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RESUMO

BRAGA, J. K. (2014). Caracterizagdo microbiana e degradacéo de surfactante anionico
em reator anaerobio de leito fluidificado com agua residuaria de lavanderia. 2014. 257 f.
Tese (Doutorado) — Escola de Engenharia de sdo Carlos, Universidade de Sdo Paulo, Sao
Carlos. 2014.

Neste estudo avaliou-se a remocéo e degradacdo de surfactante anidnico linear alquilbenzeno
sulfonado (LAS) e compostos organicos xenobiOticos em agua residuaria de lavanderia
comercial em reator anaerobio de leito fluidificado (RALF) preenchido com areia como
material suporte, em escala de bancada (1,2 L), bem como a comunidade microbiana do
biofilme e biomassa do separador de fases ao final da operacéo. O reator foi inoculado com
lodo proveniente de reator UASB utilizado no tratamento de dejetos de suinocultura e
alimentado com substrato sintético acrescido de &gua residuaria de lavanderia comercial.
Caracterizacdo da &gua residuaria, analises de monitoramento da concentracdo de LAS e
matéria organica, além de outros parametros fisico-quimicos foram realizadas durante as etapas
de operacdo do sistema. Essa operacdo foi dividida em cinco etapas: | — adaptacdo da biomassa
(575+28mg.Lt de DQO), 11 (9,5+3 mg.L™ de LAS e 637+80mg.L de DQO), Il (23,3+8mg.L™*
de LAS e 686+92 mg.L™ de DQO), IV (21,7+10mg.L de LAS e 691+103 mg.L* de DQO), V
(27,9+9,6mg.L™ de LAS e 666+161mg.L™ de DQO). Aplicacéo das técnicas de PCR/DGGE e
pirosequenciamento da regido do rRNA 16S foi realizada para constatar a diversidade
microbiana nas etapas IV (com sacarose) e V (sem sacarose). Por meio da caracterizacdo da
agua residuaria de lavanderia comercial foi evidenciado grande variacdo na concentragdo de
diversos pardmetros, principalmente matéria organica (704 mg.L? a 4.830 mg.LY) e LAS
(12,2 mg.L ! a 11.949 mg.L?). A eficiéncia média de remogédo de matéria organica e LAS foi
88% e 60%, respectivamente, durante toda operacdo do reator. As populacGes dos Dominios
Archaea e Bacteria foram 54% e 45%, similares, respectivamente, para a biomassa da Etapa IV
e Etapa V. Por meio da analise de pirosequenciamento das amostras das Etapas IV e V da areia
e separador de fases do reator foram identificados 92 géneros dos quais 24 foram relacionados

com a degradacéo de LAS (Bdellovibrio, Ferruginibacter, Gemmatimonas, etc.).

Palavras-chave: LAS, compostos organicos  xenobioticos, areia, sacarose,

pirosequenciamento, Proteobacteria, Zoogloea, Desulfobulbus.
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ABSTRACT

BRAGA, J. K. (2014). Microbial characterization and anionic surfactant degradation in
an anaerobic fluidized bed reactor with laundry wastewater. 2014. 257 f. Thesis (Ph.D.) -

School of Engineering of Sdo Carlos, University of Sdo Paulo, Sdo Carlos. In 2014.

In this study the removal and degradation of anionic surfactant linear alkylbenzene sulfonate
(LAS) and xenobiotic organic compounds in a commercial laundry wastewater was evaluated
in anaerobic fluidized bed reactor (AFBR) filled with sand as support material, in a bench scale
(1, 2 L), as well as the microbial community of the biofime and phase separator biomass at the
end of the operation. The reactor was inoculated with sludge from a UASB reactor used in the
swine manure treatment and fed with synthetic substrate plus commercial laundry wastewater.
Wastewater characterisation, monitoring analyzes of LAS, organic matter and other physico-
chemical parameters were performed during the stages of system operation. This operation was
divided into five stages: Stage I - biomass adaptation (575 + 28mg L™ of COD), Stage 11 (9.5 +
3mg L of LAS and 637 + 80 mg L of COD ), Stage 111 (23.3 + 8 mg L* of LAS and 686 +
92 mg L of COD), Stage IV (21.7 + 10 mg L of LAS and 691 + 103 mg L of COD), Stage
V (27.9 £ 9.6 mg L of LAS and 666 + 161 mg L™* of COD). Application of PCR/DGGE and
pyrosequencing of the 16S rRNA region was performed to verify the microbial diversity in the
operational phase IV (with sucrose) and V (without sucrose). Through the commercial laundry
wastewater characterization a wide variation in several parameters concentration was shown,
mainly organic matter (704mg L to 4.830mg L) and LAS (12.2mg L™ to 11.949mg L?). The
average removal efficiency of organic matter and LAS was 88% and 60%, respectively,
throughout the reactor operation. The populations of the Archaea and Bacteria Domains were
54% and 45% similar, respectively, for Stages IV and V biomass. By pyrosequencing analysis
of sand and phase separator samples from the Stages IV and V, 92 genera of which 24 were
related to the degradation of LAS (Bdellovibrio, Ferruginibacter, Gemmatimonas, Holophaga,

Magnetospirillum, Zoogloea, etc.) were identified.

Keywords: LAS, xenobiotic organic compounds, sand, sucrose, pyrosequencing,
Proteobacteria, Zoogloea, Desulfobulbus.
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1 - INTRODUCAO

A crescente demanda, escassez e uso inadequado, apontam a questdo da &gua como um
dos mais graves problemas da humanidade. Desse modo, as pesquisas que envolvem o
tratamento de &guas residudrias sdo importantes, com o objetivo de solucionar o problema da
falta de agua com qualidade para os mais diversos usos.

No caso especifico da dgua residuéria de lavanderia comercial, também conhecida por
agua cinza, pouco tém sido feito para avaliara possibilidade de reciclagem e tratamento
especializado, apesar do elevado consumo de agua e alta concentracao de surfactantes, além de
outros produtos quimicos.

Entre esses compostos podem ser mencionados os surfactantes, amaciantes, alvejantes,
tinturas, fibras de tecidos, enzima, gomas e contaminantes diversos. Desta forma, o efluente
gerado contem elevada carga organica, solidos suspensos, coloracdo, entretanto, baixa tensao
superficial.

A utilizacdo de surfactantes € amplamente distribuida por diversos setores, sendo
encontrados em grandes quantidades em ambientes domésticos, comerciais e industriais,
principalmente no que diz respeito a lavagem de roupas. Na composicdo dessas aguas
residudrias, o surfactante anionico alquilbenzeno linear sulfonado (LAS - Linear Alkylbenzene
Sulphonate) € o principal agente de limpeza.

Apesar do consumo expressivo de detergentes no Brasil, a falta de tratamento de esgoto
domeéstico nas regides urbanas tem causado efeitos ambientais indesejaveis, como a formacao
de espumas nas aguas fluviais. As espumas formadas acarretam problemas ambientais graves,
tais como, a dispersdao de poluentes pelos ventos espalhando produtos téxicos a grandes
distancias e o comprometimento da aeracao do lodo ativado, impedindo a floculagcdo do material
particulado mais pesado e o processo normal de decantacao.

A lavagem de roupas de forma comercial em empresas de pequeno e médio porte é uma
atividade comum nos dias atuais, sendo importante setor de servigos. Assim, estes
estabelecimentos merecem atencao especial para suas guas residuarias, descarte e tratamento
adequado.

S&o poucas lavanderias que fazem o tratamento de suas aguas residuarias. Dentre 0s

processos empregados estdo o fisico-quimico (coagulacdo-floculagdo) ou biologico, muitas



vezes com resultados ineficientes. Entretanto, a falta de conhecimento sobre as caracteristicas
da &gua residuéria e de alternativas de processos de tratamento, pouca area disponivel (uma vez
que a maioria das lavanderias se encontra em area urbana) e a falta de mao de obra especializada
sdo as principais dificuldades encontradas.

O tratamento de &guas residuédrias de lavanderias é tema de grande desafio nos dias
atuais, visto que o crescimento populacional intenso, notadamente em paises em
desenvolvimento como o Brasil, ndo é acompanhado pelas obras de infra-estrutura necessarias,
em especial relacionadas ao saneamento basico.

Como consequéncia, € estabelecida situacdo de precariedade em relacdo a salde da
populacdo e a conservacdo ambiental. Desta forma, é de extrema importancia o
desenvolvimento de tecnologias eficientes e econdmicas que viabilizem a aplicacéo de sistemas
de tratamento de forma ampla e satisfatoria para a melhoria das condi¢des de saneamento nessa
area.

De acordo com dados da Organizacdo Mundial de Satde (OMS) de 2006, estima-se que,
aproximadamente uma em cada seis pessoas ndo tem acesso a agua potavel e que a cada ano,
morrem cerca de 1,6 milhdo de pessoas no mundo devido ao consumo de agua contaminada ou
a falta de saneamento e higiene. Confirma-se assim, a importancia do tratamento das aguas
residuarias como condicdo essencial para 0 bem estar da populacdo e a manutencdo da salde
publica e ambiental.

Nesse sentido, devem ser estudadas as possiveis fontes desses contaminantes, assim
como, devem ser desenvolvidos melhores métodos analiticos para determinacédo e tratamento
dos mesmos quando presentes no ambiente.

Estudos que visem desenvolver tecnologias eficientes para a remogdo dos compostos
presentes nessa agua residuaria e que permitam ndo somente a remocao, mas a degradacao
anaerobia dos surfactantes em agua residuaria de lavanderia comercial justifica a relevancia
deste trabalho, buscando assim, alternativas a serem investigadas, uma vez que, estudos nessa
linha de pesquisa ainda sdo escassos.

A motivacdo desse trabalho reside na possibilidade de avaliar a remocéo e degradacao
do LAS com aplicacdo de tecnologia em reator anaerébio de leito fluidificado com &gua
residuéria real, considerando-se que até 0 momento, a maioria dos trabalhos cientificos nesta
area esta voltada para aplicacdo de reatores UASB e de leito fixo, alem da utilizacdo do LAS
padrdo (Sigma®) .

No Laboratério de Processos Biologicos da EESC-USP diferentes configuragdes de

reatores foram avaliadas para remocgéo LAS, dentre elas, reator de fluxo ascendente e manta de



lodo (UASB) (OKADA, 2012), reator anaerobio horizontal de leito fixo (RAHLF) (DUARTE
et al., 2008), reator anaerébio operado em bateladas sequenciais (ASBR) (DUARTE, 2006;
BLANCO, 2012), reator anaerobio de leito granulado expandido (EGSB) (DELFORNO, 2011)
e reator anaerobio de leito fluidificado (OLIVEIRA, 2010, CAROSIA, 2011; FERREIRA,
2012). As melhores eficiéncias de remoc¢do de LAS padrdo foram obtidas com esta Gltima
configuracéo de reator.

A aplicacéo do reator de leito fluidificado possibilita melhor transferéncia de massa, por
conseguinte, maior contato dos microrganismos com o surfactante e remocdo, em relacédo
aquelas obtidas em reator de leito fixo, devido principalmente, ao maior controle da espessura
do biofilme.

No presente trabalho foi operado reator de leito fluidificado em escala de bancada
preenchido com areia como material suporte para remocdo de LAS oriundo de agua residuaria
de lavanderia comercial. Outros pardmetros foram também monitorados durante o periodo de
operacao do reator, tais como, pH, alcalinidade, acidos orgéanicos totais, sulfato, nitrito, nitrato
e fosfato. Analises de Biologia molecular foram realizadas com a finalidade de caracterizar a

comunidade microbiana envolvida no processo.






2 - OBJETIVOS

O principal objetivo desse trabalho foi avaliar a remocéao e degradacdo do surfactante
aniénico LAS de agua residuaria de lavanderia comercial em reator anaerobio de leito

fluidificado (RALF). Para isso os objetivos especificos abaixo foram propostos:

e Auvaliar a remocao de matéria organica e LAS em diferentes condi¢des operacionais e
nutricionais do RALF;

e Auvaliar a remogdo e adsorcao de compostos organicos xenobioticos da agua residuaria
de lavanderia diluida no afluente do reator na Ultima etapa de operacdo do RALF;

e Quantificar e caracterizar as bactérias anaerdbias totais e arqueias metanogénicas;

e Caracterizar a comunidade microbiana do RALF (etapas IV e V) por meio de
PCR/DGGE e 454-Pirosequenciamento do rRNA 16S;

e Auvaliar o potencial metanogénico do lodo na presenca da agua residuaria de lavanderia

em diferentes concentracdes de LAS.






3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 — Surfactantes

Agentes de limpeza de diversas origens vém sendo utilizados pelo ser humano ao longo
do tempo. Na composicdo da maioria destes agentes de limpeza, sdo empregadas substancias
como surfactantes.

Dentre os agentes mais utilizados, estdo o sabdo e detergente, sendo que no primeiro
caso refere-se a sais de &cidos graxos de cadeia longa, como o estearato de s6dio. Uma
desvantagem do sabdo enquanto agente de limpeza, refere-se a formacdao de sais insollveis com
cations divalentes, como o Ca?* e Mg?*, comumente presente em &guas duras. A precipitacio
do sabdo com estes ions dificulta o processo de formacédo de espuma e compromete 0 processo
de limpeza (BIGARDI, 2003).

Os detergentes sintéticos sdo mais sollveis do que o sabdo e, portanto, mais eficiente,
aliando a vantagem de ndo formar compostos insoltveis com ions divalentes (BAIRD, 1995).

Detergentes contém surfactantes (tensoativos), agentes clareadores e agentes auxiliares
ou aditivos. Apesar dos surfactantes serem usados como substituto menos toxico para o sabéo
(SMULDERS, 2002), eles sdo encontrados em numerosos produtos de limpeza doméstica e
produtos de cuidados pessoais e, portanto, sdo fontes dominantes de compostos organicos
xenobidticos (COXs) de aguas cinza (ERIKSSON et al., 2003) e esgoto sanitario (BRUNNER
et al., 1988).

Os tensoativos sdo compostos organicos que diminuem a tensdo superficial da agua,
propiciam a limpeza de superficies e emulsionam 6leos formando suspensdes. Estes compostos
sdo usados por diversos setores da industria, principalmente, de detergentes, industria téxtil,
indUstria alimenticia, tinturarias, cosmética, manufatura de papel, mineracdo, entre outros
(COSTA et al., 2007).

Dentre os detergentes empregados em lavanderias, os surfactantes sdo 0s mais
importantes ingredientes, compreendendo de 15% a 40% do total da formulagéo do produto
(SCHEIBEL, 2004).

A grande maioria dos surfactantes disponiveis comercialmente é sintetizada a partir de
derivados de petroleo. Entretanto, devido a preocupacdo ambiental entre os consumidores,
combinado com nova legislacdo de controle ambiental levou-se a procura por surfactantes

naturais (biodegradaveis) como alternativas aos produtos existentes.



Os surfactantes sdo moléculas constituidas de uma parte hidrofobica e outra hidrofilica.
A parte apolar da molécula, frequentemente, € uma cadeia de hidrocarbonetos, enquanto, a parte
polar pode ser ibnica (anibnica ou catibnica), nao ibnica ou anfotérica (NITSCHKE;
PASTORE, 2002).

A parte hidrofilica e hidrofobica dos surfactantes pode reagir facilmente com as
subestruturas polar e apolar de macromoléculas de proteinas e celulose em misturas compostas.
Devido a essas interacfes, os surfactantes anidnicos podem diminuir a energia de interacao
entre as interfaces de misturas heterogéneas pela adsorcdo em sistemas biologicos, na presenca
de &gua, 6leo e polietileno (CSERHAT et al., 2000). Devido a essa caracteristica anfifilica, os
surfactantes conseguem remover impurezas que a dgua sozinha nao conseguiria (SOLOMONS,
1996).

No Brasil, a Portaria n° 112 de 14 de maio de 1982, do Ministério da Saude, define que
as substancias tensoativas anidnicas utilizadas na composicdo de sables e detergentes de
qualquer natureza, devem ser biodegradaveis.

E importante enfatizar que os surfactantes estdo entre os principais poluentes
encontrados no esgoto sanitario (METCALF; EDDY, 2003). Segundo Piveli (2002), 3 mg.L*
a 6 mg.Lde surfactantes estdo presentes em esgoto sanitario. Aparentemente, esses valores
ndo interferem na eficiéncia da remocao da demanda bioquimica de oxigénio (DBO) da estacdo
de tratamento de efluentes (ETE) e sua concentracao é reduzida por adsorcédo as particulas que
sedimentam nos decantadores primarios ou por degradacdo bioldgica em reatores aerobios e
anaerobios.

Bosquilha (2002) determinou as concentragdes de surfactantes no sistema estuarino de
Santos, S&o Vicente e baia de Santos. Segundo este autor, em mais de 30% das amostras obteve-
se valores inferior a 0,1 mg.L™ no verdo, provavelmente, devido ao efeito das altas temperaturas
que favorecem a biodegradacdo do surfactante, além da maior carga hidrica do sistema. No
inverno, a concentragdo média de surfactante foi inferior a 0,26 mg.L™.

Concentracbes maiores de surfactante no meio liquido podem originar agregados
moleculares chamados de micelas, possuindo ambas as regides estruturais, hidrofilica e
hidrofébica, que dinamicamente se associam espontaneamente em solu¢do aquosa a partir de
certa concentracdo critica (CMC). As propriedades de limpeza dos surfactantes devem-se a
formacéo dessas micelas (BORSATO et al., 1999).

Abaixo da CMC, o tensoativo esta predominantemente na forma de mondémeros, quando
a concentracdo de surfactante estd abaixo, porém, proxima da CMC, existe um equilibrio

dindmico entre monémeros e micelas (MANIASSO, 2001) (Figura 3. 3.1). Em concentracdo



acima da CMC, as micelas possuem diametro entre 3-6 mm o que representa de 30-200
monomeros. A CMC depende da estrutura do tensoativo (tamanho da cadeia do hidrocarboneto)

e das condicdes experimentais (forca idnica, temperatura, etc.).

g
oo G

Abaixo da CcMC Acima da CMC

(mondmeros) (mondmeros e micelas)

Figura 3.1 - Formacao do agregado micelar (MANIASSO, 2001)
3.2 — Alquilbenzeno Linear Sulfonado

Dentre os surfactantes sintéticos, o LAS é o mais utilizado mundialmente e €
empregado na producdo da maioria dos detergentes, substituindo o ABS (alquilbenzenos
ramificados) (MANIASSO, 2001).

O LAS € um tensoativo anionico constituido de uma mistura de homologos e isbmeros

de posicao de cadeias alquiladas lineares com atomos de carbono de Cio a C16 € predominancia
de Ci0a C13 (PENTEADO, 2006) (Figura 3.2).

CH;—{CHy)n—CH—(CH,}y—CHs

Onde:

ntn’ =711
SOy

Figura 3.2 - Estrutura molecular do LAS (PENTEADO, 2006)
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No grupo fenila do LAS pode ocorrer substituicdo em todas as posi¢oes dos atomos de
carbono da cadeia linear, exceto na posi¢cdo do carbono 1, podendo formar 26 moléculas
diferentes (WOLF; FEIJTEL, 1998).

Todo surfactante aniénico ¢ moderadamente soltvel devido a seu carater anfifilico,
tanto em &gua, quanto, em solvente organico, o que torna dificil sua detec¢do, identificagdo e
quantificacdo no ambiente. Além disso, estes surfactantes ndo sdo volateis e ndo sdo
hidrolisados por acidos ou bases (LI; SCHRODER, 2000).

No Brasil, entre 0,89 mg.L' a 10,5 mg.L'de LAS foram obtidos em efluente
proveniente da estacdo de tratamento de esgoto de Suzano no estado de Sao Paulo. (ZAGATTO,;
GOLDSTEIN, 1991).

Eichhom et al. (2002) monitoraram LAS no rio Macacu, em Niterdi, Rio de Janeiro,
com fornecimento de agua para 2,5 milhdes de pessoas. A determinacdo do LAS foi realizada
por cromatografia liquida e espectrometria de massa. Segundo os autores, 0,01 mg.L? a
0,15 mg.L? de LAS foram detectados neste rio. Do ponto de vista ecoldgico, acima de

0,15 mg.L* de LAS ja pode ocasionar efeitos adversos a biota.

3.3 — Efeitos inibitorios dos surfactantes

Os surfactantes afetam células vivas provocando danos ao funcionamento e integridade
da membrana plasmatica. Segundo Lee (1970), 0 mecanismo que provoca essa toxicidade da-
se pelas reducdes na absorcéo de nutrientes essenciais, no consumo de oxigénio e na liberacédo
de produtos metabdlitos toxicos, causadas pela adsorcdo do surfactante na superficie celular.

Estes compostos podem ainda alterar a pigmentacdo e a morfologia dos
microrganismos, além de ativar ou inibir enzimas, alterar a estrutura polipeptidica e mudar a
carga superficial da molécula (HOUSAINDOKH et al., 1993).

A poluicéo por surfactantes aniénicos causa graves modificacGes a biota, uma vez que
atividades de muitos organismos aquaticos dependem fundamentalmente da tensdo superficial
da 4gua (RAND, 1995).

A presenca desses compostos sintéticos nas dguas naturais leva a prejuizos de ordem
estética provocados pela formacdo de espumas, que podem causar efeitos toxicos ao
ecossistema aquatico e provocar alteragdo na biodiversidade envolvida com a sua degradacgao
(PIVELLI, 2002).
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O processo de adsorc¢ao faz com que a toxicidade do LAS aumente conforme o aumento
da cadeia alquilica ou aumento do peso molecular (VERGE et al., 2001). O efeito toxico desse
surfactante esta também relacionado a posi¢do do anel aromatico; ou seja, quanto mais proximo
da extremidade da cadeia alquilica, mais toxica sera a molécula (PRATS et al., 1997).

