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RESUMO

OLIVEIRA, L. L. Remocéo de Alquilbenzeno Linear Sulfonado (LAS) e Caracterizacao
Microbiana em Reator Anaerobio de Leito Fluidificado. 2009. 176 f. Tese (Doutorado) —
Escola de Engenharia de Sdo Carlos, Universidade de Sao Paulo, S&o Carlos, 2010.

Nesse trabalho foi estudado a degradacao anaerdbia do alquilbenzeno linear sulfonado (LAS),
um surfactante amplamente utilizado na fabricacdo de detergentes e presente em esgoto
domestico e &guas residuarias industriais. Para isso foi utilizado reator anaerdbio de leito
fluidificado em escala de bancada (1,2 L) preenchido com material suporte para imobilizagcdo
da biomassa. Quatro diferentes suportes foram testados previamente em reatores de leito
fluidificado em menor escala (350 ml): carvéo ativado (R1), argila expandida (R2), pérolas de
vidro (R3) e areia (R4). Todos os reatores foram inoculados com lodo proveniente de reator
UASB utilizado no tratamento de dejetos de suinocultura e alimentados com substrato
sintético acrescido de LAS. Os reatores foram mantidos a 30 °C e operados com tempo de
detencédo hidraulica (TDH) de 18 horas. Foi possivel constatar que 0s quatro reatores foram
aptos na remocdo de matéria organica (acima de 84%) e LAS (acima de 81%),
respectivamente para concentracdo inicial média de 550 mg/L e 16,5 mg/L. No entanto,
carvao ativado e argila expandida sofreram processo de fragmentacdo durante a operacao do
reator. Assim, areia foi o material escolhido para preencher o reator em escala de bancada
devido aos bons resultados de remog¢do do LAS (99%), menor custo e facilidade de aquisicéo,
quando comparada a pérola de vidro. Ap6s 270 dias de operacdo, com concentracdes
crescentes de LAS e média de 32,3 mg/L, constatou-se que o reator em escala de bancada
removeu 93% de LAS. Todos o0s suportes adsorveram pouco LAS (maximo de
0,43 mgas/dargita) N@0 interferindo significativamente no processo de remocgéo bioldgica.
Exames microscopicos realizados durante a operacdo dos reatores mostraram que estiveram
presentes microrganismos com morfologias semelhantes a espiroquetas, bacilos, bactérias
filamentosas e cocos, entre outros. A biomassa presente no final da operagéo do reator em
escala de bancada e nos reatores menores preenchidos com pérolas de vidro (R3) e areia (R4)
foi submetida a técnica de clonagem e sequenciamento do gene 16S RNAr para o Dominio
Bacteria. Observou-se que os reatores apresentaram clones relacionados a diversos Filos

como Bacteroidetes, Proteobacteria, VVerrucomicrobia e Firmicutes, entre outros.



Palavras-chave: Areia. Argila expandida. Carvdo Ativado. Pérolas de Vidro. Reator de Leito
Fluidificado. Degradacdo Anaerobia. Surfactante. LAS. Gene 16S RNAr.



ABSTRACT

OLIVEIRA, L. L. Removal of Linear Alkylbenzene Sulfonate (LAS) and Microbial
Characterization in Anaerobic Fluidized Bed Reactor. 2009. 176 f. Thesis (Doctoral) —

Escola de Engenharia de Sdo Carlos, Universidade de S&o Paulo, S&o Carlos, 2010.

This work presents the anaerobic degradation of linear alkylbenzene sulphonate (LAS), a
surfactant widely used in the production of detergents and present in domestic and industrial
wastewaters. It was used an anaerobic fluidized bed reactor in bench scale (1,2 L) filled with
support material for biomass immobilization. Four different supports were previously tested
in small scale fluidized bed reactors (350 ml): activated charcoal (R1), expanded clay (R2),
glass beads (R3) and sand (R4). All reactors were inoculated with sludge from a UASB
reactor treating swine wastewater and were fed with a synthetic substrate supplemented with
LAS. The reactors were kept at 30 °C and operated with a hydraulic retention time (HRT) of
18 h. It was possible to note that the four tested reactors were able to remove organic matter
(higher than 84%) and LAS (higher than 81%), respectively, to initial mean value of
550 mg/L and 16.5 mg/L. However, activated charcoal and expanded clay both produced
shearing during reactor operation. Thus, sand was the chosen material to fill the bench scale
reacto because of good results of LAS removal (99%) and smaller cost and affordability
compared to glass beads. After 270 days of operation, with crescent LAS concentrations and
average of 32,3 mg/L, it was found that the bench scale reactor was able to remove LAS in
93%. All supports adsorb a few LAS (maximun of 0.43 mgias/Qciay). This value does not
interfere in biologic removal process. Microscopic tests done during the reactor’s operation
presented microorganisms with morphologies similar to spirochetes, bacillus, filamentous,
cocci and others. 16S rRNA gene sequencing and phylogenetic analysis of samples from the
bench scale reactor and smaller reactor filled with glass beads (R3) and sand (R4) revealed
that these reactors gave rise to broad microbial diversity, with microorganisms belonging to

the phyla Bacteroidetes, Proteobacteria, Verrucomicrobia and Firmicutes, and others.

Keywords: Sand. Expanded Clay. Activated Charcoal. Glass Beads. Fluidized Bed Reactor.
Anaerobic Degradation. Surfactant. LAS. Gene 16S RNArr.
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1. INTRODUCAO

Alquilbenzeno Linear Sulfonado (LAS) é o surfactante aniénico mais utilizado
mundialmente na formulacdo de detergentes e encontra-se presente em esgoto sanitario e
aguas residuarias industriais. Sua presenca em estacdes de tratamento de esgoto pode gerar
problemas como formacdo de espuma e inibicdo dos microrganismos responsaveis pelo
processo de tratamento bioldgico.

A degradagdo do LAS em sistemas de tratamento aerdbio vem sendo bastante
estudada. Eficiéncias de remocdao de até 97% foram observadas em estacfes de tratamento de
esgoto com lodos ativados (SCOTT E JONES, 2000). Essa remocdo de LAS deve-se,
provavelmente, aos fenbmenos de degradacdo e adsorcdo no lodo bioldgico. S&o, ainda,
poucos os estudos sobre a degradacdo do LAS em condigdes anaerobias.

Trabalhos em reatores anaerobios horizontais de leito fixo com biomassa imobilizada
em diferentes materiais suporte (espuma de poliuretano, carvdo vegetal, argila expandida)
obtiveram remocédo de até 35% de LAS em concentracdo inicial de aproximadamente 14 mg/L
(DUARTE et al., 2008 e 2009; OLIVEIRA et al., 2009). Além disso, analises microbioldgicas
mostraram que bactérias redutoras de sulftato estiveram presentes nos reatores indicando
possivel participacdo desses microrganismos na degradacdo do composto.

Assim, a motivacdo desse trabalho residiu na possibilidade de avaliar a degradacao do
LAS em reator anaerdbio de leito fluidificado. Tal tecnologia ainda ndo foi estudada para
remocdo de detergente e tem se mostrado bastante eficiente no tratamento de aguas
residudrias simples e complexas. O sistema de mistura do reator pode facilitar a transferéncia
de massa e, entdo, aumentar a disponibilidade do surfactante para 0s microrganismos,
aumentando a eficiéncia de remoc¢do quando comparado a outras configuracdes de reator, tais
como, UASB e leito fixo.

O reator anaerébio de leito fluidificado vem sendo estudado com sucesso na
degradacdo de &guas residuarias simples de baixa concentracdo como esgoto doméstico e
outras mais complexas contendo, por exemplo, fenol ou vinhaca. Este sistema, com biomassa
imobilizada em material suporte, favorece a retencdo de microrganismos e alcanca elevadas
eficiéncias com baixos tempos de detengdo hidraulica. Pesquisas utilizando este reator
mostraram que diversos compostos toxicos podem ser degradados e varios materiais suporte

podem ser usados para imobilizacdo da biomassa.
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Todavia, a degradacdo de LAS em reator anaerobio de leito fluidificado ainda néo foi
estudada. Pretendeu-se, entdo, através da utilizagdo de diferentes materiais suporte, da melhor
transferéncia de massa e da diluicdo da alimentacdo devido a recirculacdo existentes no
sistema de leito fluidificado, permitir maior contato dos microrganismos com o surfactante e,
assim, obter porcentagens de remocao maiores do que as obtidas até agora em trabalhos de
degradacédo anaerdbia de LAS.

Outro fator importante sobre a degradacdo de LAS é que as comunidades microbianas
presentes em reatores anaerobios capazes de degradar surfactante ndo estdo amplamente
caracterizadas. Apenas alguns trabalhos recentes apresentam resultados nessa area. Assim, 0
presente trabalho também investigou os microrganismos envolvidos na degradacdo do LAS

por meio de técnicas de Biologia Molecular.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Principal

O principal objetivo desse trabalho foi avaliar a remogdo do LAS em reator anaerdbio

de leito fluidificado preenchido com biomassa imobilizada em diferentes materiais suporte.

2.2. Objetivos Especificos

Os objetivos especificos desse trabalho foram:

» Determinar o suporte de imobilizacdo de biomassa mais adequado na remocao de LAS
entre, carvdo ativado, argila expandida, pérolas de vidro e areia;

» Determinar o potencial adsorvente dos materiais suporte;

» Verificar a eficiéncia de remoc¢do de matéria organica e LAS nas fases de operacdo do
reator de leito fluidificado em escala de bancada;

» Avaliar e caracterizar a comunidade microbiana do biofilme desenvolvido no material

suporte dos reatores anaerdbios de leito fluidificado.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A possivel contaminacdo do ambiente por surfactantes devido ao uso muito difundido
de detergentes tem sido, atualmente, objeto de estudos. Um dos surfactantes mais utilizados é
0 LAS (alquilbenzeno linear sulfonado). Esse surfactante estd presente em estaces de
tratamento de agua residuaria onde é parcialmente degradado aerobiamente e parcialmente
adsorvido no lodo que sera disposto no solo ou em aterros sanitarios. A sua biodegradacdo em
sistemas de tratamento de &gua residuaria, e posterior descarga em aguas naturais, além da

aplicagédo do lodo resultante em solo, tém sido muito pesquisadas.

3.1. Detergentes

Detergentes sdo misturas de substancias que possuem propriedades de limpeza ou
solubilizacdo. De acordo com Borsato et al. (1999), o sabdo, existente desde 0 século XXV
a.C. em nossa civilizagéo, foi o primeiro detergente utilizado.

Na composicdo dos detergentes estdo presentes agentes tensoativos que alteram as
propriedades da superficie e da interface das solu¢des aquosas. Todos 0s agentes tensoativos
tém uma caracteristica em comum, possuem uma parte da molécula hidrofilica e outra parte
hidrofobica.

Quando o agente tensoativo entra em contato com a agua, tende a ocupar a superficie
do sistema. A parte hidrofilica fica voltada para a solucdo e a parte hidrofébica para o ar
(Figura 3.1a). Esta disposicdo provoca diminuicdo da tensdo superficial da &gua.
Aumentando-se a concentracdo do agente tensoativo, este tende a ocupar a parte interna da
solugdo, formando inicialmente dimeros, trimeros, tetrdmeros, até que em determinada
concentracdo, forma micelas (Figura 3.1b).

Esta concentracdo é denominada concentracao micelar critica (CMC), caracteristica a
cada agente tensoativo e dependente da temperatura e da composicdo da solucdo aquosa. A
partir da concentracéo critica manifesta-se a acao detergente.

Os agentes tensoativos, também chamados surfactantes, podem ser classificados
quanto aos radicais hidrofilicos em anibnicos — apresentam em sua constituicdo carga
negativa; catibnicos — possuem carga positiva; ndo-ionicos — ndo apresentam nenhuma carga
em suas moléculas e anfoteros — possuem em sua estrutura um atomo de nitrogénio com carga
positiva (BORSATO et al., 1999).
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Figura 3.1: (a) Disposi¢do das moléculas do agente surfactante antes de atingir a concentragédo
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micelar critica; (b) Micela de surfactante em meio aquoso.
Fonte: BORSATO, et al., 1999.

3.2. Surfactantes ou Agentes Tensoativos

Surfactantes sdo amplamente usados em produto de limpeza doméstica e industrial.
Apdbs o uso sdo enviados a estacBes de tratamento e, entdo, descartados no ambiente através
da descarga do efluente em &guas superficiais. Geralmente, o lodo proveniente do descarte
da biomassa dos reatores de tratamento é disposto no solo ou em aterros. Devido ao uso
generalizado e elevado consumo, surfactantes e seus produtos de degradacdo tém sido
detectados em vérias concentracdes em aguas superficiais, sedimentos de rios e solos (Tabela
3.1). Segundo, Di Corcia, em 1998 a produgdo mundial de surfactantes foi de 7,2 milhdes de
toneladas.

Tabela 3.1: Concentracdo de LAS apds passar por estacdo de tratamento de esgoto (lodos

ativados)
Amostra Concentracao Referéncia
Efluente 1,09 mg/L HOLT etal., 1998
Lodo 30.200 mg/kg BERNA et al., 1989

Os surfactantes tém diferentes comportamentos e destinos no ambiente. Os cati6nicos
e ndo idnicos tém maior adsorcdo em solo e sedimentos do que os anidnicos, tais como, LAS
(YING, G.-G., 2006).
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3.3. Alquilbenzeno Linear Sulfonado

Surfactantes aniénicos (SA) sdo compostos anfipaticos que consistem de uma parte
hidrofébica (cadeia alquilica de varios comprimentos) e uma parte hidrofilica (carboxil,
sulfato, sulfonado, fosfatos, etc.) (MUNGRAY e KUMAR, 2008).

O alquilbenzeno linear sulfonado (LAS) € um surfactante aniénico que foi introduzido
no mercado em 1964, com a finalidade de substituir o tetrapropilbenzeno sulfonado que
apresenta longa cadeia carbonica com ramificagdes.

O LAS comercial é geralmente composto por uma mistura de varios homologos
(cadeias carbonicas de diferentes comprimentos — C10-Cy4). Cada homdlogo contém um anel
aromatico sulfonado na posicdo —para ligado a cadeia linear alquil em qualquer posicéo,
exceto aos carbonos terminais, como mostra a Figura 3.2 (MATTHIJS e DE HENAU, 1987).

CH,—(CHy) - CH - (CHy)p, ~CH;

SOBNa
n+m=10a 14

Figura 3.2: Estrutura do alquilbenzeno linear sulfonato

A presenca de LAS em aguas residuarias é proveniente de atividades domésticas (1 a
22 mg/L) e pode variar, de acordo com seu uso, em processos industriais (SCOTT e JONES,
2000). Atualmente, o LAS representa mais de 40% de todo o surfactante utilizado no mundo.
Estima-se que seu consumo mundial em 2000 foi em torno de 2,5 milhGes de toneladas
(SANZ et al., 2003). Dessa maneira, especial atencdo deve ser dada a sua ocorréncia e destino
no ambiente. Esse surfactante € geralmente considerado biodegradavel e sua remocdo de
aguas residudrias tem se restringido a tratamentos biolégicos convencionais (MANOUSAKI
etal., 2004).

Niveis tipicos de LAS em lodo de digestores aerébios sdo encontrados entre 100 e
500 mg/kg massa seca. Em contrapartida, lodos de digestores anaerobios podem conter em
média 5.000 e 15.000 mg/kg massa seca (MUNGRAY e KUMAR, 2008). O lodo granulado

de reator UASB fornece grande area superficial para a adsor¢éo do surfactante.
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O maior volume de surfactantes anidnicos é usado em produtos de consumo como
detergentes para lavagens de roupas, agentes de limpeza e lavagem de lougas, além de fragéo
significativa incorporada aos produtos de cuidados pessoais (MUNGRAY e KUMAR, 2008).
Apds o0 uso, concentracdes razoaveis de LAS sdo detectadas no corpo receptor, apesar de
passarem por estacOes de tratamento de esgoto sanitério e dgua residuéria (GARCIA, et al.,
2009). Por exemplo, 98% de todo o LAS usado pela populacdo foi removido em estacdes de
tratamento de esgoto, sendo o restante descartado em ecossistemas aquaticos (ALVAREZ-
MUNOS, et al., 2009).

Alvarez-Mufios, et al. (2009) determinaram a concentracdo de LAS e produtos
intermediérios da degradacdo, tais como, &cido sulfofenilcarboxilato (SPCs) em varios
ecossistemas do litoral Ibérico. Os valores foram de algumas centenas de pg/L de surfactante
proximo a descarga das aguas residudrias. A jusante, as concentracGes de LAS e, também de
SPCs, diminuiram devido a dilui¢do, adsorcao-precipitacdo e degradacao.

Aplicacdo de lodo proveniente de estacdo de tratamento de esgoto no solo é a fonte
mais significante de surfactantes aniénicos em ambientes terrestres. Gragas a agdo dos
microrganismos aerdbios presentes no solo, a degradacéo ocorre rapidamente. Knaebel, et al.
(1990) estudaram 11 solos diferentes e obtiveram meia vida de dois dias para concentracdo de
surfactante de 2 ng/gsoo

No entanto, existem efeitos de curto prazo em solos usados na agricultura que foram
alterados por lodo de esgoto contendo LAS. Foi sugerido que o LAS tem potencial para inibir
a atividade biolégica. LAS em concentracdo maior que 40-60 mg/kg massa seca pode ter
efeito toxico na reproducdo e crescimento de invertebrados do solo. Minhocas e
“enchydracids” foram quatro vezes mais sensiveis ao LAS que colémbolos e acaros
(MUNGRAY e KUMAR, 2008).

3.4. Efeitos Bioldgicos dos Surfactantes

Singh et al. (2002) avaliaram a toxicidade aguda de diferentes surfactantes comumente
usados: trés anidnicos (SDS, SDBS e SDES), dois ndo i6nicos (DHE e CTX) e dois catibnicos
(CTAB e DTDMAC) para concentragdo de 1 a 100 mg/L. Quatro espécies de peixes e duas de
invertebrados foram escolhidos como organismos testes para estudos toxicologicos e foram
classificados em ordem decrescente de peso e tamanho:

Salmo gairdneri > Cirrhina > Carassius > Gambusia > Gammarus > Chironomus
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Dentre os sete surfactantes testados, 0s pesquisadores concluiram que o mais tdxico
foi DTDMAC, enquanto, SDS foi menos toxico. A ordem geral de toxicidade para todos 0s
organismos Vvivos testados foi:

DTDMAC > CTAB > SDBS > CTX > SDES > DHE > SDS

Assim, quanto a toxicidade aquética, surfactantes catiénicos foram mais toxicos que
anionicos e estes, por sua vez, mais toxicos que ndo-idnicos, porém SDS foi uma excecéo.
CTX € néo-ibnico, porém foi mais toxico que os aniénicos SDES e SDS, provavelmente
devido a seu elevado peso molecular e presenca do anel benzénico (SINGH et al., 2002).

Quanto ao tamanho da cadeia carb6nica do surfactante, de maneira geral, a toxicidade
do LAS aumenta com o tamanho da cadeia. Este fato se deve provavelmente a maior
interacdo dos homdlogos maiores com a membrana celular. Singh et al. (2002) também
realizaram testes com os homdlogos individuais do LAS em popula¢do microbiana presente
em sistemas de tratamento de lodos ativados. A maior toxicidade foi verificada para Ci,-LAS
dentre todos os homdlogos testados (Ci-Ci4), COMO consequéncia do equilibrio entre os
processos de adsorcdo, precipitacdo e biodegradacdo. Para os homologos Ci, Ci1 € Cyo,
guanto menor o peso molecular, menor a toxicidade. Ja entre os homologos Cyz, C13 € Ciy @
relacdo é oposta, ou seja, quanto maior o peso molecular, menor a toxicidade devido a elevada
adsorcdo e menor biodisponibilidade dos homdlogos maiores.

Nos altimos anos, o uso de biomarcadores sensiveis como ferramenta para monitorar
qualidade ambiental e adaptacdo de organismos a ameacas ao ambiente, tem atraido muita
atencdo. Respostas celulares identificadas em diferentes organismos tém sido Uteis para
caracterizar a situacdo de saude dos organismos, bem como para avaliar o impacto de
parametros ambientais (ALVAREZ-MUNOZ et al., 2009).

Tem sido demonstrado que a biotransformacdo ou metabolismo de compostos
xenobidticos resulta na formacdo de espécies reativas de oxigénio. Essas espécies podem
conduzir a danos oxidativos como, por exemplo, peroxidacdo lipidica, inativacdo enzimatica,
rompimento do DNA e ligacdo covalente para proteina e acido nucléico. Células vivas tém
mecanismos de defesa para neutralizar os efeitos nocivos dos radicais 6xidos (ALVAREZ-
MUNOZ et al., 2009).

Dessa maneira, Alvarez-Mufioz e colaboradores (2009) estudaram o efeito da
exposicdo de peixe Solea senegalensis a 26 mg/L de LAS. Os danos histopatologicos
encontrados incluem fusdo lamelar, elevacdo, e estagnacdo do sangue em branquias, aumento
do namero de células nas mucosas e gotas lipidicas, descamacéo epitelial e perda do tecido do

intestino. No entanto, essas sdo respostas das quais 0s organismos podem se recuperar. O
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correto funcionamento do sistema de defesa antioxidante na auséncia de grandes variagdes, 0S
danos histopatoldgicos a curto-prazo do qual cada organismo pode se recuperar, e a presenca
de SPCs, indicam metabolismo adequado do LAS por essas espécies, e efeitos ndo-tdxicos a
nivel ambientalmente real.

A diminuicdo da concentracdo de LAS nos peixes durante a fase de depuracdo é
devido & biotransformacéo e excrecdo de metabdlitos, e a eliminagdo difusiva do composto
através de branquias ou pele para a dgua. Ap0Os esse processo 0s metabolitos sdo excretados

ativamente pela urina ou fezes, onde o trato digestivo tem papel importante.
3.5. Remocao de Surfactantes de Aguas Residuarias

Diferentes métodos tém sido empregados para tratar surfactantes, como por exemplo,
tratamento bioldgico, adsor¢do e oxidacdo avancada. Em processos de adsorcdo, lodo
indesejavel é produzido, que necessita de tratamento posterior. Tratamentos biologicos sdo
mais econdmicos quando comparados a outros metodos. Processos de oxidacdo avancada
(POAs) sdo métodos promissores para tratamento de organicos nao-biodegradaveis (DOAN e
SAIDI, 2008).

3.5.1. Processos Quimicos

Basar et al. (2004) estudaram a remocdo de surfactantes em agua residudria sintética
através da adsorcdo por carvdo ativado com area superficial de 465 m%g e particulas de
30 um, seguida de micro-filtracdo para separagdo de particulas. Foram estudados 0s seguintes
surfactantes: (1) LAS (ani6nico) e (2) CTAB, brometo de cetil trimetil amonio (catidénico) em
processo continuo com recirculagdo. O uso da microfiltracdo resultou em maior remocéao de
ambos os surfactantes quando comparada a remocdao somente por adsorcdo. Durante a
filtracdo formou-se uma segunda camada sobre a membrana que melhorou seu desempenho.

Vérios fatores foram analisados tais como, concentracdo do surfactante, pressdo na
membrana e tamanho dos poros da membrana. Os autores concluiram que as micelas do
surfactante, com tamanho menor que 20 nm, também foram retidas na microfiltragdo devido a
formacdo de uma camada sobre a membrana constituida pelo préprio surfactante. Variacdes
na temperatura, entre 20 e 40 °C ndo causaram alteragdes na eficiéncia da microfiltracdo

fons de metais podem ser removidos de uma solugio aquosa por eletrodeposicéo. Esta

técnica tem reduzida producdo de lodo, baixo custo de operacdo e nenhuma contaminagéo
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quimica da &gua tratada. Reaces eletroquimicas podem ser efetuadas a pressdo e temperatura
ambiente e podem ser facilmente encerradas desconectando a corrente da célula (DOAN e
SAIDI, 2008).

Para agua contendo ambos, ions de metal e compostos organicos, uma célula
eletrolitica pode somente remover ions de metal, mas pode ndo ser capaz de atingir a
degradacdo completa do composto orgénico na agua residuaria. Assim, Doan e Saidi (2008)
desenvolveram e avaliaram um método combinado fotocatalitico e eletroquimico para
tratamento de agua residudria de processo de revestimento elétrico, que contém metais
pesados e compostos organicos, no caso, alquilbenzeno linear sulfonado (LAS).

No sistema fotocatalitico com particulas de TiO, suspensas, o pH 6timo para
degradacdo do LAS foi 5,0. Nesse pH, 60% do LAS foi degradado apds periodo de 7 horas.
No entanto, para TiO, imobilizado em particulas de silica gel, LAS foi degradado somente em
31% devido a baixa relacdo entre a area de superficie ativa e 0 volume de liquido. No
processo combinado eletroquimico-fotocatalitico com TiO, suspenso, a remocdo de LAS
melhorou em 12% e 19% comparado com o tratamento fotocatalitico (pH 5,0) e sem controle
de pH, respectivamente.

O sistema combinado usado por Doan e Saidi (2008) pode, desse modo, ser
considerado uma possibilidade de tratamento de efluentes industriais contendo ambos, ions de

metal e compostos organicos.

3.5.2. Biodegradacdo de surfactantes

A degradacdo de surfactantes através da atividade microbiana (biodegradacao) € a
primeira transformacdo a ocorrer no ambiente. E um processo importante para remover
surfactantes presentes em éaguas residuarias em estacdes de tratamento de esgoto, e também
aprimora a remocao destes compostos no ambiente, reduzindo assim, seu impacto na biota
aquatica e terrestre. Na biodegradacdo, os microrganismos podem utilizar os surfactantes
como fonte de carbono, energia e nutrientes.

Existem muitos fatores quimicos e ambientais que afetam a biodegradacdo de
surfactantes. Os mais importantes sdo a estrutura quimica do surfactante e as condices fisico-
quimicas do meio. Diferentes surfactantes tém diferentes possibilidades de degradacdo no
ambiente (YING, G-G, 2006).
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Devido a incompleta remocgdo de LAS em estacOes de tratamento de esgoto, alguns
residuos do surfactante juntamente com os intermediérios de sua lise, como por exemplo, 0s
carboxilados sulfofenilicos (SPC), entram no corpo receptor via descarga de efluentes.
Concentracfes de mais de 100 ppb foram encontradas em &guas superficiais de rio da
Espanha (ALVAREZ-MUNOZ, et al., 2007). Concentracdes maiores foram encontradas em
amostras coletadas proximas a descarga de estacbes de tratamento de esgoto. As
concentragdes diminuiram para poucos ppb ao longo do rio como resultado da diluicéo,
sor¢do, e degradacdo.

Trabalhos envolvendo a quantificacdo de detergentes em rios e reservatorios
brasileiros ainda séo escassos. 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 formacéo de espumas produzidas por detergentes. As espumas Sao ricas
em material particulado e metais pesados como cobre, chumbo, niquel e cadmio (BARBIERI
et al., 2000). Em S&o Paulo, a concentracdo 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). No rio Macacu, Estado do Rio de Janeiro, foram encontradas
concentracOes de LAS e intermediarios de sua degradacao nas faixas de 14 a 155 ug/L e 1,2 a
14 pg/L, respectivamente. A presenca de intermediarios da degradacdo indicou que a
comunidade microbiana presente foi capaz de oxidar o LAS (EICHHORN et al., 2002).

3.5.3. Degradacdo aerobia de LAS

Dentre as alternativas técnicas disponiveis para o tratamento de aguas residuérias
contendo compostos organicos, o tratamento biolégico oferece melhores condi¢cdes por
apresentar custos relativamente baixos quando comparado ao tratamento fisico-quimico.

Culturas mistas de microrganismos encontradas no ambiente ou em estagdes de
tratamento podem degradar o LAS por processo aerobio (SCHOBERL, 1989), em etapas
definidas como biodegradacao primaria e final (SCOTT e JONES, 2000). Na biodegradacgéo
primaria, a estrutura do composto muda o suficiente para a molécula perder suas propriedades
surfactantes, enquanto que, na biodegradacdo final, ocorre a formacdo de gas carbdnico
(COy), 4gua (H,0), sais minerais e biomassa.

Em determinadas condigbes, o0 LAS podera manter-se na agua mesmo apés o

tratamento bioldgico, principalmente devido a presenca do anel aromatico que é resistente a



3. Reviséo Bibliografica 12

degradacédo. No entanto, porcentagens elevadas de remocéo (acima de 97%) foram obtidas em
alguns sistemas de tratamento de &guas residudrias utilizando processos aerébios (BRUNNER
etal., 1988).

Sob condicdes aerobias, a degradacao do LAS € realizada nos seguintes estagios:

(1) degradacéo da cadeia alquilica;

(2) degradacéo do grupo sulfonado;

(3) degradacéo do anel benzénico.

No primeiro estagio ocorre a oxidagdo do grupo metila terminal (w-oxidacdo) a acidos
carboxilicos. Podera entdo ocorrer a B-oxidagdo dos acidos carboxilicos. Nesse momento, é
importante considerar a extensdo da cadeia alquilica. Caso a cadeia seja longa,
provavelmente ndo ocorrera a [B-oxidacdo pela acdo dos microrganismos e,
conseqiientemente, podera ser degradada perdendo um atomo de carbono por vez
(c-oxidacao).

