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RESUMO

DUARTE, I. C. S (2006). Caracterizacdo microbiologica da remog¢ao e degradacdo
de alquilbenzeno linear sulfonado (LAS) em reatores anaerdbios com biofilme e
células planctonicas.

O objetivo desse trabalho foi avaliar a degradagao de alquilbenzeno linear sulfonado
(LAS) em condigdes anaerobias. Os primeiros experimentos foram realizados em
reatores em batelada alimentados com diferentes substratos e concentragcoes de LAS.
Apesar do surfactante ficar adsorvido no lodo, ndo foram observadas interferéncias
no metabolismo de microrganismos anaerobios, pois dessa forma o LAS tornou-se
indisponivel para a degradacao celular. Reatores anaerdbios horizontais de leito fixo
(RAHLF) foram avaliados quanto a remo¢dao de LAS e inoculados com lodos
anaerdbios provenientes de reatores UASB usados respectivamente no tratamento de
esgoto sanitario (R1) e tratamento de dejetos suinocultura (R2) imobilizados em
espuma de poliuretano. A adi¢ao de LAS nao influenciou na estabilidade do reator. O
LAS comegou a ser degradado apos 108 dias da sua adicdo no afluente dos
reatores.Porcentagens de remoc¢do, considerando adsorcdo e degradagdo de LAS,
com 313 dias de operagdao foram iguais a 50% e 91% para o Rl e R2,
respectivamente, quando foram alimentados com esgoto sintético e 14 mg/L de LAS
(reator - R1) e somente LAS a 14 mg/L (reator - R2). Em relagao ao balanco de
massa de LAS, os reatores apresentaram degradagdes muito semelhantes, sendo 35%
para o reator R1 e 34% para o reator - R2. A diversidade microbiana referente aos
Dominios Bacteria e Archaea e ao grupo BRS foi avaliada utilizando a técnica de
PCR/DGGE. Para o Dominio Archaea, foram observadas diferengas significativas
nas populagdes quando os reatores foram alimentados com LAS. Diferencas foram
observadas no Dominio Bactéria e grupo das BRS, para concentragdes de LAS de 14
mg/L. A altera¢do na diversidade microbiana pode ter ocorrido devido a selecdo dos
microrganismos pela presenca do surfactante. A biomassa presente no final da
operacdo foi submetida a técnica de clonagem e seqlienciamento do fragmento do
RNAr 16S para o Dominio Bacteria. Observou-se que os reatores que apresentaram
maior namero de clones relacionados ao filo Firmicutes, classe Clostridia, ordem
Clostridiales. Provavelmente os microrganismos pertencentes a esse grupo estejam
envolvidos com a degradagdo do LAS.

Palavras chave: alquilbenzeno linear sulfonado, biofilme anaerébio, degradagao,
adsorgdo, células planctonicas, seqiienciamento do RNAr 16S
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ABSTRACT

DUARTE, 1. C. S (2006). Microbiological caracterization of the removal and
degradation of linear alkylbenzene (LAS) in anaerobic reactors with biofim and
planctonics cells.

The objective of this work was to evaluate the degradation of linear alkylbenzene
sulfonate (LAS) in anaerobic conditions. The first experiments were accomplished in
reactors in batch fed with different substrates and concentration of LAS. In spite of
the surfactant to be adsorbed in the sludge interferences was not observed in the
metabolism of anaerobic microorganisms, because in that way LAS became
unavailable for the cellular degradation. Horizontal anaerobic immobilized biomass
(HAIB) reactors were appraised as for the removal of LAS and inoculated with
coming anaerobic slugde of reactors UASB used respectively in the treatment of
sanitary sewage (R1) and treatment of wastewater swine (R2) immobilized
polyurethane foam. The addition of LAS didn’t influence in the stability of the
reactor. LAS began to be degraded after 108 days of its addition in the tributary of
the reactors. Removal percentages, considering adsorption and degradation of LAS,
with 313 days of operation was same to 50% and 91% for R1 and R2, respectively,
when they were fed with synthetic sewage and 14 mg/l of LAS (reactor — R1) and
only LAS to 14 mg/L (reactor — R2). In relation to the balance of mass of LAS, the
reactors presented very similar degradations, being 35% for the reactor R1 and 34%
for the reactor R2. The microbial diversity regarding the Bacteria and Archaea
Domain and to the group BRS was evaluated using the technique of PCR/DGGE.
The alteration in the microbial diversity might have happened due to the selection of
the microorganisms for the presence of the surfactant. The biomass present in the end
of the operation was submitted the cloning technique and sequencing of the fragment
of 16S rRNA for the bacteria Domain. It was observed that the reactors presented
larger number of clones related to the phylum Firmicutes, Clostridia, Clostridiales.
Probably the microorganisms belonging to that group are involved with the
degradation of LAS.

Words key: linear alkylbenzene sulfonate, anaerobic biofilm, degradation,
adsorption, planctonic cells, sequencing of 16S
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1. INTRODUCAO

Alquilbenzeno linear sulfonado (LAS) ¢ um surfactante anionico amplamente
usado em produtos de limpeza doméstica e industrial. O consumo mundial anual de
LAS foi estimado em 2,5 milhdes de toneladas (SANZ et al., 2003).

As moléculas de LAS sao formadas por grupos hidrofobicos e hidrofilicos.
Os primeiros sdo constituidos por cadeias alquilicas com diferentes niimeros de
atomos de carbono, enquanto o grupo hidrofilico (anel aromatico sulfonado) pode
estar ligado a qualquer atomo de carbono secundario.

Alquilbenzeno linear sulfonado presente na composi¢ao do esgoto sanitario e
agua residuaria industrial muitas vezes ndo ¢ degradado nos sistemas de tratamento,
acarretando alguns efeitos nocivos aos ecossistemas aquaticos. Por exemplo, a
presenga de LAS pode levar a formacdo de espuma, inibicdo dos processos de
depuracao natural e disseminacao eolica da espuma contendo bactérias e impurezas.
Apesar de encontrados em baixas concentracdes nas dguas residudrias, os
surfactantes anidnicos podem estar adsorvidos nos lodos bioldgicos e em sedimentos.
Em esgotos sanitarios, as concentragdes de LAS podem variar de 1 a 22 mg/L (RUIZ
BEVIA et al.,1989; HOLT et al.,1995; GREINER & SIX, 1998).

Usualmente, LAS ¢ encontrado em digestores de lodos anaerdbios em
concentragdes de 5 a 15 g/kg, e pode atingir valores de até 30 g/kg sem inibir o
processo metanogénico (SANZ et al., 2000). Porém os surfactantes podem
influenciar de forma negativa o metabolismo de microrganismos aerdbios e
anaerdbios, por desnaturar enzimas, romper membranas e dificultar excrecdes
celulares.

A degradacdo de LAS em condigdo anaerdbia vem sendo estudada
recentemente no Brasil. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
considera o n-dodecilbenzeno sulfonado de sédio (LAS comercial) como padrao de

biodegradabilidade para detergentes (Portaria n® 874, de 5 de novembro de 1998). O



ensaio de biodegradabilidade descrito pela ANVISA (Portaria n° 393 de 15 de maio
de 1998) envolve processo aerdbio e quantificacdo dos surfactantes anidnicos através
de método espectrofotométrico, de substancias ativas ao azul de metileno (MBAS).
Entretanto, esse método ¢ ndo especifico para LAS, quantifica surfactantes anionicos
em geral e tem como interferentes substdncias humicas e outros surfactantes
(SWISHER, 1987). Métodos de determinagdo de LAS em cromatografia liquida e
gasosa vém sendo aplicados com sucesso em amostras de esgoto, 4gua e sedimentos.

Entre as diferentes configuragcdes de biorreatores usados no tratamento de
efluentes, o UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket) em escala de bancada foi o
mais aplicado no tratamento anaerdbio do LAS. No entanto, reatores anaerdbios com
biomassa imobilizada em material suporte vém sendo usados com sucesso no
tratamento de diversas aguas residudrias como, por exemplo, as contaminadas com
fenol, formaldeido, pentaclorofenol e BTEX. Dessa forma, o objetivo principal deste
trabalho, foi estudar a degradagdo de LAS em reatores anaerdbios horizontais de leito
fixo, com biomassa imobilizada em espuma de poliuretano e caracterizar as bactérias

envolvidas no processo, por meio de técnicas de biologia molecular.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Principal

O objetivo principal deste trabalho foi estudar a degradacdo de LAS em
reatores anaerobios horizontais de leito fixo, com biomassa imobilizada em espuma
de poliuretano e caracterizar as bactérias envolvidas no processo, por meio de

técnicas de biologia molecular.

2.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos do trabalho foram:
a) Desenvolver método cromatografico em HPLC para quantificagao de LAS;
b) Avaliar a influéncia do LAS sobre os microrganismos anaerobios;
¢) Comparar o desempenho da degradacdo de LAS em dois reatores anaerdbios
horizontais de leito fixo (RAHLF) inoculados com biomassas distintas;
d) Avaliar a comunidade microbiana nos RAHLFs utilizando técnicas de Biologia
Molecular (PCR/DGGE) e caracterizacdo morfologica;
e) Caracterizar, por seqlienciamento dos fragmentos do gene RNAr 16S, as bactérias
envolvidas na degradacdo do LAS na ultima fase de operacdo dos reatores

anaerdbios horizontais de leito fixo.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Caracteristicas dos Surfactantes ou Agentes Tensoativos

Surfactantes ou agentes tensoativos sdo substancias que dissolvidas em agua
diminuem sua tensdo superficial e induzem a formagdo de espumas. Ao diminuir a
tensdo superficial da dgua, os surfactantes favorecem a limpeza de superficies como,
roupas, lougas, vidros, etc. Os surfactantes formam micelas e podem ser usados para
emulsionar oleos, gorduras, petréleo, etc (MEZZANOTTE et al., 2003).

A concentracdo micelar critica (CMC) refere-se a quantidade de surfactante
necessaria para que as moléculas formem agregados moleculares denominados
micelas. A formagdo de micelas ocorre quando a quantidade de LAS supera a
concentracdo micelar critica (CMC), igual a 264 mg/L (MUKERJEE & MYSELS,
1971). Apoés atingir essa concentracdo, a tensdo superficial da solu¢do deixard de
diminuir, permanecendo constante. A formagao de micelas ocorre devido a presenca
de grupos hidrofobicos e hidrofilicos na molécula. As micelas conferem propriedade
detergente e de solubiliza¢ao de material organico apolar (BORSATO et al., 1999).

Entre os diferentes surfactantes comercializados no Brasil a maioria apresenta
moléculas com anel aromatico ligado a uma cadeia alquilica. Nesses compostos o
grupo hidrofilico, geralmente, ¢ idnico e o grupo hidrofobico formado por
hidrocarbonetos com 8 a 18 atomos de carbono, na forma linear ou ramificada
(BORSATO et al., 1999).

As naturezas dos grupos hidrofobicos e hidrofilicos de uma molécula
determinam sua especificidade de limpeza (KARSA & PORTER, 1995). Em fungao
das caracteristicas do grupo hidrofilico os surfactantes sintéticos sdo classificados
em: anidnicos, catidnicos, ndo ionicos e anfoteros. Os surfactantes anidnicos sdo

freqlientemente usados em formulacdes de detergentes domésticos, xampus



automotivos, desinfetantes domésticos, limpa-vidros, limpa-carpetes, sabao em po,

entre outros produtos (BORSATO et al., 1999).

Os surfactantes podem ser empregados para aumentar a dessor¢ao de muitos
poluentes ambientais. A interacdo pode facilitar a dessor¢do de ampla variedade de
poluentes ambientais polares e apolares (BURRIS & ANTWORTH, 1992). Entre as
aplicagdes dos surfactantes destaca-se a remocgdo de pesticidas do solo (IGLESIAS &
JIMENEZ et al., 1997). A adi¢do de surfactantes no solo modifica a dessor¢ao dos
pesticidas e também acelera sua decomposicao (HIDAKA et al., 1992). A aplicacao
do LAS na dessorcao de pentaclorofenol (PCP) adsorvido em particulas de solo foi
mais efetiva do que o uso de Triton X — surfactante ndo i6nico (BANERIJI et al.,
1993).

Surfactantes anionicos podem formar micro-emulsdes com varios
clorocarbonatos, aumentado a solubilidade em 4gua e promovendo a remediagdo do
solo (BARAN et al., 1994). Os surfactantes também podem ser usados para remover
produtos petroquimicos no solo. Segundo Peters et al. (1992), entre os 22
surfactantes investigados, os anidnicos apresentaram melhor desempenho,
promovendo a remocao de oOleo diesel de solo com diferentes caracteristicas.
Elementos como, cromo e arsénio presentes em solos contaminados foram removidos
com a ajuda de surfactantes (PULS et al., 1994).

Além de facilitar a dessor¢do e dissolucao de varios poluentes ambientais, os
surfactantes podem aumentar a adsor¢cdo de alguns compostos, como naftaleno e
fenantreno sobre superficies de 6xido de aluminio resultando em melhor controle de

poluicdo de agua (PARK & JAFFE, 1993).

3.2 Alquilbenzeno Linear Sulfonado

O alquilbenzeno sulfonado (ABS) foi o primeiro surfactante sintético a ser
fabricado no mundo (década de 50) (BORSATO et al., 1999), mas devido a sua
dificil degradagdo bioldgica, foi substituido, na década de 1960, por alquilbenzeno
linear sulfonado (LAS) (KOCAL et al., 2001).

Alquilbenzeno linear sulfonado (LAS) representa um dos principais

constituintes dos detergentes e pode ser usado em varios produtos de limpeza. LAS



pertence ao grupo dos surfactantes anionicos, cuja estrutura basica contém o anel
aromatico sulfonado hidrofobico, ligado a cadeia alquilica, hidrofobica (Figura 3.1).
A cadeia alquilica pode apresentar diferentes numeros de carbono e diferentes

posic¢des do anel aromatico (PRATS et al., 1993).

CHg —— (CHyp)y, —— CH — (CHp)y, —— CH,

nem=7=-11

SOaNa

Figura 3.1 - Estrutura do alquilbenzeno linear sulfonado

Fonte: JENSEN et al. (1999)

Na Europa, o LAS usado em detergentes ¢ uma mistura de homdlogos
contendo 10 a 14 4atomos de carbono na cadeia alquilica, em média 11,7 atomos de
carbonos, com massa molecular de aproximadamente 343 gramas (MORENO et al.,

1994).

A descoberta do alquilbenzeno linear (LAB) foi considerada o marco da
industria de detergentes (KOCAL et al.,, 2001). Essa molécula foi usada como
precursora na fabricagdo de LAS, mas apresenta maior resisténcia a degradacdo
microbiana (ISOBE et al., 2004).

Na fabricacdo do LAS ocorre rea¢do entre alquilbenzeno e acido sulfurico
resultando em &cido sulfénico, posteriormente, neutralizado com hidroxido de sodio
(FERRER et al., 2002).

No Oeste da Europa, a producdo de LAS de aproximadamente 420 mil
toneladas por ano (HOLT & BERNSTEIN, 1992) representou mais que 40% de
todos os surfactantes usados no mundo (SCOTT & JONES, 2000). Segundo a
Associagdo Brasileira de Industria Quimica e de Produtos Derivados, a produgdo de

detergentes sintéticos, em 1998, foi de 1095 toneladas.



A Tabela 3.1 apresenta quantidades diarias de agua e de LAS usadas por

pessoa por dia, em diferentes paises.

Tabela 3.1- Quantidades diarias de LAS usadas por pessoa

Paises Uso de agua Uso de LAS

(L/dia) (g/dia)
Estados Unidos da América 560 2,6
Espanha - 5,6
Alemanha 185 2,2
Reino Unido 208 2,5
Japao 120 2,3
Brasil 132 * -

Fonte: PAINTER & ZABEL (1989)

* Sistema Nacional de Informagdes Sobre Saneamento (2004)

Aguas residudrias provenientes da fabrica¢io de detergentes, descartadas sem
tratamento, podem causar sérios impactos ao ambiente (PAPADOPOULOS et al.,
1997). Entre as impurezas geradas na fabricacdo do LAS, diatil tetralinssulfonado
(DATS) e alquilbenzeno sulfonado (ABS) de cadeia ramificada sdo os mais
importantes e mais dificeis de serem degradados. Além disso, o composto aromatico
tolueno sulfonado ¢ um dos aditivos de algumas formulacdes de detergentes
(KERTESZ et al., 1994) e como todos os sulfonados aromaticos sdo considerados

recalcitrantes e xenobioticos (JIMENEZ et al., 1991; ELSGAARD et al., 2003).

3.3 Surfactantes e 0 Ambiente

O LAS, composto xenobiodtico encontrado freqiientemente em 4aguas
residudrias urbanas (PERALES et al., 1999), contribui com porg¢ao consideravel no
total de surfactantes introduzidos no ambiente (PERALES et al., 2003).

Os principais efeitos do detergente no ambiente aquatico sdo: (1) formagao de
espumas, que inibem ou paralisam os processos de depuragdo natural ou em estagdes
de tratamento de esgoto (ETE), onde concentram impurezas ¢ podem disseminar

bactérias e virus; (2) diminui¢cdo da dissolu¢do de oxigénio atmosférico na agua; (3)



perturbacdo do transporte de oxigénio através das membranas dos organismos
aquaticos e (4) favorecimento da eutrofizacdo de lagos resultante do aumento da
concentra¢cdo de fosfatos, usados como seqiiestrantes nas formulagdes de detergentes
(CEPIS et al., 1998).

Em ambientes anaerdbios, os surfactantes podem ser encontrados em: (1)
lodos de digestores anaerdbios tratando esgoto sanitario; (2) sedimentos de rios,
lagos e oceanos e (3) solos que receberam lodo como fertilizante (BERNA, 2000).

Apesar do elevado consumo, as concentragdes de LAS em aguas superficiais
sao baixas, menores que 0,05 mg/L (MORENO et al., 1994), mas no esgoto sanitario
podem variar de 1 a 22 mg/L (Tabela 3.2).

Tabela 3.2 - Concentragdo de LAS no esgoto sanitario

Concentracao de LAS Localizagéo Referéncia Bibliografica
(mg/L)
lalo ND WAGENER & SCHINK (1987)
BRUNNER et al. (1988)
3a2l ND HOLT et al. (1995); RUIZ
BEVIA et al. (1989)
17a22 Zurique BOLLER (1993)
4 Nova Zelandia WATERS & FEIUTEL (1995)
6,674 Alemanha GREINER & SIX (1998)
3 Reino Unido HOLT et al. (1998)
3aéb Brasil CETESB (2005)

ND — ndo determinado

Nos ultimos anos, em trechos do rio Tieté, Pinheiros e represa Billings, mais
acentuadamente nas descargas das barragens de Pirapora (rio Tieté) e Traicdo (rio
Pinheiros) tém ocorrido elevada formacdo de espumas produzidas por detergentes.
As espumas sdo ricas em material particulado e metais pesados como cobre, chumbo,
niquel e cadmio (BARBIERI et al., 2000). Em Sao Paulo, a concentragdao de
detergentes no rio Tamanduatei, em 1992, foi de 2,3 mg/L (CETESB, 1992) e no rio
Tieté, na regido de Pirapora, foi 1,6 mg/L (HATUMARA et al., 1993).



Segundo Hatamura et al. (1993), as concentracdes de metais nas espumas do
rio Tieté superaram os valores em 20 a 188 vezes aos observados na dagua,
destacando-se, principalmente ferro (188 vezes) e aluminio (151 vezes). fons de
cobre, cadmio e zinco apresentaram aumentos de 60, 50 e 49 vezes, respectivamente.
No rio Macacu, Estado do Rio de Janeiro, foram encontradas concentracdes de LAS
e intermediarios de sua degradacdo nas faixas de 14 a 155 pg/L e 1,2 a 14 pg/L,
respectivamente. A presenca de intermediarios da degradagdo indicou que a
comunidade microbiana presente foi capaz de oxidar o LAS (EICHHORN et al.,
2002). Segundo Larson & Payne (1981), devido a continua exposicdo aos
surfactantes, os microrganismos aerobios tornam-se adaptados e produzem enzimas
necessarias para degrada-los.

Os intermediarios da degradacdo, como por exemplo, o sulfofenil
carboxilatos (SPC) também sdo encontrados nas aguas de abastecimento, como
observado por Eichhorn et al. (2002). Foram encontrados SPC nas aguas que
abasteceram as cidades de Niter6éi e Sao Gongalo, em concentragdes de 1,6 ¢ 1,4
ug/L, respectivamente, e valores de até 3,7 ug/L no Rio de Janeiro.

Concentragao residual de surfactantes anionicos tem aumentado em plantas,
rios e aguas residudrias (CSERHATI et al., 2002; CHEN & PIETRZYK, 1994). De
acordo com Tolls et al. (2000), o LAS tem acumulado nos organismos e,
conseqlientemente, ao longo da cadeia alimentar. Quanto maior a cadeia alquilica,
maior a hidrofobicidade e, portanto, maior a bioacumulagdo. Na biota terrestre, a
bioacumulagdo ¢ significativamente menor quando comparada a aquatica (FIGGE &
SCHOBERL, 1989).

Freqiientemente, os surfactantes sdo degradados em sistemas de tratamento de
esgoto antes de serem lancados nos corpos receptores (STEBER & WIERICH,
1985). Entretanto, a degradagdo pode ser incompleta, levando a formacao de alquil
fenois altamente toxicos a peixes e pequenos invertebrados (GIGER et al., 1981).

Segundo Lee (1970), os surfactantes adsorvidos na superficie celular causam
reducdes na absor¢do de nutrientes essenciais, no consumo de oxigénio e na
liberacao de produtos metabdlicos toxicos, podendo provocar a morte celular. Além
dos processos fisiologicos, podem alterar a pigmentacdo e a morfologia dos

microrganismos.



10

Deve-se considerar, também, que os surfactantes influenciam de forma
negativa os organismos presentes nos sedimentos marinhos, na vitalidade dos
microrganismos e no crescimento de vegetais (PRATS et al., 1995). Os efeitos
nocivos podem ser agravados com o aumento da concentragdo do surfactante e com o
tamanho da cadeia alquilica (HOUSAINDOKN et al., 1993). Segundo Swisher
(1987), Kotani et al. (1994) e Cserhati et al. (2002) os tamanhos das cadeias
alquilicas podem influenciar na toxicidade dos surfactantes: cadeias mais longas
podem causar efeitos mais severos provocando, por exemplo, destrui¢cdo ou ruptura
da membrana celular e desnaturacdo de proteinas. Além disso, a toxicidade de LAS ¢
influenciada pela posicao do anel aromatico: quanto mais proximo da extremidade da
cadeia alquilica maior a toxicidade (PRATS et al., 1993).

Segundo Housaindokh et al. (1993), os surfactantes podem ativar ou inibir
enzimas, dependendo da concentracao e do tamanho da cadeia alquilica. Podem
ainda alterar a estrutura da cadeia polipeptidica e mudar a carga superficial da
molécula. Essa modificagdo estrutural leva a alteragdes funcionais das proteinas

(CSERHATI et al. 2002).

Plantas expostas ao LAS apresentaram as membranas das células radiculares
destruidas, alteracdes na permeabilidade e nos processos fisioldgicos e
fotossintéticos. Varios autores tém mencionado que concentragdes entre 5 a 10
mg/kg ndo geraram problemas na germinacdo e no crescimento de plantas
hidroponicas ou em outros meios de cultivo. No entanto, concentracdes do LAS mais
elevadas, entre 10 a 40 mg/kg, apresentaram efeitos toxicos (MIEURE et al., 1990).
Efeitos adversos sobre plantas e animais foram observados quando esses organismos
foram expostos a 10 mg/L de LAS (SCOTT & JONES, 2000).

Para organismos aquaticos, a toxicidade aguda de LAS varia entre 1,7 e
270 mg/L, sendo a Daphnia magna a espécie mais sensivel (VERGE & MORENO,
2000). Dependendo da concentragdo de calcio, LAS pode estar solubilizado ou
precipitado, no ultimo caso, ocorre diminui¢do da fragdo disponivel para os
organismos aquaticos e conseqiientemente, reducao da toxicidade.

As branquias dos peixes podem ser atingidas pelos surfactantes devido a sua
ampla area superficial e tecido epitelial muito delgado. Células do tecido epitelial das

branquias sdo usadas como modelos in vitro para testes de toxicologia aquatica. Roy
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(1988) observou que LAS alterou a composi¢ao lipidica dos tecidos celulares dos
peixes Rita rita e pode modificar o comportamento desses, gerando espasmos
musculares (PARTEARROYO et al., 1991).

Segundo Hampel & Blasco (2002), os homdlogos de LAS com cadeias
alquilicas longas (C13 e C14) foram mais toxicos em relacdo aqueles com menores
nimeros de atomos de carbono (C10, C11 e C12). Os homologos com 13 e 14
carbonos foram 100% letais aos ovos de peixes expostos a concentracdes de 0,10 a
0,25 mg/L.

Os surfactantes anidnicos também podem causar danos a pele humana.
Pesquisas indicam que o tamanho da cadeia alquilica tem consideravel impacto sobre
o potencial de irritagdo da pele. Compostos com 10 a 16 atomos de carbono
causaram ¢ desnaturacdo de proteinas e destrui¢cdes severas das células epidérmicas
(KOTANTI et al., 1994).

As informagdes a respeito da toxicidade de LAS (ou outro surfactante) em
bactérias de sedimentos sdo escassas (CAVALLI et al., 2000). Segundo Berna et al.
(2000), as concentracdes de LAS entre 5 a 17 mg/kg, encontradas nos sedimentos de
rios, nao inibiram o metabolismo bacteriano.

Algumas pesquisas mostraram efeitos adversos para os microrganismos nas
concentragdes entre 10 a 50 mg LAS/kg de solo. A maioria dos estudos de toxicidade
usou a formulacdo de LAS comercial misturado diretamente no solo. Provavelmente,
essa condicdo favorece a biodisponibilidade do LAS e, conseqiientemente, a
toxicidade ¢ mais acentuada do que a adi¢do de LAS adsorvido em lodo. No entanto,
¢ importante considerar que a sensibilidade ao composto toxico estd relacionada
diretamente as caracteristicas morfologicas e fisiolégicas dos diferentes
microrganismos. Conseqiientemente, os mecanismos bioldgicos responsaveis pela
degradacao ou pelo papel inibidor de surfactantes em solos, sedimentos ou lodos sdao

dificeis de serem determinados (JENSEN, 1999).

3.4 Remocao fisico-quimica do LAS

A adsor¢do ¢ o processo de transferéncia de um ou mais constituintes
(adsorbatos) da fase liquida (adsortivo) para a superficie solida (adsorvente). No

processo de adsor¢ao, moléculas ou ions presentes na fase liquida sdo atraidos para a
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zona interfacial na superficie do adsorvente. A adsor¢cao do LAS em solos pode ser
influenciada pelo pH e pela quantidade de matéria organica presente. A adsor¢do de
surfactantes anidnicos ocorre por meio de dois mecanismos diferentes: (1) interagdo
eletrostatica entre a molécula do surfactante e a superficie solida de carga positiva e
(2) interagdao hidrofobica entre o surfactante e a matéria organica. Longas cadeias
alquilicas de LAS conferem maior hidrofobicidade e maior tendéncia em adsorver
(SCOTT & JONES, 2000).

Adsor¢do de qualquer substancia pode ser avaliada através de isotermas. O
procedimento experimental consiste em estabelecer o contato do componente a ser
adsorvido com diferentes massas de adsorvente, até atingir a concentracdo de
equilibrio (RUTHVEN, 1984).

A adsor¢do de surfactantes anidnicos em  superficies solidas

(SOMASUNDARAN & HUANG, 2000) pode modificar as caracteristicas dessa
superficie e dificultar a transferéncia de elétrons (WANG et al., 2000). Além disso,
pode ocasionar a formacdo de agregados semelhantes a micelas (LUCIANI et al.,
2001), aumentar a espessura do filme liquido e adsorver outras moléculas
(CHURAEYV, 2000; ESUMI et al., 2000; MIYAZAKI et al., 2000).
Surfactantes anidnicos ndo somente modificam as caracteristicas superficiais de
solidos pela adsor¢do, mas também podem realcar a solubilidade de compostos
insoluveis em agua (HARRISON et al., 1999) e reduzir a transferéncia de massa
(VAZQUEZ et al., 2000).

Jensen (1999) observou as concentracdes de LAS em lodos de esgotos
tratados em varios locais no mundo. O autor constatou que lodos de esgoto tratados
aerobiamente apresentaram concentracdes de LAS entre 100 a 500 mg/kg. No
entanto, para lodos tratados sob condi¢des anaerdbias, as concentragcdes foram
consideravelmente maiores, atingindo 5 a 15 g/kg. Por conseguinte, a contaminagao
do lodo pelo LAS esta fortemente envolvida com o sistema de tratamento de esgoto e
o método empregado na digestdo do lodo. Na Tabela 3.3 estdo destacados alguns
exemplos de concentragdes do LAS em lodos de estacdes de tratamento anaerdbio de

esgoto (FERRER et al. 2002).
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Tabela 3.3 - Concentragdao de LAS adsorvido ou precipitado em lodos anaerdbios de

estacdes de tratamento de esgoto sanitario (Espanha)

Estacdo de Tratamento de LAS (g/kg)
Esgoto
Estepona 17,47
Fuengirola 21,09
La Vibora 8,88
Churriana 8,70
Los Vados 12,05

Fonte: FERRER et al. (2002)

Quando lodo anaerobio for disposto em areas agricolas, pratica comum na
Europa, surfactante sera introduzido no solo (CAVALLI & VALTORTA, 1999).
Figge & Schoberl (1989) encontraram LAS em solos que receberam lodos de
estacOes de tratamento de esgoto, com meia vida de 13 a 26 dias. A concentragcdo
encontrada no solo, imediatamente apds aplicagao foi de 40 mg/kg (HAIGH, 1996).
O LAS também atinge o solo como agente emulsificante, dispersante e espessante de
fertilizantes e pesticidas agricolas ou através de agua residudria usada na irrigagdo
(KHANISLAMOVA, 1991). Segundo Marcomini etal. (1989), solos que nao
receberam lodos bioldgicos apresentaram aproximadamente 5,0 mg/kg de LAS.

Muitos métodos de extracdo e remogdo de surfactantes anidnicos foram
desenvolvidos com técnicas fisico-quimicas e microbiologicas. Um dos métodos
fisico-quimicos mais utilizados na remo¢do de surfactantes ¢ a adsor¢ao,
principalmente pelo emprego de carvao ativado que possibilita elevadas eficiéncias
de remocdo (BASAR et al., 2004). No entanto, esse método ¢ mais eficiente para
surfactantes anionicos do que para os ndo idnicos, com remog¢ao média de 67,4% e
31,7%, respectivamente, em amostras de esgoto sanitario (ADACHI et al., 1990).
Processos de coagulagdo e precipitacdo tém sido testados para remogao de
surfactantes anidnicos e nao idnicos em aguas residuarias (CSERHATI et al., 2002).

Outros métodos de tratamento sdo aplicados para remover o LAS, como por

exemplo, reacdes fotocataliticas com TiO, (dioxido de titdnio) (TANAKA &
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ICHIWA, 1993), oxidacao avancada, oxidacdo térmica e ozonizacdo (BELTRAN et
al., 2000).

Sanz et al. (2003) estudaram a oxidagdo fotoquimica do LAS (2,5 g/L)
utilizando radiacdo ultravioleta e peréxido de hidrogénio com aproximadamente 50%
de eficiéncia.

O emprego do ozdnio na oxidacdo de surfactante gera estruturas mais
simples. De acordo com Cepis et al. (1998), a aplicagdo do ozdnio dependera do
efluente a ser tratado, e sempre deve ser usado em combinag@o com outros processos

fisico-quimicos e/ou biologicos.

3.5 Degradacao Bioldgica do LAS

Viarios sistemas microbiologicos utilizando culturas puras ou mistas e
diferentes condi¢des nutricionais tém sido empregados na degradagdo de surfactantes
(CSERHATI et al.,, 2002). A degradagdo do LAS envolve a quebra da cadeia
alquilica, do grupo sulfonado e finalmente, do anel aromatico (PERALES et al.,
1999).

Segundo Schoberl (1989), as vias para a degradagdo aerébia de LAS
compreendem as seguintes etapas: (1) conversdo oxidativa de um ou dois grupos
metila da cadeia alquilica a um grupo carboxila (o-/B- oxidagdo); (2) oxidacdo da
cadeia alquilica (- oxidagdo); (3) oxidagdo do anel aromatico; (4) quebra da ligagdo
C-S, liberando sulfato (dessulfonagdo). Provavelmente, a degradagdo inicial ocorre
pela w-oxidacdo, com subseqiiente B-oxidagdo da cadeia alquilica, seguida pela
abertura do anel aromatico e dessulfonagdo (Figura 3.2).

A etapa final da degradacao do LAS ¢ a abertura do anel aromatico. Quando
isso acontece, a degradacdo progride rapidamente com a formacgdo de biomassa,
dioxido de carbono, dgua e sulfato. A etapa mais dificil ¢ a ruptura da ligacdo do
radical alquila com o anel aromatico sulfonado (CAVALLI et al., 1993).

Os isdmeros de cadeias com maior numero de atomos de carbono sdo mais
facilmente degradados (SWISHER, 1987) e ha preferéncia por isdmeros de posi¢do
proximas ao final da cadeia alquilica (KERTESZ et al.,, 1994). Para culturas

microbianas capazes de utilizar o enxofre do LAS, foi observado o comportamento
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contrario, ou seja, isdmeros de cadeia curta foram mais facilmente degradados do
que os de cadeia longa.

Segundo Cavalli et al. (1993), a degradacdo aerdbia do LAS progride via
oxidacdes /P das cadeias alquilicas que levam a formacdo dos produtos
intermediarios (sulfofenil carboxilatos - SPC) de acordo com a Figura 3.3.

Larson & Payne (1981) relataram que a meia vida dos SPCs em aguas
naturais foi de 3 dias. A degradacdo incompleta do LAS também foi demonstrada por
Yoshimura et al. (1984) em 4gua de rio.

Di Corcia et al. (1991) quantificaram o LAS e seus produtos intermedidrios
(SPC) em afluentes e efluentes de sistemas de tratamento de esgoto sanitario da
cidade de Roma. Identificaram varios SPC de cadeia curta (com menos de 7
carbonos) em concentragdes variando de 0,6 a 22 mg/L.

Berna et al. (1993) monitoraram sete sistemas de tratamento de esgoto
sanitario na regido de Madri (Espanha), e encontraram SPC nas concentragdes entre
0,25 e 0,85 mg/L no afluente e de 0,7 a 1,2 mg/L no efluente. Estes pesquisadores
observaram, através de espectrometria, que a massa molecular do LAS foi menor no
efluente de sistemas de tratamento de esgoto, quando comparado com o produto
usado na formulagdo dos detergentes.

Esses intermediarios da degradacdo também foram encontrados em
sedimentos marinhos anaerébios da Baia de Cadiz, na Espanha (GONZALES-
MAZO et al., 1997; LEON et al., 2000). Entretanto, os intermediarios da degradacdo
anaerdbia em condigdes mesofilicas, ainda, ndo foram identificados. Em efluentes de
reator anaerobio termofilico, usado no tratamento de LAS (2 mg/L.dia), com TDH de
12h, foram constatadas as presencas de acido benzenossulfonico, 4cido sulfonico p-
tolueno, 1-fenildodecano, acido 2-fenilbutirico, 2-butilbenzeno, 1-fenilhexano e
acido acético (MONGENSEN & AHRING, 2002).

Segundo Painter & Zabel (1989) sistemas de lodos ativados podem remover
mais do que 95% de surfactantes anidnicos, enquanto em filtros bioldgicos de baixa
taxa, a remo¢do ¢ menor que 91%, para concentracdes encontradas no esgoto
sanitario (1 a 21 mg/L). Porém, os autores ndo mencionaram a porcentagem de LAS
adsorvido no lodo. Giger et al. (1987) analisaram o desempenho de oito plantas de

lodos ativados na Suica e observaram que a remog¢ao de LAS foi de 65 a 99,8%, com
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eficiéncia média de 99,5%. Trehy et al. (1996) verificaram que as remocdes de LAS
e SPC foram de 99,5% e 99,1%, respectivamente, em quatro sistemas de lodos
ativados.

Tentativas tém sido feitas para definir uma expressao cinética que descreva o
processo de degradacdo de LAS em diferentes condicdes ambientais. Para
estabelecer a expressdo cinética para o processo de degradacdo de LAS, Larson &
Payne (1981) empregaram equagdo de primeira ordem. Yoshikuni et al. (1992)
estabeleceram expressao cinética de ordem zero para descrever tal processo. Larson
et al. (1983) utilizaram equacao de pseudo-primeira ordem. Larson & Vashon (1993)
indicaram que a degradagdo do LAS segue a cinética de primeira ordem e que o

tamanho da cadeia alquilica e a posi¢cdo do grupo fenil ndo influenciaram na cinética

de degradagdo.
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Figura 3.3 - Estrutura geral do sufofenil carboxilato

Fonte: SAEZ et al. (2000)

No ambiente, varias espécies de microrganismos interagem na degradag¢do do
LAS. Jimenez et al. (1991) estudaram o consércio microbiano constituido por trés
espécies de Pseudomonas sp. e uma de Aeromonas sp. O LAS foi adicionado a 1
ng/mL como unica fonte de carbono, todas as espécies estudadas foram capazes de
degradar mais de 25% do LAS e esse foi convertido a CO,.

Virios autores afirmaram que o LAS ndo ¢ degradado em condigdes
anaerobias (GIGER et al., 1989; PAINTER & ZABEL, 1989 ¢ SARRACIN et al.,
1999). Aspecto semelhante foi mencionado por Federle & Schawab (1992),
empregando biomassa anaerobia adaptada durante anos, os quais detectaram
degradacdo de LAS ap6s a adi¢do oxigénio molecular.

Entretanto, outros trabalhos mostraram que LAS pode ser degradado em
condigdes anaerdbias (ANGELIDAKI et al., 2000; MONGENSEN & AHRING,
2002). Nessas condi¢des, nenhuma linhagem bacteriana isolada foi capaz de utilizar
o carbono do LAS (GAVALA & AHRING, 2002). A rota de degradagdo anaerdbia
do LAS também ndo estd totalmente esclarecida. Segundo Kertesz et al. (1994),
ainda ¢ necessario aprofundar o conhecimento da degradacdo da cadeia alquilica e da
dessulfonacao do anel aromatico.

Os microrganismos anaerdbios podem utilizar os sulfonados de trés formas:
a) como aceptores de elétrons; b) como doadores de elétrons para a respiragdo
anaerdbia; ou c¢) como substrato para a fermentagdao. A reducao do grupo sulfonado

foi descoberta em culturas puras de Desulfovibrio desulfuricans, isolada de
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sedimentos marinhos. Esse organismo foi capaz de reduzir o organossulfonado em
combinag¢do com lactato como doador de elétrons (DENGER & COOK, 1999).

Huddleston et al. (1979) e Steber (1979) conduziram ensaios de degradagao
do LAS comercial com 14C marcado, sob condigdes anaerdbias. Os resultados
obtidos indicaram que mais de 60% do LAS degradado foi convertido a CO2.

Wagener & Schink (1987) avaliaram a degradagdo de surfactantes anionicos
(LAS e SDS) e nao ionicos (alquil etoxilado - AE) em reator anaerdbio de leito fixo,
usando agua residuaria sintética a 28°C. Os autores usaram como inoculo lodo de
sedimento anoxico e lodo de esgoto sanitario imobilizados em pérolas de vidro. O
LAS nao foi degradado e causou inibicdo da metanogénese em concentragdes iguais
ou maiores que 10 mg/L. O dodecil sulfato de so6dio (SDS) foi parcialmente
degradado depois da adaptagdo do lodo a concentragdes iguais ou menores a 100
mg/L e o grupo sulfato foi reduzido a sulfeto. Alquil etoxilatos foram completamente
metabolizados formando metano e didéxido de carbono em concentracdes de até 1,0
g/L. A duragdo do experimento foi de 37 dias. Os autores observaram que o
surfactante ndo idnico ndo inibiu a metanogénese, enquanto o LAS (surfactante
anidnico) causou inibi¢cao em concentracao de 10 mg/L.

Denger et al. (1996) isolaram Clostridium sp. EV4SPB, capaz de utilizar 2-
(4- sulfofenil) butirato como fonte de enxofre. Os bacilos gram-positivos ocorreram
em células isoladas, em pares ou, ocasionalmente, em cadeias, e apresentaram esporo
subterminal. Cultura de Clostridium sp. EV4 utilizou fenil sulfonado, p-benzeno-
sulfonado e naftaleno-2,6-dissulfonado.

Denger & Cook (1999) usaram culturas enriquecidas com LAS em condigdes
anoxicas, em meio contendo glicose. Essas culturas utilizaram o surfactante como
fonte de enxofre para o crescimento microbiano. O organismo isolado foi chamado
de RZLAS, cujas caracteristicas foram as seguintes: bacilo gram-negativo, oxidase
negativa, catdlise negativa, crescimento anaerobio facultativo. Os autores obtiveram
os maiores valores de similaridade para os géneros Aeromonas (88,2-90,1%) e
Shewanella (87-88,1%). Esses microrganismos foram descritos como capazes de usar
o enxofre de LAS em condigdes anaerobias.

Visscher et al. (1999) verificaram que 2-amino etano sulfonado foi utilizado

pelas bactérias redutoras do ion sulfato (BRS) como fonte de carbono e de enxofre
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para o crescimento sob condi¢des anaerobias. Apos a clivagem da ligacdo carbono-
enxofre, sulfito foi reduzido a sulfeto.

Lie et al. (1999) isolaram cultura de BRS, Desulforhopalus singaporensis, em
meio enriquecido com 10 mM de 2-amino etano sulfonado como fonte de carbono,
nitrogénio e energia. A fermentagdo dessa substancia resultou na producgdo final de
acetato, amonia e sulfeto. Outros compostos sulfonados ndo foram fermentados,
incluindo 2-hidroxi etano sulfonado e alanina-3-sulfonado. Na presenca de malato
houve reducao de sulfato, sulfito e tiossulfato.

Almendariz et al. (2001) avaliaram a degradacao de LAS em reator anaerdbio
de fluxo ascendente e manta de lodo (UASB), acidogénico e metanogénico com
volumes de 0,34 L e 1,35 L, com TDH de 6 horas e 24 horas, respectivamente,
operados a 35°C. As concentracdes do LAS testadas foram 20 e 50 mg/L. Lactose
(1g/L) foi usada como fonte de carbono e nitrato como aceptor de elétrons na
propor¢ao de 1:1 (LAS/NOs’). Esses pesquisadores utilizaram a técnica de
bioaumentagdo através da recirculagdo da linhagem de Pseudomonas sp. no reator
acidogénico. Com a supressdo de LAS na alimentacdo, ocorreu a dessor¢ao desse
composto do lodo anaerébio. Os resultados obtidos por esses pesquisadores
demonstraram que o metabolismo das bactérias acidogénicas ndo foi prejudicado
pelo LAS. No entanto, as arquéias metanogénicas sofreram alteracdes no seu
metabolismo. A producdo de metano voltou ao normal quando o LAS foi retirado da
agua residuaria afluente aos reatores, demonstrando que o efeito nocivo do LAS foi
reversivel para as metanogénicas.

A linhagem de Pseudomonas sp. ndo se adaptou ao reator acidogénico,
iniciando com 10® UFC/mL de lodo e, apos 40 dias 104, até alcancar 10° UFC/mL,
no final do experimento. Nitrato de potassio foi consumido completamente. Os
pesquisadores concluiram que o LAS foi degradado somente no primeiro reator,
pelas bactérias acidogénicas. O LAS adsorvido no lodo ndo inibiu as bactérias
acidogénicas e sua degradacdo foi de 41% no final de 250 dias de operagdo. Os
microrganismos metanogénicos nao foram capazes de degradar LAS. A concentracio
celular da linhagem de Pseudomonas sp. retida no reator foi muito pequena, dessa

maneira, a degradacdo do LAS ndo pode ser atribuida a essa espécie bacteriana. Isso
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pode ser confirmado com o experimento controle, onde a linhagem nao foi inoculada
e os resultados de degradacdo foram semelhantes.