A inibicdo das atividades metanogénica e acidogénica pela presenca entre 3 mg.Lt e
59 mg.L*de LAS foi avaliada para ICso (concentragdo de inibicdo para 50% dos individuos
testados) e a presenca de LAS em até 10 mg.L? inibiu 50% da atividade metanogénica
(MADSEN; RASMUSSEN, 1996; GARCIA et al.,, 2006). Madsen e Rasmussen (1996)
observaram inibicdo de 50% da atividade acidogénica a partir de 18,9 mg.L™ de LAS.

As membranas das células radiculares de plantas expostas ao LAS ficaram destruidas,
além de alteracGes na permeabilidade e nos processos fisioldgicos e fotossintéticos (MIEURE
et al., 1990). Para organismos aquaticos, a toxicidade aguda de LAS varia entre 1,7 mg.L e
270 mg.L?, sendo Daphnia magna a espécie mais sensivel (VERGE; MORENO, 2000).

O LAS provoca ainda impactos negativos a comunidade bentonica de ambiente marinho
(QUIROGA et al., 1989), posto que a alta forca i6bnica do meio faz a concentracdo micelar
critica diminuir, o gque consequentemente, provoca diminuicdo na solubilidade do LAS. Os
mesmos autores destacaram a toxicidade do LAS em larvas e alevinos marinhos.

A toxicidade do LAS em organismos aquaticos foi avaliada em Daphnia magna e no
peixe Cyprinuscarpio (ENVIRONMENTAL HEALTH CRITERIA, 1996), alem da absorcéo
deste tensoativo e seus intermediérios de degradacdo em algumas espécies de algas (SAEZ et
al., 2001).

Além disso, Mauffret et al. (2010) verificaram em estudo de potencial toxicoldgico
realizado com o molusco gastropode Hydrobia ulvae que homologos de cadeias maiores (13
carbonos) de LAS foram mais toxicos que aqueles de cadeias menores (10 carbonos).

Garland e colaboradores (2004) verificaram a toxicidade dos surfactantes (Ani6nico —
lauril sulfato de sodio, anfotérico - cocamidopropilbetaine e ndo idnico - alcool polietoxilado)
com efeitos negativos em Triticum aestivum (trigo comum). Essa espécie foi considerada
sensivel ao surfactante anidnico (reducdo no crescimento em 20-25%), em concentracdo

superior a 250 mg.L?
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3.4 — Impacto ambiental causado pelos surfactantes

A importancia dos surfactantes nos produtos de limpeza é indiscutivel, entretanto, a
utilizacdo abusiva dos tensoativos causa prejuizo ao ambiente, tais como, inibicdo ou
paralisacdo da depuragéo natural ou artificial dos rios.

Na década de 50 foi observado que a introducdo dos novos surfactantes de uso
doméstico (LAS) provocava excessiva formacdo de espuma nas EstacOes de tratamento de
efluentes (ETES) e nos rios (BERNA et al., 2007), aléem de provocar drastica mudanga no
ambiente para a vida dos seres aquaticos.

Este fato ocorre devido a formacdo de espumas estaveis em funcdo da presenca de
tensoativos no meio liquido, levando assim a alteracdo da disponibilidade de oxigénio via
membranas dos organismos aquaticos e eutrofizacdo das aguas superficiais devido a presenca
de fosfatos na sua composi¢cdo (COSTA, 2006).

A partir do aumento indiscriminado da utilizacdo de surfactantes sintéticos, nas ultimas
décadas tém aumentado os problemas ecologicos e de salde publica. Muitas vezes o0s
surfactantes sdo encontrados em concentragdo acima do permitido pela legislagéo. De acordo
com a Resolugdo CONAMA n° 357 de 2005, o valor permitido do surfactante anidnico é de
0,5mg.Lt,

Entre os poluentes ambientais, os surfactantes sdo importante fonte de poluicdo
industrial, comercial e doméstica, principalmente nos grandes centros urbanos. No mundo todo,
a producdo de surfactantes excede trés milhdes de toneladas ao ano (BARROS et al., 2007).

Quando presente no solo o surfactante pode provocar efeitos negativos por facilitar a
liberacdo de poluentes ambientais polares e apolares, tais como, praguicidas, pentaclorofenol,
triclorobenzeno, hidrocarbonetos poliaromaticos, produtos petroguimicos etc. Por outro lado,
para que o surfactante depositado no solo seja degradado é necessaria presenca de consoércio
microbiano (MORAES, 2004).

Além disso, pode ocorrer lixiviacdo e contaminacdo do lencol freatico. Desse modo, ndo
somente os surfactantes irdo atingir a dgua subterranea, como também poderdo arrastar os
poluentes organicos hidrofobicos para os corpos d’agua (DENTEL et al., 1993).

Sdo importantes novas formulagdes de surfactantes que proporcionem menor impacto
ao ambiente. Por fim, os esforcos devem ser direcionados para que seja possivel estabelecer

métodos de controle mais eficientes e definir valores limites para determinados componentes
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dentre esses surfactantes. Diante desses fatos, estudos envolvendo a degradacdo anaerobia de

surfactantes em &guas residuarias de lavanderia sdo de extrema importancia.

3.5 — Agua residuéria de lavanderia

A &gua cinza é geralmente originada pelo uso de sabdo ou de outros produtos para
lavagem do corpo, roupas ou limpeza em geral (JEFFERSON et al., 1999). Essa agua residuaria
varia em qualidade de acordo com a localidade e nivel de ocupacéao da residéncia, faixa etéria,
estilo de vida, classe social, costume dos moradores (NSW HEALTH, 2000), além da sua
origem, ou seja, proveniente de lavatério, chuveiro, maquina de lavar, etc. (NOLDE, 1999).

O uso de &gua cinza para a fertirrigacdo tém se tornado pratica comum especialmente
nas regides aridas e semi-aridas. Em muitos paises ndo existem normas e guias especificas para
0 reuso de agua cinza e, por isso, sao comumente usadas sem tratamento adequado (GROSS et
al., 2003).

Pesquisas visando o tratamento, reciclagem ou reuso deste tipo de &gua residuéria tem
ocorrido principalmente em paises onde o custo da &gua é mais elevado (COSTA et al., 1997).
Em muitos estados da Austréalia e EUA, foram estabelecidas normas para o uso de agua cinza.
Entretanto, nessas diretrizes € especificado principalmente questdes de salde publica e pouco
dos potenciais impactos ao ambiente (ADEQ, 2003).

Estima-se que 10% de toda 4gua consumida no meio urbano, seja destinada a lavagem
de roupas, o que torna importante o estudo dessa agua residuaria (MENEZES, 2005). O maior
volume dessa &gua residuaria € gerado nas etapas de lavagens, alvejamento, tingimento,
desengomagem e acabamento. Possuem elevada carga poluidora aliada ao elevado teor de
compostos organicos, como gomas, graxas, pectinas, alcoois, &cido acético, corantes,
surfactantes e compostos inorganicos como hidréxido de sédio, carbonatos, sulfetos e cloretos,
resultante das varias etapas do processo. Adicionalmente, possuem cor intensa, alta salinidade
e toxicidade a vida aquética, devido principalmente a diminuicdo da quantidade de oxigénio
dissolvido (ERIKSSON; DONNER, 2009).

A concentracdo de produtos quimicos nessa agua residudria é alta devido ao surfactante
empregado, o qual pode conter sddio, fosfato, boro, aménia e nitrogénio. Além de apresentar

solidos em suspenséo e turbidez elevada e alta demanda por oxigénio. Assim, podem causar
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danos ambientais e a saude publica se forem langados no solo sem tratamento (RAPOPORT,
2004).

Em uniformes industriais, cujos tecidos sdo mais resistentes e possuem contaminantes
mais agressivos, 0s reagentes empregados muitas vezes sao diferenciados. Algumas lavanderias
realizam também o tingimento de roupas, liberando em seu efluente corantes organicos
(anilinas) de dificil tratabilidade (MELLO, 2000).

A eficiéncia do surfactante e outros agentes aumentam com o emprego de alcalis. Os
alcalis mais usados sdo carbonato de sodio, fosfato trissodico e silicatos alcalinos. A soda
caustica é utilizada em alguns casos, todavia, & mais empregada quando conjugada com alcalis
menos ativo, 0s quais atuam como agentes de tamponamento. J& os fosfatos complexos e
agentes de remocao t€m seu emprego limitado como “amolecedores” da dgua e ajudam a
desmanchar o sabédo nos tecidos (BRAILE; CAVALCANTE, 1993).

Para agua residudria de lavanderia geralmente emprega-se tratamento fisico-quimico
(coagulacdo-floculagdo com sulfato de aluminio) seguido por sedimentagdo e filtracdo. A
complementacdo do processo ocorre por meio do estagio de polimento por adsor¢do em carvao
ativado ou processo biolégico (MENEZES, 2005).

Segundo Matsuo e Nishi (2000), o uso de carvdo ativado em aguas residuérias de
lavanderia tem como objetivo a remocdo de compostos organicos sollveis, especialmente,
surfactante. O uso do carvao ativado no tratamento de aguas residuarias da industria téxtil j& foi
bastante estudado, porém a quantidade de carvdo ativado utilizada é bastante alta tornando o
processo inviavel.

O tratamento biolégico de &gua cinza € requerido para remover o material
biodegradavel. A demanda por sistemas de tratamento biolégicos estimulou a aplicacdo desse
tipo de processo em substituicdo aos tradicionais processos fisico-quimicos, nos quais para sua
aplicacdo tem-se consumo de energia, além da geracdo de lodo.

A adocdo de lagoas de estabilizacdo como alternativa para o tratamento de dgua cinza
somente é valida em empresas que possuem area disponivel para a sua constru¢do, nao sendo o
caso da maioria das lavanderias (BRAILE; CAVALCANTE, 1993).

Ge et al. (2004) aplicaram processo de eletrocoagulacéo-eletroflotacdo em um mesmo
reator em planta piloto para o tratamento de agua residuéria de lavanderia. Segundo os autores,
ocorreu remocdo de turbidez, DQO, fosfatos e surfactantes (avaliado pelo método de
substéncias ativas ao azul de metileno). Os autores observaram eficiéncia de remogdo de

surfactantes acima de 90% para 8,3 a 72,3 mg.L tafluente.
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Segundo Lima et al. (2005), em Toritama (Pernambuco), existem 60 lavanderias
industriais, cuja principal atividade econdmica ¢ a fabricacdo de vestuario de “Jeans”. O
tratamento da agua residuéria ¢é feito por coagulacdo com sulfato de aluminio, seguido por
filtracdo em areia. A agua retorna ao processo em etapas preliminares do processamento do
tecido, tais como a estonagem.

Um edificio na Universidade de Kalmar, na Suécia, com capacidade para 500 alunos,
foi equipado com sistema de reuso de agua cinza (GUNTHER, 2000). O tratamento utilizado
era composto por lagoas e wetlands (wetparks) e tinha como objetivo remocao de nutriente. A
agua residuaria gerada no prédio, originada da lavagem de mdo e de pratos, era disposta nas
raizes da vegetacdo plantada e armazenada em uma lagoa. Esse processo repetia-se por trés
vezes. ApoOs a ultima lagoa, a dgua seguia para um filtro de areia e era coletada em um
reservatorio. Ao final de um ano de tratamento observou-se remocéao de 24,4% de nitrogénio
total (13,5 g.pess™.dia™) e 95,2% de fosforo total (2,1 g.pess>.dia?).

Prats et al. (1997), avaliaram a remogéo de surfactante anionico (alquilbenzeno linear
sulfonado) em unidade de tratamento de efluentes composta de sistema convencional de lodos
ativados. Eficiéncia de até 95% (0,14 — 15,7 mg.L™?) foi obtida no tratamento secundario, com
grande parte sendo adsorvida no lodo (5,2 — 16 mg.g2).

O tratamento de &gua de lavanderia tem sido estudado por aplica¢do de lodo ativado
(RIBEIRO; CORREA, 2013), reator de leito fluidificado (NOLDE, 1999), biorreator de
membranas (JEFFERSON et al., 2000), filtro lento de areia (JEFFERSON et al., 1999) e
wetlands (OTTERPOHL et al., 2003).

3.6 — Biodegradacédo anaerdbia do LAS

A aplicacdo de processo anaerébio de tratamento de &gua residuéria é notadamente
vantajosa devido as reduzidas demanda energética, de area e por equipamentos sofisticados,
aliadas a sua flexibilidade de aplicagdo em pequena e grande escala, bem como a baixa
producéo de lodo (PARKIN; OWEN, 1986).

Segundo Berna et al. (2007), a maioria dos surfactantes langados no ambiente estara
exposta & degradacao em condigéo aerdbia e, apenas 20% serdo potencialmente degradados por

via anaerobia.
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Embora o LAS seja reconhecidamente degradado por processo aerdbio, na estacéo de
tratamento boa parte dele fica associada aos solidos suspensos e € conduzida ao processo de
sedimentacdo primaria, dessa forma, escapa do processo aerobio (DENTEL et al.,1993).

Em 1987, ja havia sido reportado estudo de degradabilidade de surfactantes anidnicos
(alcool linear sulfato) e ndo i6nicos (alcool etoxilado de cadeia linear e alcool etoxilado de
cadeia ramificada) por culturas anaerobias enriquecidas em reator de leito fixo (SALANITRO;
DIAZ, 1995).

Todavia, a velocidade com que essa degradacéo ocorre esta relacionada com o meio e,
principalmente, com 0s microrganismos presentes. [Esses organismos promovem
sequencialmente, a oxidacdo da cadeia alquilica, dessulfonagdo, oxidacéo e ruptura do anel
aromatico (SCHORBERL, 1989).

A degradacdo desses compostos, em condicdo aerobia, segue ordem cinética, cuja
mineralizacdo pode ocorrer entre 15 e 33 horas, da cadeia alquilica linear, em seguida no grupo
sulfonado e termina no anel benzénico (RAND, 1995), sendo a etapa que abrange a ruptura da
ligacdo do radical alquila com o anel aromatico sulfonado a mais dificil (CAVALLI et al.,
1993).

A biodegradacdo priméaria implica na perda das propriedades caracteristicas da
molécula. No caso dos surfactantes, refere-se a perda da sua capacidade espumante ou como
redutor da tensdo superficial. A biodegradabilidade secundéria é obtida quando a molécula se
divide em segmentos menores. Na biodegradacdo final ocorre reducdo a estrutura mais simples
como CHg4, CO2 e H2O (MASTROTI et al., 1998).

As bactérias anaerdbias podem utilizar os sulfonados aroméaticos como fonte de energia
e carbono e como fonte de enxofre. Porém, as etapas da degradacdo anaerébia do LAS ndo sdo
ainda bem definidas (LARSON et al, 1994).

Alguns autores (STEBER; BERGER, 1995; BALSON; FELIX, 1995) discutiram rotas
de biodegradacédo de surfactantes aniénicos e ndo-ionicos detalhadamente. Os pesquisadores
detectaram que a biodegradabilidade de surfactantes, bem como a taxa de degradacdo e a
toxicidade dos produtos metabolizados da degradacdo variavam dependendo do tipo de
surfactante. Um exemplo disto é o LAS, cuja natureza linear implica em grande toxicidade,
mesmo possuindo biodegradacéo relativamente rapida.

Brunner et al. (1998) estimaram a presenga de LAS em 29 amostras de lodo de
digestores anaerdbios e estabilizadores aerobios em oito ETES, localizadas na Suiga. Os autores
observaram 0,95 mg.L? a 3,9 mg.L? de LAS no afluente e 0,07 mg.L* a 0,33 mg.L? no
efluente.
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A completa mineralizacdo do LAS foi obtida em periodo de 48 a 72 horas pela utilizagéo
do consorcio microbiano com Pantoea agglomerans e Serratia odorifera 2, por meio do
crescimento em meio minimo e caldo nutriente utilizando LAS (200 mg.L™) como tnica fonte
de carbono (KHLEIFAT, 2006).

Segundo Hera (2009), a remocgdo de LAS pode ocorrer pela combinacdo de trés
processos: precipitacdo, adsorcdo e biodegradacdo. A principal forma de remogdo é a
degradacdo microbiana, geralmente em torno de 80% (PAINTER; ZABEL, 1989).

Vaérias condi¢Ges nutricionais utilizando culturas puras ou mistas tém sido empregadas
na avaliacio da degradacéo de surfactantes (CSERHATI et al., 2002). Gavala e Ahring (2002)
estudaram o efeito inibitorio de LAS nas etapas de metanogénese e acetogénese. LAS inibiu,
tanto a acetogénese do propionato, quanto a metanogénese do acetato e hidrogénio.

Abboud et al. (2007) observaram aumento de 60% a 90% da degradacdo de LAS com a
adicdo de outras fontes de carbono e nitrogénio, em consorcio de bactérias anaerdbias
facultativas. Apo6s 150 h de incubacéo, apenas 60% do LAS foi degradado, e com a adi¢do de
fontes alternativas de carbono (glicose, sacarose, maltose e manitol) e nitrogénio (nitrato de
amonio, cloreto de amonio, caseina, extrato de levedura e triptona) todo o surfactante foi
degradado.

A degradacdo anaerdbia do LAS tém sido avaliada em diversas configuracdes de
reatores anaerobios, tais como, de manta de lodo e fluxo ascendente (Upflow Anaerobic Sludge
Blanket — UASB) (MOGENSEN et al., 2003; SANZ et al., 2003; LOBNER et al., 2005,
OKADA, 2012), horizontal de leito fixo (DUARTE et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2009),
bateladas sequenciais (DUARTE et al., 2010), reator de leito de manta de lodo granulado
expandido (DELFORNO et al., 2012) e reator de leito fluidificado (OLIVEIRA, 2010;
CAROSIA, 2011, FERREIRA, 2012). Vale ressaltar que em todos esses casos foi feita
avaliacdo com LAS padrdo (Sigma®) ou de detergente de uso domético, e no presente estudo

foi utilizada &gua residuaria real diluida em substrato sintético.

3.7 — Microrganismos envolvidos na degradacao de LAS

No ambiente vérias espécies de microrganismos interagem na degradacdo do LAS.

Jimenez et al. (1991) estudaram consorcio microbiano constituido por espécies de
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Pseudomonas sp. e Aeromonas sp. LAS (1 pg.L ™) foi adicionado como Unica fonte de carbono,
com degradacdo de mais de 25%.

Os microrganismos anaerdébios podem utilizar o grupo sulfonado de trés formas: a)
como receptor de elétron; b) como doador de elétron para a respiracdo anaerobia e ¢) como
substrato para a fermentacdo. A reducdo do grupo sulfonado foi descoberta em cultura pura de
Desulfovibrio desulfuricans, isolada de sedimento marinho. Esse organismo foi capaz de
reduzir o organossulfonado em combinacdo com lactato como doador de elétrons (DENGER;
COOK, 1999).

Almendariz et al. (2001) estudaram a degradacdo do LAS em reator anaerébio de fluxo
ascendente e manta de lodo (UASB) operado em dois estidgio, um acidogénico e outro
metanogénico. No reator acidogénico foi adicionado Pseudomonas aeruginosa que, sob
condicdo aerobia utiliza LAS como fonte de carbono. Observou-se 41% de degradacdo para
20 mg.L? de LAS afluente, que ocorreu principalmente no primeiro estagio pelas bactérias
acidogénicas. No entanto, no reator metanogénico os microrganismos foram inibidos pela
presenca de LAS, porém recuperados quando o surfactante foi retirado da alimentacéo.

Khleifat (2006) investigou a biodegradacdo do LAS por consorcio de bactérias
facultativas. Foram utilizadas as espécies Pantoea agglomerans e Serratia odorifera 2 isoladas
de lodo de estacdo de tratamento de esgoto. Estes microrganismos foram submetidos a duas
condigdes de crescimento: (1) em meio minimo M9 e (2) em caldo nutriente, separadamente e
em consorcio, nas duas condi¢des nutricionais e na presenca de LAS.

Os reatores com células suspensas no estudo de Khleifat (2006) foram mantidos a 32°C
e 250 rpm. Para 200 mg.L™* de LAS como Unica fonte de carbono foi observada degradagdo de
LAS de 70% em caldo nutriente e 36% em meio minimo (M9). No entanto, outras condi¢des
foram estudadas, tais como, variacdo do co-substrato (glicose, sacarose, maltose, manitol e
acido succinico) e da fonte de nitrogénio (cloreto de aménio, triptona, extrato de levedura,
nitrato de amonio e caseina). Em todos os casos, a degradacdo de LAS foi maior na presenca
do co-substrato de carbono e fonte de nitrogénio atingindo a mineralizagcdo em 48-72 horas.
Esses trabalhos corroboram a hipotese de que € necessario consorcio de microrganismos para a
degradacéo do surfactante aniénico LAS.

Oliveira et al. (2009) realizaram a caracterizacdo filogenética do Dominio Bacteria da
biomassa de reator de leito fluidificado usado na degradacéo anaerobia de alquilbenzeno linear
sulfonado (padrdo Sigma®). Os autores caracterizaram a biomassa do biofilme da pérola de
vidro e areia usados como materiais suportes. Os clones foram relacionados a diferentes classes,

tais como, Anaerolineae, Acidobacteria, Actinobacteria, Sphingobacteria, Deinococci, Bacilli,
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Clostridia, Gemmatimonadetes, Nitrospira, Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria,
Gammaproteobacteria e VVerrucomicrobia, e bactérias ndo cultivadas.