Para o segundo estagio, trés mecanismos foram propostos:

(1) dessulfonagéo hidroxidativa,

(2) catalise monooxigenase sob condicdes &cidas e

(3) dessulfonacéo redutiva.

A velocidade de degradacao é mais rapida para homologos de LAS com maior cadeia
alquilica (por exemplo, 14 carbonos) e, dentre esses, mais lenta para isbmeros que apresentam
0 grupo sulfofenil no meio da cadeia (SCOTT e JONES, 2000). Os autores sugeriram ainda a
necessidade de relacdes sintroficas dos microrganismos aerobios para degradacdo do
surfactante. Provavelmente, alguns microrganismos oxidam a cadeia alquilica e outros

participam da mineralizacdo do anel aromaético.

3.5.4. Degradacdo anaerdbia de LAS

Embora degradacdo anaerobia de LAS tenha sido reportada (ALMENDARIZ, et al.,
2001; SANZ, et al., 2003, DUARTE, et al., 2008 e 2009, OLIVEIRA, et al., 2009), as rotas
metabdlicas ndo sdo totalmente conhecidas. A limitada informacéo apenas indica as seguintes
consideracdes:

(1) LAS pode ser usado como fonte de enxofre por bactérias anaerdbias sob condicdes
limitadas de sulfato (DENGER e COOK, 1999);
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(2) Acido benzenosulfonico e benzaldeido podem ser produzidos como metabélitos na
degradacdo anaerobia de LAS (MOGENSEN, et al., 2003);

(3) Benzeno e tolueno foram encontrados em efluente de reator anaerobio usado na
degradacédo de LAS (DUARTE, 2006).

Até o final da década de 90, acreditava-se que o LAS ndo podia ser degradado por
processos bioldgicos anaerdbios. No entanto, varios estudos recentes tém mostrado que tal
biodegradacao é possivel.

Almendariz et al. (2001) estudaram a degradacdo do LAS em reator anaerdbio de
fluxo ascendente e manta de lodo (UASB) operado em dois estagios, um acidogénico e outro
metanogénico. No reator acidogénico foi adicionado Pseudomonas aeruginosa que, sob
condicdes aerdbias utiliza LAS como fonte de carbono. Os resultados indicaram, para
concentracdo de 20 mg/L de LAS, degradacdo de 41%, que ocorreu principalmente no
primeiro estagio pela atividade das bactérias acidogénicas. Embora o surfactante tenha
adsorvido no lodo, ndo inibiu os microrganismos e a producdo de &cido acético. No entanto,
no reator metanogénico os microrganismos foram inibidos pela presenca de LAS, porém
recuperados quando o surfactante foi retirado da alimentacéo.

Sanz et al. (2003) também estudaram a biodegradacdo anaerdbia do LAS em reator
UASB com indculo proveniente de reator UASB de indUstria de agucar. Foram utilizadas as
seguintes condi¢bes de alimentacdo: (1) substratos facilmente degradaveis (acetato,
propionato, butirato, lactato, metanol, etanol e sacarose) e solucdo comercial de LAS, durante
periodo de trés meses, (2) solucdo comercial de LAS, porém sem co-substratos. Ambos os
reatores foram operados com taxa de carregamento organico entre 4 e 5 mg LAS/L.dia e
tempo de detencdo hidraulica de 24 horas. O LAS foi analisado no afluente e efluente do
reator, assim como a quantidade adsorvida no lodo. Os resultados indicaram remocao
relacionada a biodegradacdo primaria de 64%, para o primeiro caso, € 85% na segunda
condicdo de alimentacdo. Nota-se que a biodegradacéo foi mais elevada na auséncia de co-
substratos do que na presenca de fontes adicionais de carbono. Essa possibilidade indicou que
0 LAS pode ser utilizado como fonte de carbono e energia pelas bactérias anaerdbias.

Os resultados obtidos por Almendariz et al. (2001) e Sanz et al. (2003) indicaram que
a degradacédo anaerobia do LAS requer consorcio de bactérias. Por meio deste conhecimento,
Mogensen e colaboradores (2003) utilizaram reator CSTR (continuous stirred tank reactor)

em escala de laboratério, semi-continuo, para estudar a degradagdo anaerdbia deste
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surfactante. Os autores testaram também reator UASB em condi¢des termofilicas alimentado
com LAS como Unica fonte de carbono.

No primeiro caso o reator foi inoculado com lodo estabilizado anaerobiamente de um
reator CSTR, em escala de laboratdrio, usado na digestdo de suspenséo de lodo secundario de
estacdo de tratamento de esgoto. O afluente foi 0 mesmo lodo diluido em meio mineral. O
reator foi mantido a 37°C, com tempo de detencdo hidraulica (TDH) de 15 dias. A
concentracdo de LAS afluente foi de 100 mg/L. Apds 130 dias de operacéo a concentracao de
LAS na fase aquosa atingiu concentragdes menores que 4 mg/L. Para aumentar a
biodisponibilidade do LAS, a quantidade de solidos totais foi diminuida diluindo-se o lodo
afluente. J& no segundo caso, o reator UASB foi inoculado com lodo granulado de reator
UASB utilizado no tratamento de efluente de polpa de papel, mantidos a 55°C e TDH de
12 horas. O afluente consistia de meio mineral com 10 mg/L de LAS e solucdo de carbonato
de sddio. Nestas condi¢cdes, com LAS como Unica fonte de carbono e energia, 37% de
remocdo foi atingida e benzaldeido foi identificado no efluente por espectdmetro de massa.
Comparando-se os dois sistemas, os autores concluiram que a biodisponibilidade do LAS no
reator UASB foi maximizada devido a falta de sélidos suspensos na alimentacéo.

Reatores UASB em condi¢Ges mesofilicas (37 °C) e termofilicas (55°C) foram
utilizados por Lobner et al. (2005) para avaliar a remocéo de LAS em concentracdo afluente
de 10 mg/L. Os reatores foram operados por 267 dias, possuiam 200 ml de volume e TDH de
2 dias. A estabilidade do processo quanto a variacdo de temperatura foi testada e notou-se ser
um fator importante na remoc¢do de LAS. Durante o estresse (diminuicdo da temperatura de
55 °C para 32 °C) ocorreu inibicdo da metanogénese acetoclastica na presenca de LAS. Na
presenca do surfactante, os microrganismos migraram para o0 centro dos granulos devido a
maior concentracdo de LAS em relacdo a solucdo, tornando os granulos maiores. Neste
trabalho, o reator termofilico apresentou resultados melhores que o mesofilico removendo
80% no primeiro caso e 40% no segundo.

Khleifat (2006) investigou a biodegradacdo do LAS por consorcio de bactérias
facultativas. Pantoea agglomerans e Serratia odorifera 2 foram isoladas do lodo de estagdo
de tratamento de esgoto. As bactérias foram submetidas a duas condi¢es distintas de
crescimento: (1) em meio minimo M9 e (2) em caldo nutriente. As culturas foram submetidas
ao crescimento, separadamente e em consorcio, nas duas condi¢des nutricionais e na presenga
de LAS. Os reatores com células suspensas foram mantidos em temperatura de 32°C e
agitacdo de 250 rpm. O autor constatou que existiu cooperacdo catabdlica, sendo que as

bactérias foram mais habeis em degradar o LAS em consorcio microbiano. Para 200 mg/L de
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LAS como unica fonte de carbono, degradacdo de 70% foi alcangada em caldo nutriente e
36% em meio minimo M9. No entanto, outras condi¢fes foram estudadas, tais como, variagcdo
do co-substrato (glicose, sacarose, maltose, manitol e &cido succinico) e variagdo da fonte de
nitrogénio (cloreto de amonio, triptona, extrato de levedura, nitrato de aménio e caseina). Em
todos os casos, a degradacdo de LAS aumentou na presenga do co-substrato de carbono e
fonte de nitrogénio atingindo sua completa mineralizagdo em 48-72 horas.

A utilizacdo de reator anaerobio horizontal de leito fixo (RAHLF) tem sido estudada
para degradacdo de LAS. Duarte (2006) utilizou dois reatores, inoculados com lodos de
diferentes origens, preenchidos com espuma de poliuretano como material suporte. Um dos
reatores foi inoculado com lodo de estacédo de tratamento de esgoto (ETE) e o outro com lodo
proveniente de reator UASB utilizado no tratamento de dejetos de suinocultura. Os reatores
foram alimentados com substrato sintético e LAS em duas concentracdes, com tempo de
detencdo hidraulica de 12 horas. Na primeira etapa foram adicionados 7 mg/L de LAS ao
substrato e na segunda, 14 mg/L de LAS nos dois reatores. Terceira etapa foi realizada no
reator inoculado com lodo de suinocultura na qual as fontes orgéanicas foram retiradas da
composicdo do substrato sintético restando na alimentacdo apenas o LAS como fonte de
carbono para 0s microrganismos.

Os resultados indicaram que a presenca de LAS na alimentacdo néo influenciou na
remoc¢do de matéria organica (em torno de 80% para ambos 0s reatores) e que os indculos,
apesar de possuirem origens distintas, foram capazes de degradar o LAS (DUARTE, 2006).

Através do balanco de massa obteve-se que 0s reatores inoculados com lodo de ETE e
de suinocultura degradaram 35% e 34% do LAS adicionado, respectivamente, apés 313 dias
de operagdo. Na auséncia de outras fontes de carbono como sacarose, extrato de levedura e
amido, a eficiéncia de remoc¢do do surfactante foi consideravelmente maior, atingindo 91%,
neste periodo de operacdo (DUARTE, 2006).

Por meio das técnicas de PCR/DGGE e recortes de bandas do gel foram identificados
microrganismos do grupo BRS, o0s quais estiveram presentes nos reatores, mesmo na presenca
de baixas concentracbes de sulfato. Segundo Duarte (2006), provavelmente, tais
microrganismos estiveram envolvidos na degradacdo do surfactante utilizando a molécula
como fonte de carbono e enxofre para realizagdo das reacGes catabdlicas e anabolicas.

Degradacdo de LAS foi também estudada em dois reatores anaerdbios horizontais de
leito fixo (RAHLF) (OLIVEIRA, 2006). Ambos os reatores foram inoculados com lodo
proveniente de reator UASB utilizado no tratamento de dejetos de suinocultura, porém os

materiais suporte foram distintos. Um dos reatores foi preenchido com carvdo vegetal e o
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outro possuia leito misto de argila expandida e espuma de poliuretano. A alimentacéo
consistia de substrato sintético acrescido de 14 mg/L de LAS. Apds 343 dias de operagdo, 0
reator preenchido com carvéo vegetal apresentou degradacao bioldgica de 28% de todo o LAS
adicionado, enquanto, no reator de leito misto foi de 27%.

A Tabela 3.2 sumariza os pontos dos principais tabalhos citados anteriormente.

Mungray e colaboradores (2008) estudaram a secagem e estabilizacdo de lodo
granulado de reator UASB em leito convencional de secagem de areia. Tal processo incluiu
espessamento, desidratacdo, armazenamento, estabilizacdo, evaporacdo, biodegradacdo
aerObia e anaerdbia, tratamento térmico, moagem, e aeracdo. Depois da aplicacdo do lodo
neste leito de secagem, parte da quantidade de &gua infiltrou, e foi coletada por um sistema de
drenagem e recirculacdo, de volta ao topo da cdmara de areia. O restante da umidade
evaporou lentamente. Neste estudo, a secagem em leito de areia reduziu a concentracdo de
surfactante anidnico, em cerca de 80% (7347 — 1452 mg/kg massa seca). Assim, a aplicacédo
do lodo anaerébio imido de reator UASB em leitos de secagem ndo so resultou na reducgéo do
volume na secagem, mas também em consideravel eliminacdo do surfactante variando de 66%
a 85%.

A cinética de secagem foi de 12 ordem. Valores de ksa (velocidade de degradacdo do
surfactante) foram encontrados como 0,034 d™ e meia vida de 20 dias. Painter e Zabel (1989)
encontraram que a digestdo anaerdbia de lodo de esgoto comeca a ser inibida em
concentracdo maior que 15.000 mg LAS/kg massa seca em lodo bruto.

Garcia e colaboradores (2009) estudaram a biodegradabilidade e toxicidade dos
surfactantes sulfonados em ambiente aquatico aerébio e anaerdbio. Para isso, cinco
surfactantes anidnicos sulfonados foram testados em concentragdo variando de 20 a
200 mg C/L (que corresponde a, aproximadamente, 15 a 150 g surfactante/kg lodo seco). No
teste aerobio, foi avaliada a concentracdo de CO, no headspace indicativa da biodegradacédo
final. Nos testes anaerobios, realizados em batelada, a producéo do biogas (metano e didxido
de carbono) foi usada para avaliar a biodegradacdo final, e comparado com um controle, sem

a adicdo da substancia testada. O tempo de incubac&o foi de cerca de 70 dias.
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Tabela 3.2: Quadro resumo dos trabalhos sobre degradacdo anaerdbia de LAS

Reator In6culo Alimentacédo TDH Material suporte ~ Temperatura irl;i'c?iil % remocao Referéncia
UASB -2 LAS mais lactose e 0 0 Almendariz et
estagios nitrato 24h i 3°C 20 mg/L 4L% al., 2001
o . o 4-5 0 Sanz etal.,
UASB UASB de industria de agucar Co-substratos 24 h - 30°C mg/L dia 64% 2003
UASB UASB de industria de agucar Somente LAS 24 h - 30°C 4-5 . 85% Sanz et al,
mg/L.dia 2003
Lodo anaerébio de CSTR
- Alfuente de ETE 15 i o <4mg/Lno  Mogensen et
Cors e Iodg_ﬁécundarlo e mais meio mineral dias e g efluente al., 2003
UASB UASB de efluente de indpustria LAS mais meio 12 h ) 55 °C 10 mg/L 37% Mogensen et
de papel mineral al., 2003
Mistura de lodo granular de de Lobner et al
UASB fabrica de lactato e lodo 2 dias - 37 °C 10 mg/L 80% N
2 2005
digerido de ETE
Mistura de lodo granular de
UASB fabrica de lactato e lodo 2 dias - 55 °C 10 mg/L 40% Lobner etal,
- 2005
digerido de ETE
Batelada Consorcio de bacterias Las mais Meio . 32°C  200mg/L  36% Khleifat 2006
facultativas minimo M9
Batelada Consorcio de bacterias LAS mais Caldo . 32°C  200mg/L  70% Khleifat 2006
facultativas nutriente
RAHLF Lodo de ETE LA EBENETED S G 30°C 14 mg/L 35%% Duarte 2006
sintético poliuretano
RAHLE UASB tra_ltando dejetos de LAS mais s_ubstrato 12 h Espuma de 30 °C 14 mg/L 34% Duarte 2006
suinocultura sintético poliuretano
RAHLF WIAEIE il Elafion 2 Somente LAS  12h EspLmE o 30 °C 14 mg/L 91% Duarte 2006
suinocultura poliuretano
RAHLF UASB tratando dejetos de  LAS mais substrato 5 021y vegetal 30 °C 14 mg/L 28% Oliveira 2006
suinocultura sintético
. . Argila expandida e
RAHLF CASPIEEMDEEESes LAY IESEIEESD ), Espuma de 30 °C 14 mg/L 27% Oliveira 2006

suinocultura

sintético

poiuretano
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O nivel de mineralizagdo aerobia foi de apenas 61% para um dos surfactantes (MES —
metil ester sulfonado), 80% para trés deles (AOS — alfaoleofino sulfonado, SAS — alcano
secundario sulfonado e di-Cg-SS — dialquil sulfosuccinato) e mais de 90% para C12(EO)3-SS —
monoalquil etoxi sulfosuccinato. Apesar de alguns alcancarem a mesma porcentagem de
biodegradacdo; a velocidade de degradacgéo foi diferente entre eles. Diferengas significativas
na biodegradacdo final sob condic¢des aerdbias entre cadeias lineares e ramificadas vém sendo
amplamente reportadas para alquilbenzenos sulfonados (SCHOBERL, 1989; SCOTT e
JONES, 2000).

No caso da degradacdo anaerdbia, a biodegradacdo primaria foi calculada pelo balango
de massa total dos surfactantes aniénicos nos digestores. Diferentes porcentagens de remogéo
foram obtidas: 10, 12, 40 e 70% para AOS, SAS, MES e di-Cg-SS e Ci12(EO)s-SS,
respectivamente. Tais diferencas podem ser atribuidas a sua estrutura molecular. Para
avaliacdo da biodegradacao final foi medida a producéo de biogas nos digestores. Para os trés
surfactantes mais persistentes (SAS, AOS e MES) a produc¢éo do biogas foi menor do que no
digestor controle (producdo enddgena). Portanto, esses surfactantes ndo foram mineralizados
nos digestores anaerobios. A inibi¢do da atividade anaerdbia aumentou com a concentracdo
do surfactante. Para a menor concentracao testada (15 g/kg lodo seco), a inibi¢cdo do biogas
produzido por SAS e AOS foi menor que 10%, enquanto, MES apresentou inibicdo de
producdo de biogas maior que 20%. No entanto, € importante destacar que, até mesmo o LAS,
que é usado em quantidades muito mais elevadas, ndo € comumente encontrado em
concentragdes mais altas que 15 g/kg lodo seco. Para a mais alta concentracdo estudada
(140 g/kg lodo seco) a inibigdo da atividade anaerdbia aumentou mais dramaticamente para
SAS e AOS (90%) que para MES (70%) (GARCIA et al., 2009).

3.6. Material Suporte para Imobilizagdo da Biomassa

Reatores com células imobilizadas séo alternativas potenciais na area de tratamento de
efluentes e, consequentemente, 0s suportes para crescimento da biomassa podem ser uma
importante ferramenta para aumentar o equilibrio microbiano necessario em reatores
empregados em tratamento de aguas residuérias.

Uma das maneiras de obter-se elevados niveis de biomassa no reator € por meio da
utilizacdo de material suporte (HUYSMAN et al., 1983; MULCAHY e SHIEH, 1987). No
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entanto, a escolha do material suporte pode ser um fator determinante na selecéo da populagéo
microbiana e diferentes suportes podem ser usados para aplicacoes especificas.

Ampla variedade desses materiais tem sido usada tanto em escala de laboratorio
quanto industrial em reatores anaerobios de filme fixo, por exemplo. Entre as vantagens do
crescimento aderido encontra-se a obtencdo de elevados tempos de retencdo de sélidos para
relativamente baixos tempos de detencédo hidraulica (PARKIN e SPEECE, 1983).

O tipo de suporte usado para imobilizacdo de biomassa anaerobia pode afetar a
eficiéncia do biorreator, uma vez que o nimero e tipo de células aderidas ao suporte podem
variar de um suporte para outro. Adesdo celular pode ser afetada por varias propriedades
fisico-quimicas do material e pela hidrodindmica do reator, que é importante durante o
estabelecimento da camada microbiana. Diferentes materiais suporte podem levar a diferentes
equilibrios microbianos que afetam diretamente o desempenho e estabilidade do reator. Além
disso, a quantidade de biomassa retida no reator é fortemente dependente do suporte. A falha
ou sucesso de um reator anaerébio em uma aplicacdo especifica pode estar diretamente ligado
com o material usado para formacao do biofilme (SILVA et al., 2006).

Os fatores que afetam a velocidade de colonizacdo dos suportes sdo a rugosidade da
superficie, porosidade total, além do tamanho dos poros e area superficial especifica. Filtros
anaerobios contendo suportes com elevada porosidade apresentam melhores eficiéncias que
reatores preenchidos com suportes ndo porosos. A eficiéncia na remocao de matéria organica
em reatores de leito fixo esta diretamente relacionada com as caracteristicas do material
suporte usado para a imobilizacdo dos microrganismos anaerébios (YANG et al., 2004).

Urrutia et al. (1999) testaram esferas de argila (5 mm de didmetro) e bioblocos de
polietileno (4 mm de didmetro por 8 mm de comprimento) para degradar substrato simulando
efluente da industria de pesca. Os autores verificaram o efeito desse efluente no biofilme de
arquéias metanogénicas desenvolvido sobre o material suporte em reatores com biomassa
imobilizada. Uma vez que a adicdo de materiais suporte para reter biomassa bacteriana em
reatores anaerobios aumenta a imobilizacdo preferencial de arqueias metanogénicas e,
consequente, aumento da producdo de metano, os autores concluiram que o aumento das
arquéias metanogénicas nos reatores com argila foi atribuido a significante contribuigdo para
imobilizar numero maior de arquéias acetoclasticas semelhantes a Methanosaeta. De fato, a
adesdo bacteriana é afetada pelas caracteristicas fisicas e quimicas do material suporte.

Uma vez que a degradacdo biol6gica pode ocorrer ap6s a adsor¢do fisica na matriz,
escolher um bom suporte é muito importante no processo de imobilizacdo celular. Carvéao

ativado granular (CAG) tem se tornado um material atrativo para imobilizagédo de biomassa
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porque proporciona area superficial mais uniforme e boa resisténcia ao esmagamento,
permitindo melhor controle operacional (MA et al., 2006).

Ao longo dos dltimos 25 anos, carvao ativado em p6 (CAP) tem sido amplamente
utilizado em conjunto com microrganismos na remoc¢do de matéria organica de aguas
residuarias (NG et al., 1987; KOLB e WILDERER, 1997; WALKER e WEATHERLEY,
1999; SIROTKIN et al., 2001). Além disso, esse material suporte é também aplicado para
tratamento de &guas residudrias contaminadas com fenol, &cidos volateis, compostos
organicos aromaticos e alifaticos (ORSHANSKY e NARKIS, 1997; HA e
VINITNANTHARAT, 2000; PANNU et al., 2003).

A média de tamanho do CAP estd em torno de 15 a 25 um. Carvéo ativado granular
(CAG) pode ser encontrado tanto na forma de granulos esmagados quanto de pellet. Durante
qualquer tipo de tratamento, os sitios disponiveis para adsorcdo no carvao ativado diminuem
com os poluentes adsorvidos resultando em menor capacidade adsortiva do carvdo. Portanto,
o carvdo deve ser substituido ou regenerado.

Além do carvdo ativado proporcionar boa capacidade de adsorcdo bacteriana, ainda,
existe a vantagem de regeneracao bioldgica ap0s sua utilizagéo.

Bioregeneracdo € definida como a renovacdo da capacidade adsortiva do carvédo
ativado por microrganismos para posterior adsorcdo. E dependente de varios fatores incluindo
biodegradabilidade, adsorbilidade e dessorbilidade do substrato, caracteristicas do carvédo
ativado e configuracdo do processo. Além disso, a bioregeneracdo pode ser otimizada
variando-se as condicBes operacionais.

A regeneracao do carvao ativado granular é mais facil que a do carvéo ativado em po.
Contudo, ambos 0s processos requerem grandes investimentos e custos operacionais. A
biodegradacdo dos compostos orgéanicos adsorvidos representa um processo alternativo para
regenerar carvao ativado. Este processo, chamado bioregeneracdo, se ocorrer durante o
tratamento pode diminuir os custos de regeneracdo e substituicdo do carvao ativado, porque
aumenta o tempo de vida tanto do CAP quanto do CAG.

Adsorcdo por carvao ativado e degradacdo bioldgica séo dois métodos importantes
usados no tratamento de aguas residuarias industriais. Com a ajuda desses métodos é possivel
eliminar praticamente todos os contaminantes da agua residuaria. Geralmente, as substancias
que séo facilmente adsorvidas sdo também dificilmente biodegradadas (SIROTKIN et al.,
2001).

Existem duas hipdteses para o processo de bioregeneracdo do carvéo ativado apos o

processo de tratamento bioldgico de aguas residudrias:
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1 — Degradagdo de substancias adsorvidas devido a exoenzimas liberadas pelos
microrganismos (RODMAN, 1973'APUD SIROTKIN et al., 2001).

2 — Regeneracdo parcial do material suporte (ANDREWS e TIEN, 1981°APUD
SIROTKIN et al., 2001).

A primeira hipdtese considera que, como o tamanho das células bacterianas € muito
grande para infiltracdo nos poros do carvdo, a biodegradacdo nos poros é substituida por
enzimas extracelulares que sdo capazes de entrar nos microporos e podem ent&o reagir com o
substrato adsorvido e promover sua lise hidrolitica. Devido a menor afinidade adsortiva dos
produtos da lise, eles sdo dessorvidos e se tornam acessiveis para a biodegradacdo pelas
ceélulas microbianas.

De acordo com a segunda hipdtese, pelo menos regeneracdo parcial do carvéo ativado
ocorreria por causa do desenvolvimento do processo bioldgico na sua superficie em
combinacdo com o0s processos de adsorcdo, dessorcdo e difusdo nos poros. As substancias
adsorvidas no carvdo (substrato para 0s microrganismos) sdo dessorvidas para o biofilme

externo e fase liquida, e se tornam acessiveis a degradacdo microbiana.

3.7. Reatores Anaerdébios com Biomassa Imobilizada

Tratamento anaer6bio tem se tornado uma opg¢do viavel tanto técnica como
economicamente para tratamento de efluentes liquidos ap6s o desenvolvimento das seguintes
configurac@es: reator anaerdbio de fluxo ascendente e manta de lodo (UASB), reator de leito
expandido granular, biofiltro anaerdbio e reator anaerobio de leito fluidificado (RALF).

O termo “biofilm reactor” refere-se a classe de biorreatores onde o biocatalisador
existe em uma forma aglomerada, tanto na superficie de um material inerte, quanto aderidos
uns aos outros. O suporte pode ser a parede do reator ou algum material inerte.
Biocatalisadores, tais como, microrganismos podem crescer aderidos uns aos outros, dando

origem ao granulo. Tipicamente, nestes reatores, a velocidade de conversdo do substrato é

! Rodman C.A. Factors involved with biological regeneration of activated carbon adsorbers. J.
Water Pollut. Control Federation 55, 1168-1173, 1973.

2 Andrews G.F. and Tien C. Bacterial film growth in adsorbent surfaces. Am. Int. Chem.
Environ. J. 27, 396-403, 1981.
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limitada pela velocidade de seu transporte do substrato através do biofilme (SARAVANAN e
SREEKRISHNAN, 2006).

O Reator Anaerébio 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 cubicas de poliuretano de 3 a 5mm de aresta e
proporcionar escoamento predominantemente pistonado.

Foresti et al. (1995) utilizaram essa configuracdo de reator para o tratamento de agua
residudria de industria de papel reciclado. O indculo utilizado foi lodo anaerdbio proveniente
de reator UASB usado no tratamento de 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 constante de 23 horas e carga organica de 2,0 kgDQO/m?.d.
Depois de 8 dias de operacdo, a concentracdo de acidos volateis efluente foi proxima de zero.
A remocdo de DQO foi de 86% no décimo dia de operacdo, demonstrando rapida adaptacéo e
crescimento da biomassa.

Posteriormente, diversos trabalhos foram desenvolvidos no tratamento de &guas
residudrias e compostos tdxicos utilizando RAHLF e biomassa imobilizada em espuma de
poliuretano (DAMIANOVIC, 1997; TELH, 2001; DE NARDI, 2002; DUARTE, 2006;
OLIVEIRA, 2006). No entanto, problemas com entupimento do leito do reator foram comuns
quando se utilizou tal suporte devido a formacdo de polimeros extracelulares em excesso
elevando a perda de carga no interior do reator e, conseqlientemente, dificultando o fluxo da
alimentacdo. Na tentativa de minimizar esse problema, a espuma de poliuretano, ou parte
dela, pode ser substituida por argila expandida (cinasita) como suporte de imobilizacdo da
biomassa.

Mensah e Forster (2003) estudaram a degradacdo de surfactante em filtro anaerdbio,
com tempo de detencdo hidraulica de 18 horas e carvao ativado como suporte de imobilizacao
da biomassa. Os autores utilizaram mistura constituida por surfactante aniénico, cati6nico,
ndo-idnico e anfotero. A vantagem de usar carvéo ativado foi relacionada com a adsorc¢éo e,
consequente controle da inibicdo. Alem disso, o LAS adsorvido pode também ser degradado
regenerando os sitios ativos do carvdo. Os autores verificaram que a capacidade de adsor¢édo
no carvéo ativado foi excedida (conforme ensaios de adsor¢éo realizados previamente) depois
de se adicionar a mistura de surfactantes na concentragdo de 4 mL/L. A remogdo do
surfactante continuou a ocorrer mesmo depois desse ponto. 1Sso mostrou que ambas, sor¢éo e
degradacéo, estavam ocorrendo simultaneamente. O experimento durou cerca de 90 dias e,

apos 65 dias, do inicio da operacao o carvao estava totalmente saturado.
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Leite (2005) utilizou reator anaerdbio horizontal de leito fixo preenchido com argila
expandida e alimentado com substrato sintético a base de glicose para producdo de &cidos
graxos volateis (AGVs). Foram testadas alimentacdes com concentracdo de glicose de 2 g/L e
4 g/L e tempos de detencdo hidraulica (TDH) de 2 horas e 0,5 hora. O autor verificou que a
argila expandida permitiu boa aderéncia da biomassa anaerdbia, principalmente para menores
tempos de detencdo hidraulica. Quanto a producdo de &cidos organicos, foi verificado que
acido acético e acido butirico predominaram no efluente do reator, seguidos pelo acido
propiénico.