Alquilbenzeno linear (LAB) ¢ formado em condi¢des anaerdbias quando ha
remocao do grupo sulfonado da molécula de LAS. No trabalho de degradagdo de
LAS realizado por Mongense & Ahring (2002), nao foi detectada a presenca de
LAB. Tal fato foi confirmado pela deteccdao de 4cido benzenossulfonico no efluente
do reator. Portanto, os microrganismos presentes no processo nao foram capazes de
utilizar o enxofre do grupo sulfonado.

Sanz et al. (2003) usaram dois reatores UASB de 5,4 L cada, TDH de 24
horas e temperatura de 30°C para verificar a degradagdo de LAS. Os reatores foram
inoculados com lodo granular de reator UASB, usado no tratamento de agua
residudria de industria de agucar de beterraba, localizada em La Bafneza (Espanha).
Cada reator foi inoculado com 130 g de so6lidos volateis e alimentado com mistura de
co-substratos: acetato, propionato, butirato, lactato, metanol, etanol e sacarose, além
de macronutrientes e elementos tracos. A carga organica aplicada foi de 9,0 g
DQO/L.dia. Em ambos os reatores a estabilidade na remocao da matéria organica
(DQO) foi alcancada apos 20 dias, com eficiéncia de remogado de 90%.

No reator I (RI), alimentado com os co-substratos e LAS, a biomassa
aumentou em 25%. No reator II (RII), alimentado somente solu¢do de LAS, na
auséncia de co-substratos, a biomassa diminuiu em 11%. A massa de LAS adsorvida
no lodo do RI, apds duas semanas foi de 42,3 mg (0,320 mg LAS/g de lodo) ¢ a
massa total adicionada igual a 329 mg. Nesse periodo, ndo foi detectado LAS no
efluente e a remogao foi de 85%.

Ap6s 14 dias de operagdo, as concentragcdes de LAS no efluente e no lodo
aumentaram em ambos os reatores atingindo 1,5 a 2,0 mg/L e 1,5 a 2,0 mg/g,
respectivamente. Em 100 dias, a remoc¢do foi de 64%, sendo que 14% do LAS
adicionado, ficaram adsorvidos no lodo e 22% foram descartados no efluente. No
inicio da operag¢do do RII, a concentracdo de LAS no efluente foi de 4,3 mg/L e a
adsorvida igual a 0,18 mg LAS/g de lodo. A partir do 80° dia, as concentragdes de
LAS no efluente atingiram 0,9 mg/L e 1,9 mg/g no lodo. O balango de massa no final
do experimento indicou que 6% do total de LAS adicionado foram recuperados no

efluente, enquanto, 9% ficaram retidos no lodo. Dessa maneira, 85% do total de LAS
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adicionado no reator foram removidos, considerando a concentragao inicial de 4 a 5
mg LAS/L.

Comparando esses reatores, os autores concluiram que a degradagao do LAS
foi maior no reator alimentado sem co-substratos. Com auséncia de co-substratos,
ocorreu diminui¢ao da concentragao de biomassa, embora, com elevada degradagao
de LAS. Nesse caso, a degradac¢do pode ser interpretada como degradacdo primaria
(perda da caracteristica surfactante), quando LAS foi usado como fonte de carbono e
de energia. Efeito similar foi encontrado em condi¢des aerdbias, na auséncia de
glicose, em reatores inoculados com Pseudomonas putida, quando a degradacdo do
LAS foi maior na auséncia de co-substratos (MARQUES et al., 1999). No entanto, a
quantidade de LAS adicionada foi insuficiente para a manuten¢do da biomassa e,
conseqilientemente, promover enriquecimento da populagdo de bactérias com
potencialidade de degradar LAS.

Culturas bacterianas puras ou mistas em condi¢des fermentativas vém sendo
empregadas com a finalidade de realcar a decomposicao dos surfactantes
(CSERHATI et al., 2002). Todavia, os estudos indicam que, para completa
degradacdo do LAS ¢ necessario o envolvimento de consorcio microbiano devido a
limitada capacidade metabdlica de uma espécie de microrganismo especifica (LEE et
al., 1995).

Segundo Goudar et al. (1999), a degradacao de surfactante anidnico torna-se
mais rapida com utilizagdo de culturas mistas do que com culturas isoladas. Segundo
Cook & Hrsak (2000) a utilizagdo de culturas puras para degradacdo do LAS nao foi
bem sucedida, pois as enzimas necessdrias para promover a ruptura da molécula ndo
foram sintetizadas.

O conhecimento da diversidade microbiana e identificagdo dos principais
microrganismos envolvidos nesse processo sdo fundamentais para favorecer o
crescimento de microrganismos com potencial em degradar LAS nos sistemas de
tratamento e, conseqlientemente, acelerar sua degradacio (MONGENSEN &
AHRING, 2002)

Cserhati et al. (2002) resumiram algumas informacgoes sobre o uso de culturas
puras imobilizadas para o tratamento de surfactantes. Por exemplo, Roig et al. (1998)

utilizaram, com sucesso, Comamonas terrigena N3H, imobilizada em espuma de
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poliuretano na degradagdo de surfactantes anionicos. Huska et al. (1996)
promoveram a imobilizagdo das células dessa mesma espécie, em espumas de
poliuretano e alginato. Maior degradagdo foi encontrada em pH 7,5 e temperatura de
50°C. No entanto, ndo foi relatada a porcentagem de degradacao alcancada com essa
espécie bacteriana.

Pseudomonas ¢ outro género de bactérias indicado como possivel degradador
de surfactantes As bactérias desse género tém sido apresentadas como surfactante-
redutoras, e usadas na forma imobilizada, em diferentes materiais suportes, tais como
gel de poliacrilamida (THOMAS & WHITE, 1991), vidro (JERABKOVA et al.,
1999) e espuma de poliuretano (ROIG et al., 1999). No entanto, como mencionado
anteriormente, nem sempre a aplicacdo de culturas puras ¢ bem sucedida no processo
de degradagdo de surfactantes.

O LAS pode inibir os processos de tratamento bioldgico (GARCIA-
MORALES et al.,, 2001). A presenca desse surfactante tem sido prejudicial em
ambos processos de tratamento, aerdébio (PEREZ et al., 1994) e anaerdbio
(SWISHER, 1987). A digestdo anaerdbia de lodo de esgoto foi inibida com
concentragdes acima de 15 g LAS/ kg (PAINTER & ZABEL, 1989).

Detergentes em geral sdo considerados prejudiciais a digestdo anaerdbia
(GAVALA et al., 2001) e os surfactantes sintéticos foram considerados inibidores
severos desse processo. (FEITKENHAUER & MEYER, 2002). Segundo Gavala &
Ahring (2002), a inibicdo da digestdo anaerdbia ¢ uma das possiveis causas da
persisténcia do LAS nesses ambientes.

Shcherbakova et al. (1999) realizaram véarios estudos com o objetivo de
verificar a toxicidade dos surfactantes na degradacdo anaerdbia. Esses pesquisadores
utilizaram como in6culo lodo de reator UASB empregado no tratamento de agua
residudria da industria de papel e celulose para avaliar os efeitos dos surfactantes no
processo metanogénico a partir de acetato. Os reatores foram operados com 0,5 g/L
de solidos suspensos volateis, em frascos de vidro contendo 50 mL de meio de
cultura (somente sais minerais), suplementado com 30 mM de acetato. Os reatores
foram submetidos a atmosfera de N, (100%) e incubados anaerobiamente, a 29°C.
Foram testados os seguintes compostos: detergentes anionicos (Sulfanol NP-1 e

Dodecil Sulfato de Sédio - SDS), detergentes cationicos (Alkamon DS e Catamin
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AB) e detergentes nao anionicos (Triton X-100). Os resultados indicaram menor
toxicidade do SDS e Triton X-100 para a metanogénese, enquanto que Alkamon DS
apresentou-se altamente toxico. J& os compostos aromaticos, como Sulfanol NP-1 e
Catamin AB, apresentaram atividade inibidora intermedidria, conforme dados

apresentados na Tabela 3.4.

Tabela 3.4 - Concentracdes inibidoras de surfactantes para a metanogénese

Inibicdo
20% 50% 80%
SURFACTANTE CONCENT

RACAO

(MG/L)
Sulfanol NP-1 292 675 1250
Dodecil Sulfato de Sodio 228 573 925
Alkamon DS 78 154 235
Catamin AB 195 345 495
Triton X-100 214 538 883

Fonte: SHCHERBAKOVA et al. (1999).

De acordo com Mosche & Meyer (2001), a digestdo anaerdbia envolve varios
grupos troficos de microrganismos, que podem reagir de diferentes maneiras as
substancias toxicas. O metabolismo das arquéias metanogénicas, por exemplo, ¢ mais
sensivel ao surfactante do que o das bactérias acidogénicas. Entre as arquéias, as
metanogénicas acetocldsticas sdo mais prejudicadas pelo surfactante do que as
metanogénicas hidrogenotroficas.

Gavala & Ahring (2002) avaliaram o efeito inibitorio de LAS sobre as etapas
acidogénicas e metanogénicas da digestdo anaerdbia. Os experimentos foram
realizados em batelada com lodo anaerobio aclimatado ao LAS, por periodo superior
a um ano. Os reatores foram operados em condi¢des mesofilicas, com TDH de 15
dias. O LAS inibiu a acetogénese a partir de 1 g/L de propionato e a metanogénese a
partir de 1 g/L de acetato e extrato de levedura a 0,2 mg/mg de propionato e 0,15
mg/mg de acetato. As bactérias consumidoras de propionato foram mais sensiveis a

presenca de LAS (100 a 150 mg/L) que as metanogénicas acetoclasticas.



24

Provavelmente, a inibi¢do causada pelo LAS foi devida a sua interagdo com as
membranas microbianas, impedindo assim o transporte de nutrientes e/ou substrato

para dentro das células bacterianas.

3.6 Fatores que Interferem na Degradacdo do LAS

A degradacdo de LAS pode ser afetada pelos seguintes fatores: concentragao
de oxigénio dissolvido (KRUEGER et al., 1998), complexidade das moléculas dos
surfactantes cationicos (UTSUNOMIYA et al., 1997), insolubilidade na presenca de
sais de célcio ou de magnésio (WOLF & FEIJTEL, 1998), presenca de outros
contaminantes (ABDALLAH & SRORR, 1998) ¢ alteragdo do pH durante a
degradacao aerobia (GARCIA et al., 1996).

Quiroga et al. (1989) investigaram a influéncia da salinidade, temperatura, e
presenga de sedimento na degradagdo do LAS em 4gua marinhas. A salinidade nao
alterou a degradag¢do, mas o aumento da temperatura acelerou esse processo. A
presenca de sedimento, também aumentou a degradacao, provavelmente devido a
concentragdo dos surfactantes e de bactérias na sua superficie.

Perales et al. (1999) avaliaram a degradacdo de LAS a 5, 10 e 20 mg/L em
condi¢des aerobias nas temperaturas de 7, 13, 21 ¢ 25°C. Em todas as temperaturas o
surfactante foi degradado mais de 90%. O periodo necessario para adaptacdo foi
maior em temperaturas mais baixas. Os homdlogos com maior nimero de carbonos
foram degradados mais rapidamente em temperaturas acima de 13°C. Segundo
Rapaport & Eckhoff (1990), em sistemas de tratamento em grande escala a
temperatura teve pouco ou nenhum efeito na remoc¢ao de LAS.

Hé evidéncias que a biodegradabilidade primaria do LAS (C10 a C14), em
geral, eleva-se com aumento do tamanho da cadeia alquilica. Para os isomeros de um
dado homélogo, quanto maior a distancia entre o grupo sulfonico e o grupo terminal
metil, mais rapida serd a degradagdo (GARCIA et al., 2005). Swisher (1987) tem
chamado essa distancia de “distancia principal” e esse fendomeno tem sido observado

em condicdes aerobias.



25

3.7 Métodos de Determinacgdo do LAS

A degradacdo do LAS tem sido extensivamente estudada em laboratorio
(CAVALLI et al., 1993), através de métodos nao especificos (KARSA & PORTER,
1995), como: carbono organico dissolvido (COD), producao de CO,, consumo de
0O,.e também através do método de quantificacdo de substancias reativas ao azul de
metileno (MBAS). A avaliagdo da degradagdo também pode ser realizada por meio
de técnicas analiticas especificas, tais como: cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) e cromatografia gasosa (CG) (MATTHIJS & DE HENAU, 1987).

A concentragdo total do LAS ¢ avaliada pelo método padrao de substancias
ativas ao azul de metileno (MBAS). Essa técnica, descrita no Standard Methods for
the Examination of Water and Wastewater (1998), é extensivamente usada em
programas de monitoramento de estacdes de tratamento de esgoto (MATTHIJS &
DE HENAU, 1987). Este método ¢ considerado, bastante sensivel, simples e
economicamente viavel, mas ndo especifico e pode sofrer algumas interferéncias de
outros detergentes anionicos (SWISHER, 1987), tais como alquil sulfato, éter sulfato
e alcano sulfato (PAINTER & ZABEL, 1989), ou de substincias himicas (DI
CORCIA et al., 1991). Deste modo, o método de azul de metileno ¢ indicado para
determinar a concentragdo total de surfactante anidnico. Segundo Sedlak et al.
(1986), 71% a 84% do total de MBAS analisado corresponderam ao LAS.

Outra possibilidade de determinacdo de LAS refere-se a cromatografia
gasosa. Esta técnica requer a pré-conversdo de LAS em derivados volateis (NAKAE
et al., 1981), procedimento que dificulta a utilizacdo dessa metodologia.

O método mais aceito para determinacdo de LAS ¢ a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) (NAKAE et al., 1981). Essa técnica ¢ amplamente empregada
como método especifico para determinagdo de LAS em amostras de diferentes
origens (YOKOYAMA & SATO, 1991). A aplicagdo de métodos cromatograficos ¢é
mais vantajosa, pois pode detectar os possiveis intermediarios gerados na
degradacao.

O HPLC vem sendo empregado desde 1975 para determinar a concentragdo
de LAS. Nakae et al. (1980) utilizaram HPLC com deteccao por fluorescéncia, para
determinagdo de LAS em aguas de rios, sem nenhuma pré-concentragdo e pré-

purificacao.
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A determinagdo de LAS por HPLC utiliza diferentes fases estaciondrias:
colunas C8 e C18 e, como fase movel: solventes organicos combinados com dgua ou
com eletrdlitos (CHEN & PIETRZYK, 1994).

O uso de sistemas de gradientes de eluicdo, como descrito por Matthijs & De
Henau (1987), resultou na melhor separagao dos homologos do LAS. Além disso, o
emprego da solucdo de perclorato de sédio a 0,15 M como um dos eluentes foi
necessario para obter retencdo suficiente do LAS na coluna.

Nakae et al. (1981) observaram excelente separa¢ao dos isomeros usando
coluna Hitachigel 3053 como fase estacionaria e acetonitrila/agua (45/55 - v/v) com
perclorato (NaClO4) como fase movel. Na auséncia de perclorato na fase movel, as
areas cromatograficas de LAS apresentaram tempo de retengdo muito pequeno. Com
a sua adicdo, os homoélogos do LAS foram bem separados. Todavia, outros sais
inorganicos como cloreto de sodio, nitrato de sodio, cloreto de amonio, em vez de
perclorato de s6dio, podem ser empregados e gerar resultados semelhantes.

Para analise quantitativa de amostras muito diluidas (baixas concentragdes de
LAS), técnicas de pré-concentracdo devem ser usadas. Di Corcia et al. (1991)
concentraram amostras diluidas de LAS em colunas de troca ionica, empregadas
também para purificar o LAS. Matthijs & De Henau (1987) obtiveram 100% de
recuperagdo com eluicdo com metanol em colunas de fase solida (C-8) para pré-
concentragdo do LAS. Kikuchi et al. (1986) e Séez et al. (2000) também usaram o
metanol para eluir o LAS da coluna C-18, previamente condicionada.

Neste trabalho, as colunas SAX e C-18, foram usados para purificar e
concentrar as amostras da extragdo do LAS adsorvido nas espumas de poliuretano
com biomassa imobilizada, proveniente de reatores anaerobios horizontais de leito

fixo.

3.8 Reator Anaerdbio Horizontal de Leito Fixo

O reator anaerdbio horizontal de leito fixo (RAHLF), em escala de bancada,
foi desenvolvido por Zaiat et al. (1994). Esse reator foi concebido para ser
preenchido com biomassa imobilizada em matrizes ctbicas de poliuretano de 3 a 5
mm de aresta e proporcionar escoamento predominantemente pistonado. A

concepgao original do reator compreende um tubo de vidro de boro-silicato com 99,8
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cm de comprimento e 5,04 cm de diametro interno. A relagdo comprimento/diametro
(L/D) foi de aproximadamente 20. O volume total do reator foi de 1991 mL, sendo o
volume Ttil reacional de 1735 mL e 265 mL destinados a separacdo do gas formado
no seu interior.

Para a coleta do biogas foi instalado, ao longo do reator, na parte superior, um
tubo perfurado de 0,94 cm de didmetro. Também foram colocados quatro
amostradores, nas seguintes posi¢cdes L/D=4, 8, 12 ¢ 16.

O RAHLF foi utilizado inicialmente por Foresti et al. (1995) para o
tratamento de agua residuaria de industria de papel reciclado. O indculo foi o lodo
anaerobio proveniente de reator UASB tratando efluente da industria de papel
reciclado, imobilizado em espuma de poliuretano. O reator foi operado a temperatura
ambiente (média de 23°C) durante 26 dias, com TDH de 23 horas e carga organica de
2,0 kgDQO/m’/dia. Depois de 8 dias de operacdo, a concentracio de acidos volateis
no efluente foi proxima de zero. A remocdo de matéria organica expressa em DQO
foi de 86% no décimo dia de operacdo, demonstrando répida adaptagcdo e
crescimento da biomassa. Por meio dos valores de solidos suspensos volateis (SSV)
no efluente (90 mg/L) os autores observaram que nao houve arraste severo da
biomassa.

Estudos hidrodindmicos realizados por Cabral (1995) permitiram considerar o
RAHLF um reator pistonado ou tubular para fins de simulagao e projeto.

Zaiat (1996) verificou os efeitos da velocidade superficial do liquido (Vs)
sobre o arraste da biomassa no RAHLF. Para tanto, o autor utilizou tubo de vidro de
10 mL com 1,5 cm de diametro preenchido com espumas de poliuretano retiradas do
RAHLF, tratando dgua residudria de industria de papel reciclado. A porosidade do
leito foi de 40% e foram aplicadas oito vazdes diferentes, para obter velocidade
superficial (Vs), na faixa entre 0,3 cm/s e 2,2 cm/s. De acordo, com os resultados
obtidos nesse experimento, para maior velocidade aplicada (2,2 cm/s), somente 9%
dos sélidos em suspensdo volateis foram arrastados das matrizes.

Zaiat et al. (1997) operaram RAHLF a 30°C, preenchido com espuma de
poliuretano contendo lodo anaerdbio imobilizado, obtido de reator UASB tratando
dejetos de suinocultura. A 4gua residudria utilizada foi substrato sintético a base de

glicose (esterilizada em autoclave), com DQO de 2090 mg/L. O TDH foi de 8 horas
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e a velocidade superficial, de 12,6 cm/h. O reator atingiu equilibrio dindmico
aparente no décimo dia de operacdo, com 98% de eficiéncia de remog¢ao de DQO
(L/D= 20) e concentracao de 4cidos volateis no efluente igual al5 mg/L.

Esse reator, em escala de bancada, vem sendo aplicado no tratamento de
diferentes aguas residuarias, como destacado na Tabela 3.5.
Sarti (1998) avaliou o desempenho do RAHLF em escala de bancada, inoculado com
lodo de ETE, imobilizado em espuma de poliuretano. As eficiéncias de remogao de
matéria organica (DQO) foram de 81%, 80%, 84%, 82% e 77% para os respectivos
TDH de 10; 5; 3,3; 2,5 e 2 horas. O melhor desempenho do reator ocorreu quando o

mesmo foi operado com TDH de 3,3 horas.

Tabela 3.5 - Aplicacdo do RAHLF, em escala de bancada, com células imobilizadas

em espumas de poliuretano

Agua Residuaria TDH Eficiéncia de Referéncia
(h) Remocéo Bibliogréfica
(%)
PCP 24¢ 18 >95 DAMIANOVIC
(1997)
Compostos fendlicos 12,3 99 BOLANOS
(50 a 1200mg/L) (2001)
Formaldeido 12 99,7 OLIVEIRA
(30 a 1500mg/L) (2004)
Vinhaga 26,2 70 (DQO) TELH
(10 000 mgDQO/L) (2001)
BTEX 11,4e 13,5 100 de NARDI
(15 mg/L de cada (2002)
composto)
Benzeno (41,4 mg/L) 12 89,4
Tolueno (30,8 mg/L) 99,6 GUSMAO
etilbenzeno (33,3 mg/L) 98.8 (2005)
m-xilemo (32,1 mg/L) 99,7

Lima (2001) avaliou o desempenho do RAHLF no tratamento de esgoto
sanitario, ap6s passagem por peneira de malha de 1 mm, durante dois anos de
operagdo. O volume total do reator foi de 235,5 L, construido com tudo de PVC de
14,5 cm de didmetro, dispostos por 5 modulos horizontais em série, perfazendo
comprimento total de 14,4 m e relagcdo L/D de 100. A espuma de poliuretano (1,0 cm

de aresta) foi usada como suporte para a imobilizacdo da biomassa, sem inoculagdo
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prévia. Em 70 dias de operagdo foi observado o predominio de Methanosaeta sp, aos
90 dias de operagdo obteve a melhor eficiéncia de remocdo de matéria orgénica
(71%). No decorrer do tempo de operagdo, a eficiéncia de remocao foi reduzida, em
conseqiiéncia dos constantes entupimentos. Esses entupimentos, provavelmente,
foram devidos a produ¢dao de polimeros extracelulares, promovendo efeito
sinergistico com os microrganismos filamentosos e com os so6lidos particulados
retidos no leito.

Em fun¢do dos conhecimentos adquiridos na aplicagdo do RAHLF para o
tratamento de diferentes aguas residudrias, optou-se neste trabalho pela sua
utilizacdo. Na literatura, a remog¢do e degradagdo de LAS, em condi¢des anaerdbias

foram conduzidas, em sua maioria, em reatores UASB.

3.9 Técnicas de Biologia Molecular como Ferramenta no Estudo da Diversidade
Microbiana

A identificagdo de microrganismos anaerdbios envolvidos nos sistemas de
tratamento de 4gua residuaria ¢ muito limitada. Essa limitacdo pode ser parcialmente
atribuida as técnicas convencionais de microbiologia, relacionadas com isolamento,
cultivo em placas e nimero mais provavel (NMP). Essas técnicas acabam sendo
seletivas, e podem em algumas condigdes ndo representar a complexidade da
comunidade microbiana presente no meio (AMANN et al., 1995). Segundo Cases &
de Lorenzo (2002), somente 0,5 a 10% da diversidade procaridtica tém sido
identificada.

A avaliacdo da composicao da diversidade microbiana em reatores anaerobios
avancou muito com a introducdo das técnicas de Biologia Molecular, permitindo,
inclusive, o acompanhamento de mudangas temporais. Muitas técnicas moleculares
foram desenvolvidas e adaptadas para o estudo da sistematica e ecologia microbiana.
Baseadas na analise de acidos nucléicos (DNA e RNA), essas permitem a detecgao,
identificacdo, quantificacdo e visualizacdo dos microrganismos, sem a necessidade
de cultiva-los previamente em laboratério (DORIGO et al., 2005).

Dessa forma, as técnicas moleculares criam a perspectiva do acesso, nao
somente a numero maior de espécies, como também, a informacdes sobre a

distribuicdo geografica, as relacdes ecologicas, a atividade celular e a propor¢do
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numérica entre diferentes populacdes microbianas quando em seus ambientes
naturais. Essas informacdes sdo valiosas para o desenvolvimento de estratégias de
isolamento e cultivo de novos microrganismos em laboratorio.

As técnicas moleculares envolvem geralmente a lise celular e a extracdo de
DNA e RNA de populagdes microbianas mistas. Alguns exemplos dessas técnicas
sdo a clonagem e seqilienciamento de genes do RNAr 16S, a hibridizagdo do RNAr,
hibridizagdo DNA/DNA, e as estratégias baseadas na reacdo de PCR (reagcdo em
cadeia da polimerase), como o DGGE (eletroforese de gel em gradiente
desnaturante), ARDRA (andlise de restricio do DNA ribossomal) e T-RFLP
(polimorfismo de fragmentos de restricdo terminais de DNA) (OSBORN et al.,
2000).

As analises do DNA fornecem informagdes sobre a composi¢do de espécies,
ou seja, sobre a estrutura das comunidades microbianas. O estudo do RNA, por sua
vez, revela a atividade metabolica (fungdo) de populacdes particulares de
microrganismos.

Os géis de DGGE sao considerados confiaveis, reprodutiveis e rapidos. Além
disso, permitem a analise de varias amostras ao mesmo tempo, o que facilita os
estudos de comparacdo entre comunidades distintas ou relacionadas ao
monitoramento de mudangas espaciais e temporais, em populacdes microbianas, ao
longo de sucessoes ecoldgicas, mudancas ambientais ou processos biotecnoldgicos.
As limitagdes da técnica, por outro lado, estdo ligadas, principalmente, a eficiéncia
da extragdo de DNA, aos problemas intrinsecos das técnicas de PCR e a necessidade
do manuseio cuidadoso das amostras para evitar alteracdes na comunidade
microbiana. Um dos problemas do DGGE ¢ o baixo poder de deteccdo. A
sobreposi¢dao de bandas ocorre devido as caracteristicas de mobilidades similares de
alguns fragmentos, ou ainda, a presenga, em uma unica espécie, de varias copias do
gene de RNAr 16S com pequenas diferengas na composi¢ao das bases nitrogenadas,
fazendo com que vérias bandas sejam geradas (DORIGO et al., 2005).

Apesar das limitagdes, a técnica de DGGE apresenta algumas vantagens, tais
como: ampla variedade de aplicacdes, visando inferir a afiliacdo filogenética de
membros das comunidades, possibilidade de se testar a pureza de linhagens

bacterianas, monitorar o isolamento de bactérias a partir de amostras ambientais.



31

Também possibilita estudar a dinamica de populagdes especificas frente a variagdes
nos parametros ambientais ou condi¢des de operagdo de um sistema (HUANG et al.,
2005).

Em estudos de comunidades microbianas complexas, o DGGE pode ser
particularmente util como método de investigacdo inicial para distinguir
comunidades, identificar os membros numericamente dominantes e detectar
diferengas na distribui¢do espacial e temporal de populagdes microbianas. O uso de
primers de genes catabolicos, como a metano monoxigenase, coloca 0 DGGE como
alternativa interessante para o estudo da diversidade funcional e a caracterizacao de
comunidades envolvidas em processos especificos, como o ciclo do carbono e
degradacdo de compostos recalcitrantes e xenobidticos. Finalmente, a associa¢do do
DGGE com outras técnicas, como o seqiienciamento do DNA presente nas bandas,
sdo estratégias usadas, freqlientemente, para identificar microrganismos de interesse,
evidenciados pelos padrdes de bandas do gel de DGGE (NAKAYAMA, 2005). Por
exemplo, Tartakovsky et al. (2001) associaram o aparecimento de bandas no gel de
DGGE com intermediarios clorados, detectados por cromatografia, em reator
anaerébio alimentado com glicose e pentaclorofenol (PCP). Por meio do
seqiienciamento do RNAr 16S presente nas bandas do gel, os autores puderam
associar o género Clostridium sp. com a degradagio direta do PCP e
Syntrophobacter/Syntrophomonas spp. com o consumo de benzoato ¢ dos acidos
organicos produzidos como intermediarios.

O seqiienciamento do RNAr 16S tem oferecido detalhes sobre a composigdo
da estrutura das comunidades microbianas anaerdbias, apontando inclusive a
existéncia e atuagdo de varios organismos que ainda ndo estavam descritos em
literatura. A técnica de seqlienciamento de RNA para a identificagdo e classificagdo
dos microrganismos utilizando o ribossomo comecou a ser amplamente empregada
no final da década de oitenta. Essa técnica ¢ indispenséavel para a caracterizagdo da
comunidade microbiana, principalmente quando se leva em consideragdo que a
maioria dos microrganismos nao sdo cultivaveis (OSBORNE et al., 2005).

Estudar a diversidade de microrganismos, no entanto, ndo ¢ tarefa facil,
principalmente, no caso dos procariontes. As espécies nem sempre podem ser

facilmente determinadas, ¢ a obten¢do das informacdes limitava-se apenas as
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espécies cultivadas em laboratorio. Mais uma vez, as técnicas moleculares permitem
analisar diretamente a diversidade microbiana em amostras ambientais e representa
importante avan¢o no conhecimento taxonomico das diferentes comunidades e sua
distribuicdo geografica. Outro aspecto que deve ser considerado ¢ o estudo da
diversidade funcional dos microrganismos, uma vez que as unidades funcionais e
nichos formados por eles sdo mais facilmente distinguidos que os estabelecidos por
organismos superiores. Além disso, o enfoque funcional da diversidade abre novos
horizontes para o entendimento das relacdes e papéis exercidos pelas diferentes
comunidades microbianas nos ecossistemas e permite ir além da simples diversidade
de espécies entre microrganismos.

Neste trabalho, foram utilizadas técnicas tradicionais de microbiologia de
anaerobios, como por exemplo, a caracterizacdo morfologica em microscopia dptica
de contraste de fase e fluorescéncia, além da aplicagdo de técnicas de biologia
molecular. Em rela¢do as ultimas, foi empregada a técnica de PCR/DGGE para
andlise da diversidade de populagdes no biofilme proveniente dos reatores
anaerobios, no final de cada fase experimental. Na fase de alimentacdo com 14 mg/L
de LAS e esgoto sintético modificado, apos 313 dias de operacdo, foram retiradas

amostras dos RAHLFs para caracterizagdo celular empregando-se a técnica de

seqiienciamento de fragmentos do gene do RNAr 168S.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Descrigao Geral

Inicialmente desenvolveu-se uma metodologia por HPLC para quantificar o
surfactante em questdo (LAS). Diferentes condi¢des cromatograficas foram avaliadas
e a melhor condicdo obtida foi usada para realizar as analises de validacdo. Testes de
adsor¢do foram realizados com as espumas de poliuretano, sem biomassa
imobilizada.

Ensaios com reatores em batelada foram realizados, usando lodo anaerdbio
proveniente de reator UASB, usado no tratamento de dejetos de suinocultura, para
verificar a influéncia do surfactante sobre o metabolismo dos microrganismos
anaerdbios. Para tanto, foram utilizadas diferentes composi¢des de substratos e
concentragdes de LAS.

Ensaios em reatores em batelada foram realizados para verificar a influéncia
do LAS sobre os microrganismos anaerdbios em frascos de Duran. O indculo usado
foi o lodo de reator UASB empregado no tratamento de dejetos de suinocultura.
Esses reatores foram mantidos sob agitagdo e temperatura controlada, dois substratos
foram usados: meio mineral e esgoto sintético e diferentes concentracdes de LAS.

Nos experimentos de degradagdo de LAS foram usados reatores anaerdbios
horizontais de leito fixo (RAHLF) preenchidos com espuma de poliuretano. Os
reatores anaerobios foram inoculados com lodos de origens distintas: (a) lodo
anaerdbio proveniente de reator UASB usado no tratamento de esgoto sanitario da
EESC-USP foi usado para inocular o RAHLF 1 (R1) e (b) lodo proveniente de reator
UASB utilizado no tratamento de dejetos de suinocultura foi usado para inocular o
RAHLF 2 (R2).

Os reatores foram monitorados por meio das seguintes analises: demanda

quimica de oxigénio (DQO), 4cidos volateis totais (AVT), alcalinidade a bicarbonato
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(AB), pH, metano e LAS. Amostras de biomassa foram retiradas e analisadas pelas
técnicas tradicionais de microbiologia (microscopia Optica de contraste de fase e
fluorescéncia) e de biologia molecular, tais como, PCR/DGGE e seqiienciamento do
fragmento do gene do RNAr 16S.

O Fluxograma experimental na Figura 4.1 apresenta as etapas desenvolvidas

neste trabalho.

Desenvolvimento de T
metodologia por HPLC > Vahdggao do
para determinagao de LAS método
[
Testes de adsor¢ao em —
espuma de poliuretano Analise de
LAS
— Anilises:
Ensaios em reatores em o - Metano
batelada - LAS sobrenadante

- Exames microscopicos
- Sélidos totais volateis

Reator Anaerobio
Horizontal de Leito Fixo

R1)- Lodo de ETE
(R1)- Lodo de Analises de monitoramento:

-DQO
s -pH
Reator Anaergbloh - Alcalinidade
Horizontal de L?lto Fixo - Acidos volateis totais
(R2)- Lodo de suinocultura -LAS

- Metano

Analises de variacdo espacial:
- DQO
-LAS
- Sulfato
- Sulfeto total
- Solidos totais e volateis
- Exames microscopicos
- PCR/DGGE

Figura 4.1 - Fluxograma experimental geral
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4.2 Surfactante

O surfactante anionico estudado neste trabalho foi o dodecilbenzeno
sulfonado de sodio (Sigma), também conhecido como LAS comercial, com pureza de
80%. O restante (20%) corresponde a sulfato de sodio (15%) e impurezas organicas
(5%) (HOUSE & FARR, 1989), provenientes da fabricagao.

O dodecilbenzeno sulfonado de so6dio (LAS comercial) é uma mistura de
varios homologos, com a predominancia do dodecilbenzeno sulfonado, embora
analises indiquem que C11 é o homologo em maior quantidade nesse produto (OU et

al., 1996).

4.3 Desenvolvimento de Metodologia para Quantificagido do LAS

As andlises por HPLC foram realizadas em sistema Shimadzu, equipado com
bomba LC-10AD,,, valvula FCV-10 AL ., forno CTO-lOAVp, detector de
fluorescéncia RF—IOAX1 e unidade controladora SCL—IOAvp. O sistema foi controlado
por microcomputador, através do programa Shimadzu Class—VP.

As diferentes condigdes cromatograficas avaliadas foram as seguintes: fases
estaciondrias (coluna C-18, C-12 e C-8), fases moveis (metanol/agua;
metanol/perclorato de sdédio; acetonitrila/perclorato de sodio) sistemas de elui¢do
(isocratica e com gradiente de eluicdo), detectores (Ultravioleta e de Fluorescéncia),
temperaturas (32, 35 e 37°C) e velocidades do fluxo (0,5; 0,8; 1,0 e 1,5 mL/min)
(Figura 4.2).
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36

Coluna C-8
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- MeOH/ H,0 (80/20 - v/v)
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- Fluxo: 1,5; 0,8 mL/min
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¥

Validagao do
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Figura 4.2 - Fluxograma das etapas de desenvolvimento da metodologia para

determinag@o do LAS por HPLC

4.3.1 Condigdes Cromatogréaficas Usando Coluna C-18 como Fase
Estacionéria

A coluna C-18 da Shimadzu (250 mm de comprimento e 4,6 mm de didmetro
interno) foi usada como uma das fases estacionarias no desenvolvimento da
metodologia de determinacdo de LAS. Inicialmente, utilizou-se como fase moével
metanol e agua ultrapurificada (MeOH/H,0) (80/20 - v/v), com fluxo de 0,8 mL/min,
temperatura da coluna de 37°C e detector de UV a 230 nm.

Preparou-se solucdo de LAS em dgua ultrapurificada na concentragcdo de
24 mg/L e injetou-se diretamente no cromatdgrafo. O mesmo procedimento foi feito

com solu¢do de LAS acidificada com HCl (2,96 g/L) até atingir pH 4.
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Seguindo recomendagdes da literatura (KIKUCHI et al., 1986; SAEZ et al.,
2000), avaliou-se a mesma concentragdo de LAS descrita acima, porém apds a
purificacdo da solucdo em fase so6lida, usando coluna de troca ionica - SAX, de 3,0
mL (Supelco), a qual foi condicionada, antes de colocar a solucdo de LAS, da
seguinte maneira::

a) 2,0 mL de metanol;

b) 2,0 mL de 4gua ultrapurificada;

¢) 2,0 mL de solucao NaCl 4,0 mg/L (pH 5,0), para simular o mesmo pH da
amostra.

Em seguida, colocou-se 2,0 mL da solug¢do de LAS (24 mg/L) e prosseguiu-se
a extracdo, separadamente, com as seguintes eluentes:

a) 2,0 mL de 4gua ultra purificada;

b) 2,0 mL de metanol/agua (50/50 - v/v);

¢) 2,0 mL de metanol acidificado com 500 pL de HCI (2,96 g/L).

Apés a obtengdo de amostras para as trés eluicdes, ou seja, agua
ultrapurificada, metanol/agua e metanol acidificado, as mesmas foram analisadas em

HPLC.

4.3.2 Condicdes Cromatograficas Usando a Coluna Synergi MAX-RP
como Fase Estacionaria

A segunda fase estaciondria testada foi a coluna Synergi MAX-RP com
porosidade de 4 um, comprimento de 250 mm e didmetro interno de 4,6 mm.

Solugdes de LAS nas concentragdes de 24 mg/L, 80 mg/L e 100 mg/L,
preparadas em agua ultrapurificada, foram introduzidas nas colunas de troca i6nica -
SAX, conforme descrito anteriormente. Apenas a fragdo eluida com metanol
acidificado foi injetada no cromatdgrafo, e as fases moveis usadas foram MeOH/
H,0 (80/20 - v/v), e MeOH/H,0 (50/50 - v/v), fluxo de 0,8 mL/min, temperatura da
coluna, de 37°C e detector de UV a 230 nm.

Ainda com essa fase estacionaria foi avaliado o sistema de gradiente de
elui¢do e eluentes, como descrito abaixo:

a) solvente A: NaClOy4 (0,15 M) em 4gua ultrapurificada;
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b) solvente B: acetonitrila/H,O (70/30 v/v) + NaClO4 (0,15 M).

O fluxo passou de 0,8 para 1,0 mL/min e a temperatura da coluna de 37°C
para 32 °C.

A solucdo de LAS com concentragao de 50 mg/L. em agua ultrapurificada foi
injetada diretamente no cromatdgrafo e a mesma solucao introduzida na coluna C-18,
de 6,0 mL, previamente condicionada com 2,0 mL de metanol e 2,0 mL de agua
ultrapurificada.

Posteriormente, colocou-se 2,0 mL de solugdo de LAS (50 mg/L) acidificada
com solugdo de HCI (2,96 g/L) e também, 2,0 mL da solu¢do de LAS sem acidificar,

e prosseguiu-se a extragdo com 7,0 mL de metanol.

4.3.3 Condigdes Cromatogréaficas Usando a Coluna C-8 como Fase
Estacionéria

A terceira e ultima fase estacionaria testada foi a coluna C-8 (Supelco), com
porosidade de 5 um, 15 cm de comprimento e 4,6 mm de didmetro interno,
empregando-se as seguintes condigdes:

a) fase movel: MeOH/ H,O (80/20 - v/v) com NaClO4 (0,075 M);
b) fluxos de 1,5 mL/min, 0,8 mL/min ¢ 0,5 mL/min.

A temperatura da coluna foi mantida em 32°C e foram usados os seguintes
detectores: (1) UV a 230 nm e (2) Fluorescéncia, com Aexe 225 nm € Aey 290 nm.

Injetou-se diretamente solu¢ao de LAS (50 m/L), preparada em meio mineral (Tabela

4.1).
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Tabela 4.1 - Meio mineral

Componentes Concentracéo (mg/L)
Agua Ultrapurificada g.s.q 1000 mL
KoHPO4 5450
KH,PO4 1200
MgS04.7H,0 25
CaCl,.2H,0 15
FeSO,4.7H,0 10
MnCl,.4H,0 2
CoCl,.6H,0O 2,5
Na,Mo004.2H,0 2,5

Fonte: modificado de STACKEBRANDT et al. (1999)

Nas Tabelas 4.2, 4.3, 4.4, 4.5, 4.6, 4.7, 4.8 ¢ 4.9 estdo apresentados os
sistemas de gradiente de eluicdo avaliados usando temperatura da coluna a 35°C,
fluxo de 0,5 mL/min e detector fluorescéncia, com Aexe 225 nm € Aem 290 nm. A
seguir, encontram-se descritas as diferentes versdes de gradientes de elui¢do que
foram testadas, onde variou-se o tempo e a concentragao dos solventes A e B:

a) solvente A: solucdao de NaClO4 (0,075 M) em agua ultrapurificada;

b) solvente B: MeOH puro.

Tabela 4.2 - Primeira versdo do sistema de gradiente de elui¢gdo com coluna C-8

Tempo (minutos)  Solvente A (%) Solvente B (%)

0 40 60
25 20 80
30 20 80
31 5 95
35 5 95

40 40 60




Tabela 4.3 - Segunda versao do sistema de gradiente de elui¢do com coluna C-8

Tempo (minutos) Solvente A (%)  Solvente B (%)
0 40 60
10 20 80
30 5 95
34 5 95
38 40 60

Tabela 4.4 - Terceira versao do sistema de gradiente de elui¢do com coluna C-8

Tempo (minutos)  Solvente A (%) Solvente B (%)

0 30 70
25 5 95
30 30 70
33 30 70

Tabela 4.5 - Quarta versao do sistema de gradiente de elui¢do com coluna C-8

Tempo (minutos) Solvente A (%)  Solvente B (%)
0 20 80
20 5 95
25 20 80
28 20 80

Tabela 4.6 - Quinta versdo do sistema de gradiente de elui¢do com coluna C-8

Tempo (minutos) Solvente A (%)  Solvente B (%0)
0 30 70
35 5 95
38 30 70

41 30 70
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Tabela 4.7 - Sexta versdo do sistema de gradiente de elui¢ao com coluna C-8

Solucéo A (%) Solucdo B (%)

Tempo (minutos)

0 30 70
40 5 95
43 30 70
45 30 70

Tabela 4.8 - Sétima versao do sistema de gradiente de eluicao com coluna C-8

Tempo (minutos)

Solvente A (%)

Solvente B (%)

0
35
37
39

Tabela 4.9 - Oitava versao de gradiente de eluicao com coluna C-8

Tempo (minutos) Solvente A (%)  Solvente B (%)
0 10 90
25 30 70
35 30 70
38 30 70

4.4 Determinacdo Cromatogréafica do LAS

A metodologia para quantificacio do LAS foi desenvolvida neste trabalho
(Apéndice - Tabelas Al e A2), como mencionado anteriormente. O padrdo de LAS
usado foi uma mistura de homologos e isdmeros, portanto era de se esperar
cromatogramas com diversos picos (Apéndice - Figuras Al, A2, A3 e A4). A
resolu¢do dos picos foi de fundamental importincia na elaboragdo da curva de
calibracdo e na quantificagdo do surfactante. Desta maneira as amostras do afluente e
efluente dos reatores foram analisadas seguindo as condi¢des cromatograficas da

Tabela 4.10 e o gradiente de elui¢do da Tabela 4.11.
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Tabela 4.10 - Condigdes cromatograficas para quantificacdo do LAS comercial por

HPLC
Condicdes Descricdo
Coluna C-8 Supelco, 5 p, 15 cm x 4,6 mm
Solvente A Solugdo de NaClO; 0,075 M em agua
ultrapurificada
Solvente B MeOH puro
Fluxo 0,5 mL/min
Forno 35°C
detector Fluorescéncia: Aexe 225 nm € Ay 290 nm

Tabela 4.11 - Sistema de gradiente de elui¢do

Tempo (minutos)

Solvente A (%)  Solvente B (%)

0
25
35
38
48

10 90
30 70
30 70
30 70
stop stop

4.4.1 Validacdo do Método Cromatografico

Para validar o método cromatografico foram feitas duas curvas de calibragao

usando concentragdes de 0,8 a 16 mg/L de LAS, em triplicata, com &gua

ultrapurificada e esgoto sintético como solventes.