Duarte et al. (2010) identificaram os microrganismos presentes em reator operado em
bateladas sequenciais usado na remocdo de LAS, por meio do sequenciamento e analise
filogenética do rRNA 16S. O intculo foi proveniente de UASB utilizado no tratamento de
dejetos de suinocultura. Os autores utilizaram amostra da Gltima etapa de operagdo (22 mg.L*
de LAS) e alimentagdo sem co-substratos. Foi constatada ampla diversidade de
microrganismos. Os clones foram relacionados a nove Filos, sendo eles Bacteroidetes (35%),
Proteobacteria (18%), Verrucomicrobia (11%), Acidobacteria (5%), Chlorobi (3%), Firmicutes
(3%), Actinobacteria (2%) e Chloroflexi (2%). A porcentagem de bactérias ndo classificadas
representou 13% do total sequenciado. Segundo os autores supracitados, Pseudomonas spp.,
provavelmente foi responsavel pelo degradacdo do LAS. Bactérias semelhantes a Syntrophus
podem ter usado o enxofre da molécula de LAS, enquanto aquelas similares a Dechloromonas
podem ter usado o anel aroméatico da molécula de LAS como fonte de carbono e energia.

Carosia (2011) ao operar reator de leito fluidificado para remocédo de LAS oriundo de
sabdo em po6 de uso doméstico obteve 88 clones referente a biomassa da areia, usada como
material suporte. Dentre os clones relacionados ao Filo Proteobacteria, 38 pertenciam a Classes
Betaproteobacteria, Ordem Rhodocyclales. Outros 27 clones foram relacionados a Classe
Deltaproteobacteria, sendo 26 clones pertencentes a Ordem Desulfomonadales e um a Ordem
Desulfovibrionales. Em relacdo a Classe Epsilonproteobacteria foram obtidos 11 clones e,
apenas um relacionado a Classe Gammaproteobacteria.

Oliveira (2010) e Carosia (2011) encontraram bactérias semelhantes a
Sediminibacterium (bacilos Gram negativos) em reator anaerdbio de leito fluidificado usado na
remocao de LAS, sendo que a primeira autora usou o LAS padrédo e a segunda detergente de
uso doméstico. Embora, ainda sejam pouco conhecidas as caracteristicas fisiologicas dessa
bactéria, sua presenca em reator anaerébio com LAS sugere que pode estar associada as vias de
degradacéo do surfactante ou participando da fermentagdo (OLIVEIRA, 2010).

E interessante notar que alguns filos foram constantes nas diferentes configuracdes de
reatores estudadas para a remocdo de LAS, entre eles foram constatados Firmicutes e
Proteobacteria. Representantes pertencentes ao filo Proteobacteria foram observados por
Delforno (2011), Oliveira et al. (2010) e Duarte et al. (2010), em reator EGSB, reator anaerobio
de leito fluidificado e reator operado em bateladas sequenciais, respectivamente. Todavia as

classes predominantes em cada trabalho foram distintas.
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Delforno (2011) constatou em reator EGSB similaridade de bactérias com a classe
Deltaproteobacteria. Oliveira et al. (2010) observaram similaridade de bactérias com a classe
Betaproteobacteria. Duarte et al. (2010) encontraram semelhanga com microrganismos da
classe Alfaproteobacteria. Provavelmente, as diferencas encontradas entre os trabalhos citados
podem ser atribuidas as distintas configuracBes de reatores, caracteristicas hidraulicas,

composicdo nutricional e origem do inéculo.

3.8 — Reator de Leito Fluidificado

O reator de leito fluidificado é uma tecnologia que tem sido usada desde 1970 para
tratamento de &gua residuaria industrial. A partir de entdo muitos reatores em escala laboratorial
e piloto foram construidos e passaram a ser estudados, principalmente, nos Estados Unidos e
Europa (GONCALVES et al., 2001). Essa configuracdo é considerada uma das mais recentes
inovacOes tecnoldgicas para o tratamento de agua residudria (MENDONCA, 2004; SILVA,
1985).

Este reator possui concepcdo vertical com fluxo ascendente de massa liquida, que
promove a dispersdo das particulas sélidas que servem de suporte para adesdo dos
microrganismos responsaveis pela degradacao da matéria organica (METCALF; EDDY, 2003).

A movimentacdo das particulas suporte é de fundamental importancia para o controle
operacional, formacdo dos consorcios microbianos e eficiéncia do reator (BRAGA, 1989).
Nessa configuracdo ocorre a suspensdo do solido pela ascensdo do fluido em velocidade
suficientemente elevada para causar a flutuacdo e movimentacdo vigorosa das particulas e
favorecer as transferéncias de calor e de massa (WEBER, 2006).

Oliveira et al. (2009) verificaram maximas eficiéncias de remocdo de DQO e LAS de
97+2% e 99+2%, respectivamente, ao utilizarem a degradacdo anaerdbia do surfactante LAS
em dois reatores de leito fluidificado preenchidos com pérolas de vidro e areia, para
concentracéo afluente de 568+22 mg.L e 18+4 mg.L™, respectivamente, para TDH de 12h.

Oliveira et al. (2010) avaliaram a remogdo de LAS em reator de leito fluidificado
preenchido com areia como material suporte e TDH de 18 horas. Os autores obtiveram remocao
do LAS de 96+5% apds 49 dias de operagéo para 24,4+3,7 mg.Lde surfactante afluente.

Carosia (2011) constatou ao trabalhar com reator de leito fluidificado que a presenca do

surfactante (LAS de sabado em pé de uso doméstico) nédo alterou significativamente a remogéo
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de DQO, cujos valores foram de 87,2+5,4% e 85,8+4,9%, antes e depois da adi¢gdo de LAS,
respectivamente, para 532+69 mg.L? e 607+60 mg.L*de DQO afluente. Por meio do balanco
de massa, a autora verificou que 42,4% do LAS adicionado no reator foram removido por
degradacdo bioldgica, 0,9% ficou adsorvido na biomassa e 4,5% adsorvido na biomassa
efluente. Nesse caso, o reator foi operado por 231 dias com 14,4+3,5 mg.Lde LAS.

A escolha dessa configuragéo de reator foi devido aos bons resultados de remogéo de
LAS padrdo (Sigma®) obtidos por Oliveira (2010), Carosia (2011) e Ferreira (2012). Nesta
pesquisa foi avaliada a remocao e degradacdo do surfactante aniénico LAS de agua residuaria
de lavanderia comercial em reator anaerébio de leito fluidificado. A aplicacdo deste modelo de
reator ainda n&o foi estudada para a remocéo e degradacao desse surfactante de agua residuéria
real. Outro fator importante deste estudo esta relacionado as comunidades microbianas
envolvidas no processo de degradacdo deste surfactante. A analise da diversidade microbiana é
de fundamental importancia, uma vez que, pode-se correlacionar a degradacdo do LAS a
possiveis géneros e espécies de bactérias presentes no biofilme do reator.

3.9 — Técnicas de biologia molecular

Por muitos anos, investigacGes microbiologicas em diversos ambientes foram feitas
exclusivamente por microscopia e técnicas de cultivo em meios de cultura enriquecidos. No
entanto, essas técnicas convencionais oferecem limitacGes quanto a analise da diversidade
microbiana de um ecossistema, pois podem falhar ao simular as condi¢cdes ambientais naturais
dos microrganismos.

Além disso, muitos microrganismos nao sdo detectaveis por microscopia convencional
por permanecerem ligados a particulas de sedimentos (MUYZER et al, 1993), e muitos ndo
sdo cultivaveis por exigirem condicBes ambientais dificeis de serem controladas em
laboratdrios. Amann et al. (1995) estimaram que aproximadamente 99% dos microrganismos
ndo podem ser isolados de seus habitats naturais em culturas puras.

Desde meados de 1980, tem sido possivel estudar a diversidade e ecologia de
microrganismos em ambientes naturais por meio de técnicas de biologia molecular, alcancando-
se assim, novas oportunidades para a analise da estrutura e da composicdo da comunidade

microbiana nos mais diversos ecossistemas (HEAD et al., 1998).
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Um dos métodos moleculares aplicados com sucesso € o uso de biomarcadores,
moléculas que possuem regides altamente conservadas entre os diferentes organismos e regides
variaveis, especificas de cada um. As regides variaveis podem ser consideradas a impressao
digital de um organismo (DEMIREV; FENSELAU, 2008).

O conceito de clonagem do DNA diretamente de uma amostra ambiental foi
inicialmente sugerido por Pace et al. (1986) e primeiramente implementado por Schmidt et al.
(1991). Os autores utilizaram fago A para construir uma biblioteca de rRNA 16S a partir de
amostras de agua e comparou a diversidade picoplancténica (organismos que medem entre 0,2
e 2 um) do Oceano Pacifico com sequéncias de organismos cultivados do Oceano Atlantico.

O conhecimento da diversidade de microrganismos foi aprimorado com o
estabelecimento da metagenémica. O termo metagendmica se refere a uma abordagem
independente de cultivo baseada na investigacdo do DNA de muitas popula¢fes microbianas
extraido diretamente de amostras ambientais (XU, 2006)

Com a aplicacdo dessas técnicas os pesquisadores passaram a ter acesso ao genoma de
grande variedade de microrganismos que nao haviam sido isolados em meio de cultura. Sendo
assim, a abordagem metagendmica se caracteriza por contornar a necessidade de cultivo e, em
fungdo da vasta diversidade microbiana, ser conduzida em grande escala (HANDELSMAN,
1998).

Schloss (2004) avaliou a diversidade de procariotos por meio de 56.215 sequéncias do
gene rRNA 16S depositadas no banco de dados de genes ribossdmicos RDP (Ribosomal
Database Project). Foram identificados mais de 50 filos, sendo metade deles compostos
inteiramente por membros néo cultivados.

O sequenciamento do gene rRNA 16S permite a identificacdo de células, mesmo em
pequenas quantidades. Com isso, obtém-se informac6es sobre a composi¢do taxondmica da
comunidade microbiana. Desta maneira, a construcdo de bibliotecas gendmicas de rRNA 16S
representa uma excelente ferramenta para a anélise da diversidade molecular de comunidades
microbianas (JANSSEN, 2006; NOGALES et al., 2001).

A composicdo taxondmica das comunidades ambientais € um indicador importante da
sua ecologia e fungéo. Isto nos permite comparar a complexidade das comunidades e distingui-
las em fungdo do repertdrio metabolico representado pelas sequéncias dos metagenomas
(TRINGE et al., 2005).

Desta forma, podemos correlacionar as caracteristicas ambientais com os padrdes de

distribuicdo dos taxons microbianos (RAES et al., 2011).
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A abordagem metagenémica é conduzida de forma que o DNA metagendmico seja
analisado por meio de diversas ferramentas computacionais. Para isso, 0 desenvolvimento da
bioinformética tem sido determinante, j& que permite o processamento e analise da grande
quantidade de dados como os gerados pelas técnicas de sequenciamento de segunda geracdo

(454-Pirosequenciamento).

3.10 — Pirosequenciamento

O uso do sequenciamento por meio do método de Sanger e suas variages entre 0s anos
1990 e 2000, representou avanco significativo no estudo dos sistemas biologicos. A
consolidacdo do sucesso da aplicacdo do método iniciou com o anincio do sequenciamento do
genoma humano (VENTER et al., 2001). Entretanto, limitacbes como a clonagem fisica de
fragmentos e longos tempos de execucdo incentivaram o desenvolvimento de técnicas de
sequenciamento mais velozes, sensiveis e acuradas.

A técnica de pirosequenciamento vem sendo amplamente aplicada aos estudos da
diversidade microbiana (TRINGE et al., 2005; EDWARDS et al., 2006; SOGIN et al., 2006;
HUBER et al., 2007; DINSDALE et al., 2008; RODRIGUEZ-BRITO et al., 2010; RAES et al.,
2011; OKADA, 2012; DELFORNO et al., 2014).

O pirosequenciamento é um método de sequenciamento de DNA, baseado no principio
do sequenciamento por sintese. A deteccao da incorporacédo das bases difere do sequenciamento
de Sanger, pois é baseada na deteccdo da liberacdo do pirofosfato, em vez de terminacdo da
cadeia com dideoxinucleotideos (NYREN, 1987). A abordagem desenvolvida para
monitoramento do sequenciamento em tempo real sem a necessidade de eletroforese foi
inicialmente proposto por Ronaghi et al. (1996).

De acordo com Nyrén (1987) o sistema de pirosequenciamento € constituido por um
sistema enzimatico que consiste de DNA polimerase, ATP (Trifosfato de adenosina) sulfurilase,
luciferase e apirase.

Estas enzimas, de forma geral executam as seguintes funcbes: a DNA polimerase
catalisa a polimerizacdo de DNA. A producdo de PPi (pirofosfato) liberado mediante ATP
durante a polimerizacéo € catalisada pela ATP sulfurilase. A luciferase catalisa a producéo de
luz a partir de ATP que é detectada durante o pirosequenciamento. Ja a apirase € incluida no
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pirosequenciamento para a degradacéo dos nucleotideos ndo incorporados e ATP em excesso.
O perfil de emissdo da luz resultante da incorporagdo das bases pode ser observado atraves de
um pirograma (NYREN, 1987).

Segundo Margulies et al. (2005), a ligacdo de adaptadores especificos aos fragmentos
de DNA aliada a quantificacdo precisa do material genético, permitem a ligacdo da molécula a
esferas de 28 nm. Esses fragmentos ligados as esferas sdo amplificados por meio de PCR em
emulsdo, permitindo a amplificacdo de milhares de fragmentos de DNA em uma unica reacao.
As esferas sdo compartimentalizadas em uma emulsdo de o6leo, criando ambiente
individualizado contendo os reagentes necessarios para a amplificagéo.

Posteriormente, as emulsfes séo quebradas, os fragmentos de DNA fita dupla séo
desnaturados e as esferas contendo apenas fitas simples sdo depositadas em um slide de fibra
Otica contendo aproximadamente 1,6 milhdo de pocgos, onde ocorrem as reacGes de
sequenciamento em paralelo (MARGULIES et al., 2005).

Os primeiros passos da analise de qualquer metagenoma envolvem comparar as
sequéncias lidas de uma amostra com bases de dados de sequéncias conhecidas (MEYER et al.
2008).

O sequenciador 454 Genome sequencer FLX System (454 GS FLX - Roche, Life
Sciences) € capaz de produzir sequéncias de até 300 pb, excedendo 1 milhdo de pb por dia
(DROEGE; HILL, 2008). Este melhoramento permitiu maior acuracia da tecnologia 454 de
sequenciamento. De acordo Ronaghi (1998) a técnica de pirosequenciamento pode ser
amplamente aplicada, sendo alternativa para a caracterizacdo de comunidades microbianas de
ambientes complexos.

Okada (2012) analisou por meio de pirosequenciamento, a diversidade filogenética da
biomassa da manta de lodo e do separador de fases de reatores UASB usados na remocdo de
surfactante aniénico (LAS) em agua residuaria de lavanderia comercial. Este autor observou
147 géneros, dos quais 32 géneros foram relacionados com a degradacdo de LAS (Comamonas,
Dechloromonas, Desulfovibrio, Gemmatimonas, Holophaga, Pseudomonas, Rhodanobacter,
Sporomusa, Zoogloea, etc.).

Delforno et al. (2014) avaliaram o efeito da adaptacdo da biomassa para a degradagao
de LAS em agua residuaria de lavanderia em reatores EGSB. Por meio da analise de
pirosequenciamento, os autores identificaram géneros relacionados a degradacdo de compostos

aromaticos e reducao de sulfato (Syntrophorhabdus e Desulfobulbus).
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3.11 — Consideracdes finais

Pdde-se notar com esta revisdo que, muitos trabalhos estdo sendo realizados a fim de se
obter altos valores de remocao de surfactantes em diferentes sistemas de tratamento. Entretanto,
trabalhos voltados para agua residudria real, como é caso das lavanderias comerciais, ainda sdo
€sCassos.

Esse tipo de agua residuaria merece especial atencdo, visto que, sua composicao
engloba, além dos surfactantes, gama de outros compostos xenobidticos, 0s quais podem
influenciar negativamente os processos em sistemas de tratamento de efluentes, a biota e satde
publica.

Logo, a agua residuaria de lavanderia comercial precisa passar por tratamento antes de
ser descartada no ambiente, a fim de obedecer as normas ambientais. Nesse contexto, com este
trabalho pretendeu-se empregar reator anaerdbio de leito fluidificado com areia como material
suporte, a qual ja foi observado ser eficiente na remocio do LAS padrdo (Sigma®), todavia,
ainda ndo testada para agua residuaria real. Bem como, avaliar a comunidade microbiana

envolvida nesse processo empregando técnicas de biologia molecular.
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4 — MATERIAL E METODOS

4.1 — Caracterizagdo da agua de lavanderia

A caracterizacdo da agua residuaria de lavanderia foi realizada em trés etapas: 1 -
caracterizagdo inicial, anterior a operacdo do reator; 2 - caracterizacdo das amostras utilizadas
ao longo da operacdo do reator de leito fluidificado (RALF) e 3 - caracterizacdo da amostra

utilizada no ensaio de potencial metanogénico (Figura 4.1).

Reconhecimento da dgua residuéria (antes
da operagdo do RALF).

Amostras utilizadas no afluente do RALF.

Amostra utilizada no ensaio de potencial
metanogénico (reator anaerdbio em batelada).

Caracterizacdo da agua de
lavanderia

Figura 4.1 - Fluxograma da caracterizacdo da agua residuéria de lavanderia

Anteriormente, a operacao do reator de leito fluidificado foi realizada caracterizacédo da
agua residuaria de lavanderia comercial por meio de analises fisico-quimicas. Foram coletadas
30 amostras durante 60 dias em uma lavanderia comercial de Sdo Carlos (SP).

Para tanto, padronizou-se a maquina de lavar roupas, tipo de roupa e periodo das coletas.
Foram coletadas trés vezes por semana amostras (1 litro), sempre apds a primeira lavagem de
roupas claras sem alvejante, antecedendo a adi¢do do amaciante. Apds a coleta, a dgua foi
transferida para frasco de vidro &mbar e encaminhada imediatamente para o laboratorio (Figura
4.2).
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Figura 4.2 - Detergente utilizado na lavanderia comercial e coleta das amostras da agua

residuaria

As andlises fisico-quimicas foram realizadas no Laborat6rio de Processos Bioldgicos da
Escola de Engenharia de Sdo Carlos/USP. Os parametros fisico-quimicos analisados estdo
listados na Tabela 4.1. Foi utilizado o pacote estatistico SPSS 17.0 para as analises de

correlacdes de Kendall e Spearman entre a DQO e LAS da agua de lavanderia comercial.

Tabela 4.1 - Parametros fisico-quimicos para caracterizacdo da dgua de lavanderia comercial

Parametros Método/Referéncias

pH e alcalinidade DILLALO; ALBERTSON (1961)
modificada por RIPLEY et al. (1986)

DQO, sulfato, sulfeto, N-NH4", NTK, metais APHA (2005)

pesados”

NO3z, NO3, fosfato, fluoreto, brometo Cromatografia de ions
Alquilbenzeno Linear Sulfonado (LAS) DUARTE et al. (2006)
Acidos organicos PENTEADO (2012)
Alcoois Cromatografia Gasosa
Sélidos suspensos APHA (2005)

“ Apenas analisado na caracterizago inicial.

As anélises de NOs, NO», fosfato, fluoreto e brometo foram realizadas em Cromatdgrafo
de fons da Marca Dionex modelo ICS 5000. As condicBes empregadas no cromatografo para
andlise dos anions foram as seguintes: eluente de 4,5mM de Ca,C03/0,8mM de NaHCO3z com
vazdo de 1,0 mL.min, coluna ION PAC® anion exchange AG23 em temperatura de 30°C,

detector de condutividade, bomba supressora de auto regeneragédo de anions.
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O fluxograma experimental da operacdo do reator no periodo de 469 dias encontra-se delineado na Figura 4.3. Nas etapas 2 a 5 foram

empregadas agua residuaria de lavanderia diluida para as concentragdes de LAS de 9,5+3 mg.L™ a 27,9+9,6 mg.L™, respectivamente.

12 Etapa
Adaptacao

+ Circuito aberto

» Substrato sintético
« 39 dias

« DQO 575+28 mg/L.
* Vazao 62,98 mL/h
«TDH 19,95 h

Analises

* pH, alcalinidade

* DQO

« Acidos

» Solidos Suspensos

22 Etapa
9,5 mg.L' LAS

= Circuito aberto

* Substrato  sintético+agua
de lavanderia 9,5+3 mg/L
LAS

« 107 dias

* DQO 637+80 mg/L

* Vazao 70,87 mL/h

\

-

«TDH 17,73 h
. J

‘ Analises ‘

|—' pH, alcalinidade
* DQO

« Acidos

* Solidos Suspensos
*LAS

* Fosfato

* Sulfato

* Nitrito

* Nitrato

~

s,
32 Etapa 4* Etapa ! ( 5* Etapa
23,3 mg.L! LAS 21,7 mg.L! LAS — 27,9 mg.L LAS
fo Circuito aberto (" + Circuito aberto ) (-_Circuilo aberto

« Substrato sintético+dgua
de lavanderia 23,3+8mg/L
LAS

= 137 dias

+ DQO 685+92 mg/L

* Vazao 73,12 mL/h

« Substrato sintético+agua de
lavanderia 21,68+10mg/L
LAS

\_I = 119 dias

« DQO 691103 mg/L
* Vazdo 55 mL/h

= Substrato sintético sem
sacarose+agua de lavanderia
27.9+9.6 mg/L LAS

= 67 dias

= DQO 666+161 mg/L

* Vazao 74.5 mL/h

- TDH 18,61 h *TDH23 h y ( TDH 17.8h )
Analises Analises Analises
L * pH, alcalinidade f+ pH, alcalinidade ) f» pH, alcalinidade
+ DQO = DQO *DQO
« Acidos |+ Acidos * Acidos
= Solidos Suspensos * Solidos Suspensos * Solidos Suspensos
«LAS *LAS * LAS
« Fosfato « Fosfato * Fosfato
« Sulfato * Sulfato * Sulfato
« Nitrito * Nitrito * Nitrito
« Nitrato  Nitrato * Nitrato
* COXs * COXs
e — |
*Microscopia *Microscopia /NMP
*PCR/DGGE *PCR/DGGE
* Pirosequenciamento * Pirosequenciamento

Figura 4.3 - Fluxograma experimental da operacao do reator
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4.3 — In6culo

O reator foi inoculado com lodo anaerébio proveniente de reator UASB usado no
tratamento de residuos de suinocultura, instalado no Departamento de Engenharia Rural, da
Universidade Estadual Paulista— UNESP, campus de Jaboticabal. Tal lodo foi escolhido devido
aos bons resultados obtidos em trabalhos anteriores na degradacdo de surfactante anidnico
(LAS) neste laboratério de pesquisa (DUARTE, 2006; OLIVEIRA, 2010). O lodo foi
armazenado a 4°C antes de ser usado. N&o 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 (SF) de acordo com a metodologia descrita em
APHA (2005). A inoculacéo do reator foi efetuada mediante a adaptacdo da biomassa ao esgoto
sintético. O sistema foi mantido em circuito fechado por 19 dias com temperatura controlada a
30°C.