Assim, o estudo de diferentes materiais suportes para imobilizacdo de biomassa faz-se
importante no tratamento de matéria organica e mesmo de compostos toxicos. No entanto, tais

estudos devem sempre estar associados as caracteristicas do reator, indculo e agua residuéria.

3.8. Reator de Leito Fluidificado

Uma vez que as velocidades de crescimento de bactérias anaerobias sao muito baixas,
elevado tempo de detencdo em reator anaerdbio é necessario para degradacao suficiente da
matéria organica. Portanto, muitas pesquisas tém sido direcionadas para o desenvolvimento de
técnicas para manter elevada concentracdo de biomassa em reatores anaerobios tratando agua
residuaria (KUBA et al., 1990).

Aléem dos sistemas anaerobios citados anteriormente, o reator anaerébio de leito
fluidificado é uma configuracdo atual que também pode ser utilizada como tecnologia para
tratamento do LAS presente em esgoto sanitario. Esse reator € comumente empregado no
tratamento de aguas residudrias industriais e sua aplicacdo tem aumentado devido as
vantagens sobre 0s processos tradicionais.

O reator de leito fluidificado consiste de um vaso cilindrico contendo meio suporte
inorganico que é fluidificado pela velocidade ascendente do liquido criada pelas taxas de
escoamento de alimentacdo e recirculagdo. Um separador no topo do reator garante a
eficiéncia de separagédo do liquido, biogas e solido. Esse sistema possui leito mével e filme
fixo e envolve a interacdo entre as fases solida, liquida e gasosa. A fase sdlida é formada pelas
bioparticulas (material suporte + biofilme) que se destinam & retengdo da biomassa no reator,
enquanto a fase liquida é constituida pelo afluente a ser tratado. A fase gasosa, por sua vez, €

oriunda da geracdo interna de biogas (FAN, 1989).
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Em reatores anaerobios de leito fluidificado, o liquido a ser tratado é bombeado
através do leito de particulas inertes (tipicamente areia com tamanho de particula entre 0,2 e
0,8 mm) a uma velocidade suficiente para causar a fluidificacdo (10 a 20 m/h). No estado
fluidificado, o meio fornece grande superficie para o crescimento biologico aderido e permite
altas concentragdes de biomassa (COOPER e SUTTON, 1983). Comparados a outros reatores
anaerdbios de alta taxa como o UASB, o sistema de leito fluidificado apresenta as seguintes
vantagens: maior capacidade de purificacdo, ndo entupimento do reator (como um filtro), sem
problemas de lavagem do lodo, além de necessitar de pequenas &reas para construcao
(HEIINEN et al., 1989).

O leito de material suporte (areia, carvao ativado, argila, pérolas de vidro, etc.)
permanece suspenso pelo resultado do movimento vertical ascendente da agua residudria a ser
tratada. Nesse leito a biomassa cresce em filmes de espessura reduzida. A fluidificacdo do
meio reduz ou elimina os problemas de entupimento, além de aumentar a retencdo de
biomassa e 0 contato desta com o substrato, permitindo, como consequéncia, reducdes
significativas dos tempos de detencdo hidraulica nos reatores (FAN, 1989).

Ao contrario de outros sistemas que empregam biofilmes, nos quais 0 meio suporte de
crescimento é fixo por gravidade ou adesdo direta a parede do reator, o sistema de leito
fluidificado permite o crescimento do biofilme em suspensao apesar das forcas causadas pelo
fluxo ascendente da agua residuéria.

O reator anaerobio de leito fluidificado pode ser considerado como de fluxo continuo,
mistura completa e homogéneo. Uma das principais vantagens desse reator refere-se a adesao
dos microrganismos nas particulas solidas. A area superficial permite alta concentracdo de
biomassa, tempo de detencdo hidraulica relativamente baixo dependendo da condicdo
avaliada, elevada velocidade de reacdo e, por isso, 0 volume do reator pode ser menor. Nesse
sistema é possivel obter elevada eficiéncia de remocdo e operacdo em regime continuo ou
intermitente (GARCIA ENCINA e HIDALGO, 2005).

O desempenho de um processo de tratamento anaerébio é definido pela capacidade de
retencdo de biomassa do reator, atividade especifica do lodo, concentracdo e
biodegradabilidade do substrato, além da vazdo da agua residuaria. Além disso, fluxo
apropriado possibilita boa distribuicdo da alimentagdo para os microrganismos, aumenta o
contato entre biomassa e substrato e reduz as limitagfes de transferéncia de substrato. O
biofilme encontrado em reatores de leito fluidificado atende a esses requisitos (PEREZ, et al.,
1998, PEREZ et al. 2001).
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Segundo Sanz e Polanco (1990), o reator anaerébio de leito fluidificado parece ser o
mais promissor para tratamento de aguas residuérias de baixa carga, como esgoto doméstico,
uma vez que o0 processo mantém grande massa de microrganismos ativos e efetiva remocao de
solidos suspensos totais.

Perez et al. (1998) compararam dois reatores anaerobios utilizados para tratamento de
vinhaca em condi¢Ges mesofilicas. Os reatores foram construidos em escala de bancada e
eram filtro anaerdbio e reator de leito fluidificado. Dois tipos de material foram usados como
suporte para a imobilizacdo da biomassa no reator: anéis de Rashig e pérolas de vidro
perfuradas. Tais suportes foram escolhidos para comparar a performance de materiais porosos
e ndo porosos em duas tecnologias anaerdbias diferentes. Para todos 0s casos, a concentracao
de biomassa aumentou com o aumento da carga organica aplicada. Os resultados mostraram
que as pérolas de vidro porosas tiveram rapido acimulo de biomassa e ndo foram suscetiveis
ao estresse de cisalhamento. Todavia, 0s anéis de Rashig foram os suportes mais adequados
para o filtro por evitar os principais problemas desse tipo de sistema, tais como, obstrucéo do
filtro quando ocorre excessivo crescimento microbiano.

No tratamento de vinhaca, o reator de leito fluidificado foi mais eficiente que o filtro
anaerdbio devido, principalmente, ao fato de favorecer o transporte das células da solucéo
para a superficie das particulas suporte e, assim, aumentar o contato entre 0s microrganismos
e 0 substrato. Dessa maneira, concluiu-se que reatores de leito fixo sdo adequados para
tratamento de aguas residuédrias de facil degradacdo ou para casos em que S40 necessarias
elevadas porcentagens de remocdo de matéria organica, enquanto, reatores de leito
fluidificado sdo apropriados para compostos xenobidticos e recalcitrantes (SEM e DEMIRER,
2003).

Aguas residuarias geradas em diferentes etapas de producdo na indUstria téxtil tém
elevado pH, temperatura, detergentes, 6leos, sélidos suspensos e dissolvidos, material toxico e
ndo-biodegradavel, cor e alcalinidade. Métodos fisicos e quimicos sdo aplicados para o
tratamento dessa agua residuéria alcangando elevada eficiéncia de remogéo de cor (HAROUN
e IDRIS, 2009). No entanto, nos ultimos anos existe uma tendéncia em usar sistemas
bioldgicos para tratamento de agua residuaria que contém cor, uma vez que 0S mais
importantes poluentes presentes no efluente de industria téxtil sdo principalmente compostos
organicos recalcitrantes, toxicos, surfactantes e compostos clorados (AOXSs), entre outros
(HAROUN e IDRIS, 2009). A natureza recalcitrante dos corantes, juntamente com sua
toxicidade aos microrganismos, torna o tratamento aerobio dificil. Assim, o tratamento

anaerébio é o mais indicado.
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Diversos sdo 0s materiais suporte utilizados para imobilizacdo de biomassa em
reatores de leito fluidificado. Além dos trabalhos citados anteriormente, Sem e Demirer
(2003) utilizaram pedra-pomes no tratamento de agua residuaria de industria téxtil. Neste
estudo, reator de leito fluidificado de 4 litros foi utilizado com temperatura controlada de
35+2°C. A pedra-pomes usada como suporte possuia diametro entre 0,25 e 1,4 mm e
densidade de 1764 Kg/m®. Durante o periodo inicial, a alimentacdo do reator continha
metanol, glicose, extrato de levedura e meio basal. Nessa fase a taxa de carregamento
organico foi gradualmente elevada. No periodo seguinte, o reator foi alimentado com &gua
residudria de industria téxtil. Este periodo de operacao foi dividido em 6 etapas. Os resultados
mostraram que na primeira etapa (sem adicdo de carbono adicional ou fontes de nutrientes), a
condicdo Otima de operacdo do reator foi alcancada quando os valores de pH e alcalinidade
foram maiores que 6,5 e 800 mg/L (como CaCO3), respectivamente. Na segunda etapa, com 0
aumento do TDH de 24 para 50 horas, a velocidade de remocéo de matéria organica diminuiu
para cerca de metade do seu valor no final da primeira etapa.

Tratamento combinado de esgoto sanitario e agua residuaria industrial foi simulado na
terceira etapa para que as necessidades nutricionais de crescimento biologico fossem supridas.
Porém, este artificio ndo resultou em nenhum ganho em termos de remogdo de cor quando
comparado a etapa anterior. Na etapa quatro, fonte de carbono exodgena (glicose, na
concentracdo de 500 mg/L) foi adicionada a dgua residuéria industrial e o tempo de detencéo
hidraulica do reator foi diminuido de 50 para 24 horas. Significante aumento na remocéo de
cor foi notado neste estagio. Na etapa seguinte a concentracao de glicose foi aumentada para
2 g/L e as velocidades de remocdo de cor e matéria organica aumentaram. Na Ultima etapa, a
concentracdo de glicose foi aumentada para mais de 5 g/L, porém nenhum aumento na
remocao de DQO ou cor foi observado (SEM e DEMIRER, 2003).

Os autores (Op cit.) observaram que existe um ponto 6timo para a adicdo de fontes de
carbono adicionais, a partir do qual, ndo ha a necessidade de aumento, visto que a degradacao
do produto desejado néo se altera.

Yang et al. (2004) estudaram quatro materiais suporte com porosidades similares
(maior que 90%), porém com diferentes caracteristicas, para imobilizagdo de microrganismos.
Dois suportes apresentavam poros (“loofah sponge” e espuma de poliuretano) e os outros dois
possuiam fibras (fibras de carbono e |a de rocha). Foram utilizados reatores de leito fluidizado
inoculados com lodo de estacdo de tratamento de esgoto, operados de modo semicontinuo
com TDH de 12 dias e alimentados com &cido acético (5 g/L) como Unico substrato organico.

Os materiais suporte e as principais morfologias celulares presentes no biofilme foram
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observados através de microscopio eletrdnico de varredura. Os autores verificaram que o
melhor rendimento de metano (maior producdo em volume) foi obtido no reator preenchido
com “loofah”. A estrutura porosa da espuma e da “loofah” revelou melhor desempenho que a
estrutura fibrosa do carbono e da 13, sob as condi¢es experimentais adotadas. Por meio dos
exames microscopicos verificou-se que as caracteristicas diferentes do material suporte
podem influenciar na aderéncia de microrganismos distintos.

Com a finalidade de estudar o desenvolvimento do biofilme em particulas poliméricas
utilizadas como meio suporte, Sader e Silva (2005) utilizaram reator anaerdbio de leito
fluidificado para tratar &gua residuaria contendo fenol. As particulas usadas foram
poliestireno, PET e PVC. Os reatores foram construidos em acrilico transparente de 5 mm de
espessura, volume de aproximadamente 770 ml e operados com concentracdo de fenol
variando de 100 a 400 mg/L. Remocdo de até 98% de fenol foi atingida no reator preenchido
com PET. A esse suporte foi atribuido melhor desempenho dentre os trés avaliados, devido a
ndo deformacdo das particulas durante a operacéo.

Damiano e Silva (2005) avaliaram o desempenho de reator anaerobio de leito
fluidificado na degradacdo da vinhaca de cana-de-agucar, sob condi¢cdes mesofilicas. A
particula utilizada como material suporte foi poliestireno. O indculo foi proveniente de reator
UASB utilizado no tratamento de &gua residuéaria de abatedouro de aves. O reator foi
construido em acrilico transparente de 5 mm de espessura e volume de aproximadamente
770 ml. O tempo de detencdo hidraulica (TDH) empregado foi de 24 h considerando todo o
volume do reator. Apos 122 dias de operacdo, remocdo de 70% de matéria organica foi
atingida para concentracdo inicial de 2.023 mg/L. Observa¢gBes microscopicas em
microscopio eletrénico de varredura (MEV) mostraram boa adesdo microbiana nas particulas
de poliestireno.

Haroun e Idris (2009) usaram reator anaerobio de leito fluidificado com carvao ativado
como material suporte para investigar a eficiéncia de remocéo de DQO, DBO e cor de adgua
residuéria real de industria téxtil. O reator foi continuamente alimentado sem suplementacéo
e, posteriormente, foi suplementado com glicose (600 mg/L) para diferentes TDHs. Os
resultados indicaram que a eficiéncia de remog&o atingiu seu ponto 6timo com adicao de co-
substrato na forma de glicose. Remocéo de DQO, DBO e cor atingiram valores de 98%, 95%
e 65%, respectivamente. Assim, 0s autores concluiram que o tratamento anaerébio comparado
aos métodos fisicos e quimicos oferece opcao viavel em termos de custo.

O desenvolvimento de biofilme anaerdbio é um processo complexo que depende de

varios fatores. Muitas interagdes ocorrem entre a superficie do meio, 0s microrganismos e o
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substrato, e todos eles influenciam na retencdo bioldgica. O reator anaerdbio de leito
fluidificado com biofilme imobilizado tem sido amplamente usado como sistema de
tratamento biologico de aguas residuarias. Tal sistema apresenta elevada eficiéncia e baixo
tempo de detencdo hidraulica (TDH), uma vez que é eficiente e estavel por usar alta retencéo
celular (AMORIM et al., 2009).

Sabendo que um dos principais pardmetros para boas eficiéncias em reatores com
biofilme aderido é a escolha do suporte, Amorim e colaboradores (2009) utilizaram argila
expandida em reator anaerobio de leito fluidificado para producdo do gas hidrogénio a partir
da fermentacdo da glicose presente em &gua residudria sintética. Tais particulas possuiam
didmetro entre 2,8 e 3,35 mm. O indculo foi obtido de reator UASB usado no tratamento de
dejetos de suinocultura. Com a diminuicao do tempo de detencdo hidraulica de 8 para 2 horas,
o rendimento da producdo de hidrogénio aumentou de 1,41 mol Hy/mol glicose para
2,49 mol Hy/mol glicose. O consumo da glicose manteve-se proximo a 90%, indicando 6tima
eficiéncia no consumo do substrato. Microscopia eletrénica de varredura das bioparticulas
mostrou que células, principalmente semelhantes a bacilos e enddsporos, cobriam a superficie
e cavidades da argila expandida, comprovando elevada retencdo de biomassa no reator.

A degradacdo do LAS em reatores anaerobios de leito fluidificado ainda ndo foi
estudada. Com base nos trabalhos realizados neste tipo de reator, pode-se observar que
diversos sdo 0s compostos toxicos degradados bem como 0s suportes possiveis para

imobilizacdo de biomassa nessa configuracao de reator.

3.9. Consideracgdes Finais

Por meio dos trabalhos apresentados anteriormente sobre a molécula do LAS, sua
extensa producdo e consumo mundial, seus efeitos biolégicos, processos de remocdo e
degradacdo, nota-se que especial atencdo deve ser dada a seu destino.

Diversas sdo as pesquisas que se preocupam em desenvolver possibilidades
tecnologicas para degradar os surfactantes presentes no esgoto sanitario e agua residuaria
industrial, seja por processos quimicos, ou bioldgicos envolvendo microrganismos aerobios
ou anaerdbios. Porém, ainda devem ser realizadas pesquisas para entender melhor e
aperfeicoar os diversos fatores que interferem em sua degradagdo, tais como, 0 processo

empregado (configuracdo de reator, por exemplo), presenca de determinados microrganismos
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(caractarizacdo microbiana), produtos intermediarios de sua degradagdo, e inibi¢do que pode
causar aos microrganismos, entre outros.

Nesse sentido, com este trabalho pretendeu-se empregar tecnologia inédita para
remocao anaerdbia de LAS (reator de leito fluidificado) e avaliar a diversidade microbiana

presente nos diversos materiais suporte utilizados nos reatores
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4. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado com a finalidade de avaliar a remocdo de LAS em reator
anaerdbio de leito fluidificado alimentado com substrato sintético. A Figura 4.1 destaca o

fluxograma experimental empregado.

| Ensaios de adsorcdo de LAS em batelada para cada um dos quatro materiais suporte.

96 dias

Anaélises de monitoramento:

v'DQO

v
Carvéo Argila Iy : : \/pH o
ativado expandida : 1 vidro | alcalinidade
_______________ v/ 4cidos totais
| v sulfato

v -'- \/sulfeto
Reator em escala de bancada ‘/LAS
: TDH: 18 horas

: Microscopia
Reator de Leito Fluidificado : Solidos

: Adsorcdo
ﬂ : PCR / Sequenciamento do

gene 16S RNAr

270 dias
Concentracdo crescente de LAS

Figura 4.1: Fluxograma Experimental

Os reatores foram instalados no Laboratorio de Processos Biologicos (LPB), mantidos
a 30°C em camara climatizada e operados com tempo de detencdo hidraulica (TDH) de
18 horas. Este tempo foi escolhido entre os valores ja empregados para degradacdo anaerobia
de LAS em reator anaerébio horizontal de leito fixo (RAHLF) (12 horas) (DUARTE et al.,
2008; DUARTE et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2009) e aquele normalmente empregado em
reatores de leito fluidificado (24 horas) (DAMIANO E SILVA, 2005; SADER E SILVA,
2005).

Na primeira etapa, foram utilizados reatores de leito fluidificado em menor escala
(3,0 cm de didametro e 50 cm de altura) para teste do material suporte. Foram testados como

suportes de imobilizagdo da biomassa o0s seguintes materiais: carvdo ativado, argila
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expandida, pérolas de vidro e areia. Na segunda etapa, areia foi escolhida para preencher o
reator em escala de bancada (4,0 cm de didmetro e 100 cm de altura) utilizado na degradacéo
do LAS. Durante a operacao de todos os reatores, analises de DQO, pH, alcalinidade, acidos
totais, sulfato, sulfeto e concentracdo de LAS foram realizadas periodicamente. Ao final da
primeira etapa, amostra de biomassa foi retirada dos reatores preenchidos com pérolas de
vidro e areia para realizacdo de analises de Biologia Molecular. As mesmas analises foram

realizadas com amostra final do reator operado na segunda etapa, em escala de bancada.

Ensaio de adsorcdo de LAS nos materiais suporte foi realizado, em batelada, na

auséncia de biomassa.

A Figura 4.2 apresenta o fluxograma experimental do reator de leito fluidificado, em

escala de bancada (~1250 mL).

CondicBes de Operagédo

operado por 270 dias, alimentado com o mesmo substrato sintético dos reatores menores,

A

/ 45,8+5,4

. —» 47 dias

~mg/L

8’415’7—> 70 dias

~_ng/L

30,8245 , 49 dias

~~mg/L

4,443,7_, 49 dias

~ng/L

8213 | 99 dias
\ mg/L

@G

Reator de Leito Fluidificado

|

Final:
Microscopia, NMP
Analises de Biologia Molecular

-

Andlises de Monitorame’nto:
pH, DQO, Alcalinidade, Acidos
Totais, Sulfato, Sulfeto, LAS

Figura 4.2: Fluxograma experimental da operagéo do reator.

O reator em escala de bancada utilizado durante a segunda etapa do trabalho foi

porém alimentado com concentragdes crescentes de LAS.
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4.2. Caracterizacdo do Material Suporte

Para imobilizacdo da biomassa nos reatores de leito fluidificado foram utilizados
quatro suportes diferentes. As caracteristicas de cada suporte estdo apresentadas na Tabela
4.1.

Tabela 4.1: Caracteristicas do material suporte usado no reator anaerdbio de leito fluidificado

em menor escala

Reator Suporte Massa () Diametro (mm) Densidade (g/cm®)
R1 Carvao ativado 70,0 1,4-17 1,8
R2 Argila expandida 60,0 2,0-28 1,4
R3 Pérolas de vidro 60,0 1,4-17 2,2
R4 Areia 60,0 14-17 2,3

Avrea superficial especifica argila expandida = 1,08 m?/g; porosidade areia = 35-40%

Anteriormente a sua utilizacdo, os suportes pérolas de vidro e areia foram submetidos
a tratamento acido. A finalidade foi criar rugosidades na superficie das pérolas de vidro que
facilitassem a adesdo da biomassa quando da inoculacdo do reator. No caso da areia,
pretendeu-se a remocao de impurezas. Para isso, 0s materiais foram mergulhados em solugéo
de &cido fluoridrico (HF) em &gua destilada, 20% em volume (1:4), durante 24 horas. Foram
mantidos em béquer de plastico e em intervalos regulares de tempo foram revolvidos com
auxilio de bastdo de PVC (Silva, 1995).

Para utilizacdo do carvdo ativado, foi necessario lava-lo com agua destilada para
retirada dos finos e estabilizacdo do pH. Apds sua lavagem, o carvdo foi peneirado para
classificagdo em diversas granulometrias.

Argila expandida precisou ser fragmentada manualmente, lavada e peneirada para
utilizacdo da granulometria especifica.

NaTabela 4.2 estdo apresentas as caracteristicas do suporte escolhido para preencher o
reator em escala de bancada.
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Tabela 4.2: Caracteristicas do material suporte usado reator anaerdbio de leito fluidificado
em escala de bancada

Suporte  Massa Diametro Densidade Altura Leito Expanséo em
(9) (mm) (g/cm?) fixo (cm) volume (%)
Areia 430,0 14-1,7 2,3 33,5 16,4

De acordo com a densidade do material, a vazdo da bomba de recirculagcdo necessaria
para atingir a minima velocidade de fluidificacdo foi de, aproximadamente, 73 L/h. Assim,
como geralmente utiliza-se a fluidificagdo 30% acima do valor minimo, a vazdo de
recirculacdo deveria ser 95 L/h. No entanto, o leito de areia ficou muito revolto o que poderia
dificultar a fixacdo da biomassa ao suporte. Assim, a vazdo de recirculacdo foi diminuida para

aproximadamente 77 L/h por apresentar visualmente boa fluidificacéo.

4.2.1 Determinacdo da Velocidade Minima de Fluidificacdo

Para determinacdo da velocidade minima de fluidificacdo foi realizado experimento
utilizando reator de leito fluidificado construido em acrilico com 5,0 cm de didmetro. O reator
foi preenchido com material suporte (pérolas de vidro, carvao ativado e argila expandida),
separadamente, para altura de leito entre 10 e 15 cm.

No inicio do experimento foi anotada a massa de suporte utilizada e a altura do leito
empacotado. Posteriormente, a vazdo da bomba de recirculagdo foi aumentada lenta e
gradativamente e medidos a altura do leito expandido de material suporte, a diferenca de
pressdo no manémetro e a vazdo da dgua. Foram coletados dados de 10 diferentes vazfes para
cada um dos materiais suporte.

Com os valores de vazdo e area da secdo transversal do reator determinou-se a

velocidade ascensional da dgua para cada ponto de acordo com a equacéo 4.3.

v —& Sl Equacdo 4.3
Al s quacg .
Sendo: v: velocidade ascensional
Q: vazdo de recirculacao

A: area da secdo transversa do reator
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O diferencial de pressdo também foi calculado a partir das densidades da &gua, do
CCly (tetracloreto de carbono) que foi usado para preencher o mandmetro e da altura da

coluna de CCl,4 segundo a equacéo 4.4.

AP, = (,OCCI4 —pHZO).g.hi {cmgsz } Equacdo 4.4

Sendo: AP: diferencial de presséo
pCCly: densidade do tetracloreto de carbono
pH,0: densidade da agua

g: aceleracdo da gravidade

h: altura do tetracloreto de carbono na coluna

O valor da velocidade minima de fluidificacdo para cada um dos materiais suporte foi

obtido a partir do grafico de variacéo de pressao (AP) versus velocidade ascensional (v).

4.2.2. Ensaio de Adsorc¢éo

A capacidade de adsorcdo em relacdo ao LAS de cada um dos materiais suporte foi
testada em ensaios realizados em batelada usando frascos Duran® de 500 mL. Os testes foram
realizados em duplicata. As massas dos diferentes suportes foram escolhidas para padronizar
o0 volume do suporte nos diferentes frascos.

Assim, 12 g de carvdo ativado, 10 g de argila expandida, 25 g de pérolas de vidro e
25 g de areia foram mantidos em contato com solucdo de LAS em agua ultra purificada na
concentracdo de 25 mg/L por 24 horas. Tanto os suportes quanto as solucBes foram
previamente esterilizados em autoclave (20 minutos, 121 °C e 1 atm) com a finalidade de
impedir a interferéncia de microrganismos aerobios na degradacdo do surfactante durante o
ensaio.

Nesses ensaios foram analisadas as concentragbes de LAS na solucdo inicial e
imediatamente ap06s entrar em contato com o suporte (t = 0). Os frascos foram mantidos sob
agitacdo constante de 125 rpm a 30°C. Amostras da solugdo foram coletadas apés 1, 2, 3, 4, 6,
8 e 24 horas. As amostras foram filtradas em membrana 0,22 um e analisadas por HPLC para

determinacéo da concentracdo de LAS.
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A Figura 4.3 apresenta o fluxograma experimental dos ensaios de adsorcdo em
batelada.

[ ENSAIO — em duplicata ]
|

LAS 25 mg/L
‘lem contato com

esterilizados

Carvéo | | Argila Vidro Areia
129 109 259 25¢

Figura 4.3: Fluxograma experimental dos ensaios de adsor¢ao

4.2.3. Extracdo do LAS Adsorvido por Ultra-som

Amostras de material suporte mais biomassa foram retiradas dos reatores de leito
fluidificado ao final da operagdo para determinacdo do LAS adsorvido e célculo do balanco
de massa de LAS no sistema.

O protocolo de extracdo de LAS para quantificar o surfactante adsorvido na biomassa
e material suporte (DUARTE, 2006; OLIVEIRA, 2006) foi modificado a partir daquele usado
pela Petroquimica espanhola (PETRESA).

Para isso, as amostras de suportes contendo LAS foram mantidas em estufa a 110°C
por 24 horas (sempre em duplicata) para, posteriormente, ser realizado o processo de extracdo
gue consistiu nas seguintes etapas:

a- O suporte, previamente seco, foi pesado e anotada a sua massa;

b- Ao suporte, adicionaram-se 50 mL de metanol puro;
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c- Suporte mais metanol foram levados a banho de ultra-som durante 30 minutos a
temperatura de aproximadamente 50°C;

d- Separou-se o suporte, coletando a fase liquida;

e- As etapas (b), (c) e (d) foram repetidas mais duas vezes;

f- Ao suporte adicionaram-se 20 mL de agua destilada;

g- As etapas (c) e (d) foram repetidas;

h- A solucdo formada pelo metanol coletado em cada etapa mais a agua foi filtrada em
membrana de 0,22 um;

i- Evaporou-se o extrato metanolico em placa aquecida (60°C) até o volume ser reduzido a,

aproximadamente, 20 mL;

4.2.4. Determinacéo da Eficiéncia do Método de Extracdo

Para determinacédo da eficiéncia do método de extracédo, cerca de 5 g de cada material
suporte (carvao ativado, argila expandida e pérolas de vidro) foram mantidos em contato com
100 mL de solucdo contendo 25 mg/L de LAS por 24 horas em incubadora com agitacdo
(125 rpm) a temperatura controlada de 30°C. Os frascos permaneceram agitados e foram
preparados em duplicata.

Foram analisadas por HPLC amostras da solucdo inicial e do sobrenadante dos frascos
apos 24 horas.

Realizado o procedimento de extracdo, as amostras resultantes foram também
analisadas para célculo da eficiéncia do método de extracdo, em porcentagem, de acordo com

aequacao 4.5.

mass ; ~
= Bertraic .100 Equacéo 4.5
massa(sol.in icial-sobrenadate)

extracdo

4.3. Inoculo

Todos os reatores foram inoculados com lodo proveniente de reator UASB utilizado
no tratamento de dejetos de suinocultura fornecido pelo Departamento de Engenharia Rural
da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Jaboticabal — SP. Tal lodo foi

escolhido devido aos bons resultados obtidos em trabalhos anteriores na degradagdo de
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surfactante neste laboratdrio de pesquisa. Ndo houve necessidade de desestruturar os granulos
do lodo uma vez que este se apresentava na forma floculenta, pastosa e homogénea.

O lodo utilizado neste trabalho foi submetido a determinacédo da quantidade de solidos
totais (ST), sélidos totais volateis (STV) e fixos (STF) de acordo com metodologia descrita
em APHA (2005).

4.4. Composicao do Substrato Sintético

O surfactante utilizado 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%) provenientes da fabricacdo
(HOUSE e FARR, 1989).

Para a alimentacdo dos reatores em menor escala, o surfactante foi utilizado em
concentracdo média de aproximadamente 15 mg/L, enquanto que, para a alimentacdo do
reator em escala de bancada, o surfactante foi utilizado em concentracdo crescente de
8,2£1,3 mg/L a 45,8+5,4 mg/L. Esgoto sintético formulado por Torres (1992) foi utilizado
como base para a elaboracgdo do substrato sintético. Algumas modifica¢fes foram necessarias,
como por exemplo, a ndo inclusdo de 6leo e detergente de cozinha, uma vez que, a presenca
dos mesmos poderia prejudicar as analises de LAS. Além disso, o extrato de carne foi
substituido pelo extrato de levedura, em virtude deste Ultimo ser rico em vitaminas do
complexo B e ter sido usado com sucesso no processo de degradacéo anaerébia de compostos
toxicos (MAINTINGUER, 2004).