4.4.1.1 Linearidade

A linearidade foi calculada pela regressao linear da concentracdo (mg/L) de

cada pico e a area cromatografica correspondente.
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4.4.1.2 Precisao

A precisao do método foi expressa como coeficiente de variacdo (C.V.),

como descrito na equagao 1, para os tempos de retengao (minutos) de cada pico.

CV (%) = %.100
media
(1)

Sendo:
C.V. = Coeficiente de Variagao
DP = Desvio Padrao

4.4.1.3 Limite de Detecgdo

O limite de deteccao foi estabelecido para cada pico através das curvas de
calibragdo, de acordo com a equagdo (2) desenvolvida por Miller & Miller (1984),

como esta descrita a seguir:

3SE, +b
m
Sendo:
SE, = erro padrao do intercepto,

b = coeficiente linear,

m = coeficiente angular.
4.4.1.4 Repetibilidade

A repetibilidade do método foi medida como coeficiente de variagao,
estimado pelo tempo de retencdo dos quatro homodlogos presentes no cromatograma

da solucdo de LAS de 14 mg/L, analisada nove vezes.
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4.5 Extracdo do LAS Adsorvido no Lodo e nas Espumas de Poliuretano

4.5.1 Extracao do LAS Adsorvido no Lodo

O protocolo de extragdo de LAS apresentado neste trabalho foi testado (em
triplicata) quanto a sua eficiéncia. Para isso, adicionaram-se 50 mg/L de LAS no lodo
anaerdbio proveniente de reator UASB utilizado no tratamento de residuos de
suinocultura (Figura 4.3). Ap6s homogeneiza¢do manual, a solugdo (LAS + meio
mineral + lodo) foi centrifugada a 6000 rpm a 4°C por 10 minutos.

O sobrenadante foi filtrado em membrana de 0,22 um e analisado por HPLC.
O precipitado resultante da centrifugagdo foi levado a estufa a 105°C por 24 horas.
Posteriormente, foram realizadas as extragdes do LAS adsorvido no lodo bioldgico.
O lodo previamente seco (1,0 g) foi submetido as seguintes etapas:

a) adi¢ao de 50 mL de metanol;

b) permanéncia de 30 minutos em banho de ultra-som, a 50°C, ap6s homogeneizac¢ao
da solugdo;

¢) centrifugacao a 3000 rpm por 10 minutos a 4°C;

d) transferéncia do sobrenadante para béquer;

e) adicdo de 50 mL de metanol ao precipitado da centrifugacao;

f) repeti¢ao das etapas (b), (c) e (d);

g) adicdo de 50 mL de metanol;

h) repeti¢do das etapas (b), (c) e (d);

1) adi¢do de 20 mL de agua ultrapurificada;

j) repetidas etapas (b), (¢) e (d), novamente;

k) filtracdo do sobrenadante metandlico e aquoso em membrana de 0,22 pm;

1) evaporagao do extrato resultante da filtragdo em banho-maria (60°C) até o volume
ser reduzido a 40 mL;

m) transferéncia da solucdo resultante para uma coluna de troca idnica (SAX) para

purificar a amostra de possiveis impurezas.
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Lodo anaerdbio + LAS

|

Secar a 105°C por 24 g

|

Pesar 1,0 g de lodo seco

|

Etapa A: adicionar 50 mL de metanol

.

Etapa B: ultra-som por 30 min a 50°C

A 4

Etapa C: centrifugar a 3000 rpm por 10 min e coletar sobrenadante

v
Repetir as Etapas A, B e C mais 2 vezes

A 4

Adicionar 20 mL de dgua ultrapurificada

L

Repetir as etapas B e C, filtrar em
membrana 0,22 um e evaporar (até 40 mL)

Figura 4.3 - Fluxograma das etapas de extracao de LAS adsorvido no lodo

4.5.2 Extracao do LAS Adsorvido nas Espumas de Poliuretano

No final da operacdo dos reatores anaerdbios horizontais de leito fixo foram
retiradas todas as espumas contendo biofilme. Esse material foi transferido para
estufa a 105°C e amostras em triplicata de 1,0 g foram retiradas e submetidas ao

protocolo de extragdo descrito no item 4.5.1. Algumas alteragcdes no protocolo de
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extracdo foram necessarias, como por exemplo, a etapa de centrifugagdo foi

substituida por prensagem das espumas em peneiras.

4.5.3 Purificacdo e Concentracdo das Amostras para Extracdo do LAS

As amostras obtidas através do processo de extragdo descrita em 4.5.2 foram
submetidas a purificagdo e, posteriormente, a concentragdo em colunas de fase
solida, C-18.

Para a purificagdo da amostra, usou-se a coluna de troca i6nica SAX, a qual
foi previamente condicionada, com 5 mL de hexano, 5 mL de metanol e 5 mL de
agua ultrapurificada, antes de introduzir as amostras contendo LAS. A solugdo
proveniente da extragdo por ultra-som foi transferida para a coluna SAX previamente
condicionada. A coluna foi lavada com 5 mL de metanol/agua (35/65 - v/v) e essa
fracdo foi desprezada. O surfactante foi eluido com 5 mL de HCl 4N em metanol e,
em seguida, com 1,0 mL de metanol grau UV para HPLC. Coletou-se essas fragdes
em baldo de 50 mL e 150 pL de fenolftaleina (solu¢do 1% em metanol) foi
adicionada para posterior neutralizagdo com NaOH 4N. A seguir, foi adicionado 25
mL de 4gua ultrapurificada para completar o volume do baldo volumétrico,
transferindo-se esse conteudo para coluna de fase solida C-18.

Para o condicionamento da coluna C-18 foram adicionados 5 mL de metanol
e 5 mL de 4gua ultrapurificada.

As amostras provenientes das colunas SAX livre de impurezas indesejaveis
foram transferidas para coluna C-18, previamente condicionada. O LAS retido nessa
coluna foi extraido com 5 mL de metanol. Essa fracdo foi coletada em balao
volumétrico de 10 mL e aferido com agua ultrapurificada. Posteriormente, essa

amostra foi filtrada em membrana de 0,22 um e analisada por HPLC.

4.6 Testes de Adsorcao de LAS em Espumas de Poliuretano

Os testes de adsor¢do realizados seguiram as etapas apresentadas no

fluxograma da Figura 4.4.
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Reatores diferenciais

- 0,2 g de espuma/reator
- Vazdo: 5 mL/min

- LAS: 35 mg/L

- 24 horas

-30°C

Tempbo de contato Reator em Batelada
- 0,64 g de espuma

- LAS: 14 mg/L

- agitacdo: 125 rpm

- 10 horas

-30°C

Curva de Exaustio

Reator em Batelada
- 0,64 g de espuma
- LAS: 5,10,15, 20, 25, 30, 35, 40 45 ¢ 50 mg/L
- agitacao: 125 rpm
- 12 horas
-30°C

Isotermas

A\ 4

Figura 4.4 - Fluxograma dos testes de adsorcao de LAS nas espumas de poliuretano

4.6.1. Curva de Exaustao

A curva de exaustdo (duplicata) foi realizada em reatores diferenciais (Figura
4.5), para determinar o potencial adsorvente da espuma de poliuretano, material
usado como suporte na imobilizacdo de biomassa para o tratamento anaerobio de
LAS em RAHLF.

Os reatores foram confeccionados em vidro de boro-silicato, com diametro
interno de 2,9 cm, preenchidos com cubos de espumas de poliuretano, com 5 mm de
aresta. O volume total do reator foi de 15,8 cm’.

Os reatores foram alimentados constantemente com meio mineral (Tabela
4.1) contendo LAS (35 mg/L), como tnica fonte organica, em pH 7,0, e mantidos a
30°C, por 24 horas de operagdao. As concentracoes de LAS no efluente foram
quantificadas por HPLC.

A massa de LAS adsorvida durante este periodo foi calculada através da

seguinte expressao:
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mLAS = > Q.(C, -C,).At 3)

Sendo:

Q= vazao

Co= concentrac¢do de LAS afluente
Ce= concentragao de LAS efluente

At= varia¢ao do tempo

Suportes -
(recheio —» Amostrador de gases
—

a()) )ab)elJF2.] 0 S

42’4 cn; Tela

Reator de vidro
o-ring
Figura 4.5 - Esquema do reator diferencial

Fonte: RIBEIRO (2001)

4.6.2 Tempo de Contato

Foram realizados experimentos (em triplicata) de adsor¢do para espuma de
poliuretano, com a finalidade de acompanhar a quantidade de LAS adsorvida, em
funcao do tempo, e determinar a saturagdo do suporte sem biomassa.

Para isso, massas conhecidas do suporte (cerca de 0,64 g de espuma seca)
foram colocadas em frascos de Duran de 500 mL, contendo 200 mL de solugao com
a seguinte composicao: 80 mg/L de sacarose, 500 mg/L de extrato de levedura, 400
mg/L de bicarbonato de s6dio, 5 mL/L de solugdo de sais (Tabela 4.13) e 14mg/L
de LAS.

Os frascos foram mantidos sob agitagdo constante de 125 rpm a 30°C.
Amostras da solucdo inicial, e imediatamente apos entrar em contato com o suporte

(t = 0), foram coletadas. No decorrer do tempo amostras foram coletas em 15



49

minutos; 30 minutos; 1 hora; 2,5 horas; 5 horas e 10 horas depois do inicio do
experimento.

A variacdo das concentragdes de LAS durante o experimento possibilitou
calcular a quantidade de LAS adsorvida no suporte, ao longo do tempo e assim,

conhecer o tempo de contato necessario para a saturagao.

4.6.3 Isotermas

Apds os ensaios de tempo de contato, novos experimentos de adsor¢ao foram
realizados para avaliar a saturacdo do suporte com a variacdo da relacdo massa de
LAS adsorvida/massa de suporte. Neste caso, a mesma massa de suporte foi colocada
em contato com esgoto sintético que apresentava diferentes concentragdes de
surfactante. Foram usadas concentragdes de LAS proximas a 5, 10, 15, 20, 25, 30,
35,40 45 e 50 mg/L em triplicata.

Semelhante aos ensaios anteriores, os suportes foram pesados (massa seca) e
colocados em frascos de Duran de 500 mL. Apo6s a adigao de 200 mL da solugdo, os
frascos foram mantidos sob agitagdo de 125 rpm e temperatura de 30°C.

Neste teste de isoterma, para diferentes concentragdes de LAS, amostras da
solugdo foram coletadas depois de 12 horas do inicio do ensaio, tempo suficiente

para que ocorra a satura¢ao das espumas.

4.7 Ensaios em Reator Anaerébio em Batelada
4.7.1 Descrigdo dos Reatores em Batelada

Frascos de Duran de 500 mL foram usados como reatores anaerdbios em
batelada, sendo 250 mL de volume reacional ¢ 250 mL destinados ao headspace. Os
reatores foram operados em triplicata, para cada condi¢cdo avaliada, e mantidos sob
agitacdo de 130 rpm e temperatura de 30 £1 °C. Esses ensaios em batelada foram

realizados com células em crescimento planctonico, sem adesdo em material suporte.
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4.7.2 In6culo

Como in6culo, foi utilizado lodo granular proveniente de reator UASB,
empregado no tratamento de dejetos de suinocultura, instalado no Departamento de
Engenharia Rural, Universidade Estadual Paulista — UNESP, Campus de Jaboticabal.

O lodo foi armazenado em camara fria a 4°C. Antes de ser usado, o lodo foi
centrifugado e depois homogeneizado em liquidificador. Em seguida, esse material
foi transferido para recipiente de 1000 mL (frasco de Duran) e submetido a atmosfera

de N3 (100%), durante 15 minutos.

4.7.3 Ensaio Usando Meio Mineral com Diferentes Concentracfes de
LAS

Nesse ensaio o volume de indculo usado foi 20% em volume reacional de
250 mL e headspace de preenchido com 250 mL de N,/CO, (70/30%). O meio
mineral usado foi descrito por Stackebrandt et al. (1999). Algumas modificacdes
foram feitas na composi¢do do meio, como pode ser observado na Tabela 4.1.

Na Figura 4.6 esta apresentado o fluxograma descritivo das seguintes
condigdes avaliadas: (1) ensaio A, controle - nessa condi¢do, os reatores nao
receberam LAS; (2) ensaio B, 50 mg/L. de LAS; (3) ensaio C, 100 mg/L de LAS; (4)
ensaio D, 200 mg/L de LAS; (5) ensaio E, 50 mg/L. de LAS e 350 mg/L de lactato de
sodio e (6) ensaio F, 50 mg/L de LAS e 350 mg/L de glicose. Os reatores foram

operados durante 55 dias.
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| Ensaio A Controle (sem adi¢do de LAS)
| Ensaio B 50 mg/L de LAS
— Ensaio C |— 100 mg/L de LAS
Reator anaerobio
alimentado com meio
mineral. — Ensaio D |—| 200 mg/L de LAS
|| .| | 50mg/L de LAS + 350 mg/L
Ensaio E de lactato de sodio
'— Ensaio F — 50 mg/L de LAS + 350 mg/L
de glicose

Figura 4.6 - Fluxograma dos ensaios em reatores em batelada com meio mineral e

LAS

4.7.4 Ensaios Usando Esgoto Sintético e LAS

Nesse ensaio o volume de inoculo usado foi reduzido pela metade, ou seja,
foram utilizados 10% de indculo em volume reacional de 250 mL ¢ headspace
preenchido com 250 mL de N; (100%). Esgoto sintético formulado por Torres (1992)
foi utilizado como base para a elaboragdo do meio nutricional. Algumas
modificacdes foram necessarias como, por exemplo, a ndo inclusdo de dleo e
detergente, uma vez que a presenga dos mesmos poderia prejudicar as andlises de
LAS (Tabela 4.12 ¢ 4.13).

Todos os reatores foram inoculados e os ensaios foram realizados, como
descritos no fluxograma da Figura 4.7: (1) controle com esgoto sintético, sem adi¢@o
de LAS; (2) esgoto sintético e 50 mg/LL de LAS; (3) esgoto sintético e acidos
organicos (Tabela 4.14); e (4) esgoto sintético, acidos organicos e 50 mg/L de LAS.



Tabela 4.12 - Composicao do esgoto sintético

Componentes Concentracao
(mg/L)

Amido soluvel 230

Extrato de carne em po 410

Sacarose 80

Bicarbonato de sodio 200

Solugao de sais (Tabela 4.13) 5,0 mL

Fonte: modificado de Torres (1992)

Tabela 4.13 - Composicao da solucao de sais para esgoto sintético

Sais inorganicos

Concentracéo (g/L)

NaCl
MgClz. 6H20
CaCl,. 2H,0

50,0
1,4
0,9

Fonte: Torres (1992)

Tabela 4.14 - Acidos organicos adicionados nos reatores em batelada

Acidos organicos

Concentracdo (mM)

Acetato de sodio
Butirato de sodio
Propionato de sodio
Lactato de s6dio

Formiato de sodio

10
5
5
5
10

52
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Controle com esgoto sintético
(sem LAS)

Esgoto sintético +
50 mg/L de LAS

Reator anaerdbio
alimentado com —
esgoto sintético

Esgoto sintético +
acidos organicos

Esgoto sintético +
acidos organicos
+ 50 mg/L de LAS

Figura 4.7 - Fluxograma dos ensaios em reatores anaerobios em batelada alimentados

com esgoto sintético

4. 8 Ensaios em Reator Anaerdhio Horizontal de Leito Fixo

Foram utilizados dois reatores horizontais de leitos fixo (RAHLF),
preenchidos com espumas de poliuretano, inoculados com lodos distintos (Figura

4.8).
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R1 - 1nocu10:I lodo de ETE TDH= 12 horas

R2 —inoculo: lodo de

suinocultura
l LAS: 7 e 14 mg/L
Analises:
-DQO -Sélidos totais e volateis
-pH - Sulfato
-Alcalinidade - Sulfeto total
-Acidos volateis totais - Exames microscépicos
-LAS - PCR/DGGE
-Metano - Seqiienciamento do fragmento do gene RNAr 16S

Figura 4.8 - Fluxograma da operacdo dos RAHLFs

4.8.1 Descricao do Reator Continuo

Dois Reatores Anaerobios Horizontais de Leito Fixo (RAHLF) usados nesse
experimento foram confeccionados em vidro boro-silicato com 1,0 m de
comprimento (L) e 5,0 cm de didmetro interno (D), com relagdo comprimento por
diametro (L/D) de 20 e volume total de 2000 mL cada. Os reatores foram instalados
no Laboratério de Processos Biologicos (LPB), em camara de madeira, equipada

com controladores de temperatura (30 £2°C).

Na parte superior do RAHLF foram colocadas tomadas para coleta e saida de
gas. Ao longo do comprimento dos reatores foram instalados cinco pontos de coleta,
colocados em posicdes correspondentes a L/D de 1, 5, 10, 14, 19 (Figura 4.9), por
onde as amostras liquidas e de biomassa imobilizada foram coletadas.

O tempo de detengdo hidraulica (TDH) aplicado aos reatores foi de 12 horas,
baseado no volume 1til de 800 mL. A vazao efluente foi de 0,66 mL/h, e medida

diariamente para garantir o TDH.
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Gasometro
Saida de gases E’
Substrato I
5] ;"I-.' D=5cm
S :’]‘ Efluente
BombaL/D:1 LD=5 L/D=10 LD=14 LD=19
Amostradores
| L =100 cm |

Figura 4.9 - Esquema do reator anaerdbio horizontal de leito fixo (RAHLF) em

escala de bancada

4.8.2 Suporte para Imobiliza¢do do Lodo Anaerobio

Para a imobilizagdo dos microrganismos foram usados cubos de espuma de
poliuretano, com 5 mm de aresta e densidade aparente de 23 kg/m’, resultando na

porosidade do leito de 40%.

4.8.3 Inoculagéo dos reatores

O reator 1 (R1) foi inoculado com lodo anaerdbio proveniente de reator
UASB usado no tratamento de esgoto sanitario da Universidade de Sao Paulo,
Campus de Sao Carlos (ETE-EESC-USP), imobilizado em espumas de poliuretano.
O reator 2 (R2) foi inoculado com lodo de reator UASB, usado no tratamento de
dejetos de suinocultura (Unesp de Jaboticabal-SP).

A imobilizagdo da biomassa nas espumas de poliuretano foi realizada de

acordo com a metodologia desenvolvida por Zaiat et al. (1994).

4.8.4 Preparacédo e Composicao do Esgoto Sintético

O esgoto sintético foi armazenado em frasco de Duran de 5,0 L, mantido sob

refrigeracdo. O esgoto sintético (Tabela 4.15) foi preparado da seguinte maneira:
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a) a solugdo estoque de LAS foi mantida sob refrigeragao;
b) a solucdo de sais (Tabela 4.13) foi preparada, previamente, ¢ mantida em frasco
ambar, sob refrigeracdo. Para preparar 5,0 L de esgoto sintético foram utilizados 25
mL dessa solugao;
¢) os demais componentes do esgoto sintético foram pesados, semanalmente, e
mantidos em frascos tampados sem umidade e temperatura ambiente;
d) o amido e extrato de carne foram dissolvidos, separadamente, em agua de
abastecimento (80 mL) aquecidos até fervura;
e) No frasco de alimentagdo foi adaptada bexiga de borracha preenchida com N,
(100%), para manter a anaerobiose.

Alteragdes na composicdo do esgoto sintético foram realizadas para
minimizar a producdo de material gelatinoso nos primeiros trechos dos reatores e
também para melhorar a eficiéncia na remoc¢ao de LAS. Essas mudancgas dividiram a

operacao dos reatores em etapas, como pode ser observado nas Tabelas 4.16 ¢ 4.17.

Tabela 4.15 - Composic¢ao do esgoto sintético

Composicao Concentragao (mg/L)
Amido solavel 230

Extrato de carne em pd 410

Sacarose 80

Bicarbonato de sddio 400

Solugao de sais (Tabela 4.13) 5,0 mL

Fonte: modificado de Torres (1992)
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Tabela 4.16 - Etapas de operacao do reator R1

Etapas Periodo cov Concentracéao Caracteristicas
(dias) (gDQO/L.d) de LAS (mg/L)
I 1a27 0,6 0 Alimentag¢do com esgoto
sintético
11 28 a52 0,6 7 Adigao de LAS
11 53 a 144 0,6 14 Aumento da concentragao
de LAS no afluente
1A% 145a313 0,5 14 Retirada do amido da

alimentacdo. Extrato de
carne substituido por
extrato de levedura (500

mg/L)
COV = carga organica volumétrica
Tabela 4.17 - Etapas de operacao do reator R2
Etapas Periodo cov Concentracéao Caracteristicas
(dias) (gDQO/L.d) de LAS (mg/L)
I 1a27 0,6 0 Alimentagdo com esgoto
sintético
11 28 a52 0,6 7 Adigao de LAS
11 53 a 144 0,6 14 Aumento da concentracao
de LAS no afluente
v 145 a 244 0,5 14 Retirada do amido da
alimentacao
Vv 245a313 0 14 Alimenta¢do somente com

LAS

COV = carga organica volumétrica

4.9 Analises Fisico-Quimicas e Cromatograficas

Amostras do afluente e efluente dos reatores foram coletadas e analisadas
seguindo a freqiiéncia e métodos descritos na Tabela 4.18

As variagdes espaciais foram realizadas no final de cada etapa operacional.
As amostras da fase liquida foram coletadas nos pontos de amostragens, na seguinte
ordem: (L/D) 20 (efluente), 19, 14, 10, 5, 1 e 0 (afluente). Entre um ponto e outro da

coleta aguardou-se, aproximadamente, 30 minutos.
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Tabela 4.18 - Freqiiéncia das analises realizadas nos reatores R1 e R2

Parametro Método Frequéncia Referéncia Bibliogréafica
das anélises
pH (unidade) Potenciométrico 2 X semana -
DQO bruta e Espectrofotométrico 2 x semana e APHA (1998)
filtrada (mg/L) Perfil
Metano (pmol/L) Cromatografico 2 X semana -
(GC)
Acidos Volateis Titulométrico 2 x semana DILLALO &
Totais ALBERTSON (1961)
(mgHACc/L)
Alcalinidade Titulométrico 2 X semana DILLALO &
(mgCaCOs/L) ALBERTSON (1961)
modificado por RIPLEY
et al. (1986)
LAS (mg/L) Cromatografico 2 X semana e -
(HPLC) Perfil
Sulfato (mg/L)  Espectrofotométrico Perfil APHA (1998)
Sulfeto (mg/L)  Espectrofotométrico Perfil APHA (1998)
Acidos volateis Cromatografico Perfil MORAES et al. (2001)
(mg/L) (GO)
Vazao (mL/h) Volumétrico diariamente -

4.10 Balangos de Massa do LAS

No decorrer da operacdo foram realizados balangos de massa sem considerar

a adsor¢do. O calculo foi feito com base na somatoria das massas de LAS aplicadas

nos reatores e as recuperadas nos efluentes.

No final da operagdo dos reatores foram realizadas extragdes do LAS

adsorvido na biomassa imobilizada para realizagdo do balanco de massa global.

Amostras em triplicata de espuma de poliuretano com biofilme foram desidratadas a

105°C e submetidas a lavagens sucessivas com metanol em ultra-som. O material

extraido foi purificado em coluna de troca i6nica (SAX) e concentrado em coluna C-

18, para posterior quantificacdo por HPLC.
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4.11 Exames Microscépicos

Finas camadas de &agar (2%) foram colocadas sobre laminas de vidro,
previamente, limpas com alcool. Apds a solidificagdo do 4gar, amostras foram
adicionadas, recobrindo-as com laminulas.

Foram analisadas as seguintes amostras microbianas: (a) culturas planctonicas
provenientes dos reatores em batelada, retirada com auxilio de seringa de insulina de
1 mL, previamente submetida a lavagem por 3 vezes com N; (100%) e (b) espumas
de poliuretano dos RAHLFs, coletadas nos pontos de amostragem com auxilio de
pinga de metal. Nesse ultimo caso, o material suporte foi transferido para frascos de
vidro apropriados, contendo pérolas de vidro e submetido a atmosfera de N, (100%)
durante 5 minutos. Os frascos foram selados com tampas de butila e lacres de
aluminio. Posteriormente, foi realizada agitacio manual em angulo de 45°, durante
20 minutos, para o desprendimento da biomassa da espuma. Aproximadamente, 30
campos foram observados em microscopio Leica de contraste de fase e fluorescéncia,
acoplado a camera Optronics, com captura de imagem e software Image-Pro Plus.
Exame por microscopia eletronica de varredura também foi realizado e as amostras
foram preparadas de acordo com a metodologia adaptada por Araujo (1994), para

biofilmes microbianos.

4.12 Analises da Diversidade Microbiana

A avaliacdo da diversidade microbiana presente nos reatores anaerobios
horizontais de leito fixo foi realizada usando a técnica de PCR/DGGE (Figura 4.10).
As amostras de espumas de poliuretano foram coletadas nos pontos de amostragem,
para cada etapa de operacdo. O DNA foi extraido de acordo com o protocolo de

Melvin & Hobson (1994).
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Extragdo do Amostras do biofilme dos
DNA > reatores
Amplificagdo do
fragmento RNAr 16S -
PCR
v v v
Primer Primer Primer
1100FGC/1400R 966FGC/1392R 341FGC/907R
Dominio Archaea Dominio Bacteria Grupo BRS
v v v
DGGE DGGE DGGE

Figura 4.10 - Fluxograma da anélise da estrutura da comunidade microbiana presente

nas diferentes etapas de opera¢ao dos RAHLFs usando PCR/DGGE

4.12.1 Amplicacdo por PCR

Na amplificacdo dos fragmentos do RNAr 16S foram utilizados primers
especificos (Tabela 4.19) para os Dominios Archaea (KUDO et al., 1997) e Bacteria
(NIELSEN et al., 1999), e para o grupo das bactérias redutoras do ion sulfato (BRS)
(NAKAGAWA et al., 2001). Nas andlises de reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
foram usados microrganismos-controle (Tabela 4.20). Os fragmentos de DNA
amplificados foram separados por Eletroforose em Gel de Gradiente Desnaturante
(DGGE).

Na reagdo de amplificagdo do fragmento do RNAr 16S dos microrganismos
dos Dominio Bacteria, Archaea e grupo BRS foram usadas as seguintes solugoes:
0,5 uL. de Taq DNA polymerase (5U/uL); 5 puL de tampao PCR 10X; 1,5 uL de
MgCl, (50mM); 5 uL de ANTP (2 mM); 1uL de “primer forward” (100 pmol) e
1 uL do “primer reverse” (100 pmol) e 2 pL de DNA extraido. O aparelho utilizado
nessa técnica foi o termociclador “Gene Amp. PCR System 2400 (Perkin-Elmer
Cetus, Norwalk, Conn).

As condicdes usadas na programacdo do aparelho para amplificacdo do

fragmento de RNAr 16S estdo descritas na Tabela 4.21



Tabela 4.19 - Primers usados na PCR
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Microrganismos

Dominio Archaea

Dominio Bacteria

Grupo BRS

Primers e sequéncia (5’ - 3°)

1100 FGC (5 — AAC CGT CGA
CAG TCA GGY AAC GAG CGAG
DY

1400R (5° — CGC CCG CCG CGC
GCG GGC GGG GCG GGG GCA
CGG GGGG - 3")

968 FGC (5° - AAC CGC GAA
GAACCT TAC-3’)

1392 R (5 - AACG GGC GGT GTG
TAC-3’)

GC clamp (5’- CGC CCG CCG GGG
CGC CCG GGC GGG GCG GGG
GCA CGG GGGG -3’)

341FGC (5’ — CCT ACG GGA GGC
AGC AG-3")

907 R (5° — CCG TCA ATT CCT
TTR AGT TT-3’)

CG clamp (5 - CCG CCG CCG
CGC CCC GCG CCC GTC CCG
CCG CCC CCG CCC - 3)

Referéncia
Bibliogréafica
KUDO et al. (1997)

NIELSEN et al.
(1999)

NAKAGAWA et al.
(2001)

Tabela 4.20 - Microrganismos-controle positivos no PCR

Microrganismos

Controle Positivo

Dominio Archaea

Dominio Bacteria

Grupo BRS

DSM 668 — HS- Halobacterium salinarum
ATCC 43241 — Methanosarcina barkeri

Pseudomonas sp.

DSM 183 — Allochromatium vinosun

ATCC 23193 — Desulfotomaculum ruminis




62

Tabela 4.21 - Programag¢ao do termociclador para amplificagdo dos fragmentos do

RNAr 16S
Microrganismos | N° de | Desnaturacao | Desnaturagdo | Anelamento | Extensdo | Extenséo | Resf.
ciclos | Inicial Final
Dominio 35 94°C 94°C 55°C 72°C 94°C 4°C
Archaea 1,30 min 0,30 min 0,30 min 1,30 min | 3,0 min
Dominio 35 94°C 94°C 38°C 72°C 72°C 4°C
Bacteria 5 min 1,30 min 45s 1 min 5 min
10 94°C 94°C 62°C 72°C
1,30 min 1 min 1,30 min
Grupo BRS 25 1,30 min 94°C 57°C 72°C 4°C
1,30 min 1 min 5 min

4.12.2 Eletroforose em Gel de Gradiente Desnaturante

O DGGE ¢ uma técnica que permite a separa¢do dos fragmentos de RNA de
mesmo tamanho, porém com seqii€éncias de nucleotideos diferentes. A separagdo
desses fragmentos ocorre de acordo com o grau de desnaturagdo da dupla hélice de
DNA, sob a a¢do do gel de poliacrilamida, com gradiente crescente dos agentes
desnaturantes (formamida e uréia).

Para o grupo das BRS e Dominio Bacteria foram usadas concentragdes de
30% e 60% do gel de gradiente desnaturante (gel acrilamida - 40%; solucdo 50X de
TAE -Tris Acido Acético EDTA; formamida e uréia), enquanto para o Dominio
Archaea os valores foram de 40% e 60%. Os géis foram preparados com 111 pL de
APS (perssulfato de amonia-10%); 11 pL de temed (tetrametiletilenodiamina). Apos
a solidificag¢do do gel (1 hora), as placas contendo o gel foram colocadas em suporte
apropriado e levado a cuba de DGGE. Nesta cuba foram adicionados 7L de agua
destilada e 140 mL de TAE 50X. A temperatura de “corrida” do gel foi constante
(65°C), voltagem de 175 Volts, com duragdo de 16 horas. O gel foi retirado da cuba e
corado com brometo de etidio por 20 minutos e depois transferido para o
fotodocumentador Eagle Eye TM III (Stratagene) acoplado ao computador e
software Eagle Slight UV para visualizagdo das bandas, sob exposi¢do a UV de 254

nm.
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4.13 Caracterizagdo da Comunidade de Bactérias Presentes nos RAHLFs

4.13.1 Extracdo de DNA Gendmico Total

Amostras de biofilme foram retiradas no final da operagdo dos reatores e
submetidas a dois protocolos diferentes de extragdo do DNA (MELVIN &
HOBSON, 1994; VAN ELSAS, 1995), com a finalidade de obter boa representacao
dos microrganismos presentes nas amostras (Anexo 1 e 2).

Antes de proceder a lise celular, foi realizada recuperagdo prévia da biomassa
aderida na espuma de poliuretano. Transferiu-se 10 a 15 cubos de espuma para tubos
Falcon (15 mL), adicionou-se 5 mL de tampao PBS 1X e agitou-se manualmente
(repetiu-se 3 vezes). Centrifugou-se a 4000 rpm por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi descartado e o precipitado contendo a biomassa foi mantido em gelo até o inicio
do protocolo de extracao.

Os DNAs obtidos dos protocolos de extragao foram visualizados em gel de
agarose 0,8%, corados com brometo de etidio e quantificados através de comparagao
com o padrdo de concentragdo DNA do fago Lambda. As amostras de DNA obtidas
com cada protocolo foram combinadas antes de proceder as etapas subseqiientes do

seqlienciamento do fragmento de RNAr 16S.

4.13.2. Amplificacdo do RNAr 16S

Fragmentos do RNA ribossomal 16S foram obtidos pela metodologia de
PCR, utilizando como molde o DNA gendmico extraido diretamente das amostras.
Os primers (oligonucleotideos sintéticos) usados para a rea¢ao de PCR foram p27F e
pl100R, homologos as extremidades conservadas do gene RNAr 16S de bactérias.
Para as reagdes de PCR foram usados 0,4 uM de cada primer, 200 uM de dNTPs
(GE Health Care), 2 Unidades de Taq DNA polymerase (Invitrogen) e
aproximadamente 100 ng de DNA gendmico).

O programa para amplificacdo do gene RNAr 16S seguiu as seguintes etapas:
desnaturagdo inicial a 94°C por 2 min; 10 ciclos de 1 minutos de desnaturacao a
94°C; 30 segundos de anelamento, comegando com 69°C e diminuindo 0,5°C por

ciclo e 3 minutos a 72°C para extensdo; seguido de mais 10 ciclos de 1 minuto de
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desnaturagdao a 94°C; 30 segundos de anelamento a 63°C e 3 minutos a 72°C para

extensdo. Para cada amostra foram feitas 10 réplicas da reagdo de PCR.

4.13.3 Clonagem em Vetor pGEM T Easy

Bibliotecas de gene RNAr 16S foram construidas para cada amostra da
biomassa presente no final da operagdo dos reatores (R1 e R2). As replicas da reagdo
de PCR foram combinadas, a solugdo final foi purificada em coluna GFX PCR DNA
e Gel Band Purification Kit, (GE Health Care) e concentrada em speed vaccum 5301
Eppendof, A-2-VC rotor. Os fragmentos purificados foram ligados em vetor pGEM-
T (pGEM-T Easy Vector System, Promega), segundo especificagdes do fabricante, ¢
transformados em Escherichia coli JM 109. As células transformadas foram
plaqueadas em meio LA (Luria Bertni) contendo 100 pg/mL de ampicilina, 80
png/mL de 5-bromo-4-cloro-30 indolil-B-D-galactopiranoside (XGal) e 0,5 mM
isopropil-p-D-tiogalactopiranoside (IPTG). As placas foram incubadas a 37°C por
cerca de 16h. Aproximadamente 100 clones foram selecionados de cada reator para

seqiienciamento.

4.13.4 Amplificacdo do inserto (gene RNAr 16S)

Os clones foram incubados em meio Circle Grow, contendo ampicilina
(100 puL/mL) e mantidos a 37°C, com agitacdo (100 rpm) por 24h. Reacdes de
amplificagdo usando os primers universais M13f (5’-CGC CAG GGT TTT CCC
AGT CAC GAC-3’) e M13r (5-TTT CAC ACA GGA AAC AGC TAT GAC-3’)
foram feitas a fim de se obter o fragmento do gene RNAr 16S inserido no vetor para
posterior seqiienciamento automatizado.

A reagdo de amplificacdo seguiu as seguintes especificagdes: 1-2 pL da
cultura do clone; 0,4 uM de cada primer, 0,2 mM da mistura de dNTPs (GE Health
Care); 2 unidades de Taqg DNA Polimerase (Invitrogen); 1X tampao da enzima (Taq
Polymerase) (Invitrogen) e 1,5 mM MgCl,. O programa de amplificacdo foi
realizado como descrito a seguir: desnaturagao inicial a 94°C por 3 minutos, 30 ciclos

de 20 segundos de desnaturagao a 94°C, 20 segundos para anelamento a 60°C, e 1,5
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minuto de extensdo a 72°C. As amplificagdes foram feitas em termociclador iCycler
thermal cycler (Biorad®).
Produtos amplificados foram aplicados em gel de agarose 0,8% a fim de

confirmar o tamanho do fragmento esperado.

4.13.5 Sequenciamento do gene RNAr 16S

Os fragmentos amplificados foram purificados com kit GFX 96 PCR
Purification (GE Healthcare) e seqlienciado em seqiienciador automatico MegaBace
DNA Analysis System 1000 (GE Health Care), usando DYEnamic ET Dye Terminator
Cycle Sequencing Kit para MegaBace, de acordo com as recomendagdes do
fabricante. Os primers usados para sequénciamento foram T7 (5’-GTA ATA GGA
GTG AGT ATA GGG C-3’), M13r (5°-TTT CAC ACA GGA AAC AGC TAT
GAC-3") e 782r ( posigao 782r do gene RNAr 16S de Escherichia coli) (5’-ACC
AGG GTA TCT AAT CCT GT-3).

4.13.6 Analise Filogenética

As seqiiéncias parciais de RNAr 16S obtidas com os diferentes primers foram
montadas em um contig (seqiiéncia nica combinando os diferentes fragmentos
obtidos) e comparados com as seqiiéncias de RNAr 16S de organismos representados
na base de dados do Genbank (http:www.ncbi.nlm.nih.gov). Foram selecionadas as
seqiiéncias de organismos relacionados a seqiiéncia dos organismos desconhecido
para realizagdo das analises filogenéticas. As matrizes de distancia evolutiva foram
calculadas com o método Kimura (1980) e a construgdo da arvore filogenética a
partir das distancias evolutivas foi feita pelo método de Neighbor-Joining (SAITOU
& NEI, 1987) utilizando o programa MEGA versao 2.1 (KUMAR et al., 2001) As
seqiiéncias foram aparadas quanto a qualidade usando procedimento de Telles &
Silva, (2001) modificado para processar genes RNAr, como descrito a seguir:
seqiiéncias de vetor plasmidial e regides com baixa qualidade na seqiiéncia
(qualidade média abaixo de 20), de acordo com Phred scores (EWING et al., 1998)

ao 3’- ¢ 5'- finais do gene RNAr 16S suplementares foram removidos. Assim,
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somente seqiiéncias de alta qualidade foram usadas nas andlises. Seqiiéncias com

menos de 500 pares de bases foram excluidas das andlises subseqiientes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Andlise do Alquilbenzeno Linear Sulfonado

O método mais empregado para determinacdo de surfactante anidnico ¢ o
MBAS (substancias ativas ao azul de metileno), porém esse método nao ¢ especifico
para LAS. Outros métodos podem ser empregados, tais como, cromatografia gasosa
(CQG) e liquida (HPLC), entretanto, para analise em CG, € necessario a derivatizagao
prévia das amostras. Neste trabalho optou-se por desenvolver metodologia para
determinagdo de LAS por HPLC, uma vez que a solugdo padrao ¢ constituida de
mistura de homologos e, dessa forma, ¢ possivel observa-los separadamente.

A primeira andlise por HPLC foi realizada com 24 mg/L de LAS
solubilizados, separadamente, em agua ultrapurificada e acidificada com &cido
cloridrico (2,96 g/L) usando como fase estaciondria a coluna C-18. Estas solugodes de
LAS foram analisadas no cromatografo, usando como fase movel metanol/agua
(MeOH/H,0) (80/20 - v/v). Usou-se detector de UV, com comprimento de onda de
230 nm, como indicado por Ou et al. (1996) e Angelidaki et al. (2000). Porém os
cromatogramas obtidos nao apresentaram boas resolugdes. Optou-se por purificar a
solugdo de LAS em coluna de troca ionica (SAX) previamente condicionada.
Somente a fracdo eluida em metanol acidificado apresentou sinais cromatograficos
com varios picos juntos, sem resolu¢do, com tempo de reten¢do de 5 minutos.

Matthijs & De Henau (1987) usaram a coluna SAX para concentrar amostras
de LAS em agua, sedimentos e lodos. O eluido da coluna SAX foi introduzido na
coluna de fase solida C-18. Os picos obtidos também ndo apresentaram defini¢do
adequada, mas os autores empregaram padrdes de homologos, auxiliando na
identificacdo dos mesmos.

A coluna de troca i6nica (SAX) foi empregada por outros pesquisadores, tais

como Mc Avoy et al. (1997) e Prats et al. (2000) para concentrar amostras diluidas
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de LAS provenientes de agua superficial, sedimento, solo e lodo bioldgico. Os
autores usaram metanol acidificado para eluir o LAS adsorvido e submeteram o
surfactante a purificagdo e concentragdo em coluna SAX, obtendo resultados
satisfatorio.

Posteriormente, nos testes cromatograficos, a fase estacionaria C-18 foi
substituida pela coluna Synergi (C-12), com detector de UV. A fase movel foi a
mesma usada anteriormente, ou seja, MeOH/H,O (80/20 - v/v). A solucdo de LAS de
24 mg/L em agua ultrapurificada foi analisada. O cromatograma apresentou alguns
picos sem defini¢ao, com tempo de retengdo entre 5 a 10 minutos. Os resultados
obtidos ndo foram satisfatorios. Desse modo, optou-se por utilizar, novamente, a
coluna de troca i6nica (SAX) e a coluna de fase solida (C-18) para concentrar e
purificar a amostra, visando a obtencdo de picos cromatograficos com resolugdes
melhores..

Amostras de LAS, nas concentra¢des de 24 mg/L, 80 mg/L e 100 mg/L,
solubilizadas em agua ultrapurificada, foram introduzidas na coluna SAX e eluidas,
individualmente, com MeOH acidificado e analisadas no cromatografo. Desta vez, a
fase movel utilizada foi MeOH/H,0 (50/50 - v/v). Nenhum sinal foi observado nos
cromatogramas. Portanto, a coluna SAX foi substituida pela coluna C-18. Foram
preparadas duas solugdes de LAS de 24 mg/L, sendo uma delas solubilizada em adgua
ultrapurificada e a outra acidificada com acido cloridrico (HCI). Ambas as solugdes
foram introduzidas na coluna C-18 e eluidas, separadamente, com metanol puro.
Esse procedimento ndo foi adequado, uma vez que, os cromatogramas apresentaram
varios picos, ndo definidos. O mesmo procedimento com resultados semelhantes foi
obtido por Holt et al. (1995).

Ainda, utilizando a mesma fase estacionaria (coluna cromatografica C-12),
foi testado sistema de gradiente de eluicdo com acetonitrila/agua (70/30 - v/v) e
perclorato de s6dio (0,15 M) como eluentes. Entretanto, os resultados obtidos ndo
foram satisfatorios.

Como nao foram obtidos bons resultados para a separacdo dos componentes
do LAS nas fases estacionarias (colunas cromatograficas C-18 e C-12), resolveu-se
testar a coluna C-8. Di Corcia et al. (1991) utilizaram a fase estacionéria C-8 para

separar os homoélogos do LAS, com detector de fluorescéncia, com fase movel
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MeO/H,0 (80/20 -v/v) e 0,1 mol/L de perclorato de sdédio, com eluigdo isocratica e
fluxo de 1,5 mL/min.

Algumas alteracdes foram feitas na metodologia utilizada por Di Corcia et al.
(1991). Por exemplo, foram testados os seguintes detectores: UV (230 nm) e de
fluorescéncia (excitacao 225 nm e emissao 290 nm), como sugerido por Ferrer et al.
(1996) e Léon et al. (2000). Primeiramente, a fase movel usada foi MeOH/H,O
(80/20 - v/v), sem perclorato de sédio e foram testados os seguintes fluxos: 1,5
mL/min e 0,8 mL/min. Em ambos os fluxos avaliados foram observados varios
grupos de picos ao longo dos cromatogramas.

O fluxo foi alterado para 0,5 mL/min, com detector de UV, a 230 nm. Neste
teste foram observados 5 picos, sendo o primeiro e quinto, com areas menores em
relacdo aos demais. Com o detector de fluorescéncia obteve-se um cromatograma
com 4 picos, razoavelmente bem definidos. A partir desses resultados, utilizou-se
fluxo de 0,5 mL/min e coluna C-8 como fase estacionaria.

