percentagens proximas de 95% de reducdo de
sulfato verificadas com a utilizacdo das mesmas (praticamente iguais nos dois tipos deste
subproduto: decantado e ndo decantado) e na producdo méxima de sulfureto, que foi

ligeiramente maior nas aguas decantadas diluidas 1:5 (226 mg/L) do que nas nao
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decantadas diluidas 1:6 (149 mg/L). Esta diferenca na producdo méaxima de sulfureto pode
estar relacionada com as variagdes do sulfato que apresentaram um comportamento
erratico, nas aguas rucas decantadas, 0 que sugere que as aguas rucas decantadas devem
ser mais ricas em compostos organicos que podem ser imediatamente utilizados pelas
BSR, enquanto as aguas rucas nao decantadas devem ter outros compostos que s6 podem
ser utilizados mais tarde pelas BSR, depois de sofrerem alguma alteragdo por via

metabdlica ou quimica.

Apds a observacao destes resultados favoraveis, decidiu-se testar, em simultaneo, a
eficacia das BSR na utilizacdo das aguas rucas como fonte de carbono alternativa, na
remediacdo da DAM de Sdo Domingos e vertido de zincado para diminuicdo das
concentracdes de metais pesados e na remocao de compostos fendlicos (caracteristicos
pela sua toxicidade elevada) deste subproduto. Para isso, efetuaram-se dois ensaios teste
para tratamento da DAM previamente neutralizada, usando as aguas rucas ndo
decantadas, um sem calcite e outro com calcite. No teste com &guas rucas com calcite,
verificou-se maior atividade de BSR, ja que a adicdo de calcite permitiu subir o pH inicial
da mistura (aguas rucas + efluente) para valores ideais ao crescimento das BSR (5a 9
(Elliott et al., 1998)) e permitiu a remocao dos metais em solugéo logo no inicio do ensaio.
Ja no teste com aguas rucas sem calcite, o pH diminuiu para valores desfavoraveis ao
crescimento de BSR (4.23), ndo tendo sido suficiente a neutralizacdo prévia da DAM de
modo a possibilitar a maxima atividade possivel das BSR. No entanto, este segundo teste
permitiu verificar que, mesmo assim, a atividade das BSR foi responsavel pela remocéo
de metais da DAM.

As aguas rucas ndo decantadas demonstraram ser uma fonte de carbono de baixo
custo favoravel a atividade de BSR em testes de remediacdo. A adi¢cdo de um agente

neutralizador as aguas rugas foi fundamental para aumentar a atividade destas bactérias.

Para o tratamento do vertido de zincado foram testadas as mesmas condicGes das
aguas rugas que as testadas para DAM, sem calcite. Contudo, a atividade das BSR néo
foi efetiva, devido possivelmente a: elevada concentracdo inicial de zinco inicial (327
mg/L), baixa concentracdo de sulfato (18 mg/L) e pH acido (4.77), condi¢des que se sabe

serem inibidoras do crescimento destas bactérias.

Apesar da atividade de BSR, da remoc¢édo de metais, e da concentracdo de fenais,
principal poluente das aguas rucas, ndo ter aumentado e, pelo contrério, ter sido reduzida

85



para cerca de um décimo do seu valor inicial, esta ultima ficou ainda aproximadamente

10 vezes acima do limite de emissdo (0.5 mg/L) na legislacdo portuguesa para descargas

de aguas residuais (Decreto-Lei n.o 236/98 de 1 de Agosto). Como na legislacdo

portuguesa para a agua de rega ndo se encontram definidos limites para a concentracao

de fendis, a possibilidade de utilizacdo destas dguas tratadas com BSR para esse fim, fica

dependente da tolerancia das espécies a regar, aos fendis.

6. Conclusdes

De todos os diferentes subprodutos/efluentes testados como fontes de carbono
alternativos, ao lactato de sodio em meio Postgate B modificado, para o
crescimento de BSR, apenas com quatro (Carbocal®, aguas rucas, melago sem
conservante e 4gua da Lagoa 1 da ETAR de Sdo Domingos) se verificou atividade

significativa das BSR;

O Carbocal® acabou por se mostrar como um bom agente neutralizador de pH,
permitindo a remocao dos metais dos efluentes. Enquanto fonte de carbono para
as BSR, no tratamento do vertido de zincado e de DAM de Sdo Domingos, apenas
no teste com 20% (m/v) com a DAM foi possivel verificar a atividade das

mesmas,

Nos testes das aguas rucas como fonte de carbono também se verificou atividade
das BSR, principalmente nos testes onde se adicionou calcite. A adicdo de calcite
permitiu neutralizar o pH inicial da mistura (subproduto + efluente contaminado
com metais pesado) o que levou a uma maior atividade bacteriana. Apesar desta
diferenca (entre com e sem calcite), em ambos 0s casos houve uma remog¢éo quase
total dos metais da DAM. Nestes testes a quantidade de fonte de carbono
adicionada também acabou por ter influéncia na atividade das BSR. A adi¢éo de
mais quantidade de fonte de carbono traduziu-se num maior consumo de sulfato

e numa maior producdo de sulfureto.
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7. Perspetivas futuras