Os reatores foram entdo alimentados com substrato sintético conforme apresentado na
Tabela 4.3. Na Tabela 4.4 esta descrita a composicdo da solucdo de sais usada no substrato
sintético.

Para armazenar o substrato durante a alimentacdo dos reatores utilizou-se frasco

Duran® de 5,0 L que foi mantido sob refrigeracéo.

Tabela 4.3: Composi¢do do substrato sintético

Nutrientes Concentragao (mg/L)
Extrato de levedura 500
Sacarose 80
Bicarbonato de sédio 400

Solucgdo de sais (Tabela 4.4) 5,0 ml/L

Fonte: modificado de Torres (1992)
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Tabela 4.4: Composi¢do da solucéo de sais do substrato sintético

Sais Inorganicos Concentracao (g/L)
NaCl 50,0
MgCl,.6H,0 14
CaCl,. 2H,0 0,9

Fonte: Torres (1992)

O substrato sintético foi preparado da seguinte maneira:
(@) A solucdo de sais (Tabela 4.4) foi preparada previamente em agua destilada e mantida em
frasco ambar de 1,0 L sob refrigeracao;
(b) Os demais componentes do substrato foram pesados semanalmente e mantidos em frascos
tampados sem umidade;
(c) A sacarose, extrato de levedura e bicarbonato de sddio foram dissolvidos em agua da rede
publica de abastecimento e agitados até a solucdo tornar-se transparente;
(d) A solucdo estoque de LAS na concentracdo de 4 g/L foi mantida sob refrigeracdo e
periodicamente renovada;
(e) Com a adaptacdo de bexiga de borracha no frasco de alimentacdo foi possivel manter a

anaerobiose nos frascos com atmosfera preenchida com N (100%).

4.1. Reator de Leito Fluidificado

A Figura 4.4 mostra 0 esquema de operacédo do reator de leito fluidificado. Os reatores
foram utilizados para degradacéo de LAS em substrato sintético e construidos em duas escalas
diferentes. O primeiro reator usado para ensaios preliminares com 0s materiais suporte, foi
confeccionado em vidro borossilicato, possuia 3,0 cm de diametro e 50 cm de altura. Apos a
escolha do material suporte, o reator utilizado foi construido totalmente em acrilico com
4,0 cm de didmetro e 100 cm de altura.

Ao longo dos reatores foram instalados pontos de amostragem para coleta de amostras,
igualmente espacados. Na base foi instalado um distribuidor para garantir a uniformidade do
fluxo dentro do reator e, no topo, um separador de fases para impedir que particulas sélidas
fossem levadas do reator e garantir a saida do efluente.

Nos reatores em menor escala o separador de fases e o distribuidor foram
confeccionados em ago inox e conectados ao vidro de boro-silicato utilizando anéis de

borracha para garantir a estanqueidade.
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A vazéo de alimentacdo empregada nos reatores foir de 20 ml/h para os reatores em
menor escala e 70 ml/h para o reator em escala de bancada.

# Saida de gas
1 F Bomba de
recirculacédo

Bomba de
alimentacao

Recirculacéo

Efluente

Pontos de amostragem

Distribuido Alimentacéo

Figura 4.4: Diagrama esquematico da operacdo do reator de leito fluidificado

4.1.1. Etapas de Operacao

4.1.1.1. Reatores em menor escala

Devido a indisponibilidade de espaco na cadmara climatizada, foram operados dois
reatores por vez. Inicialmente, estiveram em funcionamento os reatores preenchidos com
carvao ativado (R1) e argila expandida (R2). Apo6s o término da operacdo, a mesma camara,
bombas e reatores foram utilizados para operagdo com pérolas de vidro (R3) e areia (R4). A
Tabela 4.5 sumariza as etapas de operacao dos reatores.

A imobilizacdo da biomassa no material suporte foi realizada mediante a adaptacao da
biomassa ao substrato sintético. O sistema foi mantido em circuito fechado com substrato
sintético e 10% de lodo (em volume) por tempo suficiente para estabilizacdo da matéria
organica que foi medida diariamente e suplementada quando necessario. A temperatura foi
controlada em 30 °C + 1. Apds esse periodo, o sistema foi aberto e alimentado com substrato
sintético. Ao longo do tempo, com o consumo da matéria organica pelos microrganismos
anaerdbios presentes na fase liquida e no material suporte, novo substrato sintético era

preparado e adicionado ao frasco contendo substrato antigo e lodo.
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Tabela 4.5: Etapas de operacao

Duracéo

Etapa Reator . Descricéo
(dias)
| R1eR2 29 C.II’CUItO fechado para |_mo,b_|I|za<;ao e adaptacdo da
biomassa ao substrato sintético
I R1eR2 49 Abertura d_os ,s!stemas e alimentagdo somente com
substrato sintético
i R1eR2 47 ﬁlal\rsnentagao com substrato sintético acrescido de
Y R3 e R4 09 C.II’CUItO fechado para |_mo,b_|I|za<;ao e adaptacéo da
biomassa ao substrato sintético
v R3 e R4 97 Abertura d_os ,s!stemas e alimentagdo somente com
substrato sintético
VI R3 e R4 43 Alimentacdo com substrato sintético acrescido de

LAS

O maior periodo de duracdo da etapa | (reatores 1 e 2) em relacdo a etapa IV (reatores
3 e 4) foi devido ao tempo necessario para aprendizagem na operagdo do sistema, como por
exemplo, manipulacdo da bomba de recirculagéo, adaptacéo de bexigas com N, para manter a
atmosfera anaerobia e controle de vazamentos. Tal experiéncia tornou possivel a realizagéo,

em menor periodo, a imobilizacdo da biomassa nos reatores R3 e R4 (etapa V).

4.1.1.2. Reator em escala de bancada

O reator em escala de bancada preenchido com areia como material suporte foi

operado nas condigdes apresentadas na Tabela 4.6.

Tabela 4.6: Etapas de operacdo do reator em escala de bancada

Duracéo

Etapa : Descrigéo
(dias)
. Circuito fechado para imobilizagéo e adaptacdo da biomassa ao
Inicio 14 N
substrato sintético
I 28 Abertura do sistema e alimentacdo somente com substrato sintético
I 28 Alimentacdo do reator com substrato sintético acrescido de
8,2+1,3 mg/L de LAS
" 49 Alimentac8o do reator com substrato sintético acrescido de
24,4+3,7 mg/L de LAS
Y 49 Alimentacdo do reator com substrato sintético acrescido de
30,8+4,5 mg/L de LAS
v 20 Alimentac8o do reator com substrato sintético acrescido de
38,4+5,7 mg/L de LAS
VI 47 Alimentacdo do reator com substrato sintético acrescido de

45,8+5,4 mg/L de LAS
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4. 5. Analises Fisico-Quimicas e Cromatogréaficas

Amostras do afluente e efluente dos reatores foram analisadas seguindo a frequéncia e

pardmetros apresentados na Tabela 4.7. Foram feitas analises de pH, DQO (demanda quimica

de oxigénio), sulfato e sulfeto de acordo com APHA (2005). A determinacdo de acidos

volateis foi realizada utilizando-se metodologia descrita por Dillalo e Albertson (1961),

enquanto que, a alcalinidade foi determinada por metodologia desenvolvida por Dillalo e
Albertson (1961) e modificada por Ripley et al. (1986).

Tabela 4.7: Andlises para monitoramento do reator de leito fluidificado

Parametro Frequéncia Referéncia
pH (unidade) Potenciométrico 2X semana APHA (2005)

DQO filtrada (mg/L)  Espectrofotométrico  2X semana APHA (2005)
Sulfato (mg/L) Turbidimétrico 2X semana APHA (2005)
Sulfeto (mg/L) Turbidimétrico 2X semana APHA (2005)

Alcalinidade Dillalo e Albertson (1961)
Titulométrico 2X semana modificada por Ripley et al.
(mg CaCOa/l)
(1986)
Acidos volateis : . .
totais (mg HAC/L) Titulometrico 2X semana Dillalo e Albertson (1961)
LAS (mg/L) Cromatografico 2X semana Duarte et al. (2006)
Vazao (mL/h) Volumeétrico Diariamente -

A concentracdo de LAS foi determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia

(HPLC) baseado em metodologia desenvolvida e validada por Duarte et al. (2006). As

amostras foram previamente filtradas para boa utilizagdo e conservagdo do equipamento

HPLC e durante o procedimento de validacdo do método, verificou-se que tal filtracdo nédo

interferiu no resultado das analises. As condi¢des cromatograficas empregadas estdo descritas

na Tabela 4.8.

Tabela 4.8: Condicdes cromatograficas para quantificacdo do LAS comercial

Coluna C-8 Supelco, 5 um, 15 cm x 4,6 mm

Solvente A solucdo de NaClO4 0,075 M em 4gua ultra purificada
Solvente B MeOH puro

Fluxo 0,5 mL/min

Detector fluorescéncia, com A excitagdo 225 nm e A emissdo 290 nm

Forno

35°C
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Curvas de calibragdo para quantificagcdo do surfactante foram feitas com solugéo de
LAS em concentracdo conhecida preparada em agua ultra purificada.

Solucdo com concentracéo de 3, 5, 7, 10, 20, 30, 40 e 50 mg/L de LAS foram injetadas
no HPLC e, com os seus cromatogramas (Figura 4.5) foi possivel ajustar curva para cada pico
dos homdlogos de LAS (Figura 4.6).
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Figura 4.5: Exemplo de cromatograma de LAS — padrdo 30 mg/L
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Figura 4.6: Curva de calibracdo de LAS para cada um dos quatro picos do cromatograma
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4.6. Caracterizacéo da diversidade Microbiana

4.6.1. Exames Microscopicos

Amostras dos reatores foram examinadas em microscépio Olympus BX60 de contraste
de fase e fluorescéncia, acoplado a cAmera com captura de imagem e software Image Pro
Plus. Para isso, em Iaminas de vidro previamente limpas com &lcool, foi colocada fina camada
de agar (2%). Apos a solidificacdo do agar, uma gota de amostra foi adicionada e recoberta
com a laminula.

Exames em microscopio eletrdnico de varredura também foram realizados com
amostras retiradas ap6s final da operacdo. As amostras do biofilme foram preparadas de

acordo com Varesche et al. (1997).

4.6.2. Biologia Molecular

4.6.2.1. Extracdo do DNA

A extracdo de DNA foi realizada por meio do método direto utilizando glass beads e
mistura de fenol: cloroférmio: tampdo (1: 1: 1 v/v) seguindo o procedimento descrito por
Griffiths et al. (2000). As reacdes de PCR foram realizadas utilizando primers p27F e p1100R
(LANE, 1991) para o Dominio Bacteria.

Para as reacOes de PCR foram usados 0,4 uM de primer, 200 uM de dNTPs
(Invitrogen), uma unidade de Tag DNA polymerase (Invitrogen) e aproximadamente 100 ng
de DNA gendmico. O programa para amplificacdo do gene RNAr 16S seguiu as seguintes
etapas: desnaturacao inicial a 94 °C por 2 min; 10 ciclos de 1 minuto de desnaturacédo a 94 °C;
30 segundos de anelamento a 69 °C e 3 minutos a 72 °C para extensdo; seguido de mais 10
ciclos de 1 minuto de desnaturacdo a 94 °C; 30 segundos de anelamento a 63 °C e 3 minutos a

72 °C para extenscao e resfriamento final a 4 °C, de acordo com Duarte (2006).
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4.6.2.2. Clonagem e Sequenciamento

As amostras dos produtos de PCR (fragmento do gene RNAr 16S) foram clonadas em
plasmideo pGEM Easy Vector System |, de acordo com as especificacfes do fabricante
(Promega).

A etapa de adenilacdo foi realizada da seguinte maneira: 3 uL de PCR purificado, mais
1 uL de tampdo com MgCl,, 1 uL de dATP, 1 uL de Taq DNA polymerase, 4 uL de agua
ultra purificada estéril. O material foi colocado a 70 °C por 30 minutos no termociclador. A
etapa de ligacdo do vetor pGEM foi realizada seguindo a adi¢do dos seguintes componentes:
5 uL — 2X tampdo de ligacdo réapido, 1 uL do vetor pGEM Easy, 2 uL do produto de PCR
adenilado, 1 uL. T4 DNA ligase, 1 uL de agua ultra purificada estéril. Misturou-se a reagdo
com pipeta e incubou-se por 1 hora em temperatura ambiente.

Foi realizada a transformacdo em células competentes de E. coli que estavam
armazenadas a -80 °C e foram mantidas em banho de gelo por 5 minutos. 2 uL do produto de
ligacdo foram misturados com as células de E. coli. As células foram aquecidas em banho-
maria a 42 °C dirante 50 segundos, sem agitacdo. Os tubos foram agitados manualmente e
mantidos em banho de gelo por 2 minutos. 200 uL de meio LB liquido (sem Agar) (Tabela
4.9) foram adicionados a temperatura ambiente. Incubou-se o tubo por 45 minutos, com
agitacdo de 150 rpm em temperatura de 37 °C.

Tabela 4.9: Composicdo do Meio LB

Nutrientes g/L
Triptona 10
Extrato de levedura 5
NaCl 5

Agar 15

Em tubo Falcon foram colocados 50 mL de meio LB com ampicilina/IPTG/X-Gal com
descrito a seguir: 28 uL ampicilina (0,5 g em 10 mL de &gua), 47 uL de IPTG (23 mg/mL) e
64 uL de X-Gal (40 mg/mL). Esse conteudo foi distribuido em duas placas de Petri cada uma
com 25 mL. As placas focaram em repouso por 30 mnutos antes do uso. 100 uL do produto
de transformacédo foram adicionados em cada plava e incubou-se a 37 °C por 24 horas. Ap0s

esse periodo, os clones foram selecionados ao acaso e as coldnias transformadas que
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receberam o inserto (col6nias brancas) foram transferidas para 5 uL de meio liquido LB
acrescidas de 2,5 uL de ampicilina e mantidas sob agitacdo a 37 °C por aproximadamente
16 horas. As amostras foram centrifugadas e armazenadas em tampé&o 200 pL de tampéo TE.

A eficiéncia das reacdes foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1%. O DNA
foi amplificado pela reacdo da cadeia polimerase (PCR). Foram utilizados primers M13
forward (5-GTA AAA CGA CGG CCA G-3) e reverse (5"-CAG GGA ACA GCT ATG
AC-3") (Messing, 1983). O programa de amplificacdo foi realizado como descrito a seguir:
desnaturacao inicial a 94 °C por 2 minutos, 25 ciclos de 60 segundos de desnaturacéo a 94 °C,
60 segundos para anelamento a 55 °C e 60 segundos de extensdo a 72 °C. Extenséo final de
7 minutos a 72 °C, e resfriamento final a 4 °C.

Os fragmentos amplificados foram purificados com kit GFX PCR DAN & Gel Band
(GE Helthcare). O sequenciamento dos nucleotideos foi realizado em sequenciador

automatico Megabace 1000 (Ge Healthcare).

4.6.2.3. Andlise das Sequéncias do fragmento do gene 16S RNAr

As sequéncias de nucleotideos foram processadas com o programa Segman do pacote
Lasergene DNAstar para remocao do vetor.

Para a afiliacdo filogenética das seqliéncias, utilizou-se a ferramenta SEQ MATCH a
fim de comparar as sequéncias com os bancos de dados do Ribosomal Database Project —

RDP (http://rdp.cme.msu.edu/segmatch/segmatch_intro.jsp), que classificam as seqliéncias

em possiveis niveis taxondmicos.

Para definicdo das unidades taxonémicas operacionais (UTOs) foi usado o programa
DOTUR (SCHLOSS e HANDELSMAN, 2005). Para tanto, utilizou-se uma matriz de
distancia evolutiva calculada por meio do programa DNADIST (algoritmo do Kimura) do
pacote PHYLIP 3.63 (FELSENSTEIN: http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html),
a partir do alinhamento feito usando-se o programa ClustalX 2.0, com definicbes de

parametros padrdo. Os numeros de UTOs e de seqiiéncias de cada UTO foram determinados
considerando-se a distancia evolutiva de 0,03.

As UTOs foram alinhadas com as sequiéncias do banco de dados RDP no programa
ClustalX 2.0. As relagdes filogenéticas obtidas foram analisadas pelos métodos Neighbor-
Joining e maxima parcimodnia do pacote PHYLIP 3.63. Analises de bootstrap foram baseadas

em 100 reamostragens.


http://rdp.cme.msu.edu/seqmatch/seqmatch_intro.jsp
http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html
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4.6.3. Técnica de Tubos Multiplos

A determinagdo do Numero Mais Provavel (NMP) foi realizada por meio da Técnica
de Tubos Multiplos. Essa determinacdo foi realizada ao final do experimento do reator em
escala de bancada para quantificacdo dos grupos microbianos anaerdbios. A técnica consistiu
na inoculacdo das bactérias provenientes do reator em substrato sintético idéntico a
alimentacéo do reator com concentragdo de LAS de 20 mg/L.

O substrato sintético foi esterilizado por filtragdo em membrana de 0,22 um em
sistema Millipore de filtragdo. Esse material foi previamente esterilizado em autoclave a
121 °C e 1atm durante 20 minutos. Apos a filtracdo, o substrato sintético com LAS foi
submetido a atmosfera de N, (100%) durante 30 minutos. A seguir, foi adicionado 8,9 mL de
substrato sintético estéril em frasco de antibidtico estéril de 30 mL. Anteriormente a adi¢éo do
substrato sintético, o frasco de antibidtico foi submetido a atmosfera de N, (100%), durante
1 minuto, para retirada de oxigénio. Apds a adi¢do do substrato sintético foi colocada a tampa
de butila mantendo-se a troca de atmosfera por mais 30 segundos. Os frascos foram fechados
com tampa de butila e lacre de aluminio.

Em todos os frascos (de diluicdo e contagem) foi adicionado 0,1 mL de solucédo
redutora de sulfeto de sddio (5%). Essa solucdo foi preparada sob condi¢des de anaerobiose e
esterilizada em membrana de 0,22 um usando sistema Milipore de filtragdo. A solucéo foi
acondicionada em frascos de antibidticos de 30 mL e mantida em temperatura ambiente no
escuro.

Amostra de material suporte e fase liquida foi retirada do reator pelo segundo ponto de
amostragem (considerando o primeiro ponto como o mais préximo da base do reator) ao final
da operagédo, com alimentacdo de 45,8+5,4 mg/L de LAS. O material foi transferido para
frasco de antibidtico contendo 5% (v/v) de pérolas de vidro e submetido a atmosfera de N,
(100%) durante 15 minutos. O frasco foi fechado com tampa de butila e lacre de aluminio e
agitado por tempo suficiente (cerca de 30 minutos) para que, visualmente, a biomassa se
desprendesse do suporte e passasse para a fase liquida a fim de ser coletada com seringa.

Ap0s o processamento da amostra para a liberacdo das células foi transferido 1,0 ml
para o primeiro frasco de antibidtico com substrato sintético , em ambiente de assepsia
(proximo a chama do bico de Bunsen). Realizou-se a homogeneizacdo da amostra
manualmente. Em seguida, retirou-se 1 mL dessa amostra diluida (10™) e adicionou-se no

proximo frasco (10%). Esse procedimento foi repetido até a diluicdo 102,
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O procedimento das diluicGes e as inoculagdes da amostra em meio especifico
encontra-se esquematizado na Figura 4.7.

A seguir foi transferido 1,0 mL da amostra previamente diluida, sob ambiente de
assepsia e condicdes de anaerobiose (nitrogénio 100%), em cada frasco de antibidtico com
substrato sintético e LAS. Para cada diluicdo foi usado 5 frascos (quintuplicatas).

Os frascos de contagem (quintuplicata das diluicdes de 10™ a 10™**) foram mantidos
em condic¢des anaerobias e a 30 °C por 30 dias. Apos este periodo de incubacdo foi constatado
0 crescimento dos seguintes grupos microbianos: (1) bactérias anaerobias totais — avaliadas
pela turvacdo do meio reacional, (2) arquéias metanogénicas — determinadas pela injecdo de
biogas de cada frasco da contagem em cromatografo gasoso (formacdo de metano) e (3)
bactérias redutoras de sulfato (BRS) — determinadas pela producéo de sulfeto de hidrogénio.

Metano foi medido em cromatografo gasoso (Gow-Mac com detector de
condutividade térmica e coluna PorapakQ — 2 m x % in 80-100 mesh). As temperaturas do
injetor, forno e detector foram 50 °C, 50 °C e 80 °C, respectivamente. Hidrogénio foi usado

como gas de arraste (60 mL/min).
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Figura 4.7: Esquema das dilui¢des e inocula¢Ges do método NMP
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A verificagdo da presenca de sulfeto na amostra ocorreu adicionando-se uma gota da
fase liquida, de cada frasco de contagem, em papel de filtro embebido em solugdo de acetato
de chumbo e seco em estufa, conforme metodologia desenvolvida por Sakamoto (1996).

A solucdo indicadora da presenca de sulfeto de hidrogénio foi preparada dissolvendo-
se 2 g de acetato de chumbo em 18 ml de &gua ultrapurificada. Gotas de &cido acético foram
adicionadas até a solucdo tornar-se transparente.

O sulfeto produzido pelas BRS pode reagir com o chumbo presente no papel de filtro

formando precipitado negro (PbS) de acordo com as reagdes a seguir:

Pb(C,H,0,), + Na,s—PbS +2Na + 2C,H,0,

Pb(C,H,0,), + H,S —>PbS +2CH,COOH

O limite de deteccdo da presenca de sulfeto para a solugdo de acetato de chumbo é de
10 mg/L. A estimativa da populacdo de BRS € positiva nos frascos que apresentarem
precipitado negro, e aqueles que ndo apresentam sdo denominados de negativos (Sakamoto,
1996).

CombinacBes de respostas positivas foram a base do célculo para estimar o NMP,
usando a tabela padréo de probabilidade (APHA, 2005), que confere o limite de confianca de
95% para cada valor determinado.

Foi consultada a tabela padrdo de probabilidade (APHA, 2005) e obtiveram-se 0s
valores para equacdo de determinacdo do nimero mais provavel:

NMP (tabelaAPHA) x % = NMP][celulas /100ml]

Sendo:
y = menor diluigdo da série de combinagdes selecionadas.

Foi realizada a quantificacdo em NMP /g STV. A anélise de solidos totais volateis foi
realizada segqundo APHA (2005).

4.7. Avaliacdo do Potencial Redox

A constatacdo de potencial redox foi realizada através de método indireto, conforme
protocolo desenvolvido no Laboratorio de Processos Biologicos (LPB — EESC/USP). Esse

método se baseia na diferenciacdo colorimétrica do corante resazurina conforme o potencial
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redox do meio. A cor azul é caracteristica de aerobiose e a cor branca corresponde a
anaerobiose estrita. A cor rosa é caracteristica de meios com potencial redox entre 200 e
-200mV, podendo ser relacionada a condi¢des anaerdbias.

O experimento consistiu na adicdo do corante resazurina 0,1% na alimentacdo do
reator, na propor¢do 1 mL/L. O frasco com alimentagdo ja acrescida de resazurina foi
submetido a atmosfera de N, (100%) durante aproximadamente 30 min e em seguida

transferido para alimentacéo do reator.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ensaio de Adsorgao no Material Suporte

Ensaios de adsorcdo em batelada, sem biomassa anaerobia, foram realizados
para cada suporte separadamente e em duplicata (Figura 4.4).
A concentracdo de LAS foi monitorada na fase liquida por 24 horas em

intervalos regulares de tempo. Os resultados estdo apresentados na Tabela 5.1.

Tabela 5.1: Concentracdo média de LAS na fase liquida ao longo do tempo

Tempo  Carvéo ativado exg\;g:jl? da Pérolas de vidro Areia
(h) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
0,00 25,0+0,7 25,014 18,0+0,8 17,710
1,00 16,4+3,0 12,2+1,1 21,1+0,1 15,7+3,2
2,00 18,2+0,3 16,2+3,8 19,740,4 14,3+2,7
3,00 18,5+1,1 13,1+0,9 19,940,5 18,4+0,6
4,00 20,0£1,9 13,3+0,5 20,1+1,0 18,5+1,5
6,00 21,0+0,0 13,8+0,8 20,1+1,6 21,7+2,4
8,00 21,9+1.3 23,0+4,2 18,2+0,3 19,5+1,2
24,00 19,1+0,7 18,5+0,7 20,5+2,5 16,1+2,1

As Figuras Figura 5.1 a Figura 5.4 apresentam a concentracdo de LAS na fase

liquida em funcéao do tempo.
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Figura 5.1: Variagéo da concentracdo de LAS ao longo do tempo em ensaios de

adsorcéo em batelada em carvéo ativado
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Figura 5.2: Variagéo da concentracdo de LAS ao longo do tempo em ensaios de

adsorcdo em batelada em argila expandida
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Figura 5.3: Variagéo da concentracdo de LAS ao longo do tempo em ensaios de

adsorcdao em batelada em pérolas de vidro
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Figura 5.4: Variagéo da concentracdo de LAS ao longo do tempo em ensaios de

adsorcdo em batelada em areia

Pode-se observar, para todos 0s suportes, que no inicio do ensaio a concentracao

de LAS na fase liquida oscilou até atingir um equilibrio. O tempo para alcancar tal
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equilibrio variou de acordo com o suporte e esta representado em cada uma das figuras
anteriores por linhas tracejadas verticais.

Para o carvao ativado, em duas horas de ensaio a solucdo ja havia atingido o
equilibrio em 19,8 mg/L. Para os ensaios de adsorcédo realizados com argila expandida,
o0 tempo de contato até o equilibrio foi de 3 horas. O valor considerado foi 16,4 mg/L na
solucdo. Quanto as pérolas de vidro, o comportamento foi mais estavel e se manteve
praticamente o tempo todo constante em 19,7 mg/L. Para os céalculos foi considerado
equilibrio a partir da segunda hora do ensaio. E, finalmente, para o teste do material
suporte areia, 0 comportamento foi semelhante ao da argila expandida; ou seja, 3 horas
para atingir equilibrio de 18,8 mg/L.

A massa de LAS adsorvida foi calculada através de balanco de massa (Tabela
5.2) considerando a concentracdo da solucdo inicial e a concentracdo media de LAS no
equilibrio do sistema. Tal calculo tornou possivel estabelecer relacéo entre a quantidade
de LAS adsorvida por massa de material suporte e a porcentagem de LAS adsorvido.

Tabela 5.2: Balango de massa de LAS em ensaio de adsor¢édo

Massa de LAS (mg)

» . . mgLAS/ LAS
Suporte Inicial  Equilibrio Adsorvida adsorvido
g suporte (%)
Carvao ativado 12,5 9,9 2,6 0,22 21
Argila expandida 12,5 8,2 4,3 0,43 35
Pérola de vidro 9,0 9,9 0 0 0
Areia 8,9 9,4 0 0 0

Pérolas de vidro e areia sdo suportes que nao adsorvem o surfactante LAS, ao
contréario do carvdo ativado e argila expandida que adsorveram 0,22 e 0,43 mgLAS/g
suporte, respectivamente.

Em ensaios semelhantes realizados por Oliveira (2006) os materiais suporte
testados foram espuma de poliuretano, carvao vegetal e argila expandida de diferente
lote, forma e tamanho da argila empregada neste trabalho. Os resultados obtidos
mostraram que a espuma de poliuretano foi o suporte com maior capacidade de
adsorcdo do surfactante (3,12 mg LAS / g suporte no equilibrio) seguido pelo carvéo
vegetal (0,15 mg LAS/g suporte) e argila expandida ( 0,07 mg LAS / g suporte),
também no equilibrio. Como os valores obtidos neste trabalho foram menores quando

comparados a adsor¢do que ocorreu na espuma de poliuretano, espera-se que a remogao
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do LAS em reatores preenchidos com tais materiais suporte seja devido a degradacéo
biologica.

5.2 Eficiéncia do Método de Extracao

Ensaios com os materiais suporte para determinacdo da eficiéncia do método de
extracdo mostraram que 93,7% e 99,8% da massa de LAS adsorvida no carvao ativado e
argila expandida foram recuperadas através da extracao, respectivamente.

Anélises da solugdo inicial e do sobrenadante ap6s 24 horas de contato da
solucdo de LAS com as pérolas de vidro indicaram ndo haver adsor¢do alguma nesse
material.

Os resultados deste ensaio estdo apresentados na Tabela 5.3.

Tabela 5.3: Resultados do ensaio de adsor¢éo

Material Suporte LAS (mg/L)
Massa Massa Solucdo  Sobrenadante Extraido
total (g)  extraida (g) inicial apos 24 h

Carvdo ativado 5,14 1,07 23,1 16,6 12,3
Carvdo ativado 5,22 1,05 23,1 16,4 12,6
Argila expandida 5,30 1,02 23,1 20,0 59
Argila expandida 5,06 1,03 23,1 20,2 5,8
Pérola de vidro 5,30 1,03 23,1 22,9 -
Pérola de vidro 5,12 1,00 23,1 23,4 -

5.3 Velocidade Minima de Fluidificacéo

5.3.1 Pérolas de Vidro

Para o ensaio de determinagéo da velocidade minima de fluidificagdo das pérolas
de vidro foram usados 514 g de material suporte, estabelecendo altura inicial do leito
empacotado de 15 cm e porosidade de 0,19. O diametro médio das particulas utilizadas
foi de 1,55 mm.