Como Di Corcia et al. (1991) obtiveram cromatogramas com picos bem
definidos adicionando perclorato de sédio a fase movel, procedeu-se também a
adicao desse sal. As propor¢des de metanol e agua foram as mesmas descritas
anteriormente, ou seja, MeOH/H,O (80/20 - v/v), acrescentando-se 0,075 M de
perclorato de sodio a fase aquosa. Os cromatogramas obtidos nessas condi¢des
apresentaram melhor separagdo entre os picos.

A utilizacao do perclorato de sodio, na fase movel, auxilia a retencao do LAS
na fase estacionaria, em funcao do aumento da forca ionica. Antes de ser adicionado
o perclorato de sodio, os picos saiam ao redor de 5 minutos e, apos a sua utilizagdo
esse tempo foi prolongado. Além do sdédio, outros cations, podem ser usados na fase
moével, como por exemplo, magnésio ¢ bario, porém o sodio ¢ o mais adequado
(CHEN & PIETRZYK, 1994).

Foram considerados 5 picos principais com o detector UV, sendo que o

primeiro e o ultimo apareceram com areas menores (Figura 5.1).
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Figura 5.1 - Cromatograma da solu¢do de LAS em fase estdcionaria (coluna C-8),
eluicdo isocratica com MeOH/H,0 e perclorato de sodio (0,075 M),
fluxo de 0,5 mL/min , detector UV a 230 nm e temperatura de 32°C.

Com o intuito de melhorar a resolu¢do dos picos, a mesma fase movel
(MeOH/H,0) foi testada em sistema de gradiente de eluicdo, com detector de
fluorescéncia, temperatura de 35°C e fluxo de 0,5 mL/min. Varios pesquisadores
usaram o sistema de gradiente de eluicdo na quantificagdo do LAS (MARCOMINI et
al., 1987; LEON et al., 2000).

Oito versdes para o gradiente de elui¢do foram testadas. As primeiras versoes
nao foram capazes de separar adequadamente os picos, sendo que algumas os
aproximaram, e outras os tornaram mais largos. A 8" versdo foi a que propiciou
melhor separagdo e resolucdo de quatro picos (Tabela 4.8). O cromatograma
produzido a partir desta programacdo de gradiente forneceu quatro picos principais,
os quais quase completamente resolvidos (Figura 5.2). O uso de sistema de gradiente
de eluicao melhorou a separagdao dos homologos presentes na solugao de LAS, como

foi observado por Matthijs & De Henau (1987).
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Figura 5.2 - Cromatograma da solu¢ao de LAS em fase estacionaria (coluna C-8),
gradiente de eluigdo com MeOH/H,O e perclorato de sédio
(0,075 M), fluxo de 0,5 mL/min, detector de fluorescéncia Aexc 225 nm

€ Aem 290 nm e temperatura de 35°C

Neste trabalho, os resultados experimentais indicaram que a utiliza¢do da fase
estacionaria (coluna C-8) foi adequada para obten¢do de picos bem definidos
referentes aos homologos do LAS. Marcomini et al. (1987) e Di Corcia et al (1991)
usaram a fase estacionaria (coluna C-8) acoplada a pré-coluna. No entanto, outros
trabalhos da literatura utilizaram como fase estaciondria a coluna C-18 (MATTHIJS
& DE HENAU, 1987; HOLT et al., 1995; FERRER et al., 1996; OU et al., 1996;
KUCHLER & SCHNAAK, 1997; CAVALLI et al.,, 2000; PRATS et al., 2000;
SANZ et al., 2000; HOLMSTRUP & KROGH, 2002).

A resolugdo dos picos ¢ muito importante, uma vez que, o padrao de LAS
(dodecilbenzeno sulfonado de sdédio — LAS comercial) possui homoélogos da cadeia
alquilica e isdmeros de posicao do anel aromatico, o que causa grande dificuldade
para a sua quantificacdo. Para quantifica-lo preparou-se curva de calibragdo com
LAS nas concentragdes de 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16 e 20 mg/L (Apéndice A — Tabela
Al).

As distribui¢des dos picos do LAS foram as seguintes: 18% para o pico 1;
36% para o pico 2; 28% para o pico 3 e 18% para o pico 4. Di Corcia et al. (1991)

mediram as areas dos picos dos cromatogramas e utilizando padrdes para cada
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homologo encontraram as seguintes porcentagens: 12,8%, 41,8%, 36,1% e 9,3%,
respectivamente, para os homologos C10, C11, C12, C13. Segundo Marcomini et al.
(1993), os homologos do LAS sdo eluidos de acordo com o tamanho da cadeia
alquilica. Portanto, provavelmente, o primeiro pico obtido neste trabalho pode ser
relacionado ao homodlogo de menor nimero de atomos de carbono. Entretanto, para
confirmar essa hipdtese, seria necessario realizar analise com detector de massa, com
a finalidade de identificar cada homodlogo da cadeia alquilica. Infelizmente, essa

analise ndo foi possivel de ser realizada neste trabalho.

5.2. Validacdo do Método Cromatografico para Determinacéo do LAS

O método cromatografico foi validado através de sua linearidade,
repetibilidade, precisdo, limite de deteccdo e recuperacdo, utilizando fase
estacionaria (coluna C-8), gradiente de eluicdo com MeOH/H,0 e perclorato de
sodio (0,075 M), fluxo de 0,5 mL/min, detector de fluorescéncia Acxc 225 nm € Aen
290 nm e temperatura de 35°C. Nas Tabelas 5.1 e 5.2 estdo sumarizados os dados de
regressao linear para as curvas de calibragao e calculo do limite de detec¢do para os
quatro picos. As curvas de calibragdo foram lineares, tanto para as solucdes
preparadas em 4gua, quanto para preparadas em esgoto sintético. Todas as curvas de
calibracdo dos picos apresentaram coeficiente de correlacdo maiores ou iguais a 0,98.

A precis@o do método foi avaliada pelo tempo de retencdo dos padrdes de
LAS usados na curva de calibragdo, com o coeficiente de variacdo menor que 1%

ara os padrdes em agua e 4% para os padrdes em esgoto sintético (Tabela 5.3).
p p g p p g

Tabela 5.1 - Curva de calibragdo, linearidade e limite de detec¢do para solugdo

padrao de LAS em 4gua

Picos Regressao R® Variacéo de Limite de
Linear Concentracéao Deteccao
(mg/L) (mg/L)
1 y = 128790x + 18492 0,9848 0,09 — 2,89 0,43
2 y = 137009x + 1862.,4 0,9976 0,23 -5,74 0,01
3 y = 136430x + 2988,3 0,9969 0,23 — 4,46 0,02
4 y = 135326x +4774,7 0,9966 0,23 —2,89 0,03
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Tabela 5.2 - Curva de calibracdo, linearidade e limite de detec¢do para solucao

padrdo de LAS em esgoto sintético

Picos Regressao R’ Variacdo de Limite de
Linear Concentracéao Deteccao
(mg/L) (mg/L)
1 y = 124124x + 5290,4 0,9834 0,13 -3,05 0,37
2 y =124814x + 9251,5 0,9837 0,24 — 5,94 0,69
3 y=123521x +12134 0,9840 0,21 -4,34 0,54
4 y=121164x + 12875 0,9800 0,23 — 2,65 0,42

Tabela 5.3 - Precisao do método cromatografico calculado usando o tempo de

retengdo(n= 3 para cada pico)

. Tempode ., Tempode C.V.
Picos Retencao Retenc&o
. (%) : (%)
(min) (min)
Agua Esgoto Sintético
1 14,15%0,09 0,66 14,1440,21 1,52
2 17,51£0,08 0,46 17,51£0,19 1,09
3 20,61+0,07 0,38 20,61+0,19 0,95
4 23,40+0,06 0,28 23,55+0,74 3,17

(C. V.) = coeficiente de variagao

A repetibilidade do método (Tabela 5.4) foi estimada pelo coeficiente de
variagdo obtido para os diferentes tempos de reten¢do (minutos), de cada pico. Esse
parametro foi calculado através de 9 injecdes da mesma solugdo em dias diferentes.
A variacdo nos tempos de reteng@o foi menor que 2%, tanto para os padrdes em agua

como em esgoto sintético.
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Tabela 5.4 - Repetibilidade do tempo de retengdo para 14 mg LAS/L em esgoto

sintético (n=9)

Tempo de Retencao C.V.

Picos (minutos) (%)
1 14,1+0,2 1,46
2 17,4+0,2 1,09

3 20,5+0,18 0,87

4 23,3+0,17 0,74

(C. V.) = coeficiente de variacao

O método apresentou baixos limites de deteccdo (mg/L) baseados na curva de
calibrag@o. Os limites de detec¢do obtidos para solu¢do de LAS em dgua foram 0,43
mg/L; 0,01 mg/L, 0,02 mg/L e 0,03 mg/L para os picos 1, 2, 3 e 4, respectivamente.
Para os padroes de LAS em esgoto sintético, os limites de detec¢do para cada pico
foram maiores e iguais a 0,37 mg/L; 0,69 mg/L; 0,54 mg/L e 0,42 mg/L,
respectivamente.

Os dados de recuperagdo (Tabela 5.5) para cada homologo individual
presente nos padrdes apresentaram poucas diferengas e a recuperagdo observada foi

maior que 98%, em esgoto sintético.

Tabela 5.5 - Recuperacdo dos homologos do LAS em esgoto sintético

Homologos do LAS Recuperacéo (%)
Pico 1 98%15
Pico 2 101423
Pico 3 100+20
Pico 4 99+27

5.3. Adsorcéo de LAS em Espumas de Poliuretano
5.3.1. Curva de Exaustéo

A curva de exaustdo de LAS em espumas de poliuretano foi realizada com o
objetivo de avaliar o potencial adsortivo desse material usado como suporte de
imobilizacao de biomassa. Foi possivel definir a relagdo LAS adsorvido/grama de
espuma. Essa relacdo s6 pode ser aplicada em condi¢des abidticas, uma vez que a

adsor¢do ocorre por meio de interacdes -eletrostaticas. O crescimento de
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microrganismos aderidos ao suporte podera modificar as caracteristicas superficiais
desse material.

Segundo Pacik et al. (1990), a utilizagdo de espumas de poliuretano como
suporte para imobilizagdo de microrganismos foi motivada pelas caracteristicas do
material, tais como, porosidade interna elevada e dificil degradagdo biologica.

Para estabelecer a curva de exaustdo, foram usados reatores diferenciais
(RIBEIRO, 2001) preenchidos com 0,2 g de espumas de poliuretano, alimentados, de
forma continua com meio mineral (Tabela 4.11), contendo 35 mg/L de LAS e vazio
de 5 mL/min. O efluente desses reatores foi monitorado durante 24 horas, e, apds 9
horas de experimento as concentragdes de LAS no efluente e afluente praticamente
igualaram-se e mantiveram-se constantes (Tabela 5.6 e Figura 5.3), a 35 mg/L. Pode-
se observar que a adsor¢do foi maior nas primeiras horas do experimento.

A massa de LAS adsorvida foi calculada utilizando a expressao 3 (item
4.6.1); ou seja, somando-se a massa de LAS adsorvida durante 24 horas de
alimentagdo, obteve-se a massa total de 5,076 mg. Dessa maneira, dividindo-se a
massa total de LAS adsorvida (4,15 mg) pela quantidade de espuma (0,2 g), obteve-
se a relacdo LAS/espuma de 20,75 mg/g (Tabela 5.6 e Figura 5.3).

Tabela 5.6 - Dados obtidos na curva de adsor¢do do LAS em espumas de poliuretano

em reatores diferenciais

Tempo Volume de tratado Ce mg LAS/g
(horas) (L) (mg/L) Q.(Co-Ce). At espuma
2 0,6 25,6 1,41 7,05
4 1,2 25,7 1,58 7,90
6 1,6 30,1 0,73 3,68
9 2,7 33,6 0,14 0,70
13 3,9 32,0 0,22 1,12
22 6,6 35,0 0 0
24 7,2 34,6 0,06 0

Ce= concentragao efluente
Co = concentracao afluente
Q =vazao
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Figura 5.3 - Concentragdes de LAS no efluente dos reatores diferenciais e massa

adsorvidas na espuma de poliuretano

5.3.2 Tempo de Contato para Saturacdo das Espumas

A determinagdo do tempo de contato foi realizada antes do ensaio de
isoterma, com a finalidade de estabelecer o tempo necessario para ocorrer o
equilibrio entre a adsorcao e dessor¢ao do LAS nas espumas de poliuretano. O ensaio
de tempo de contato foi feito em sistema de batelada em triplicata e a concentragdo
de LAS na fase liquida foi acompanhada até satura¢do das espumas. Para isso, foram
usados, aproximadamente 0,64 g de espuma de poliuretano ¢ 14 mg/L de LAS.

A Figura 5.4 mostra que no inicio do ensaio houve adsor¢do do LAS nas
espumas posterior equilibrio. A massa de LAS adsorvida permaneceu constante, a 2
mg podendo-se concluir que foi atingida a saturagdo. Dessa maneira, foi possivel
obter a relacdo massa de LAS adsorvida/massa de suporte que foi del7 mgLAS/g de
espuma de poliuretano (Apéndice - Tabela B2), ja nos reatores diferenciais a relagdo
foi de 20,75 gLAS/g espuma. Esta diferenga pode ser atribuida as diferentes aguas

residuarias usadas nesses ensaios.
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Figura 5.4 - Adsor¢ao de LAS na espuma de poliuretano em fun¢dao do tempo de

contato

5.3.3 Isoterma de Adsorc¢ao

Apbs a determinagdo do tempo de contato necessario para a saturagdo das
espumas, foram realizados ensaios com o objetivo de avaliar a saturacdo com a
variacdo da relacdo massa de LAS adsorvida/massa de suporte. Para isso, a mesma
massa de suporte foi colocada em contato com 9 diferentes concentragdes de LAS
(5,10, 15, 20, 25, 35, 40, 45 ¢ 50 mg/L) e massa de suporte entre 0,64 ¢ 0,65g.

Amostras da fase liquida foram coletadas apds 12 horas do inicio do ensaio, e
as concentragdes de LAS no equilibrio (Ce) foram analisadas. Foi possivel calcular,
por diferenca, a quantidade de LAS adsorvida nos suportes em fungdo de sua

concentragdo inicial na solucdo, conforme apresentado na Figura 5.5.
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Figura 5.5 - Variagdo da relagdo de massa de LAS adsorvida por massa de espuma

em func¢do da concentracdo inicial do surfactante

A massa de LAS adsorvida na espuma aumentou proporcionalmente em
relagdo as crescentes concentracdes de LAS (Figura 5.5). Por exemplo, para
concentragdes iniciais de LAS iguais a 25 e 50 mg/L, a massa adsorvida/g de espuma
foram de 3,23 ¢ 9,92, respectivamente (Apéndice B — Tabela B1).

Fytianos et al. (1998) trabalharam com isotermas de adsor¢dao de LAS em
sedimentos marinhos e constataram que o equilibrio em 4 horas.

Garcia et al. (2000) avaliaram a adsor¢do do LAS em lodos ativados
provenientes de estacdes de tratamento de esgoto em Barcelona (Espanha). Para
realizagao desse estudo, foi necessaria a adicdo de formaldeido para evitar a
degradagao do surfactante. A dureza da dgua variou de 0 a 1000 mg/L de CaCOs e os
testes tiveram duracdo de 3 horas, a temperatura de 25°C. A concentra¢do de LAS na
fase aquosa foi constante, enquanto variaram a quantidade de lodo de 200 a 2000
mg/L. Nos testes de dessor¢ao, foram adicionados trés vezes 100 mL de 4gua ao lodo
proveniente dos testes de adsor¢do. Apds 24 horas de duracdo de cada experimento.
Baseados nos resultados obtidos, os autores concluiram que o equilibrio entre a

adsor¢do e a dessor¢do foi de 3 horas. Segundo os autores, a quantidade de LAS
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adsorvido pode ser maior quando ha favorecimento das caracteristicas de
hidrofobicidade dos homologos da cadeia alquilica (C10 e C14). Dessa maneira, a
adsor¢do do LAS em lodo ativado ocorreu por mecanismos de hidrofobicidade, e o
lodo pareceu atuar como agente adsorvente.

Garcia et al. (2002) sugeriram que os homologos do LAS sdo adsorvidos,
tanto em sedimentos, quanto, na biomassa, devido ao favorecimento das interagdes
hidrofobicas. Com o aumento da cadeia alquilica, a hidrofobicidade da molécula
também aumenta e a carga negativa do grupo sulfonado (grupo hidrofilico) oferece
ligeiro impacto nestas interagdes de hidrofobicidade.

Neste trabalho os pontos tenderam a uma reta, com coeficiente angular de
0,17 e coeficiente de correlagio (R?) de 0,95. Entretanto, os dados obtidos neste
ensaio ndo foram ajustados adequadamente as isotermas de Freundlich ou Lagmuir
(CASTELLAN, 1988). Por outro lado, o melhor ajuste foi obtido para a isoterma de
adsor¢do linear proposta por Giles et al. (1960). A linearidade demonstra que o
nimero de sitios para adsor¢do permaneceu constante, ou seja, quanto maior a
concentragdo de LAS, maior a quantidade de espuma necessaria para a sua adsor¢ao.
Caso contrario o fenomeno de dessor¢do comegaria a prevalecer em funcao da
saturagdo dos sitios no material suporte. Isoterma de adsorcdo linear foi observada
por Brucha et al. (2005) utilizando PCP (pentaclorofenol) em espumas de poliuretano

como material suporte.

5.4 Avaliacéo do Protocolo de Extragdo do LAS Adsorvido em Lodo Bioldgico

A eficiéncia do protocolo de extracdo do LAS foi realizada em triplicata
apenas com lodo proveniente de reator UASB, utilizado no tratamento de dejetos de
suinocultura. Adicionaram-se 50 mg/L de solu¢do de LAS em meio mineral e
detectou-se 7,8 mg LAS/L na fase aquosa e o restante, aproximadamente 42,2 mg
LAS/L ficou retido no lodo, logo ap6s a adigao do LAS.

Através dos solidos totais foi determinada a concentracdo maxima de LAS em
termos de mg LAS/g ST, cujo valor foi de 8,44 mg LAS/g ST. Utilizando-se
protocolo descrito no item 4.5.1, obteve-se os seguintes valores: (a) 3,6 mg LAS/g
ST no extrato metanolico eluido da coluna de troca i6nica (SAX) e (b) 6,9 mg LAS/g

ST na fracdo eluida com metanol da coluna de fase sélida (C-18). Os valores



80

experimentais representaram 43% e 82% de eficiéncia de extracdo, respectivamente.
Dessa maneira, verificou-se que o emprego das colunas (SAX e C-18) foi essencial
para purificar e concentrar as amostras da extragdo do LAS adsorvido no lodo
anaerobio.

Valores de 85 a 92% de eficiéncia de extracdo do LAS adsorvido em solos
foram obtidos por Di Corcia et al. (1994) com a utilizacdo de sistema de refluxo
(Soxhlet), usando 80 mL de metanol por 8 horas. O extrato metandlico foi evaporado
até reduzir seu volume a 1 mL e depois foi transferido para coluna de fase sélida
(SPE), preenchida com 0,5 g de carbono grafitizado.

Viarias metodologias sdo usadas para extracdo do LAS adsorvido em
superficies solidas. Matthijs & De Henau (1987) utilizaram, para extragdo de LAS
em sedimento, lodo e solo, o protocolo que consistiu em submeter as amostras
contaminadas a extracao, sob refluxo (Soxhlet), utilizando 150 mL de metanol por 2
horas. O metanol contendo LAS foi removido da fase so6lida por centrifugag¢do e o
precipitado formado, lavado duas vezes com 50 mL de metanol a 60°C. Dessa
maneira, esses pesquisadores utilizaram 250 mL de metanol para cada amostra
analisada. A solucdo metandlica foi evaporada sob N, (100%) até 100 mL e

transferida para coluna de troca i6nica (SAX).

5.5 Avaliacdo da Influéncia do LAS sobre os Microrganismos Anaerobios

5.5.1. Reatores em Batelada Alimentados com Meio Mineral e LAS

O lodo anaerdbio proveniente de reator UASB, usado no tratamento de
dejetos de suinocultura, foi utilizado como indculo nos ensaios em batelada com
células planctonicas. Esse lodo possui ampla diversidade de morfologias
microbianas. Por meio de exames microscopicos foi possivel constatar a
predominancia de bacilos isolados, em pares, em cadeias formando filamentos, na
forma delgada, ovalada e curva. Cocos, filamentos septados e filamentos longos
também estiveram presentes na biomassa anaerébia. Entre as arquéias metanogénicas
foi observada a presenca de morfologias semelhantes a Methanosaeta sp., bacilos e

cocos fluorescentes (Figura 5.6).



81

Esses ensaios em batelada foram realizados para avaliar a atividade
microbiana na presenga de concentragdes crescentes de LAS. A avaliagdo da
atividade metanogénica foi determinada pela concentragdo de metano, a partir do

substrato adicionado.

(c) (d)
Figura 5.6 - Morfologias observadas em microscopia Optica de contraste de fase do
lodo granular do reator UASB utilizado no tratamento de dejetos de
suinocultura: (a) bacilos, (b) bacilos curvos (c) morfologia semelhante a

Methanosaeta sp.,(d) bacilos em cadeia ¢ filamento

As concentracdes de LAS monitoradas na fase liquida permitiram constatar
que logo apos a sua adicdo nos reatores em batelada, foram adsorvidos
aproximadamente, 90% de LAS no lodo anaerdbio. Portanto, ocorreu aumento da
concentracdo de LAS na fase so6lida e, conseqiientemente, diminui¢ao na fase liquida.
Nos demais intervalos de amostragens, as concentragcdes de LAS na fase liquida ndo

foram alteradas. Esse mesmo comportamento foi observado nos experimentos de
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Garcia et al. (2005), em reatores em batelada. Segundo esses autores, a adsor¢do do
LAS no lodo diminui a fragao disponivel para degradagao.

Nesses experimentos, em batelada com células planctonicas, ndo foram
realizadas extracdes de LAS adsorvido no lodo dos reatores. Portanto, nenhuma
inferéncia sobre degradagdo pode ser feita. Provavelmente, o LAS ficou adsorvido no
lodo anaerdbio, e o crescimento em suspensdo ou planctonico ndo favoreceu o
desenvolvimento de consorcios e interagdes microbianas ¢ o estabelecimento de
biofilmes, os quais podem ser responsaveis pela degradacdo do surfactante. A
adsor¢ao desse composto no material suporte, associada a adesdo microbiana, e
estabelecimento de biofilme maduro, sdo fendmenos que diferenciam amplamente o
tratamento dos compostos toxicos em reatores de leito fixo, em relacdo aqueles de
crescimento suspenso.

Anadlises freqiientes do biogas realizadas revelaram que em relagdo ao
controle, a presenga de LAS ndo interferiu na concentracdo de metano em funcdo do
tempo de operacao (Tabela 5.7). Nos primeiros 3 dias, os reatores alimentados com
glicose e lactato de sodio apresentaram concentragdes de metano de
aproximadamente 6,0 umol/L, enquanto no reator controle (sem LAS), esse valor foi
de 2,6 umol/L (Figura 5.7). Apos o consumo dos substratos organicos, facilmente
biodegradaveis, as concentragdes de metano desses reatores mantiveram-se estaveis,
em torno de 12 umol/L a 13,6 umol/L (Figura 5.8). As concentragdes de metano
observadas nos reatores alimentados com LAS, independente da concentracdo
adicionada, apresentaram valores semelhantes aos verificados, no reator controle.
Nenhum efeito inibitério do LAS foi observado sobre os microrganismos anaerobios

(Tabela 5.7 e Figura 5.7).
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Tabela 5.7 - Valores médios da concentracao de metano no biogas dos reatores em

batelada alimentados com meio mineral em fungdo do tempo

Periodo Ensaio Ensaio  Ensaio Ensaio Ensaio E Ensaio F
(d) A B C D (50 mgLAS/L (50 mg
(Contro (50mg  (100mg (200mg + 350 mg LAS/L +

le—sem LAS/L) LAS/L) LAS/L) lactato/L) 350 mg

LAS) glicose/L)
Metano (umol/L)
la3 2,6+£0,8 3,840,6 3,6+0,6  4,9+0,8 6,2+1,7 6,8+1,5
4al1l  5,1%0,7 6,4+0,7 6,1£1,0 8,440,7 8,6+0,4 9,0+0,7
12a21 88+0,8 9,714 87+1,7 12,6£2,3 11,1+£2,0 12,3+£2,0
22a34 102+0,4 13,0£1,2 14,0£2,3 15,8429 12,0£1,0 13,6+1,1
35a55 15,1£2,1 16,1«£1,7 15,7¢1,6 16,7£2,0 12,9+2,0 13,0+3,0

As adigdes de co-substratos (lactato e glicose) estimularam o aumento na
concentragdo de metano, até o 21° dia de operagao, devido a formacao de compostos
intermediarios favordveis ao crescimento das arquéias metanogénicas. Depois desse
periodo, as concentragdes de metano equipararam-se as dos demais reatores (Tabela

5.7 e Figura 5.8).
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Figura 5.7 - Varia¢do temporal de metano nos reatores anaerdbios em batelada
alimentados com meio mineral ¢ LAS. EA - controle; EB-

50 mgLAS/L; EC — 100 mgLAS/L; ED — 200 mgLAS/L.
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Figura 5.8 - Varia¢do temporal de metano nos reatores anaerdbios em batelada
alimentados com meio mineral, co-substratos ¢ LAS. EF — 50

mgLAS/L + 350 mgLactato/L; EF — 50 mgLLAS/350 mg glicose/L

Nos ensaios realizados por Garcia-Morales et al. (2001), com lodo
termofilico (55°C) proveniente de reator anaerdbio, usado no tratamento de vinhaga
de vinho, a atividade metanogénica foi reduzida quando a concentragdo de LAS foi
aumentada de 10 para 50 mg/L. Nesses experimentos a producdo de biogéas foi
levemente menor nos reatores contendo homoélogos de LAS, com 10 (C10) e 12
(C12) atomos de carbono, quando comparada, com a produg¢do de biogés, por
endogenia no reator controle. Entretanto, reatores que receberam homologos C14
apresentaram maior producdo de metano que os reatores controle. Nenhuma
indicagdo de degradabilidade foi observada pelas andlises especificas de
quantificagdo de LAS. Segundo Garcia et al (2005), a adi¢do do homdlogo C14 nos
sistemas anaerobios talvez aumente a biodisponibilidade de outros compostos
organicos adsorvidos no lodo, favorecendo sua degradacdo e, conseqilientemente,

propiciando aumento na concentragdo de metano. Nesse trabalho foi observado
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aumento na concentragdo de metano, provavelmente, ndo devido a degradacdo da

molécula do surfactante, mas a biodisponibilidade de outros compostos.

Andlises de solidos totais volateis (STV) realizadas no inicio e final da
operacdo ndo indicaram crescimento de microrganismos, quando comparados a
concentracdo de solidos adicionados aos reatores (Tabela 5.8). Provavelmente, isso
ocorreu devido ao tempo de operacdo, e particularmente, a exaustdo de nutrientes.
Dessa forma, outros ensaios em reatores em batelada foram realizados utilizando

concentragdo de lodo e tempo de operagdo menores.

Tabela 5.8 - Concentragdes de soélidos totais volateis nos reatores anaerdbios em

batelada, apds 55 dias de operagdo, com diferentes concentragdes de

LAS

Ensaios STV

(g/L)
Ino6culo 6,5+0,3
Ensaio A (Controle — Sem LAS) 7,2%0,2
Ensaio B (50mg/L de LAS) 7,240,1
Ensaio C (100 mg/L de LAS) 7,310,1
Ensaio D (200 mg/L de LAS) 6,6%0,2
Ensaio E (350mg/L de lactato de s6dio e 50mg/L de LAS) 7,610,2
Ensaio F (350mg/L de glicose e 50 mg/L de LAS) 6,710,1

Os microrganismos dos reatores controle, mesmo sem receber fontes
organicas, foram capazes de produzir metano. Provavelmente, essa producdo de
metano ocorreu através do metabolismo microbiano enddgeno ou por substratos
presentes no lodo, ou ainda pela liberagao de compostos organicos por morte celular.

Nas andlises microscopicas, foram observadas alteragdes na diversidade
microbiana, bem como, na freqliéncia de certas morfologias. Morfologias
semelhantes a Methanosaeta sp. predominaram nos reatores controle (Tabela 5.9).
No entanto, na biomassa dos reatores submetidos a 50 mg/L, 100 mg/L e 200 mg/L
de LAS, (Figuras 5.9) predominaram cocos e bacilos. Verificou-se, que morfologias
semelhantes a Methanosaeta sp. diminuiram com o aumento da concentragdo de

LAS. A utilizagdo de co-substratos (lactato e glicose) favoreceu a diversidade
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morfologica (Figura 5.9), entretanto, os bacilos continuaram a predominar na
biomassa desses reatores.

As arquéias metanogénicas, em geral, sdo mais sensiveis a mudancas
ambientais e a presenca de compostos toxicos ou inibitorios, em relacio as bactérias
acidogénicas. Porém, a populacdo acidogénica pode sofrer inibi¢ao pelo acimulo de
acidos volateis ou H, substratos utilizados pela populacdo metanogénica. Por essas
razdes, inibicdo da populagdo metanogénica produz, em curto periodo de tempo, a
inibi¢do da populagdo acidogénica causando desequilibrio do sistema (GARCIA-
MORALES et al., 2001). Segundo esses autores, a inibi¢cao pelo LAS, pode estar
associada aos seguintes fatores: (1) o efeito do LAS ¢ direto, ou seja, tanto para as
metanogénicas como para as acidogénicas; (2) devido ao desequilibrio na interagdo
sintrofica das diferentes populagdes anaerobias. Observaram que em concentragdes
mais elevadas de LAS (50 mg/L), em sistemas termofilicos, causou desaceleragao
progressiva no consumo do LAS, sugerindo que deve ser feita uma adaptagdo dos

microrganismos ao referido surfactante, de modo a minimizar seu efeito inibitorio.

Tabela 5.9 - Caracterizacdo morfologica da biomassa dos reatores em batelada

Ensaio Ensaio B Ensaio C EnsaioD Ensaio E Ensaio F
A - 50mgLAS/L 100mgLAS/L 200mgLAS/L 50mgLAS/L 50mgLAS/L
Morfologias Controle + 350 mg +350 mg
(sem lactato/L glicose/L
LAS)
BACTERIAS
Bacilos +++ ++++ ++++ ++ ++++ ++++
Bacilos ++ ++ - - - +
Ccurvos
Cocos +++ +++ ++++ +++ + +
Filamento ++ + + ++ - ++
delgado
Filamento + - + ++ + ++
longo
Filamento + + - + ++ ++
septado
ARQUEIAS METANOGENCICAS
Methanosaeta ++++ +++ ++ ++ ++ ++
Sp.

(++++) predominantes; (+++) freqiientes; (++) pouco freqilientes; (+) raros;

(-) nao foram observados
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(b)

(©) (d)

Figura 5.9 - Morfologias observadas em microscopia optica de contraste de fase das

amostras dos reatores em batelada alimentados com meio mineral: (a)
morfologia semelhante a Methanosaeta sp. (b) cocos, (c) bacilos curvos
e (d) bacilos

5.5.2 Reatores em Batelada Alimentados com Esgoto Sintético, Acidos
Organicos e LAS

Nessa fase experimental foram realizados ensaios com reatores em batelada
alimentados com esgoto sintético e acido organicos, com o objetivo de avaliar a
influéncia do LAS sobre os organismos anaerdbios. O esgoto sintético foi usado
posteriormente como substrato na alimentagao dos reatores anaerdbios de leito fixo.

Os 4cidos organicos (acético, butirico, propidnico, latico e férmico)
adicionados aos reatores proporcionaram a formacao de substratos intermedidrios, os
quais favoreceram o crescimento das arquéias metanogénicas e, conseqiientemente,
maiores concentragdes de metano no biogas (Tabela 5.10). No entanto, a presenga de

50 mg/L de LAS ndo alterou a concentragdo de metano (Figura 5.10).
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Provavelmente, o LAS ndo inibiu a atividade das bactérias acidogénicas nem das
arquéias metanogénicas. Os reatores alimentados com o esgoto sintético com e sem

LAS apresentaram concentragdes de metano de 11,8 e 14,3 umol/L, respectivamente,

apos 45 dias de operacao.

Tabela 5.10 - Valores médios das concentragdes de metano no biogas dos reatores

alimentados com esgoto sintético

Periodo Esgoto Esgoto Esgoto sintético Esgoto sintético
(d) sintético sintético+  + 4cidos orgéanicos + &cidos
50 mg/L de organicos +
LAS 50 mg/L de LAS
metano (umol/L)
la3 7,9+1,6 8,1+0,85 30,8+10 29,1£10
4a9 9,7+1,6 10,9+1,3 29,5+5,9 33,7+7,0
11a33 10,6+1,9 10,5+0,8 20,0+0,8 22,2+2.0
34 a 45 14,343.9 11,840,8 18,5+2.5 19,9+3.5
45
40 4} —&— Esgoto Sintético

=~ Esgoto Sintético + LAS
........ -@- Esgoto Sintético+acidos organicos
=/~ Esgoto Sintético+acidos organicos+LAS

w
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o
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Figura 5.10 - Variagdo temporal do metano nos reatores em batelada alimentados

com esgoto sintético

Na tentativa de observar a influéncia do surfactante na remo¢ao de matéria

organica, pdde-se notar que os reatores apresentaram comportamento semelhante, na
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presenca e auséncia de LAS. A remocao de matéria organica (expressa em DQO) nos
reatores com esgoto sintético e LAS foi de 70%, enquanto, nos reatores com acidos
organicos e LAS, atingiu valores de 88% (Tabela 5.11).

A concentragdo de STV no inicio dos ensaios foi de 5,0 g/L. Depois de 45
dias, novas analises de STV foram realizadas e observou-se novamente que nao
houve crescimento microbiano (Tabela 5.12), provavelmente devido a falta de
nutrientes excesso de biomassa. O esgoto sintético € um meio de cultura rico em
nutrientes, mas mesmo assim pode ter ocorrido escassez nutricional com o decorrer
do tempo. A morte celular por influéncia do LAS foi descartada, uma vez que, as
concentragdes de solido nos reatores controle e alimentados com &cidos organicos,

foram também ligeiramente inferiores a concentragdo inoculada.

Tabela 5.11 - Valores de DQO filtrada e eficiéncia de remog¢ao nos reatores em

batelada, alimentos com esgoto sintético

DQO (mg/L) Eficiéncia de
Ensaios Remocao
Inicial Final (%0)
Esgoto sintético 527 123 76,5
Esgoto sintético + LAS 576 173 69,9
Esgoto sintético + acidos organicos 2340 237 89,8
Esgoto sintéticos + acidos organicos + 2523 289 88,5

LAS

Tabela 5.12 - Concentragoes de solidos totais volateis do lodo dos reatores
anaerdbios em batelada alimentados com esgoto sintético, apos 45

dias de operagdo

Ensaios STV Massa

(g/L) (@ STV)
Inéculo 5,0+0,5 2,5
Esgoto sintético 4,24+0,4 2,1
Esgoto sintéticotacidos organicos 3,940,1 1,95
Esgoto sintético + acidos organicos + LAS 3,9+0,1 1,95

A presenca de LAS alterou a diversidade das morfologias microbianas.

Reatores alimentados somente com esgoto sintético apresentaram maior diversidade



de morfologias microbianas, com predominancia de Methanosaeta sp. Na presenga
de LAS, essas morfologias foram pouco observadas A adicdo de acidos organicos
favoreceu o predominio de bacilos curvos (Figura 5.11).

Mesmo ndo sendo observado o predominio de morfologias semelhantes a
Methanosaeta sp. (Tabela 5.13) houve produgdo de metano. Outros microrganismos
metanogénicos podem ter sido responsaveis pela presenca de metano no biogas.

Dessa forma, o LAS ndo pode ser considerado inibidor das arquéias metanogénicas.

(©) (d)

Figura 5.11 - Morfologias observadas em microscopia Optica de contraste de fase das

amostras dos reatores em batelada alimentados com esgoto sintético:
(a) morfologia semelhante a Methanosaeta sp, (b) cocos, (c) bacilos

curvos, (d) filamento septado
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Tabela 5.13 - Caracterizagado morfoldgica da biomassa presente nos reatores em

batelada alimentos com esgoto sintético

Esgoto Esgoto
Esgoto Esgoto sintético sintético +
Morfologias sintético sintético + acidos acidos
+ LAS organicos organicos
+ LAS
BACTERIAS
Bacilos ++ ++++ ++ ++++
Bacilos curvos + - ++++ +
Cocos + + ++ ++
Filamento delgado + ++ + +
Filamento longo - - - -
Filamento septado + - + ++
ARQUEIAS METANOGENCICAS
Methanosaeta sp. ++++ ++ ++ ++

(++++) predominantes; (+++) freqiientes; (++) pouco freqlientes; (+) raros;

(-) ndo foram observados

As concentragdes de LAS avaliadas no presente trabalhado estavam abaixo da
concentragdo micelar critica (CMC - 264 mg/L), uma vez que, em reatores em
batelada, os surfactantes podem formar micelas, ¢ dessa maneira, sua degradagdo
torna-se, ainda, mais lenta. Surfactantes em fase micelar podem apresentar menor
velocidade de degradacdo do que as moléculas monoméricas. A estrutura das micelas
em solugdo aquosa ¢ esférica, ficando em seu interior o grupo hidrofébico e no
exterior o grupo hidrofilico. A degradag¢do de surfactantes em concentragdes acima

da CMC ¢ um obstaculo a ser vencido em pesquisas futuras (ZHANG et al., 1999).

5.6 Avaliacdo do Desempenho dos Reatores Anaerdbios Horizontais de Leito
Fixo no Tratamento do LAS

A operacdo dos reatores R1 ¢ R2 foi dividida em etapas, de acordo com
alteragdes na composi¢do do esgoto sintético. Nas Figuras 5.12 e 5.13 estdo
apresentados fluxogramas experimentais de operacdo dos reatores com as diferentes

etapas e andlises realizadas.



Reator R1 - inoculado com
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lodo de ETE
A 4 A 4 A 4 A 4
Etapa | Etapa Il Etapa 111 Etapa IV
alimentagdo com alimentagéo alimentagéo alimentagdo com
esgoto sintético com esgoto com esgoto esgoto sintetico
sintético e sintético e ¢ 14 mg/L de
7 mg/L de 14 mg/L de R LAS.

v LAS LAS etlrgda do
Analises amido e
DQO substitui¢do do
pH A\ 4 v extrato de carne
AVT Analises Anélises por extrato
AB DQO DQO levedura
PCR/DGGE pH pH (500 mg/L)
Exame AVT AVT
Microscopico AB AB l

LAS LAS
Eiﬁlmt: Sulfato %&Ses
Microscopico Sulfeto pH
PCR/DGGE Exame AVT
Microscopico
PCR/DGGE AB
LAS
Sulfato
Sulfeto
Exame
Microscopico
PCR/DGGE
Sequenciamento
de fragmentos do
RNAr 16S

Figura 5.12 - Fluxograma experimental das etapas de operacao do reator R1
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93

v

v

|

|

v

Etapa |
alimentacdo
com esgoto

sintético

v

Analises
DQO

pH

AVT

AB
PCR/DGGE
Exame
Microscopico

Etapa Il
alimentagao
com esgoto

sintético e
7 mg/L de
LAS

Etapa Il1
alimentacdo
com esgoto

sintético
el4 mg/L de
LAS

Etapa IV
alimentacdo
com esgoto

sintético e
14 mg/L de

LASe
retirada do
amido

Etapa V
alimentacdo
apenas com
14 mg/L de

LAS

Analises
DQO

pH

AVT

AB

LAS

Sulfato
Exame
Microscopico
PCR/DGGE

Analises
DQO

pH

AVT

AB

AB

LAS

Sulfato
Sulfeto
Exame
Microscopico
PCR/DGGE

'

Analises
DQO

pH

AVT

AB

LAS

Sulfato
Sulfeto
Exame
Microscopico
PCR/DGGE

Analises
DQO

pH

AVT

AB

LAS

Sulfato
Sulfeto
Exame
Microscopico
PCR/DGGE

Seqiienciamento
de fragmentos do

RNAr 16S

Figura 5.13 - Fluxograma experimental de operacao do reator R2

Na primeira etapa operacional, o substrato era esterilizado em autoclave, mas

esse procedimento foi suspenso, uma vez que ocorreu alteragdo no valor do pH de

7,0 para 9,0. Dessa maneira optou-se por esterilizar somente os frascos e as

mangueiras usadas na alimentagdo do reator. Com esse procedimento, o pH do

esgoto sintético permaneceu ao redor de 7,7, a alcalinidade a bicarbonato a 130 mg

CaCOs/L, e DQO filtrada em 745 mg/L. Porém, apods adicdo do LAS, a concentragdo
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de acidos volateis aumentou e, conseqiientemente reduziu a concentracdo de
alcalinidade a bicarbonato. Como medida para minimizar esse problema aumentou-
se a concentracdo de bicarbonato de sddio. Nesse periodo, os frascos de alimentagdo
eram mantidos fora da camara dos reatores, a temperatura média de 24°C. Como tais
procedimentos nao foram suficientes para minimizar a acidificacdo do substrato, os
frascos de alimentagdo passaram a ser mantidos sob refrigeracdo, a 4°C.

No periodo de utilizacdo do afluente nao refrigerado a concentragdo de LAS
permaneceu inalterada no frasco de alimentagao durante 48 horas.