4.4 — Material suporte

Para a imobilizacdo da biomassa no reator anaerobio de leito fluidificado foi utilizado
306 g de areia como material suporte (1,4 — 1,7 mm de didmetro) com 2,3 g.cm™ de densidade,
devido aos bons resultados obtidos por Oliveira (2010).

Anteriormente, a sua utilizacdo, a areia foi submetida a tratamento acido com a
finalidade de remocdo de impurezas e para criar rugosidades em sua superficie que facilitassem
a adesdo da biomassa durante o periodo de inoculacdo do reator. Para isso a areia foi imersa em
solucdo de acido fluoridrico diluida 10%em &gua destilada, até completa limpeza. Em seguida
este material foi levado a estufa de secagem (105°C) por 24 horas (SILVA, 1985).
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4.5. Composigédo do Substrato Sintético

O surfactante utilizado neste trabalho foi o LAS oriundo da agua residuaria de uma
lavanderia comercial situada na cidade de S&o Carlos, S&o Paulo. A composicéo do detergente
utilizado pela lavanderia consistiu de mistura de tensoativos anidnicos, enzimas, alcalinizantes,
desengraxantes e branqueador optico.

Amostra de agua de lavanderia foi coletada periodicamente para sua utilizacdo no
afluente do reator. Apos a determinacdo da concentragdo de LAS na &gua coletada, solucGes
estoques foram armazenadas em frascos de vidro ambar, congeladas e usadas a cada
alimentacdo. Ao fim das solugdes, nova agua de lavanderia foi coletada e analisada previamente
antes de sua utilizacéo.

Esgoto sintético formulado por Torres (1992) e modificado por Duarte (2006) foi
utilizado como base da alimentacéo do reator (Tabelas 4.2 e 4.3). A solucéo de sais (Tabela 4.3)
foi preparada previamente e mantida em frasco ambar de 1,0 L sob refrigeracdo, sendo que o
volume da solucdo utilizada na alimentacdo (5 L) foi 25 mL. Os demais compostos foram
preparados semanalmente e mantidos em frascos tampados sem umidade. A sacarose, extrato
de levedura e bicarbonato de sddio foram dissolvidos em &gua da rede publica de abastecimento
e por fim, foram acrescentados a 4gua de lavanderia diluida. Essa diluicéo foi necessaria para
manter a concentracdo de LAS desejada em cada etapa.

Para armazenar o substrato durante a alimentacio do reator utilizou-se frasco Duran®
de 5 L que foi mantido sob refrigeracdo. Com a adaptacéo de bexiga de borracha no frasco de
alimentacdo foi possivel manter a anaerobiose nos frasco com atmosfera preenchida com N>
(100%).

Tabela 4.2 — Composicao do substrato sintético

Nutrientes Massa (g)
Extrato de levedura 2,5
Sacarose 0,4
Bicarbonato de sodio 2

*0.s.p. 5000 mL de &gua de abastecimento (Duarte, 2006, modificado de Torres, 1992).
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Tabela 4.3 — Composi¢do da solucéo de sais do substrato sintético

Sais Concentracéo (g.L1)
NaCl 50
MgCl,. 6H.0 14
CaCl,. 2H.0 0,9

*Q.s.p. 1000 mL de agua de destilada (Torres, 1992).

O extrato de levedura € um co-substrato muito utilizado no tratamento de compostos
toxicos por ser fonte rica de nitrogénio, carboidratos, vitaminas do complexo B e aminoacidos
(KHLEIFAT, 2006). Por esse motivo foi empregado em associacdo a agua residudria de
lavanderia comercial, uma vez que o nitrogénio € considerado fonte essencial para o

crescimento celular, sendo de grande importancia para a sintese de proteinas e enzimas.

4.6 — DQO da agua de lavanderia e sua razdo de mistura

Devido as altas concentracdes de LAS observadas nas amostras de agua de lavanderia
foram necessarias diluicdes prévias para atingir a concentracdo de LAS desejada no afluente do
reator (9,5+3 mg.L?, 23,3+8 mg.L %, 21,7410 mg.Lt e 27,949,6 mg.L™). A concentracdo inicial
de LAS foi baseada no estudo de Oliveira et al. (2010) que utilizaram 8.2+1.3 mg.L ™ de LAS
padrdo em RALF. Foi mensurada a contribuicao da agua de lavanderia diluida na DQO afluente
e comparada com a DQO do LAS padrio (Sigma®). Para isso a agua residudria foi diluida para
as concentracdes de 5,2+0,9 mg.L?, 10,8+0,7 mg.L%, 21,1+1,5 mg.L?, 32,4+3,2 mg.L! e
41,8+2,6 mg.L! de LAS, bem como as solugdes estoques de LAS padrdo (5+0,3 mg.L?, 10+0,5
mg.L?, 20+3 mg.L?, 30+2,2 mg.L e 40+1,5 mg.L ).

4.7 — Reator anaerobio de leito fluidificado

O RALF para tratamento de substrato sintético contendo agua residuaria de lavanderia
foi construido em acrilico com 4,0 cm de didmetro, 100 cm de altura, area de 12,566 cm? e
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1.256 mL (Figura 4.4). Estas dimensdes do reator foram as mesmas adotadas por Oliveira
(2010), Carosia (2011) e Ferreira (2012).

Na base do reator foi instalado um distribuidor para garantir a uniformidade do fluxo
dentro do reator e, no topo, um separador de fases para impedir que particulas solidas fossem
levadas do reator e garantir a saida do efluente. O reator foi instalado no Laboratorio de
Processos Bioldgicos (LPB) e mantido a 30°C em camara climatizada.

} Saida de gas
1 F Bomba de
recirculacao

Bomba de
alimentacédo

Recirculacdo

Efluente
Pontos de amostragem

)
«

Distribuidor Alimentacao
Figura 4.4 — Diagrama esquematico do reator anaerdbio de leito fluidificado

Fonte: Oliveira, 2010.

Para as etapas de operacdo do reator I, II, Ill e V, a vazdo afluente foi de
aproximadamente 0,07 L.h"* e tempo de detencéo hidraulica (TDH) préximo de 18 horas. Para
a etapa IV, a vazéo foi de aproximadamente 0,05 L.h"* e TDH préximo de 23 horas. Oliveira et
al. (2010) e Motteran et al. (2014) obtiveram altas eficiéncias de remocdo de surfactante
anionico (LAS) e ndo-ibnico (LAE), respectivamente ao empregarem TDH de 18 horas em
RALF.

A vazio de alimentacéo foi controlada por bomba peristaltica de precisdo, Provitec®,
Modelo DM 5000/5900, com regulagem de vazdo eletronica. A vazdo da bomba de recirculacdo
necessaria para atingir a velocidade minima de fluidificacdo (Vmf) da areia (para todas as
etapas) foi de aproximadamente 59 L.h2.

Silva (1985) recomenda fluidificacdo de pelo menos 30% acima do valor minimo. No
caso especifico desse trabalho, a vazdo com 30% acima seria de 77 L.h™t, mas em funcéo das

caracteristicas da bomba de recirculacio padronizou-se a vazdo de 106 L.h, ou seja, 79,6%
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superior a velocidade de minima fluidificagdo. Com isso, 0 grau de mistura nesse reator foi de

aproximadamente 1.512 vezes.

4.8 — Etapas de operacao do RALF

4.8.1 — Inoculacédo

Para a imobilizagdo da biomassa no material suporte (areia) foi utilizado substrato
sintético anteriormente descrito. O sistema foi mantido em recirculacéo (circuito fechado) com
substrato sintético e 25 mL de lodo (2% do volume total do reator) por 19 dias. A alimentagédo
do reator foi mantida em frasco Duran® a 30+1°C. Posteriormente, ao consumo do substrato,
evidenciado por analise de DQO, nova solucdo era adicionada ao frasco de alimentagdo do

reator.

4.8.2 — Adaptacao (Etapa I)

Logo apos a etapa de inoculacdo o sistema foi aberto (sistema continuo), mantendo a
mesma composicao do substrato sintético (Tabelas 4.2 e 4.3). Nesta etapa iniciou-se a adicao
de N2 (100%) a alimentagdo (frasco Duran® de 5,0 litros), a fim de diminuir os niveis de
oxigénio dissolvido no meio. Para tanto, N2 (100%) foi fluxionado ao headspace do frasco de
alimentacdo durante 15 minutos. O frasco contendo a alimentagdo, a partir desta etapa, foi

mantido refrigerado (4°C).

4.8.3 — Etapas contendo agua residuaria de lavanderia (Etapas I, I11, IV e V)

As etapas denominadas II, Ill, IV e V referem-se as concentragbes de LAS de
9,5+3 mg.L?, 23,3+8 mg.L?, 21,7410 mg.Lt e 27,949,6 mg.L !, respectivamente, adicionadas

ao substrato sintético. Para estas etapas foram adicionados ao substrato sintético volumes
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conhecidos da agua residuaria de lavanderia comercial diluida em 5 litros de alimentacéo,

obtendo assim a concentracdo desejada para cada etapa operacional.

4.9 — Andlises fisico-quimicas e cromatogréaficas

Amostras do afluente e efluente do reator foram analisadas seguindo a frequéncia e

parametros apresentados na Tabela 4.4.

Tabela 4.4 — Anélise para monitoramento do reator

Parametros Método Frequéncia  Referéncias
pH Potenciométrico 2X semana  APHA (2005)
Alcalinidade Titulométrico 2X semana DILLALO; ALBERTSON

(1961) modificada  por
RIPLEY et al. (1986)

DQO Espectrofotométrico  2X semana  APHA (2005)

Sélidos suspensos  Gravimétrico 1X semana  APHA (2005)

LAS CLAE 2X semana DUARTE et al. (2006)
Sulfato CLAE 1X semana  APHA (2005)

Sulfeto Espectrofotométrico  1X semana  APHA (2005)

Acidos organicos ~ CLAE 1X semana  PENTEADO et. al. (2013)
Vazao (mL/h) Volumeétrico Diariamente -

A concentracdo do LAS foi determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) baseado em metodologia desenvolvida e validada por Duarte et al. (2006). As amostras
foram previamente filtradas em membrana 0,2 um para boa utilizacdo e conservacdo do

equipamento. As condicdes cromatograficas estdo apresentadas na Tabela 4.5.

Tabela 4.5 - Condig¢des cromatograficas para quantificacdo do LAS

Coluna C-8 Supelco, 5pum, 15cm X 4,6 mm

Solvente A MeOH puro

Solvente B Solucéo de NaClO4 0,075 M em agua ultrapurificada
Fluxo 0,5 mL.min’?

Detector Fluorescéncia com A excitacdo 225nm e A emissao 290 nm
Forno 35°C

As analises de NOz, NO>, fosfato, fluoreto e brometo foram realizadas em Cromatdgrafo
de fons da Marca Dionex® modelo ICS 5000 nas mesmas condigdes citadas anteriormente para

a caracterizacdo da 4gua de lavanderia.
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4.10 — Analise qualitativa por CG/ES

Analises qualitativas, tanto da agua de lavanderia empregada na etapa IV, bem como,
de amostras do reator (Etapas IV e V) foram realizadas por CG/ES de forma terceirizada pela
empresa Central Analitica localizada no Instituto de Quimica da Universidade Estadual de
Campinas em Campinas, SP.

Para andlise do headspace, as amostras foram aguecidas a 70°C por cinco minutos e 0s
vapores gerados foram analisados por CG/ES. J& para andlise da por¢éo liquida (injecdo direta
da amostra), a amostra foi extraida em diclorometano, concentrada e analisada por GC/MS. O
equipamento empregado foi Espectrometro de massas tipo quadrupolo linear QP-5000
Shimadzu®. As condigdes empregadas foram as seguintes: coluna HP-5MS, 5% difenil, 95%
dimetil polisiloxano (30 m x 0,25 mm, 0,25 um); Hélio (99,99%) como géas de arraste (1 mL
por min.); injetor a 280°C (modo Split 1:10); forno a 70°C (2 min.), 230°C (20°C por min.) e
230°C (50 min.), tempo de corrida 60 minutos e voume de amostra liquida 1 pL e gas 300 L.

Para a identificacdo dos compostos detectados nos cromatogramas das amostras foi
utilizada a base de dados de espectros de massas NIST105, NIST21 e WILEY139. Os picos
que apresentaram relacdo sinal por ruido menor do que 3 ou indice de qualidade menor que

70% nao foram indicados nas tabelas de resultados.

4.11 — Extracao de LAS adsorvido e balanc¢o de massa

A determinacdo de LAS adsorvido em biomassa foi baseada em método descrito por
Duarte et al. (2008). Ao final da operagdo do RALF, foram retiradas amostras de biomassa do
reator para determinacdo do LAS adsorvido e célculo do balanco de massa de LAS.

Para isso, foram coletadas, em triplicata, as seguintes amostras: (1) areia com biofilme,
(2) biomassa do separador de fases do reator, (3) biomassa aderida no distribuidor do reator e
(4) biomassa efluente. Essas amostras foram transferidas para estufa a 110°C por 24 horas para,
posteriormente, ser realizada a extragéo.

Por trés vezes a amostra seca foi imersa em metanol (50 mL) em banho de ultrassom
por 30 min. A fase liquida era coletada e, por fim, a amostra foi imersa em agua ultrapurificada

seguida de banho em ultrassom por 30 min. A amostra foi centrifugada a 6.000 rpm
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(temperatura: 4°C). Evaporou-se o extrato metanolico em placa aquecida (60°C) até o volume
ser reduzido a aproximadamente 20 mL. Em seguida as amostras foram filtradas em membrana
de 0,22 um e sua concentracdo de LAS determinada por CLAE.

A eficiéncia desse método de extracdo de LAS ja foi confirmada por
Duarte et al., (2008), Oliveira et al., (2009), Oliveira (2010), Delforno (2011), Carosia (2011),
Ferreira (2012) e Okada (2012).

O balanco de massa afluente e efluente refere-se a massa do surfactante LAS que entrou
no reator de leito fluidificado durante toda operacéo e a massa presente no efluente. O célculo
foi feito com base na somatoria das massas de LAS aplicadas ao reator e as recuperadas no
efluente. Parte da massa de LAS pode ter ficado aderida ao material suporte ou ao biofilme no
reator. Por isso, foi necessario calcular a concentracdo do LAS adsorvida ao material suporte,
na biomassa presente no reator (areia, distribuidor e separador de fases) e na biomassa presente

nos solidos do efluente.

4.12 — Avaliacao do Potencial Redox

A verificagdo do potencial redox foi realizada por meio de método indireto, conforme
protocolo desenvolvido no Laboratério de Processos Bioldgicos (LPB — EESC/USP). Esse
método se baseia na diferenciacdo da coloracdo do corante resazurina conforme o potencial
redox do meio. A cor azul é caracteristica de aerobiose e a cor branca corresponde a anaerobiose
estrita. A cor rosa e caracteristica de meios com potencial redox entre 100 e -100 mV, podendo
ser relacionada & condic@es facultativas (GUSMAO, 2005).

Essa avaliacdo consistiu na adicdo do corante resazurina (0,1%) na alimentacdo do
reator, na propor¢do 1 mL.L™. O frasco com alimentagéo ja acrescida de resazurina (Figura 4.5)
foi submetido a atmosfera de N2 (100%) durante aproximadamente 30 minutos e em seguida
transferido para alimentacdo do reator. Além disso, foi injetado na forma de pulso 1 mL do

corante na entrada da alimentagé@o do reator como pode ser observado na Figura 4.6.
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Figura 4.5 — Resazurina em frasco de alimentacéo do reator

| Entrada da

i_ alimentagao

Figura 4.6 — Avaliacdo do potencial redox com resazurina

4.13 — Exames Microscépicos

4.13.1 — Microscopia de contraste de fase

As morfologias dos microrganismos foram avaliadas por meio de exames
microscopicos, de luz comum, contraste de fase e fluorescéncia em microscopio Leica®. As
imagens foram capturadas por meio de camera Optronics® e software Image Pro-Plus®.

Pequena quantidade da amostra foi adicionada a uma lamina previamente limpa com
detergente e alcool, e foi adicionada fina camada de agar (2%). Sob a gota foi colocada uma

laminula, também previamente lavada. Em seguida a amostra foi analisada em microscopio.
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4.13.2 — Microscopia eletronica de varredura

Exames em microscopio eletrénico de varredura (MEV) também foram realizados com
amostras retiradas ao final da operacédo do reator. As amostras do biofilme foram preparadas de
acordo com Nation (1983) modificado por Araujo (2004).

As amostras foram previamente fixadas em 0,1 M de tampéo fosfato (pH = 7,3)
contendo glutaraldeido a 2,5% por 12 horas a 4 °C. Em seguida, lavadas trés vezes em tampéao
fosfato 0,1 M (pH = 7,3) por 10 minutos e desidratadas usando solucdo de etanol a 50%, 70%,
80%, 90% e 95% durante 10 minutos em cada concentragao.

Cada amostra foi lavada trés vezes em etanol 100% por 10 minutos e fixada por lavagem
duas vezes durante 30 segundos com hexamethyldesilazane (HMDS). As amostras foram secas
a temperatura inferior a 60 °C durante 2 horas e revestidas com ouro. As analises de MEV
foram realizadas com o Digital Scanning Microscope da Zeiss modelo DSM 960.

4.14 — Analise quantitativa de microrganismos

A técnica de tubos multiplos foi realizada para quantificacdo celular por Numero Mais
Provavel (NMP) de amostra de biomassa do material suporte (areia) e separador de fases
retiradas ao final da operagdo do reator (Etapa V com 27,9+9,6 mg.L* de LAS). Esta técnica
foi originalmente realizada por McCrady (1915), entretanto, foi modificada por Sakamoto
(1996) para a quantificacdo de microrganismos anaerdbios.

O método consiste em dilui¢bes seriadas para a contagem indireta da densidade de
microrganismos em um meio liquido. Para essa quantificacdo (NMP) foi utilizada o protocolo
do Standart Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 1998).

4.14.1 — Agua de diluicdo

Para a preparacdo da agua de diluicdo anaerobia 300 mL de &gua ultrapurificada foi

submetida ao aquecimento até entrar em ebulicdo. Essa agua foi resfriada, durante 20 minutos,
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sob atmosfera de N2 (100%), acoplando-se uma seringa e pipeta ao sistema de distribuicdo de

gas. Em seguida esta agua foi utilizada para preparar a solugédo de diluicdo (Tabela 4.6).

Tabela 4.6 — Solucdes para agua de diluicdo

Solucéo de agua de diluicdo Reagente Volume*
1 K2HPO4 (0,2 M) 1mL
2 KH2PO4 (0,2 M) 0,25 mL

*q.s.p 250 mL de &gua ultra purificada

Foram adicionados 9 mL de &gua de dilui¢cdo em cada frasco de antibiético (30 mL) com
auxilio de pipeta automéatica. Em seguida os frascos foram submetidos & atmosfera de N>
(100%) por 1 minuto, tampados com tampa de butila e lacres de aluminio. Todo este material

foi esterilizado em autoclave a 121 °C e 1 atm durante 20 minutos.

4.14.2 — Substrato sintético

O substrato sintético foi esterilizado por filtragdo em membrana de 0,22 um em sistema
Millipore de filtragdo. Todo material empregado para a filtracdo foi previamente esterilizado
em autoclave a 121 °C e 1 atm de pressao durante 20 minutos. Em seguida, o substrato sintético
acrescido de agua de lavanderia foi submetido a atmosfera de N2 (100%) durante 20 minutos.
Por fim, foram adicionados 8,9 mL de substrato sintético estéril em frasco de antibi6tico de 20
mL também estéril.

Anteriormente, a adi¢do do substrato sintético, o frasco de antibiético foi submetido a
atmosfera de N2 (100%), durante 1 minuto, para retirada de oxigénio. Apos a adi¢do do
substrato sintético foi colocada a tampa de butila mantendo-se a troca de atmosfera por mais
1 minuto. Os frascos foram fechados com tampa de butila e lacre de aluminio. Em todos os
frascos (de diluicdo e contagem) foram adicionado 0,1 mL de solucdo redutora de sulfeto de
sodio (5%) (SAKAMOTO, 1996).
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4.14.3 — Inoculagéo e diluicdo seriada

A técnica consistiu na inoculacdo dos microrganismos provenientes do material suporte
e do separador de fases (Etapa V) em substrato sintético idéntico ao utilizado no reator,
acrescido de 25 mg.Lt de LAS oriundo de agua residuaria de lavanderia. Procedeu-se a
quantificacdo de bactérias anaerdbias totais e arqueias metanogénicas.