No futuro poder-se-a:

Testar e otimizar a utilizacdo de aguas rucas como fonte de carbono para BSR
num reator a funcionar em fluxo continuo para tratamento de DAM de S&o
Domingos;

Testar os restantes subprodutos que deram bons resultados como fonte de carbono
para BSR no tratamento de efluentes contaminados com metais (por exemplo:
vertido de zincado e DAM), primeiro em batch e posteriormente nos casos em
que os resultados forem promissores também em reatores de fluxo continuo;
Otimizar a utilizacdo de reatores com BSR ou desenvolver outro tratamento
acoplado ao primeiro, de preferéncia biologico, para refinar a remocéo dos fenois
das &guas rucas até valores abaixo dos limites legais, procurando resolver um
problema atualmente urgente, que consiste na dificuldade em tratar localmente as
aguas rugas;

Utilizar o Carbocal® como alternativa aos agentes alcalinos tradicionalmente

aplicados no tratamento de efluentes contaminados com metais pesados.
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Anexos

Anexo |- Resultados dos testes de selecdo de fontes de carbono de baixo

custo para o crescimento de BSR
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Figura 1- Monitorizacdo das concentracfes de sulfureto e sulfato (A) e dos valores de pH e Eh

(B) das culturas com carbocal 0.1% (m/v).
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Figura 2- Monitorizacdo das concentracfes de sulfureto e sulfato (A) e dos valores de pH e Eh

(B) das culturas com carbocal 1% (m/v).
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Figura 3- Monitorizacdo das concentracfes de sulfureto e sulfato (A) e dos valores de pH e Eh
(B) das culturas com &guas rucas ndo decantadas e diluidas 1:24.
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Figura 4- Monitorizacdo das concentracGes de sulfureto e sulfato (A) e dos valores de
(B) das culturas com &guas rucas ndo decantadas e diluidas 1:12.
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Figura 5- Monitorizacdo das concentracGes de sulfureto e sulfato (A) e dos valores de pH e Eh
(B) das culturas com aguas rucas decantadas e diluidas 1:30.
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Figura 6- Monitorizacdo das concentragdes de sulfureto e sulfato (A) e dos valores de pH e Eh
(B) das culturas com &guas rugas decantadas e diluidas 1:15.
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Figura 7- Monitorizacao das concentragdes de sulfureto e sulfato (A) e dos valores de
(B) das culturas com melago com conservante diluido 1:400.
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Figura 8- Monitorizacdo das concentracGes de sulfureto e sulfato (A) e dos valores de pH e Eh
(B) das culturas com melago com conservante diluido 1:200.
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Figura 9- Monitorizacdo das concentragdes de sulfureto e sulfato (A) e dos valores de pH e Eh
(B) das culturas com melago com conservante diluido 1:100.
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Figura 10 - Monitorizacdo das concentragdes de sulfureto e sulfato (A) e dos valores de pH e Eh
(B) das culturas com melago sem conservante diluido 1:400.
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Figura 11- Monitorizacdo das concentragGes de sulfureto e sulfato (A) e dos valores de pH e Eh
(B) das culturas com melago sem conservante diluido 1:100.
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Figura 12- Monitorizacdo das concentracdes de sulfureto e sulfato (A) e dos valores de pH e Eh

(B) das culturas com licor diluido 1:80.
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Figura 13- Monitorizacdo das concentragdes de sulfureto e sulfato (A) e dos valores de pH e Eh

(B) das culturas com licor diluido 1:40.
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Figura 14- Monitorizagdo das concentragGes de sulfureto e sulfato (A) e dos valores de pH e Eh

(B) das culturas com licor diluido 1:20.
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Figura 15- Monitorizacdo das concentracdes de sulfureto e sulfato (A) e dos valores de pH e Eh
(B) das culturas com &gua de lavagem diluida 1:5.
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Figura 16- Monitorizacdo das concentragdes de sulfureto e sulfato (A) e dos valores de