Nas Tabelas 5.14 e 5.15 estdo apresentados as médias e desvios-padrao das
analises de monitoramento (pH, DQO bruta e filtrada, 4cidos volateis totais,
alcalinidade a bicarbonato, metano e LAS) realizadas durante as diferentes etapas de
operacdo dos reatores (R1 e R2), bem como as eficiéncias de remogdo de DQO e

LAS. Os dados de monitoramentos estdo apresentados no Apéndice D.
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Tabela 5.14 - Valores dos parametros fisico-quimicos e cromatograficos obtidos

durante a operagdo do reator R1

Parametros

Etapas | Amostra | pH DQOb DQOf AB AVT CH, LAS
(mg/L) (mg/L) (mgCaCOs/L) (mgHAc/L) (umol/L) (mg/L)
| Afluente | 7,7 793+31 766+28 132+11

(1a27 0,09
dias) | Efiuente | 8,02 746  58:10 30320 143 113
n=3 +0,19

E (%) 90+1  93+2
1 Afluente | 7,2 772438 706+37 117+48 7,0£1
28 a £0.42
<5112as) Efluente | 8,12  68+12 4943 301446 1042 1243 1,847
s 0,30

E (%) 91+2 93l 75424
i Afluente | 6.7 761433 711278 93216 13405
(53 a 0,05
gfas) Efluente | 8,1 57420 52422  390+66 103 1242 4xl
L, 0,14

E (%) 9243 9345 69+12
Apos colmataggdo
mo ] Afluente | 7,8  800+£31 779£28 204+10 141
69 a £0,2
éf;s) Efluente | 7.0 48998 456£97 222473 151429 442 1242
n=11 0,43

E (%) 40£12 41+14 2049
IV | Afluente | 7,3 591485 5522108 23035 1341
(145 a 0,44
f’ﬁlai) Efluente | 7,4 10962 91+51  268+103 3349 452 842
) £0,29

E (%) 8219 8447 37+14

E = eficiéncia

DQOb = demanda quimica de oxigénio bruta
DQOf = demanda quimica de oxigénio filtrada
AB = alcalinidade a bicarbonato

AVT = 4cidos volateis totais
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Tabela 5.15 - Valores dos parametros fisico-quimicos e cromatograficos obtidos

durante a operagao do reator R2

Parametros
Etapas |Amostra pH DQOb DQOf AB AVT CH, LAS
(mg/L) (mg/L) (mgCaCO;/ (mgHAc/ (pmol/ (mg/L)
L) L) L)
| Afluente [7,7£0,12 77921  733£12  134=12
flliasa) 27 Efluente [8,16+0,15 49+8 439 323%8 1744 1344
=5 E (%) 9342 9442
T Afluente [7.340,55 79836  747:49  86+55 7.6:0.6
gzijsi‘ 2 Efluente [8,0440,26 5818  47+16 30851  12+1,6  923+5 3+1,6
n=>5 E (%) 92+2 93+3 75+10
1 |Afluente 6,95:0,31 743£51 680484  92+24 14%1
fﬁi’s';‘ 68 Efluente [8,0240,09 46:10  37+14 339438 1343 181 442
n=4
E (%) 94+2 94+3 68+14
me Afluente [7,8120,20 749460 732455 20514  14xl
(S& 2 Efluente (7,17+0,32 29097 264499 300435 56222 126 112
dias) E (%) 61=+13 64=+12 2149
n=11
IV Afluente [71,3940,31 598443  576£35  200+10 1412
31415 2 Efluente [7,28+0,30 171421 144432  348+33  24+7 945 9+
dias) E (%) 777 79+6 35+12
n=20
Vv Afluente [7,47+0,53 50+7 41+9 199423 14+1
%‘;5 2 Efluente (7412024 3816 2810 221488 2448 745
dias) E (%0) 27423 35+18 55a9l1
n="7

E = eficiéncia

DQOb = demanda quimica de oxigénio bruta
DQOf = demanda quimica de oxigénio filtrada
AB = alcalinidade a bicarbonato

AVT = 4cidos volateis totais

Nessa etapa (Etapa 1), os reatores foram alimentados com esgoto sintético

contento proteinas (extrato de carne), carboidratos (amido e sacarose) e sais minerais.
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Os parametros avaliados nos efluentes dos reatores indicaram que os sistemas
atingiram regime permanente aparente em aproximadamente 20 dias de operagdo.
Essa etapa foi encerrada no 27° dia de operagdo, com eficiéncia de remog¢do de
matéria organica maior que 90%, em ambos os reatores. Nesse mesmo periodo, os
reatores R1 e R2 apresentaram respectivamente, alcalinidade de 303+20 mg/L e
323+8 mg/L; reduzida concentracdo de 4acidos volateis com valores de 14+3
mgHac/L e 1744 mgHac/L e concentracdo de metano de 11+3 pumol/L e 13+4
umol/L. Para ambos os reatores o valor médio de pH efluente (pH 8,0) foi
ligeiramente maior que o afluente (pH 7,7). Ocorreu formagao de material gelatinoso

esbranqui¢ado, que comecou a acumular nos primeiros trechos dos reatores.

No 27° dia de operagdo, foram realizadas analises de DQO filtrada ao longo
dos reatores. Nas Figuras 5.14 e 5.15 estdo apresentados os valores da variagdo
espacial da DQO filtrada. Na posicao L/D de 14, as eficiéncias de remogao de

matéria organica foram de 90% e 94% para os reatores R1 e R2, respectivamente.

800
600 |
|
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E 400
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200 |
0
0 5 10 15 20
L/D

Figura 5.14 - Variagdo espacial dos valores de DQO na primeira etapa de operagdo

do reator R1
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Figura 5.15 - Variagdo espacial dos valores de DQO na primeira etapa de operacao

do reator R2

Em relagdo aos acidos volateis, foram detectados somente o acido acético e
acido propidnico. No reator R1 as concentracdes de acido acético foram mais
elevadas e iguais a 97 mg/L (L/D=1) e 59 mg/L (L/D=5) (Figura 5.16).
Concentracdes de acido acético menores foram observadas no reator R2 (Figura
5.17), e iguais a 64 mg/L (L/D=1) e 34,5 mg/L (L/D=5). Acido propidnico foi
detectado em concentragdes mais elevadas na posicao L/D=1, sendo 49,3 mg/L no
reator R1 e de 29,5 mg/L no reator R2. Porém, no ultimo trecho (L/D =19) dos
reatores as concentragdes desses acidos (acético e propidnico) estiveram abaixo dos

limites de deteccdo das curvas de calibracio.
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Figura 5.16 - Variagao espacial dos valores de acido acético e acido propionico na

primeira etapa de operacdo do reator R1
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Figura 5.17 - Variacdo espacial dos valores de acido acético e acido propionico na

primeira etapa de operagdo do reator R2

A escolha da concentracdo inicial de LAS adicionada na composicdo do

esgoto sintético foi de 7 mg/L. Esse valor foi baseado na concentragdo média de 9
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mg/L obtida na época de estiagem, no esgoto sanitario da ETE — EESC - USP de Sao
Carlos.

A duragdo da etapa II (28 a 52 dias) foi de 24 dias, e 7 mg/L de LAS nao
causaram desequilibrio nos sistemas: a matéria organica (DQO filtrada) efluente foi
de 49+3 mg/L e 47+13 mg/L e a eficiéncia de remocao de 93% para os dois reatores.
A alcalinidade a bicarbonato continuou sendo gerada em concentragdes de 301+46
mg/L (R1) e 308+51 mg/L (R2), e as concentragdes de acidos volateis totais foram
de 10+£2 mg/L para o reator R1 e de 12+1,6 mg/L para o reator R2 (Tabela 5.14 ¢
5.15).

Logo apos adi¢ao de 7 mg/L de LAS observou-se concentragdes nos efluentes
de 4,6 mg/L e 2,7 mg/L, para os reatores R1 e R2, respectivamente. Portanto, a
eficiéncia de remocdo de LAS foi de 34% para o reator R1 e 61% para o reator R2.
Porém essa remog¢do foi atribuida a ag¢do conjunta do processo de adsorcao e

degradacdo (Tabela 5.14 e 5.15).

A concentracdo de metano no biogés, com valor médio de 1243 pmol/L e
9,245 umol/L apds a adi¢ao do LAS passou para 11£3 pumol/L e 13+4 umol/L para
os reatores R1 e R2, (Tabela 5.14 e 5.15), respectivamente.

Andlises espaciais foram realizadas no 53° dia de operagdo. Os valores
obtidos para a remocdo da matéria organica (DQO), ao longo dos reatores foram
iguais as variagdes espaciais descritas anteriormente; ou seja, de 90 e 94%,
respectivamente. Isso comprova que o LAS ndo influenciou na degradacdo dos
compostos organicos presentes na composicao do esgoto sintético.

Além de DQO (Figuras 5.18 ¢ 5.19) foram analisadas variagdes espaciais de
acidos organicos, sulfato e LAS. O comportamento da matéria organica (DQO) ao
longo dos reatores foi igual aos perfis anteriores (Figura 5.14 e 5.15).

Acido acético e acido propidnico foram detectados nos primeiros trechos dos
reatores (L/D=1 e 5), em concentra¢des menores que 75 mg/L, no reator R1 (Figura
5.20) e, menores que 50 mg/L, no reator R2 (Figura 5.21). Provavelmente, esses
acidos foram produzidos por algumas bactérias e, concomitantemente usados por

outras no consorcio microbiano estabelecido no biofilme.
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Figura 5.18 - Variacdo espacial da DQO na segunda etapa de operagdo do reator R1
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Figura 5.19 - Variacdo espacial da DQO na segunda etapa de operagdo do reator R2
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Figura 5.20 - Variacdo espacial dos valores de acido acético e acido propidnico na

segunda etapa de operagdo do reator R1
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Figura 5.21 - Variagdo espacial dos valores de acido acético e acido propidnico na

segunda etapa de operacgao do reator R2
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As concentragdes de sulfato nos afluentes dos reatores foram de 8 e 11 mg/L
nos reatores R1 e R2, respectivamente. Provavelmente, o sulfato afluente foi
proveniente principalmente do extrato de carne. As concentragdes de sulfato foram
maiores nos primeiros trechos (L/D 1 e 5) dos reatores (Figura 5.22 ¢ 5.23), passando
de 11 mg/L (afluente) para 16 mg/L (L/D=1 ) no reator R1, ¢ de 8 mg/L (afluente)
para 17 mg/L (L/D=1) no reator R2. A concentracdo no efluente do reator R1 foi de 2
mg/L, enquanto, no reator R2, ficou abaixo do limite de detec¢do do método
(Apéndice E). Dessa forma, as bactérias presentes no biofilme dos reatores

realizaram reduc¢ao assimilativa e desassimilativa de sulfato.
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Figura 5.22 - Variagdo espacial dos valores de sulfato na segunda etapa de operagao

do reator R1
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Figura 5.23 - Variagdo espacial dos valores de sulfato na segunda etapa de operagao

do reator R2

A remocgao de LAS ocorreu, principalmente, no primeiro trecho (L/D=1) dos

reatores (Figura 5.24 ¢ 5.25).
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Figura 5.24 - Variagdo espacial das concentragdes de LAS na segunda etapa de

operagao do reator R1
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Figura 5.25 - Variagdo espacial das concentragdes de LAS na segunda etapa de

operacao do reator R2

No 53° dia de operagdo (Etapa III), a concentragdo de LAS no afluente foi
elevada para 14 mg/L, para acelerar o seu processo de saturagdo no material suporte

(espumas de poliuretano com biofilme).

Com 70 dias de operacgdo (Etapa III), o material gelatinoso esbranquicado rico
em microrganismos, que vinha sendo produzido nos primeiros trechos dos reatores
(L/D =1 e 5), causou a colmatacao dos leitos e, conseqiiente arraste das espumas de
poliuretano com biofilme. O leito do reator R1 ficou mais obstruido que o do reator
R2, e ocorreu deslocamento do leito de aproximadamente 10 cm ao longo do
comprimento dos reatores O material gelatinoso foi drenado na posi¢ao L/D=1, e os
leitos foram devolvidos aos seus lugares. Essa interferéncia promoveu desequilibrio
dos sistemas: a DQO filtrada efluente do reator R1, que antes era de 52+22 mg/L,
atingiu 45697 mg/L; no reator R2 esses valores foram de 37t14 mg/L para 264+99
mg/L. Com o desequilibrio, os valores de alcalinidade a bicarbonato também foram
alterados de 390+66 mg/L para 222+73 mg/L, no reator R1 e de 339+38 mg/L para
300+35 mg/L, no reator R2. A concentragcdo de acidos nos efluentes, no reator R1
elevou-se de 1043 mg/L para 151£29 mg/L e, no reator R2, de 13+3 mgHac/L para
56+22 mgHac/L. Essas alteracdes na alcalinidade a bicarbonato e acidos volateis nos

efluentes comprovam que o reator R1 foi mais prejudicado pela colmatagdo do que o
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reator R2. O pH do efluente também foi alterado de pH8 (antes da colmatacdo) para

aproximadamente pH 7 (ap6s colmatacdo), em ambos os reatores.

As espumas de poliuretano recobertas por biofilme dos reatores ficaram
saturadas aos 108 dias de operacdo, quando as concentracdes de LAS afluentes e
efluentes dos reatores ficaram iguais a 14 mg/L. Esse mesmo comportamento foi
observado na curva de exaustdo realizada nos reatores diferenciais, sem biomassa,
onde apds 9 horas de ensaio, a concentragdo de LAS efluente igualou-se ao afluente,
a 35 mg/L. Portanto, considerou-se que a partir desse momento iniciou-se a
degradacao de LAS nos reatores de leito fixo (RAHLF). Esse mesmo comportamento
foi observado nos experimentos realizados por Lobner et al. (2005) que avaliaram a
adsorcdo de 10 mg/L de LAS em reator UASB. Os autores observaram que, ap6s 115
dias de operacdo, a adsorcdo cessou, ocorrendo convergéncia entre as concentragdes
de LAS afluente e efluente.

Duas variagdes espaciais foram realizadas nessa etapa (Etapa III), sendo a
primeira, antes da colmatacdo, aos 68 dias de operacdo e a segunda, apds a
colmatacdo, aos 144 dias de operacdo. Variagdes espaciais de DQO (filtrada) nos
reatores R1 e R2 (Figuras 5.26 e 5.27) mostraram que depois da colmatacdo dos
leitos, os sistemas ndo consumiram matéria organica. Essa elevada concentracdo de
matéria organica ao longo dos reatores pode ser atribuida ao acimulo de acidos
organicos gerados.

Na Figura 5.28 pode ser observada a variacao espacial de acidos no primeiro
perfil realizado na etapa III para o reator R1. A maior concentracdo de acido acético
encontrada foi de 156,7 mg/L (L/D=1) e propionico de 57,1 mg/L (L/D=1), sendo
consumidos ao longo do reator. Depois da colmatagdo novo perfil foi realizado, e a
concentragdo de acido acético atingiu 268 mg/L (L/D=10) e propionico de 126 mg/L
(L/D=10) e presenga de acido isobutirico (Figura 5.28).

Nas variacdes espaciais do reator R2 a concentracdo de 4cido acético foi de
82,7 mg/L (L/D=1) e propidnico de 30 mg/L (L/D=1) no primeiro perfil da etapa III
(Figura 5.29). Similar ao reator R1, as concentragdes também foram maiores apds a
colmatacao, o acido acético atingiu valor de 152,7 mg/L e o acido propidnico de

129,7 mg/L.
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No segundo perfil realizado nessa terceira etapa, acidos butirico e isovalérico
foram observados, ao longo dos reatores (Figuras 5.30 e 5.31), provavelmente devido

ao desequilibrio dos sistemas.
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Figura 5.26 - Variagdo espacial dos valores de DQO na terceira etapa de operagao do

reator R1. 1° perfil antes da colmatagdo do leito e 2° perfil apods

colmatacao do leito.
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Figura 5.27 - Variagao espacial dos valores de DQO na terceira etapa de operacao do

reator R2
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Figura 5.29 - Variagdo espacial dos valores de acido acético e acido propidnico no

primeiro perfil da terceira etapa da operacdo do reator R2



109

50 1

300
= i
E, 250 -e- 4c. Aceético
= -4 4c. Propibnico
3 200 - -=-4c. Isobutirico
(O , ;.
§ -e-4c. Butirico
g 150 - -&—ac. Isovalérico
2
S
<
o 100 A
(@)
(72}
o
o
'S
<

=

0 3) 10 15 20
L/D

Figura 5.30 - Variacao espacial dos valores de acidos organicos no segundo perfil da

terceira etapa da operagdo do R1
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perfil da terceira etapa da operacao do reator R2
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A concentracdo de LAS no efluente do reator R1 era de 11,8 mg/L, na
primeira varia¢do espacial da etapa III e passou para 8,7 mg/L, no segundo perfil
(Figura 5.32). No reator R2 a concentracdo de LAS era de 10,9 mg/L e diminuiu para
9,9 mg/L. (Figura 5.33). Essa reducdo na concentragdo de LAS efluente aumentou a
eficiéncia de remocdo de 21% para 38%, no reator R1, e de 27 para 29%, no reator

R2.
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Figura. 5.32 - Variagao espacial dos valores de LAS na terceira etapa de operacao do

reator R1. 1° perfil antes da colmatacgdo e 2° perfil apds colmatagio
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Figura. 5.33 - Variagado espacial dos valores de LAS na terceira etapa de operacao do

reator R2
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Tanto no reator R1, quanto no reator R2, remog¢des de sulfato foram
observadas no primeiro perfil da etapa III. Na primeira variagdo espacial o valor de
sulfato afluente foi de 7 mg/L, enquanto no efluente foram observados 2 mg/L.
Porém na segunda variacao espacial essa concentragio elevou-se para 14 mg/L. Esse
comportamento foi observado no reator R1 e R2. Apds o entupimento, as
concentragdes de sulfato efluentes foram maiores que as observadas nos afluentes
(Figuras 5.34 e 5.35). Esse aumento na concentracdo de sulfato ndo alterou a
produgdo de sulfeto (Figura 5.36 e 5.37), cujos valores foram inferiores a 3 mg/L nos
dois reatores (Apéndice E). Esse incremento de sulfato no efluente dos reatores pode
ser uma indicacao da degradacdo do LAS, com producdo de sulfato, biomassa, CO, e
agua, provavelmente ocorreu devido a dessulfonacdo do anel aromatico presente na

molécula do surfactante.
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Figura 5.34 - Variacdo espacial dos valores de sulfato na terceira etapa de operagao

do reator R1
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Figura 5.35 - Variacdo espacial dos valores de sulfato na terceira etapa de operagao

do reator R2
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Figura 5.36 - Variacdo espacial dos valores de sulfeto na terceira etapa de operagdo

do reator R1
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Figura 5.37 - Variacdo espacial dos valores de sulfeto na terceira etapa de operagao

do reator R2

Na tentativa de melhorar a eficiéncia de remocao de LAS ¢ reducao da
producdo de material gelatinoso nos primeiros trechos dos reatores, o amido foi
retirado da composicao do esgoto sintético afluente dos reatores. Além disso, na
alimentagdo de reator R1 o extrato de carne foi substituido por extrato de levedura
(500 mg/L). O extrato de levedura € rico em vitaminas do complexo B e usado com
sucesso nos processos de degradacdo anaerobia de compostos téxicos
(MAINTINGUER et al., 2004). A auséncia do amido minimizou a producdo de
material gelatinoso nos reatores, em aproximadamente 10 dias apds sua retirada da

alimentacao.

Com essas mudancas deu-se inicio a quarta etapa (Etapa IV) de operagdo
(145 a 313 dias). No reator R1, a adi¢do de extrato de levedura e auséncia de amido
favoreceu o consumo de matéria organica de 456+97 mg/LL para 91£51 mg/L,
geracdo de alcalinidade (222435 mg/L a 268+123 mg/L) e reducdo na concentragdo
de acidos volateis (151£29 mgHac/L para 33+9 mgHac/L). A eficiéncia de remocao

de matéria organica (DQO filtrada) aumentou de 41+14% para 84+7%.

A eficiéncia de remoc¢do de LAS também foi favorecida com as altera¢des na

composi¢ao do esgoto sintético. A remo¢ao média de LAS elevou-se de 20+9%, na
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terceira etapa (144 dias de operagdo), para 37+14% na etapa IV (313 dias de
operacdo). Este reator atingiu estabilidade na remog¢ao de LAS (50%) aos 247 dias,

com efluente contendo aproximadamente 7 mg/L.

Para o reator R2 (Etapa IV), o amido foi retirado da alimentagdo, porém o
extrato de carne continuou sendo adicionado. A remocdo de matéria organica foi
proxima a 79+6%, e a DQO filtrada foi, em média, de 576+35 mg/L no afluente e
144432 mg/L no efluente. A alcalinidade a bicarbonato passou de 300+35 mg/L para
348433 mg/L e a concentracdo de 4acidos volateis de 56+22 mgHac/L para
24+7 mgHac/L. A concentracao média de LAS efluente de 11+2 mg/LL passou para
942 mg/L, resultando em eficiéncia de remocao média de 35£12% com 244 dias de
operagdo. Este reator atingiu estabilidade na remog¢dao de LAS aos 200 dias, com

efluente contendo aproximadamente 7 mg/L.

As variacdes espaciais de DQO e LAS, no reator R1, praticamente
permaneceram iguais apesar de 112 dias de diferenca entre as variagdes espaciais no
leito dos reatores (Figura 5.38). Aos 200 dias de operacdo do reator Rl a
concentracdo de acido acético e acido propidnico no efluente foram de 40,8 e 15,2
mg/L, respectivamente, sendo que no 312° dia, as concentracdes desses acidos
estiveram abaixo do limite de detec¢do do método (Figuras 5.39 e 5.40). A eficiéncia
de remoc¢do de LAS (Figura 5.41) permaneceu em 50% para concentragdo afluente

de 7 mg/L.



115

800

600 ¢

-e-1° perfil
-4 20 perfil

DQO (mg/L)
I
8

200 -

0 5 1}6 15 20

Figura 5.38 - Variagao espacial dos valores de DQO na quarta etapa de operagao do

R1

< 100
>
£
g 75 A
\© -»- 4c. Acético
o yd - A -
> -+ ac. Propionico
3 50 A
(&)
c
«T
2
o 25
8
S
(&)
\< O s

0 5 10 15 20

L/D

Figura 5.39 - Variacdo espacial dos valores de acido acético e acido propionico no

primeiro perfil da quarta etapa de operacao do R1
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Figura 5.40 - Variacdo espacial dos valores de acido acético e acido propionico no

segundo perfil da quarta etapa de operacao do R1
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Figura 5.41 - Variagdo espacial dos valores de LAS na quarta etapa de operagdo do

reator R1

As andlises de variagdes espaciais do reator R2 ocorreram com 254 dias de
operagdo. Esse reator, na etapa anterior (Etapa III), apresentou DQO no efluente de

264499 mg/L, passou a 144+32 mg/L (Figura 5.42). Nessa etapa, foram detectados
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acidos acético na concentragao de 50,6 mg/L (L/D=1) e acido propionico de 25,9
mg/L (L/D=5), sendo essas concentracdes menores que as observadas na etapa
anterior (Figura 5.43) quanto ao LAS, foi observada redu¢do somente na posi¢do
L/D=1 e ao longo do reator a concentracdo de surfactante permaneceu constante em

7 mg/L (Figura 5.44).
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Figura 5.42 - Variagdo espacial dos valores de DQO na quarta etapa de operacdo do
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Figura 5.43 - Variagdo espacial dos valores de acido acético e acido propidnico da

quarta etapa de operagao do R2
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Figura 5.44 - Variacdo espacial dos valores de LAS na quarta etapa de operacdo do

reator R2

Amostras dos efluentes dos reatores foram analisadas por cromatografia
gasosa com a finalidade de detectar possiveis intermedidrios da degradacdo do LAS.
Tolueno e benzeno foram detectados em concentragdes proximas a 20 ug/L.
Provavelmente, esses compostos foram originados da ruptura da ligagdo do anel

aromatico com a cadeia alquilica.

Os experimentos para avaliar a degradacdo anaerobia de LAS sdo todos
conduzidos por longos periodos de tempo (TDH = 15 dias e 250 dias de operacao),
sendo, a maioria, realizada em batelada (SANZ et al., 1999; PRATS et al., 2000) ou
em reatores UASB (ANGELIDAKI et al., 2000; HAAGENSEN et al., 2002). Além
disso, sdo raras as informacdes sobre a identificacdo dos metabdlitos da degradagao.
Somente, em condi¢des termofilicas foram identificados os acidos benzenossulfonico
e benzaldeido no efluente de reator anaerobio UASB, tratando 2 mg/L de LAS, com
TDH de 12 horas (MONGENSEN & AHRING, 2002).

Nessa etapa (etapa IV) a concentracdo de sulfato afluente ao reator R1
permaneceu proxima a 10 mg/L, enquanto, no afluente do reator R2 esse valor foi de
5mg/L, provavelmente o extrato de levedura continha sulfato. Os reatores
apresentaram comportamento distinto em relagdo ao sulfato (Figura 5.45 e 5.46), no
reator R1 ocorreu redugdo de sulfato; ou seja, as concentragdes foram de 1 mg/L e 14

mg/L no efluente e afluente, respectivamente. Porém, no reator R2, esse valor foi de
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15 mg/L no efluente. Esse aumento na concentracdo de sulfato no reator R2
provavelmente ocorreu devido a dessulfonacdo do anel aromdtico presente na
molécula de LAS, e sulfito foi oxidado a sulfato, uma vez que nenhuma fonte de
sulfato foi adicionada aos reatores, ¢ a alimentacdo consistia de solugdo de sais,
bicarbonato, extrato de carne e surfactante. Os microrganismos presentes no
biofilme, provavelmente, utilizaram sulfato tanto para assimilacdo quanto para

redugdo desassimilativa.
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Figura 5.45 - Variagao espacial dos valores de sulfato na quarta etapa de operacao do
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Figura 5. 46 - Variagdo espacial dos valores de sulfato na quarta etapa de operacdo

do reator R2
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Algumas bactérias redutoras de sulfato ndo oxidam acetato, mas ganham
energia para o crescimento unicamente pelo desproporcionamento do tiossulfato a
sulfato e sulfeto. O acetato ¢ usado somente como fonte de carbono para sintese
celular (BAK & PFENNING, 1987). A presenca de doadores de elétrons organicos ¢
tiossulfato e sulfito, Desulfovibrio sulfodismutans inicialmente desproporcionou os
compostos de enxofre e entdo oxidou os substratos organicos com formagdo de
sulfato, a partir do tiossulfato ou sulfito. O desproporcionamento do tiossulfato e

sulfito ocorrem de acordo com as seguintes equagoes:

S,0;° +H,0—>S0,> +HS +H" AG = -21,9Kj (4)

450> + H* —350;> + HS~ AG = —235,06Kj (5)

Portanto, as oscilagdes nos valores de sulfato podem ser origindrias das
seguintes consideracdes: (1) proveniente da oxidagao direta do sulfito da molécula de
LAS, (2) proveniente da desproporcionamento bioldgico do sulfito, uma vez que
foram identificadas bactérias semelhantes a Desulfovibrio no biofilme dos reatores,
(3) e fundamentalmente devido a distribuicdo heterogénea da biomassa no leito do
reator capaz de utilizar o sulfato para redugao assimilativa e desassimilativa.

Por outro lado, as concentragdes de sulfeto (Figura 5.47 e 5.48) apresentaram
valores menores que 2 mg/L ao longo dos reatores R1 e R2. Provavelmente, o sulfeto
proveniente da redug¢do do sulfato foi utilizado por bactérias semelhantes a
Clostridium sp. e Chromatium sp. como constatadas no sequenciamento do RNAr

16S e exames microscopicos, respectivamente.
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Figura 5.48 - Variacdo espacial dos valores de sulfeto na quarta etapa de operagdo do

reator R2

A quinta etapa (Etapa V) de operagdo (255 a 313 dias) somente foi realizada
no reator R2, onde as fontes organicas, sacarose e extrato de carne, considerados co-

substratos, foram retiradas da alimentagdo. Essa etapa foi iniciada aos 255 dias de
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operagdao ¢ finalizada com 313 dias; ou seja, 58 dias de alimentagdo nessas
condigdes. A presenca de 14 mg/L de LAS, tnica fonte orgénica reduziu a DQO
afluente para valores de aproximadamente 41+9 mg/L, impossibilitando a utilizagdo
da determinacdo de DQO pela metodologia empregada. O pH e a alcalinidade
afluente foram mantidos pela adicdo de bicarbonato de sddio e os valores foram
iguais a 7,47+0,53 e 199+23 mg CaCOs/L, respectivamente. Os valores de
alcalinidade e dacidos no efluente foram de 221+88 mg/L. e 2448 mgHac/L,
respectivamente. A concentracdo de metano no biogas cessou logo apds a retirada
das fontes de carbono adicionais. As concentragdes de dacidos organicos

apresentarem-se abaixo do limite de detec¢cao do método cromatogréfico.

Nessas condi¢des, a remogdo de LAS variou de 55 a 91%, e na anélise de
variagdo espacial ao longo do leito do reator R2, a remog¢ao foi de 86%, com 1,9

mg/L do surfactante no efluente (Figura 5.49).
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Figura 5.49 - Variagdo espacial dos valores de LAS realizado na quinta etapa de

operagao do reator R2

A concentragdo de sulfato afluente foi de 1 mg/L, sendo proveniente do LAS.
Na fabricacdo do surfactante pode haver um residual de sulfato resultante do
processo de sulfonacdo do anel aromadtico, no entanto o método empregado para
medir sulfato ndo detecta o grupo sulfito da molécula. Essa concentracao de sulfato

de 1 mg/L passou para 47 mg/L na posicdo L/D=10 (Figura 5.50), nessa mesma
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posicdo, a remog¢ao de LAS foi de 77% (figura 5.49). Porém ndo houve incremento
na concentracdo de sulfeto. Na posi¢cdo L/D=14, a degradacdo de LAS permaneceu
inalterada e, sulfato foi totalmente consumido, mas a concentragdo de sulfeto nao foi
alterada. Em concentragdes reduzidas, sulfato ¢ suficiente apenas para que ocorra a
redug¢do assimilativa e, portanto, sulfeto ndo ¢ gerado (Figura 5.51). Todavia, o
sulfeto pode ter sido produzido e, imediatamente consumido por outros
microrganismos. Na posicdo L/D=19 a degradagdo de LAS atingiu 84% e a
concentragdo de sulfato voltou a aumentar, atingindo 16 mg/L. Nessa etapa foram
observadas, também, bactérias semelhantes a Chromatium sp., que utilizam sulfeto
de hidrogénio no crescimento fototréfico, incorporando enxofre elementar no interior
da célula, e o sulfeto e o enxofre sdo oxidados a sulfato. Tais bactérias realizam
fotossintese anoxigénica em condi¢des fotoautotroficas ou fotoheterotroficas,
todavia, as exigéncias relacionadas a quantidade e qualidade de luz sdo menores do
que as mencionadas na literatura; uma vez que essas células sdo observadas

constantemente em reatores anaerdobios sem luz direta incidente.
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Figura 5.50 - Variacdo espacial dos valores de sulfato na quinta etapa de operagdo do

reator R2
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Figura 5.51 - Variacdo espacial dos valores de sulfeto na quinta etapa de operagdo do

reator R2

Cordon et al. (1968) observaram que, em sistemas de lodos ativados (escala
de bancada), ocorreu liberacdo de sulfato proveniente do grupo sulfonado do LAS,
apos 21 dias de operacdo, correspondendo a 89% da quantidade teérica de LAS
adicionado ao reator. Resultados similares foram obtidos por Pecenik et al. (1984)
usando LAS com enxofre marcado.

Segundo Perales et al. (2003), alguns pesquisadores observaram que a partir

da liberagdao de sulfato, proveniente da ruptura do anel aromatico e, conseqiiente
dessulfonagdo sdo os estagios finais da rota de degradagao do LAS.
As reacdes de dessulfonacdo em condigdes anaerdbias passaram a ser conhecidas
apos 1994 (DENGER et al., 1996). A dessulfonagdo envolve assimilagdo do enxofre
seguido da dissimilagdo (redugdo) associada com a respiracdo anaerobia (LIE et al.,
1996).

Os sulfonados podem ser metabolizados como fonte de carbono, energia e
enxofre pelas bactérias aerdbias. Estudos mais recentes demonstraram que enxofre
dos sulfonados pode ser assimilado também pelas bactérias anaerobias. Clostridium
pasteurianum foi capaz de assimilar enxofre de diferentes grupos sulfonados em

condicdes fermentativas, mas ndo utilizou o sulfonado como fonte de nutrientes. O
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enxofre do sulfato ¢ mais facilmente usado que o enxofre do grupo sulfonado
(CHIEN et al., 1995).

LAS foi dessulfonado sob condigdes andxicas sob caréncia de enxofre
(DENGER &COOK, 1999), pela linhagem RZLAS, que, apds seqlienciada, foi
identificada como Clostridium sp. Essa bactéria cresceu exponencialmente na
presenga de LAS como fonte de enxofre. Clostrdium spp. catalisaram a reagdo de
dessulfonac¢dao do LAS, mas ndo foi detectado nenhum produto de dessulfonacao.

Lie et al (1996) examinaram a capacidade de varias bactérias redutoras de sulfato em
utilizarem sulfonados como aceptores de elétrons na respiragdo anaerdbia.
Observaram que Desulfovibrio desulfuricans, Desulfomicrobium baculatus e
Desulfobacterium autotrophicans foram capazes de crescer com sulfonados como
fontes de enxofre. Pseudomona putida também cresceu com sulfonados aromaticos
como fonte de enxofre (KERTESZ et al., 1994).

Na auséncia de sulfato algumas culturas bacterianas, incluindo Pseudomonas
aeroginosa, produzem proteinas extracelulares induzidas pela auséncia dessa fonte
de enxofre. Segundo Denger et al (1996) Clostridium sp. EV4 produz enzima
arilssulfatase em resposta a falta de sulfato.

Nos experimentos com Pseudomonas putida realizados por Kertesz et al. (1996),
nenhuma reacdo de dessulfonacdo foi observada na presenca de sulfato, mas alcanos
sulfonados foram convertidos na presenga de metionina a acidos carboxilicos, ésteres
de aril- ou alquil- sulfatos ou ciclamato.

Nas Figuras 5.52 e 5.53 estdo apresentadas as concentragcdes de LAS durante
os monitoramentos dos reatores R1 e R2, respectivamente. Pode-se observar que a
concentracdo de LAS permaneceu constante a 7 mg/L na etapa IV de operagdo. No
entanto no reator R2, com alimenta¢do constituida somente de LAS, a concentragao
de LAS no efluente diminuiu até atingir concentragdes proximas a 1 mg/L. Dessa
maneira as eficiéncias de remocao no reator R1 manteve-se em 50% (Figura 5.54), e
no reator R2, no ultimo dia de monitoramento atingiu 91% de eficiéncia de remog¢ao

(Figura 5.55)
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Figura 5.52 - Variacdo temporal dos valores de LAS na operacdo do reator R1
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Figura 5.53 - Variacdo temporal dos valores de LAS na operacdo do reator R2
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Figura 5.54 - Eficiéncia de remog¢ao de LAS durante a operagdo do reator R1
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Figura 5.55 - Eficiéncia de remocao de LAS durante a operagdo do reator R2

Quanto a matéria organica expressa em DQO bruta e filtrada, os valores

efluentes foram sempre menores que os afluentes, no entanto com o desequilibrio dos
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sistemas houve incremento na concentracdo efluente dos reatores (Figura 5.56, 5.57,
5.58 e 5.59). No entanto, com o tempo os sistemas voltaram a estabilidade e a
matéria organica foi consumida. Os reatores ndo tiveram arraste significativo de
solidos, como pode ser observado nas eficiéncias de remocdo de DQO bruta e
filtrada apresentadas nas Figuras 5.59 e 5.60 para os reatores RI1 e R2

respectivamente.
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Figura 5. 56 - Variagdo temporal dos valores de DQO bruta durante a operacao do

reator R1
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Figura 5.57 - Variagdo temporal dos valores de DQO bruta durante a operacao do

reator R2

1000

800
-
> 600 -
E
S 400
a -o- Afluente

200 - - Efluente

0 1 1 1 1 1 1 1
0 40 80 120 160 200 240 280 320

Tempo (dias)

Figura 5. 58 - Variagdo temporal dos valores de DQO filtrada durante a operagao do

reator R1
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Figura 5.61 - Eficiéncia de remocdo de DQO bruta e filtrada durante a operacao do

reator R2

A alcalinidade a bicarbonato foi gerada durante a operacdo dos reatores,
sendo sempre maior no efluente do que no afluente. No entanto concentragdes
menores de alcalinidade no efluente foram observadas quando ocorreu a colmatagdo

no leito (Figura 5.62 e 5.63).
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Figura 5.62 - Variacdo temporal dos valores de alcalinidade a bicarbonato durante a

operacao do reator R1
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Figura 5.63 - Variacdo temporal dos valores de alcalinidade a bicarbonato durante a

operacao do reator R2

Os reatores apresentaram baixas producdes de acidos volateis, sendo que no reator
R1 esses acidos atingiram indices mais elevados na etapa III (desequilibrio)
acarretando aumento na concentra¢do de matéria organica (Figura 5.64). No reator
R2 esse desequilibrio na concentragdo de acidos foi menos acentuado como pode

ser observado na Figura 5.65.
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Figura 5.64 - Variacdo temporal dos valores de acidos volateis totais no efluente

durante a operagao do reator R1
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Figura 5.65 - Variagdo temporal dos valores de acidos volateis totais no efluente

durante a operacao do reator R2

Amostras de espumas foram retiradas ao longo do reator para determinagao
das concentragdes de STV. Os reatores R1 e R2 apresentaram concentragdes de
0,25 gSTV/g espuma, e 0,41 g STV/g espuma, respectivamente, apos 144 dias de
operagao (Etapa III). A concentragdao de STV no reator R1 aumentou de 0,25 para
0,29 gSTV/g espuma, com 313 dias de operacdo na quarta etapa. No entanto, a
biomassa no reator R2 apresentou ligeira reducdo de 0,41 para 0,39 g STV/g espuma
(Figura 5.66) com 245 dias de operacdo. Essa reducdo na concentragdo de STV no
reator R2 deve ter ocorrido devido a auséncia de amido (Etapa IV) na composi¢ao do
esgoto sintético. Porém no reator R1 o extrato de levedura (Etapa IV) supriu essa
deficiéncia nutricional. A auséncia de fontes de carbono na alimenta¢do do reator R2
(Etapa V) inviabilizou o crescimento da biomassa e, conseqiientemente a
concentragdo de STV (Figura 5.65) diminuiu de 0,39 gSTV/g espuma para 0,23
gSTV/g espuma. Por outro lado, essa auséncia favoreceu o consumo do LAS como
fonte de carbono e, provavelmente, como fonte de enxofre para as bactérias redutoras

de sulfato presentes na biomassa.
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de operacao

5.6.1 Balanco de massa de LAS

A massa aproximada de LAS aplicada nos reatores R1 e R2 até o 108° dia de
operagdo (durante a Etapa III) foi de 1382 mg e 1408 mg, respectivamente. A massa
de LAS efluente foi de 816 mg e 771mg e, as eficiéncias de remocao de 41% e 45%,
respectivamente.As remogdes foram atribuidas a agdo conjunta dos fendmenos de
adsorc¢do, na espuma de poliuretano e biofilme, além da degradagao microbiana.

A massa de LAS aplicada ao reator R1 a partir do 109° dia (durante a Etapa
IIT) até o final da operacdo (313 dias — Etapa IV) foi de 4400 mg, sendo 2800 g a
massa descartada no efluente, resultando conseqiientemente, em 36% de remocao.
Considerando o balango de massa global, isto ¢, do primeiro dia de adicao de 7%1
mg/L LAS (28 dias de operacdo do RAHLF — Etapa II) até o tltimo dia de operacdo
(313 dias — Etapa IV), a massa de LAS aplicada no reator foi de 5782 mg, sendo
3616 mg descartados no efluente ¢ 165 mg adsorvidas no biofilme. Assim, o

resultado da degradagdo foi de 35% de eficiéncia (Tabela 5.16).
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Tabela 5.16 — Balango de Massa de LAS no reator R1

Periodo (dias) | Massa de LAS | Massa de LAS Massa de LAS Remocgao
aplicada (mg) | no efluente (mg) | adsorvida (mg) (%)
28 a 108° 1382 816 41
109 a 313° 4400 2800 37
28 a313° 5782 3616 165 35

Para o reator R2, a massa de LAS aplicada a partir do 109° dia (durante a
Etapa III), até¢ o final da etapa IV (247° dia) foi de 3100 mg, e a remanescente no
efluente, de 2100 mg, resultando em 32% de degradagdo. Na auséncia de co-
substratos (Etapa V — 245° a 313° dias) a massa de LAS aplicada ao reator foi de
1500 mg, sendo 900 mg presentes no efluente e, conseqiientemente atingindo 38% de
degradacdo. Esse aumento na eficiéncia de degradacdo de 32% para 38% pode ser
interpretado como possivel utilizagdo de LAS como principal substrato. Porém, no
balango de massa global foram adicionados 6008 mg de LAS, sendo recuperado
3771 mg no efluente e 177 mg adsorvidos no biofilme, resultando em 34% de

degradagdo (Tabela 5.17).

Tabela 5.17 — Balango de Massa de LAS no reator R2

Periodo (dias) | Massa de LAS | Massa de LAS | Massa de LAS | Remogao
aplicada (mg) | no efluente (mg) | adsorvida (mg) (%)

28 a 108° 1408 771 45

109 a 254° 3100 2100 32

255a313° 1500 900

28 a313° 6008 3771 177 34

Portanto, ambos in6culos usados foram capazes de degradar LAS. Diferencas

nas porcentagens de degradacdo foram atribuidas as mudancgas operacionais distintas,

embora com valores degradagdo extremamente proximos.

Almendariz et al. (2001) observaram degradagdo de LAS de 41% apos 250

dias de operagdo, para concentragdes iniciais de 20 e 50 mg/L, em reatores UASB

compartimentado acidogénico/metanogénico.
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Sanz et al. (2003) observaram eficiéncia de degradagdo na faixa de 64 a 85%
de LAS, para concentragdes iniciais de 4 a Smg/L, em reatores UASB inoculados
com lodo granular proveniente de reator UASB usado no tratamento de efluentes de
fabrica de agucar de beterraba. Na auséncia de co-substratos as porcentagens de
degradacao foram maiores. Segundo os autores, o surfactante pode ter sido usado
como fonte de carbono e de energia pelas bactérias.

Lobner et al. (2005) estudaram a degradagdo anaerébia de 10 mg/L de LAS
em reatores UASB, operados em condigdes mesofilicas (37°C) e termofilicas (55°C).
O in6culo usado foi uma mistura de lodo granular proveniente de fabrica de lactato e
lodo digerido de sistema de tratamento de esgoto. Os reatores foram operados por
267 dias com TDH de 2 dias. As remogdes de LAS atingiram 40 e 80%, em
condi¢des mesofilicas e termofilicas, respectivamente.

Neste trabalho, sob condi¢des mesofilicas (30°C) a degradacao de LAS nos
reatores anaerobios horizontais com espuma de poliuretano inoculados com lodo de
reator UASB utilizado no tratamento de dejetos de suinocultura e lodo de reator
UASB usado no tratamento de esgoto sanitario foi de 34% e 35%, apds 313 dias de

operagao, para concentracao afluente de 14 mg/L de LAS.

5.7 Analise da Comunidade Microbiana

A diversidade microbiana foi monitorada por exames microscopicos e
técnicas de biologia molecular (PCR/DGGE) de amostras do biofilme provenientes
dos reatores R1 e R2. Nessa fase ¢ importante relembrar que os reatores R1 ¢ R2
foram inoculados com lodo anaerobio de diferentes origens, ou seja, biomassa
proveniente de reator UASB utilizado no tratamento de esgoto sanitario e de dejetos
de suinocultura, respectivamente. Os exames microbioldgicos revelaram a existéncia
de estratificacdo morfoldgica ao longo do comprimento dos reatores.

Filamentos longos e delgados, seguido de bacilos, bacilos curvos e cocos
(Figura 5.67) predominaram no reator R1 (Tabela 5.18). Morfologias semelhantes a
Methanosaeta sp. foram pouco observadas, e presentes somente no primeiro trecho
ro reator (L/D=1).

No reator R2, bacilos foram predominantes (Tabela 5.19). A presenga de

Methanosaeta sp. foi mais marcante nos ultimos trechos, e essa populagdo deve ter
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consumido o &cido acético produzido no inicio do reator. Os bacilos curvos também
estiveram presentes, mas somente nos dois primeiros trechos (L/D=1 e 5). Cocos
isolados e em cadeia tiveram presencgas significativas na biomassa anaerobia,
principalmente na posi¢ao L/D=1 e 5 (Figura 5.68).

Com o distanciamento da entrada do afluente, a diversidade microbiana foi

reduzida em ambos aos reatores, provavelmente devido a restri¢do de nutrientes.