Uma vez que a biomassa do material suporte encontrava-se aderida foi necessario fazer
o desprendimento das células para inoculacdo nos frascos de diluigdo. Para isso areia mais
biomassa foram transferidos para frasco de antibidtico, fechado com tampa de butila 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.

Apos a liberacao das células foi realizada a dilui¢do seriada da amostra. Para isso, 1 mL
da biomassa foi transferida para o primeiro frasco de antibiético com 9 mL de agua de diluig&o.
Realizou-se a homogeneizacdo da amostra manualmente. Em seguida, retirou-se 1 mL dessa
amostra diluida (10%) e adicionou-se no préximo frasco (1072). Esse procedimento foi repetido
até a diluicdo 107 (Figura 4.7).

A seguir foi transferido 1 mL da amostra previamente diluida, para frasco de antibiotico
que continha 9 mL de substrato sintético acrescido de agua de lavanderia. Para cada diluicdo
foram usados 3 frascos (triplicatas). Todo procedimento foi realizado em ambiente de assepsia
(bico de Bunsen) e em condi¢bes de anaerobiose (nitrogénio 100%). O procedimento das
diluicGes e inoculacGes da amostra, em meio especifico, encontra-se esquematizado na Figura
4.7.
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Figura 4.7 — Esquema das diluicdes e inoculacdes da técnica de NMP

4.14.4 — Leitura dos resultados

Os frascos de contagem (triplicata das diluicdes de 10 a 10"1) foram transferidos para
estufa sem agitacdo a 30+1° C durante 30 dias. Apds este periodo de incubacgéo foi constatado
o0 crescimento dos seguintes grupos microbianos: (1) bactérias anaerdbias totais — avaliadas pela
turvacdo do meio reacional e (2) arqueias metanogénicas — determinadas pela deteccdo de
metano em cada frasco da contagem, por meio de analise em cromatografia gasosa (CG)
(SAKAMOTO et al., 2012).

A composicdo do biogas gerado em cada frasco de contagem foi avaliada por meio da
retirada de amostra (500 pL) do headspace de cada frasco. A analise foi realizada em
cromatdgrafo gasoso GC-2010 SHIMADZU®, equipado com detector de condutividade térmica
(TCD), com coluna Carboxen® 1010 plot 30 m X 0,53 mm, sendo 0 argdnio o gas de arraste.
As temperaturas do injetor e do detector foram 220°C e 230°C, respectivamente, e na coluna a
temperatura foi 130°C com aquecimento de 46°C min* até 135 °C.

CombinacOes de respostas positivas foram a base do calculo para estimar o NMP,
usando a tabela padrédo de probabilidade (APHA, 1998), que confere o limite de confianca de

95% para cada valor determinado. Foi realizada a quantificacdo em NMP de células/g STV. A
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analise de sélidos totais volateis foi realizada segundo APHA (2005). Para os calculos do NMP
(NMP/100 mL) utilizou-se a Equacéo 1.

Células/100 mL = fator da tabela APHA x 10
10Y

NMP (tabelaAPHA) x 110—0y = NMP[celulas /100ml] (Equacdo 1)

y = menor dilui¢do da série de combinagdes selecionadas.

4.15 - Biologia Molecular

Para analise de biologia molecular foram utilizadas amostras das Etapas IV e V de
operacdo do reator e do ensaio do potencial metanogénico. As amostras utilizadas do reator
foram provenientes do biofilme aderido ao material suporte (areia) do reator, biomassa do
distribuidor e biomassa do separador de fases do reator. As amostras do ensaio de potencial
metanogénico foram oriundas do final de operacdo dos reatores em batelada, sendo que para
esta Ultima foi feita apenas PCR/DGGE.

4.15.1 — Extracdo de DNA e PCR

As amostras de biomassa do reator e do ensaio de potencial metanogénico foram
coletadas, lavadas sucessivamente em tampdo fosfato e centrifugadas. Os pellets foram
armazenados a -20°C. A extracdo de DNA foi realizada utilizando glass beads e mistura de
fenol tamponado com tris: cloroférmio: tampédo PBS (1: 1: 1 v/v) e o procedimento descrito a
sequir.

Na biomassa Umida (0,59) foi adicionado 0,5g de glass beads, 1 mL de PBS,1 mL de
fenol tamponado com Tris e 1 mL de cloroférmio. Ap0s, realizou-se o vétex por
aproximadamente 50 e centrifugou-se por 10 min. a 6.000 rpm a 4°C.

O sobrenadante (+ 1mL) foi transferido para tubo de 2 mL (amostra mantida no gelo),

foi adicionado 1 mL de fenol, homogeneizada em vortex e centrifugada nas mesmas condigoes.
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Aproximadamente, 800 pL do sobrenadante foram transeferidos para outro tubo e o
mesmo volume foi adicionado de cloroférmio. A amosra foi homogeneizada em vortex e
centrifugada nas mesmas condic¢des iniciais.

Aproximadamente 600 puL do sobrenadante foram novamente transeferidos para outro
tubo e 0 mesmo volume foi adicionado de cloroférmio. A amosra foi homogeneizada em vortex
e centrifugada nas mesmas condigdes iniciais. Por fim, aproximadamente 400 pL do
sobrenadante foi transeferidopara outro tubo.

O DNA foi desidratado e precipitado em etanol 95%. Para isso, 1 mL de etanol 95%
(4°C) foi adicionado a amostra purificada. A amostra foi homogeneizada manualmente em
movimentos suaves e em seguida cetrifugada por 10 min. a 10.000 rpm a 4°C. O sobrenadanete
foi descartado e, em seguida, foi adicionado 0,5 mL de etanol 70% (4°C) a amostra. A amostra
foi homogeneizada e cetrifugada nas mesmas condicGes descritas anteriormente. O
sobrenadante foi descartado e o restante do etanol foi evaporado naturalmente por 24h em
capela. O DNA foi secado a temperatura ambiente (= 24 horas), ¢ eluido com 100 pL de tampéao
TE (10 mM Tris HCI:1 mM EDTA) e armazenado a -20°C.

Para verificar a integridade e a concentracdo do DNA foi realizada eletroforese em gel
de agarose a 0,8% (m/v), utilizando 5 pL do extrato de acido nucléico homogeneizado com
1 pL de loading dye e como padréo foi utilizado 2 uL do High DNA Mass Ladder Invitrogen.
As condicdes de corrida da eletroforese foram as seguintes: 75V (6 V.cm™) constante por 30
minutos. Apoés a corrida o gel foi transferido para camara de trans-iluminador UV (Stratagene
— Eagle Eye 1) para observacédo das bandas do gel.

A purificacdo do DNA foi realizada com o Kit Illustra GFX PCR DNA e Gel Band
Purification (GE Healthcare) seguindo seu protocolo. Em seguida realizou-se a reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) utilizando para o Dominio Bacteria os primers 968FGC e 1401R
(NUBEL et al., 1996) (Tabela 4.7), cuja programacéo do termociclador (Eppendorf AG - 22331

Hamburg) esta apresentada na Tabela 4.8.

Tabela 4.7 — Primers para amplificacdo da regido 16S do rRNA para o0 Dominio Bacteria

Primers  Seqiiéncias (5’- 3”)
5°- CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGCGGG GCG GGG GCA CGG GGG
GAA CGC GAA GAA CCTTAC-3°

1401R 5-CGG TGT GTACAA GAC CC-3°
Fonte: Nubel et al. (1996)

968FGC
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Tabela 4.8 — Programagdo do termociclador para amplificacdo do rRNA 16S para o Dominio

Bacteria
Desnaturacao . . Extensao )

o Desnaturagcdo Anelamento Extensdo ) Resfriamento
inicial final

95°C 94°C 56°C 72°C 72°C

45” 45” 1 4°C
7 : 10°
35 ciclos

Fonte: Nubel et al. (1996) modificado.

Para o0 Dominio Archaea foram utilizados os primers 1100FGC e 1400R (KUDO et al.,
1997) (Tabela 4.9) cuja programacdo do termociclador (Eppendorf AG - 22331 Hamburg) esta
apresentada na Tabela 4.10.

Tabela 4.9 — Primers para amplificacdo da regido 16S do rRNA para o0 Dominio Archaea

Primers Sequéncias (5’- 3°)

1100FGC

5- CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG
GGGG AAC CGT CGA CAG TCAGGY AACGAGCGAG -3

1400R 5- CGG CGA ATT CGT GCA AGG AGC AGG GAC-3°

Fonte: Kudo et al. (1997)

Tabela 4.10 — Programacao do termociclador para amplificacdo do rRNA 16S para 0 Dominio

Archaea
Desnaturagao Extenséo )
o Desnaturacdo Anelamento Extensdo ) Resfriamento
inicial - final
94°C 94°C 55°C 72°C 72°C
I r N 4°C
5 : 7
35 ciclos

Fonte: Kudo et al. (1997)

O produto da PCR foi verificado por meio de eletroforese em gel de agarose a 1,2%

(m/v), utilizando 5 pL do produto da PCR homogeneizado com 1 pL de loading dye e como
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padrédo 2 pL do Low DNA Mass Ladder Invitrogen. As condicdes de corrida da eletroforese
foram de 75 V (6 V.cm™) constante por 30 minutos. Apos a corrida o gel foi transferido para

camara de trans-iluminador UV (Stratagene — Eagle Eye I1) para observacao das bandas.

4.15.2 — Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante

Os produtos da PCR foram aplicados em gel de poliacrilamida 8% (m/v), em TAE 1X
(Tris:Acetato: EDTA), com gradiente linear de desnaturante (uréia e formamida) variando de
45% a 65%, para Dominio Bacteria e 40% a 65% para o Dominio Archaea. A corrida foi
realizada a 60° C com 75 V por 16 horas. O gel foi corado com o brometo de etideo e a leitura
dos padrdes de bandas do DGGE foi feita em camara de trans-iluminador UV (Stratagene —
Eagle Eye 1I).

As analises multivariadas dos perfis de bandas do DGGE foram realizadas por meio da
aplicacdo do software BioNumeric 2.5 (Applied Maths, Bélgica), as quais foram analizadas
utilizando a correlacdo Pearson. Os dendogramas foram construidos pelo método UPMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Averages).

4.15.3 — Pirosequenciamento

A partir do DNA das amostras do material suporte (areia) e separador de fases do final
das Etapas IV e V foi realizado Pirosequenciamento da regido V4 do rRNA 16S. O
pirosequenciamento foi realizado no Instituto de Agrobiotecnologia Rosario (INDEAR,
Rosario, Argentina) por meio de convénio com a Prof?. Dra. Claudia Arenas Etchebehere da
Universidade de Montevidéu.

As amostras foram lavadas sucessivamente em tampao fosfato e centrifugadas 6000 rpm
por 10 minutos. Os pellets foram armazenados a -20°C. A extracdo do DNA dos pellets foi
baseada em protocolo como descrito no item 4.15.1.

O DNA extraido foi purificado com Illustra GFX PCR DNA e Gel Band Purification kit
(GE Healthcare) e quantificado em espectrofotdmetro Nanodrop ND-2000 (Nanodrop Inc.,
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Wilmington, DE, USA). A concentracdo de DNA de cada amostra foi de no minimo 10 ng/pL
e pureza OD260/280 entre 1,80 e 2,0 (Tabela 4.11). A integridade do DNA extraido foi

verificada por eletroforese em gel de agarose 0,8% em TAE 1X.

Tabela 4.11 — Concentragédo do DNA das amostras de biomassa do reator

Concentragéo Relagdo
Amostra
(ng/pL) OD 260/280
Areia Etapa IV 86 1,75
Separador de fases IV 1547 1,8
Avreia Etapa V 1275,3 1,88
Separador de fases V 1596 1,87

ApoGs a desidratagdo com etanol do DNA a amotra foi enviada para o instituto de
Agrobiotecnologia Rosario (INDEAR) para analise de pirosequenciamento em equipamento
FLX GS-454 (Life Sciences, Roche).

Foram utilisados quatro barcodes com 10 pb, tag, além dos primers forwarde reverse
designados para cada amostra (Tabela 4.12). As amostras foram combinadas com microesferas
magnéticas (beads) e amplificadas por meio de PCR em emulsdo. As microesferas ligadas aos
fragmentos de DNA foram depositadas em distintos po¢os. (MARGULIES et al., 2005).

Tabela 4.12 — Barcode de referéncias das amostras da areia (A) e do separador de fases (SF)

das etapas IV e V de operacdo do reator

Amostra Barcode Tag+Primer Forward Primer Reverse

A-IV CTCGCGTGTC CACGACGTTGTAAAACGACAY CAGGAAACAGCTA
TGGGYDTAAAGNG TGACC

SF-IV CACGTGTCGC CACGACGTTGTAAAACGACAY CAGGAAACAGCTA
TGGGYDTAAAGNG TGACC

A-V TCTCTATGCG CACGACGTTGTAAAACGACAY CAGGAAACAGCTA
TGGGYDTAAAGNG TGACC

SF-V TGATACGTCT CACGACGTTGTAAAACGACAY CAGGAAACAGCTA
TGGGYDTAAAGNG TGACC
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Os dados do pirosequenciamento foram processado utilizando o Ribosomal Database
Project (RDP) Pyrosequencing Pipeline (http://pyro.cme.msu.edu/index.jsp) (COLE, 2009) o
qual permitiu andlises estatisticas das amostras com menor numero de pares de bases. O
primeiro passo foi selecionar as sequencias baseado nos seguintes parametros: comprimento
das sequéncias maior que 200 pb e coeficiente de qualidade maior ou igual a 25.

As sequéncias foram localizadas por meio dos barcodes dentre as outras amostras das
placas, com tolerancia de até duas bases, assim uma vez identificada as amostras 0s barcodes
foram removidos das sequencias.

As leituras das sequencias que nédo corresponderam a sequéncia dos primers forward e
reverse ndo foram atribuidas a nenhuma amostra e, portanto foram descartadas. Leituras
menores que 200 pb ou que continham uma ou mais ambiguidades foram removidas, bem como
as leituras que ndo foram relacionadas a nenhum dominio.

As quimeras foram removidas utilizando DECIPHER
(http://decipher.cee.wisc.edu/FindChimerasOutputs.html) de acordo com Wright et al. (2012).
As sequéncias foram alinhadas com a ferramenta INFERNAL (Inference of RNA alignments)
ALIGNER (NAWROCKI; EDDY, 2007) e atribuidas taxondmicamente com 97%
(agrupamento hierarquico (EDGAR, 2010) similaridade empregando RDP classifier
(Ribossomal Database Project - http://rdp.cme.msu.edu/).

As single UTO foram removidas de acordo com Medinger et al. (2010) e Tedersoo et
al. (2010). Posteriormente as sequencias representativas de cada UTO foram selecionadas a
partir do dereplicate (ferramento do RDP).

A classificacdo taxonomica das UTO foi realizada utilizando o RDP-Classifier
(Ribossomal Database Project - http://rdp.cme.msu.edu/classifier/classifier.jsp) adotando
limite de confianca de 50% (WANG et al., 2007).

A curva de rarefacdo das amostras foi determinada usando a ferramenta de anélise do
RDP-Pyrosequencinf Pypeline (http://pyro.cme.msu.edu/). Medidas de alfa (a) e beta (B)
diversidade foram calculadas utilizando o software PAST (Paleontological Statistics Software)
como proposto por Hammer et al. (2001).

As sequéncias foram  submetidas ao European  Nucleotide  Archive
(http://www.ebi.ac.uk), com numeros de acessos: ERS377587 (amostra da biomassa da areia
daetapa V), ERS377589 (amostra da biomassa do separador de fases da etapa V), ERS377588
(amostra da biomassa da areia da etapa V) e ERS377590 (amostra da biomassa do separador de

fases da etapa V); o numero de acesso do projeto é PRIEB5054.


http://rdp.cme.msu.edu/
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4.16 — Potencial Metanogénico

Por meio do teste de potencial metanogénico é possivel obter informacdes importante
sobre a transformacdo da matéria orgénica a metano, principalmente no que diz respeito a
substratos especificos (ESPOSITO et al., 2012). O teste de potencial metanogénico especifico
foi realizado em batelada em duplicata de frascos Duran® de 500 mL. Os reatores foram
preenchidos com 225 mL de substrato sintético idéntico ao da alimentagéo do reator anaerobio
de leito fluidificado em escala de bancada, conforme as Tabelas 4.2 e 4.3 (item 4.5).

O indculo dos reatores em batelada foi proveniente de lodo floculento de reator UASB
no tratamento de &gua residuaria de suinocultura. O lodo antes de ser utilizado foi
acondicionado em camara climatizada a 30+1°C por sete dias, a fim de exaurir as fontes de
carbono disponiveis no indculo. Apos este periodo 25 mL (10% do volume reacional) de lodo
foi adicionado a cada reator, totalizando junto ao substrato sintético 250 mL. A concentracdo
inicial média de solidos volateis totais (SVT) nas séries experimentais foi de 1,74 g.L™.

A adicédo de agua de lavanderia foi baseada nas concentracdes do LAS, presente nesta
agua residuaria, que foram de 16,3+2,5mg.L?, 32+0,8 mg.L?, 47,2439 mg.L? e
75,4+7,5 mg.L. O ensaio controle foi realizado com a adicdo de substrato sintético sem o
acréscimo de agua residudria de lavanderia.

Os reatores foram mantidos sob agitagao de 130 rpm e temperatura de 30+1 °C. Este
ensaio foi realizado com células em crescimento planctonico, sem adesdo em material suporte
no periodo de 579 horas (24 dias). Foram realizadas analises de DQO e s6lidos no inicio e final
de operacdo dos reatores seguindo a metodologia de APHA (2005) e técnica gravimétrica,
respectivamente.

A producdo de metano (CH4) foi monitorada em cromatografo gasoso CG 2010
Shimadzu® equipado com detector de condutividade térmica e coluna Carboxen 1010 PLOT
(30 m x 0,53 mm). Argdnio foi empregado como gas de arraste (12 mL.min?), e temperatura
do injetor de 220 °C, temperatura da coluna de 130 °C, temperatura do detector de 230 °C e
volume de amostra de 500 L.

Foi utilizado o ajuste pela equacdo de Gompertz modificada (Equacdo 2)
(ZWIETERING, et al, 1990; PEIXOTO et al., 2012), a qual foi possivel definir o potencial de

producdo de metano, producdo acumulada de metano, taxa de producdo de metano e fase lag.
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Jeong et al. (2007) observaram excelentes resultados quando utilizaram a equacao de

Gompertz modificada para avaliagdo da producdo de metano em reatores anaerobios em
batelada .

M = Pexp{-exp "= (A — 1) + 1|} (Equacdo 2)
Sendo: M = producdo acumulada de metano (umol),
P = producdo potencial de metano (umol),
Rm = taxa de producdo de metano (umol.h%),
A = fase lag (horas),
t = tempo (horas) e
e = numero de Euler (2,71828)

Os parametros P, Rm e A foram estimados com o software Origin Pro® 8.1 e foram
realizadas acima de 100 interagcdes para convergir os dados usando o modelo matematico
supracitado. A producdo especifica de metano foi obtida dividindo a produ¢do acumulada

(umol) pela quantidade de sélidos volateis totais (SVT) mensurados em cada serie
experimental.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 — Caracterizacao da agua residuaria de lavanderia

5.1.1 - DQO e LAS

O surfactante anidnico LAS foi observado em todas as amostras analisadas, variando de
12,2mg.L1a1.023,7 mg.L! (Tabela 5.1). O menor valor detectado neste estudo esteve na faixa
de concentragio observada por Gross et al. (2007). Esses autores registraram 4,7 a 15,6 mg.L™*
de surfactantes anionicos e 839+47 mg.L* de DQO em &gua cinza utilizada para irrigacdo de
cultura de alface. A variacdo da concentracdo de LAS observada no presente estudo foi maior
que a relatada em estudo anterior de Okada (2012).

Elevada concentracdo de surfactante no tratamento bioldgico pode levar a ineficiéncia
da estacdo de tratamento. Isso porque esses compostos irdo reduzir a tensdo superficial,
podendo alterar a floculacdo, compactacdo e desidratacdo do lodo, diminuindo assim a
eficiéncia da estacdo e, consequentemente, elevando os custos do tratamento do lodo (DENTEL
etal., 1993).

Tabela 5.1 — Valores dos parametros fisico-quimicos da dgua de lavanderia

Parametros (mg.L?) Valor

Minimo Maximo Média Desvio
pH 3,32 6,85 5,63 0,95
Alcalinidade Total 0 82,15 22,51 19,1
DQOb 622 4796 1710 968,3
DQOf 415 4474 1471 915,7
LAS 12,24 1023,7 163,65 2479
SST 10 290 80 60
SSF 10 270 10 40
SSV 10 260 70 50
Sulfato 1,43 102,64 21,06 19,1
Sulfeto 0,04 0,8 0,17 0,1
N-nitrato 1,03 25,68 8,37 6,8

continua...
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continuacgao...

Parametros (mg.L?) Valor
Minimo Maximo Média Desvio
Nitrito 1,07 3,29 2,1 0,8
N-amoniacal 0,32 54,8 7 10,8
NTK 1,2 136 32,44 26,2
Fosfato 9,8 278,98 94,65 75,4
Fluoreto 0,52 52,1 9,43 12,8
Brometo 1,02 4,38 3,27 2,1
Etanol 38,87 384,59 148,62 94,6

No presente estudo a concentragdo média do LAS (163,6+247,9 mg.L™?) esteve muito
acima do verificado por outros autores. Gross et al. (2005) ao estudarem a utilizacdo de agua
cinza na irrigacdo constataram a presenca de surfactantes anibnicos (29-60 mg.L™) na agua
residuaria e 23+4,5 mg.Kg no solo onde esta agua foi utilizada.