(B) das culturas com efluente pasta alcalino e acido diluido 1:5.
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Figura 17- Monitorizacdo das concentra¢@es de sulfureto e sulfato (A) e dos valores de pH e Eh
(B) das culturas com efluente pasta alcalino diluido 1:5.
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Figura 18- Monitorizacdo das concentracdes de sulfureto e sulfato (A) e dos valores de pH e Eh
(B) das culturas com efluente papel diluido 1:5.
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Figura 19- Monitorizacdo das concentracdes de sulfureto e sulfato (A) e dos valores de pH e Eh
(B) das culturas com efluente final diluido 1:5.
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Figura 20- Monitorizacdo das concentracdes de sulfureto e sulfato (A) e dos valores de pH e Eh

(B) das culturas com cascas de laranja 1% (m/v).
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Figura 21- Monitorizacdo das concentracdes de sulfureto e sulfato (A) e dos valores de pH e Eh

(B) das culturas com cascas de laranja 4% (m/v).
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Figura 22- Monitorizacdo das concentragdes de sulfureto e sulfato (A) e dos valores de pH e Eh

(B) das culturas com cascas de laranja 4% (m/v).
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Figura 23- Monitorizacdo das concentracdes de sulfureto e sulfato (A) e dos valores de pH e Eh

(B) das culturas com pinhdo 10% (m/v).
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Figura 24- Monitorizacdo das concentragdes de sulfureto e sulfato (A) e dos valores de pH e Eh
(B) das culturas com pinhas 1 (10% (m/v)).
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Figura 25- Monitorizacdo das concentrac6es de sulfureto e sulfato (A) e dos valores de pH e Eh
(B) das culturas com pinhas 2 (10% (m/v)).
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Figura 26- Monitorizacdo das concentracdes de sulfureto e sulfato (A) e dos valores de pH e Eh
(B) do controlo com Postgate B original.
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Figura 27- Monitorizacdo das concentragdes de sulfureto e sulfato (A) e dos valores de pH e Eh

(B) do controlo positivo.
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Figura 28- Monitorizacdo das concentracfes de sulfureto e sulfato (A) e dos valores de pH e Eh
(B) do controlo negativo (Meio Postgate B modificado + calcite 10% m/v).
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Anexo |1- Resultados dos testes de remediacao de efluentes contaminados com metais utilizando BSR

Tabela 1 - Monitorizacdo dos parametros (Eh, pH, concentracdo de sulfato, sulfureto e zinco) ao longo do tempo, no teste e no controlo negativo com 1% (m/v)
de Carbocal® em vertido de zincado.

Dias 0] 7 14 21 28
Teste Parametros Meédia Desvio Média Desvio Meédia Desvio Média Desvio Média Desvio
Padrdo Padrdo Padrdo Padrédo Padrao
WZNGUAY Potencial 219 0 26.33 20.93 -22.67 3.21 -12.33 751 -48.83 7.23
de (Eh)
Carbocal [ig! 4.82 0.00 6.86 0.11 7.41 0.02 7.30 0.04 7.09 0.01
® +
Vi atleie . [Zinco] 358 0 138.28  47.95 78.10 7.28 43.20 3.84 - -
zincado mg/L
com BSR RENE! 18 0 75.33 1943 132.17 6.11 66.00 9.64 26.67 11.72
mg/L
[Sulfureto] 0 0 2.36 0.76 0.00 0.00 0.15 0.05 0.33 0.33
mg/L
(@6)a1igel el Potencial 219 0 157.33 416 147.33 8.62 113.00 12.29 40.33 7.09
Negativo (=)
pH 4.82 0.00 6.73 0.17 7.22 0.05 7.33 0.02 7.04 0.16
17000021 [Zinco] 358 0 250.47 17.72  118.97 9.02 62.88 8.27
® + mg/L
vertido de  BEILENY! 18 0 72.67 4.04 10.00 2.00 9.35 3.06 33.00 26.89
zincado mg/L
Stz a8 [Sulfureto] 0 0 2.55 0.99 0.00 0.00 0.00 0.00 0.09 0.09

mg/L
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Tabela 2 - Monitorizacdo dos parametros (Eh, pH, concentracdo de sulfato, sulfureto e zinco) ao longo do tempo, no teste e no controlo negativo com 10%
(m/v) de Carbocal® em vertido do zincado.