Tabela 5.18 - Caracterizagdo morfologica da biomassa do reator R1 durante a

primeira etapa de alimentacao com esgoto sintético

FREQUENCIA
Morfologias L/D
1 5 10 14 19

BACTERIAS

Bacilos -+ + + + 4+
Bacilos curvos +++ -+ + - -
Cocobacilos ++ - - - -
Cocos +++ -+ - - -
Espirilos - - - - -
Filamento delgado e longo -+ HH -+ ++ -

Filamento septado - - - - -
Chromatium sp. - - - - -
ARQUEIAS METANOGENICAS

Bacilos fluorescentes - - - - -
Methanosaeta sp. + - - - -

Methanosarcina sp. - - - - -
(++++) predominantes; (+++) freqiientes; (++) pouco freqlientes; (+) raros;

(-) ndo foram observados

Tabela 5.19 - Caracterizagdo morfoldgica da biomassa do reator R2 durante a

primeira etapa de alimentagdo com esgoto sintético

FREQUENCIA

Morfologias L/D
1 5 10 14 19
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BACTERIAS

Bacilos +++ ++++ +++ R —+
Bacilos curvos +++ ++ - - -
Cocobacilos + + ++ - -
Cocos +++ + ++++ - ++
Espirilos - - - - -
Filamento delgado e longo +++ +++ ++ - ++
Filamento septado - - + - -
Chromatium sp. - - - - -
ARQUEIAS METANOGENICAS

Bacilos fluorescentes ++ - - - -
Methanosaeta sp. - + ++ ++ ++

Methanosarcina sp. -

(++++) predominantes; (+++) freqiientes; (++) pouco freqiientes; (+) raros;

(-) ndo foram observados
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Figura 5.67 - Microscopia Optica de contraste de fase de morfologias microbianas
presentes nas espumas de poliuretano na primeira etapa de operagdo
do reator R1 alimentado com esgoto sintético: (a) diplococos, (b)

bacilos curvos, (¢) filamentos delgados e longos e (d) bacilos curvos
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Figura 5.68 - Microscopia Optica de contraste de fase das morfologias microbianas
presentes nas espumas de poliuretano, na primeira etapa de operagao
do reator R2, alimentado com esgoto sintético: (a) cocos, cocobacilos,
bacilos e filamento (b) bacilos e bacilos curvos, (¢) cocos (d)

morfologia semelhante a Methanosaeta sp.

Quando os reatores foram alimentados com esgoto sintético e 7 mg/L de LAS
(53 dias de operacdo), no final da etapa II, as predominancias das morfologias
encontradas nas biomassas foram alteradas nos reatores. Os filamentos delgados e
longos antes predominantes no reator R1 foram substituidos por bacilos curvos e
bacilos. Os bacilos curvos sugerem morfologias relacionadas as bactérias redutoras
de sulfato (Figura 5.69). Microscopia eletronica de varredura foi realizada com

amostras das espumas de poliuretano para constatar as morfologias presentes no
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biofilme (Figura 5.70), porém a presenga de material gelatinoso dificultou a
visualizagdo. Os bacilos curvos foram predominantes nos primeiros trechos (L/D= 1
e 5) do reator R2, enquanto, no restante (L/D =10, 14 e 19) os cocos foram os mais

favorecidos (Tabela 5.20 e Figura 5.71 e 5.72).

Tabela 5.20 - Caracterizagdo morfoldgica da biomassa do reator R1 durante a

segunda etapa de operagdo com esgoto sintético e LAS (7 mg/L)

FREQUENCIA
Morfologias L/D
1 5 10 14 19

BACTERIAS

Bacilos ++ -+ bote - -
Bacilos curvos ++++ +++ -+ bt -
Cocobacilos +++ +++ ++ - -
Cocos - - - - -
Espirilos + + + + +
Filamento delgado e longo ++ - - - -
Filamento septado + - - - ++
Espirilos ++ ++ - - -

Chromatium sp. - - - - -
ARQUEIAS METANOGENICAS

Bacilos fluorescentes - - - - -
Methanosaeta sp. - - - - -

Methanosarcina sp. - - - - -
(++++) predominantes; (+++) freqiientes; (++) pouco freqilientes; (+) raros;

(-) ndo foram observados
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Tabela 5.21 - Caracterizacdo morfologica da biomassa do reator R2 durante a

segunda etapa de operagdo com esgoto sintético e LAS (7 mg/L)

FREQUENCIA

Morfologias L/D

1 5 10 14 19
BACTERIAS
Bacilos + ++ - - -
Bacilos curvos -+ 4 bt ++ -
Cocobacilos +++ + + + -
Cocos +++ ++ - - 4
Espirilos - - - - -
Filamento delgado e longo - + - - -

Filamento septado - - - - -
Espirilo - - - - -
Chromatium sp. - - - - -
ARQUEIAS METANOGENICAS

Bacilos fluorescentes - - - - -
Methanosaeta sp. - - - - -

Methanosarcina sp - - - - -
(++++) predominantes; (+++) freqiientes; (++) pouco freqlientes; (+) raros;

(-) ndo foram observados
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(b)

(d)

Figura 5.69 - Microscopia Optica de contraste de fase de morfologias microbianas

presentes nas espumas de poliuretano na segunda etapa de operagcdo do reator R1,
alimentado com esgoto sintético e LAS (7 mg/L): (a) bacilos, bacilos curvos e
espirilo, (b) morfologias semelhantes a Methanosaeta sp., (c) bacilos e bacilos

curvos e (d) filamentos
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(b)
Figura 5.70 - Microscopia eletronica de varredura (5000x) das amostras do biofilme

do reator R1, na segunda etapa de alimentacdo com esgoto sintético e

LAS (7 mg/L): (a) bacilos e (b) bacilos curvos

Figura 5.71 - Microscopia Optica de contraste de fase das morfologias microbianas
presentes nas espumas de poliuretano, na segunda etapa de operagdo

do reator R2, alimentado com esgoto sintético e LAS (7 mg/L): (a)
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bacilos, filamentos delgados e cocos, (b) bacilos curvos, (¢) e (d)

bacilos e cocobacilos

Figura 5.72 - Microscopia eletronica de varredura (5000x) das amostras do biofilme
do reator R2, na segunda etapa de alimentagdo com esgoto sintético e
LAS (7 mg/L): (a) morfologias semelhantes a Methanosaeta sp., (b)

bacilos e cocos

Logo nos primeiros dias de alimentacdo dos reatores com esgoto sintético e
LAS (14 mg/L), etapa III, a predominancia das morfologias microbianas nao foi
alterada. Os bacilos curvos continuaram a predominar no reator R1, seguido por
bacilos e cocos fluorescentes, com presengas significativas nesse periodo (Tabela
5.22 e Figura 5.73). No reator R2 também foram observados bacilos fluorescentes,
mas as morfologias predominantes nessa etapa foram cocobacilos e bacilos curvos
(Tabela 5.22, Figura 5.74).

No final dessa etapa, ap6s colmatacdo dos leitos, bacilos e cocos
fluorescentes ndo foram mais observados. (Tabela 5.22 e Tabela 5.23) nos reatores.
Porém, a presenca de espirilos foi constatada ao longo do reator R1. No reator R2
foram observadas morfologias semelhantes a Methanosarcina sp. (Tabela 5.24 e
Tabela 5.25). Essa mudanga na predominancia das morfologias pode ser atribuida ao
desequilibrio dos reatores e ao longo tempo de exposicdo da biomassa ao LAS; ou

seja, por periodo de 144 dias.
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Tabela 5.22. Caracterizagcao morfoldgica da biomassa do reator R1 durante o

primeiro perfil da terceira etapa de alimentacdo com esgoto

sintético e LAS (14 mg/L), sem amido

Morfologias FREQUENCIA
L/D

1 5 10 14 19
BACTERIAS
Bacilos ++ ++ ++ + +
Bacilos curvos - - ++ ++ +++
Cocobacilos +++ o+ ++ ++ -
Cocos +++ - - - -
Filamento delgado e longo ++ ++ + + -
Filamento septado + ++ +++ ++ -
Espirilos - - - -
Chromatium sp. - - - - -
ARQUEIAS METANOGENICAS
Bacilos fluorescentes ++ o+ +++ - -

Methanosaeta sp. -
Methanosarcina sp. -

(++++) predominantes; (+++) freqiientes; (++) pouco freqlientes; (+) raros;

(-) ndo foram observados
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Tabela 5.23 - Caracterizacdo morfoldgica da biomassa do reator R1 no segundo

perfil da terceira etapa de alimentacdo com esgoto sintético e LAS (14

mg/L)
Morfologias FREQUENCIA
L/D

1 5 10 14 19
BACTERIAS
Bacilos - - - - ++
Bacilos curvos +++ -+ - e+ 4+
Cocobacilos 4 4 b - -+
Cocos - - - - -
Filamento delgado e longo ++ + - - -
Filamento septado + + - -
Espirilos - ++ 4+ e ot

Chromatium sp. -

ARQUEIAS METANOGENICAS

Bacilos fluorescentes -

Methanosaeta sp. -
Methanosarcina sp. -

(++++) predominantes; (+++) freqiientes; (++) pouco freqlientes; (+) raros;

(-) ndo foram observados
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Tabela 5.24 - Caracterizagao morfologica da biomassa do reator R2 no primeiro
perfil da terceira etapa de alimentacdo com esgoto sintético e

LAS (14 mg/L)

Morfologias FREQUENCIA
L/D

1 5 10 14 19
BACTERIAS
Bacilos + -+ ++ ++- +++
Bacilos curvos +++ + ++ +++ A+
Cocobacilos -+ +++ ++ ot -
Cocos - - o+ ; )

Filamento delgado e longo
Filamento septado
Espirilos - - + + +
Chromatium sp. - - - - -
ARQUEIAS METANOGENICAS

Bacilos fluorescentes - - - - -
Methanosaeta sp. - - - - -

Methanosarcina sp. +
(++++) predominantes; (+++) freqiientes; (++) pouco freqiientes; (+) raros;

(-) ndo foram observados
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Tabela 5.25 - Caracterizagdo morfologica da biomassa do reator R2 no segundo

perfil da terceira etapa de alimentacdo com esgoto sintético e LAS (14

mg/L)
Morfologias FREQUENCIA
L/D

1 5 10 14 19
BACTERIAS
Bacilos - - - 4+ -
Bacilos curvos ++++ +++ - -+ -+
Cocobacilos 4+ ++++ - ++ o+
Cocos - - - - +
Filamento delgado e longo - - - -
Filamento septado - ++ - ++
Espirilos - ++ +++ +++ +++
Chromatium sp. - - - - -
ARQUEIAS METANOGENICAS
Bacilos fluorescentes - - - - -
Methanosaeta sp. - - - - -
Methanosarcina sp. +++ + - +++ -

(++++) predominantes; (+++) freqiientes; (++) pouco freqilientes; (+) raros;

(-) nao foram observados

Figura 5.73 - Microscopia optica de contraste de fase de morfologias microbianas
presentes nas espumas de poliuretano na terceira etapa de operagao
do reator R1 alimentado com esgoto sintético e LAS (14 mg/L): (a)
espirilos e bacilos, (b) bacilos, filamentos, bacilos curvos e

morfologia semelhante a Methanosaeta sp.
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Figura 5.74 - Microscopia Optica de contraste de fase das morfologias microbianas
presentes nas espumas de poliuretano na terceira etapa de operacao do
reator R2 alimentado com esgoto sintético e LAS (14 mg/L): (a)
bacilos e bacilos curvos, (b) bacilos, (c) bacilos e cocobacilos (d)
bacilos curvos, morfologia semelhante a Methanosarcina sp. e

filamento delgado

Na etapa IV de operagdo do reator R1, a substituicdo do extrato de carne por
extrato de levedura e a auséncia do amido na composi¢do do esgoto sintético, além
da presenca de 14 mg/L de LAS favoreceram o predominio de morfologias
semelhantes a Methanosarcina sp. e bacilos curvos (Figura 5.75). Morfologias
semelhantes a Methanosaeta sp. ndo foram observadas no final dessa etapa de
operacdo. Entretanto, foram observadas outras morfologias relacionadas as arquéias
metanogénicas, como por exemplo, bacilos e cocos fluorescentes, provavelmente

responsaveis pela produgao de metano (Tabela 5.26 € 5.27).
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(b)

Figura 5.75 - Microscopia optica de contraste de fase de morfologias microbianas

presentes nas espumas de poliuretano no final de operacao do reator R1,
alimentado com esgoto sintético, extrato de levedura e LAS (14 mg/L),
sem amido: (a) Methanosarcina sp. (b) bactérias fototroficas

semelhantes a Chromatium sp.

Tabela 5.26 - Caracterizagdo morfologica da biomassa do reator R1 no primeiro
perfil da quarta etapa de alimentagcdo com esgoto sintético, extrato de

levedura e LAS (14 mg/L), sem amido

Morfologias FREQUENCIA
L/D

1 5 10 14 19
BACTERIAS
Bacilos + + +++ +++ -
Bacilos curvos - 44 ++ + -
Cocobacilos +++ ++ + ++ +
Cocos
Filamento delgado e longo ++ ++ + + -
Filamento septado - + + + +
Espirilos - - - - -
Chromatium sp. - - - ++ ++
ARQUEIAS METANOGENICAS
Bacilos fluorescentes +++
Methanosaeta sp. - - - - -
Methanosarcina sp. -+ -+ -+ -+ +

(++++) predominantes; (+++) freqiientes; (++) pouco freqiientes; (+) raros;

(-) ndo foram observados.
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Tabela 5.27 - Caracterizacdo morfoldgica da biomassa do reator R1 no segundo
perfil da quarta etapa de alimentagdo com esgoto sintético, extrato de levedura e LAS

(14 mg/L), sem amido

Morfologias FREQUENCIA
L/D

1 5 10 14 19
BACTERIAS
Bacilos + + ++ ++ +
Bacilos curvos ++++ +++ +++ ++++ +
Cocobacilos +++ ++ + ++ +
Cocos - e ++ +++ +
Filamento delgado e longo - ++ + ++ -
Filamento septado - ++ + ++ +
Espirilos + ++ - - -
Chromatium sp. - - - ++ 4
ARQUEIAS METANOGENICAS
Bacilos fluorescentes - +++ ++
Methanosaeta sp. - - - + -
Methanosarcina sp. - -+ 4 +++ +

(++++) predominantes; (+++) freqiientes; (++) pouco freqilientes; (+) raros;

(-) ndo foram observados

Para o reator R2, a auséncia de amido na composi¢do afluente, na etapa IV,
auxiliou na predominancia de bacilos curvos e bacilos fluorescentes (Tabela 5.26).
Todavia, Methanosarcina sp continuaram a ser observadas no biofilme deste reator

(Figura 5.76).
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(b)

Figura 5.76 - Microscopia Optica de contraste de fase das morfologias microbianas

presentes nas espumas de poliuretano na quarta etapa de operagdo do

reator R2 alimentado com esgoto sintético, extrato de carno e LAS

(14 mg/L), sem amido: (a) bacilos curvos, espirilos e bacilos, (b)

morfologia semelhante a Methanosarcina sp.

Tabela 5.28 - Caracterizagdo morfologica da biomassa do reator R2 durante a quarta

etapa de alimentacdo com esgoto sintético, extrato de carne e LAS (14

mg/L), sem amido

Morfologias FREQUENCIA
L/D

1 5 10 14 19
BACTERIAS
Bacilos - ++ ++ + -
Bacilos curvos -+ - - +++ ++++
Cocobacilos +++ - 1+
Cocos - +++ - +
Filamento delgado e longo + - - + -
Filamento septado - ++ - - +
Espirilos ++ - - - -
Chromatium sp. - - - - -
ARQUEIAS METANOGENICAS
Bacilos fluorescentes -+ +++ +++ +++ -
Methanosaeta sp. - - - - -
Methanosarcina sp. +++ ++ - - -

(++++) predominantes; (+++) freqiientes; (++) pouco freqiientes; (+) raros;

(-) ndo foram observados
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Na etapa V de alimentagdo do reator R2 apenas com LAS como fonte
organica, ocorreu redu¢do na diversidade microbiana (Tabela 5.29). Mas, apesar da
escassez nutricional, os bacilos curvos (Figura 5.77) permaneceram predominantes

na biomassa.

Tabela 5.29 - Caracterizagdo morfoldgica da biomassa do reator R2 durante a quinta

etapa de alimentacdo com LAS (14 mg/L)

Morfologias FREQUENCIA
L/D
1 5 10 14 19

BACTERIAS

Bacilos - - + } j
Bacilos curvos S +++ ++ -
Cocobacilos ++ ++ - ++ -
Cocos ++ - ++ - 4+
Filamento delgado e longo ++ - - - .
Filamento septado ++ - ++ - +++
Espirilos - - - - -

ARQUEIAS METANOGENICAS
Bacilos fluorescentes - - - - -
Methanosaeta sp. - - - - -

Methanosarcina sp ++ - - - -
(++++) predominantes; (+++) freqiientes; (++) pouco freqiientes; (+) raros;

(-) ndo foram observados
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(© (d)

Figura 5.77 - Microscopia 6ptica de contraste de fase das morfologias microbianas

presentes nas espumas de poliuretano, na quinta etapa de operagdo do
reator R2 alimentado com LAS (14 mg/L): (a) bacilos curvos, (b)
filamento delgado (c¢) morfologia semelhante a Methanosarcina sp.

(d) bacilos curvos

Amostras colonizadas de espuma foram coletadas ao longo dos reatores e
analisadas por PCR/DGGE para avaliar a estrutura da comunidade microbiana frente
as alteracdes operacionais. Considerou-se que cada banda no gel de DGGE
representou uma populacdo microbiana.

Mudangas nas populacdes microbianas foram observadas nos dois reatores,
quando comparadas com os padrdes de bandas presentes nos inoculos. Essas
alteracdes podem ser atribuidas ao tempo de operagao e a exposicao ao surfactante.

As Figuras 5.78a e 5.78b apresentam os géis de DGGE para o Dominio

Bacteria dos reatores R1 e R2, respectivamente. No padrdo de bandas do reator R1
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pode-se notar que a adigdo de 7 mg/L de LAS intensificou algumas populagdes

representadas pelas bandas Eub B e Eub C. Entretanto, quando a concentracdo do

surfactante foi aumentada para 14 mg/L outras populacdes foram favorecidas,

destacando-se principalmente, Eub E e Eub F. As populagdes representadas pelas

bandas Eub B, Eub E e Eub F permaneceram no sistema mesmo quando o amido foi

retirado da alimentag¢do e extrato de carne foi substituido por extrato de levedura.

Todavia, a banda Eub D s6 apareceu nesta fase.

No reator R2, foi observado comportamento semelhante ao reator R1: a

diversidade de populagdes microbiana aumentou ao longo das etapas de operagao e

novas bandas (Eub G) apareceram com o decorrer do tempo (Figura 5. 78b).

/ EUb g
Eub B
| B S
Eub C— - e ——— FEubEuhA ,
: - Eub D
EubE—— — =<1 Eub E
- ubB , -
Eub F—) y /Eub "E

I El Elll  Ell  EIV

(a)

El

Ell

Elll  EIV

(b)

Figura 5.78 - Géis de DGGE das amostras do biofilme nas diferentes etapas de

operagdo dos reatores utilizando primers para Dominio Bacteria: (a)

R1 e (b) R2 (gradiente de 30-60%)

Em relacdo as bactérias do grupo BRS (Figura 5.79a e 5.79b) algumas

populagdes foram desfavorecidas quando LAS foi adicionado, por exemplo, as

representadas pelas bandas Brs I e Brs D, no reator R1. As bandas Brs A, Brs B, Brs
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C Brs F, Brs G presentes na Figura 5.79a foram enriquecidas apds a retirada de
amido e substituicdo do extrato de carne pelo de levedura. Ainda nesta quarta etapa,
novas bandas surgiram, tais como, aa bandas Brs L e Brs J (Figura 5.79a).

No reator R2, microrganismos pertencentes ao grupo das BRS, presentes no
in6culo, foram mantidos ao longo da operacao, representados pelas bandas Brs A,
Brs B e BrsC. No final da quarta etapa foi observado o predominio das bandas BrsB,
Brs C, Brs D e Brs E. As bandas Brs D e Brs E foram favorecidas nas etapas Il e IV,
quando o reator era alimentado com 14 mg/L de LAS. E provavel que essas bandas
representem as populacdes de bacilos curvos de diferentes tamanhos observados nos

exames de microscopia optica de contraste de fase (Figura 5.79b).

. Brs ABrs A
<—BrsJ
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Bl BT ENTPEm

El Ell EIV

(a) (b)
Figura 5.79 - Géis de DGGE das amostras do biofilme nas diferentes etapas de

operacdo dos reatores utilizando primers para o grupo das BRS: (a)
R1 e (b) R2 (gradiente de 30-60%)

As populagdes pertencentes ao Dominio Archaea (Figura 5.80a e 5.80b)
apresentaram maiores alteracdes em sua diversidade Pode-se observar que algumas

populacdes presentes no indculo do reator R1 foram favorecidas ao longo da
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operagdo. Por outro lado, outras populagdes desapareceram, provavelmente, em
funcao das condi¢Oes nutricionais do sistema.

O in6culo do reator R1 apresentou 6 bandas predominantes. Logo na primeira
etapa, houve reduc¢do na diversidade genética dos microrganismos do Dominio
Archaea. Com a adigdo de LAS (segunda e terceira etapa), ArcC, Arc E e ArF
permaneceram no sistema. Na quarta etapa (EIV), com a retirada do amido da
composicao nutricional afluente, a selecdo populacional foi significativa. Somente,
as populacdo representadas pelas bandas Arc D, Arc E e Arc F form mantidas,
provavelmente, estejam relacionadas a Methanosarcina sp.e bacilos fluorescentes

observados nos exames microscopicos.

| El Ell Elll  EIV | El Bl ENl BV

(a) (b)
Figura 5.80 - Géis de DGGE nas diferentes etapas de operagao dos reatores
utilizando primers para o Dominio Archaea: (a) R1 e (b) R2 (gradiente
de 40-60%)
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5.8 Andlise de seqlenciamento do fragmento do RNAr 16S

Amostras da biomassa imobilizada em espuma de poliuretano foram retiradas
no final da operacao dos reatores. A alimentacao do reator R1, nessa fase (etapa V),
era constituida de extrato de levedura, sacarose, sais, bicarbonato de sddio e 14 mg/L
de LAS. No reator R2, a alimentacdo na ultima fase (etapa V), consistiu somente de
14 mg/L de LAS, solugdo de sais e bicarbonato de sodio.

Como mencionado no capitulo referente a metodologia, a biomassa foi
retirada do suporte, submetida a extragdo do DNA, reagdo de PCR, clonagem e,
posterior, seqlienciamento do fragmento do RNAr 16S, para identificagdo dos
microrganismos relacionados ao Dominio Bacteria. As arquéias metanogénicas
(Dominio Archaea) nido foram identificadas por seqiienciamento, uma vez que essas
células nao utilizam diretamente o LAS e, além disso, os exames de microscopia
optica de fluorescéncia permitiram a constatagdo das principais morfologias que
constituiam o biofilme dos reatores anaerdbios contemplando, portanto, a
caracterizagdao microbiana deste trabalho.

Para as amostras do reator R1 (inoculado com lodo de ETE) foram obtidos 53
clones contendo o inserto do gene RNAr 16S. As seqiiéncias foram analisadas na
rotina BLAST do Genbank. Desse total, 43 clones foram relacionados ao Filo
Firmicutes, Classe Clostridia, Ordem Clostridiales, mais especificamente as
seguintes espécies: Clostridium sp., Clostridium aminobutyricum,
Phascolarctobacterium faecium, Aminiphilus restrictus, Synergistes jonesii,
Aminomonas paucivorans, Ruminococcus gnavus, Anaerovibrio burkinabensis,
Aminobacterium colombiense, Anaerovorax odorimutans, Sporomusa sphaeroides,
Sporomusa aerovorans, Sporomusa malonica, Anaeromusa acidaminophila,
Acetonema longum, Acidaminococcus sp., Thermanaerovibrio acidaminovorans,
Thermanaerovibrio velox e Thermosinus carboxydivorans, Soehngenia
saccaharolytica e Deferribacteres sp.

Os outros 10 clones foram relacionados ao filo Proteobacteria, a maioria
pertencente a classe Alfa-Proteobacteria, mais especificamente aos seguintes
microrganismos: Pleomorphomonas oryzae, Azospirillum doebereinerae, Bacterium,
Methylocystis sp., Methylosinus sp., Beijerinckia indica, Beijerinckia derxii, Ensifer

adhaerens, Desulfohalobium retbaense e bactérias ndo cultivadas.
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As bactérias pertencentes ao filo Firmicutes, classe Clostridia, ordem
Clostridiales, foram relacionadas a diferentes géneros, entre eles, Closdridium. As
bactérias desse género sdo Gram positivas, formadoras de esporos, com ou sem
mobilidade celular; e comumente encontrada no solo, lodos anaerobios, sedimentos
marinhos, fezes de animais, trato intestinal do homem e outros vertebrados. Realizam
metabolismo desassimilativo de redugdo de sulfato, além de produzirem &cidos
organicos e alcoois a partir de carboidratos ou peptona (BERGEY, 1986;
KAKSOWEN et al., 2004).

Os clones seqiienciados apresentaram similaridade de 93 a 100% com
Clostridium sp. e 93% com Clostridium aminobutyricum. Na ultima fase de operagao
(Etapa IV) do reator R1, com certeza a composi¢do nutricional favoreceu o
crescimento de tais células, uma vez que havia disponibilidade de carboidratos,
aminoacidos (extrato de levedura) e sulfato proveniente da oxidacdo do sulfito
liberado no rompimento do anel aromdtico da molécula de LAS. Além do mais,
Denger et al. (1996) isolaram Clostridium sp. EV4SPB, em meio nutricional
contendo [2-(4- sulfofenil) butirato] ¢ Clostridium sp. EV4, na presenga de fenil
sulfonado, p-benzeno-sulfonado e naftaleno-2,6-dissulfonado. Segundo os autores, as
células isoladas foram capazes de utilizar todos esses compostos.

Muitos clones seqiienciados foram relacionados com bactérias que utilizam
extrato de levedura. Como por exemplo Synergistes jonesii (90—-100%), Aminiphilus
restrictus (89—100%), Acidominococcus sp. (91%), Aminomonas paucivorans (87 -
98%). Na composicdo nutricional afluente do reator R1, provavelmente a presenca
de extrato de levedura (500 mg/L) favoreceu o crescimento de células relacionadas a
essas espécies. Considerando a utilizagdo de aminodcidos, acidos graxos e outros
acidos organicos, quatro clones foram relacionados ao género Sporomusa (93 a
100%) Todas as espécies desse género usam hidrogénio (H,) e diéxido de carbono
(CO,) como substrato para crescimento. O produto final da fermentagdo ¢ acetato,
mas butirato e propionato podem ser gerados, no entanto essas bactérias nao reduzem
sulfato. (BIEBL et al, 2000; BOGA et al., 2002).

Também foram encontrados clones relacionados a bactérias moderadamente
termofilas, especificamente ao género Thermanaerovibrio. Destaca-se, contudo que

os reatores foram mantidos em temperatura mesofilica, ou seja, de 30+2°C.
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Provavelmente, esse género possua representantes cujo crescimento 6timo seja na
faixa moderadamente termofila, isto €, pode estar presente em ambientes com
temperatura abaixo desse valor 6timo, como ¢ o caso do reator R1. Sob tais aspectos,
as células ndo apresentam crescimento intenso, a manutengao celular foi favorecida
pelas condicdes nutricionais do sistema. Os clones apresentaram similaridade de 94%
com Thermanaerovibrio acidaminovorans, ¢ 89 a 92% com T. velox. Black (1999)
menciona, por exemplo, que Bacillus stearothermophilus, usualmente considerado
termofilo obrigatorio, apresenta velocidade de crescimento elevada em temperatura
de 65°C a 75°C. No entanto, pode crescer em menores velocidades quando a
temperatura apresentar valores inferiores a 30°C.

Essas bactérias pertencentes ao género Thermanaerovibrio e Thermosinus,
ambos géneros crescem na presenca de extrato de levedura, glicose, frutose, acetato,
sacarose. Os produtos da fermentagdo no crescimento em glicose sdo acetato, lactato,
hidrogénio, didxido de carbono e etanol. Reduz enxofre elementar a sulfeto de
hidrogénio (H,S), no crescimento organotrofico com glicose ou peptideos como
fonte de carbono e energia. Na presenca de enxofre, foram capazes de crescer em
condig¢des litotroficas, com hidrogénio molecular e 0,1g/L de extrato de levedura
como fonte de carbono. Sulfato, tiossulfato, nitrato, ferro (III) e sulfito ndo foram
reduzidos e nao estimularam o crescimento (ZAVARZINA et al, 2000,
SOKOLOVA et al., 2004).

A provavel presenca dessas células no reator R1 pode estar relacionada ao
metabolismo organotrofico, uma vez que as fontes de enxofre disponiveis eram
sulfito, sulfato e sulfeto, os quais ndo favorecem o crescimento dessas bactérias.

Similaridades de 89 a 94% foram obtidas para clones relacionados a
Anaerovorax odorimutans as quais utilizam aminobutirato e hidroxibutirato como
substrato para crescimento (MATTHIES et al., 2000). Embora, esses compostos nao
tenham sido constatados nas amostras dos reatores anaerdbios, provavelmente, foram
produzidos por metabolismo fermentativo e utilizados pelos microrganismos
semelhantes aos mencionados anteriormente.

Ruminococcus gnavus (RIEU-LESME et al., 1996), também pertencente ao
filo Firmicutes, foi relacionada a dois clones com similaridade de 94%. Essa espécie

apresenta-se na forma de cocos em cadeias ou pares Gram positivos, anaerdbios
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estritos, nao formadores de esporos. Normalmente, ¢ encontrada no trato digestivo
dos seres humanos (HATA & SMITH, 2004), utilizam carboidratos e produzem
acidos, etanol, CO, e H,. A presenca de células no biofilme do reator RI,
semelhantes a essa espécie justifica-se, uma vez que foi utilizado como inéculo lodo
anaerdbio de reator UASB utilizado no tratamento de esgoto sanitario do Campus da
EESC-USP.

Outro clone foi relacionado ao filo Firmicutes e espécie Anaerovibrio
burkinabensis, com similaridade entre 83 a 94% (STROMPL et al, 1999).
Fermentam lactato, ribose e frutose e produzem acetato, propionato, CO; e tracos de
H,. Em todas as etapas de operacdo do R1 foi detectado o 4cido acético e acido
propidnico. Especificamente, na etapa IV, com 200 e 312 dias de operagdo os valores
oscilaram na faixa de 44,1 a 14,3 mg/L para o acido acético e 18,9 a 0,8 mg/L para o
acido propidnico, respectivamente.

A Figura 5. 81 apresenta a arvore filogenética construida para apenas 26
clones relacionados a classe Clostridia. Isso ocorreu, pois os primers usados no
seqiienciamento ndo se anelaram a regido de homologia de maneira uniforme para
todos os clones. Para uma parte dos clones obteve-se seqiiéncia de aproximadamente
1000 pares de base (pb), enquanto para outra parte foi obtida seqiiéncia de cerca de
400- 600 pb da regido anterior do 16S, e, por ultimo, para uma outra por¢ao dos
clones, uma seqiiéncia correspondente ao ter¢o final do 16S. Portanto, quando todos
os clones foram alinhados com o programa Clustal X (THOMPSON, 1994), nao foi
possivel encontrar uma regido de tamanho adequado para a andlise filogenética que
fosse comum para todos. Os 26 clones selecionados permitiram alinhamento de
aproximadamente 400 -500pb, sendo que os 17 clones restantes apresentaram
seqiiéncias similares aos clones incluidos na arvore filogenética e, portanto, ndo
representam novas unidades taxondmicas operacionais (UTOs) na amostra do reator

RI1.
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Os clones relacionados ao filo Proteobacteria, classe Alfa-Proteobacteria
apresentaram elevado indice de similaridade. Ao filo Proteobacteria constitui o maior
e mais diverso grupo de bactérias cultivadas.Os clones foram relacionados em 96-
99% e 97% de similaridade as espécies Pleomorphomonas oryzae (XIE &
YOKOTA, 2005) ¢ Azospirillum doebereinerae, respectivamente.

Azospirillum doebereinerae sao bactérias fototroficas fixadoras de nitrogénio
em condigdes micro-aerdbias, quando esse elemento ¢ limitante. Algumas espécies
podem utilizar certos aglicares em condi¢des anaerdbias, e utilizam H, como doador
de elétrons. Crescem em sais de acidos organicos, como, malato, succinato, lactato e
piruvato (ECKERT et al., 2001). Sua presenca na biomassa do reator deve ter sido
favorecida pela presenca de sacarose e bactérias cujos produtos da fermentacio ¢ H,
e CO,, presenga desse microrganismos foi constatada em microscopia optica.

Outro clone foi relacionado ao género Bacterium (WATANABE et al., 1999)
com 97% de similaridade. Essas bactérias foram encontradas em sistemas de lodos
ativados alimentados com fenol como fonte de carbono. No reator R1, ndo foi
detectada a presenga de fenol, porém, tolueno e benzeno foram observados em
concentragoes proximas a 20 upg/L. Como mencionado anteriormente, esses
compostos foram originados da ruptura da ligacdo do anel aromatico com a cadeia
alquilica e, provavelmente serviram de substrato organico para o crescimento de tais
células, uma vez que as concentracdes detectadas foram minimas.

Como salientado anteriormente, na ultima etapa de operacao do reator R1 foi
observado o predominio de Methanosarcina sp., além da presenca de bacilos
fluorescentes ¢ Methanosaeta sp. ao longo do reator. Nessa etapa, a concentragdo de
metano oscilou entre 1,7 a 8,9 mmol/L. Provavelmente, essas concentragdes
favoreceram a presenca de bactérias metanotroficas, uma vez que, dois clones
analisados apresentaram 94% de similaridade com as espécies Methylocystis sp. e
Methylosinus sp., as quais crescem em baixas concentragdes de metano (KNIEF &
DUNFIELD, 2005).

Um mesmo clone do filo Proteobacteria foi relacionado a duas espécies do
género Beijerinckia, ambas com 93% de similaridade: B. indica e B. derxii. Fixam
nitrogénio molecular em condi¢des aerdbias e micro-aerdbias, as bactérias desse

género podem produzir massa altamente viscosa semitransparente em fun¢do das
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condi¢gdes nutricionais. Substratos organicos como glicose, frutose e sacarose sao
oxidadas a dioxido de carbono e acido acético. O provavel crescimento de tais
células no reator R1 pode ser associado a presenca de sacarose, a qual com certeza
estimulou a formagao de polimeros organicos no biofilme.

Muitos clones seqiienciados foram relacionados a bactérias nao cultivadas
presentes em lagoas anaerdbias de tratamento de residuo de suinocultura. As demais
bactérias encontradas foram de digestor anaerobio de lodo (GODON et al., 2005);
reatores anaerobios para remocdo de sulfato; bactérias presentes em aguas
contaminadas com benzeno e triclorobenzeno (WINTZINGERODE et al., 1999);
bactérias ndo identificadas presentes em reatores de leito fluidizado alimentado com
vinhaca da fabricacdo de vinhos (GODON et al., 1997); bactérias ndo cultivadas
presentes em biorreatores usados no tratamento de efluentes da industria
farmacéutica (LAPARA et al., 2000); bactérias presentes no trato digestivo humano
(ECKURG et al., 2005) e etc .

A Figura 5.82 corresponde a arvore filogenética construida com os clones do
reator R1, relacionados a filo Proteobacteria. Desses, apenas 7 foram incluidos na
arvore, em virtude do alinhamento nao ser perfeito para todos os clones, sendo os 3

clones restantes similares a outros representados na arvore.
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Figura 5.82. Arvore filogenética do reator R1 mostrando a posi¢io dos clones
derivados das seqiiéncias do RNAr 16S relacionados a Filo

Proteobacteria, classe Alpha; Ordem Rhizobiales ¢ Rhodospirillales.

Cytophaga marinoflava ATCC 19326 foi usada como grupo externo.
Valores de bootstrap >73 nos nos e internos em 1000 replicagdes. A
taxa de substitui¢ao a cada 100 nucleotideos foi de 0,05 como indicado

na barra de escala

Para as amostras do reator R2, inoculado com lodo anaerdbio proveniente de
reator UASB utilizado no tratamento de dejetos de suinocultura, foram obtidos 63
clones contendo o inserto do gene RNAr 16S, os quais foram seqiienciados e
analisados na rotina BLAST do Genbank. Desse total, 51 foram relacionados ao filo
Firmicutes, mais especificamente a classe Clostridia, ordem Clostridiales. Os outros
12 clones foram relacionados ao filo Proteobacteria e distribuidos da seguinte
maneira: 9 clones relacionados a Alfa-proteobacteria, 2 clones a Delta-proteobacteria
e apenas um clone a Beta-proteobacteria. Os resultados obtidos na rotina BLAST do

Genbank, para cada clone, encontram-se descritos na Tabela 5.29.
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E importante lembrar que para as amostras do reator R1 (indculo da ETE)
foram obtidos 53 clones, sendo 43 relacionados ao filo Firmicutes e 10 ao filo
Proteobacteria, mais especificamente a classe Alpha.

No reator R2, dos 51 clones pertencentes ao filo Firmicutes, classe Clostridia,
25 clones foram relacionados ao género Clostridium (Tabela 5.29); o qual
compreende 146 espécies descritas (COLLINS et al., 1994). Muitos clones
apresentaram similaridade entre 88 a 99% com 25 espécies diferentes de
Clostridium. A maioria das espécies desse género produz amonia, sulfeto de
hidrogénio, e elevada quantidade de H,. Além disso, fixam nitrogénio atmosférico,
fermentam carboidratos e produz acetato, butirato, etanol. Tais células podem ser
encontradas em fezes humanas e bovinas, solos e sedimentos.

Desse modo, ¢ importante destacar que o reator R2 apresentou, desde a etapa
II, com 144 dias de operagdo, valores de acido acético, acido propionico, acido
1sobutirico, acido butirico e acido isovalérico. Todavia, as maiores concentracoes
foram observadas para os &cidos acético e propidnico com valores na faixa de 152,7
mg/L e 129,7 mg/L, respectivamente. Os valores para os demais acidos estiveram na
faixa de 0,97 a 12,8 mg/L. Esses acidos foram utilizados por outras bactérias
presentes no biofilme anaerdbio, principalmente, na ultima etapa (etapa V) de
alimenta¢do do reator somente com LAS, solucdo de sais e bicarbonato.

A presenca de hidrogénio e acido acético favoreceu a predominancia de
arquéias metanogénicas hidrogenotréficas (bacilos fluorescentes) e acetoclaticas
(Methanosarcina sp.), principalmente na quarta etapa de operacgdo do reator (Etapa
IV). Portanto, embora a caracterizagdo filogenética tenha sido realizada, somente na
ultima etapa de operacdo do reator R2 (Etapa V), provavelmente, a comunidade
microbiana ja havia sido estabelecida desde as etapas anteriores de alimentacdo
propiciando o estabelecimento de relagdes de cooperagdo e, mesmo de competi¢ao
no biofilme.

A maioria dos clones foi relacionada com a espécie Clostridium sp.
(KAKOSONEN et al., 2004), encontrada em reator de leito fluidizado redutor de
sulfato utilizado no tratamento de agua residuaria contendo metais. E importante
salientar novamente, que as amostras do reator R2 utilizadas para o seqiienciamento

foram obtidas na etapa V, quando o sistema foi alimentado com 14 mg/L de LAS,
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solucao de sais e bicarbonato de sodio, por periodo de 58 dias. Desse modo, a
possivel presenga de bactérias semelhantes as descritas, anteriormente, justifica-se
pela provavel utilizacdo do LAS como fonte de carbono ou de outros substratos
organicos presentes no biofilme, além da reducdo do sulfato proveniente da oxidagao
do sulfito.

Destaca-se, também, que na etapa V os valores de sulfato oscilaram ao longo
do comprimento do reator R2. As concentragdes foram de 1 mg/L na posi¢ao L/D de
0, 1 e 5; enquanto na posi¢ao L/D igual a 10 e 19, os valores foram iguais a 47 mg/L
e 16 mg/L, respectivamente. Portanto, considerando que as células de Clostridium
tenham utilizado o sulfato (na redu¢do assimilativa ou desassimilativa) proveniente
da oxidacdo do sulfito do anel aromatico da molécula de LAS, provavelmente a sua
distribui¢do no leito do reator ndo tenha sido uniforme e, talvez relacionada com a
maior disponibilidade nutricional nos primeiros trechos do reator. Os valores de
sulfeto oscilaram na faixa entre 0,02 a 0,14 mg/L ao longo do leito do reator.

O sulfato e sulfeto observados foram minimos, principalmente quando
comparados com concentragdes presentes em aguas residudrias, cujos valores,
principalmente para sulfato podem atingir at¢ 1000 mg/L (SILVA, 2005). Nas
condigdes de operacao do reator R2, a redugdo assimilativa e desassimilativa de
compostos de enxofre ocorreram, mas o metabolismo predominante foi a
fermentagdo, possibilitando a formagdo de acidos organicos, os quais foram usados,
como doadores de elétrons para redugdo e assimilagdo de compostos de enxofre pelo
consorcio microbiano.

Clones foram relacionados a Clostridium glycolicum (CHAMKLIN et al.,
2001), (97 a 99%) isolada de solo, lama, fezes bovinas e humanas; C sardiniense
(WANG et al., 2005) (93%) isolada de solos, agua e fezes humanas, produzem
amonia e elevada; C. butyricum (89 a 99%) isolada de solos, sedimentos marinhos e
rios, fezes humanas e de animais, e digestores anaerdbios empregados no tratamento
de residuos de frutas e vegetais; C. tertium (STACKEBRANDT et al., 1999) (95 e
96%) isolada de fezes humanas, e do trato intestinal de bezerros. Caracterizam-se
como aerotolerantes, produzem amonia, sendo a reducao dissimilativa de nitrato

mais favorecida que assimilativa.
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Outros clones observados no reator R2 (Etapa V), também foram encontrados
no biofilme do reator R1 (Etapa IV) e relacionados, principalmente, com as seguintes
espécies: Aminomonas paucivorans (BAENA et al., 1999a) (86 a 98%),
Aminobacterium colombiense (88 a 92%), Synergiste jonesii (ALLISON et al., 1992)
(86 a 93%), Thermaanaerovibrio acidominovans (BAENA et al 1999b) (84 a 91%),
Defirribacteres sp. (89-92%) e Aminiphilus restrictus (88 a 98%), além do
Clostridium.

Foram obtidos clones relacionados com Anaerobaculum thermotermum
(REES et al., 1997) (92%) e Aminobacterium mobile (BAENA et al., 2000) (87%),
essas espécies somente foram observados no reator R2. Anaerobaculum
thermotermum foi isolada de reservatdrio de petréleo, caracterizam-se pela redugio
de enxofre, tiossulfato a sulfeto de hidrogénio; sulfato, sulfito e nitrato ndo sdo
reduzidos. Aminobacterium mobile foi isolada de lagoas anaerdbias utilizadas no
tratamento de efluentes de laticinio, bactéria desse género foram observadas no
reator R1.

Alguns clones pertencentes a classe Clostridia foram relacionados com
Flexistipes sp. (PASTER et al., 2001) (88 a 92%) bactéria presente na placa
bacteriana e na cavidade oral humana, e Firmicutes oral (MUNSON et al., 2002)
(89-92%) bactérias encontradas na microflora oral responsaveis por infecgdes.

A Figura 5.83 corresponde a arvore filogenética construida com 34 clones
relacionados a classe Clostridia, os quais permitiram alinhamento com
aproximadamente 500 pb no programa CLUSTAL X. Pode-se considerar que os
demais clones (17 clones) também estdo representados na arvore filogenética, uma

vez que sdo similares aos clones incluidos na analise.
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Figura 5.83 - Arvore filogenética do reator R2 mostrando a posicio dos clones
derivados das seqiiéncias do RNAr 16S relacionados Filo Firmicutes, Classe
Clostridia, Ordem Clostridiales. Xanthomonas vesicatora foi usada como grupo
exter4no. Valores de bootstrap >78 nos nods e internos em 1000 replicagdes. A taxa

de substituicdo a cada 100 nucleotideos foi de 0,05 como indicado na barra de escala
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Em relacdo ao filo Proteobacteria, classe Alfa-Proteobacteria, foram
seqlienciados clones relacionados a 14 géneros, os quais com excegao de Bacterium,
todos os demais foram diferentes daqueles verificados no reator R1.