Costa (2009) verificou de 44,2 a 484,4 mg.L de LAS, diferente do verificado neste
estudo em agua de lavanderia comercial, também de S&o Carlos. De acordo com Abu-zreig et
al. (2003), surfactantes podem ser toxicos ao solo e as plantas nessas concentracfes. Os altos
desvios encontrados na analise de LAS, tanto, neste estudo como de Costa (2009), refletem a
heterogeneidade deste composto na dgua de lavanderia comercial.

Notou-se a partir do cromatograma de LAS de uma amostra da dgua de lavanderia
comercial estudada que, o detergente utilizado possuia predominanica do homoélogo com 13
atomos de carbono (C13) na cadeia alquilica (Figura 5.1). Diferente do reportado por Duarte
(2006) na molécula de LAS comercial Aldrich® (CAS 25155-30-0) que possuia a seguinte
distribuicdo:18% para C10, 36% para C11, 28% para C12 e 18% para C13.

Figura 5.1 — Exemplo de cromatograma referente ao LAS na agua de lavanderia
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Wiel-Shafran et al. (2006) registraram, ao caracterizar agua cinza para fertirrigacao,
concentragio de 34+8,2 mg.L? de surfactante anidnico na agua e 30+7,2 mg.L no solo
irrigado. Leal et al. (2010), ao estudarem sistemas biologicos para tratamento de dgua cinza
doméstica observaram 43,5+6,5 mg.L ™ de surfactantes aniénicos e DQO de 827+204 mg.L™.
Leal et al. (2011), ao caracterizarem agua cinza de 32 residéncias constataram concentracdes
de surfactantes ani6nico, catidnico e ndo ionico da ordem de 41,1+12,1 mg.L %, 1,7+0,8 mg.L*
e 11,3+3,9 mg.L* respectivamente.

A DQO bruta e filtrada da dgua residuaria em estudo foi de 622 mg.L*a4.795 mg.L e
415 mg.L "t a 4.473 mg.L!, respectivamente (Tabela 5.1 e Figura 5.2). Verificou-se que néo
houve padréo desse efluente em relagdo a concentracdo de matéria organica. O valor médio de
DQO no presente trabalho (1.471+915 mg.L™?) foi muito superior (2,5 vezes maior) ao
encontrado por Costa (2009) que verificou 590 + 453 mg.L™?. A DQO da agua de lavanderia
esta diretamente relacionada com o tipo de peca lavada e quantos itens estavam sujos (TURK
etal., 2005; LE, 2005).
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Figura 5.2 — Variacdo da DQO bruta e filtrada nas amostras de agua de lavanderia comercial

Segundo Gray e Becker (2002), agua cinza contribui com aproximadamente 39,1% da
carga de DQO de uma residéncia. O efluente da cozinha, banheiro (excluindo o vaso sanitario)
e lavanderia contribuem com 7,4%, 15,4% e 9%, respectivamente. Assim, quantia significativa

do carbono organico no esgoto sanitario origina-se da agua cinza (OTTERPOHL et al., 2003).
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Por meio dos coeficientes de correlagdes de Kendall (0,313; p=0,05) e Spearman (0,465;
p=0,01) verificou-se correlagdo positiva entre a DQO e LAS (Figura 5.3).
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Figura 5.3 — Concentracdo do LAS e DQO nas amostras da agua de lavanderia comercial

5.1.2 — Acidos organicos e alcoois

Constatou-se neste estudo ampla variedade de AO (&cidos organicos); sendo 0s mais
frequentes, &cido propidnico e &cido isobutirico (presentes em todas as amostras), acido latico
(96,6% das amostras); acido formico e acido acético (93% das amostras) e acido malico (73,3%
das amostras). Os menos frequentes foram &cido caprdico e acido succinico (16,6% das
amostras); acido valérico (26,6% das amostras), acido citrico e acido butirico (33,3% das
amostras).

Acido latico (11,78 mg.L™ a 406,75 mg.L™) foi 0 mais representativo quantitativamente,
seguido do &cido isobutirico (10,92 mg.L™ a 287,25 mg.L™?) e 4cido propibnico (10,66 mg.L™*
a 279,75 mg.L 1) (Tabela 5.2).
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Tabela 5.2 — Acidos organicos da 4gua de lavanderia

Valor
Parametros (mg.L1) . . . .
Minimo Maximo Média Desvio
Citrico 8,34 307,5 50,89 95,18
Malico 4,57 183,75 34,61 52,72
Succinico 7,39 193,75 63,47 82,99
Latico 11,78 406,75 92,23 103,39
S Férmico 3,23 172 15,63 35,83
@ Acético 7,76 329,25 24,24 61,95
é Propidnico 10,66 279,75 44,61 65,91
?SJ Isobutirico 10,92 287,25 46,02 67,4
< Butirico 10,93 292 12159 140,56
Isovalérico 11,24 35,19 16,4 7,36
Valérico 10 251 40,46 85,07
Caproico 10,92 273,5 96,96 122,47

Embora, o acido butirico tenha sido constato apenas em 33,3% das amostras de dgua de
lavanderia, os valores foram acima de 200 mg.L™ em 40% das amostras que continham tal
acido. Dentre os alcoois analisado apenas o etanol esteve presente em 77% das amostras.

Na Figura 5.4 é apresentado o grafico Box-plot de distribuicdo dos acidos organicos.
Pbde se observar a heterogeneidade na concentracdo desses compostos no periodo de

caracterizacdo da agua de lavanderia.

1284

Concentragdo (mg/L) B
—_ (%) S N (o2 \D =
> B ® B S X

(=]
T

“*L“ - ¥

Figura 5.4 — Acidos organicos da agua de lavanderia

Citr
Mali
Succ

Lati|

Form,
Acét
Prop
Isob
Buti,
Isov
Valé

Capr



56

5.1.3 - pH e alcalinidade

Neste estudo observou-se pH de 5,6, sendo 3,3 e 6,8, 0s valores minimo e maximo,
respectivamente. Costa (2009) observou valores de pH de 9,8+0,1 em &gua de lavanderia,.
Diferente do reportado na literatura, o pH teve caracteristica &cida.

Segundo Eriksson (2002), o pH na agua cinza é diretamente relacionado com valor da
agua de abastecimento. Entretanto, alguns produtos quimicos, tais como, amaciante, alvejante
e desinfetante podem contribuir para a variacao deste parametro. Entretanto, na agua residuaria
usada no presente estudo nédo foi adicionado amaciante ou alvejante no processo de lavagem.

De acordo com a Legislacdo Federal CONAMA 357/2005, o valor de pH aceitavel para
efluentes variade 5 a 9. O valor médio registrado neste estudo se encaixa dentro desta resolucéo,
embora, em algumas amostras tenham sido observados valores de pH abaixo do permitido
(33,3% das amostras).

A Legislacdo Estadual do Estado de Sdo Paulo (CETESB - Companhia de Tecnologia
de Saneamento Ambiental, ligada a Secretaria do Meio Ambiente do governo Paulista), Decreto
8.468/1976, estabelece que efluente de qualquer fonte poluidora somente podera ser langcado
em sistema de esgoto sanitario, provido de tratamento e com pH entre 5,0 (cinco inteiros), € 9,0
(nove inteiros). Sendo assim, de acordo com essa legislacdo, 40% das amostras apresentaram
pH insatisfatorio.

Os valores de alcalinidade total (22+19,1 mgCaCOs.LY) e parcial
(3,38+3,7 mgCaCOs.L ) observados foram baixas. Rose et al. (1991), registraram valores de
alcalinidade variando de 149 a 198 mgCaCOs.L! em &gua cinza doméstica. Costa (2009),
observou valores bem superiores aos deste trabalho, ou seja, 1.784,20 + 1.693,4 mgCaCOs.L™*
para alcalinidade total em agua de lavanderia comercial.

A alcalinidade € um pardmetro muito importante quando se pretende tratar agua
residuaria com surfactantes pela digestdo anaerdbia, visto que reducdo do pH pode prejudicar
0 crescimento de microrganismos responsaveis pela degradacdo da matéria organica
(ERIKSSON et al., 2002). O acumulo de acidos organicos em processos anaerdbios de
tratamento de efluentes pode causar o consumo da alcalinidade livre e, consequentemente,
diminuir o pH do meio (MONTEGGIA; BEAL, 1994).
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5.1.4 — Sulfato e sulfeto

Assim como, no esgoto sanitario, ion sulfato (SO4) esta presente na agua cinza. Foi
detectada baixa concentracdo de sulfato e sulfeto, cujos valores médios foram de
21,06+18,7 mg.L ™t e 0,17+0,13mg.L%, respectivamente (Figura 5.5).

Rose et al. (1991), registraram valor semelhante de sulfato (22,9 mg.L™?). Casanova et
al. (2001) e Hypes (1974), registraram valores mais elevados desse composto, ou seja, 59 e

117 mg.L?, respectivamente.
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Figura 5.5 — Variacdo de sulfato e sulfeto em agua de lavanderia comercial

Entretanto, nas dguas cinza essas concentra¢fes sdo pouco preocupantes em virtude da
rapidez com que esta se torna anaerdbia. Em condicéo anaerdbia, sulfato é reduzido a sulfeto
(METCALF; EDDY, 2003).

Por meio do Decreto Estadual de Sdo Paulo n°8.468/76 preconiza-se 0 langamento
méaximo de até 1.000 e 1 mg.L? para o sulfato e sulfeto, respectivamente. Logo, ambos, 0s

parametros estiveram muito abaixo do permitido.
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5.1.5 — Compostos nitrogenados

Dentre 0s compostos nitrogenados observou-se maior valor de nitrato,
8,37+6,84 mg.L, e superior aquele registrado na literatura. Rose et al. (1991) observaram até
4,9 mg.L em 4gua cinza doméstica. Gerba et al. (1995) verificaram 1,8 a 3,0 mg.L™ de nitrato
em sistema de tratamento de agua residuaria contendo surfactantes.

O valor encontrado para nitrogénio amoniacal foi inferior ao permitido pela Resolugédo
CONAMA 357/2005 que é de 20 mg.L* para lancamento de efluente. Nesse trabalho observou-
se 7+10,8 mg.L! para nitrogénio amoniacal. Christova-Boal et al. (1996) verificaram até
40 mg.L em agua de lavanderia.

A &gua cinza contribui, em geral, com apenas 7,7% da carga de nitrogénio total e com
2,3% da carga de amonia de uma residéncia (GRAY; BECKER, 2002).

Jefferson et al. (2001) citam que a deficiéncia em ambos, macro e micronutrientes na
agua cinza pode limitar a eficiéncia do tratamento pelo processo biolégico. Foram observados
baixos valores de compostos nitrogenados (Tabela 5.1). A analise da série nitrogenada (nitrato,
nitrito e nitrogénio amoniacal) foi negativa para a presenca desses compostos nas amostras

provenientes da caracterizagdo da agua de lavanderia realizada por Costa (2009).

5.1.6 — Fosfato, fluoreto e brometo

Em agua de lavanderia geralmente observa-se baixa concentracdo de fésforo devido a
presenca de detergentes livre de fésforo (L1 et al., 2009). Em locais onde 0 uso dos detergentes
contendo fosfatos ndo é permitido, o contetdo de fésforo na 4gua cinza tende a ser 70% menor
(OTTERPOHL, 2001).

Verificou-se 94+74 mg.L'de fosfato em 93,3% das amostras (28 do total de 30
amostras). A agua cinza contribui, em geral, com 12,4% da carga de fosforo em uma residéncia
(GRAY; BECKER, 2002).

O fluoreto (9,4+12,4 mg.L ™) e brometo (3,3+1,9 mg.L™?) foram detectados em 70% e

20% das amostras, respectivamente.
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5.1.7 — Metais pesados

A concentracdo de metais pesados em agua residuaria € em geral baixa. Entretanto,
metais sollveis podem ser adsorvidos em particulas orgéanicas e concentrados em lodo de
estacdo de tratamento de esgoto (AONGHUSA; GRAY, 2002). Na préatica, mais de 96% de
todos 0s metais que entram no sistema de tratamento de esgoto podera ser retido no lodo
(ERIKSSON; DONNER, 2009).

Verificou-se para todos os metais analisados valor abaixo daquele méaximo permitido
para langamento de efluente segundo CONAMA 357/2005 (Tabela 5.3). Dentre 0os metais
analisados neste estudo observou-se 0,56 mg.L? e 0,22 mg.L? para o zinco e ferro,
respectivamente. Ambos foram detectados em 100% das amostras. Hypes (1974), detectou
valor semelhante de zinco (0,62 mg.L™) e metade do valor de ferro (0,11 mg.L™?) ao caracterizar

agua cinza doméstica.

Tabela 5.3 — Concentracdo de metais pesados em agua de lavanderia comercial

Valor CONAMA DECRETO

Metais Pesados (mg.L!) Minimo Maximo Meédia Desvio 357 8468
Zinco 0,031 3,589 0,558 0,76 5,0 50
Chumbo <0,01 0,17 0,057 0,05 0,5 0,5
Cadmio <0,0006 0,08 0,023 0,02 0,2 0,2

Niquel <0,008 0,083 0,04 0,02 2,0 2,0

Ferro 0,037 0,723 0,216 0,22 15,0 15,0
Manganés <0,003 0,199 0,036 0,05 1,0 1,0
Cobre <0,003 0,088 0,034 0,03 1,0 1,0

Cromo <0,005 0,062 0,021 0,01 0,5 5,0

Apesar disso, os valores observados foram inferiores ao limite maximo permitido, tanto,
pelo CONAMA 357/05 e 20/86, quanto, pelo Decreto Estadual n° 8.468/76, que é de 5 mg.L™*
e 15 mg.L* para o zinco e ferro, respectivamente.

O zinco tem muitas aplicacdes nas industrias. Por exemplo, acetato de zinco, cloreto de
zinco e sulfato de zinco sdo usados no tingimento de tecidos, indUstrias de medicamentos,

producdo de bloqueador solar, desodorante, xampus anticaspa, e etc. (AGENCY FOR TOXIC
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SUBSTANCES AND DISEASE REGISTRY, 1994), justificando, assim, os maiores valores
encontrados neste estudo.

No tratamento bioldgico, zinco por ser anti-séptico, quando em alta concentracéo, inibe
0 processo, sendo considerado toxico para os microrganismos (BEYENAL, 1997).

Apenas quantidades relativamente baixas de metais pesados em agua residuéria cinza
tém sido reportadas na literatura. Todavia, Jeppesen (1993), ao estudar reuso de &gua cinza
doméstica, verificou 100 mg.L™ de zinco. Agua residuaria de lavanderia contém em média
0,09 — 0,34 mg.L* de zinco (ERIKSSON et al., 2001), entretanto, foi registrado neste trabalho
valor 10,5 vezes maior.

De acordo, com Moriyama et al. (1989), existem muitas fontes de metais pesados nas
aguas residuarias, incluindo adgua da cozinha, banheiros, lavanderias e encanamento. Cadmio
oriundo de fontes domésticas tem sido detectado, com contribuicdo de 16% a 49% de toda carga
presente na rede de esgoto sanitario (HUTTON et al., 1986).

Comber e Gunn (1996) tém destacado a importancia do detergente domeéstico,
especialmente do sabdo em pd, como fonte significativa de cadmio, cobre e zinco no esgoto
sanitario.

Jenkins e Russel (1994) ressaltaram a contribuigdo de metais provenientes de produtos
domeésticos de limpeza para a carga total de metais nos esgotos domésticos: detergentes liquidos
e em po para lavanderia, para maquinas de lavar louca e para pia; branqueadores liquidos e em
po (Tabela 5.4).

Tabela 5.4 — Contribuicdo dos metais no esgoto doméstico

Metal Contribuicéo (%)
Arsénio 73
Cadmio 6,5
Cromo 5,6

Niquel 3,2
Chumbo 0,5

Zinco 0,5
Mercdrio 0,5

Prata 0,5

cobre 0,5

Fonte: Jenkins e Russel (1994)
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Comber (1996) quantificou a contribuicdo de metais a serem langados nas redes de
esgotos, provenientes de esgotos domeésticos, tomando amostras, para anélise, de produtos de
higiene, limpeza e cosméticos tais como, condicionadores de roupa e cabelo, banhos de espuma,
xampus, limpadores de piso, detergentes, e outros.

A concentracdo de metais nesses produtos foi de pequeno significado; porém, no sabao
em po, evidenciou-se elevada concentracdo de Cu, Zn e Cd e, portanto, fonte significante de
cadmio, presente como impureza nos compostos fosfatados usados como agentes coadjuvantes,
que compdem até 30% dos detergentes, o que implicaria em significativa carga de cddmio no
esgoto. Produtos p6s-barba, xampus, pomadas, cremes para o corpo e maquiagem, desodorante
e talco possuem zinco na sua formulagdo. Xampus medicinais, por exemplo, contém 1% de

peritionato de zinco, como anti-séptico.

5.1.8 — Sélidos suspensos

No presente estudo a média de sélidos suspensos totais (SST) foi de 0,08 g.L™?, valor
inferior quando comparado com aquele obtido por Trujillo et al. (1998), ou seja, 0,16 g.L ™t em
agua de reuso e reciclagem de &gua cinza (Figura 5.6).

Medidas de sélidos suspensos em agua cinza tém sido reportadas na literatura na faixa
de 0,017 a 0,33 g.L?, sendo os maiores valores originados de lavanderias e cozinhas
(ERIKSSON et al., 2002). De acordo com Al-Jayyousi (2003) &gua cinza possui baixa
concentracdo de solidos suspensos, portanto, grande parcela dos contaminantes esta na forma

dissolvida.
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Figura 5.6 — Concentracgdo de sélidos suspensos totais em agua de lavanderia

Aproximadamente 32,7% da carga de solidos do esgoto provém de aguas cinza (GRAY;
BECKER, 2002). Essa quantidade poderé levar ao entupimento de tubulacdo e, por isso, ndo
podem ser negligenciados. O processo de lavagem desprende fibras de tecidos, de tamanhos
variados desde trapos até fibras visiveis, somente ao microscépio, o que contribui para o

acumulo de solidos nas &guas de lavanderias.

5.1.9 — Compostos organicos xenobioticos

Os principais grupos de compostos organicos xenobidticos (COXs) identificados na
agua residuaria de lavanderia foram solventes (Butanol, Etanol, etc.), auxiliares na producéo de
produtos de limpeza (Cis-dimetil Cicloexanol, Dimetil Cicloexanol, etc.), fragrancias
(Limoneno, Linalol, etc.), preservativo e antioxidante (Fendxi Etanol) e alguns agentes
tensoativos (Tetrametil Butil Fenoxi Etoxilado e Nonil Fenol Etoxilado). Em menor quantidade
repelente (Mercaptometano), preservativo/antioxidante (Fendxi Etanol).

Os principais compostos detectados na agua de lavanderia comercial pela analise do
Headspace foram Butanol (70,96%) e Etanol (5,49%) seguido da fragrancia Linalol (3,04%)
(Tabela 5.5).
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Trés compostos do grupo dos terpenos foram encontrados na &gua de lavandaria,
limoneno, linalol e terpineol. Terpenos sdo usados como fragrancias em perfumes, detergentes,
como constituintes de sabores para temperar alimentos, como medicamentos para o tratamento
de numerosas doencas incluindo tumores (BREITMAIER, 2006), na industria farmacéutica,
como antifangicos (PITAROKILI, 2002) e anti-séptico (KOBAYASHI, 2004).

Terpenos geralmente fazem parte da composi¢do quimica dessa dgua devido a atividade
inseticida. Alfa-terpineol, mentol, limoneno e linalol foram todos relatados como possuindo
atividade inseticida (WILKINS JR, 1999).

O limoneno denominado isoprenil-4-metil-1-ciclo-hexeno, &€ um monoterpeno
monociclico, sendo produzido por mais de 300 plantas, principalmente, frutas citricas. Existem
varias aplica¢fes do limoneno, tais como solventes para resinas, aplicacdes em borracha, tintas,
agente dispersante para o Oleo, além da utilizacdo na sintese quimica de mentol
(CHATTERJEE, 2001).

Limoneno tem sido utilizado em produtos de limpeza, tanto doméstico, como industrial
(WILKINS JR, 1999). O efeito inibidor de limoneno em varios microrganismos foi relatado
por Chatterjee (2001). Rodrigues et al. (2008) produziram microencapsulacdo de limoneno para
aplicacdo téxtil.

Linalol é um monoterpeno descrito como sendo componente principal de 6leos
essenciais em vérias espécies aromaticas. Terpineol € um monoterpeno com odor agradavel e
encontrado em ampla variedade de Oleos essenciais com vasta aplicacdo industrial
(BREITMAIER, 2006).

Tabela 5.5 — Compostos detectados na agua de lavanderia por CG/MS (Headspace)

Composto % A Qualidade
Acetato de Butilcicloexila 3,52 AMDIS
Butanol 70,96 99
Cis-dimetil Cicloexanol 0,4 AMDIS
Decametil Ciclopentassiloxano 1,5 86
Dimetil Cicloexanol 0,89 AMDIS
Dodecametil Cicloexassiloxano 0,92 82
Etanol 5,49 99
Eter Difenila 0,52 78

continua...
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Composto % A Qualidade
Eter Octil Fenila 0,35 74
Etil Hexanol 2,14 89
Formato de Isobornila 1,18 AMDIS
Limoneno 1,82 AMDIS
Linalol 3,04 AMDIS
Mercaptometano 2,04 88
Octametil Ciclotetrassiloxano 0,47 75
Sulfito de Metila 0,6 92
Terpineol 0,93 AMDIS
Tetradeceno 0,37 AMDIS

% A = Porcentagem de &rea normalizada a qual indica a distribuicéo relativa dos compostos na amostra.
Qualidade = indice de pesquisa na base de dados que reflete a similaridade do espectro de massas obtido com os
registrados nas bibliotecas utilizadas. Foram adotados indices de qualidade > 70.