Dias 0] 7 14 21 28
Parametros Meédia Desvio Média Desvio Média Desvio Média Desvio Média Desvio
Padréo Padrdo Padréo Padrdo Padréo
10% Potencial 117 0 120.67 1.53 134.67 8.50 69.33 3.06 38.00 6.00
QUAYKI (Eh)
Carbocal [ig! 6.08 0.00 7.64 0.01 7.96 0.06 8.07 0.04 7.98 0.06
® +
W [Zinco] 270 0 4606 1048 618 043 218 031 - -
zincado  [ALC/E
com BSR BEILEN! 210 0 324.67 12.50 348.00 22.72 342.33 6.51 62.33 23.16
mg/L
[Sulfureto] 0 0 1.50 0.70 0 0 0.40 0.05 0.80 0.14
mg/L
o0]311g01 68 Potencial 117 0 151.33 0.58 134.00 6.56 83.00 6.24 84.33 2.08
Negativo (=)
10% pH 6.08 0.00 7.53 0.04 8.03 0.07 8.04 0.04 7.90 0.03
(m/v) de
1700001 [Zinco] 270 0 95.95 19.83 10.42 1.60 5.99 0.77
® + mg/L
vertido de  BEILENY! 210 0 305.67 33.50 321.33 17.01 337.33 4.04 45.67 3.21
zincado mg/L
Sl = =8 [Sulfureto] 0 0 3.45 1.61 1.22 2.11 0.09 0.04 0.22 0.19

mg/L
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Tabela 3 - Monitorizacdo dos parametros (Eh, pH, concentracdo de sulfato, sulfureto e zinco) ao longo do tempo, no teste e no controlo negativo com 20%
(m/v) de Carbocal® em vertido de zincado.

20%
(m/v) de
Carbocal
® +
vertido de
zincado
com BSR

Controlo
N[ EY0)
20%
(m/v) de
Carbocal
® +
vertido de
zincado
sem BSR

Dias

Parametros

Potencial
(Eh)
pH

[Zinco]
mg/L
[Sulfato]
mg/L
[Sulfureto]
mg/L
Potencial
(Eh)

pH

[Zinco]
mg/L
[Sulfato]
mg/L
[Sulfureto]
mg/L

0

Média

103

6.18
94.50

188

0

103

6.18
94.50

188

0

Desvio

Padrdo
0

0.00
0.00

0

0

0

0.00
0.00

7
Média

121.00

7.80
45.88

516.67

3.91

156.33

7.71

52.09

522.67

1.28

Desvio

Padrdo
1.73

0.08
9.39

34.02

1.76

4.93

0.03
23.60

56.62

0.59

14
Média

70.33

8.05
3.56

529.67

1.56

106.00

7.90
5.71

511.33

1.18

Desvio

Padrdo
9.07

0.06
2.35

15.50

1.25

3.46

0.03
0.38

107.4

1.26

21
Média

-0.67

7.97
1.70

488.33

2.02

91.67

8.19
3.76

595.67

0.14

Desvio
Padrédo
61.40

0.10
0.58

59.50

0.61

4.62

0.02
0.23

10.02

0.01

28
Média

9.67

7.99

458.33

2.02

84

8.07

319.00

0.13

Desvio
Padrédo
22.94

0.03

303.1

0.98

0.03

51.45

0.04
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Tabela 4 - Monitorizagdo dos pardmetros (Eh, pH, concentragdo de sulfato e sulfureto) ao longo do tempo, no controlo positivo com 10% (m/v) de carbocal
em Postgate B modificado e no controlo com Postgate B original.

Dias 0] 7 14 21 28
Parametros ~ Média Desvio  Média  Desvio Média Desvio Média  Desvio Média Desvio
Padrdo Padréo Padrdo Padréo Padréo
Controlo Potencial -197 0 -3.00 21.21 -102.00 1.41 -372.50 12.02 -365.00 33.94
Positivo: (Eh)
Postgate B pH 8.14 0.00 7.79 0.01 7.55 0.58 7.97 0.06 7.92 0.04
modificado
+ 10%
(miv) [Sulfato] 1245 0 1039.00 69.30 938.00 26.87 1064.00 18.38 603.50 21.92
Carbocal® mg/L
o) =Iz8  [Sulfureto] 0.00 0 12.59 2.13 0.37 0.28 293 0 184.67  44.65
mg/L
Controlo: Potencial 110 0 -393.67 3.21 -368.33  23.03 - - - -
Postgate B (Eh)
original pH 6.63 0.00 7.45 0.05 7.14 0.05 - - - -
com BSR
[Sulfato] 1521 0 170.00 29.82 8.33 3.06 - - - -
mg/L
[Sulfureto] 0 0 414.31 2.27 368.70  34.77 - - - -
mg/L
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Tabela 3 - Monitorizacdo dos parametros (Eh, pH, concentracéo de sulfato, sulfureto, zinco, ferro e cobre) ao longo do tempo, no teste e no controlo negativo
com 1% (m/v) de Carbocal® em DAM de Sdo Domingos.