Oito espécies pertencentes ao género Caulobacter (ABRAHAM et al., 1999)
(93 a 98%) foram observadas no seqiienciamento. Essas células podem ser
encontradas em solos e corpos d’adgua na forma de bacilos, vibrides ou fusiformes,
crescem em meio com extrato de levedura e peptona. Além disso, ndo formam &cidos
ou gases a partir de agucares, usam oxigénio como aceptor final de elétrons e podem
reduzir nitrato a nitrito. Provavelmente, a presenca de esses microrganismos no
reator anaerobio justifica-se pela presenca de extrato de carne na fase anterior (Etapa
IV) de operagdo. Embora as concentragdes de oxigénio ndo foram analisadas, o
reator manteve-se em condigdes anaerobias, uma vez que foi observada a presenca de
arquéias metanogénicas em todas as fases de operagao, as quais na sua maioria sao
anaerdbias estritas. Desse modo, a possivel explica¢do da presenca de Caulobacter
seja relacionada ao crescimento sob condi¢des facultativas e, principalmente nos
primeiros trechos do reator, onde possivelmente tracos de oxigénio poderiam estar
presentes.

Foi observado um clone relacionado a bactéria fototrofica Azorhizobium
caulinodans (97 a 98%) fixam N, em condigdes micro-aerobias, entre os agucares,
somente a glicose ¢ oxidada, lactato e succinato sdo os substratos preferenciais. Essa
espécie cresce com acidos propidnico, butirico, isobutirico, valérico, isovalérico e
caproico. Provavelmente, o crescimento dessas células tenha sido favorecido pelos
acidos organicos produzidos em todas as etapas de operacdo, no entanto detectados
principalmente na terceira etapa de operagad do reator R2.

Somente, um clone seqiienciado foi incluido na classe Beta-Proteobacteria.
Esse clone foi relacionado a duas espécies distintas, Comamonas sp.(98%) e
Variovorax paradoxis (BAEK et al., 2003) (96%), bactérias que reduzem nitrato e
sdo capazes de degradar fenol. Foram isoladas de ambientes naturais contaminados
com fenol sob baixas concentrac¢des de O;.

Comamonas sao bacilos curvos delgados, raramente oxidam carboidratos,

crescem bem em meio contendo acidos organicos, aminoacidos e peptona.
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Comamonas terrigena N3H, imobilizada em espuma de poliuretano foram usadas
por Roig et al (1998) na degradacdo de surfactantes anidnicos.

A classe Delta-Proteobacteria retne as bactérias redutoras de sulfato. Os
clones sequenciados relacionados a essa classe apresentaram similaridade com
espécies do género Syntrophobacter (TANAKA et al, 2000) (92-95%) e
Syntrophobacter wolinii (HARMEN et al., 1993) (95%). Essas células foram isoladas
de lodo de digestores anaerdbios, caracterizam-se principalmente pela reducdo
desassimilativa de sulfato. Além disso, o crescimento € favorecido em co-cultura
com Desulfovibrio. Oxidam propionato, a acetato, H, e CO, e requerem a presenca
de organismos consumidores de H,. A presenca de bacilos hidrogenotréficos foi
constatada por meio de microscopia Optica e foram observados clones relacionados a
diferentes espécies de Desulfovibrio.

Tartakovsky et al.  (2001) identificaram a  presenga  de
Syntrophobacter/Syntrophomonas spp. em reatores anaerdbios alimentados com
pentaclorofenol e glicose. No entanto, a presenca dessas células foi associada ao
consumo de benzoato e dos acidos organicos produzidos como intermediarios da
degradacao anaerdbia. Essas bactérias podem ter usado o anel aromatico presente na
molécula do LAS.

Outro género importante pertencente a classe Delta-Proteobacteria foi
Desulfovibrio (87 a 90%). Sdo bactérias redutoras de sulfato (BRS), estritamente
anaerdbias e reduzem sulfato, sulfito e tiossulfato a H,S. Os principais doadores de
elétrons sdo Hy, lactato, etanol, malato e fumarato. Algumas espécies podem utilizar
acucar, glicerol ou aminoécidos. Substratos organicos sdo oxidados incompletamente
a acetato. Em alguns casos, acetato e outros substratos sdo oxidados completamente a
CO,, a presenga de extrato de levedura estimula o crescimento. Estdo presentes em
aguas anodxicas, sedimentos marinhos e intestinos de animais. Em rela¢ao as BRS,
Lie et al. (1999) isolaram Desulforhopalus singaporensis, em meio enriquecido com
10 mM de 2-amino etano sulfonado como fonte de carbono, nitrogénio e energia. A
fermentagdo dessa substancia resultou na produgao final de acetato, amdnia e sulfeto.

Menores similaridades foram observadas para Desulfohalobium (85%) e
Pelobacter carbinolicus (LOVLEY et al., 1995) (87%). Essas espécies sam etileno

glicol como substrato principal e produzem acetato e etanol. Sdo encontradas em
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aguas salgadas anoxicas, apresentam metabolismo fermentativo, o Fé (III) e enxofre
(S°) servem comumente como aceptores finais de elétrons.

Entre as bactérias pertencentes ao grupo mixobactéria, alguns clones foram
relacionados com Cystobacter ferrugines (WU et al., 2005) (86%), Mellitangium
boletus (86%) e M. alboraceum (86%) (SPROER et al., 1999) ¢ Chondromyces
(SPROER et al., 1999) (86%). Os mixosporos sdo encontrados em solos, € podem ser
curtos ou moderadamente longos, produzem corpo de frutificacdo que sdo resistentes
a dessecacdo. O meio de cultivo ndo esta claramente definido, mas sdo cultivados em
condi¢gdes contendo proteinas enzimaticamente hidrolizadas. As mixobactérias sdao
aerdbias, mesofilicas e requerem pH neutro, quimiorganotréficas e capazes de
decompor diferentes macromoléculas.

Mesmo apresentando similaridade com bactérias cultivadas, a maioria dos
clones foi relacionada com bactérias nao cultivadas. Segundo a descricdo do
GenBank, essas bactérias foram relacionadas com a microbiota do trato intestinal de
suinos (LESER et al.,, 2002); bactérias presentes em lagoas anaerobias de
suinocultura; presentes em fezes humanas (HOLD et al., 2002); comunidades
microbianas de biorrearor mesofilicos e termofilicos tratando residuos da industria
farmacéutica (LAPARA et al., 2000); digestor anaerdbio, reator de leito fluidizado
alimentado com vinhaga (residuo da fabricagdao de vinho) (GODON et al 1997);
biofilme de reator de pré-tratamento de agua potavel; comunidade de biorreator, em
escala plena, tratando residuo da industria de papel (ROEST et al.,, 2005). As
similaridades com células ndo cultivaveis podem ser justificadas, pois no reator R2
foi utilizado indculo proveniente de reator UASB usado no tratamento de dejetos de
suinocultura.

A Figura 5.84 corresponde a arvore filogenética construida com 9 clones
relacionados ao filo Proteobacteria, sendo 7 clones Alfa-Proteobacteria € 2 clones
representantes da classe Delta-Proteobacteria. Para a constru¢do da arvore foram
usadas aproximadamente 500 pb das seqiiéncias alinhadas. O clone R2ADA4,
relacionado a classe Beta-Proteobacteria, ndo estd representado na arvore uma vez
nao foi possivel realizar o alinhamento de sua seqiiéncia, com as demais seqiiéncias

obtidas.
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Figura 5.84 - Arvore filogenética do reator R2 mostrando a posicdo dos clones
derivados das seqiiéncias do RNAr 16S relacionados Filo Proteobacteria, Classe Alfa
-Proteobacteria e Delta-Proteobacteria. Xanthomonas vesicatora foi usada como
grupo externo. Valores de bootstrap >73 nos nos e internos em 1000 replicagdes. A
taxa de substituicdo a cada 100 nucleotideos foi de 0,05 como indicado na barra de

escala

Fernandes et al (1999) constataram que a estabilidade do reator anaerdbio,
avaliado através das variaveis quimicas, nao se refletia na estrutura microbiana. Essa
varia¢do na diversidade microbiana pode ser importante para a estabilidade do reator.
Walker (1995) sugere que a flexibilidade metabdlica de um reator esta diretamente
relacionada com a diversidade e a estrutura da comunidade microbiana. A

flexibilidade metabdlica ¢ um recurso que o reator possui contra flutuagdes nas
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concentragdes ¢ composicoes de aguas residudrias afluente. Provavelmente, nos
reatores anaerdbios, ¢ na diversidade dos microrganismos em menor densidade
populacional, aparentemente sem importancia funcional, que se encontra a
flexibilidade metabodlica que previne potenciais perturbacdes ao sistema (CHINALIA
et al., 2004).

Comparando-se os resultados de Biologia Molecular observou-se que a
diversidade de populagdes observada na analise de DGGE para o Dominio Bacteria e
grupo das BRS pode ser relacionada com os diferentes géneros e espécies obtidas nos
resultados do seqiienciamento. Os exames microscopicos podem ser considerados
como ferramenta para andlise dessa diversidade, uma vez que mostraram ampla
diversidade de morfologias. As morfologias predominantes como, por exemplo,
bacilos curvos também foram encontrados na descricdo das espécies encontradas

pelo seqlienciamento.
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6. CONCLUSOES

Entre as diversas condi¢des cromatograficas avaliadas para determinar LAS
por HPLC, a que apresentou melhores resultados foi com a fase estacionéria — coluna
C8, gradiente de elui¢do com metanol, e solugdo aquosa de perclorato de sédio.

Por meio de ensaios em reatores em batelada, alimentados com meio mineral
e fontes de carbono (glicose e lactato) e esgoto sintético, observou-se que o LAS nao
influenciou no metabolismo dos microrganismos anaerobios, pois nao foram
constatadas alteragdes nas concentragcdes de metano no biogas.

O material suporte usado nos experimentos em reatores continuos foi espuma
de poliuretano, material com potencial adsortivo ao LAS de 20,75 mglLAS/g de
espuma, estabelecido pela curva de exaustao.

O LAS apresentou isoterma de adsor¢do linear com espumas de poliuretano

O surfactante alquilbezeno linear sulfonado (LAS) foi removido e degradado
em reator anaerdbio de leito fixo, sem alterar a eficiéncia na remog¢ao de matéria
organica.

O balango de massa mostrou que inoculos utilizados foram capazes de
degradar LAS. No reator R1, inoculado com lodo de ETE, a degradacao foi de 35%.
No reator R2, inoculado com o lodo de suinocultura, a eficiéncia de degradagao foi
de 34%. Porém, a auséncia de co-substratos, a qual o R2 foi submetido, realgou a
degradacdo de LAS em 38%, com TDH de 12 horas, para concentra¢do afluente de
14 mg/L de LAS. Aproximadamente 7% do total de LAS adicionado no afluente dos
reatores ficaram adsorvidos na espuma de poliuretano.

A técnica PCR/DGGE, aplicada na avaliagdo da comunidade microbiana
presente nos reatores, indicou que os microrganismos do Dominio Archaea foram
mais sensiveis ao surfactante, que os microrganismos do Dominio Bacteria. Durante
a operacdo foram observados bacilos fluorescentes e Methanosarcina sp.

Morfologias semelhantes a Methanoseta sp. foram pouco observadas. Mesmo em
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baixas concentracdes de sulfato, os microrganismos do grupo BRS predominaram
nos biofilmes dos reatores, provavelmente utilizando o grupo sulfonado da molécula
de LAS como fonte de enxofte.

Por meio das andlises das seqiiéncias do fragmento do gene RNAr 16S, foi
possivel constatar que a maioria dos clones provenientes de amostras de ambos
reatores foram relacionados com o filo Firmicutes, classe Clostridia , ordem
Clostridiales. As bactérias pertencentes a essa classe, provavelmente, foram as
responsaveis pela degradacao do LAS, em ambos os reatores.

Os exames microscopicos e a técnica molecular PCR/DGGE também
puderam ser usados de maneira satisfatoria como ferramenta de andlise microbiana.
A ampla diversidade de bandas nos géis de DGGE e a presenga dominante de bacilos
curvos observados em microscopia vém corroborar com os resultados obtidos no

seqlienciamento do fragmento do gene RNAr 16S.
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7. RECOMENDAGCOES

Com base na experiéncia adquirida durante este trabalhado pode-se

recomendar:

Emprego de outras configuracdes de biorreatores, usando células
imobilizadas em diferentes matérias suportes;

Avaliar diferentes fontes de inoculo e favorecer o crescimento de
bactérias da classe Clostridia, como alternativa para melhorar o
desempenho dos reatores na degradacdo do LAS;

Otimizar o tempo de deten¢do hidraulica usado na operagao do reator;
Identificar os produtos intermedidrios da degradagdo anaerdbia do
LAS e correlaciona-los com os microrganismos presentes;

Avaliar o emprego de diferentes co-substratos para melhorar a
eficiéncia do tratamento do surfactante;

Empregar técnicas de biologia molecular para caracterizar a
populagdo microbiana presente em diferentes configuracdes de
reatores;

Utilizar detergente comercial como fonte de LAS na 4gua residuaria

afluente.
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ANEXO 1
Extracdo de DNA
Protocolo 1 - MELVIN & HOBSON (1994)

e Lavar o pellet com PBS (NaCl 8,0 g, KC1 0,2 g, KH,PO4 0,24 g, Na,HPO4
1,44 g, 4gua q.s.p. 1000 mL, pH 7.,4);

e Centrifugar por 2 minutos a 13000 rpm e ressuspender o precipitado em 1,0
mL de tampaoTESC pH 8,3 (Tris 10 mM; EDTA 1 mM; NaCl 0,1 mM);

e Congelar a amostra a -70°C por 2 horas;

e Descongelar a amostra, centrifugar por 2 minutos, descartar o sobrenadante e
ressuspender o pellet em 300 pL de tampao TESC;

e Adicionar 5 uL de DMSO a esse volume e manter a amostra por 1 minuto a
temperatura ambiente;

e Misturar a amostra usando vortex por 3 a 5 minutos;

e Adicionar 500 pL de guanidina tiocianato 5M e, em seguida, 500 pL de
cloroférmio: alcool iso-amilico (24:1, v/v);

e Agitar, manualmente com intensidade, e centrifugar a 13000 rpm por 5
minutos;

e Recuperar a fase aquosa e adicionar 30 pL de acetato de sédio 3M pH 5,0 —
6,0 (alternativamente usar acetato de amonio);

e Misturar o conteudo e dividir esse volume em dois tubos;

e Precipitar o DNA adicionando em 2,5 volumes de etanol absoluto;

e Centrifugar a amostra a 3000 rpm por 10 minutos e lavar o DNA com 300 uL
de etanol 70% invertendo-se o tubo varias vezes;

e Centrifugar rapidamente e descartar o sobrenadante;

e Ressuspender o pellet em 50 a 100 uL de agua ultrapurificada esterilizada (ou

tampao TE pH 8,0).
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ANEXO 2

Protocolo 2 — VAN ELSAS & SMALLA (1995)

e Ressuspender a biomassa em 600 pL de tampao fosfato de sodio 120
mM, pH 8,0 adicionado de 4 mg de lisozima,;

e Incubar a 37°C por 30 minutos misturando o contetdo do tubo a cada
5 minutos e, em seguida, transferir para banho de gelo;

e Adicionar 45 pL de SDS 20%, misturar bem e incubar em gelo por 30
minutos;

e Adicionar 0,7 g de pérolas de vidro (0,1mm);

e Agitar 3 vezes em Mini-Beadbeater (Biospec products) a 3800 rpm
por 90 segundos, mantendo os tubos em banho de gelo nos intervalos
entre as agitagdes e manter em banho de gelo;

e Adicionar igual volume de fenol saturado com Tris-HCl pH 8,0 e
misturar bem, manualmente (sem vortex). Centrifugar a 12000 rpm
por 3 minutos a temperatura ambiente;

e Transferir a fase aquosa para novo tubo e extrair com igual volume de
cloroférmio: alcool iso-amilico 24:1 (se precisar, repetir esse passo);

e Transferir a fase aquosa para novo tubo, adicionar 0,1 mLde NaCl 5SM
e 2 mL de etanol absoluto gelado;

e Incubar overnight a -20°C ou por 20 minutos a -80°C;

e Centrifugar a 12000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente,
descartar o sobrenadante e lavar o pellet com etanol 70% gelado;

e Secar o pellet e ressuspender em 40 a 50 puL de agua ultrapurificada

(ou tampao TE pH 8,0).
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Apéndice A - Curvas de calibracdo

Tabela Al. Curva de calibragdo para determinagdo de alquilbenzeno linear sulfonado

Padrao | Parametros Pico 1 Pico 2 Pico 3 Pico 4 Soma
(mg/L) (14+0,5 (17+0,6 (20+0,6 (23+0,5 (areas)
min) min) min) min)
arca | 55013 | 108814 | 84900 | 49972 | 298693
2 mg/l | 037 | 073 | 057 [T 033
(%) 18,5 36,5 28.5 16,5
area | 94133 | 195951 | 160960 | 107403 | 558447
4 mgl | 067 | 140 | Lis 077
(%) 16,7 35.4 28,7 19,2
Area | 181983 | 350181 | 262645 | 157129 | 951938
6 mgl | Lis | 221 | Les | 099
(%) 19,2 36,8 27,5 16,5
Area | 260639 | 497408 | 359452 | 208402 | 1325901
8 mg/l | 157 300 207 126
(%) 19,6 37,5 272 15,7
area | 329207 | 661380 | 521770 | 315054 | 1827411
10 mgl | 180 | 362|285 | 172
(%) 18,0 36,2 28.5 17,3
arca | 356372 | 724581 | 558410 | 368256 | 2007619
12 mgl | NER 7Rk T T 220
(%) 17,7 36,2 27,8 18,3
area | 399912 | 804614 | 611707 | 470000 | 2286233
14 mg/l | 245 T 493 | aas T 288
(%) 17,5 352 27,7 20,0
area 433771 | 910644 | 743295 | 480076 | 2567786
16 mgL | 2,70 | 507 | 463 | 29
(%) 16,8 35.4 28,9 18,7
arca | 538576 | 1193147 | 898358 | 662046 | 3292127
20 mgl | 327 [ 725 | sa6 [ 402
(%) 16,3 36,2 27,3 20,1




Tabela A2. Exemplo de Curva de Calibracdo para determinacao de LAS

Concentragao  Pico 1 Pico 2 Pico 3 Pico4  Area Total

Teorica (area) (area) (area) (area)

(mg/L)
2 29794 68014 18883 49071 165762
4 66916 142479 111245 80967 401607
6 105407 199618 155939 110446 571410
8 138272 266030 202259 133155 739716
10 188033 422237 357304 265617 1233191
12 228616 509590 427071 297779 1463056
14 357539 659999 529745 363710 1910993

3

concentracédo (mglL)
N

y = 7TE-06x + 0,3081
R%=0,9661
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Figura A1. Curvas de calibracdo de LAS para o pico 1
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Apéndice B — Testes de adsorg¢ao
Tabela B1. Valores de LAS adsorvido nas espumas ao longo do tempo — Ensaio
de tempo de contato em reatores em batelada

Tempo Quantidade de LAS adsorvido nas espumas
(horas) de poliuretano

mg/L mg
0 5,2 1,0
0,25 4,1 0,8
0,5 7,2 1,4
1,0 11,9 24
2,5 7,5 1,5
5,0 10,7 2,1
10,0 8,8 1,8

Tabela B4. Valores de LAS presente na solugdo de esgoto sintético e adsorvido na
espuma de poliuretano apds 12 horas de contato

Ce (mg/L) Quantidade de LAS adsorvido nas espumas de
poliuretano

(mg/L) mg
1,4 1,2 0,2
5,0 24 0,5
5,8 10,7 2,1
9,1 11,6 2,3
14,2 10,5 2,1
13,3 15,4 3,1
15,1 16,8 3.4
20,0 19,7 3.9
19,3 32,2 6,4

Ce= concentra¢do de LAS na solucdo de esgoto sintético logo apos contato
com a espuma



Apéndice C - Monitoramento dos reatores em
batelada

Tabela Cla. Concentragdo média de metano (umol/L) no headspace dos reatores
anaerobios em batelada alimentados com meio mineral ¢ LAS como
unica fonte de carbono orgénico

Tempo Controle Ensaio B Ensaio C Ensaio D
(dias) (sem LAS) 50 mgLAS/L 100 mgL AS/L. 200 mgLLAS/L
1 2,30 3,04 2,95 4,11
2 2,07 4,20 3,67 5,82
3 3,60 4,23 4,24 4,74
4 4,83 5,86 5,63 9,00
5 4,48 5,58 5,15 8,19
6 4,30 5,96 5,39 7,23
7 4,94 6,33 6,10 8,24
10 6,04 7,62 7,88 9,28
11 5,81 6,87 6,79 8,69
14 8,57 7,25 6,55 8,60
17 8,72 10,23 9,15 12,85
18 7,84 10,33 9,68 13,42
19 9,41 8,86 10,74 15,58
20 10,10 10,74 9,96 13,50
21 8,41 11,13 9,43 11,62
24 10,42 11,65 11,87 14,65
26 9,91 12,82 12,87 13,48
27 10,88 15,05 12,46 15,90
28 9,74 12,74 15,98 20,15
33 10,11 13,05 17,08 12,71
34 11,64 11,89 13,88 19,47
35 11,09 16,16 13,29 15,31
40 13,90 13,77 15,90 15,10
42 15,57 16,88 17,17 17,33
45 12,91 13,34 17,53 13,31
46 17,36 18,14 15,30 18,06
47 15,81 15,43 16,00 16,37
49 15,87 15,75 18,04 16,33
52 16,18 17,67 14,41 19,07

55 17,60 17,81 14,40 19,95




Tabela C1b. Concentracdo média de metano (umol/L) no headspace dos reatores
anaerobios em batelada alimentados com meio mineral, LAS e co-

substrato
Ensaio E Ensaio F
Tempo 50 mgLAS/L + 50 mgLAS/L+
(dias) 350 mg Lactato/L 350 mg Glicose/L
1 4,42 5,46
2 6,49 6,68
3 7,75 8,44
5 8,82 9,56
6 8,55 8,61
7 7,93 8,13
8 9,08 8,88
9 8,93 9,83
14 10,23 12,21
16 9,28 9,97
20 14,03 14,96
21 10,89 11,97
28 11,98 13,50
30 11,88 12,20
33 10,90 13,88
34 13,42 15,00
35 12,37 13,42
37 12,12 13,58
40 12,62 11,71
43 15,38 16,59
46 15,32 15,23
48 13,90 15,02
50 13,32 12,14

55 8,90 6,54




Tabela C2. Concentragdo média de metano (umol/L) no headspace dos reatores
anaerobios em batelada alimentados com substrato sintético

Substrato Sintético

Tempo Substrato Substrato Sintético  Substrato Sintético +
(dias) Sintético + + Acidos Organicos
50 mg LAS/L Acidos Organicos + 50 mg LAS/L
1 6,29 7,23 18,75 17,53
2 8,15 8,27 35,56 33,28
3 9,50 8,92 36,80 36,52
4 8,76 12,20 35,80 41,54
5 11,67 9,63 23,83 28,02
9 8,85 11,15 29,78 31,52
15 8,26 9,35 19,70 22,38
18 10,82 10,33 20,67 24,03
22 11,00 11,04 22,96 25,01
25 13,88 11,81 20,86 21,77
29 10,60 10,50 18,89 19,20
33 9,29 10,37 19,22 21,11
37 10,85 10,92 20,40 22,55
40 12,42 12,58 19,57 21,45

45 11,80 11,97 15,70 15,94




Apéndice D - Monitoramento dos RAHLFs

Tabela D1. Parametros fisico-quimicos do afluente e efluente do reator R1

Tempo de pH pH DQOb Afl DQOf DQOb DQOf E DQOb E DQOf
Operacao Afl Efl (mg/L) Afl (mg/L) Efl Efl (mg/L) % %
(d) (mg/L)
Etapa |
16 7,7 7,8 765 722 77 62 90 92
18 7,8 8,3 760 755 73 68 90 91
20 7,8 8,1 793 786 83 68 89 91
23 7,6 7,9 791 765 66 49 92 93
27 7,8 8,0 804 765 74 55 91 93
Etapa II
31 7,5 8,1 845 803 70 43 92 95
34 6,9 8,3 734 682 89 47 88 93
40 7,8 8,3 811 770 61 51 92 94
48 6,9 8,3 752 690 60 45 92 94
52 6,9 7,6 815 705 70 48 91 94
Etapa III
59 6,7 8,2 748 682 61 53 92 93
62 6,8 8,2 722 616 82 81 89 89
65 6,7 8,1 800 790 53 51 93 94
68 6,7 7,9 774 759 33 26 96 97
73 7,6 7,7 834 769 151 133 82 84
103 7,5 6,7 785 780 649 636 17 19
108 8,0 7,7 855 847 518 485 39 43
111 8,0 7,3 755 750 395 364 48 52
118 8,0 6,7 798 760 595 555 25 30
120 8,0 6,5 800 780 588 556 26 30
130 8,0 6,6 795 793 442 416 44 48
133 7,8 6,9 837 800 460 437 45 48
137 7,8 7,4 755 750 387 384 49 49
140 7,7 6,7 811 777 401 364 50 55
144 7,5 6,9 788 759 389 365 51 54
Etapa IV
150 7,5 7,1 612 601 149 139 74 77
153 7,8 7,5 635 584 194 178 70 72
158 7,8 7,0 632 580 217 168 66 73
161 7,5 7,5 619 600 154 141 75 77
165 7,7 8,2 680 667 153 109 77 84
178 7,8 7,4 666 658 269 214 60 68
181 7,9 7,8 712 707 133 123 81 81
193 7,9 7,5 700 695 109 75 81 89
200 6,5 6,9 640 593 70 60 89 90
215 6,5 7,0 635 595 69 61 89 90
223 7,1 7,6 658 626 132 91 80 86
231 6,7 7,7 564 421 109 93 80 83
247 7,2 7,5 590 580 88 61 85 89
254 7,0 7,2 550 545 52 91 90 90
279 7,0 7,2 560 550 41 40 92 92
282 7,2 7,3 533 506 63 61 88 88
285 7,1 7,4 519 394 64 58 87 88



300 7.8 7.4 615 567 42 34 93 94
302 72 7.6 434 334 78 57 82 86
306 7,2 7,5 370 325 45 40 88 94
313 7.1 7.4 515 474 66 60 87 88
Tabela D2. Parametros fisico-quimicos do afluente e efluente do reator R1
(continuagao)
Tempo de Alcalinidade Afl  Alcalinidade Efl AVT CH,
Operacao (mgCaCOs/L)  (mgCaCO3/L) Efl (mmol/L)
(d) (mgHac/L
Etapa |
16 147 280 12 8.5
18 138 289 18 8,6
20 130 301 14 9,9
23 122 330 12 14,9
27 122 314 12 11,0
Etapa II
31 32 252 12 10,5
34 32 252 12 10,5
40 133 332 8 11,5
48 135 319 9 8,3
52 152 348 9 17,5
Etapa II1
59 76 487 13 13,6
62 83 344 12 13,0
65 103 378 7 12,4
68 110 352 9 10,0
73 197 353 27 16,3
103 208 262 57
108 190 206 155 3,46
111 200 239 154 3,85
118 200 132 195 2,0
120 200 97 191 3,2
130 197 174 150 1,50
133 210 233 144 1,85
137 212 223 141 4,16
140 227 209 124 9,4
144 201 309 103 -
Etapa IV
150 201 272 52 1,77
153 243 290 33 2,56
158 240 294 44 1,72
161 208 374 26 1,50
165 190 320 26 2,70
178 200 365 17 8,9
181 239 362 42 2,7
193 200 433 16 -
200 250 650 29 2,00
215 240 450 28 2,1
223 234 326 28 6,7
231 266 333 28 4,9
241 250 453 36 4,0
247 290 460 40 3,3
254 270 451 24 5,4



282 222 316 32 4,3

285 227 401 34 5,0
300 252 327 41 3,1
302 135 318 36
306 254 328 43 7,0
313 207 311 28

Tabela D3. Eficiéncia de remogao de LAS no reator R1

Tempo de Afluente (mg/L) Efluente Eficiéncia de
Operagdo (d) (mg/L) Remocdo (%)
Etapa II
31 7,0 0,5 93
34 6,0 0,4 93
40 7,5 1,5 80
48 7,0 1,9 73
52 7,0 4,6 34
Etapa III
59 14,0 4,4 68
62 14,0 2,0 86
65 13,0 5,0 61
68 13,0 5,0 61
73 12,0 12,0 0
103 14,0 8,7 38
108 14,0 14,0 0
111 14,0 14,0 0
118 14,0 10,0 28
120 14,0 12,0 14
130 14,0 12,0 14
133 13,0 10,0 23
140 14,0 11,6 14
144 14,0 11,6 14
Etapa IV
153 14,0 13,0 7,0
158 14,0 12,7 9,3
161 14,0 12,0 14
165 14,0 10,7 23
178 12,0 8,0 33
181 12,0 7,9 34
182 13,0 9,0 30
183 14,0 10,4 25
193 14 7,2 48
200 14 5,3 62
215 14 8,1 42
223 14 7,8 44
224 14 8,0 43
231 14 7,9 43
237 14 7,8 44

240 14 6,1 56



247
300
302
306
312
313

14
12
14
14
12
14

7,1
5,9
7,7
7,0
6,1
6,9

49
50
45
50
49
51

Tabela D4. Parametros fisico-quimicos do afluente e efluente do reator R2

Tempo de pH pH DQOb DQOt DQOb DQOf E DQOb E DQOf
Operagédo Afl Efl Afl Afl Efl Efl % %
(d) (mg/L) (mg/L)  (mg/L)  (mg/L)
Etapa |
16 7,5 8,0 750 713 57 55 92 93
18 7,8 8,2 768 734 42 42 94 94
20 7,7 8,3 787 740 56 43 93 94
23 7,7 8,0 807 734 39 30 95 96
27 7.8 8,3 785 744 55 44 93 94
Etapa II
31 7,9 8,0 837 753 42 38 91 95
34 6,7 8,2 743 686 89 74 88 90
40 7,5 8,2 808 783 46 46 94 94
48 6,8 8,2 784 710 57 46 93 94
52 7,8 7,6 818 804 55 32 93 96
Etapa III
59 6,9 8,1 777 648 55 44 93 94
62 7,4 8,0 667 578 53 49 92 93
65 6,8 8,1 768 767 44 35 94 95
68 6,7 7,9 760 725 33 18 96 98
73 7,9 7,5 826 782 120 112 85 86
103 7,5 7,3 785 785 333 329 57 58
108 7,6 7,5 753 753 353 303 53 60
111 8,0 7,7 755 750 528 506 30 33
118 8,0 6,9 798 760 293 255 63 68
120 8,0 6,9 800 780 232 225 71 72
130 8,0 6,9 642 640 280 233 56 64
133 8,0 73 674 647 194 154 71 77
137 7,8 7,3 746 745 210 190 72 74
140 7,7 6,9 679 660 239 229 65 66
144 7,5 6,7 785 746 246 220 69 72
Etapa IV
150 7,6 7,0 578 545 199 187 65 68
153 7,5 7,2 564 548 158 117 72 79
158 7,5 7,0 565 549 176 168 69 70
161 7,5 7,4 553 550 154 133 72 76
165 7,9 7,9 633 601 153 115 76 82
178 7,9 7,6 636 625 202 144 68 77
181 7,6 7,7 660 614 156 142 76 78
193 7,6 7,4 665 660 128 103 80 83
200 7,2 6,9 556 545 98 90 82 83
215 7,2 6,9 560 555 82 80 85 86
223 7,4 73 448 440 117 91 74 83
231 6,9 73 562 421 84 78 85 86
241 7,0 72



247 7.1 75 474 470 80 75 83 84
254 70 70 460 450 60 55 87 88
ETAPA IV
279 70 72
282 72 76
285 7,1 73
300 70 78
302 82 7.1
306 82 715
313 76 74

Tabela D5. Parametros fisico-quimicos do afluente e efluente do reator R2

(continuacao)

Tempo de Alcalinidade Afl  Alcalinidade Efl AVT CH,
Operagdo (mgCaCOs/L)  (mgCaCOs/L) Efl (mmol/L)
(d) (mgHac/L
Etapa |
16 147 334 23 11,9
18 146 327 19 6,7
20 132 323 15 13,4
23 131 321 15 17,5
27 117 311 12 13,6
Etapa Il
31 32 260 12 10,9
34 32 260 11 6,9
40 133 311 14 19,4
48 82 331 10 10,9
52 152 381 13 11,6
Etapa III
59 96 331 15 18,5
62 82 288 17 19,2
65 124 365 10 17,1
68 73 369 11 16,2
73 204 370 17 15,1
103 208 347 13
108 185 254 77 12,3
111 190 327 82 5,5
118 210 248 51 12,1
120 200 304 36 10,8
130 200 308 57 2,80
133 208 328 19 11,54
137 227 262 33 14,00
140 226 330 51 22,0
144 201 283 47 20,0
Etapa IV
150 189 330 26 10,4
153 200 325 25 9,00
158 200 327 26 12,04
161 216 357 21 16,6
165 187 419 23 22,3
178 200 343 24 6,3
181 206 338 18 5,1
193 200 433 16 -



200 210 698 14 1,77

215 200 425 15 5,1

223 180 274 20 54

231 196 316 32 8,2

241 200 411 40 5,0

247 208 485 28 5,0

254 200 419 28 2,0
Etapa IV

279

282 214 176 22

285 195 207 32

300 234 178 25

302 159 190 34

306 195 183 17

313 196 192 13

Tabela D6. Eficiéncia de remog¢ao de LAS no reator R2

Tempo de Afluente Efluente Eficiéncia de
Operagao (mg/L) (mg/L) Remogao
(d) (%)

Etapa II
31 8,0 1,3 84
34 7,0 1,7 66
40 8,0 2,7 66
48 7,0 2,0 71
52 8,0 2,7 66

Etapa III
59 13,5 7,0 48
62 14,0 4,5 68
65 13,0 2,7 79
68 14,0 3,2 77
73 12,0 8,5 33
103 14,0 10,0 28
108 14,0 13,5 3,5
111 14,0 9,5 32
118 14,0 11,0 21
120 14,0 12,5 11
130 14,0 11,5 18
137 14,0 11,0 21
140 13,0 10,5 19
144 14,0 10,0 28

Etapa IV
150 14,0 10,0 28
153 14,0 12,0 14
158 14,0 12,5 11
161 14,0 12,0 14
165 14,0 11,0 21
178 13,0 8,7 33
181 12,0 7,4 38
182 12,0 6,8 43
183 14,0 9,8 30
193 14,0 8,9 36
200 14,0 5,0 64
215 14 8,2 41

223 14 8,7 37



224 14 7,9 43
231 14 7,9 43
236 14 8,1 42
237 14 7,6 46
240 14 7,8 44
244 14 7,6 46
247 14 7,6 46
Etapa V
279 14 12,4 11
282 14 13,7 0
285 14 10,6 24
300 14 6,2 55
302 14 5,2 63
306 14 4,7 66
312 14 1,9 86
313 14 1,3 91




Apéndice E — Variacao Espacial no Reator
Anaerobio Horizontal de Leito Fixo

(R1 e R2)
Tabela E1. Variacdo espacial no reator R1 na primeira etapa de operagao
Parametros L/D E
(%)
(mg/L) 0 10 14 19 20
DQO¢ 765 516 111 77 57 54 93
Acido acético 12,8 97,7 594 372 18,5 <LD <LD
Acido propiénico 0 493 31,7 147 25 <LD <LD
LD — Limite de Detecgao
Tabela E2. Variagao espacial no reator R1 na segunda etapa de operagao
Parametros L/D E
(%)
(mg/L) 0 1 5 10 14 19 20
DQO¢ 705 575 224 95 85 62 48 93
Acido acético 278 64,5 345 56 08 <LD <LD
Acido propibnico <LD 293 190 <LD <LD <LD <LD
S04~ 1,0 160 90 90 50 30 20
LAS 7,0 5,0 4.9 5,6 4,8 4,5 4,6 34

LD — Limite de Detec¢ao



Tabela E3. Variagdo espacial no reator R1 na terceira etapa de operacao

Parametros L/D
(mg/L) 0 1 5 10 14 19 20 E
1* Variacdo (%)
Espacial (68dias)
DQO¢ 774 759 574 310 157 155 135 83
Acido acético 77,9 156,7 66,2 13,1 6,0 <LD <LD

Acido propiénico | <LD 57,1 29,2 0,8 <LD <LD <LD
Acido isobutirico | <LD 0,21 <LD <LD <LD <LD <LD

SO, 7,0 11,0 11,0 11,0 7,0 6,0 2,0
S2 0,05 0,63 0,91 0,75 0,83 090 0,13
LAS 150 12,1 12,0 12,1 10,8 124 11,8 | 21
""" 2*Variagio | e
_Espacial (144dias) |
DQO; 785 685 613 609 652 651 649 | 17

Acido acético | <LD 944 2452 2680 276,77 278,7 304
Acido propiénico | <LD 31,9  102,5 120,8 126,7 1259 303

Acido isobutirico | <LD  <LD 1,9 2,9 3,5 4,4 0,7
Acido butirico <LD <LD 8,0 8,9 10,6 12,0 <LD
Acido isovalérico | <LD <LD 6,8 8,4 9.4 11,3 <LD
SO4* 7,0 11 6 6 13 9 14
s> 0 0,5 0,7 1,2 1,9 1,5 1,6
LAS 14 8,9 5,0 9,2 7,7 7,5 8,7 | 38

LD — Limite de Deteccao



Tabela E4. Variacao espacial no reator R1 na quarta etapa de operagao

Parametros L/D
(mg/L) 0 1 5 10 14 19 20 E(%)
1* Variagdo Espacial
(200 dias)
DQO¢ 593 226 118 70 52 63 60 90
Acido acético <LD 44,1 31,3 303 33,3 28,5 408
Acido propionico <LD 169 152 14,0 18,9 123 15,2
SO~ 10 1,0 3,0 1,0 2,0 3,0 5,0
S* <LD 06 05 08 12 1,5 1,0
LAS 14 8,4 7,9 7,9 7,8 7,0 7,0 50
2% Variagdo Espacial
(312 dias)
""""""" DQO; | 407 205 174 141 132 128 121 | 70
Acido acético <LD 143 12,11 <LD <LD <LD <LD
Acido propidnico <LD 0,8 <LD <LD <LD <LD <LD
SO, 8,0 3,0 7,0 2,0 1,0 2,0 1,0
S* 0 0,9 1,1 1,0 0,9 0,9 0,5
LAS 14 7,0 4,5 7,0 6,6 6,7 7,1 49
LD — Limite de Detec¢ao
Tabela ES. Variagdo espacial no reator R2 na primeira etapa de operagao
Parametros L/D E
(%)
(mg/L) 0 1 5 10 14 19 20
DQO¢ 744 437 95 49 47 44 44 94
Acido acético 9.4 66,9 169 <D <LD <LD <LD
Acido propidnico <LD 295 79 <LD <LD <LD <LD

LD — Limite de Deteccdo



Tabela E6. Variagdo espacial no reator R2 na segunda etapa de operagao

Parametros L/D E
(%)
(mg/L) 0 1 5 10 14 19 20
DQOf 804 549 376 315 69 50 32 96
Acido acético 23,1 438 53 09 <D <LD <LD
Acido propidnico <LD 214 <D <LD <LD <LD <LD
SO42- 8,0 17,0 140 4,0 3,0 2,0 0,0 100
LAS 7,9 2,5 4.6 3,6 3,7 2,5 2,7 66
LD — Limite de Detecgao
Tabela E7. Variagdo espacial no reator R2 na terceira etapa de operacdo
Parametros L/D E
(mg/L) 0 1 5 10 14 19 20 (%)
1* Variagdo Espacial
(68 dias)
DQO¢ 796 757 735 622 414 242 131 83
Acido acético 13,6 82,7 102 <LD <LD <LD <LD
Acido propiénico <LD 30,0 1,7 <«LD <LD <LD <LD
SO, 8 20 13 8 4 2 1 87
S* 0,04 086 092 02 035 050 0,04
LAS (mg/L) 14,9 12,6 11,6 10,1 10,7 10,6 10,9 27
2% Variagdo Espacial
o (4Adies) L
DQO¢ (mg/L) 785 496 482 386 284 287 289 63
Acido acético (mg/L) <LD 130,6 152,7 94,4 442 312 32,0
Acido propidnico <LD 535 91,2 83 453 17,4 129,7
(mg/L)
Acido isobutirico <LD <LD 097 1,0 0,24 <LD 4,7
(mg/L)
Acido butirico (mg/L) | <LD 0,37 6,7 1,2 <LD <LD 12,8
Acido isovalérico <LD 091 62 61 45 21 121
(mg/L)
SO4* (mg/L) 8 12 9 10 7 11 15
S* (mg/L) 0 0,6 0,54 022 0,06 041 0,28
LAS (mg/L) 14 11,1 10,8 11,1 11,1 9,3 9,9 29

LD — Limite de Detec¢ao



Tabela E8. Variacao espacial no reator R2 da quarta etapa de operagao

Parametros L/D E
(mg/L) 0 1 5 10 14 19 20 (%)
DQO¢ 545 284 144 105 105 97 90 83
Acido acético <LD 50,6 47,1 275 220 146 124
Acido propioénico <LD 21,2 259 7,9 2.9 1,6 0,5
SO~ 5,0 4,0 6,0 2,0 7,0 3,0 15,0
s* 0 1,4 1,5 1,1 1,1 1,4 1,2
LAS 14,0 7,9 7,3 7,4 6,8 6,5 7,0 50
LD — Limite de Detec¢ao
Tabela E9. Variagdo espacial no reator R2 na quinta etapa de operagao
Parametros L/D E
(mg/L) 0 1 5 10 14 19 20 (%)
DQO¢ <50 <50 <50 <50 <50 <50 <50
SO~ 1 1 1 47 0 16 3
S* 0 0,02 0,03 0,11 0,14 0,12 0,06
LAS 14,0 5,5 5,0 3,2 3,1 2,2 1,9 86




Apéndice F — Seqiiéncias obtidas no Genbank

Tabela F1. Seqiiéncias obtidas no Genbank relacionadas aos clones das amostras do

reator R1
Clone NuUmero de Descri¢do do Genbank Similaridade
Acesso no (%)
Genbank
1 RIAAIMI13r Bactéria anaerdbia ndo cultivada clone B- 95/94
1AB (Lagoa anaerdbia de suinocultura)
2 R1AA4T7 Bactéria anaerdbia ndo cultivada clone B- 96/97/96
1AB (Lagoa anaerdbia de suinocultura)
“Aminiphilus restrictus” (bactéria 92/97/94
anaerobia degradadora de aminoacidos
encontradas em reator UASB)
3 RIAAST7 Bactéria anaerdbia ndo cultivada, clone 96/98/89
B-1AB (Lagoa anaerdbia de suinocultura)
4 R1AAG6 Bactéria ndo cultivada, clone cc152 (ileo 94
e ceco de galinhas)
Clostridium sp. N8 linhagem N6 (fezes 93/100
humanas)
Ruminococcus gnavus ATCC 29149 94
5 R1AA9T7 Bactérias ndo  cultivadas  mlel42 97/98/96
(Deferribacteres; Synergistes)
(biorreatores utilizados no tratamento de
agua residudria de industria farmacéutica)
6 R1AA10 Bactéria ndo cultivada clone cc152 94
7 R1AA11T7 Bacteria ndo cultivada clone 89/98/96
01212 B SD P15 (digestor anaerdbio
de lodo)
Bactéria anaerdbia ndo cultivada clone B- 91/94/98
1AB (Lagoa anaerdbia de suinocultura)
“Aminiphilus restrictus™ (bactéria 89/98/94
anaerobia degradadora de aminoacidos
encontradas em reator UASB)
8 RI1IAAI2T7 Bactéria anaerobia ndo cultivada clone B- 92/94/92
1AB (Lagoa anaerdbia de suinocultura)
9 R1AB2T7 Bactéria anaerdbia nao cultivada clone B- 96/98/85
1AB (Lagoa anaerdbia de suinocultura)
Bactéria ndo cultivada MTCE-T2 11H;
Decloragdo redutiva de TCE
10 R1AB3 AY982969 Bactéria ndo cultivada clone L178 gene 94
RNAr 168, seqiiéncia parcial
X94967 Ruminococcus ganvus 94
11 R1AB4T7 AY953151 Bactéria ndo cultivada clone B-1AB gene 96
RNAr 168, seqiiéncia parcial
AY 642589 Aminiphilus restrictus, gene RNAr 168, 92
seqiiéncia parcial
Aminomonas paucivorans, gene RNAr 92