AMDIS = Automated Mass Spectral Deconvolution and Identification System.

Foram identificados 18 compostos pela injecdo direta da amostra (Tabela 5.6). Os
principais compostos observados na agua de lavanderia foram os seguintes: Citrato de etila
(5,88%), Etil hexil ftalato (4,97%) e Nonil fenol etoxilado (4,73%).

Quatro emulsificantes foram observados, sendo eles, Heptadecanol (1,37%), Dimetil
Pentadecilamina (0,62%), Acido octadecandico (0,61%) e Dimetil etil cicloexeno (0,13%). Os
agentes emulsionantes sdo utilizados para separacdo de gorduras e dgua em duas camadas,
sendo normalmente caracterizados por uma porc¢éo polar e outra apolar, por exemplo, de cadeia
longa, acidos organicos e seus alcoois correspondentes (ERIKSSON, 2003).

Trés amaciantes e plastificantes foram encontrados, como por exemplo, ftalatos etil
hexil ftalato e isobutil ftalato. O ftalato € um composto sintético comumente usado como
plastificante para conferir flexibilidade e durabilidade de polimeros, tais como, cloreto de
polivinilo. Além disso, este composto é usado em ampla variedade de produtos, tais como tintas,
adesivos e cosméticos (LING et al, 2007; HUANG et al, 2007).

Di (2-etil-hexil) ftalato pode ser obtido, em parte, a partir de canalizagdes de PVC.
Fontes domésticas podem estar ligadas ao seu uso em cosmeéticos, perfumes, tintas, pesticidas,
plasticos e industria téxtil (GKLAND et al., 2005).
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Eter de bisfenol A de Diglicidil é usado como diluente para resinas, como agente de
tratamento de téxteis e estabilizador para compostos organicos clorados. O bisfenol A é usado
também na producdo de policarbonato, podendo ser lixiviado de tais materiais se houver
excesso de mondmero na matriz polimérica (LEITE et al., 2010).

O colesterol foi o tnico esterol encontrado na 4gua de lavanderia e tem sido previamente
detectado em aguas cinza (ERIKSSON et al., 2003; OTTOSON; STENSTROM, 2003).

Ambos, nonil fenol etoxilado e tetrametil butil fendxi etoxilado estdo presentes na agua
de lavanderia. O grupo de alquilfendis inclui varios compostos desde nonilfenol que é um
disruptor enddcrino, ou seja, toxico ao sistema reprodutor masculino e feminino (NTP, 2001).
Nonilfenol é utilizado como agente de limpeza, amaciador e estabilizador, mas também como
intermediario na inddstria de processo (ERIKSSON, 2003).

Tabela 5.6 — Compostos detectados na agua de lavanderia por inje¢do da amostra

Composto % A Qualidade
Acido Octadecandico 0,61 AMDIS
Acido Palmitico 1,67 94
Citrato de Etila 5,88 94
Colesterol 1,2 84
Dimetil Etil Cicloexeno 0,13 81
Dimetil Pentadecilamina 0,62 95
Eter de Diglicidil Bisfenol A 0,4 79
Etil Hexil Ftalato 4,97 91
Fenoxi Etanol 0,39 91
Heptadecanol 1,31 AMDIS
Hexadecanol 1,8 97
Isobutil Ftalato 0,22 93
Metil Metdxi Etil Octadecanamina 3,15 72
Nonil Fenol Etoxilado 8,85 AMDIS
Terpineol 0,16 92 0,16 92
Tetrametil Butil Fenoxi Etoxilado 3,48 AMDIS

% A = Porcentagem de area normalizada a qual indica a distribuicéo relativa dos compostos na amostra.
Qualidade = indice de pesquisa na base de dados que reflete a similaridade do espectro de massas obtido com os
registrados nas bibliotecas utilizadas. Foram adotados indices de qualidade > 70.

AMDIS = Automated Mass Spectral Deconvolution and Identification System.
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5.2 — Operagao e monitoramento do reator de leito fluidificado

5.2.1 - DQO da agua de lavanderia e sua razdo de mistura

A DQO bruta e LAS da &gua de lavanderia, utilizada na alimentacao do reator, variaram
de 704 a 4.830 mg.L" e 426,2 a 11.949 mg.L™?, respectivamente. Os parametros avaliados da
agua residuéria utilizada ao longo da operacao do reator podem ser observados na Tabela Al
(Apéndice). Devido as altas concentracGes de LAS na &gua de lavanderia foram necessérias
dilui¢bes prévias para se obter a concentracdo desejada do surfactante. Com isso, pdde se
observar reduzida contribuicdo da DQO da agua de lavanderia no afluente do reator, com
valores entre 0,1% (Etapa Il) a 14,5% (Etapa V) e baixas raz6es de misturas (volume de agua
de lavanderia/volume total de alimentagéo) (Tabela 5.7).

Os detergentes liquidos utilizados em lavanderias normalmente contém &gua para
auxiliar a solubilizacdo de outros aditivos que fazem parte da sua constituicdo, além do
surfactante e alcool ou hidrétropos. Esses ultimos aumentam a solubilidade de compostos
hidrofébicos e auxiliam a mistura dos aditivos (BAJPAI; TYAGI, 2007). Esses aditivos, as
sujeiras e fibras das roupas contribuem com aumento da DQO da &gua residuaria, ndo sendo,

muitas vezes, o surfactante o principal responsavel pelos elevados valores desse parametro.

Tabela 5.7 — Razdo de mistura e DQO da agua residuéria utilizada durante a operacao do reator

Agua DQOb LAS Vol 5L (mL) Tempo* R_azéo DQO DQO LAS
Lav. (mg/L) (mg/L) (dias) Mistura (mg/L) (%) (mg/L)
1 3.070 1.094,8 40 19 0,008 2456 3,8
Etapa Il 2 3.543  426,2 120 5 0,024 8504 13,3 9,543
3 704 2.038,5 25 12 0,006 0,70 0,1
Média Ponderada 0,009 2501 39
704 2.038,5 75 10 0,015 1056 15
Etapa IlI 4 886 11.949 15 28 0,003 266 04 23,3+8
4.830 2.925 72 8 0,0144 6955 10,1
Média Ponderada 0,0050 16 2,3
6 1654 573,5 300 37 0,06 99,22 145
Etapa IV 7 1922 1.195 150 20 0,03 57,64 8,6 21,710
Média Ponderada 0,066 84,63 12,8
Etapa 7 1922 1.195 150 20 0,03 57,64 8,6
\Y Média Ponderada 0,03 57,64 8,6 27,9+10

DQOb = DQO bruta; * Dia de alimentacdo
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A baixa razdo de mistura foi relacionada as altas concentrag¢fes do surfactante na dgua
de lavanderia. O LAS representa baixa contribuicdo na DQO (Tabela 5.8). Oliveira (2010)
observou que o0 aumento da concentracio afluente de LAS padrdo (Sigma®) de 8,2+1,3 mg.L*
para 45,8+5,4 mg.L™ ndo correspondeu em aumento da DQO afluente de 644439 mg.L*! a

632+42 mg.L™, respectivamente.

Tabela 5.8 — Contribuicdo da agua de lavanderia em DQO afluente

LAS (mg.L™?)

DQO (mg.L™)
Acrescimo na DQO (%o)

Padréo Agualav!  LASpadrdo  Agualav.?

5+0,3 5,2+0,9 - 5+1 -

10+0,5 10,8+0,7 13+3 154 154

20+3 21,1+15 335 42+15 27,3

30+2,2 32,4+3,2 37+11 61+18 64,8

40+1,5 41,8+2,6 61+21 88++25 44,3

1 Agua de lavanderia diluida para as concentracdes especificas de LAS.

O LAS somado aos diversos constituintes da dgua de lavanderia, propiciou acréscimo
no valor de DQO, cuja variagdo foi de 15,4% (10,8+0,7 mg.L! de LAS) a 64,8%
(32,4+3,2 mg.L? de LAS) (Tabela 5.8). Trinta e quatro COXs foram identificados na agua
residuaria de lavanderia. As substancias identificadas foram agrupadas em nove classes de
substancias com base na sua finalidade (Tabela 5.9). Assim, a variedade de compostos
observados na agua residudria pode ter contribuido com o aumento da DQO afluente comparado

com LAS padréo.

Tabela 5.9 — Classes dos compostos encontrados na dgua residuéria de lavanderia

Surfactantes Solvente Fragréncias

Nonil Fenol Etoxilado Acetato de Butilcicloexila | Limoneno

Tetrametil Butil Fenoxi Etoxilado | Butanol Linalol

Producéo de Surfactantes Cis-dimetil Cicloexanol Sulfito de Metila

Cis-dimetil Cicloexanol Dimetil Cicloexanol Terpineol

Dimetil Cicloexanol Etanol Hexadecanol

Eter Difenila Limoneno Preservativo e Antioxidante
Tetradeceno Sulfito de Metila Fenoxi Etanol

continua...
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Producéo de Surfactantes Amaciante e Plastificante  Diversos

Acido Palmitico Etil Hexanol Acetato de Butilcicloexila
Diglicidil Eter de Bisfenol A Etil Hexil Ftalato Eter Octil Fenila
Decametil Ciclopentassiloxano Isobutil Ftalato Formato de Isobornila
Dodecametil Ciclohexassiloxano Emulsificantes Colesterol

Octametil Ciclotetrassiloxano Acido Octadecandico Citrato de Etila

Tetradecametil Cicloheptassiloxano | Dimetil Etil Cicloexeno Metil Metoxi Etil Octadecanamina

Pesticida/Repelente Heptadecanol

Limoneno Dimetil Pentadecilamina
Mercaptometano

Diluente

Diglicidil Eter de Bisfenol A

5.2.2 — Imobilizacédo da biomassa

O reator foi instalado em condi¢do mesofilica com temperatura em torno de 30°C, visto
que, a velocidade de degradacdo do LAS pode ser influenciada, tanto, pela origem e
caracteristicas dos microrganismos envolvidos, como pela temperatura e concentracdo inicial
de LAS (QUIROGA et al., 1989; PERALES et al., 1999; SCOTT; JONES, 2000).

Durante a primeira etapa o reator foi mantido em circuito fechado para imobilizacéo e
adaptacdo da biomassa ao substrato sintético e as condi¢des de operacao do reator (Figura 5.7).
Nessa etapa foram preparados 7 L de alimentacdo que consistiu em substrato sintético e lodo
anaerobio (5% em volume). A carga organica volumétrica aplicada nessa etapa foi de
1.173,11 gDQO.L.d*

Observou-se para o indculo proveniente de reator UASB utilizado no tratamento de
dejetos de suinocultura 48,8 g.L! de sdlidos totais, 36,4 g.L™* de sélidos totais volateis e

12,4 g.L! de sélidos totais fixos, pH de 7,3 e -257,8 mV de potencial redox.
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Figura 5.7 — Etapa de inoculag&o do reator de leito fluidificado: Al - Reator de leito fluidificado,

A2 - Frasco de alimentacéo; B - Separador de fases; C - Corpo do reator com biomassa aderida

Em cinco, dos setes dias que foram preparadas alimentacdo, foram realizadas duas
andlises por dia, tanto, de pH, quanto, de DQO, antes e depois da alimentacdo. A DQO filtrada
foi monitorada diariamente. Ao longo dessa etapa de imobilizagdo da biomassa quando ocorria
0 consumo da matéria organica pelos microrganismos presentes na fase liquida, no material
suporte e na parede interna do reator, novo substrato sintético era adicionado ao frasco de
Duran®. A suplementacéo era feita com o objetivo de manter o meio com DQO média de
500 mg.Lt.

A DQO filtrada afluente (amostra coletada no frasco Duran® logo ap6s suplementagio
com substrato sintético) foi de 480+143 mg.L*. O valor efluente (amostra coletada no frasco
Duran® de um a quatro dias apos suplementacdo com substrato sintético) foi de 125+54 mg.L?,
0 que resultou em eficiéncia média de remocdo de matéria organica (DQO filtrada) de

71,9+12,9%, durante os 20 dias iniciais de operacdo (Figura 5.8).
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Figura 5.8 — Variacdo temporal da DQO filtrada durante a etapa de imobilizacdo da
biomassa (reator em circuito fechado), os circulos vermelhos representam o dia da

alimentacéo do reator

Pbde-se observar que, o pH registrado logo apos a alimentacdo (8,5+0,1) ndo diferiu
consideravelmente do pH registrado nos dias posteriores, com o consumo do substrato
(8,6£0,2), sendo que o pH do sistema nessa etapa variou de 7,83+0,2 a 8,77+0,2 (Figura 5.9).
Esses valores foram maiores que os obtidos por Oliveira (2010), de 7,4 a 8,1 para etapa referente

a inoculacéo do reator de leito fluidificado.
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Figura 5.9 — Variacédo temporal de pH durante a etapa de imobilizacdo da biomassa
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A concentracdo de acidos organicos nesta etapa foi de 67,8+34 mg.L™, portanto, superior
aquele obtido por Ferreira (2012), de 44+34 mg.L* na etapa de imobilizagdo do reator de leito
fluidificado para o tratamento de LAS em sabdo em p6 comercial .

Neste estudo notou-se que houve grande diversidade de acidos organicos (Figura 5.10),
com predominancia dos é&cidos propionico (11,7+13 mg.L™), isobutirico (10,56 mg.L™),

succinico (10,1+10 mg.L™?) e isovalérico (9,7+7,7 mg.L™).
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Figura 5.10 — Distribuicdo de acidos organicos na etapa de imobilizacdo da biomassa

Nesta etapa de imobilizacdo observou-se maior porcentagem referente aos acidos
propidnico e isobutirico com 17,3% e 15,5%, respectivamente (Figura Al, apéndice). Foi
verificado também nesta etapa 39,8+13 mg.L de glicose. A geragdo destes compostos pode

ser oriunda da intensa atividade microbiana e consequente quebra da molécula da sacarose.

5.2.3 — Remocao de matéria organica

O reator foi colocado em circuito aberto por 39 dias durante a primeira etapa de operagao
com substrato sintético (sem agua residuaria de lavanderia) e 575+28 mg.L* de DQO com TDH
de 19,9 horas.
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Nesta etapa obteve-se eficiéncia de remocdo DQO filtrada de 89,8+1,8% (Figura 5.11)
para 598+49 mg.L* afluente. Tal resultado foi similar ao obtido por Oliveira (2010) e Carosia
(2011) que observaram eficiéncia de 89+2% e 87,2+5,4%, respectivamente, na remogédo de
matéria organica ao utilizarem o mesmo tipo de reator alimentado somente com substrato
sintético (sem surfactante). A carga organica volumétrica aplicada nessa etapa foi de
1.209 gDQO.L.d™.

Durante a segunda etapa de operacdo do reator (107dias) passou a ser adicionada agua
de lavanderia com 9,5+3 mg.L™* de LAS ao substrato (Etapa I1). Nessa etapa obteve-se remog&o
de 83,3+9,8% de DQOf para 622+70 mg.L? afluente e TDH de 17,7h. Costa (2009), ao
trabalhar com a mesma configuracéo de reator, para tratar agua de lavanderia (13 mg.L™ de
LAS) obteve eficiéncia de remocdo de matéria organica de 88,7+3%, para 793+67 mg.L*
afluente e TDH de 18 horas.

Neste estudo, a eficiéncia de remocdo da matéria organica declinou sensivelmente de
87,8% (36° dia; Etapa I) para 81% (37° dia; Etapa Il) e, posteriormente, para 73,4% (39° dia;
Etapa Il). P6de-se observar que, apds a adi¢cdo da agua de lavanderia ao reator, a eficiéncia de
remocdo de DQO oscilou muito, com valores de 64% a 96,5% (Figura 5.11). Provavelmente,
essa oscilacdo foi devido a possivel influéncia dos compostos xenobi6ticos da agua residuéria
de lavanderia a comunidade microbiana.

No decorrer da terceira etapa de operacdo do reator (Etapa I11) pdde-se observar maior
estabilidade na eficiéncia de remocdo de matéria organica, comparada a etapa anterior. Nessa
etapa para TDH de 18,6h foi adicionado 23+8 mg.L™ de LAS em agua de lavanderia e
686+93 mg.Lt de DQOf afluente durante 137 dias de operagdo. Obteve-se nessa etapa
90,9£3,3% de remocdo. POde se observar que 0 aumento da concentracdo de surfactante em
142,1% (de 9,5 para 23 mg.L ™) ndo afetou negativamente a biomassa, uma vez que a eficiéncia
de remocdo da matéria organica aumentou de 83% para 91%.

Na quarta etapa de operacgdo (Etapa I\VV) com 87 dias, houve acréscimo na eficiéncia de
remocao de DQO, para 95+2,4%. A DQOf afluente foi de 666+54 mg.L* para TDH de 23h. O
aumento do TDH foi necessario ja que a eficiéncia de remocdo de LAS estava muito baixa
quando comparada com a da matéria organica.

Na ultima etapa de operacdo do reator (Etapa V) com duracdo de 67 dias observou-se
remocgdo de 88+5% para 666+161 mg.L™ de DQOf afluente. Nessa etapa foi adicionado
27,949,5 mg.L'de LAS afluente. Pode-se, assim observar que a retirada da sacarose da
alimentacdo do reator nessa Ultima etapa ndo interferiu negativamente na remocdo, embora

tenha sido ligeiramente menor quando comparada com a etapa anterior, com sacarose.
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Durante toda operagéo do reator observou-se 72,9+55 mg.L‘de DQOf efluente durante.
Pode-se assim afirmar que o aumento gradual da concentragdo afluente de LAS (9,5+3 mg.L™*
até 27,9+9,6 mg.L™) ndo inibiu os microrganismos responsaveis pela remogdo da matéria
organica.

Oliveira (2010) avaliou a remoc¢do de LAS em reator anaerobio de leito fluidificado e
obteve eficiéncia proxima a observada neste estudo; ou seja, de 88% a 91% de remocdo de
matéria organica para 632 mg.L™ de DQO afluente. Entretanto, diferente do presente estudo, a
autora utilizou 8 mg.L™* a 46 mg.L*de LAS padrio (Sigma®).

Ferreira (2012) utilizou sabdo em p6é como fonte de LAS em reator de leito fluidificado
com sacarose como co-substrato. Ao contrério deste estudo, este autor verificou decréscimo da
eficiéncia de remocdo de matéria organica, quando aumentou a concentracdo de LAS de
6,842 mg.L? para 16,4 mg.L™. Esse autor observou reducdo de 85% para 77% para DQO
afluente de 615+ 99 mg.L e 582 mg.L™, respectivamente. Carosia (2011) também usou a
mesma configuracdo de reator e obteve para 14,4+3,5 mg.Llde LAS de sabdo em p6 de uso
domeéstico, eficiéncia maxima de 86% de remogao de matéria organica (607+60 mg.L ™ de DQO
afluente).

Assim, agua residuéria deste estudo (lavanderia comercial) € mais complexa devida a
variedade de compostos. Todavia, obteve-se alta eficiéncia de remoc¢do de matéria organica
com a aplicacdo do RALF durante toda operagéo do reator.
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Figura 5.11 — Variagdo temporal da DQO filtrada afluente e efluente e eficiéncia de remogéo
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Na etapa | (adaptacdo), a COV aplicada ao reator foi de 704,8 a 960,5 mgDQO.L.dia*
com valor médio de 799,9+65,8 mgDQO.L.dia* (Figura 5.12). Nessa etapa de operagio a
eficiéncia de remocédo de matéria organica foi constante, embora a COV, ao longo do tempo,
tenha aumentado sensivelmente. A adi¢do da agua de lavanderia ao sistema elevou 5,9% a COV
aplicada ao reator. A eficiéncia de remocdo de DQO diminuiu de 89,8+1,7% para 82,8+9,9%
da etapa | paraa ll.

A COV aplicada na 22 etapa de operacdo do reator foi de 689,4 mgDQO.L.dia' a
1.145,2 mgDQO.L.dia, com valor médio de 852,9+108,9 mgDQO.L.dia. Observou-se que
0 aumento da COV aplicada, na etapa Il (com &gua de lavanderia) foi seguido do aumento da
eficiéncia de remocdo da matéria organica ao longo do periodo de operacdo do reator (Figura
5.12). Logo, o incremento dessa carga ndo influenciou negativamente na eficiéncia de remocéo
de matéria organica, uma vez que, verificou-se tendéncia linear crescente.

Na etapa 11l a COV aplicada foi de 696 mgDQO.L.diaa 1.287 mgDQO.L.dia, com
valor médio de 917,5+124,2 mgDQO.L.dia. Embora, tenha sido observado aumentado de
7,6% da COV aplicada da etapa Il para a Ill, a eficiéncia de remoc¢do da matéria organica ndo
foi prejudicada, uma vez que houve aumento de 7,3% em relacdo a etapa anterior.

Na etapa IV (com sacarose) a COV aplicada foi de 577 mgDQO.L.dia%a
1550 mgDQO.L.dia, com valor médio de 780+127 mgDQO.L.dia . Observou-se decréscimo
da carga aplicada e manutencdo na eficiéncia de remocdo da DQO de 90,9+3,2% (Etapa IlI)
para 90+£13,4% (Etapa V). Apesar da variacdo da COV aplicada ao reator verificou-se a
recuperacdo do sistema aos efeitos toxicos dos compostos xenobidticos da agua de lavanderia.

Observou-se na ultima etapa de operacdo do reator (Etapa V, sem sacarose) COV
aplicada entre 529 mgDQO.L.dia? e 1.050 mgDQO.L.dia, com valor médio de
893+213 mgDQO.L.dia. Estes valores foram proximos ao verificado na etapa anterior, quando
havia sacarose adicionada ao substrato sintético. Desse modo, verificou-se que a presenca de
sacarose ao substrato sintético ndo influenciou significativamente a carga organica aplicada ao
reator.