Dias 0] 7 14 28 42
Teste Parametros  Média  Desvio Média Desvio Média Desvio Média Desvio Média Desvio
Padrao Padrao Padrdo Padrao Padrao
(AN Potencial 377 0 49.00 15.39 1.67 3.51 15.00 2.65 19.67 451
de (Eh)
Carbocal pH 3.89 0.00 7.13 0.07 7.14 0.11 7.20 0.03 7.20 0.05
® + DAM
S30 [Zinco] 34.80 0.00 3.19 1.56 0.70 0.04 0.33 0.07 0.50 0.40
Domingos mg/L
com BSR [Ferro] 4.55 0.00 1.63 0.59 2.05 0.76 3.31 0.25 6.53 0.29
mg/L
[Cobre] 44.40 0.00 0.14 0.03 0.29 0.05 0.32 0.07 0.12 0.04
mg/L
[Sulfato] 1760 0 1818.00 67.29 1751.33 77.62 1210.33 473 1282.00 38.35
mg/L
[Sulfureto] 0 0 2.28 1.06 6.87 2.55 3.20 0.89 1.76 1.65
mg/L
Controlo Potencial 377 0 262.33 12.34 239.33 SOl 228.37 7.27 243.00 6.00
Negativo (Eh)
1% (m/v) pH 3.89 0.00 6.82 0.05 6.96 0.06 7.11 0.09 7.20 0.04

de
Carbocal [Zinco] 34.80 0.00 8.89 0.32 4.17 1.11 0.99 0.05 1.89 0.91

® + DAM mg/L
S30 [Ferro] 455 0.00 0.23 0.12 0.28 0.06 0.64 0.44 0.34 0.05

Domingos mg/L
sem BSR [Cobre] 44.40 0.00 3.42 0.43 2.09 0.20 1.61 0.16 1.72 0.07
mg/L
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[Sulfato]
mg/L
[Sulfureto]
mg/L

1760

0.00

0.00 1810.00

0.00 0.27

21.07

0.16

1870.33

0.09

59.50

0.07

1482.00

0.49

166.22

0.37

1396.33

0.39

12.74

0.24

Tabela 4 - Monitorizacdo dos parametros (Eh, pH, concentracdo de sulfato, sulfureto, zinco, ferro e cobre) ao longo do tempo, no teste e no controlo negativo
com 10% (m/v) de Carbocal® em DAM de Sdo Domingos.

Dias

10 % Potencial
(m/v) de (Eh)

Carbocal pH
® + DAM
S3o [Zinco]
Domingos mg/L
com BSR [Ferro]
mg/L
[Cobre]
mg/L
[Sulfato]
mg/L
[Sulfureto]
mg/L

Controlo Potencial
Negativo (Eh)

Parametros  Média

286

6.38

0.2

26.40

1881

286

Desvio Média

Padrdo

0 29
0.00 7.58

0 0.27
0.00 1.91
0.00 0.14

0 1881.00

0 3.66

0 154

Desvio

Padréao
17.58

0.07
0.40

0.66

0.01

36.76

1.34

2.65

14

Média

-60.67

7.62
0.14

2.25

0.23

1728.67

3.17

208.67

Desvio

Padrdo
19.66

0.05
0.08

0.41

0.05

27.06

2.60

13.20

28

Média

-79.33

7.55
0.16

1.20

0.23

1438.67

6.86

193.33

Desvio

Padrao
20.65

0.23
0.08

0.14

0.01

49.34

4.23

7.09

42

Média

33.33

7.74
0.18

1.16

0.10

1349.33

5.22

208.33

Desvio

Padrao
1.53

0.03
0.14

0.03

0.01

19.40

2.88

11.68

111



10 % pH 6.38 0.00 7.68 0.03 7.69 0.04 7.73 0.07 7.80 0.04

(m/v) de
Carbocal [Zinco] 9 0 0.32 0.04 0.31 0.02 2.00 2.48 0.67 0.57
® + DAM mg/L
S&o [Ferro] 0.2 0.00 0.47 0.07 0.84 0.09 0.82 0.13 1.68 0.34
Domingos mg/L
sem BSR [Cobre] 26.40 0.00 3.07 0.23 1.83 0.05 1.19 0.15 1.05 0.18
mg/L
[Sulfato] 1881 0 1987.00 46.57 1931.33 63.11 1684.33 9166 1612.67 17.01
mg/L
[Sulfureto] 0 0 0.52 0.52 0.47 0.45 0.45 0.14 0.21 0.17
mg/L

Tabela 5 - Monitorizacdo dos parametros (Eh, pH, concentracéo de sulfato, sulfureto, zinco, ferro e cobre) ao longo do tempo, no teste e no controlo negativo
com 20% (m/v) de Carbocal® em DAM de Sdo Domingos.