168, seqiiéncia parcial
Sporomusa malonica (Clostridia, 95/91/91



12

13

14

15

16

17

18

R1AB6M13r

R1ABST7

R1ABIT7

RI1ABI12T7

R1AC1

RI1AC3T7

RI1ACAT7

AF069287
L08066
U817606
AY214180
AY218598
AJ009459
AJ010964
AJ010961
AJ279799
AJ506192
AJ279801
AF071415
AY519200

AJ508928

AY654328
AF280863

AY353956

DQ088208
AY654328

AF280863

AY654328

Clostridiales; Acidaminococcaceae;

Sporomusa)

Anaerovibrio burkinabensis DSM 6283
(T) (Clostridia, Clostridiales;
Acidaminococcaceae)

Anaeromusa acidaminophila DSM 3853
(Clostridia; Clostridiales;
Acidaminococcaceac)

Aminobacterium  colombiense,  gene
RNAr 168, seqiiéncia parcial

Synergistes jonesii , gene RNAr 16S
Eubactéria ndo identificada, clone
vadinCA02, gene RNAr 16S, seqiiéncia
parcial

Bactéria ndo cultivada clone ZZ1204,
gene RNATr 168, seqiiéncia parcial
Bactéria ndo cultivada clone KD2-97,
gene RNATr 168, seqiiéncia parcial
Bactéria ndo cultivada clone SJA-29,
gene RNATr 168, seqiiéncia parcial
Acetonema longum DSM 6540(T), gene
RNAr 16S

Anaerovibrio burkinabensis DSM 6283
(T), gene RNATr 168,

Sporomusa malonica, gene RNAr 168S,
linhagem DSM 5090Type

Sporomusa aerovorans gene parcial do
RNAr168S, linhagem TMAM3

Sporomusa sphaeroides, gene RNAr 168S,
linhagem DSM 2875 Type

Anaeromusa acidaminophila, gene RNAr
168, seqiiéncia parcial

Thermosinus carboxydivorans linhagem
Norl, gene RNAr 168, seqiiéncia parcial
Propionispora hipper

Bactéria anaerébia ndo cultivada clone B-
1AB (Lagoa anaerdbia de suinocultura)
Bactéria ndo cultivada, clone synarJEI,
gene RNAr 168, seqiiéncia parcial
Bactéria ndo cultivada mlel-42, gene
RNAr 168, seqiiénica parcial

Soehngenia saccharolytica, gene RNAr
168, seqiiéncia parcial

Bactéria nao cultivada MTCE-T2 11H;
Declorag¢do redutiva de TCE

Bactéria ndo  cultivada  mlel-42
(Deferribacteres; Synergistes)
(biorreatores utilizados no tratamento de
agua residuaria da industria farmacéutica)
Bactéria ndo cultivada, clone C19, gene
RNAr 168, seqiiéncia parcial

Bactéria ndo cultivada, clone synarJE15,
gene RNAr 168, seqiiéncia parcial.
Bactéria ndo cultivada mlel-42, gene
RNAr 168, seqiiénica parcial

Bactéria ndo cultivada, clone synarJEI,
gene RNAr 168, seqiiéncia parcial

94/93/83

95

97

95

92

91

93

94

93

92

91

94/93/95

100

93

92



19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

RIACST7

RIAC6

RIACTT7

RI1ACST7

RIACIT7

R1ACI0

R1AD2T7

R1AD3T7

R1ADAT7

RI1AD6T7

AF280863

AY353956

AF072581

AY756595

U81750

AF473845

AB062819

AF125202

AY349370

AF072581

AF161069

AY642589

AJ009498

AY654328

AF280863

AY353956

AY953151

U817606

L08066
AY654314

AB062819

Bactéria ndo cultivada mlel-42, gene
RNAr 168, seqiiéncia parcial

Soehngenia saccharolytica, gene RNAr
168, seqiiéncia parcial

Bactéria ndo cultivada, clone: Rs-N28
Aminomonas paucivorans (Firmicutes;
Clostridia; ~ Clostridiales);  anaero6bias
degradadoras de aminoacidos

Bactéria nao cultivada MTCE-T2 11H;
Decloragao redutiva de TCE

Bactéria ndo cultivada, clone LJ6, gene
RNAr 168, seqiiéncia parcial

Bactéria  ndo identificada, clone
vadinHB04, gene RNAr 16S, seqiiéncia
parcial

Acidaminoccus sp. ADV 255.99, gene
RNAr 168, seqiiéncia parcial

Bactéria ndo cultivada, gene RNAr 16S,
seqiiéncia parcial, clone: BCf4-02
Bactéria ndo cultivada W028, gene RNAr
168, seqiiéncia completa

Deferribacteres sp. oral clone JV001
Bactéria nao cultivada MTCE-T2 11H;
Decloracgéo redutiva de TCE

Bactéria ndo  cultivada  mlel-42
(Deferribacteres; Synergistes)
(biorreatores utilizados no tratamento de
agua residuaria da industria farmacéutica)
Aminomonas paucivorans (Firmicutes;
Clostridia; ~ Clostridiales);  anaero6bias
degradadoras de aminoacidos
Thermanaerovibrio acidaminovorans
Thermanaerovibrio  velox (anaerobia,
termofilica, bactéria organotrofica que
reduz enxofre)

Aminiphilus restrictus

Bactéria ndo cultivada SJA-162, gene
RNAr 16S

Bactéria ndo cultivada, clone synarJE15,
gene RNATr 168, seqiiéncia parcial
Bactéria ndo cultivada, clone mlel-42,
gene RNAr 168, seqiiéncia parcial
Soehngenia saccharolytica, gene RNAr
168, seqiiéncia parcial

Bactéria anaerdbia ndo cultivada, clone
B-1AB, gene RNAr 16S, seqiiéncia
parcial

Bactéria ndo identificada, clone vadin
CAO02, gene RNATr 168, seqiiéncia parcial

Synergistes jonesii, gene RNAr 16S
Bactéria ndo cultivada, clone synarJJOS,
gene RNAr 168, seqiiéncia parcial
Bactéria ndo cultivada, gene RNAr 16S,
seqiiéncia parcial, clone BCf4-02
Bacteria  nfo identificada, clone
vadinHB04 (reator anaer6bio de leito
fluidizado alimentado com vinhaga)

92
91/89/96

97/97/86

99

97

91

90

91

90

97

94
92/89

94/100/93
98

96/98

97/98/96

93/100/90
91

95



29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

R1AD7

R1AD8

R1AD12M13r

RIAE1

RI1AE3M13r

RI1AE3M13r

RI1AEST7

RI1AE7T7

RI1AES

RI1AE9T7

AB118592
DQ028372

AY571396

AF280863

AY756595

U81750

AY2117431

AY95315

U817606

L08066

AF069287

X99235
AY654328

AF280863

AY353956

AY548783

Phascolarctobacterium faecium
(ACM3679)  Firmicutes;  Clostridia;
Clostridiales; Acidaminococcaceae
Endosimbionte ‘TC1’ gene RNAr 16S
Nao cultivados, bactéria Gram positivas
com baixa G+C, gene RNAr 16S,
seqiiéncia parcial

Bactéria ndo cultivada, clone RsaHf311,
gene RNATr 168, seqiiéncia parcial
Bactéria  ndo cultivada mlel-42
(Deferribacteres; Synergistes),
(biorreatores utilizados no tratamento de
agua residudria da industria farmacéutica)
Bactéria ndo cultivada, clone LJ6, gene
RNAr 168, seqiiéncia parcial

Bactéria  ndo identificada, clone
vadinHB04, gene RNAr 16S, seqiiéncia
parcial

Phascolarctobacterium faecium
(ACM3679), Firmicutes; Clostridia;
Clostridiales; Acidaminococcaceae
Bactéria ndo cultivada MTCE-T2 11H;
Decloragao redutiva de TCE

Bactéria  nao cultivada  mlel-42
(Deferribacteres; Synergistes)
(biorreatores utilizados no tratamento de
agua residuaria da industria farmacéutica)
Bactéria anaerdbia ndo cultivada, clone
B-1AB (Lagoa Anaerdbia de
Suinocultura)

Bacteria anaerdbia ndo cultivada, clone
B-1AB, gene RNAr 16S, seqiiéncia

parcial
Bactéria  ndo identificada, clone
vadinCA02, gene RNAr 16S, seqiiéncia
parcial

Synergistes jonesii, gene RNAr 16S
Aminobacterium  colombiense,  gene
RNAr 168, seqiiéncia parcial
Desulfohalobium retbaense

Bacteria ndo cultivada, clone synarJE15,
gene RNAr 16S, seqiiéncia parcial
Bactéria ndo cultivada mlel-42, gene
RNAr 168, seqiiéncia parcial

Soehngenia saccharolytica, gene RNAr
168, seqiiéncia parcial

Bactéria ndo cultivada, clone 262
Clostridium sp. PPf35E6 (reator de leito
fluidizado redutor de sulfato tratando
agua residuaria contendo metais)
Clostridium aminobutyricum strain DSM
2634

Anaerovorax  odorimutans  linhagem
NorPut

Bactéria ndo cultivada MTCE-T2 11H;
Declorag¢a redutiva de TCE

92/97

99
95

92

99

96

92/96

95/98

96/98/94

97/98/96

93/100/90

97

94/100

93

94/89

90/97/90



39

40

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

RIAE10M13r

RI1AF1T7

R1AF3

RIAF5T7

R1AA3

RI1ABI1

R1ABS

R1AB7

RI1AA7

R1ABI10

RI1ADI10

R1AE4

AF280863

AY654328

AF072581

AJ563931

AJ563934

AF191739

AY297801
AF150502

AJ868423

AY297801

AB159685

AF150502

AJ868423

AY297801

AF150502

AJ868423

AB208736

AJ238567

Bactéria  ndo  cultivada  mlel-42
(Deferribacteres; Synergistes)
(biorreatores utilizados no tratamento de
agua residuaria da industria farmacéutica)

Bactéria anaerdbia ndo cultivada, clone
B-1AB (Lagoa Anaerobia de
Suinocultura)

Bactéria ndo cultivada MTCE-T2 11H;
Decloraga redutiva de TCE

Bactéria Anaerdbia ndo cultivada, clone
B-1AB (Lagoa Anaerodbia de
Suinocultura)

Bactéria ndo cultivada, clone cc152, gene
RNAr 16S

Bactéria ndo cultivada mlel-42, gene
RNAr 168, seqiiéncia parcial

Bactéria no cultivada, clone synarJE15,
gene RNAr 168, seqiiéncia parcial
Aminomonas paucivorans, gene RNAr
168, seqiiéncia parcial

Pleomorphomonas oryzae, gene RNAr
168, seqiiéncia parcial, strain F-7
Pleomorphomonas oryzae, gene RNAr
168, seqiiéncia parcial, strain B-32
Beijerinckia indica subsp. lacticogenes
DSM 1719T

Beijerinckia derxii subsp. venezuelae
DSM 2329T (bactéria metanotrofica
fixadora de nitrogénio)
Pleomorphomonas oryzae, gene RNAr
168, seqiiéncia parcial, strain F-7

Ensifer adhaerens ATCC 33212T
Pleomorphomonas oryzae, gene RNAr
168, seqiiéncia parcial, strain F-7
Pleomorphomonas oryzae, gene RNAr
168, seqiiéncia parcial, strain F-7

Apha proteobacterium pACHS81
Methylosinus sp. PW1, gene RNAr 16S,
seqiiéncia parcial

Methylocystis sp. DWT, gene RNAr 16S,
strain DWT

Alpha proteobacterium pACHI1, gene
RNAr 168, seqiiéncia parcial
Pleomorphomonas oryzae, gene RNAr
168, seqiiéncia parcial, strain B-32
Methylosinus sp. PW1, gene RNAr 16S,
seqiiéncia parcial

Methylocystis sp. DWT, gene RNAr 16S,
strain DWT

Alpha proteobacterium pACHS1, gene
RNAr 168, seqiiéncia parcial
Methylosinus sp. PW1, gene RNAr 16S,
seqiiéncia parcial

Methylosinus sp DWT, gene RNAr 16S,
strain DWT

Bacterium (AE) C021, gene RNAr 16S,
seqiiéncia parcial

Azospirillum doebereinerae, gene RNAr

97

93

95/98/94

94

92

93

96

96

93

93

96

93
97

99

97
94

94

99

99

98

94

94

97

97



52 RI1AE6

53 R1AF4

AB159685

AY297801

AY297801

AF150502

AJR68423

16S

Pleomorphomonas oryzae, gene RNAr
16S, seqliéncia parcial, strain B-32
Alpha proteobacterium pACHS1, gene
RNAr 168, seqiiéncia parcial

Alpha proteobacterium pACHS81, gene
RNAr 168, seqiiéncia parcial
Methylosinus sp. PW1, gene RNAr 16S,
seqiiéncia parcial

Methylocystis sp. DWT, gene RNAr 16S,
strain DWT

99

99

98

94

94

Tabela F2 - Seqiiéncias obtidas no Genbank relacionadas aos clones das amostras do

reator R2
Clone Numero de Descricdo do Genbank Similaridade
Acesso no (%)
Genbank
1 R2AA6 uUl6147 Clostridium saccharobutyricum P262, 99
gene RNAr, seqiiéncia parcial
AF316590 Clostridium butyricum, gene RNAr 98
168, seqiiéncia parcial
2 R2AA9 AJ863329 Bactéria ndo cultivada, gene RNAr 98
16S, clone 27RHUS52
AJ244650 Semelhante a Brevundimonas sp. LMG 98
11050, gene RNAr 16S
AY177780 Afipia sp. ndo cultivada, gene RNAr 98
168, seqiiéncia parcial
AB192400 Caulobacter sp. LO8 gene RNAr 168S, 98
seqiiéncia parcial
3 R2AA10 UEU409003  Bactéria ndo cultivada, gene RNAr 99
16S, clone HuCB31
AF371689 Bactéria ndo cultivada, gene RNAr 99
168, clone p-248-05
AY953232 Bactéria ndo cultivada clone A-3B, 99
gene RNATr 168, seqiiéncia parcial
AY007244 Clostridium glycolicum, gene RNAr 97
168, seqiiéncia parcial
DQ133569 Clostridium metallolevans, linhagem 97
AS11, gene RNAr 16S, seqiiéncia
parcial
4 R2AB2 AB127972 Kaistina koreensis, gene RNAr 168, 95
seqiiéncia parcial, strain Y9
AB159685 Pleomorphomonas oryzae, gene RNAr 97
168, seqiiéncia parcial, strain B-32
AJ458468 Methylosinus sporium, gene RNAr 168S, 93
linhagem 44/2
5 R2AB7 AF371689 Bactéria nao cultivada, clone p-248-05, 100
gene RNATr 168, seqiiéncia parcial
AF371690 Bactéria nao cultivada, clone p-55-a5, 99
gene RNAr 168, seqiiéncia parcial
AY244773 Clostridium glycolicum, gene RNAr 99



6

10

11

12

13

R2ABI12

R2AC3

R2AC4

R2AC6

R2ACI10

R2AD3

R2AD4

R2ADS

DQ133569

AF371689
AF371690
AJ404682
AJ318903

DQ133569

AY928261
AB127972
AB159685
AF371932
AF371837
Y18176
AB127972
AB174816
AB159685
AJ536839
AJ306757
X76161
AF371689
AF371690
X76750
AB021338
DQ070859
AF508103
AF371837

DQ129392

AB161371

168, seqiiéncia parcial

Clostridium metallolevans, linhagem
AS11, gene RNAr 16S, seqiiéncia
parcial

Bactéria ndo cultivada, clone p-248-05,
gene RNAr 168, seqiiéncia parcial
Bactéria ndo cultivada, clone p-55-a5,
gene RNAr 168, seqiiéncia parcial
Bactéria ndo identificada ZF5, gene
RNAr 16S

Clostridium glycolicum, gene RNAr
168, linhagem MHS5

Clostridium metallolevans, linhagem
AS11, gene RNAr 16S, seqiiéncia
parcial

Bacterium S19M31, gene RNAr 168,
seqiiéncia parcial

Kaistina koreensis, gene RNAr 168,
linhagem Y9

Pleomorphomonas oryzae, gene RNAr
168, seqiiéncia parcial, linhagem B-32
Bactéria  ndo cultivada, clone
AKIWA475, gene RNAr 16S

Bactéria ndo cultivada, clone p-2117-
$959-2, gene RNAr 16S

Clostridium disporicum, gene RNAr
16S, linhagem DSM 5521

Kaistina koreensis, gene RNAr 168,
seqiiéncia parcial

Rhizobiales bacterium RR47, gene
RNAr 16S

Pleomorphomonas oryzae, gene RNAr
16S, seqiiéncia parcial, linhagem B-32
Bactéria ndo cultivada, gene RNAr
16S, clone 263

Bactéria ndo cultivada, gene RNAr
16S, clone SHA-88

Clostridium  aminobutyricum, gene
RNAr 168, linhagem DSM 2634
Bactéria ndo cultivada, clone p-248-05,
gene RNAr 16S

Bactéria ndo cultivada, clone p-55-a5,
gene RNAr 16S

Clostridium glycolicum, gene RNAr
16S, linhagem DSM 1288T

Bacterium rM3, gene RNAr 16S
Comamonas sp. ndo cultivada, clone
nmt ct4, gene RNAr 16S, seqiiéncia
parcial

Variovorax paradoxus TG27, gene
RNATr 168

Bactéria ndo cultivada, clone p-2171-
$959-3, gene RNATr 16S

Bactéria  ndo cultivada, clone
AKI1W3585, gene RNAr 168, seqiiéncia
parcial

Clostridium sardiniense, gene RNAr
16S, linhagem DSM 600

99

99

99

98

98

98

98

98

98

99

99

99

99

99

98

97

96

94

98

98

97

99

98

96

99

93

93



14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

R2ADS

R2ADI10

R2ADI11

R2AE2

R2AE6

R2AE10

R2AF3

R2AF5

R2AF8

R2AF10

R2AGS

R2AG6

AJ237605
DQ145138
AF170418

AF371932

Y18176
AY953222

AF316590
AJ409003

AF371689
AY007244
AF371932
DQ129393
Y18176
X94198
X94200
AF371839
Y18176
AF371835

Y18176

X70905
X82874

AF072581
AF071414
AF371835
Y18176
AF371689
AF371835

AY007244

Syntrophobacter sp., gene RNAr 16S,
linhagem TsuAl

Bactéria ndo cultivada, clone A40, gene
RNAr 168, seqiiéncia parcial.
Desulfacinum sp. M40/2 CIV-2.3, gene
RNAr 168, seqiiéncia parcial

Bactéria  ndo cultivada, clone
AK1W475, gene RNATr 16S, seqiiéncia

parcial
Bactéria  ndo cultivada, clone
AK1W439, gene RNAr 168, seqiiéncia
parcial

Bactéria ndo cultivada clone p-2117-
$959-2, gene RNAr 16S, seqiiéncia
parcial

Clostridium disporicum, gene RNAr
16S, linhagem DSM 5521

Bactéria anaerdbia ndo cultivada, clone
A-2D, gene RNAR 16S

Clostridium butyricum, gene RNAr 16S
Bactéria ndo cultivada, gene RNAr
16S, clone HuCB31

Bactéria ndo cultivada, clone p-248-05,
gene RNAr 16S

Clostridium glycolicum, gene RNAr
168, seqiiéncia parcial

Bactéria nao cultivada, clone
AK1W475, gene RNAr 16S

Bactéria ndo cultiavda AKIW439, gene
RNAr 16S

Clostridium disporicum, gene RNAr
16s, linhgem DSM5521

X. agilis, gene RNAr 16S

A. caulinodans, gene RNAr 16S
Bactéria ndo cultivada, clone p-4581-
4Wb3,, gene RNAr 16S

Clostridium disporicum, gene RNAr
16S, linhagem DSM 5521

Bactéria ndo cultivada, clone p-406-03,
gene RNAr 16S

Clostridium disporicum, gene RNAr
16S, linhagem DSM 5521

S. wolinii, gene RNAr 16S (DSM 2805)
Syntrophobacter fumaroxidans, gene
RNAr 16S, linhagem MPOB
Aminomonas paucivorans, gene RNAr
16S

Thermanaerovibrio acidaminovorans,
gene RNAr 168S, seqiiéncia parcial
Bactéria ndo cultivada, clone p-406-03,
gene RNAr 16S

Clostridium disporicum, gene RNAr e
168, strain DSM 5521

Bactéria nao cultivada, clone p-248-05,
gene RNAr 16S

Bactéria ndo cultivada, clone A-3B,
gene RNAr 16S

Clostridium glycolicum, gene RNAr

94

94

92

99

99

99

99
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28

29

30

31

R2AGS

R2AG12

R2AH7

R2AEl1

R2AA3T7

R2AB3T7

AF371689

AF371835

AY007244

AF371843

X71850
AF371689

AY007244

AF371932

Y18176

AB089066

AY005447

AY349370

AY349371

AF481215

AY349372

AF481214

AY005445

AF069287

AY920216

AF227826
Y18174

AF371839

AY548781
Y18175

X98395
Y18176

X71850

AJ245413

X76164

AF275949
X76745

1685, linhagem DSM1288T

Bactéria ndo cultivada, clone p-248-05,
gene RNAr 16S

Bactéria ndo cultivada, clone A-3B,
gene RNAr 16S

C. glycolicum, gene RNAr 16S,
seqiiéncia parcial

Bactéria ndo cultivada, clone p-2194-
$959-3, gene RNAr 16S

C. chartatabidium, gene RNAr 16S
Bactéria nao cultivada, clone p-248-05,
gene RNAr 16S

C.glycolicum, gene RNAr 16S,
seqiiéncia parcial

Bactéria ndo cultivada, clone p-4936-
6Wb2, gene RNAr 16s

Clostridium disporicum, gene RNAr
16S, DSM5521

Bactéria ndo cultivada, gene RNAr
16S, clone Rs-C88

Semelhante a Flexistipes sp. oral, clone
BHO007, gene RNAr 16S, seqiiéncia
parcial

Deferribacteres sp oral, clone JV001
Deferribacteres sp. oral, clone JV006,
gene RNAr 16S

Firmicutes oral, clone MCE3 120 E3,
gene RNAr 16S

Deferribacteres sp. oral, clone JV023,
gene RNAr 16S

Firmicutes oral, clone MCE7 5E2,
gene RNAr 16S

Flexistipes-like sp. oral, clone BB062,
gene RNAr 16S

Aminobacterium  colombiense, gene
RNATr 16S

Bactéria  ndo cultivada, clone
Eldhufec341, gene RNAr 16S
Clostridium sp. 75061, gene RNAr 16S
Clostridium tertium, gene RNAr 16S,
linhagem DSM 2485

Bactéria ndo cultivada, clone p-4581-
4Wb3, gene RNAr 16S

Clostridium sp. PP{35E1

Clostridium  sartagoformum,  gene
RNAr 168, linhagem DSM 129
Clostridium sp. gene RNAr 16S
Clostridium sp. gene RNAr 16S,
linhgem DSM5521

C. chartatabidum, gene RNAr 16S,
linhagem DSM 5482

Clostridium tertium (ATCC 14573),
gene RNAr 16S

Clostridium longisporum, gene RNAr
16S, linhagem DSM 8431

Clostridium neonatale, gene RNAr 16S
Clostridium quinii, gene RNAr 16S,
linhagem DSM 67361
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33

34

R2AB6T7

R2AC2T7

R2ADIT7

X68176
AF280863
AY953151
AJ249260

L08066
AY642589
AF072581
AF071414
AF069287
AY920216
AF371839

AF227826
Y18174

Y18175
Y71850
AJ245413
Y18176
X76164

X97432
AJ276992

AY442812
DQ191710
AY426471
AJ621885
AF067964
AF072581
AY359867
AJ582758
AF227984
AF458778

U65995

Clostridium butyricum (ATCC43755),
gene RNAr 16S

Bactéria ndo cultivada mle1042, gene
RNATr 168

Bactéria anaerdbia ndo cultivada, clone
B-1AB, gene RNAr 16S

Bacterium DCE29, gene RNAr 16S
Synergistes jonesii, gene RNAr 16S
Aminiphilus restrictus, gene RNAr 16S,
seqiliéncia parcial

Aminomonas paucivorans, gene RNAr
168, seqiiéncia parcial
Thermanaerovibrio acidaminovorans,
gene RNAr 16S, DSM 6589
Aminobacterium  colombiense, gene
RNAr 168, seqiiéncia parcial

Bactéria  ndo cultivada, clone
Eldhufec341, gene RNAr 16S

Bactéria ndo cultivada, clone p-4581-
4Wb3, gene RNAr 16S

Clostrdium sp. 75064, gene RNAr 16S
Clostridium tertium, gene RNAr 168,
linhagem DSM 2485

Clostridium  sartagoformum,  gene
RNAr 168, linhagem DSM 129

C. chartatabidum, gene RNAr 16S,
DSM 5482

C. tertium (ATCC 14573), gene RNAr
16S

C. disporicum, gene RNAr 16S,
linhagem DSM 5521

Clostridium longisporum, gene RNAr
16S, linhagem DSM 8431

C. vincentii, gene RNAr 16S
Clostridium uliginosum, gene RNAr
1685, linhagem CK55

Clostridium butyricum, gene RNAr
168, seqiiéncia parcial

Bactéria ndo cultivada, clone AME
E40, gene RNAr 16S

Bactéria ndo cultivada, clone E6, gene
RNAr 16S

Desulfovibrio cavernae, gene RNAr
16S, linhagem HIMT

Desulfovibrio aminophilus, gene RNAr
168, seqiiéncia parcial

Aminomonas paucivorans, gene RNAr
168, seqiiéncia parcial

Desulfovibrio longus, linhagem DSM
6739, gene RNAr 16S

Desulfovibrio  ferrireducens,  gene
RNAr 168, linhagem CY2
Desulfovibrio mexicoense, gene RNAr
168, seqiiéncia parcial

Desulfovibrio  hydrothermalis, gene
RNAr 168, seqiiéncia parcial

Lawsonia intracellularis, gene RNAr
168, seqiiéncia parcial
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36

37

38
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40

R2AD6T7

R2AE3T7

R2AES5T7

R2AF4AT7

R2AF6T7

R2AC3T7

AY953151
U81706
CR933167
AF280863
AJ249260
L08066
AY642589
AF072581
AF069287
AF071414

AY426466
CR933167

AY642589

L08066
AY 654387

AY654328
AF481215
AY654387
AY654328
AF481215
AY005447
AY349370
AF280863
AY953151
Us81706

L08066
AY 642589

AF161069
AF069287
DQ133569
AB200713

AY548780

Bactéria anaerdbia ndo cultivada, clone
B-1AB, gene RNAr 16S

Bactéria ndo identificada, clone vadin
CAO02, gene RNAr 16S

Bactéria ndo cultivada, gene RNAr
16S, clone 009C05 B _SD P15
Bactéria ndo cultivada mlel-42, gene
RNAr 16S

Bacterium DCE29, gene RNAr 16S
Synergistes jonesii gene RNAr 16S
Aminiphilus restrictus gene RNAr 16S,
seqiiéncia parcial

Aminomonas paucivorans, gene RNAr
168, seqiiéncia parcial

Aminobacterium  colombiense  gene
RNAr 168, seqiiéncia parcial
Thermanaerovibrio  acidaminovorans
gene RNAr 16S, DSM 6589

Bactéria ndo cultivada gene RNAr 16S
Bactéria ndo cultivada gene RNAr 16S
clone 009C05 B SD P15

Aminiphilus restrictus gene RNAr 16S,
seqiiéncia parcial

Synergistes jonesii gene RNAr 16S
Bactéria nao cultivada, clone
synarJL12 gene RNAr 16S

Bactéria nao cultivada, clone
synarJL15 gene RNAr 16S

Firmicutes oral clone MCE3 120 E3
gene RNAr 16S

Bactéria  ndo cultivada, clone
synarJL12 gene RNAr 16S

Bactéria  ndo cultivada, clone
synarJL15 gene RNAr 16S

Firmicutes oral clone MCE3 120 E3
gene RNAr 16S

Semelhante a Flexistipes sp oral clone
BHO007 gene RNAr 16S
Deferribacteres sp oral clone JV 001
gene RNAr 16S

Bactéria ndo cultivada mle1042 gene
RNAr 16S

Bactéria ndo cultivada clone B-1AB
gene RNAr 16S

Bactéria ndo cultivada vadin CAO02
gene RNAr 16S

Synergistes jonesii gene RNAr 16S
Aminiphilus restrictus gene RNAr 16S
seqiiéncia parcial

Thermanaerovibrio velox Z-9701 (T)
gene RNAr 16S

Aminobacterium  colombiense  gene
RNAr 168 seqiiéncia parcial
Clostridium  metallolevans linhgem
AS11 gene RNAr 16S

Bactéria ndo cultivada gene RNAr 16S
clone 108

Clostridium sp PPf35L1 gene RNAr
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R2AHST7

R2AH6T7

R2ABI1T7

R2AB9T7

AY?244773

AJ291746

AY007244

X76750

AY438672

M59107

AY762914

AF280863

AY642589

AY278615
Us0711

AY005447

AY005445

AY005444

AF481215

AY349372

AY762914

U81706

AY 642589

L08066
AF069287

AY654328

AY654367

AY 642589

AF071414

AF481215

AY349370

AY953151

Us81706

AY 642589

16S

Clostridium glycolicum gene RNAr
16S seqiiéncia parcial sp 2002-87768
Clostridium glycolicum gene RNAr
16S linhagem RD-1

Clostridium glycolicum gene RNAr
16S seqiiéncia parcial spCINS
Clostridium glycolicum gene RNAr
16S seqiiéncia linhagem DSM 1288T
Clostridium bartlettii linhagem WAL
16138 gene RNAr 16S

Clostridium lituseburense gene RNAr
16S ATCC 25759

Bactéria ndo cultivada clone C9/S14
gene RNAr 16S

Bactéria ndo cultivada mlel-42 gene
RNATr 168

Aminiphilus restrictus gene RNAr 16S
seqiiéncia parcial

Synergistes genomosp. C1
Anaerobaculum thermotermum gene
RNAr 16S sp Rweit

Semelhante a Flexistipes sp. oral clone
BHO007 gene RNAr 16S

Semelhante a Flexistipes sp. oral clone
BB062 gene RNAr 16S

Semelhante a Flexistipes sp. oral clone
BA121 gene RNAr 16S

Firmicutes oral clone MCE3 120 E3
gene RNAr 16S

Deferribacteres sp. oral clone JV023
gene RNAr 16S

Bactéria nao cultivada clone C9/S14
gene RNAr 16S

Bactéria ndo  identificada  clone
vadinCAO02 gene RNAr 16S
Aminiphilus restrictus gene RNAr 16S
seqiiéncia parcial

Synergistes jonesii gene RNAr 16S
Aminobacterium  colombiense  gene
RNATr 168 seqiiéncia parcial

Bactéria ndo cultivada clone synarJE15
gene RNAr 16S

Bactéria nao cultivada clone
synarCHO2 gene RNAr 16S
Aminiphilus restrictus gene RNAr 16S
seqiiéncia parcial

Thermanaerovibrio  acidaminovorans
gene RNAr 16S DSM 6589

Firmicutes oral clone MCE3 120 E3
gene RNAr 16S

Deferribacteres sp oral clone JV001
gene RNAr 16S

Bactéria anaerdbia ndo cultivada clone
B-1AB gene RNAr 16S

Bactéria ndo  identificada  clone
vadinCA02 gene RNAr 16S
Aminiphilus restrictus gene RNAr 16S
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48

R2AC8T7

R2ACIT7

R2ADI12T7

R2AE12T7

Us0711
AY426466
DQO80188

L08066
AF071413

AY 642589
AJ244650
AY177780
U87785
AJ227773
DQ124680

AJ007805
AB023427

AY512823
AJ227758
AB074665
AF125194
AJ536689
AJ536688
AJ224614
AJ313028
X94204

X99469
AF399969

X94200
X94198
X67221
AY95315
AY 642589

L08066
AF072581

AF069287

AF071414

seqiiéncia parcial

Anaerobaculum thermotermum gene
RNAr 16S sp Rwecit

Bactéria ndo cultivada clone E24 gene
RNATr 168

Bactéria ndo cultivada clone B51 gene
RNAr 16S

Synergistes jonesii gene RNAr 16S
Thermanaerovibrio  acidaminovorans
gene RNAr 16S DSM 6589
Aminiphilus restrictus gene RNAr 16S
seqiiéncia parcial

Brevundimonas-like sp. LMG 11050
gene RNAr 16S

Afipia sp ndo cultivada gene RNAr 16S
seqiiéncia parcial

Afipia genosp 14 gene RNAr 16S
seqiiéncia parcial

Caulobacter sp gene RNAr 16S
linhagem FWC35

Caulobacter tundrae Z-0024 gene
RNAr 16S

Caulobacter henricii gene RNAr 16S
Caulobacter segnis linhagem
MBIC2835 gene RNAr 16S
Caulobacter vibrioides gene RNAr 16S
seqiiéncia parcial

Caulobacter henricii gene RNAr 16S
linhagem ATCC 15253 (T)

Alpha proteobacterium D-A(2)-9 gene
RNAr 16S

Caulobacter crescentus 9 gene RNAr
16S seqiiéncia parcial

Bacterium RBS4-92 9 gene RNAr 16S
Bacterium RBS4-86 9 gene RNAr 16S
Alpha proteobacterium TV6-2b 9 gene
RNAr 16S

Xanthobacter sp. MN45.1 9 gene
RNAr 16S isolado MN 45.1

X. flavus 9 gene RNAr 16S linhagem
JW/KR-1

X. tagetidis strain TagT2C

X. aminooxidans 9 gene RNAr 16S
seqiliéncia parcial

Azorhizobium caulinodans linhagem
ORS 571

X. agilis linhagem SA35

A. caulinodans strain LMG 6465
Bactéria no cultivada clone B-1AB 9
gene RNAr 16S

Aminiphilus restrictus gene RNAr 16S
seqiiéncia parcial

Synergistes jonesii 9 gene RNAr 16S
Aminomonas paucivorans 9 gene RNAr
16S seqiiéncia parcial

Aminobacterium  colombiense  gene
RNAr 168 seqiiéncia parcial
Thermanaerovibrio  acidaminovorans
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50
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52

R2AE7T&

R2AEST7

R2AFI12T7

R2A

CR933151

L08066
AY642589

AF072581
AF071414
AF069287
AY953151

L08066
AY642589

AF072581
AF071414
AF069287
X99235
U48244
AY953151

L08066
AY642589

AF072581
AF071414
AF069287
AJ244650
AY177780
U87785
AI227773
DQ124680

AJ007805
AJ227758

AB023427
AJ717391
AJ244649

DQ111026

gene RNAr 16S DSM 6589

Bactéria ndo cultivada 9 gene RNAr
16S clone 012A12 B SD P15
Synergistes jonesii gene RNAr 16S
Aminiphilus restrictus gene RNAr 16S
seqiliémcia parcial

A. paucivorans gene RNAr 16S
seqiiéncia parcial

T. acidaminovorans gene RNAr 16S
DSM 6589

Aminobacterium  colombiense  gene
RNATr 168 seqiiéncia parcial

Bactécia anaedbia ndo cultivada clone
B-1AB gene RNAr 16S

Synergistes jonesii gene RNAr 16S
Aminiphilus restrictus gene RNAr 16S
seqiiéncia parcial

Aminomonas paucivorans gene RNAr
16S seqiiéncia parcial

T. acidaminovorans gene RNAr 16S
DSM 6589

Aminobacterium  colombiense  gene
RNATr 168 seqiiéncia parcial
Desulfohalobium  retbaense HR100
(DSM 56921)

Desulfohalobium retbaense gene RNAr
16S DSM 5692

Bactéria anaerdbia ndo cultivada clone
B-1AB gene RNAr 16S

Synergistes jonesii gene RNAr 16S
Aminiphilus restrictus gene RNAr 16S
seqiliéncia parcial

Aminomonas paucivorans gene RNAr
16S seqiiéncia parcial

T, acidaminovorans gene RNAr 16S
DSM 6589

Aminobacterium  colombiense  gene
RNAr 168 seqiiéncia parcial
Semelhante a Brevundimonas sp. LMG
11050 gene RNAr 16S

Afipia sp nfo cultivada gene RNAr 16S
seqiiéncia parcial

Afipia genosp 14 gene RNAr 16S
seqiiéncia parcial

Caulobacter sp gene RNAr 16S
linhagem FWC35

Caulobacter tundrae linhagem Z-0024
gene RNAr 16S

Caulobacter henricii gene RNAr 16S
C. henricii gene RNAr 16S linhagem
ATCC 15253 (T)

Caulobacter segnis linhagem
MBIC2835 gene RNAr 16S
Phenylobacterium falsum gene RNAr
16S linhagem AC49T

Brevundimonas sp LMG 9564 gene
RNAr 16S

Brevundimonas  vesicularis  isolado
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54

55

56

57

R2ACI10T7

R2AGI11T7

R2AGIT7

R2AF2M13r

R2AG2M13r

U81706
AY953151

L08066
AY642589

AF072581
AF071414
AF069287
AY953151

L08066
AF072581

AF071414
AF069287
AY762914
AY642589

L08066
U50711

AY426471
AF072581
AF071414
AY 642589
AF069287
AY005445
DQ066697
X78073
AY188842
AY442812
X68176
X68179
Y18171

AJ458419
Ul6122

0283 gene RNAr 16S

Eubactéria ndo identificada clone
vadinCA02 gene RNAr 16S

Bactéria anaerdbia ndo cultivada clone
B-1AB gene RNAr 16S

Synergistes jonesii gene RNAr 16S
Aminiphilus restrictus gene RNAr 16S
seqiiéncia parcial

Aminomonas paucivorans gene RNAr
16S seqiiéncia parcial

T. acidaminovorans gene RNAr 16S
DSM 6589

Aminobacterium  colombiense  gene
RNATr 16S seqiiéncia parcial

Bactéria anaerdbia ndo cultivada clone
B-1AB gene RNAr 16S

Synergistes jonesii gene RNAr 16S
Aminomonas paucivorans gene RNAr
16S seqiiéncia parcial

T. acidaminovorans gene RNAr 16S
DSM 6589

Aminobacterium  colombiense  gene
RNATr 168 seqiiéncia parcial

Bactéria ndo cultivada clone C9/S14
gene RNAr 16S

Aminiphilus restrictus gene RNAr 16S
seqiiéncia parcial

Synergistes jonesii gene RNAr 16S
Anaerobaculum thermotermum gene
RNAr 16S sp Rweit

Bacteria ndo cultivada clone E6 gene
RNAr 16S

A. paucivorans gene RNAr 16S
seqiliéncia parcial

T. acidaminovorans gene RNAr 16S
DSM 6589

Aminiphilus restrictus gene RNAr 16S
seqiiéncia parcial

Aminobacterium  colombiense  gene
RNATr 168 seqiiéncia parcial

Flexistipes —like so oral clone BB06
gene RNAr 16S

Bactéria ndo cultivada FOTU25(2-78)
gene RNAr 16S

Clostridium acetobutylicum (NCP 262)
gene RNAr 16S

Clostridium sp. F7/4 gene RNAr 16S
sequencia parcial

Clostridium butyricum gene RNAr 16S
seqiiéncia parcial

C. butyricum (ATCC 43755) gene
RNAr 16S

C. beijerinckii (DSM 791) gene RNAr
16S

C. roseum gene RNAr 16S linhagem
DSM 51

C. diolos gene RNAr 168 linhagem ES
C. saccharoperbutylacetonicum N1-4
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62

R2ACI12M13r

R2AH10M13r

R2AH12M13r

R2AA5M13r

R2AB5M13r

AY426466

AF280863

L08066
AF073521

AF071414

AF072581

AF072581

AF071414

AY642589

AF161069
AF069287

AY953222

AY442812

X68176

Ul6122

AF275949

X76742

Ul6147

X76749

AF143692

X71857

AY953151

L08066
AY642589

AF072581

AF071414

AF069287

AY375053

AMO072424

AY225647

gene RNAr 16S

Bactéria ndo cultivada clone E243 gene
RNATr 168

Bactéria ndo cultivada mlel-42 gene
RNATr 168

Synergistes jonesii gene RNAr 16S
Aminobacterium mobilis gene RNAr
168 strain ILE-3

T. acidaminovorans gene RNAr 16S
DSM 6589

Aminomonas paucivorans gene RNAr
16S seqiiéncia parcial

A. pauucivorans gene RNAr 16S
seqiiéncia parcial

T. acidaminovorans gene RNAr 16S
DSM 6589

Aminiphilus restrictus gene RNAr 16S
seqiiéncia parcial

T. velox Z-9701 (T) gene RNAr 16S
Aminobacterium  colombiense  gene
RNAr 168 seqiiéncia parcial

Bacteria anaer6bia ndo cultivada clone
A02D gene RNAr 16S

C. butyricum gene RNAr 16S
seqiiéncia parcial

C. butyricum (ATCC 43755) gene
RNATr 168

C. saccharoperbutylacetonicum N1-4
gene RNAr 16S

C. neonatale gene RNAr 16S seqiiéncia
parcial

C. corinoforum gene RNAr 16S
linhagem DSM 5906

C. saccharobutylicum P262 gene RNAr
16S

C. favososporum gene RNAr 16S DSM
5907

C. gasigenes strain R26 gene RNAr
16S seqiiéncia parcial

C. puniceum gene RNAr 16S linhagem
DSM 2619

Bactéria naerobia ndo cultivada clone
B-1AB gene RNAr 16S

Synergistes jonesii gene RNAr 16S
Aminiphilus restrictus gene RNAr 16S
seqiiéncia parcial

Aminomonas paucivorans gene RNAr
168 seqiiéncia parcial

T. acidaminovorans gene RNAr 16S
seqiiéncia parcial

Aminobacterium  colombiense  gene
RNAr 168 seqiiéncia parcial

Bacteria ndo cultivada clone B141 gene
RNAr 168 seqiiéncia parcial
Holophaga sp nfo cultivada gene
RNAr 16S clone JG35-2-JT87

Bactéria Acidobacteriaceae nao
cultivada clone AT-s3-23 gene RNAr
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R2AF11M13r

U23141

AJ233939

X81185

AY 996786

AJ233908

AJ233907

AJ233902

CR93307

AF072581

AF071414

AY642589

AF069287

AF161069

AF481216

AY701758

16S

Pelobacter carbinolicus gene RNAr
16S seqiiéncia parcial

Chondromyces lanuginosus gene RNAr
16S linhagem Syt2

Magnetic coccus MP17 gene RNAr
16S (TB24)

Cystobacter sp. SDU-1 gene RNAr 16S
seqiliéncia parcial

Melittangium boletus gene RNAr 16S
linhagem Me b8

Melittangium alboraceum gene RNAr
16S linhagem Me b7

Cystobacter ferrugineus gene RNAr
16S linhagem Cb fe27

Bactéria ndo cultivada gene RNAr 16S
clone 060E02 B _SD P93

Aminomonas paucivorans gene RNAr
16S seqiiéncia parcial

T. acidaminovorans gene RNAr 16S
DSM 6589

Aminiphilus restrictus gene RNAr 16S
seqiiéncia parcial

Aminobacterium  colombiense  gene
RNATr 168 seqiiéncia parcial

T. velox Z-9701 (T) gene RNAr 16S
seqiiéncia parcial

Flexistipes sp E3 33 El oral isolado
gene RNAr 16S

Thermoanaerobacter sp. AIP 505.99
gene RNAr 168 seqiiéncia parcial
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