A Tabela 5.4 apresenta os valores calculados da vazdo média (Q), velocidade

ascensional (v) e variacao de pressdo (AP) de acordo com as equagoes 4.3 e 4.4,
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Tabela 5.4: Valores calculados para determinacdo da velocidade minima de
fluidificacdo das pérolas de vidro

Q (cm?s) v (cm/s) AP (g/lcm.s?)
2,88 0,15 1.562
4,07 0,21 3.016
15,43 0,79 5.655
26,23 1,34 8.994
37,52 1,91 11.418

41,24 2,10 11.741
77,92 3,97 12.064
97,51 4,97 11.848
151,71 7,73 11.956
194,25 9,89 11.741

A velocidade minima de fluidificacdo experimental para as pérolas de vidro foi

determinada graficamente como mostra a Figura 5.5.
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Figura 5.5: Curva caracteristica de fluidificacdo para determinacdo grafica da

velocidade minima de fluidificacdo experimental das pérolas de vidro

Os resultados obtidos mostraram que a velocidade minima de fluidificagcdo do

material suporte pérolas de vidro foi de, aproximadamente, 2,10 cm/s.
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5.3.2 Carvao Ativado

Para o ensaio de determinacdo da velocidade minima de fluidificacdo do carvédo
ativado foram usados 180 g de material suporte, estabelecendo altura inicial do leito
empacotado de 9,8 cm e porosidade de 0,48. O didametro médio das particulas utilizadas
foi de 1,55 mm.

Os dados analisados estéo apresentados na Tabela 5.5

Tabela 5.5: Valores calculados para determinacdo da velocidade minima de

fluidificacdo do carvao ativado

Q (cmfs) v (cm/s) AP (g/cm.s?)
2,51 0,13 1.723
5,45 0,28 2.962
572 0,29 3.231
8,63 0,44 8.832
18,17 0,93 9.425
41,94 2,14 9.694
62,23 3,17 10.233
66,09 3,37 11.094

A velocidade minima de fluidificacdo experimental para o carvao ativado foi

determinada graficamente como mostra a Figura 5.6.
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Figura 5.6: Curva caracteristica de fluidificacdo para determinagéo gréafica da

velocidade minima de fluidificacdo experimental do carvao ativado
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Os resultados obtidos mostraram que a velocidade minima de fluidificacdo do

material suporte carvao ativado foi de, aproximadamente, 0,50 cm/s.

5.3.3 Argila Expandida

Para 0 ensaio de determinacdo da velocidade minima de fluidificacdo da argila
expandida foram usados 133 g de material suporte, estabelecendo altura inicial do leito
empacotado de 12 cm e porosidade de 0,58. O didametro médio das particulas utilizadas

foi de 2,4 mm. Os dados analisados estdo apresentados na Tabela 5.6.

Tabela 5.6: Valores calculados para determinacdo da velocidade minima de

fluidificacdo da argila expandida

Q (cm’/s) v (cm/s) AP (g/cm.s?)
2,16 0,11 592
15,70 0,80 3.716
22,53 1,15 5.386
34,23 1,74 5.924
48,80 2,49 5.816
69,30 3,53 5.547
88,65 4,52 5.493
99,01 5,04 5.332

A velocidade minima de fluidificacdo experimental para a argila expandida foi

determinada graficamente como mostra a Figura 5.7.
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Figura 5.7: Curva caracteristica de fluidificacdo para determinacéo gréafica da

velocidade minima de fluidificacdo experimental da argila expandida

Os resultados obtidos mostraram que a velocidade minima de fluidificacdo do
material suporte argila expandida foi de, aproximadamente, 1,3 cm/s.

5.4. Operacdo e Monitoramento dos Reatores Anaerobios de Leito

Fluidificado em Menor Escala

5.4.1. In6culo

O indculo utilizado no reator foi lodo anaerdbio proveniente de reator UASB
utilizado no tratamento de dejetos de suinocultura na qual se observaram valores médios
de aproximadamente 48 g/L de solidos totais, 36 g/L de solidos totais volateis e 12 g/L
de solidos totais fixos. Nesse lodo verificou-se variedade morfoldgica, por meio de
andlises de microscopia Optica, com presenca de Methanosaeta sp., bacilos, bacilos
curvos, e cocos entre outros (Figura 5.8).
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(b)

Figura 5.8: Microscopia Optica de contraste de fase das morfologias observadas no

indculo: (a) cocos, (b) bacilos retos e bacilos curvos

5.4.2. Imobilizacdo e Adaptacdo da Biomassa

As etapas de operacdo dos reatores foram determinadas de acordo com a
composicdo do substrato sintético e materiais suporte utilizados conforme mostrado
anteriormente na Tabela 4.5.

Durante as etapas de operacdo | e IV, os reatores foram mantidos em circuito
fechado para imobilizacdo e adaptacdo da biomassa ao substrato sintético. Nesta fase
foram preparados 3 L de alimentacdo para cada reator que consistiu em substrato
sintético (Tabela 4.3 e Tabela 4.4) e lodo anaerébio (10% em volume). DQO filtrada foi
monitorada diariamente e os resultados estdo apresentados na Figura 5.9 e Figura 5.10.
As linhas verticais tracejadas referem-se aos dias de suplementagdo de substrato

sintético em funcédo do tempo.
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Figura 5.10: Variacao temporal da DQO filtrada (etapa 1V)
Conforme mencionado anteriormente, a diferenca de duracdo entre as etapas

deveu-se ao maior periodo necessario para aprendizagem da utilizagdo do sistema de

leito fluidificado (etapa I). Da mesma maneira, a quantidade de analises realizadas
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(pontos nos graficos) foi maior na etapa | para observacdo do comportamento do
sistema. No inicio, os valores de DQO também variaram muito (1300 mg/L para o
reator preenchido com carvao ativado e menos de 200 mg/L para argila expandida)
devido a dificuldade obtida em preparar dois frascos de alimentacdo separadamente.
Todavia, ao longo dos dias, tais problemas foram sendo sanados e a concentragdo de
DQO em cada nova suplementagdo manteve-se mais proxima a 600 mg/L como na

etapa IV (reatores com pérolas de vidro e areia.

5.4.3. Monitoramento

Durante as etapas de operacdo Il e V, os reatores foram operados em circuito
aberto conforme esquema apresentado na Figura 4.4. A alimentacdo consistiu somente
de substrato sintético contendo, em média, 56645 mg/L de DQO em R1 e R2 e
507+20 mg/L de DQO em R3 e R4.

Nesta fase observou-se eficiéncia média de remog¢do de matéria organica (DQO
filtrada) de 88+9% para R1, 84+5% para R2 , 89+5% para R3 e 89+2% para R4. Os
valores de DQO afluente e efluente bem como a porcentagem de remocéo ao longo do
tempo estdo apresentados nas FigurasFigura 5.11 a Figura 5.14.

Apos o periodo de alimentagdo com substrato sintético, deram-se inicio as etapas
I11 e VI de operacdo dos reatores com presenca de LAS na alimentacdo em concentracdo
média de 16,4 mg/L. Os valores de DQO afluente foram, em média, 558+52 mg/L em
R1e R2 e 568+23 mg/L em R3 e R4.

Em trabalho de degradacdo anaerdbia de LAS em reator horizontal de leito fixo,
foi observado inibicdo dos microrganismos apés a adicdo de 14 mg/L de surfactante a
alimentacdo. Houve diminuicdo na porcentagem de remoc¢do de matéria organica de
97% para 77% em reator preenchido com carvao vegetal como material suporte. Porém,
apos 20 dias de operacdo, a remocao voltou a alcancar valores de 90% (Oliveira et al.,
2009).

No presente trabalho, em reatores de leito fluidificado, os elevados valores
obtidos para remocdao de DQO filtrada na etapa ap6s adi¢do do surfactante, em todos os
reatores (96+2% para R1, 91+6% para R2 , 97+2% para R3 e 94+5% para R4)
mostraram que a presenca do LAS néo interferiu na degradacdo da matéria organica
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(Figura 5.11 a Figura 5.14). Ao contrario, notou-se aumento na porcentagem de
remocao de DQO em todos os reatores.
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Figura 5.11: Variagéo temporal da DQO filtrada afluente e efluente e eficiéncia de

remocao em R1 (carvao ativado)
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Figura 5.12: Variagdo temporal da DQO filtrada afluente e efluente e eficiéncia de

remocao em R2 (argila expandida)
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Durante as etapas Il e V, os valores de pH de todos os reatores mantiveram-se
préximos ao neutro apresentando valor minimo de 7,3 no afluente de R1 e R2 e maximo
de 8,4 no efluente de R1. Os sistemas apresentaram alcalinidade efluente (em média
155+14 mgCaCOs/L em R1, 157£22 mgCaCOs/L em R2, 159+9 mgCaCQOs/L em R3 e
185+44 mgCaCOs/L em R4), apresentada como alcalinidade a bicarbonato. A
concentracdo de &cidos volateis totais (AVT) efluente dos reatores esteve entre 10 e
23 mgHAC/L em R1, 9 e 25 mgHACc/L em R2, 10 e 15 mgHAC/L em R3 e entre 12 e
18 mgHAc/L em R4.

Na presenca de LAS (etapas Il e VI), os valores de pH de todos os reatores
continuaram proximos ao neutro apresentando valor minimo de 7,4 no efluente de R2 e
méaximo de 8,3 no efluente de R3. Os sistemas apresentaram alcalinidade efluente (em
média 137£10 mgCaCOs/L em R1, 135+14 mgCaCO3/L em R2, 154+17 mgCaCOs/L
em R3 el54+14 mgCaCOs/L R4), apresentada como alcalinidade a bicarbonato. A
concentracdo de acidos volateis totais (AVT) no efluente dos reatores esteve entre 10 e
21 mgHAC/L em R1, 12 e 20 mgHACc/L em R2, 6 e 15 mgHACc/L em R3 e entre 9 e
15 mgHAc/L em R4.

Pode-se observar que a presenca do LAS néo alterou o pH do sistemas. Quanto a
alcalinidade efluente, os valores foram ligeiramente menores quando comparados a
auséncia do surfactante. Os valores médios de &cidos totais no efluente mantiveram-se
constantes. No entanto, em trabalhos semelhantes que estudaram a degradacdo
anaerdbia do mesmo surfactante, porém em reator horizontal de leito fixo (Oliveira, et
al., 2009 e Duarte et al. 2008 e 2009) os valores de alcalinidade a bicarbonato estiveram
sempre acima de 300 mgCaCOs/L em todos os estagios de operacdo para 0 mesmo
substrato sintético e LAS. Acidos totais e pH e estiveram em torno de 15 mgHAc/L e 7,
respectivamente, apresentando assim valores semelhantes aos obtidos nos reatores de
leito fluidificado.

Nas Figuras Figura 5.15 a Figura 5.26 estdo apresentados os resultados de
monitoramento de rotina durante toda a operacdo dos reatores quanto a pH,
alcalinidades parcial, total, a bicarbonato e acidos volateis totais que foram sumarizados
nas Tabelas Tabela 5.7 e Tabela 5.8.
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Figura 5.16: Variacao temporal do pH afluente e efluente em R2 (argila expandida)
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Figura 5.17: Variacao temporal do pH afluente e efluente em R3 (pérolas de vidro)
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Figura 5.19: Variacao temporal da alcalinidade parcial e total afluente e efluente em R1
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Figura 5.20: Variacao temporal da alcalinidade parcial e total afluente e efluente em R2

(argila expandida)
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Figura 5.21: Variacao temporal da alcalinidade parcial e total afluente e efluente em R3

(pérolas de vidro)
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Figura 5.23: Variacao temporal da alcalinidade a bicarbonato efluente em R1 (carvéo

ativado) e R2 (argila expandida)
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Figura 5.24: Variagéo temporal da alcalinidade a bicarbonato efluente em R3 (pérolas
de vidro) e R4 (areia)
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Figura 5.25: Variacao temporal de &cidos volateis totais efluente em R1 (carvéo
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Figura 5.26: Variacdo temporal de &cidos volateis totais efluente em R3 (pérolas de
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Tabela 5.7: Valores dos parametros fisico-quimicos do afluente e efluente dos reatores
de leito fluidificado durante etapas Il e V

DQO¢ AP AT AB AVT

Reator Amostra (ma/L) pH (MgCaCOy/L) (mgHAC/L)

Afluente  565,7+45,2 7,6+0,2 199+18 247+23
RL  Efluente 653+50,2 7,9+0,3 145220 166+17 155¢14 1645
Efic. (%) 8829

Afluente  565,7+452 7,620,2 109+18 247423
R2  Efluente 91,1#30,3 7,8+0,2 139+18 169+23 157422 165
Efic. (%) 8415

Afluente 530,9+10,7 7,7%0,1 1066 255:11
R3  Efluente 351+24,7 8,0%0,2 154436 19544 1599 1242
Efic. (%)  93%5

Afluente  530,9%19,7 7,7x0,1 19636 25511
R4  Efluente 46,3+105 7,8+0,2 13048 1689 185+44 143
Efic. %)  91£2

(AP = Alcalinidade Parcial; AT = Alcalinidade Total; AB = Alcalinidade a Bicarbonato; AVT = Acidos
Volateis Totais)

Tabela 5.8: Valores dos parametros fisico-quimicos do afluente e efluente dos reatores

de leito fluidificado durante etapas Il e VI

DQO¢ AP AT AB AVT

Reator  Amostra oy PH (MgCaCO4/L) (MgHAG/L)

Afluente  557,6452,2 7,702 195%19 253%19
R1  Efluente 22,3+12,3 7,9+0,1 124410 148+9 137+10 1623
Efic. %)  96£2

Afluente  558,1%52,4 7,7+0,1 196+19 255+19
R2  Efluente 487+31,9 7,820,2 121+12 146+13 135+14  15%2
Efic. (%)  91%6

Afluente  568,4+22,7 7,701 199+9  256%7
R3  Efluente 142+135 7,9+0,2 131+15 16317 154+17 1242
Efic. %)  97+2

Afluente 568,4%22,7 770,1 199+9 2567
R4  Efluente 342267 7,902 132+13 162+15 154+14 1242
Efic. (%) 9445

(AP = Alcalinidade Parcial; AT = Alcalinidade Total; AB = Alcalinidade a Bicarbonato; AVT = Acidos
Voléateis Totais)

Além dos parametros mencionados até o0 momento, apos adi¢do do surfactante a
alimentacdo, também foram monitorados a concentracdo de LAS, sulfato e sulfeto

afluente e efluente de todos os reatores. Esperava-se assim observar se a lise da
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molécula do LAS aumentaria as concentragdes de sulfato e sulfeto no efluente dos
reatores devido a presenca do enxofre (S) do anel aromético da molécula do surfactante.
As Figuras Figura 5.27 a Figura 5.30 apresentam os valores de LAS afluente e

efluente, bem como sua porcentagem de remocdo ao longo do tempo nos quatro

reatores.
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Figura 5.27: Variacdo temporal da concentracdo de LAS afluente e efluente em R1

(carvéo ativado)
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Figura 5.28: Variacdo temporal da concentracdo de LAS afluente e efluente em R2

(argila expandida)
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Figura 5.29: Variagdo temporal da concentracdo de LAS afluente e efluente em R3

(pérolas de vidro)
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Figura 5.30: Variacdo temporal da concentracdo de LAS afluente e efluente em R4

(areia)

O reator preenchido com carvdo ativado (média afluente de 14,7+4,9 mg/L de
LAS) apresentou remocdo média do surfactante de 95+8%. A média efluente esteve em
0,5 mg/L porém, por varios dias, a remocdo atingiu valores abaixo do limite de detec¢édo
da curva (0,49 mg/L). Tais valores (efluente e remoc¢do) foram melhores que os obtidos
para o reator de leito fluidificado preenchido com argila expandida (R2). Nesse ultimo
caso, a média de remocdo foi 81+15% para concentracdo afluente de 13,4+3 mg/L de
LAS. A concentracdo afluente também atingiu valores abaixo do limite de deteccdo da
curva porém a media foi 2,3£1,8 mg/L, ou seja, maior que em R1.

J& os reatores preenchidos com pérolas de vidro (R3) e areia (R4) apresentaram
melhor desempenho que os anteriores, uma vez que removeram em média, 99+2% do
LAS afluente (18,8+4,2 mg/L). Durante todo o periodo (70 dias de operacdo), a
concentracdo de LAS efluente esteve proxima ao zero (média de 0,3 e 0,2 mg/L em R3
e R4, respectivamente).

Dentre todos os suportes testados nos reatores de leito fluidificado, pérolas de
vidro e areia foram os que apresentaram melhor desempenho removendo praticamente
todo o LAS adicionado a alimentacéo.

Conforme mencionado anteriormente, carvdo ativado e argila expandida

sofreram fragmentacdo durante a operacdo dos reatores e possivelmente isso tenha
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influenciado na eficiéncia de remogdo do surfactante, uma vez que, ao longo da
operacdo, a massa de suporte e consequente biomassa diminuiram.

Os valores de remocédo do surfactante obtidos para essa configuracdo de reator
foram muito satisfatorios uma vez que sdo ineditos na literatura. Degradacdo anaerobia
de LAS em reator horizontal de leito fixo atingiu valores de 28% (OLIVEIRA et al.,
2009) e 35% (DUARTE et al., 2010) para concentracdo de 14 mg/L de LAS ap0s 343 e
313 dias de operacdo, respectivamente. Em trabalho com reator operado em bateladas
sequenciais, com biomassa granular, utilizando o mesmo inoculo, Duarte e
colaboradores (2010) atingiram 53% de degradacdo apdés 143 dias de operacdo e
concentragéo de 22 mg/L de LAS.

A Tabela 5.9 apresenta os valores médios de LAS, sulfato e sulfeto nos afluente
e efluente dos reatores durante as etapas Ill e VI de operacdo (alimentacdo com

substrato sintético acrescido de LAS).

Tabela 5.9: Valores da concentracdo de LAS, sulfato e sulfeto afluente e efluente dos

reatores de leito fluidificado durante etapas Il e VI

Reator Amostra LAS Sulfato Sulfeto

(mg/L) (mg/L) (ng/L)

R1 (carvio Afluente 14,749 4+1 93+48

ativado) Efluente 0,5+0,7 18+10 142457
Efic. (%) 95+8

R2 (argila Afluente 13,4+3,0 6+3 126192

’ Efluente 2,3£1,8 17413 118+65
expandidia) Efic. (%) 81+15

R3 (pérolas Afluente 18,8+4,2 1347 96+39

de vidro) Efluente 0,2+0,3 19+7 56+52
Efic. (%) 99+2

Afluente 18,8+4,2 1317 96+39

R4 (areia) Efluente 0,3+0,5 22+11 81+40
Efic. (%) 99+2

Em relacdo ao valores apresentados na Tabela 5.9 pode-se observar gque, em
todos os reatores, a concentracdo de sulfato efluente esteve maior que no afluente, em
média, indicando a lise da molécula do LAS pelos microrganismos anaerobios e
liberacdo de sulfato no meio liquido. O sulfato disponivel também pode ter sido
utilizado pelos microrganismos para sintese como aparentemente ocorreu em reatores

anaerdbios horizontais de leito fixo (Oliveira, et al., 2009), no qual, 0 comportamento



5. Resultados e Discussdo 76

observado foi o contrério, com concentraces de sulfato no efluente menores que no
afluente (3 mg/L e 8 mg/L, respectivamente).

Para sulfeto, tal comportamento ndo foi observado em todos os reatores, somente
em R1 (carvdo ativado). No entanto, deve-se notar, para todos os reatores, que Sdo
concentragdes muito baixas (ug/L) e, apesar das analises terem sido realizadas em
triplicata, existem os possiveis erros do método e de amostragem. O que se pode aferir
com seguranga sobre as concentragdes de sulfeto é que sdo muito baixas no afluente e

permaneceram assim no efluente.

5.4.4 Balanco de Massa para LAS

Ao final da operacdo dos reatores, amostras de material suporte foram retiradas
para realizagdo da extragdo do LAS adsorvido nos suportes. Com o valor da massa de
LAS adsorvida no suporte e na biomassa, foi possivel realizar célculos de balanco de
massa do sistema e determinar a fracdo de LAS degradada biologicamente.

Observou-se que aproximadamente 331 mg de LAS entraram em R1, 12 mg
foram coletados no efluente e 34 mg ficaram adsorvidos no carvdo ativado e nas
particulas finas no topo do reator resultando em 96% de remogdo e 86% de degradacdo
bioldgica. O Apéndice A apresenta algumas consideracdes quanto a presenca de LAS
adsorvido ao biofilme e solidos.

O resultado da extracdo do LAS na argila expandida, realizado em triplicata, foi
nulo, indicando que ndo houve adsorcdo do surfactante ao suporte mais biofilme, ou a
quantidade foi muito pequena para ser detectada pelo método de cromatografia liquida.
Assim, sabendo-se que cerca de 306 mg de LAS foram adicionados ao reator R2 e
51 mg sairam no efluente, pode-se concluir que 83% de LAS removidos foram
degradados biologicamente.

Nos reatores R3 e R4 foram adicionados 385 mg de LAS em cada um. No
efluente do reator preenchido com pérolas de vidro (R3) e areia (R4) foram
determinados 6 mg e , 5 mg de LAS , respectivamente. Ficaram adsorvidos 0,81 mg de
LAS nas pérolas de vidro (R3) e 0,92 mg de LAS na areia (R4). Logo, a eficiencia de
degradacéo foi de 98,5% e, 98,2%, respectivamente, de todo o LAS adicionado.

Os resultados de adsorg@o nos reatores com os suportes pérolas de vidro e areia

foram diferentes dos obtidos nos ensaios em batelada nos quais a adsorcdo foi nula.
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Porém, a massa de LAS adsorvida foi muito pequena e pode estar relacionada a
biomassa que estava presente nos suportes dos reatores. Outro ponto importante
referente a adsorcdo se apresentou mais acentuado no reator preenchido com carvao
ativado (34 mg de LAS adsorvido). Acredita-se que essa massa de LAS adsorvida nédo
esteja indisponivel para os microrganismos e possivelmente serd degradada e os sitios
do suporte ficardo livres para outras moléculas do surfactante.

Na Tabela 5.10 e Figura 5.31 esta apresentado o desempenho dos reatores na

remocao de LAS.

Tabela 5.10: Balanco de massa de LAS

Reator Suporte Entrada Saida Remocdo Adsorvido Degradacéo

_ (mg) (mg) (%) (mg) (%)
R1 Carvdo 331 12 96 34 86
ativado
R2 Argila 306 51 83 0 83
expandida
Rz  rerolasde  aop 5 99 0,81 98,5
vidro
R4 Areia 385 6 08 0,92 98,2
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Figura 5.31: Valores de massas afluente e efluente e porcentagem de remogéo de LAS

em reatores em menor escala
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Oliveira et al., (2009), utilizando dois reatores anaerobios horizontais de leito
fixo (RAHLF), preenchidos com carvao vegetal (R1) e argila expandida e espuma de
poliuretano (R2) como material suporte e inoculados com lodo de reator UASB
utilizado no tratamento de dejetos de suinocultura, obtiveram 28 % e 27%,
respectivamente, de degradacdo bioldgica de LAS ap6s 343 dias de operacdo. Ao R1
foram adicionados cerca de 7854 mg de LAS sendo 5461 mg recuperados no efluente.
Ensaios de extracdo de LAS do material suporte indicaram que 195 mg de LAS ficaram
adsorvidos no biofilme. Assim, o balanco de massa resultou em 30% de remocé&o, sendo
28% de todo LAS adicionado removido por degradacéo Bioldgica.

Apesar do inoculo e substrato sintético dos reatores de Oliveira et al., (2009)
serem iguais ao deste trabalho, os materiais suporte, configuracdo de reator, e tempo de
operacdo foram diferentes, justificando a maior quantidade de LAS aplicada aos
RHALFs. No entanto, quanto a adsorcdo e valores de remocdo do surfactante, 0s
reatores de leito fluidificado apresentaram valores mais elevados.

5.5. Operacdo e Monitoramento do Reator Anaerdbio de Leito

Fluidificado em Escala de Bancada

5.5.1 Imobilizagéo e Adaptacdo da Biomassa

O inbculo utilizado foi o0 mesmo usado nos reatores em menor escala. O
procedimento de imobilizacdo e adaptacdo da biomassa no reator de leito fluidificado
em escala de bancada foi realizado da mesma maneira que nos reatores anteriores.
Todavia, a biomassa foi imobilizada em areia em virtude dos bons resultados obtidos
anteriormente nos reatores menores. O monitoramento da DQO filtrada esta apresentado
na Figura 5.32.

Ao longo do tempo, com o consumo da matéria organica pelos microrganismos
anaerdbios presentes na fase liquida e no material suporte, novo substrato sintético era
preparado e adicionado ao frasco contendo substrato antigo e lodo. Esses dias de
suplementacédo estdo marcados na Figura 5.32 por tracos horizontais. Suplementagdo da
alimentacdo foi preparada para manter o frasco em concentragdo de aproximadamente
500 mg/L.
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Figura 5.32: Variagéo temporal da DQO filtrada durante a inoculagéo do reator de leito
fluidificado

5.5.1. Remogdo de Matéria Organica e LAS

Durante a etapa I, o reator foi operado em circuito aberto. A alimentacédo
consistiu somente de substrato sintético.

Nesta fase observou-se eficiéncia média de remocdo de matéria organica (DQO
filtrada) de 87+3%, para concentracdo média afluente de 698+58 mg/L, durante 28 dias
de operagéo, conforme pode ser observado na Figura 5.33 e na Tabela 5.12

Apobs o periodo de alimentacdo com substrato sintético, deu-se inicio a etapa Il
de operacdo do reator com presenca de LAS na alimentacdo em concentracdo de
8,2+1,3 mg/L por 28 dias. Os elevados valores obtidos para remogéo de DQO filtrada
nesta nova etapa (86+7% em média, para concentracdo de 644+39 mg/L) mostraram
que a presenca do surfactante ndo interferiu na degradagdo da matéria organica (Figura
5.33). Nessa etapa, a eficiéncia de remocgdo de LAS foi de 88% em média atingindo
concentracdo efluente proxima ao limite de deteccdo da curva (0,49 mg/L).

Na Etapa Il de operacgdo a concentragdo de LAS na alimentacao do reator foi de
24,4+3,7 mg/L. A biomassa ndo foi prejudicada com o aumento da concentracdo do

surfactante, uma vez que, a eficiéncia de degradacdo de matéria organica manteve-se
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elevada (91+£3%) (Figura 5.33) e a eficiéncia de remocgéo de LAS foi de 96+5% (Figura
5.34). A presente etapa teve duracdo de 49 dias.

Na Etapa IV, com duracédo de 49 dias a concentracdo de LAS na alimentacéo foi
de 30,8+4,5 mg/L. A porcentagem de remocao do surfactante manteve-se constante em
relacdo a etapa anterior apresentando média de 93+3% (Figura 5.34). A remoc¢édo de
matéria organica permaneceu bastante eficiente com valor médio maior, em relagdo a
etapa anterior de 93+2% (Figura 5.33).

A etapa V durou 70 dias com concentracdo de LAS afluente média de
38,4+5,7 mg/L. A porcentagem de remocdo do surfactante atingiu valores entre 87% e
100% e apresentou valor médio de 93+3%, assim como na etapa anterior (Figura 5.34).
O aumento da concentracdo de LAS néo prejudicou a biomassa como podemos observar
pelos valores de degradacdo de LAS e matéria organica (93+2%) (Figura 5.33).

Na ultima etapa de operacédo do reator, com duragdo de 47 dias, ocorreu remocao
de 93+3% de LAS para concentragdo afluente de 45,8454 mg/L. Pode-se assim
observar que o aumento gradual da concentracdo afluente de LAS ndo inibiu os
microrganismos anaerobios responsaveis por sua degradacdo (Figura 5.34). A matéria
organica permaneceu com baixos valores efluentes (60+17 mg/L de DQO filtrada),
indicando remocdo de 91+2%, uma vez que a concentracdo afluente foi de
632+42 mg/L de DQO filtrada (Figura 5.33).