Dias 0] 7 14 28 42
ParAmetros Média Desvio Média Desvio Média Desvio Média Desvio  Média  Desvio
Padrdo Padrdo Padrdo Padrdo Padrdo
20 % Potencial 271 0 -208.67 7752 -111.00 18.08 -280.00 88.79 -342.33 8.96
(miv) de (Eh)
Carbocal pH 6.80 0.00 1.77 0.04 7.64 0.08 1.72 0.06 7.74 0.07
® + DAM
S3o [Zinco] 1.23 0.00 0.04 0.02 0.13 0.06 0.09 0.02 0.17 0.16
Domingos mg/L
com BSR [Ferro] 0.52 0.00 0.86 0.19 0.52 0.11 0.16 0.07 0.47 0.04
mg/L

[Cobre] 7.14 0.00 0.16 0.01 0.20 0.01 0.23 0.01 0.12 0.01
mg/L
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[Sulfato] 1936 0 1823.00 18194 1811.00 108.37 1393.00 37.64 1296.33 77.14
mg/L

[Sulfureto] 0 0 4.95 1.00 4.42 0.61 17.99 0.99 24.29 5.07
mg/L
il 0  Potencial 271 0 141.00 3.00 182.67 5.03 163.00 17.06 162.00 12.12
Negativo (Eh)
20 % pH 6.80 0.00 7.88 0.01 7.87 0.06 7.36 0.47 7.84 0.06
(m/v) de
Carbocal [Zinco] 1.23 0.00 0.68 0.55 1.14 0.13 0.29 0.06 0.65 0.57
® + DAM mg/L
S&0 [Ferro] 0.52 0.00 1.20 0.27 1.67 0.29 2.07 0.26 3.24 0.52
Domingos mg/L
sem BSR [Cobre] 7.14 0.00 2.16 0.14 1.36 0.28 0.92 0.32 0.62 0.36
mg/L
[Sulfato]  1936.00  0.00 217233  56.72 2169.00 5256 1836.67 13458 1742.00 100.26
mg/L
[Sulfureto] 0 0 0.44 0.16 0.25 0.22 0.24 0.12 0.26 0.14
mg/L

Tabela 6 - Monitorizagdo dos parametros (Eh, pH, concentracéo de sulfato e sulfureto) ao longo do tempo, no controlo positivo com 10% (m/v) de Carbocal®
em Postgate B modificado e no controlo com Postgate B original.

BIER 0] 7 14 28 42
Parametros ~ Média Desvio  Média  Desvio  Média Desvio Média Desvio Média Desvio
Padrdo Padréo Padréo Padrdo Padrdo
Potencial -197 0 -329.67 20.03 -361.33 4.04 -387.00 22.11 -396.00 4.00
Positivo: (Eh)
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Postgate B pH 8.14 0.00 7.68 0.07 7.69 0.05 7.34 0.59 7.63 0.04
modificado

+10%
(m /V)O [Sulfato] 1245 0 1542.00 38,59 1470.00 60.53  840.33 6.11 597.00  89.37

Carbocal® mg/L
com BSR [Sulfureto] 0.00 0.00 15.70 1.16 35.07 6.53 18851 4759 219.06 20.21
mg/L

Controlo: Potencial 25.00 0.00 -391.33 2.08 -394.67 1.15 -390.00 2.65 - -

Postgate B (Eh)
original pH 6.74 0.00 6.95 0.01 7.00 0.03 7.30 0.36 - -
com BSR
[Sulfato] 1011 0 126.33 9.24 4.67 451 50.00 32.53 - -
mg/L
[Sulfureto] 0 0 368.62 16.79 349.97 7.88 332.15 83.63 - -
mg/L

Tabela 7 - Monitorizagdo dos parametros (Eh, pH, concentragdes de zinco, ferro, cobre, sulfato, sulfureto e fendis) ao longo do tempo, no teste com aguas rucas
diluidas 1:5 em DAM Sé&o Domingos neutralizada com BSR e no controlo negativo com aguas rucas centrifugadas e diluidas 1:5 em DAM S&o Domingos
neutralizada sem BSR.

Dias 0] 7 14 21 28
Parametros Média Desvio Média Desvio Média Desvio Média  Desvio Média Desvio
Padréo Padréo Padréo Padrédo Padrédo
Aguas Rucas Potencial 112 0 63.67 9.07 -312.67 44.06 -328.67 2747 -271.00 19.70
nao (Eh)
decantadas pH 6.32 0.00 6.81 0.05 6.92 0.09 6.95 0.08 7.23 0.09
(1:5) + DAM
S&0 Domingos [Zin;:o] 0.61 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
mg/L
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+10% (m/v) [Ferro] 0.25 0.00 1.14 0.35 0.32 0.02 0.68 0.04 0.53 0.01
de calcite com mg/L

BSR [Cobre] 1.14 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
mg/L
[Sulfato] 766 0 879.67 104.64 234.67  23.67 245.00 7.55 206.67  41.53
mg/L
[Sulfureto] 0 0 7.60 3.23 123.76  14.52 160.17 20.68 71.73 14.36
mg/L
[Fendis] 136 0 -- -- -- - - - 29.50 0.75
mg/L
Controlo Potencial 112 0 87.67 551 96.67 2.52 73.67 10.12 68.00 33.96
negativo: (Eh)
Aguas Rucas pH 6.32 0.00 6.71 0.01 6.84 0.04 6.68 0.01 6.98 0.01
nao
decantadas e [Zinco] 0.61 0.00 0.94 0.24 0.31 0.12 0.23 0.08 0.10 0.01
centrifugadas mg/L
(1:5) + DAM [Ferro] 0.25 0.00 0.28 0.02 0.85 0.12 1.16 0.08 2.93 1.48
S&o Domingos mg/L
+10% (M/v) [Cobre] 1.14 0.00 1.29 0.08 0.87 0.04 0.41 0.06 0.08 0.07
de calcite com mg/L
BSR [Sulfato] 766 0 990.00 23.90 750.67 37.86 1023.00 48.14 922.33 173.59
mg/L
[Sulfureto] 0 0 0.33 0.49 0.00 0.00 0.00 0.00 15.04 6.88
mg/L
[Fendis] 136 0 -- -- -- - - - 30.75 1.20
mg/L

115



Tabela 8 - Monitorizacdo dos parametros (Eh, pH, concentra¢des de zinco, ferro, cobre, sulfato, sulfureto e fenois) ao longo do tempo, no teste com BSR e
aguas rucas diluidas 1:10 em DAM de Sdo Domingos neutralizada.

BIER 0] 4 14 21 28
ParAmetros Média Desvio  Média  Desvio Média Desvio Média Desvio Média Desvio
Padrdo Padrao Padrao Padrdo Padrdo
Aguas Rucas Potencial 116.00 0.00 97.33 4.04 -322.67 9.71 -191.33 82.37 -106.33 180.10
nao (Eh)
decantadas pH 6.66 0.00 6.73 0.25 7.02 0.08 6.99 0.07 7.20 0.12
(1:10) + DAM
S&o0 Domingos [Zinco] 1.07 0.00 0.16 0.20 0.00 0.00 0.04 0.06 0.00 0.00
+10% (m/v) mg/L
de calcite com [Ferro] 0.19 0.00 6.19 0.67 0.45 0.13 0.78 0.11 0.61 0.12
BSR mg/L

[Cobre] 1.45 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
mg/L
[Sulfato] 763 0.00 1063.33 12219 579.67 52.35 608.00 142.20 568.33 131.46
mg/L
[Sulfureto] 0.00 0.00 1.18 1.60 32.31 13.77 60.67 26.21 18.90 12.16
mg/L
[Fendis] 131 0 -- -- - - - -- 13.60 0.95
mg/L
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Tabela 9 - Monitorizacdo dos parametros (Eh, pH, concentracdo de sulfato, sulfureto, zinco, ferro, cobre e fendis) ao longo do tempo, no teste e no controlo

negativo com aguas rucas nao decantadas diluidas 1:5 em DAM de S&o Domingos.

Aguas
Rucas néo
decantadas

(1:5) +
DAM Séo
Domingos

com BSR

Controlo

negativo:
Aguas
Rucas néo
decantadas
(1:5) +
DAM Séo

BIER

Potencial
(Eh)
pH

[Zinco]
mg/L
[Ferro]
mg/L
[Cobre]
mg/L
[Sulfato]
mg/L
[Sulfureto]
mg/L
[Fenois]
mg/L
Potencial
(Eh)
pH

[Zinco]
mg/L
[Ferro]
mg/L

Parametros  Média

223

4.28
34.80

0.07

12.70

1408

52

223

4.28

34.80

0.07

Desvio
Padrdo

0

0.00
0.00

0.00

0.00

0

0

0

0

0.00
0.00

0.00

Média

115.67

6.71
2.58

4.38

0.27

1359.33

2.19

217.00

4.30

14.80

0.63

Desvio
Padrédo
15.04

0.03
0.58

411

0.00

50.80

0.79

3.61

0.03
0.15

0.09

Média

48.67

6.89
0.40

5.35

0.09

1055.33

2.01

244.00

4.33

24.26

2.14

Desvio
Padrédo
41.36

0.09
0.15

4.10

0.03

191.68

141

2.00

0.02
0.73

0.26

Média

-258.00

6.93
0.20

0.67

0.11

740.67

3.26

5.52

235.00

4.32

24.74

4.98

Desvio
Padrédo
38.74

0.07
0.04

0.37

0.03

20.26

2.49

0.55

1.73

0.03
1.09

1.11
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Domingos [Cobre] 12.70 0.00 14.26 0.15 14.00 0.09 13.42 0.56
sem BSR mg/L
[Sulfato] 1408 0 1285.33 2434 1017.33  16.17 1017.00 29.87
mg/L
[Sulfureto] 0 0 0.09 0.16 0.22 0.13 0.14 0.11
mg/L
[Fenois] 52 0 - - - - 5.04 0.28
mg/L