Os valores de remocdo de LAS e matéria organica obtidos no reator de leito
fluidificado foram bastante satisfatorios e superiores quando comparados aos trabalhos
de Duarte et al. (2008, 2009) e Oliveira, et al. (2009) que avaliaram a degradagdo do
surfactante em reator anaerébio horizontal de leito fixo (RAHLF). No caso dos
trabalhos citados, a concentracdo afluente do surfactante esteve em torno de 14 mg/L e
0 balanco de massa indicou remocéo de 35% de todo o LAS adicionado ao sistema para
reator preenchido com espuma de poliuretano como material suporte. Os demais
reatores, que diferiam quanto ao material suporte (carvdo vegetal e argila expandida)
apresentaram eficiéncias inferiores. No entanto, quanto a remocao de matéria organica,
0 RAHLF se mostrou estavel com remocdo de mais de 90%. A concentragdo afluente
era semelhante ao do presente trabalho uma vez que o substrato sintético utilizado foi o

mesmo.
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Figura 5.33: Variagéo temporal da DQO filtrada afluente e efluente e eficiéncia de

remocao

Na Figura 5.34 s@o apresentadas as concentraces de LAS afluente e efluente,
assim como os valores de eficiéncia de remocdo do surfactante durante todo o periodo

de operacéo.
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Figura 5.34: Variacdo temporal da concentracdo de LAS afluente e efluente
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O reator de leito fluidificado mostrou-se uma excelente opgéo para remocgao do
surfactante LAS quando comparado a outras configuragcbes de reatores anaerobios
testados por outros pesquisadores (ASBR, UASB, RAHLF) (SANZ et al., 2003,
ALMENDARIZ et al., 2001, LOBNER et al., 2005, DUARTE et al., 2008, OLIVEIRA
et al., 2009, DUARTE et al., 2010). A alimentacdo continua e o elevado tempo de
detencdo hidraulica, aliados a recirculagdo do sistema, auxiliaram na degradacéo

anaerdbia de maior concentracdo do surfactante.

5.5.2. Balanco de Massa

Durante o periodo de operagdo, o reator recebeu cerca de 7.760 mg de LAS e
apenas 510 mg foram coletadas no efluente. O restante (93%) foi removido do sistema
pelo processo de degradacéo biologica (Tabela 5.11).

O resultado da extracdo do LAS na areia, realizado em duplicata, foi inferior ao
limite de deteccdo da curva de calibracdo (0,49 mg/L), indicando que n&o houve
adsorcéo do surfactante ao suporte e biofilme.

Na Tabela 5.11 esta apresentado o desempenho do reator na remocdo de LAS.

Tabela 5.11: Balanco de massa de LAS

Entrada (mg) Saida (mg) Remocdo (%) Adsorvido(mg) Degradacéo (%o)

7760 510 93 0 93

O reator em menor escala preenchido com areia (R4) recebeu cerca de 385 mg
de LAS e apenas 6 mg foram coletadas no efluente. Houve 0,92 mg de LAS adsorvido,
porém o restante (98,2%) foi removido do sistema pelo processo de degradacdo
biologica. Apesar da adsor¢éo, o reator em menor escala apresentou maior porcentagem
de remocéo, possivelmente favorecida pela maior quantidade proporcional de material
suporte usada no reator (60 g para reator com 350 ml de volume e 430 g para reator com
1250 ml de volume).
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5.5.3. Consideracoes

Até o final da década de 90, acreditava-se que o LAS ndo podia ser degradado
por processos bioldgicos anaerébios. No entanto, trabalhos recentes mostraram que tal
biodegradacao é possivel, tais como, Almendariz et al. (2001) que obteve degradacao de
41% e Sanz et al. (2003) com degradagdo de 85% em reatores UASB, além daqueles
realizados por Duarte et al. (2008 e 2009) e Oliveira et al. (2009) que utilizaram reatores
de leito fixo com biomassa imobilizada em materiais suporte e atingiram até 35% de
degradacéo do surfactante.

Contudo, valores acima de 90% para degradacdo anaerdbia de LAS ndo foram
encontrados na literatura, tornando inéditos os resultados desta pesquisa. Acredita-se
entdo, que a biomassa imobilizada no material suporte, aliada ao sistema de mistura
completa proporcionado pela fluidificacdo do leito, tenha favorecido o contato e
biodisponibilidade do surfactante para os microrganismos em relacdo as outras
configuragdes de reatores ja utilizadas (UASB, ASBR, RAHLF — reator anaer6bio
horizontal de leito fixo).

Reatores de leito fluidificado foram usados para tratar todo tipo de agua
residuaria, desde esgoto (baixa DQO) a agua residudria de producdo de cerveja e agucar
(elevada DQO) (I1ZA, 1991). O efeito de diluicdo da recirculacdo e as excelentes
caracteristicas de transferéncia de massa dos reatores de leito fluidificado permitem o
sistema operar sob tais condi¢bes. Outra vantagem do leito fluidificado é a grande
superficie disponivel para aderéncia nos materiais suporte, onde o microrganismo pode
crescer, aumentando a concentragdo de biomassa (I1ZA, 1991).

No que se refere a toxicidade do surfactante aos microrganismos, a dilui¢éo
inicial do afluente reduz a concentracdo do substrato e contribui para reduzir o efeito
toxico (IZA, 1991). Tal comportamento torna melhores os resultados de remocéo
quando comparado ao reator operado em bateladas sequenciais (ASBR) uma vez que,
neste Ultimo, a biomassa recebe a concentracéo inicial de uma Unica vez.

Um dos fendmenos facilmente visualizados em reatores em escala de laboratorio
é a formacdo de grandes correntes verticais de particulas, algumas ascendentes, outras
descendentes. As correntes ndo sao relacionadas ao movimento aleatorio tipico de
particulas em um leito fuidificado particulado mas inclinadas para as paredes do reator.

Esse movimento de reciclagem interno ndo pode ser descrito matematicamente e, assim,
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a descricdo da dispersdo axial ndo € viavel (IZA, 1991). O efeito pratico deste
comportamento é importante, contribuindo para melhor homogeneizagdo do contetdo
do reator e expondo as particulas ao composto a ser degradado. Desse modo, quando
comparado ao sistema de fluxo pistonado (RAHLF), o sistema de mistura homogénea

proporciona maior disponibilidade da &4gua residuéria contendo LAS.

5.7.3 Monitoramento de pH, Alcalinidade e Acidos

Na etapa | de operacdo do reator, somente com substrato sintético, os valores de
pH mantiveram-se proximos ao neutro apresentando valor minimo de 7,4 no afluente e
méaximo de 8,1 no efluente. O sistema apresentou alcalinidade efluente média de
2891125 mgCaCOg3/L representada como alcalinidade a bicarbonato. A concentracdo de
acidos volateis totais (AVT) no efluente esteve entre 14 e 20 mgHAC/L.

Nas etapas seguintes, os parametros analisados permaneceram constantes e
estaveis em relacdo a etapa anterior, quando da auséncia de LAS na alimentacdo,

conforme pode ser observado na Tabela 5.12

Tabela 5.12: Valores dos parametros fisico-quimicos afluente e efluente do reator de

leito fluidificado durante as etapas de operacéao

DQO¢ AP AT AB AVT

Etapa  Amostra 0y PH (MgCaCO/L) (MgHAC/L)

Afluente 69858  7,7£0,2 186£26 25333
| Efluente  93+23  8,1#0,2 229+93 299+125 289+125  17+2
Efic. (%) 8743

Afluente 64439  7,6%0,2 19819 268+19
Il Efluente  90+41  8,1%0,2 130+16 164+15 15117 18+6
Efic. (%) 8647

Afluente  665+50  7,7+0,1 20014 164%14
Il Efluente  58+21  8,0+0,2 12249 154413 143%12 1543
Efic. (%)  91+3

Afluente 60845  7,7+0,2 182432 240+41
IV Efluente  42+12 8,002 132436 161#43 152+43 1243
Efic. (%)  93%2

Afluente  639+30  7,620,3 18222 245%23
V  Efluente  43+13  8,1%02 128+21 157+27 14616 1545
Efic. (%) 9342

Afluente 63242  7,680,2 187+15 255+22
VI  Efluente  60£17 7,902 130#37 158443 153+47 1446
Efic. (%)  91+2
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Na etapa Il, os valores de pH mantiveram-se proximos ao neutro apresentando
valor minimo de 7,4 afluente e méximo de 8,3 efluente. O sistema apresentou
alcalinidade efluente média de 151+17 mgCaCOg/L representada como alcalinidade a
bicarbonato, menor que na etapa anterior. A concentracdo de &cidos volateis totais
(AVT) efluente esteve entre 13 e 31 mgHAC/L.

Na etapa Il os valores de pH mantiveram-se constantes apresentando valor
minimo de 7,5 afluente e maximo de 8,2 efluente. O sistema apresentou alcalinidade
efluente média de 143+12 mgCaCOs/L representada como alcalinidade a bicarbonato. A
concentracdo de acidos volateis totais (AVT) efluente esteve entre 12 e 21 mgHAC/L.

Na etapa IV, pH variou de 7,3 a 8,1 no afluente e de 7,3 a 8,4 no efluente.
Alcalinidade a bicarbonato no efluente do sistema variou de 68 a 268 mgCaCOs/L, com
valor médio de 152+43 mgCaCOs/L. A concentracdo media de &cidos volateis foi
12+3 mgHAC/L.

Novamente, na etapa V, os valores de pH, alcalinidade a bicarbonato e acidos
volateis mantiveram-se estaveis (Tabela 5.12). pH afluente e efluente manteve-se
préximo ao neutro variando entre 7,1 e 8,5. Alcalinidade a bicarbonato variou entre
117 mgCaCOs/L e 230 mgCaCOs/L e &cidos totais volateis entre 1 mgHAC/L e
24 mgHAC/L.

Na ultima etapa de operacdo (Etapa VI) os valores de pH mantiveram-se
préximos ao neutro apresentando valor minimo de 7,4 no afluente e maximo de 8,3 no
efluente. O sistema apresentou alcalinidade efluente média de 153+47 mgCaCOs/L
representada como alcalinidade a bicarbonato. A concentracdo de &cidos volateis totais
(AVT) média efluente foi de 14+6 mgHAC/L. Em todas as etapas, os valores de cada
parametro analisado se mantiveram muito proximos indicando a estabilidade do reator.

Nas Figuras seguintes (Figura 5.35 a Figura 5.39) estdo apresentados 0s
resultados de monitoramento de rotina durante toda a operacao do reator quanto a pH,
alcalinidades parcial, total, a bicarbonato e &cidos volateis totais, cujos valores foram

sumarizados na Tabela 5.12.
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Figura 5.35: Variagdo temporal do pH afluente e efluente
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Figura 5.36: Variagédo temporal da alcalinidade parcial afluente e efluente
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Figura 5.37: Variagéo temporal da alcalinidade total afluente e efluente
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Figura 5.38: Variacdo temporal da alcalinidade a bicarbonato efluente
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Figura 5.39: Variacdo temporal de &cidos volateis totais efluente

5.7.4. Sulfato e Sulfeto

Apés adicdo do surfactante a alimentagdo, também foi monitorada a
concentracdo de sulfato e sulfeto afluente e efluente do reator.

A Tabela 5.13 apresenta os valores médios de LAS, sulfato e sulfeto afluente e
efluente do reator durante as etapas 11, 111, 1V, V, e VI de operacdo.

Os valores de LAS efluente foram baixos quando comparados aos valores
afluente e elevadas foram as porcentagens de remocdo. No entanto, os valores médios
efluente em casa etapa encontram-se acima do valor estabelecido pela resolucdo
CONAMA N°357/2005 de 0,5 mg/L LAS como ‘“substanicas tensoativas que reagem
com o azul de metileno”.

Analisando a Tabela 5.13 pode-se observar que, quanto aos valores de sulfato, a
concentracdo efluente esteve maior que no afluente, em média, indicando a lise da
molécula do LAS pelos microrganismos anaerobios e liberacdo de sulfato no meio
liquido, da mesma maneira que ocoreu nos reatores em menor escala.

Para sulfeto, tal comportamento apenas foi observado na etapa Ill. No entanto,
deve-se notar, para todas as etapas, que sdo concentragdes muito baixas (em ug/L) e,

apesar das analises terem sido realizadas em triplicata, existem o0s possiveis erros do
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método e de amostragem. O que se pode aferir com seguranca sobre as concentracdes

de sulfeto é que sdo muito baixas no afluente e permanecem assim no efluente.

Tabela 5.13: Concentracdo de LAS, sulfato e sulfeto afluente e efluente durante etapas
IlaVi

Etapa Amostra LAS Sulfato Sulfeto
(mg/L) (mg/L) (ng/L)
Afluente 8,2+1,3 5+3 102+102
I Efluente 0,9+0,9 165 158+115
Efic. (%) 88+11
Afluente 24,4437 12+4 127+80
11 Efluente 1,1+1,2 3349 40+32
Efic. (%) 9645
Afluente 30,8+4,5 12+6 135+113
v Efluente 2,1+2,0 2848 115+130
Efic. (%) 9316
Afluente 38,4+5,7 18+9 465+396
V Efluente 2,5+1,2 2345 218+252
Efic. (%) 9343
Afluente 45,8454 2319 3414222
VI Efluente 3,2+1,2 3048 221+164
Efic. (%) 9343

Em trabalhos sobre degradacdo de LAS em reatores horizontais de leito fixo
(Duarte, 2006 e Oliveira, 2006), a concentracdo de sulfato e sulfeto foi monitorada ao
longo dos reatores. Foi observado que para concentracdo inicial de 14 mg/L de LAS em
substrato sintético semelhante ao do presente trabalho, a concentracdo maxima de
sulfato se encontrava no primeiro trecho do reator (16 mg/L) e decrescia ao longo do
reator até o efluente (2 mg/L). No entanto, ao final da operacdo dos reatores, quando
foram retiradas as fontes de carbono da alimentacdo, exceto LAS, a concentracgdo inicial
de sulfato (11 mg/L) aumentou ao longo do reator, atingindo 16 mg/L no efluente. A
concentracéo de sulfeto também aumentou ao longo do reator apés a retirada das fontes
organicas passando de zero no afluente a 1,5 mg/L no efluente.

Quanto aos valores de sulfeto, os trabalhos citados apresentaram concentragoes
proximas as encontradas nos reatores de leito fluidificado. Sulfeto esteve presente em
maior quantidade no efluente dos reatores porém em baixas concentracdes ao longo dos

reatores, como no presente trabalho.
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5.6. Exames Microscopicos

5.6.1. Reatores em Menor Escala

Ao final da operacdo dos reatores preenchidos com pérolas e vidro e areia foram
retiradas amostras do material suporte para realizacdo de exames microscopicos de
contraste de fase. Assim, foi possivel verificar a presenca e diversidade de morfologias
microbianas nos reatores.

Mantiveram-se presentes nos reatores células ja encontradas no indculo, tais
como bacilos e cocos, além da presenca de bactérias formadoras de enddsporos (Figura
5.40).

Figura 5.40: Microscopia de contraste de fase das morfologias observadas em R3 e R4:

(@) e (b) bacilos, (c) cocos, (d) enddsporos
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5.6.2. Reator em Escala de bancada

Apos o final da Etapa 111 (24,4+3,7 mg/L de LAS), amostras do material suporte
foram retiradas do reator para realizacdo de exames microscopicos.

Nesta fase foram observadas células com morfologias semelhantes a
espiroquetas, bacilos e bactérias filamentosas, além de raros bacilos fluorescentes

semelhantes a arquéias metanogénicas (Figura 5.41).

@ (b)

(c) (d)
Figura 5.41: Microscopia de contraste de fase das morfologias observadas no reator em

escala de bancada ap6s Etapa I11: (a) espiroquetas, (b) bacilos, (c) sarcinas, (d) cisto

A presenca de cistos chamou a atencdo por esse tipo de comportamento ser
tipico de arquéias metanogénicas semelhantes a Methanosarcina.

Apbs o final da Etapa V (38,4+5,7 mg/L de LAS) amostras do material suporte
foram novamente retiradas do reator para realizacdo de exames microscopicos. As

morfologias encontradas assemelharam-se as anteriores, todavia, com predominancia
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de cocos, Novamente, foram encontrados espiroquetas, além de variedade de bacilos e
bacilos curvos (Figura 5.42).

(© (d)
Figura 5.42: Microscopia de contraste de fase das morfologias observadas no reator em

escala de bancada ap6s Etapa V: (a) e (b) cocos, (c) espiroqueta, (d) bacilos

Além dessas morfologias foram observadas com menor freqiiéncia bactérias
filamentosas e morfologia semelhante a Methanosarcina.

Ap06s o final da operagdo do reator (45,8+5,4 mg/L de LAS) novas amostras do
biofilme foram analisadas em microscépio O6ptico. Foram encontradas diversas
morfologias microbianas, tais como, cocos, espiroguetas, bactérias filamentosas, bacilos
retos e curvos e endosporos. Nessa condicdo em que se encontrava o reator também foi
possivel detectar bacilos e morfologias semelhantes a Methanosarcina indicando a
presenca de arquéias metanogénicas que sao microrganismos estritamente anaerobios.
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(@) (b)

(d)

Figura 5.43: Microscopia de contraste de
fase das morfologias observadas no reator
em escala de bancada ao final da
operacéo: (a) bacilos retos e curvos, (b)
cocos, (c) filamentosas, (d) espiroqueta,

(e) bacilos fluorescentes

(€)

Durante todo o processo de operagédo do reator foi observada grande diversidade
de grupos bacterianos, corroborando a hipotese de que a degradacdo do LAS é
decorrente de consorcio microbiano.

A caracterizagdo morfologica da biomassa presente no reator estd sintetizada
naTabela 5.14



5. Resultados e Discussao 94

Tabela 5.14: Morfologias observadas em microscopia de contraste de fase e

fluorescéncia

Morfologias Indculo Etapa Il Etapa V Final
Cocos +++ +++ +++ ++++
Espiroquetas ++ +++ ++++ +++
Filamentosas ++ ++ ++ +
Endodsporos + - + +
Bacilos retos o+ ++ +4++ 4+
Bacilos curvos 4 ++ +4++ +++
Bacilos fluorescentes - - - +
Sarcinas fluorescentes - ++ + -

(++++) predominantes; (+++) freqlentes; (++) pouco freqiientes; (+) raros; (-) ndo

foram observados

Em materiais suporte com biomassa imobilizada empregados em reatores de
leito fixo para degradacdo anaerdbia de LAS (Duarte, 2006 e Oliveira, 2006) foram
observadas morfologias semelhantes as encontradas nos reatores de leito fluidificado
indicando a necessidade da presenca destes microrganismos para remocdo de matéria
organica e surfactante.

Da mesma maneira que a microscopia de contraste de fase, a microscopia

eletronica de varredura revelou biofilme estabelecido na areia, sendo possivel observar

elevada densidade de células microbianas e camada de exopolimero cobrindo o suporte
(Figura 5.44).

Figura 5.44: Microscopia eletronica de varredura das morfologias observadas no reator
em escala de bancada ao final da operacéo: (a) bacilos (b) bacilos e exopolimero
(aumento 5000X)
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5.7. Caracterizacao filogenética do Dominio Bacteria

5.7.1. Reator em Menor Escala

Para a amostra do reator preenchido com pérolas de vidro (R3) foram obtidos 53
clones. Desse total, 14 clones foram relacionados ao Filo Bacteroidetes, Classe
Sphingobacteria, Ordem Sphingobacteriales, mais especificamente aos seguintes
géneros: Niastella sp., Terrimonas sp., além de bactérias ndo cultivadas.

Outros 19 clones foram relacionados ao Filo Proteobacteria, Classes
Alphaproteobacteria e Betaproteobacteria e um deles a Classe Gammaproteobacteria, e
seguintes Ordens: Caulobacterales, Rhizobiales, Rhodospirillales, Sphingomonadales,
Burkholderiales, Rhodocyclales e Xanthomonadales mais especificamente semelhantes
a: Brevundimonas sp., Methylocella sp., Mesorhizobium sp., Acidisphaera sp.,
Novosphingobium sp., Brachymonas sp., Delftia sp., Aquabacterium sp., Zoogloea sp.,
Stenotrophomonas sp. e bactérias ndo cultivadas.

Dois clones foram relacionados ao Filo Actinobacteria, Classe Actinobacteria,
Ordem Actinomycatales, especificamente a Mycobacterium sp., e Rhodococcus sp.

Trés clones foram relacionados ao Filo Firmicutes. Desses clones, dois foram
relacionados a Classe Clostridia, Ordem Clostridiales, semelhante a Clostridium sp.
Outro clone foi relacionado a Classe Bacilli, Ordem Lactobacillales, especificamente
semelhante a Trichococcus sp.

Entre os 15 clones restantes, quatro deles foram relacionados a Meiothermus sp.,
Gemmatimonas sp., Nitrospira sp. e Opitutus, sp. Onze clones foram relacionados a
bactérias ndo classificadas.

Para a amostra do reator preenchido com areia (R4) foram obtidos 59 clones.
Desse total, 15 clones foram relacionados ao Filo Bacteroidetes, Classe
Sphingobacteria, Ordem Sphingobacteriales, mais especificamente semelhantes a:
Niastella sp., Runella sp., Terrimonas sp. e bactérias ndo cultivadas.

Outros 15 clones foram relacionados ao Filo Proteobacteria, Classes
Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria e Gammaproteobacteria, Ordens Rhizobiales,
Rhodospirillales, Sphingomonadales, Burkholderiales e Xanthomonadales mais

especificamente semelhantes a Aminobacter sp., Rhizobium sp., Acidisphaera sp.,
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Sandaracinobacter sp., Sphingopyxis sp., Acidovorax sp., Ramlibacter sp.,
Stenotrophomonas sp. e bactérias ndo cultivadas.

Sete clones foram relacionados ao Filo Actinobacteria, Classe Actinobacteria,
Ordens Actinobacteridae e Actinomycatales, mais especificamente semelhantes a
Mycobacteriaceae sp., Gordonia sp. e Rhodococcus sp.

Dois clones foram relacionados ao Filo Acidobacteria, Classe Acidobacteria,
géneros Gp4 sp. e Gp6 sp.

Trés clones foram relacionados ao Filo Firmicutes. Um deles a Classe Clostridia,
Ordem Clostridiales, semelhantes a Clostridium sp. e outros dois a Classe Bacilli,
Ordem Lactobacillales, semelhantes a Trichococcus sp.

Sete clones foram relacionados ao Filo Deinococcus-Thermus, Classe
Deinococci, Ordem Thermales, semelhantes a Meiothermus sp.

Um clone foi relacionado ao Filo Chloroflexi e dois clones foram semelhantes a
Gemmatimonas sp. e Nitrospira sp.

Os sete clones restantes foram identificados como bactérias ndo classificadas.

As FigurasFigura 5.45 e Figura 5.46 representam as porcentagens de clones de
cada amostra de reator relacionados aos diferentes Filos e Classes, respectivamente.

Vale ressaltar que tal comparacao, apesar de estar representada em porcentagem
ndo representa quantitativamente, mas, qualitativamente 0s microrganismos presentes

em cada reator.

Bvidro Dareia
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Figura 5.45: Porcentagem de clones dos reatores preenchido com pérolas de vidro (R3)

e areia (R4) relacionados aos diferentes Filos
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Os clones presentes nos reator preenchido com pérolas de vidro (R3) foram
semelhantes a oito diferentes Filos (Figura 5.45). A maior quantidade de clones (36%)
foi relacionada ao Filo Proteobacteria, sequido por Bacteroidetes (26%). Os demais
Filos se apresentaram em porcentagens inferiores a 5%. Representantes do Filo
Verrucomicrobia foram encontrados apenas neste reator (R3).

Da mesma maneira que em R3, os clones predominantes em R4 (areia) foram
relacionados a Proteobacteria e Bacteroidetes (25% cada). Do total de nove Filos
presentes, apenas dois ndo foram encontrados em R3, Anaerolineae e Acidobacteria.
Aparentemente os Filos Actinobacteria e Deinococcus-Thermus foram favorecidos no
reator quando o material suporte utilizado foi areia (R4), enquanto que os Filos
Firmicutes, Gemmatimonadetes e Nitrospira foram encontrados na mesma proporcao

que em R3 (pérolas de vidro).

Bvidro Eareia

Proporcdo (%)

Figura 5.46: Porcentagem de clones dos reatores preenchido com pérolas de vidro (R3)
e areia (R4) relacionados as diferentes Classes

Maior nimero de filos foi encontrado em R4 (areia). Da mesma maneira,
apresentou também maior quantidade de Classes quando comparado a R3 (pérolas de
vidro). Foram encontradas 11 Classes em R3 e 12 Classes em R4
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Sphingobacteria foi a Classe predominante em R3 e R4 com mais de 25% dos
clones, seguido por Alphaproteobacteria com valores de porcentagem entre 15% e 20%
em ambos o0s reatores.

A Classe Betaproteobacteria foi encontrada em maior quantidade em R3 (14%)
do que em R4 (5%), enquanto que Actinobacteria foi relacionada a mais de 10% dos
clones presentes em R4 e menos de 5% dos clones presentes em R3, assim como
Deinococci.

As Classes Bacilli, Clostridia, Gemmatimonadetes, Nitrospira e
Gammaproteobacteria foram relacionadas a menos que 5% dos clones em ambos os
reatores. Anaerolineae e Acidobacteria foram encontradas apenas em R4 (areia),
enquanto que Verrucomicrobiae foi encontrada apenas em R3 (pérolas de vidro). Essas
trés ultimas classes citadas foram também relacionadas a menos de 5% dos clones
obtidos em cada reator.

Pode-se observar que microrganismos pertencentes aos Filos Anaerolineae e
Acidobacteria foram encontrados somente no reator preenchido com areia (R4),
enquanto, no reator preenchido com pérolas de vidro (R3) foi encontrado
microrganismo pertencente ao Filo Verrucomicrobia.

As bactérias pertencentes ao Filo Anaerolineae sdo estritamente anaerdbias,
crescem numa faixa de temperatura entre 20°C e 50 °C, pH 7 como 6timo de
crescimento e necessitam de extrato de levedura para crescerem (YAMADA et al.,
2006). Sao bactérias filamentosas e, frequentemente, observadas na superficie de
granulos de tratamento de aguas residuérias contendo carboidratos. Quatro cepas
filamentosas de Anaerolineae foram isoladas de granulos de reator UASB mesofilico e
termofilico e caracterizadas em detalhes confirmando sua habilidade em fermentar
carboidratos (YAMADA et al., 2008). A composi¢do nutricional do reator do presente
trabalho favoreceu o crescimento de tais celulas, uma vez que havia disponibilidade de
carboidratos do extrato de levedura.

O Filo Acidobacteria é constituido por microrganismos acidofilicos e foram
reconhecidas como uma nova divisdo em 1997. Como a grande maioria dessas bactérias
estd classificada entre as ndo cultivadas, sua ecologia e metabolismo ndo estdo bem
conhecidos. No entanto, devem ser muito importantes para 0s ecossistemas, uma vez
que sdo particularmente abundantes no solo (KUSKE et al., 1997). Possivelmente tais

bacterias estavam presentes no lodo anaerébio usado como indculo nos reatores e
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encontraram ambiente mais favoravel para se manter quando o suporte utilizado foi
areia.

Estima-se que o Filo Verrucomicrobia inclua até 10% do total de bactérias no
solo e contribua com até 9,8% do 16S RNAr bacteriano neste sistema (WAGNER e
HORN, 2006). Membros do Filo Verrucomicrobia foram encontrados em pantanos e,
seu aparecimento tardio ap6s inundacdo, sugeriu que se adaptaram a baixas
concentracdes de substrato (NOLL et al., 2005). Sequéncias de 16S RNAr relacionadas
a Verrucomicrobia foram também obtidas de sistemas aquaticos, incluindo agua
potével, lago, sedimentos marinhos e fontes termais (WAGNER e HORN, 2006). Além
disso, sua presenca é freqliente em aterro sanitario e em varios sistemas de tratamento.
(CHOUARI et al., 2005). Sua presenca neste trabalho justifica-se pelo indculo inicial
ser alimentado constantemente com substrato sintético. No entanto, apesar de ambos 0s
reatores receberem a mesma alimentacédo, tal microrganismo foi encontrado apenas no
reator preenchido com pérolas de vidro (R3) em apenas 2% dos clones. Essa quantidade
indica que, possivelmente, 0 material suporte favoreceu a presencga desse grupo que nao
seria encontrado nas condicdes de operagédo dos reatores.

Os demais Filos citados anteriormente foram representados em ambos o0s
reatores em proporcdes ora semelhantes (Bacteroidetes — 25%, Firmicutes — 5%,
Gemmatimonadetes — 2%, Nitrospira — 2%), ora diferentes (Actinobacteria — 4% em R3
e 12% em R4, Deinococcus-Thermus — 2% em R3 e 12 % em R4, Proteobacteria — 36%
em R3 e 26% em R4).

Nas pérolas de vidro (R3) foram constatados microrganismos pertencentes ao
Filo Bacteroidetes semelhantes a Niastella sp. e Terrimonas sp. Esse Ultimo possui
propriedades que permitem decompor células de plantas e de fungos aumentando a
disponibilidade de carbono no solo para o metabolismo microbiano. A presenca desses
organismos no solo gera como resultado aumento nos elementos essenciais melhorando
a fertilidade e crescimento de plantas (LESAULNIER et al., 2008). Os demais clones
foram relacionados a bactérias encontradas em solos contaminados por niquel
(HERRERA et al., 2007), aderidas a membranas em estacdes de tratamento de agua
(CHON et al., trabalho ndo publicado), em biorreatores de membrana degradando
estrogénio (JIN et al., trabalho ndo publicado), na comunidade microbiana de solos na
Califérnia (CRUZ et al., trabalho ndo publicado), em solos (LESAULNIER et al.,
2008), em rios (SUESCUN et al., trabalho né&o publicado). Sua presencga nesse trabalho
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pode estar relacionada ao substrato sintético de facil degradacdo que simulou esgoto
sanitario.