Tabela 10 - Monitorizagdo dos pardmetros (Eh, pH, concentracdo de sulfato, sulfureto e zinco e fendis) ao longo do tempo, no teste e no controlo negativo com
aguas rucas ndo decantadas diluidas 1:5 em vertido de zincado.

Dias 0 7 14 21
Parmetros Média Desvio Média Desvio Média Desvio Média Desvio
Padrdo Padréo Padrdo Padrdo
Aguas Potencial 188 0 191.00 7.55 175.67 9.45 129.67 5.13
Rucas néo (Eh)
decantadas pH 4.77 0.00 5.68 0.03 5.85 0.01 5.83 0.04
1.5) +
vegrtidZ) de [Zinco] 327 0 280.42 8.41 249.37 1486 272.00 23.30
zincado mg/L
com BSR [Ferro] 7.39 0.00 2.64 0.23 3.75 0.17 5.79 0.71
mg/L
[Sulfato] 39 0 30.57 3.51 25.67 11.68 18.00 4.36
mg/L
[Sulfureto] 0 0 0.41 0.11 0.32 0.28 0.06 0.11
mg/L
[Fenois] 52 0 4.78 0.18
mg/L
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Controlo Potencial 188 0 157.33 3581  188.33 2.08 194.33 8.39

negativo: (Eh)
Aguas pH 4.77 0.00 4.65 0.02 4.74 0.03 4.76 0.02
Rucas néo
decantadas [Zinco] 327 0 336.23 10.04 30385 566  323.68 2.23
(1:5) + mg/L
vertido de [Ferro] 7.39 0.00 5.95 0.23 7.49 0.30 13.44 0.09
zincado mg/L
sem BSR [Sulfato] 39 0 26.00 1758 2230 8.07 23.33 6.03
mg/L
[Sulfureto] 0 0 0.07 0.11 0.37 0.23 0.34 0.39
mg/L
[Fenois] 52 0 - - - - 6.12 0.07
mg/L

Tabela 11 - Monitorizagdo dos parametros (Eh, pH, concentracdo de sulfato, sulfureto e fendis) ao longo do tempo, no Postgate B modificado com é&guas rucas
ndo decantadas diluidas 1:5 com e sem BSR.

Dias 0] 7 14 21
Parametros ~ Média  Desvio Média  Desvio Média Desvio  Média  Desvio
Padréo Padréo Padréo Padréo
Aguas Potencial 57 0 -201.00 3593 -325.33 1159 -237.33 91.74
Rucas nédo (Eh)
decantadas pH 5.28 0.00 6.32 0.05 6.70 0.02 6.65 0.04
(1:5) +
Postgate B
modificado [Sulfato] 1374 0 1266.33 94.85 752.33 76.13 703.33 24.01
com BSR mg/L
[Sulfureto] 0 0 23.97 11.31 92.30 11.67 72.36 36.88
mg/L
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- [Fenois] 108 0 6.65 0.04
mg/L

Aguas Potencial 57 0 -118.33 8.50 -104.67  33.32  -131.33 22.74
Rucas néo (Eh)
decantadas pH 5.28 0.00 5.74 0.04 5.97 0.06 5.80 0.20
1:5) +
po(stggtes [Sulfato] 1374 0 1254.67 3272 1031.33 83.17 1222.00 32.97
modificado mg/L
sem BSR  EENIIGe] 0 0 1.45 0.03 0.88 0.28 0.96 0.23
mg/L
[Fenois] 108 0 5.80 0.20
mg/L

Tabela 12 - Monitorizacdo dos parametros (Eh, pH, concentracdo de sulfato e sulfureto) ao longo do tempo, no controlo com Postgate B original.

Dias 0] 7 14
Teste Parametros Média Desvio Média Desvio Média Desvio
Padrao Padrdo Padrdo
Controlo: Potencial 25 0 -385.67 3.79 -390.33 4.04
Postgate (Eh)
B original
com BSR pH 6.74 0.00 6.97 0.02 7.09 0.02
[Sulfato] 1011 0 167.67 52.00 216.67 65.92
mg/L
[Sulfureto] 0 0 388.30 12.92 456.35 32.13
mg/L
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