Os clones pertencentes ao Filo Bacteroidetes obtidos com amostra do reator
preenchido com areia (R4) foram relacionados a bactérias encontradas em rio
(SUESCUN et al., trabalho ndo publicado), a bactéria degradadora de clorobenzeno
(NESTLER, et al., 2007), bactérias de ambiente subterraneo (CHAPON et al., trabalho
ndo publicado), comunidade presente em sistemas de lodos ativados (OSAKA et al.,
2008), sedimento de reservatorio de agua em Pequim (China) (QU e YUAN, 2008),
comunidade bacteriana em poeira doméstica (PAKARINEN et al., 2008) e em
membranas de biorreatores usados na degradacao de estrogénio (JIN et al., trabalho ndo
publicado).

As bactérias pertencentes ao Filo Proteobacteria, Classe Alphaproteobacteria
apresentam como caracteristica geral o fato de serem facultativas ou obrigatoriamente
anaerobias e heterotréficas. Ja as Betaproteobacterias consistem em classe de bactérias
aerobias ou facultativas que sao altamente versateis em suas capacidades de degradacao.
Muitas delas sdo encontradas em amostras ambientais como em agua residuaria ou solo.
Algumas Gammaproteobacterias sdo oxidadoras de metano e muitas delas estdo em
simbiose com outros animais (LEE et al., 2005).

Os clones obtidos do reator com pérolas de vidro (R3) foram similares a
Proteobacteria e relacionados a microrganismos encontrados em solo de pastagem
tropical (DIALLO et al., 2004), em poeira de ambientes fechados (RINTALA et al.,
2008), em solo poluido com bifenil policlorado (NOGALES et al., 2001), em reatores
bioldgicos de tratamento de aguas residuarias de lavanderia, chuveiro, higiene oral e
urina (SAKANO et al., 2002), no intestino de microartoprodes presentes no solo
(HOFFMANN et al., 1998) e em coluna de decloracéo do tetracloroeteno (BEHRENS et
al., 2008). O trabalho de Sakano et al. (2002) é o que mais se aproxima do substrato
utilizado neste trabalho uma vez que conta com a presenca de surfactantes,
provavelmente entre eles, o LAS. Desse modo, justificando a presenca de tais células.

O Filo Proteobacteria representou 26% dos clones de amostra do reator R4
(areia) e estiveram relacionados a bactérias encontradas em célula combustivel
(PHUNG et al., 2004), no intestino de abelhas (MOHR e TEBBE, 2006), em poeira de
ambientes fechados (RINTALA, et al., 2008), em processos de biorremediacdo de solo
contaminado com hidrocarboneto (MILITON et al., trabalhno ndo publicado), em

amostras de solo submetidas a diferentes condi¢bes de meio nutricional, inéculo e
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tempo de incubacdo (DAVIS et al., 2005), em solo sem vegetacdo (NEMERGUT et al.,
2007) e na pele humana (GRICE et al., 2008). Sabendo que o LAS é derivado de
hidrocarbonetos, a presenca desses microrganismos no reator esta relacionada ao
trabalho de solo contaminado com hidrocarbonetos (MILITON et al., trabalho nédo
publicado).

Representantes do filo Actinobacteria foram observados nos reators com pérolas
de vidro (R3) e areia (R4). Os organismos do Filo Actinobacteria incluem alguns dos
mais comuns que vivem no solo, e desempenham papel importante na decomposi¢éo da
matéria organica e, consequentemente, no ciclo do carbono. Outros habitam plantas e
animais, incluindo alguns agentes patogénicos como Mycobacterium e Rhodococcus. A
maioria € anaerdbia, mas alguns deles podem crescer em condic¢des aerdbias (CHILIMA
et al., 2006)

Mycobacterium inclui muitas espécies que sdo comumente encontradas no
ambiente (solo e agua ou associado com plantas e animais), assim como espécies que
sdo responsaveis por duas grandes doencas humanas, tuberculose (Mycobacterium
tuberculosis) e lepra (Mycobacterium leprae) (CHILIMA et al., 2006).

Rhodococcus equi, principal agente da rodococose, € um cocobacilo
pleomorfico, gram-positivo, aerdbio, parcialmente acidorresistente, ndo formador de
enddsporo, imével, amplamente distribuido na natureza (SEVERO et al., 2001).

Os dois géneros citados anteriormente estiveram presentes em ambos 0s
reatores, e, apesar de ndo estar diretamente ligados a degradacdo de compostos
organicos, faziam parte da ampla diversidade presente no in6culo oriundo de lodo de
reator UASB tratando dejetos de suinocultura.

As bactérias pertencentes ao filo Firmicutes, classe Clostridia, ordem
Clostridiales foram relacionadas a Clostridium e observados nos dois reatores As
bactérias deste género sdao Gram positivas, formadoras de enddsporos, com ou sem
mobilidade celular e comumente encontrada no solo, lodos anaerdbios, sedimentos
marinhos, fezes de animais, trato intestinal de humanos 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).

Os clones sequenciados no presente trabalho foram relacionados a Clostridium
sp. A composicdo nutricional dos reatores favoreceu o crescimento de tais células, uma
vez que havia disponibilidade de carboidratos e aminoacidos (extrato de levedura) e

sulfato proveniente da oxidagéo do sulfito liberado no rompimento do anel aromatico da
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molécula de LAS. Denger et al. (1996) isolaram Clostridium sp. EVASPB em meio
nutricional contendo [2-(4-sulfofenil) butirato] e Clostridium sp. EV4 na presenca de
fenil sulfonado, p-benzeno-sulfonado e naftaleno-2,6-dissulfonado. Segundo os autores,
as celulas isoladas foram capazes de utilizar todos esses compostos.

Na areia, as bactérias relacionadas ao Filo Firmicutes foram semelhantes aquelas
encontradas em trabalhos com culturas de bactérias desnitrificantes (HEYLEN et al.,
2006) e em populacdo microbiana de fezes suinas e em fossa de armazenamento de
estrume (WHITEHEAD e COTTA, trabalho ndo publicado). Sua presenca no reator é
justificada em funcdo do indculo utilizado para operagdo dos reatores, uma vez que foi
proveniente de lodo de reator UASB usado no tratamento de dejetos de suinocultura.

Dos clones encontrados em ambos os reatores relacionados ao Filo Nitrospira,
especificamente a Nitrospira sp., um deles, presente em R4 (areia) foi semelhante a
bactéria de biorreator operado em bateladas seqiienciais e alimentado com solucdo de
sais e nitrito (BURRELL et al., 1998). No presente trabalho n&o havia fonte de nitrito na
alimentacdo, porém havia solucéo de sais semelhante a usada no trabalho relacionado.

Bactérias encontradas em amostras de agua de chuveiro (PACE trabalho nédo
publicado), em lodo de esgoto sanitario (DRZYZGA et al.,, 2008) e em solo
contaminado com toxicos (NGUYEN, et al., trabalho ndo publicado) foram relacionadas
aos clones do Filo Actinobacteria encontrados no reator R4 (areia). Tais semelhancas ja
eram esperadas uma vez que o reator foi alimentado com surfactante (semelhante a agua
de chuveiro e toxico) e substrato sintético que simula esgoto sanitario. No entanto, tais
relacGes foram apenas obtidas no reator preenchido com areia. Possivelmente o material
suporte favoreceu sua presenca quando comparado com as pérolas de vidro.

O Filo Deinococcus-Thermus encontrado em ambos os reatores, porém em
maior porcentagem em R4 (areia) € formado por um pequeno grupo de bactérias
composto por cocos altamente resistentes. Existem duas ordens principais. Uma delas é
o Deinococcales, que possui um unico género, Deinococcus, com varias espécies que
sdo resistentes a radiacdo e possuem habilidades para degradar residuos nucleares e
outros compostos toxicos e sobreviver em condi¢bes extremas de calor e frio. Outra
ordem deste Filo sdo os Thermales, que incluem varios géneros resistentes ao calor
(MARGULIS e SCHWARTZ, 1998). Os clones pertencentes a este Filo foram
relacionados a bactérias encontradas em aguas subterraneas de mina de ouro (LIN, et
al., 2006) e em solo poluido com cromo (DESALI, et al., 2009) mostrando sua resisténcia

a condicOes adversas.
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O Filo Gemmatimonadetes foi representado por 2% dos clones obtidos em cada
um dos reatores. As bactérias pertencentes a esse filo foram assim classificadas em 2003
por Zhang e colaboradores que a isolaram de um reator anaerébio-aerobio operado em
bateladas sequenciais de remocdo de fosforo para tratamento de agua residuéria. Sao
aerdbias na forma de bacilos Gram-negativos. Crescem a temperatura étima de 30 °C e
pH 7,0. SAo capazes de utilizar alguns substratos como extrato de levedura, acetato e
benzoato. Sua presenca nos reatores pode ter ocorrido proximo as mangueiras de
alimentacdo, recirculacdo e pontos de coleta de amostras, uma vez que existe a
possibilidade de passagem de oxigénio do ar pela mangueria de silicone. No entanto,
vale ressaltar que dentre os 53 clones obtidos para R3 e 59 para R4, apenas um em cada
reator foi relacionado ao filo Gemmatimonadetes e foram semelhantes a bactérias
encontradas em sedimento de rio de agua doce (HORNER-DEVINE et al., 2003).

Mesmo apresentando similaridade com algumas bactérias cultivadas, grande
parte dos clones presentes em ambos os reatores foi relacionada com bactérias ndo
cultivadas. Segundo a descricdo do GenBank, foram relacionadas com bactérias de
células combustiveis (dispositivo eletroquimico que converte energia quimica em
energia elétrica usando a acao catalitica de microrganismos ativos eletroquimicamente)
(KIM et al., 2006), amostras de agua de chuveiro (PACE, trabalho ndo publicado),
sedimentos de rios (BANIULYTE et al., 2009), efluente de tanque séptico (TOMARAS
et al., trabalho ndo publicado), em biofilme de estacdo de tratamento de dgua recebendo
cloro residual (WILLIAMS et al., trabalho ndo publicado). As similaridades com células
ndo cultivaveis podem ser justificadas, pois os reatores foram inoculados com lodo
proveniente de reator UASB usado no tratamento de dejetos de suinocultura.

Outros clones relacionados com bactérias ndo cultivadas foram semelhantes a
microrganismos presentes no solo de plantacdo de arroz (RUI et al., trabalho nao
publicado), biofilme de rocha de mina de ouro (TOMCZYZ-ZAK trabalho néo
publicado), e amostras ambientais (YU et al., trabalho ndo publicado).

Duarte et al. (2009) realizaram analise filogenética de amostra de reator
anaerdbio horizontal de leito fixo (RAHLF) preenchido com espuma de poliuretano
como material suporte e lodo de reator UASB usado no tratamento de dejetos de
suinocultura como inoculo. Tal reator foi usado para degradacdo de 14 mg/L de LAS
presente em substrato sintético semelhante ao do presente trabalho. No trabalho citado
foram encontrados clones relacionados ao Filo Firmicutes, mais especificamente a

classe Clostridia, ordem Clostridiales e Filo Proteobacteria, classe Alfaproteobacteria,
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deltaproteobacteria e Betaproteobacteria, além de bactérias ndo cultivadas, sendo a
maioria dos clones relacionada com Clostridium sp.

No caso do reator horizontal de leito fixo, encontrou-se menor nimero de filos
quando comparado a amostras do reator de leito fluidificado inoculado com mesmo
lodo, sugerindo maior diversidade microbiana no segundo reator. Provavelmente, a
configuracdo do reator influenciou na sele¢do dos microrganismos pelo fato do primeiro
ser de fluxo pistonado e o segundo de mistura completa. No entanto, vale ressaltar que
Duarte (2006) obteve apenas 34% de degradacdo do surfactante em 313 dias de
operacdo do reator. Todavia, no reator de leito fluidificado foram obtidos 93% de
remocdo apds 270 dias de operagdo. Portanto, essa elevada eficiéncia de remocéo foi
obtida devido as caracteristicas hidrodindmicas do sistema reacional, as quais
favoreceram maior diversidade de microrganismos responsaveis pela degradacdo do
LAS. Deve-se destacar também a importancia dos materiais suporte e co-substrato,
nesse caso, sacarose, além do extrato de levedura, como fonte de nitrogénio e
aminoéacidos hidrolisados; fundamentais para a manutencdo dessa comunidade diversa
de microrganismos, 0s quais estavam aptos a degradacdo do surfactante.

Para a construcdo da arvore filogenética, as sequéncias foram agrupadas em
unidades taxonémicas operacionais (UTO), com mais de 97% de similaridade. Assim,
algumas UTOs foram constituidas de um dnico clone, enquanto outras foram formadas
por mais de um clone. As Tabelas Tabela 5.15 e Tabela 5.16 apresentam os clones

classificados em UTOs dos reatores R3 e R4, respectivamente.

Tabela 5.15: Clones do reator R3 (pérolas de vidro) classificados em Unidades

Taxondmicas Operacionais (UTOs)

uTo Clones uTo Clones uTo Clones
01 V23, V24, V25 13 V03 23 V13
02 V26, V27, V28 14 V04 24 V14
03 V29, V30 15 V05 25 V15
04 V31, V32 16 V06 26 V16
05 V33, V34 17 V07 27 V17
06 V35, V36 18 V08 28 V18
09 V37, V38 18 V09 29 V19
10 V38, V40 20 V10 30 V20
11 V01 21 V11 31 V21

12 V02 22 V12 32 V22
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Tabela 5.16: Clones do reator R4 (areia) classificados em Unidades Taxonémicas

Operacionais (UTOs)
uToO Clones uToO Clones uToO Clones

01 A35, A36, A37, A38 16 A10 31 A20
02 A24, A33, A38, A50 17 A04 32 A33
03 A43, Ad4, A45 18 A01 33 A26
04 A46, A47 18 Al5 34 A27
05 A48, A49 20 Al4 35 A25
06 A50, A51 21 All 36 A22
07 A52, A53 22 A03 37 A28
08 Ab4, A55 23 A02 38 A24
09 A56, A57 24 A07 39 A23
10 A58, A59 25 A05 40 A30
11 Al3 26 Al6 41 A34
12 Al8 27 Al7 42 A3l
13 A06 28 A09 43 A29
14 Al2 29 Al9 44 A2l
15 A08 30 A32

No caso de R3 (pérolas de vidro) apenas 39 clones foram utilizados na
construcdo da arvore. Ja os clones obtidos da amostra de R4 (areia) foram divididos em
duas arvores filogenéticas. 1sso ocorreu porque os primers usados no sequenciamento
ndo se anelaram a regido de homologia de maneira uniforme para todos os clones.
Assim, quando todos os clones foram alinhados néo foi possivel encontrar uma regido
de tamanho adequado para a analise filogenética que fosse comum a todos.

Os clones presentes na arvore filogenética do reator R3 (pérolas de vidro) foram
relacionados em 67% a 100% de similaridade aos grupos encontrados. Tais valores
estdo apresentados na Tabela 5.17 bem como as unidades taxonémicas operacionais
(UTOs), nimero de acesso no NCBI e a sua descricéo.

Os clones presentes na arvore filogenética do reator R4 (areia) foram
relacionados em 42% a 100% de similaridade aos grupos encontrados. Tais valores
estdo apresentados na Tabela 5.18 bem como as unidades taxondmicas operacionais
(UTOs), numero de acesso no NCBI e a sua descricao.

As Figuras Figura 5.47 a Figura 5.49 apresentam as arvores filogenéticas

construidas com os clones relacionados as Classes mencionadas anteriormente.
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Figura 5.47:

Arvore filogenética do reator R3 (pérolas de vidro) mostrando a posicao

dos clones derivados das sequéncias do RNAr 16S. Eschericha coli foi usada como
grupo externo. A taxa de substituicdo a cada 100 nucleotideos foi de 0,2 como indicado

na barra de escala.
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Figura 5.48: Arvore filogenética 1 do reator R4 (areia) mostrando a posicao dos clones
derivados das sequéncias do RNAr 16S. Eschericha coli foi usada como grupo externo.
A taxa de substituicdo a cada 100 nucleotideos foi de 0,2 como indicado na barra de

escala.
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Figura 5.49: Arvore filogenética 2 do reator R4 (areia) mostrando a posicao dos clones
derivados das sequéncias do RNAr 16S. Eschericha coli foi usada como grupo externo.

A taxa de substituicdo a cada 100 nucleotideos foi de 0,1 como indicado na barra de

escala.
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Tabela 5.17: Sequéncias obtidas no Genbank relacionadas aos clones da amostra do reator R3 (pérolas de vidro)
Clones BLAST S'm'?g/z')dade Descrigéo Referéncia
V01 AJ785774 98 Mycobacterium sp. S209 sequencia parcial RNAr 16S, amostra de solo S209 | Chilima et al. (2006)
V02 AF490539 98 Rhodococcus equi DSM 20307T sequencia completa RNAr 16S Andrees et al. (ndo publ.)
V08 FJ572666 93 Bacteroidetes ndo cultivada, sequencia parcial RNAr 16S Chon et al. (ndo publ.)
V05 FJ439829 96 Bactéria ndo cultivada clone M2B15 sequencia parcial RNAr 16S Jin et al., (ndo publ.)
V04 AY211071 77 Bacteroidetes ndo cultivada clone VC5 sequencia parcial RNAr 16S Gu et al. (unplubished)
V06 EF111203 84 Bacteroidetes ndo cultivada clone RBE2CI-171 sequencia parcial RNAr 16S | Suescun et al. (ndo publ.)
V07 AB470450 89 Sediminibacterium sp. TEGAF015 sequencia parcial RNAT 165 xzﬁa)”abe etal. (ndo
V03 EU657425 77 Bactéria ndo cultivada clone AprCuK03 sequencia parcial RNAr 16S Lauber et al. (ndo publ.)
V31, V32 FJ416400 86 Bactéria ndo cultivada clone P1B09 sequencia parcial RNAr 16S Falk et al. (ndo publ.)
V33,V34 EF019992 89 Bactéria ndo cultivada clone Elev_16S 1379 sequencia parcial RNAr 16S Lesaulnier et al. (2008)
V37, V38 AJ607323 87 Bactéria ndo cultivada sequencia parcial RNAr 16S, clone MIN-GYW119 Herrera et al. (2007)
V39, V40 EF516469 80 Bactéria ndo cultivada clone FCPN386 sequencia completa RNAr 16S Cruz et al. (ndo publ.)
V09 DQ128134 67 Bactéria ndo cultivada clone DR546AS33-9 sequencia parcial RNAr 16S Onstott et al. (2003)
V14 DQ211390 98 Bactéria ndo cultivada clone nsc035 sequencia parcial RNAr 16S Niu et al. (2006)
V10 EU434651 95 Clostridium sp. linhagem X9 sequencia parcial RNAr 16S Wang et al. (2008)
Bactéria ndo cultivada de agua doce clone 965005D06.x1 sequencia parcial Horner-Devine et al.
V12 DQ065454 76 RNAT 165 (2003)
V13 AY921886 95 Nitrospirae néo cultivada clone AKYH1008 sequencia parcial RNAr 16S Tringe et al. (2005)
V18 AY344948 99 Bactéria ndo cultivada clone ARRS67 sequencia parcial RNAr 16S Diallo et al. (2004)
V16 AJ252698 85 Rhizosphere do solo clone RSC-11-82, sequencia parcial RNAr 16S Lukow (ndo publ.)
V17 AY940436 100 Rhizobium sp. ACMP18 sequencia parcial RNAr 16S Nuswantara et al. (1999)
st’/’z\ém’ AM697216 94 Bactéria ndo cultivada sequencia parcial RNAr 16S, BF0001C057 Rintala et al. (2008)
V22 AJ292846 79 Bactéria ndo cultivada WR878 sequencia parcial RNAr 16S, clone WR878 Nogales et al. (2001)
V19 AF390911 82 Sequencia parcial RNAr 16S, clone ICBTC9 sequencia parcial RNAr 16S, Sakano et al. (2002)
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Tabela 5.17 (cont.): Sequéncias obtidas no Genbank relacionadas aos clones da amostra do reator R3 (pérolas de vidro)
Clones BLAST | Similaridade Descrigéo Referéncia
V20 EF463078 99 Alicycliphilus sp. BQ8 sequencia parcial RNAr 16S, ;)Ic?gggr?z;-Cervantes et
Sequencia parcial RNAr 16S, sequencia parcial RNAr 16S,
V35, V36 FM178532 96 cloned73_A23 PCE_coluna_inflow. Behrens et al. (2008)
V21 EF427785 99 Stenotrophomonas maltophilia linhagem H597 sequencia parcial RNAr 16S, Pimentel et al (2007)
V11 AMA409897 81 Bactéria ndo cultivada, sequencia parcial RNAr 16S, clone d1-18 Schwarz et al. (ndo publ.)
Bactéria ndo cultivada clone tpb-16-1J-C05 subunidade menor do RNAr 16S . x
V15 DQ407383 78 seqencial parcial Fields et al. (n&o publ.)
V26, V27,V28 | EU262307 78 Bactéria ndo cultivada clone 2005-MA-3-061907 sequencia parcial RNAr 16S, Baniulyte et al. (2009)
V29, V30 AJ630296 87 Cytophagales/sulfobactéria verde néo identificada OPB56 sequencia parcial Kim et al. (2006)

RNAr 16S, clone MFC-EB28
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Tabela 5.18: Sequéncias obtidas no Genbank relacionadas aos clones da amostra do reator R4 (areia)

Clones BLAST S'mlz‘;’}/?)dade Descricdo Referéncia
A52, A53 AMO942953 73 g&gftgréa ndo cultivada sequencia parcial RNAr 16S, isolado do mar- Pakarinen et al. (2008)
A04 AB280369 91 Bactéria ndo cultivada sequencia parcial RNAr 16S, clone R4.13-20 Osaka et al. (2008)

AO3 AM942953 42 ggftgréa ndo cultivada sequencia parcial RNAr 16S, isolado do mar Pakarinen et al. (2008)

AO2 DQ05981 87 ?ggmgobacterlum sp. ndo cultivada clone F11 sequencia parcial RNAr Nestler et al. (2007)

AQ5 AB249681 85 Runella sp. P.slu-06 gene sequencia parcial RNAr 16S Im e Lee (2006) (n&o publ.)
A3S, i%% AT, DQ899883 70 Bactéria ndo cultivada clone G2DMC-110 sequencia parcial RNAr 16S Desai et al. (2009)

Al8 AMO084140 100 Trichococcus sp. R-28212 gene RNAr 16S, linahegem R-28212 Heylen et al. (2006)

Al7 AF261812 93 Bactéria ndo cultivada de piT P60OTUL sequencia parcial RNAr 16S \g\lljgllt)ehead e Cotta (ndo

Al0 EU529739 92 Bactéria ndo cultivada clone H106 sequencia parcial RNAr 16S Mcllroy et al. (ndo publ.)

Bactéria ndo cultivada sequencia parcial RNAr 16S, isolada de .
A50, 51 AM697216 89 BFO00LCO57 Rintala et al (2008)
Al2 EF494187 97 Sphingomonas sp. DS2-RL sequencia parcial RNAr 16S Dadhwal et al. (2009)
A48, A49 AY673193 99 Alpha proteobacterium Ellin7027 sequencia parcial RNAr 16S Davis et al (2005)

Al3 EU914048 91 Bactéria ndo cultivada clone 22 92D12 sequencia parcial RNAr 16S Nelson (néo publ.)

A09 EU536904 94 Bactéria ndo cultivada clone nbt223f06 sequencia parcial RNAr 16S Grice et al. (2008)

AO8 EE427726 99 igegotrophomonas maltophilia linhagem H681 sequencia parcial RNAr Pimentel et al. (2007)

A06 FM956951 85 Bactéria ndo cultivada sequencia parcial RNAr 16S, clone D41S30C75 Rui et al. (ndo publ.)

Al5 FM253671 75 Bactéria ndo cultivada gene RNAr 16S clone G03-2 Tomczyk-Zak. (ndo publ.)

Al4 AY853673 81 Bactéria ndo cultivada clone 30 sequencia parcial RNAr 16S Yu (néo publ.)

A20 EU244645 98 (lBgSrdonla cholesterolivorans linhagem Chol-3 sequencia parcial RNAr Drzyzga et al. (2008)

A30 EF407879 95 ig%lmmlbacterlum salmoneum linhagem NJ-44 sequencia parcial RNAr Qu e Yuan et al. (2008)

A31 EE111203 9 Bacteroidetes ndo cultivada clone RBE2CI-171 sequencia parcial RNAr Suescun et al. (ndo publ.)

16S
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Tabela 5.18 (cont.): Sequéncias obtidas no Genbank relacionadas aos clones da amostra do reator R4 (areia)

Clones BLAST S'm'z;)')dade Descrigéo Referéncia
A29 FJ439829 80 Bactéria ndo cultivada clone M2B15 sequencia parcial RNAr 16S Jin et al. (ndo publ.)
A58, A59 EU244015 84 Bactéria ndo cultivada clone sls1309 sequencia parcial RNAr 16S Liesegang (ndo publ.)
A34 AB286295 70 Chloroflexi ndo cultivada sequencia parcial RNAr 16S, clone solo-29 Ishii (2008)
A43, Add, Ad5 | DQOSST60 69 gilcfrnlaensao cultivada clone BE325FW032701CTS_holel-59 sequencia parcial Lin et al. (2006)
A21 AF244373 99 Nostocoida limicola | linhagem Ben202 sequencia parcial RNAr 16S Liu et al. (2000)
A33 Y 14637 96 Nitrospira sp. gene RNAr 16S strain RC14 Burrell et al. (1998)
A22 AJ880206 87 Bactéria ndo cultivada sequencia parcial RNAr 16S, clone BL1-7-3 01 Mohr e Tebbe (2006)
A24 AY491600 80 Bactéria ndo cultivada clone ocal sequencia parcial RNAr 16S Phung et al. (2004)
A23 EF189127 94 Bactéria ndo cultivada clone UC57 sequencia parcial RNAr 16S ?
A25 AM935633 97 Sphingomonas sp. ndo cultivada sequencia parcial RNAr 16S, clone AMDH2 mg:t?n etal. (ndo
A26 AJ608392 95 Bactéria ndo cultivada sequencia parcial RNAr 16S, clone MIN-SUC48 Hery et al. (2005)
A27 DQ514076 93 Beta proteobacteria ndo cultivada clone 100M2_G3 sequencia parcial RNAr 16S | Nemergut et al. (2007)
A28 DQ238820 94 Stenotrophomonas sp. ndo cultivada clone JRCKI41 sequencia parcial RNAr Munshi e Chattoo
16S (2008)
A56, A57 FM209153 01 Chloroflexi sequencia parcial RNAr 16S, clone delph2A12 F';’L'j't')'lt;’” etal. (ndo
A01 EF061529 96 Bactéria ndo cultivada clone R1-C14 sequencia parcial RNAr 16S Ju e Ka (ndo publ.)
AdG, Ad7 EU630256 96 Ii/é)g:obacterlum sp. ndo cultivada clone NSS3Q1b03 sequencia parcial RNAr Pace (ndo publ.)
Al6 FJ590470 97 Mycobacterium fortuitum linhagem P17 sequencia parcial RNAr 16S Costa et al. (ndo publ.)
A39, ﬁjl% Adl, AY645378 89 Bactéria ndo cultivada CYB434 sequencia parcial RNAr 16S SSSIP)O netal. (ndo
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5.7.2. Reator em Escala de Bancada

Para a amostra do reator em escala de bancada operado por 270 dias com
concentragdes crescentes de LAS e preenchido com areia como material suporte foram
obtidos 105 clones. Desse total, 46 clones foram relacionados ao Filo Proteobacteria (Classes
Alpha-, Beta-, Gamma- e Delta-proteobacteria), 44 a Bacteroidetes (Classes Sphingobacteria
e Flavobacteria), 4 a Verrucomicrobia (Classe Verrucomicrobiae), 3 a Acidobacteria (Classe
Acidobacteriae), 2 a Firmicutes (Classe Clostridia), 1 a Gemmatimonadetes (Classe
Gemmatimonadetes) e 5 a Bactérias ndo classificadas. Acredita-se a diferenca encontrada em
relacdo aos reatores menores seja devido ao maior tempo de operacdo e concentracdes
maiores do surfactante.

As FigurasFigura 5.50 eFigura 5.51 apresentam os Filos e Classes relacionados aos

clones obtidos em termos de porcentagem.

Firmicutes Gemmatimonadetes
2% . .
°~\ Verrucomicrobia
Acidobacteria 4%
3%

Figura 5.50: Porcentagem de clones relacionada aos diferentes Filos
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. . Flavobactena Gemmatimonadetes
Acidobactena 29, 19
Deltaproteobacteria 30, . ’
Clostridia nclassified

L)
1% 2%

Verrucomicrobia
A°
Gammaproteobacteri
a
1%

Figura 5.51: Porcentagem de clones relacionada as diferentes Classes

Quanto a quantidade de Filos e Classes, pode se constatar menor diversidade quando
comparadas aos reatores em menor escala.

Algumas Classes mantiveram presentes (Acidobacteria, Sphingobacteria, Clostridia,
Gemmatimonadetes, Alpha, Beta e Gammaproteobacteria e Verrucomicrobiae), outras
apareceram somente nos reatores em menor escala (Anaerolineae, Actinobacteria,
Deinococci, Bacilli, Nitrospira) e outras duas foram encontradas somente no reator em escala
de bancada (Deltaproteobacteria e Flavobacteria).

Como a quantidade de clones obtida no reator em escala de bancada foi maior, a
menor diversidade pode estar relacionada com uma possivel selecdo dos microrganismos pela
maior concentracdo do surfactante aliada ao maior tempo de operagéo do reator.

Como mencionado anteriormente, do total de 105 clones, 44 foram relacionados ao
Filo Bacteroidetes, sendo 42 desse filo pertencentes a Classe Sphingobacteria, mais
especificamente a Niastella sp., Terrimonas sp. e bactérias ndo cultivadas. Os outros 2 clones
foram classificados como Classe Flavobacteria, género Cloacibacterium.

As bactérias pertencentes a Sphingobacterias sdo Gram negativas em forma de haste,
ndo formadoras de enddsporos, ndo tém flagelo mas podem exibir mobilidade deslizante e

catalase positiva. Esses organismos sdo quimiorganotréficos sem necessidade de fator de
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crescimento especializado. Colonias geralmente tornam-se amareladas apo6s vérios dias a
temperatura ambiente. Acidos sdo produzidos oxidativamente de carboidratos, mas ndo
fermentativamente (YABUUCHI et al., 1983). Niastela sp. e Terrimonas sp. também foram
encontradas nos reatores em menor escala preenchidos com pérolas de vidro e areia.

Os demais clones obtidos no reator pertencentes a Classe Sphingobacteria foram
relacionados a bactérias presentes em lodos ativados (BROWN E TURNER, trabalho nédo
publicado), em residuos de baixa carga (FIELD et al., trabalho ndo publicado), em sistema de
abastecimento de d4gua (EICHLER et al., 2006), em agua de pantano (CHEN et al., trabalho
ndo publicado), rios de clima temperado (CRUMO E HOBBIE, 2005), sedimento de mar
recebendo descarga de agricultura (SINKKO et al., trabalho ndo publicado), solo em
ecossistema de arbusto (LIPSON et al., 2005), membrana de biorreator degradando estrogénio
(JIN et al., trabalho ndo publicado) e biofiltro tratando sulfeto de hidrogénio e metanol (DING
et al., trabalho n&o publicado).

A Classe Flavobacteria (relacionada a dois clones obtidos do reator) € composta por
bactérias Gram negativas na forma de haste, ndo moveis. Sdo encontradas em solo e agua
doce em uma variedade de ambientes. Varias espécies sdo conhecidas por causar doencas em
peixes de agua doce (MUDARRIS, et al., 1994). Os dois clones encontrados neste trabalho
foram relacionados a Cloacibacterium sp. presente em rio da india (MUKHERJEE, et al,
trabalho n&o publicado).

Outros 46 clones foram relacionados ao Filo Proteobacteria, Classes
Alphaproteobacteria (10 clones), Betaproteobacteria (31 clones), Gammaproteobacteria (4
clones) e um deles a Classe Deltaproteobacteria.

Assim como nos reatores menores, 0 Filo Proteobacteria representou parte
significativa dos clones obtidos, porém, no caso do reator em escala de bancada, a Classe
Betaproteobacteria foi mais marcante (bactérias altamente versateis em suas capacidades de
degradacdo). Apareceram também clones classificados como Deltaproteobacteria, que nao
haviam aparecido nos reatores menores.

Os clones obtidos no reator em escala de bancada similares a Alphaproteobacteria
foram relacionados a microrganismos encontrados em processo de degradacdo de acido
arsénico (MAKI et al., trabalho ndo publicado), em poeiras de ambientes fechados
(RINTALA et al., 2008), sedimentos de mar recebendo descarga de agricutura (SINKKO et
al., trabalho ndo publicado), biorreator degradando clorofenol (TIIROLA et al., trabalho nédo

publicado), bactérias redutoras de perclorato (BENDER et al., 2004) e degradacdo de
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pesticidas organofosforados (JIANG et al., trabalho ndo publicado). A semelhanga com o
presente trabalho esta na presenca de compostos toxicos de complexa degradacao.

Os 31 clones classificados como Betaproteobacteria foram relacionados a
microrganismos encontrados em aguas subterraneas com concentracdes de Arsénio e Ferro
(CHAPON et al., trabalho ndo publicado), lodo Anammox (LUO E HU, trabalho néo
publicado), comunidade degradadora de benzeno (Weelink, et al., 2007), compostagem de
logo de esgoto (ZHU E GUO, trabalho ndo publicado), reatores operados em bateladas
sequenciais removendo fosfato (BOND, et al., 1995), solo (KYSELA et al., trabalho néo
publicado) e comunidade responsdvel pela degradacdo de compostos aromaticos em
condigdes desnitrificantes (MECHICHI et al., 2002), entre outros. Os trabalhos de Kysela e
Weelink sdo os que mais se assemelham ao reator de leito fluidificado tratando LAS por causa
dos compostos com anel benzénico.

Quiatro clones foram relacionados ao Filo Verrucomicrobia, Classe Verrucomicrobiae,
e encontrados em solo (ELSHAHED, et al., 2008) e em biofilme de reator de fluxo
ascendente em escala plena (JU e KA, trabalho ndo publicado). A presenca destes
microrganismos no presente trabalho pode ser justificada pela utilizacdo de reator de fluxo
ascendente, com biofilme, porém em escala de bancada.

Trés clones foram relacionados ao Filo Acidobacteria, Classe Acidobacteria. Dois
clones foram relacionados ao Filo Firmicutes, Classe Clostridia semelhante a Clostridium sp.
Um clone foi relacionado ao Filo Gemmatimonadetes, Classe Gemmatimonadetes. Os 5
clones restantes foram relacionados a bactérias nao classificadas.

Da mesma maneira que nos reatores menores, 0s 105 clones deste reator foram
agrupados em Unidades Taxondmicas Operacionais (UTOs) com 97% de similaridade.
Assim, foram obtidas 69 UTOs que agruparam de 1 a 12 clones. A Tabela 5.19 apresenta 0s

clones classificados em UTOs.
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Tabela 5.19: Clones classificados em Unidades Taxondmicas Operacionais (UTOs)

uTo Clones UTO Clones UTO Clones
01 18, 21, 26, 41, 42, 45, 52, 58, 68, 69, 101, 110 25 17 48 65
02 06, 11, 30, 33, 56, 67, 85, 88, 96, 99 26 19 49 66
03 20, 36, 39, 50 27 22 50 71
04 04, 70, 104 28 23 51 72
05 07, 40, 91 29 24 52 74
06 14,77, 98 30 25 53 75
08 12,35 31 27 54 76
09 16, 73 32 28 55 78
10 37,92 33 29 56 79
11 47,100 34 31 57 81
12 54,94 35 34 58 82
13 57, 109 36 38 59 83
14 61, 80 37 46 60 84
15 103, 106 38 48 61 86
16 01 39 49 62 87
17 02 40 51 63 89
18 03 41 53 64 93
19 05 42 55 65 95
20 08 43 59 66 97
21 09 44 60 67 102
22 10 45 62 68 107
23 13 46 63 69 108
24 15 47 64

A seguir, sdo apresentadas as arvores filogenéticas referentes ao reator em escala de
bancada. Para melhor vizualizacdo, foram construidas arvores para cada uma das classes de
maior destaque no reator, ou seja, Sphingobacteria (Figura 5.52), Alphaproteobacteria (Figura
5.53) e Betaproteobacteria (Figura 5.54).

A Tabela 5.20 apresenta as UTOs formadas com os clones obtidos do reator, bem

como sua porcentagem de similaridade, nUmero de acesso e descricao.
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uTO2
Sphingobacteriales no classificada(FJ(2)
49| Crenotrichaceae no classificada(FN423...
UTO59
4 UTO43
—'UTO38

90, Sphingobacteriales no classificada(FJ...
A

UTO35
UTO062
33 UTO64
Zf’gr Terrimonas sp.(FJ177532)
Sphingobacteriales no classificada(AY...
— Sphingobacteriales no classificada(EU...

Sphingobacteriales no classificada(AY(2)
53 {{ UTO15
361 uTO37
4luTO58
— Sphingobacteriales no classificada(EF...
UTO40
Bacteria no cultivada(GQ264449)
r UTO27
UTO1
861] UTO28
A4 UTO3
25 UTO25
86| UTOL7
UTO18
AC000091 Escherichia coli
P
0.2

Figura 5.52: Arvore Filogenética do reator em escala de bancada mostrando a posi¢&o dos
clones derivados das sequéncias do RNAr 16S relacionados a Classe Sphingobacteria.
Eschericha coli foi usada como grupo externo. A taxa de substituicdo a cada 100 nucleotideos

foi de 0,2 como indicado na barra de escala.



5. Resultados e Discussdo 119

97|_— UTO20
65 Rhodobacteraceae nao classificada(FN4...

[ UTO53
99 o5 - Alphaproteobacteria nao classificada(...
ﬂ' uTO48
Novosphingobium sp.(AB308311)

58 LT uTOs1 _
75— Novosphingobium sp.(AJ132327)
86[ UTO5
Acisiphaera sp.(AM697216)
97 Roseomonas sp.(DQ010108)
uTO42
36u — Magnetospirillum sp.(AY530551)
* | uross

89— Rhodobacter sp.(EF471687)

ACO000091 Escherichia coli

0.2

Figura 5.53: Arvore Filogenética do reator em escala de bancada mostrando a posic&o dos
clones derivados das sequéncias do RNAr 16S relacionados a Classe Alphaproteobacteria.
Eschericha coli foi usada como grupo externo. A taxa de substituicdo a cada 100 nucleotideos

foi de 0,2 como indicado na barra de escala.
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32, Alicycliphilus sp.(AF508114)

21 yTO30

3 Alicycliphilus sp.(DQ342278)

UTO50

98| Comamonadaceae nao classificada(AM084...

UTO39

50| UTO66
343g Comamonadaceae nao classificada(AM418...
UTO49
7' Incertae sedis 5 nao classificada(GQ3...
UTO56
o5 Burkholderiales nao classificada(AB22...
38| |UTO29
¢5' Rhodocyclaceae nao classificada(AY645...
— UTO69
Thauera aromatica(AJ315681)
9,UTO4
2| 'Propionivibrio sp.(X84544)
UTO26

7' Azospira sp.(AM084162)
49 Rhodocyclaceae nao classificada(AY548...
2210; UTO60
Zoogloea sp.(U22534)
Zoogloea sp.(FJ450367)
uTO63
87| UTO6
80 UTOS57
Zoogloea oryzae(AB201044)

67 Zoogloea sp.(EF061603)

uT022
g9' Aquaspirillum sp.(FJ450156)
— —— UTO41

UTO67

50; UTO11
93 uTo47
59 UTO54
Shinella sp.(AM084043)

39 67[ Aquaspirillum itersonii(EF612765)
ACO000091 Escherichia coli

0.2
Figura 5.54:Arvore Filogenética do reator em escala de bancada mostrando a posic&o dos

clones derivados das sequéncias do RNAr 16S relacionados a Classe Betaproteobacteria.
Eschericha coli foi usada como grupo externo. A taxa de substitui¢do a cada 100 nucleotideos

foi de 0,2 como indicado na barra de escala.
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Tabela 5.20: Sequéncias obtidas no GenBank relacionadas aos clones das amostras do reator em escala de bancada

UTO | BLAST Similaridade Descricdo Referéncia
(%)
2 FJ439829 95 Bactéria ndo cultivada clone M2B15 sequéncia parcial RNAr 16S Jin et al. (ndo publ.)
15 | EU104040 94 Bactéria ndo cultivada clone M0111_41 sequéncia parcial RNAr 16S Brown e Turner, (ndo
publ.)
40 | GQ264449 92 Bactéria ndo cultivada clone WW3_15 sequéncia parcial RNAr 16S Field et al. (ndo publ.)
62 | EU357567 92 Bactéria ndo cultivada clone 104 F10 sequéncia parcial RNAr 16S Morales et al. (2009)
17 | EU353333 92 Bactéria ndo cultivada clone 104 F10 sequéncia parcial RNAr 16S Morales et al. (2009)
58 | EU353333 92 Bactéria ndo cultivada clone 104 F10 sequéncia parcial RNAr 16S Morales et al. (2009)
28 | DQO77627 91 Bactéria ndo cultivada isolada SSCP banda TW16-D_14 7 sequéncia Eichler et al. (2006)
parcial RNAr 16S
38 | DQO77627 91 Bactéria ndo cultivada isolada SSCP banda TW16-D_14 7 sequéncia Eichler et al. (2006)
parcial RNAr 16S
27 FJ801203 89 Bactéria ndo cultivada clone ZWB4-5 sequéncia parcial RNAr 16S Chen et al. (ndo publ.)
18 | AY947961 89 Bacteroidetes ndo cultivada clone IRD18F11 sequéncia parcial RNAr 16S Crump e Hobbie (2005)
43 | FN423934 89 Sphingobacteriales ndo cultivada 'Crenotrichaceae’ sequéncia parcial RNAr | Sinkko et al. (ndo publ.)
16S
3 | AY947961 86 Bacteroidetes ndo cultivada clone IRD18F11 sequéncia parcial RNAr 16S Crump e Hobbie (2005)
1 FJ177532 83 Sphingobacteriales ndo cultivada HU1-HG42 sequéncia parcial RNAr 16S Lim et al. (2009)
25 | DQ201672 82 Bacteroidetes ndo cultivada clone FISF3 sequéncia parcial RNAr 16S Lipson et al. (2005)
59 FJ439829 81 Bactéria ndo cultivada clone M2B15 sequéncia parcial RNAr 16S Jin et al. (ndo publ.)
37 | AY095437 78 Bactéria de jardim ndo cultivada clone S-76 sequéncia parcial RNAr 16S Ding et al. (ndo publ.)
35 | EF696556 64 Saprospiraceae ndo cultivada clone MSO50A1_EOQ7 sequéncia parcial RNAr | Frank et al. (2007)
16S
48 | AB308311 100 Novosphingobium subterraneum sequéncia parcial RNAr 16S Maki et al. (ndo publ.)
53 | EF547979 96 Alphaproteobacterium nao cultivada clone Cost32 sequéncia parcial RNAr | Furnkranz et al. (2008)
16S
5 | AM697216 95 Bactéria ndo cultivada sequéncia parcial RNAr 16S, isolada BFO001C057 Rintala et al. (2008)
20 | FN423874 94 Rhodobacter sp.ndo cultivada sequéncia parcial RNAr 16S, clone GF1-69 Sinkko et al. (ndo publ.)
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Tabela 5.20 (cont.): Sequéncias obtidas no GenBank relacionadas aos clones das amostras do reator em escala de bancada
UTO | BLAST | Similaridade Descricéo Referéncia
(%)
55 | EF471687 92 Alpha proteobacterium néo cultivada clone CB31D03 sequéncia parcial Kan et al. (2008)
RNAr 16S
51 | AJ132327 89 Rhizomonas sp. sequéncia parcial RNAr 16S, clone DDGE banda A Tiirola et al. (ndo publ.)
19 | AY530551 76 Dechlorospirillum sp. DB sequéncia completa RNAr 16S Bender et al. (2004)
42 | DQO010108 69 Roseomonas sp. JS018 sequéncia parcial RNAr 16S Jiang et al. (ndo publ.)
11 | AF508114 100 Acidovorax avenae isolada C1 16S sequéncia parcial RNAr 16S Baek et al. (2003)
26 | AM084162 100 Azospira sp. R-28447 16S rRNA gene, strain R-28447 Heylen et al. (2006)
29 | AY645443 100 Bactéria ndo cultivada STB802 sequéncia parcial RNAr 16S Chapon et al. (ndo publ.)
9 | AY548934 100 Bactéria ndo cultivada clone 1-7 sequéncia parcial RNAr 16S Luo e Hu (ndo publ.)
50 | DQ342278 99 Alicycliphilus sp. B10 sequéncia parcial RNAr 16S Weelink et al. (2007)
66 | AM418634 99 Bactéria ndo cultivada sequéncia parcial RNAr 16S, clone K55(1) Zhu e Guo (ndo publ.)
4 X84544 98 Organismo desconhecido, sequéncia parcial RNAr 16S (ID SBR1119) Bond et al. (1995)
22 FJ450156 98 Bactéria ndo cultivada clone ORFRC-FW104-535d-C1 sequéncia parcial Fields e Hwang (ndo publ.)
RNAr 16S
39 | AM084101 96 Diaphorobacter sp. R-26815 sequéncia parcial RNAr 16S, strain R-26815 Heylen et al. (2006)
6 | AB201044 95 Zoogloea oryzae gene sequéncia parcial RNAr 16S, strain: A-4 Xie e Yokota (2006)
60 U22534 94 Zoogloea sp. Subunidade, segmento 1 sequéncia parcial RNAr 16S Mohn (1995)
49 | GQ376766 94 Bactéria ndo cultivada clone D10G_HO02 sequéncia parcial RNAr 16S Kysela et al. (ndo publ.)
47 | AJ315681 93 Thauera aromatica RNAr 16S, strain S100 Mechichi et al. (2002)
56 | AB222591 93 Bactéria ndo cultivada gene sequéncia parcial RNAr 16S, clone:4 Ha et al. (ndo publ.)
57 | EF061603 92 Bactéria ndo cultivada clone R2-C54 16S sequéncia parcial RNAr 16S Ju, e Ka (ndo publ.)
16 | AM084043 91 Rhizobium sp. R-24658 16S rRNA gene, strain R-24658 Heylen et al. (2006)
69 | AB107085 85 Betaproteobacteria ndo cultivada sequéncia parcial RNAr 16S, clone:bOw Murase et al. (ndo publ.)
52 | AB107084 82 Betaproteobacteria ndo cultivada sequéncia parcial RNAr 16S, clone:bOw Murase et al. (ndo publ.)
41 uU57617 81 Bactéria oxidadora de amdnio ndo identificada sequéncia parcial RNAr 16S | Perkins e Kennedy (ndo

publ.)
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Tabela 5.20 (cont.): Sequéncias obtidas no GenBank relacionadas aos clones das amostras do reator em escala de bancada

UTO | BLAST | Similaridade Descricéo Referéncia
(%)
63 FJ450367 80 Bactéria ndo cultivada clone ORFRC-FW104-712d-2.35 sequéncia parcial RNAr | Fields e Hwang (nédo
16S publ.)
30 | AM084101 79 Diaphorobacter sp. R-26815 16S rRNA gene, strain R-26815 Heylen et al. (2006)
67 | EU376266 77 Bactéria ndo cultivada clone sls1837 sequéncia parcial RNAr 16S Liesegang et al. (ndo
publ.)
54 | AM422676 77 Eubacterium sp. ndo cultivada sequéncia parcial RNAr 16S,isolada DGGE agosto | Eller et al. (2007)
2003, banda 67
24 | EF612765 74 Aquaspirillum itersonii subsp. itersonii strain LMG 4337 sequéncia parcial RNAr | Yoon et al. (2007)
16S
46 | AM706568 69 Betaproteobacteria ndo cultivada sequéncia parcial RNAr 16S, clone Mubhling et al. (2008)
betaproteobacteria_Raunefjorden 12
8 | AY178536 100 Aeromonas sp. R-17488 sequéncia parcial RNAr 16S Goris et al. (2003)
44 | AY537709 100 Bactéria ndo cultivada clone 1G05 sequéncia parcial RNAr 16S Rawils et al. (2004)
68 | AB120346 100 Pseudomonas sp. 12M16 sequéncia parcial RNAr 16S Maki et al. (ndo publ.)
31 FJ451896 96 Bactéria ndo cultivada clone ORFRC-FW024-166d-39 sequéncia parcial RNAr Fields e Hwang (nao
16S publ.)
12 | EU135511 99 Bactéria ndo cultivada clone FFCH14497 sequéncia parcial RNAr 16S Elshahed, et al. (2008)
33 | AF392736 95 Bactéria ndo cultivada clone CRA3 sequéncia parcial RNAr 16S Sakano (néo publ.)
10 | FN428776 94 Bactéria ndo cultivada sequéncia parcial RNAr 16S, clone MRM2030 Mukherjee et al. (ndo
publ.)
14 | EF061551 91 Bactéria ndo cultivada clone R1-C41 16S sequéncia parcial RNAr 16S Ju e Ka (ndo publ.)
21 FJ933342 91 Acidobacteriaceae ndo cultivada clone REG_R2P4_F9 sequéncia parcial RNAr Silva et la. (n&o publ.)
16S
34 | AP009153 91 Gemmatimonas aurantiaca T-27 DNA, genoma completo Takasaki et al. (ndo
publ.)
32 FJ265446 80 Bactéria ndo cultivada clone ISA01131 sequéncia parcial RNAr 16S Qin et al. (ndo publ.)
45 | FJ265446 71 Bactéria ndo cultivada clone ISA01131 sequéncia parcial RNAr 16S Qin et al. (ndo publ.)
13 | AY328729 100 Bactéria ndo cultivada DSSD30 sequéncia parcial RNAr 16S Williams et al. (2004)
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Tabela 5.20 (cont.): Sequéncias obtidas no GenBank relacionadas aos clones das amostras do reator em escala de bancada

UTO | BLAST | Similaridade Descricéo Referéncia
(%)
61 | AY328558 93 Bactéria ndo cultivada DSSD30 sequéncia parcial RNAr 16S Williams et al.
(2004)

36 | AJ630296 92 Cytophagales/green sulfur bacteria ndo identificada OPB56 sequéncia parcial RNAr Kim et al. (2006)
16S, clone MFC-EB28

23 | AJ630296 92 Cytophagales/green sulfur bacteria ndo identificada OPB56 sequéncia parcial RNAr Kim et al. (2006)
16S, clone MFC-EB28
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5.7.2.1. ConsideracOes

O reator de leito fluidificado em escala de bancada preenchido com areia como
material suporte apresentou microrganismos semelhantes aos encontrados no reator menor
(R4 areia). No entanto, menor diversidade foi observada uma vez que 12 classes foram
obtidas em R4 e 10 no reator maior.

Algumas classes ndo foram encontradas no reator em escala de bancada, enquanto que
outras como, por exemplo, Betaproteobacteria, se manteve presente nos dois reatores. Neste
caso especifico, porém, a presenca foi muito mais representativa no reator maior.

E possivel que o maior tempo de operacdo do reator em escala de bancada, assim
como a maior concentracao de surfactante fornecida ao longo do tempo tenham favorecido o
crescimento de determinados grupos microbianos em detrimento de outros. Como a
porcentagem de remogdo do LAS se manteve elevada em ambos os reatores, tal
comportamento pode indicar uma selecdo favorecendo os microrganismos envolvidos na

degradacéo do surfactante.

5.8. Técnica dos Tubos Multiplos

Amostra da biomassa presente no material suporte do reator em escala de bancada
(areia) foi retirada ao final de operagdo do reator quando a concentracdo de LAS era de
45,8+5,4 mg/L. Nesta fase as remocdes de matéria organica e LAS estavam em 91+2% e
93+3%, respectivamente.

Apbs o periodo de incubacdo (30 dias a 30 °C), os frascos, em quintuplicata para
diluicdes de 107 a 10™*%, foram analisados para verificar o crescimento dos seguintes grupos
microbianos: (1) bactérias anaerdbias totais — avaliado pela turvacdo do meio, (2) bactérias
redutoras de sulfato (BRS) — avaliado pela producdo de sulfeto de hidrogénio, conforme
metodologia desenvolvida por Sakamoto (1996) e (3) arquéias metanogénicas — determinado
pela formacéo de metano por meio de cromatografia gasosa.

A quantificagdo de bactérias pelo método do NMP revelou que as bactérias anaerobias
totais representaram 3,98x10'° NMP/g STV, enquanto as BRS equivaleram a 3,75x10°
NMP/g STV, ou 9,4% do total. O valor para as arquéias metanogénicas foi 1,93x10* NMP/g
STV, o que representou menos de 1% das bactérias anaerdbias totais. A diferencga entre os trés
grupos avaliados pode ser visualizada na Figura 5.55.
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Figura 5.55: Quantifica¢do dos grupos microbianos pelo NMP

5.9. Anaerobiose no Reator

Realizou-se teste com corante resarzurina na alimentacdo do reator conforme descrito
no item 4.5 para constatar a anaerobiose do reator.

Ap0s algumas horas de alimentacdo com resarzurina, a coloracdo do reator adquiriu
tonalidade rosea, indicando potencial redox entre -200 e 200 mV. No entanto, na areia com
biofilme, a resarzurina tornou-se transparente, indicando anaerobiose estrita nesse trecho do
reator. Nessa condicdo foi possivel observar arquéias metanogénicas, principalmente bacilos
fluorescentes hidrogenotroficos e Methanosarcina. Essas arquéias sdo anaerobias estritas,
todavia, cresceram em condicdo intermediéria de potencial redox. E importante destacar que
tais células usam compostos finais da degradagcdo anaerdbia, ou seja, H,/CO,, acetato,
formiato, metanol, entre outros. Assim, como comprovado pela andlise filogenética de
reatores semelhantes a este, foram identificadas varias bactérias anaerobias, possivelmente
capazes de degradar o LAS e também utilizar o co-substrato, sacarose, para producdo de

compostos importantes para metanogénese. A constatacdo de consorcio anaerdbio
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representado por bactérias anaerdbias, BRS e arquéias metanogénicas foi obtida no método do
NMP, cuja realizacéo foi efetuada em condicdes de anaerobiose estrita.

A Figura 5.56 apresenta imagem do reator apds adicdo do corante resarzurina na
alimentacao.

Rosa

Transparente

Figura 5.56: Reator de Leito Fluidificado alimentado com resarzurina para constatacéo de

anaerobiose no sistema
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6. CONCLUSOES

» O reator anaerdbio de leito fluidificado foi extremamente eficiente na remocéo do
LAS, apresentando valores muito mais elevados que os encontrados na literatura para
concentracdes relativamente altas do surfactante (até 45 mg/L). Variacbes na

concentracdo afluente ndo afetou a remocéo de 93% em média.

» Quanto a hidrodindmica do reator, o efeito de diluicdo da recirculacdo e as excelentes
caracteristicas de transferéncia de massa do sistema de leito fluidificado permitiram

tais resultados.

» Areia e peérolas de vidro foram os materiais suporte que apresentaram maior
porcentagem média de remogdo de LAS (99%) seguidos pelo carvéo ativado (95%) e
argila expandida (81%).

» Os valores de remocdo de DQO se mantiveram elevados e estaveis em todas as

condigdes estudadas (acima de 90%) mesmo com 0 aumento da concentragdo de LAS.

» Ensaios de adsorcdo em batelada mostraram que os materiais suporte testados nao
apresentam grande capacidade de adsorver o LAS. Carvéo ativado adsorveu 0,22 mg
LAS/gsuporte. Argila expandida adsorveu 0,43 mg LAS/gsuporte. Pérolas de vidro e

areia ndo adsorveram o surfactante.

» Por meio das andlises das sequéncias do fragmento do gene 16S RNAr foi possivel
constatar grande diversidade microbiana como organismos pertencentes aos Filos
Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria e Proteobacteria, indicando a necessidade de

consaércio microbiano para degradacdo do surfactante LAS.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com base na experiéncia adquirida durante este trabalho, sugere-se:

» Estudar o efeito de carga de choque ao reator de leito fluidificado.

» Estudo da técnica de espectrometria de massa para determinacdo dos intermediarios da
degradacédo anaerdbia do LAS e assim tentar estabelecer uma possivel rota metabolica.

» Diminuir o tempo de detenc¢éo hidraulica usado na operacao do reator.

» Utilizar aguas residudrias reais contendo detergente como fonte de LAS no afluente do

reator.
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APENDICE A

Em trabalho realizado por Okada (2007), a isoterma de adsor¢do de carvéo ativado
similar ao utilizado no presente trabalho foi obtida por meio de ensaio de adsor¢do em
batelada com o material suporte em contato com solucfes de LAS variando sua concentracao
inicial de 2,5 a 40 mg/L. Ao término do ensaio foram coletadas amostras do sobrenadante. Os
dados obtidos foram ajustados a equacéo de Freundlich conforme a seguir:

S — 0 01C 0,8977
R%=0,9923

Onde,
S = massa de LAS por massa de carvao (mg LAS/g carvéo)

C= concentragdo de LAS (mgLAS/L)

Utilizando os célculos de isoterma e solidos (Tabela A.1) realizados por Okada, pode-

se estimar a massa de LAS possivelmente adsorvida a biomassa efluente do reator.

Tabela A.1: Valores de solidos para carvao ativado em reator de leito fluidificado

SV por massa de material SV do carvao sem biomassa SV biomassa
(9SV/g) (9SV/g) (9SV/g)
0,12 0,11 0,01

SV: solidos volateis

Fonte: Okada, 2007.

No balanco final do reator, pela isoterma de adsor¢éo, estima-se que 7,7 mg de LAS
ficariam adsorvidos ao suporte. Experimentalmente, a extracdo de LAS do suporte + biofilme
ao final da operagdo revelou que 34 mg de LAS ficaram adsorvidos (Tabela 5.10). A
diferenca entre esses valores, representa 8% de todo o LAS adicionado ao reator.

No caso dos reatores preenchidos com argila expandida (R2), pérolas de vidro (R3) e
areia (R4 e escala de bancada), experimentalmente, constatou-se que ndo houve adsorc¢do do

LAS ao suporte e biofilme no final da operagédo (Tabelas 5.10 e 5.11).



Apéndice A 157