Pode-se observar maior instabilidade da COV aplicada nas etapas Ill, 1V e V (Figura
5.12). Essa instabilidade foi acompanhada de decréscimo na eficiéncia de remocao de mateéria
organica. O aumento da concentragdo do surfactante nas etapas 1l e V, a mudanca do TDH na
etapa IV e a retirada da sacarose também na etapa V podem ter contribuido com a diminuicéo

dessa eficiéncia.
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Figura 5.12 — Variacdo temporal da carga organica volumétrica (COV) afluente e eficiéncia de

remocéo

5.2.4 — Remocdo de LAS

A variabilidade da concentracdo de LAS na agua de lavanderia (Tabela Al, apéndice)
dificultou sobremaneira a sua diluicdo para alimentacdo do reator, conforme previamente
apresentado na caracterizacdo analitica. Neste estudo observou-se variacdo na eficiéncia de
remoc¢do do LAS durante todo o periodo de operacdo do reator (Figura 5.13). Provavelmente,
essa instabilidade do sistema foi devido ao surfactante e aos demais compostos xenobioticos da
agua de lavanderia. Entretanto, a diminuicdo da eficiéncia de remocdo de LAS nédo

correspondeu a diminuicdo da eficiéncia de remoc¢édo de matéria organica (Tabela 5.10).
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Tabela 5.10 — Valor afluente, efluente e eficiéncia de remocao do LAS e DQO

DQO Efic. DQO LAS Efic. LAS
Etapa Amostra
(mg.L?) (%) (mg.L?) (%)
| Afluente 598+49 89,8+1.8 - _
Efluente 61+15 -
' Afluente 622+70 83,3498 9,51+3,08 i 6s141
Efluente 9658 2,44+1,37 T
" Afluente 686193 90,9433 23,3445,49 65 54143
Efluente 61+22 8,27+4,45 T
" Afluente 666154 95424 21,68+9,92
52,8+16
Efluente 68+85 9,47+4,04
v Afluente 6661161 8845 27,9149,57 1054206
Efluente 73134 16,15+6,39 DR
Nas Etapas II, 1ll e IV a composicdo do substrato sintético foi idéntica (extrato de

levedura, sacarose e sais) variando a concentracdo de LAS de agua de lavanderia. Todavia, na
ultima etapa de operacdo (Etapa V) houve a retirada da sacarose do substrato sintético, bem
como aumento da concentracdo de LAS afluente.

Na Etapa Il de operacdo do reator (107 dias) a eficiéncia de remocdo de LAS foi
74,6+14,1% para concentragdo afluente do surfactante de 9,51+3,08 mg.L. Ao empregar
13,2+5,8 mg.L* de LAS presente em agua de lavanderia. Costa (2009) constatou 85,3+11,7%
de remocdo do surfactante ao utilizar o mesmo reator, 0 mesmo material suporte, sacarose no
substrato sintético e 0 mesmo inoculo deste estudo.

Na Etapa Ill, com duracdo de 137 dias observou-se 65,3+14,3% de remocdo de LAS
para 23,3+5,5 mg.L* afluente. A partir desse aumento da concentracéo de LAS a eficiéncia de
remocado diminuiu em 9,3% em relacdo a etapa anterior. Ferreira (2012) utilizou sabdo em p6
como fonte de LAS em reator de leito fluidificado com sacarose como co-substrato. O autor
verificou aumento da eficiéncia de remocdo de LAS, quando aumentou a concentracdo de LAS
afluente de 6,842 mg.L* para 16,4 mg.L™. Esse aumento foi de 33,1+12% para 40,7+13%,
respectivamente. As concentra¢des de LAS empregadas pelo autor foram inferiores aquelas do
presente estudo (9,51+3,08 mg.Lt a 27,91+9,57 mg.L ). Devido a complexidade da &gua

residuaria empregada neste trabalho a eficiéncia de remog¢éo de LAS diminuiu com o aumento
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da concentracdo do surfactante afluente, embora, tenha sido observados maiores valores de
remocao que Ferreira (2012).

Na Etapa IV de operacdo (125 dias), 23,6410 mg.L* de LAS foi adicionado ao afluente
do reator e aumentou-se o TDH para 23 horas, com a finalidade de aumentar a eficiéncia de
remocdo de LAS. Entretanto, isso ndo foi observado. Ao contrario, houve decréscimo na
eficiéncia em 14% e 24,7%, quando comparado as etapas Il e 11, respectivamente. Em reator
anaeradbio de leito granular expandido (EGSB), observou-se decréscimo da remocéo de LAS de
64% para 48%, com a diminuicdo do TDH de 32 h para 26h (DELFORNO et al., 2012),
diferente do observado no presente estudo; ou seja, 0 aumento do TDH néo correspondeu ao
aumento na eficiéncia de remocéo do surfactante.

Segundo Manousaki et al. (2004), entre 20 e 50 mg.L* de LAS podem restringir as vias
de sua degradacéo e concentracdes maiores podem ainda ter efeito inibitdrio total em sistema
anaerobio de tratamento. Na uUltima etapa de operacao do reator (Etapa V) com duracdo de 67
dias e sem a sacarose como co-substrato, verificou-se remocéo de 39,3+20,6% de LAS para
27,9149,57 mg.L? afluente. Pode-se assim observar que houve diminuicdo de 13,5% dessa
eficiéncia comparada a Etapa IV.

De acordo com Abboud et al. (2007) os co-substratos sd0 necessarios para 0S
microrganismos responsaveis pela degradacdo do LAS permanecerem com atividade
enzimatica estavel. Na ultima etapa de operacdo, nao foi adicionado sacarose na alimentacéo
do reator. Sob tais condicBGes observou-se diminuicdo da remocdo de LAS. Todavia, Sanz et
al. (2003) e Duarte et al. (2010), utilizando LAS padrdo (Sigma®), mencionam aumento da
eficiéncia de remocéo de surfactante na auséncia de co-substratos (acetato, propionato, butirato,
lactato, metanol, etanol e sacarose).

A presenca de co-substrato é relatada como benéfica aos microrganismos, pois contribui
para diminuir a fase lag, periodo de adaptacdo ao meio (SINGH, 2006), devendo ser fonte de
carbono e de energia de facil assimilacdo e de reatividade elevada, entretanto, a variedade de
compostos xenobi6ticos da agua de lavanderia e a auséncia de sacarose na ultima etapa de
operacdo (Etapa V) podem ter sido prejudiciais ao sistema diminuindo a eficiéncia de remocéo
de LAS.



78

100 [ 1 Il v V 100
A
90 . " . . 90
80 A EIVVYN A—a A N YN A 80
A
-~ c A apt, A A% ) s o _
“1 60 S ' 4%t R 60 &
U-J A 4 A A
£ 50 = B - s Ay 8488150 8
= LA I A s
) 40 A o @04 40 £
< A A g\ © ° . <5}
— 30 9 5 % A O e 30 @
0% o o 000 ® A 0% o
20 g.‘—.gﬁ_.i.%.—‘w, 20
[¢] (0] O
° ®e o © e . W Lo, e .|:|.. oy Ot} @
10 - c e ez oot P 10
0 T T '—uﬁﬂ:‘ E@ = - \D \D% ° :\“:‘D T o T ° T . T : 0
0 40 80 120 160 200 240 280 320 360 400 440 480
Tempo de operacéo (dias)
‘ @ Afluente O Efluente A Remogao ‘

Figura 5.13 — Variacao temporal do LAS afluente, efluente e eficiéncia de remocao

Oliveira (2010) verificou valores de eficiéncia de remogéo de LAS padrdo acima de
90% para 24,4 mg.L™ a 45,8 mg.L™* afluente, quando utilizou reator de leito fluidificado com
areia como material suporte e substrato sintético contendo sacarose como co-substrato. Neste
estudo, porém com agua residudria de lavanderia como fonte de LAS, observou-se diminuicéo
da remocéo de LAS quando a sacarose foi retirada da alimentacao.

Vale notar que a biodegradacdo priméaria do LAS ocorre mais favoravelmente na
auséncia de co-substratos, o que demonstra que o alquilbenzeno linear sulfonado pode ser usado
como fonte de energia e carbono, ndo sendo usado apenas no co-metabolismo dos
microrganismos. Essa observacao é valida, tanto, para experimentos realizados sob condi¢édo
anaerdbia (SANZ et al., 2003) e aerobias (ELSGAARD et al., 2003). Entretanto, no presente
trabalho a eficiéncia de remocao do LAS diminuiu na etapa em gue a sacarose (co-substrato)
foi retirada da alimentacdo. Vale ressaltar que nessa etapa foi utilizada maior concentracao de
LAS e, provavelmente, os xenobioticos da agua residuaria podem ter interferido nessa via de
degradacéo do LAS.

Haagensen et al. (2002) afirmam ter observado correlacdo entre a degradagdo de matéria
orgénica e transformacdo de LAS, ou seja, 0 aumento da eficiéncia da remocao bioldgica de
LAS foi acompanhado por aumento na eficiéncia de degradagdo da matéria organica. Destaca-
se que em todos esses trabalhos foi empregado LAS padrédo. Portanto, totalmente diferente em
relacdo a aplicacdo da agua residuéria de lavanderia.
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O valor médio efluente (2,13+1,2 mg.L™?) obtido durante toda operacdo do reator
(Etapas Il — V), foi superior aquele estabelecido pela resolugido CONAMA n°357/2005 de
0,5 mg.L™* de LAS como “substancias tensoativas que reagem com o azul de metileno”.

Observou-se que o LAS da agua de lavanderia possuia apenas 2 homdlogos, sendo
aproximadamente 2% de C12 e 98% de C13 (Figura 5.14). No efluente (313°dia de operagéao)
foi possivel constatar os seguintes homdlogos do LAS: 11% de C10, 70% de C11 e 19% de
C13. Provavelmente ocorreu a quebra da molécula do LAS em cadeias menores como foi

detectado no efluente do reator.
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Figura 5.14 — Cromatograma do LAS afluente (em preto) e efluente (em azul)

Os isdmeros de cadeia com maior nimero de 4&tomos de carbono sdo mais facilmente
degradados e ha preferéncia por isémeros de posicdo proximos ao final da cadeia alquilica
(SWISHER, 1987).

A carga de LAS aplicada ao reator, durante todo periodo de operacdo foi de
7,9 mgLAS.L.diat a58,7 mgLAS.L.dia™ e valor médio de 26,12+13,2 mgLAS.L.dia™. A carga
removida foi de 14,5+8,5 mgLAS.L.dia™. Para tanto, verificou-se diminuicio da eficiéncia de

remocdo de LAS ao longo das etapas (Figura 5.15).
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Figura 5.15 — Variagdo temporal da carga de LAS aplicada e eficiéncia de remocgéo

A carga de LAS aplicada ao reator, quando comparada a carga organica volumétrica foi
menor, somado ao fato da configuragdo do reator de leito fluidificado possibilitar elevada
diluicdo do afluente e minimizag&o da toxicidade do surfactante. Portanto, pode-se inferir que
a influéncia do surfactante na COV aplicada foi minima.

Observou-se que a contribuicdo do LAS na COV aplicada ao reator foi de

12,7+4,1 mgLAS.L.diat, 31,2+7,3 mgLAS.L.dia!, 225+99 mgLAS.L.dia! e
37,3 mgLAS.L.dia nas Etapas Il, Ill, IV e V, respectivamente. Em todas as etapas essa

participacdo foi inferior a 5% (Tabela 5.11).

Tabela 5.11 — Contribuigdo do LAS na COV aplicada no reator

Etapa COV aplicada Carga LAS aplicada Contribuicédo do LAS
mgDQO.L.dia? mgLAS.L.dia* (%)
| 799,9465,8 - -
1 852,5+107,4 12,741 15
Il 017,5+124,2 31,2473 3,4
v 780,6+127,3 22,5%9,9 2,8
Vv 893,9+213,4 37,3£12,8 4,2

Observou-se variagdo entre a relacdo da carga de LAS removida por carga de LAS
aplicada (CR/CA) que foi de 0,7+0,17 na Etapa 1l (9,5+3 mg.L* de LAS afluente), 0,65+0,14



81

na Etapa Il (23,34+5,49 mg.L? de LAS afluente), 0,46+0,2 na Etapa IV (21,68+9,92 mg.L™*
de LAS afluente) e 0,39+0,2 na Etapa V (27,91+9,57 mg.L? de LAS afluente). Logo, para a
maior relacdo obteve-se maior remocao de LAS, fato verificado na primeira etapa (Figura 5.16).

Delforno (2010) obteve relacéo entre 0,2 e 0,6 em reator EGSB com TDH de 26-32
horas para remocdo de LAS padrdo (14,4+1,0 mg.L™). O autor registrou, nessas condigdes,
eficiéncia média de remocdo de LAS de 48-73%. Neste trabalho, com RALF, LAS de agua de
lavanderia e TDH de 17-23h observou-se relacdo de 0,39-0,7 e eficiéncia de remocao de LAS
de 39-75%, similar a observada por Delforno (2012) em reator EGSB.

1,20
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Figura 5.16 — Relacéo carga de LAS removida por carga de LAS aplicada

Em sistemas de tratamento bioldgico a eficiéncia de remocéo de matéria organica esta
associada a presenca da comunidade microbiana, que seja capaz de adaptar-se a flutuacoes de
cargas organicas, a presenca de materiais toxicos aplicados ao substrato e as variacfes das
condi¢Bes ambientais inerentes ao sistema. Assim, neste estudo a eficiéncia de remocgéo de
matéria organica ndo diminuiu com a presenca de concentracfes crescente de LAS de 4gua
residudria de lavanderia, embora tenha sido observado muitos COXs nessa agua. Entretanto, a
eficiéncia de remocéo de LAS decresceu ao longo da operacao do reator com concentracdes de
9,5+3 mg.L ! a 27,91+9,57 mg.L ™ de LAS afluente.
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5.2.5 — Monitoramento do pH e alcalinidade

Observou-se que os valores de pH, durante toda operacéo do reator, foram entre 6 e 8,0u
seja, em faixa 6tima para a metanogénese. Apos abertura do sistema verificou-se diminuicao
do valor medio de pH, tanto do afluente (7,4+0,5), quanto do efluente (7,9+0,1). (Tabela 5.12).

Tabela 5.12— Valores de parametro fisico-quimicos do afluente e efluente do reator de leito
fluidificado.

Etapa Amostra pH AP Al AT

Afluente 7,4+0,5 185+39 89+17 273+33

! Efluente 7,940,1 224+60 67+19 292+77
' Afluente 7,1+0,3 186+33 103+21 289+33
Efluente 7,9+0,1 299+38 89+26 388451

Afluente 6,9+0,1 162+11 112+18 274+17

. Efluente 8,0£0,1 272+40 78+27 350451
" Afluente 7,05+0,2 191433 132420 322+35
Efluente 8,17+0,2 243+44 98+32 341+69

Afluente 7,240,2 205+26 120+30 325+35

v Efluente 8,240,2 182+68 69+27 251+92

AP = Alcalinidade parcial; Al = Alcalinidade intermediaria; AT = Alcalinidade total

Na Etapa | de operacéo do reator (adaptagédo sem LAS), os valores de pH obtidos foram
de 7,4+0,5 e 7,9+0,1 para afluente e efluente, respectivamente (Figura 5.17). Estes valores
foram préximos ao encontrado por Carosia (2011), que verificou pH 7,7+£0,3 e 7,520,2 para
afluente e efluente da Etapa V1 (substrato sintético sem LAS de sabdo em p6 de uso domeéstico),
respectivamente.

A partir da adicdo da agua de lavanderia (Etapa I1) observou-se pouca varia¢do do pH
efluente, quando comparado com a etapa anterior (Etapa I). Os valores observados para a Etapa
Il foram entre 7,7 e 8,2 (7,9£0,1) (Figura 5.17). Entretanto, valores inferiores (6,7 a 7,6) foram
observados para o pH afluente (7,1+0,3). Desse modo, 0 acrescimo de agua de lavanderia ao
substrato sintético pode ter interferido no pH do meio, o qual pode influenciar negativamente

na estabilidade do reator se este ndo estiver em condi¢des de tamponamento adequado.
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Entretanto, este equilibrio de tamponamento foi favorecido pela adi¢do de bicarbonato de sodio
(400 mg.L1) ao substrato sintético e pela alta vazao de recirculacio (106 L.h™) do efluente do
reator.

Resultado semelhante foi verificado por Costa (2009) e Oliveira (2010), que verificaram
pH efluente de 8,0+0,3 e 8,0+0,2, respectivamente, ao utilizarem reator de leito fluidificado
para remocgdo de LAS (13,25+5,8 mg.L™? e 24,4+3,7 mg.L? respectivamente) em agua de

lavanderia e LAS padrdo (Sigma®), respectivamente.
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Figura 5.17 — Variacao temporal do pH afluente e efluente

Foram observados baixos valores de desvio padrdo para o parametro pH em todas as
etapas de operacdo do reator, tanto para afluente, como para efluente. A auséncia de sacarose
ao substrato sintético ndo influenciou o pH do sistema, entretanto, notou-se que na Etapa V
(sem sacarose) houve menor variacdo deste parametro, quando comparado com a etapa anterior
com sacarose (etapa IV) (Figura 5.17). Esta oscilacdo ocorrida na Etapa 1V pode ter ocorrido
devido a fermentacdo da sacarose, alterando assim o pH afluente, fato ndo observado na Etapa
V.

Observou-se valores médios similares de alcalinidade total (AT) afluente nas Etapas I,
Il e Ill, 273,9+33 mg CaCO3.L*!, 289,4+33 mg CaCO3.L'; 274,5+17 mg CaCO3.L?,
respectivamente. Quando iniciou-se a adi¢do da &gua de lavanderia na Etapa Il ocorreu aumento
da alcalinidade total efluente (292+77 para 388+51 mg CaCO3.L™). Entretanto, este aumento

persistiu nas Etapas Il e IV mesmo aumentando o TDH na Etapa IV, reduzido novamentena
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ultima etapa. Este fato deve ter ocorrido devido aos compostos presentes na dgua de lavanderia,
uma vez que, as concentracdes de LAS foram de 9,5#3 mg.L?, 23,3+55 mg.L?,
21,7+9,9 mg.L-! e 27,9+9,6 mg.L ™, para as Etapas II, l11, IV e V, respectivamente

Em relacdo a AT efluente verificou-se valores semelhantes a partir das etapas com
adicdo de LAS. Desse modo, verificou-se 292,1+77 mgCaCOs.L?, 388,5+52 mgCaCOs.L?,
350,1+51 mgCaCOs.L ! e 341,4+69 mgCaCOs.L?, respectivamente, para as etapas | (sem
LAS), II, 11l elV.

Na Etapa V (sem adicdo de sacarose ao substrato sintético) observou-se diminuicédo da
AT efluente para 251,6+92 mg CaCOgz.L%. Costa (2009) verificou em condic&o similar valores
semelhantes aos encontrados neste trabalho utilizando RALF e TDH de 18 horas, quando a
concentragdo de LAS de agua de lavanderia era 29 mg.L™. Entretanto, a autora notou maior
oscilagio da AT afluente e efluente que foi de 205+116 mgCaCO3.L? e
2424119 mgCaCO3.L?, respectivamente.

No presente estudo observou-se também, leve reducdo da AT efluente com o aumento
da concentracdo de LAS afluente. Com estes fatos pode-se sugerir que concentracdo de LAS

de 4gua de lavanderia proxima a 28 mg.L™ pode interferir na alcalinidade total do sistema.

Oliveira (2010) observou valores inferiores aqueles observados neste trabalho, entre
164+14 mgCaCOs.L! para o afluente e 154+13 mgCaCOs.Lpara o efluente, quando foi
adicionado 24,4+3,7 mg.L™! de LAS padrio.

O aumento da concentracdo de LAS padrdo afluente ndo interferiu na AT afluente e
efluente. Pode-se inferir que a presenca dos compostos xenobidticos na agua residuaria de
lavanderia pode ter interferido nessa alcalinidade do sistema. A variacdo temporal da
alcalinidade total afluente e efluente do reator pode ser observada na Figura 5.18.
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Figura 5.18 — Variagdo temporal da alcalinidade total afluente e efluente

Carosia (2011), verificou valores de alcalinidade total maiores no efluente
(460+102 mgCaCOs.L™Y) do reator em relagdo ao afluente (389+124 mgCaCOs.L?), e
semelhante ao registrado no presente estudo. A autora utilizou sabdo em p6 comercial como
fonte de LAS, assim como, a dgua de lavanderia o0 sabdo em pd possui outros componentes
auxiliares de limpeza (coadjuvantes, sinergistas, tamponantes, branqueador Optico, corantes,
enzimas, fragrancia, etc.), portanto, condi¢es proximas as deste trabalho.

Observou-se valores para alcalinidade parcial (AP) afluente de 185+39 mg CaCOs.L?,
186,4+33 mg CaCOs.L?, 162,4+11 mgCaCOs.L?, 191,1+33 mgCaCOs.L? e
205,2+26 mg CaCOs.L " paraas Etapas I, 11, 111, IV e V, respectivamente. Os valores observados
para o efluente foram de 224,6+59 mg CaCO3.L?, 299+37 mgCaCO3.L?, 272,1+40 mg
CaCO3.Lt, 243,4+44 mg CaCO3.L' e 182,568 mg CaCO3.L™! para as mesmas etapas
operacionais, respectivamente. Notou-se pouca variacdo deste parametro no afluente e efluente.
Entretanto, observou-se diminuicdo de 25% da AP média do efluente da Etapa IV em relagdo a
Etapa V.

Em relagdo a alcalinidade intermediaria (Al) observou-se 88,9+17 mg CaCO3.L?,
102,9+21 mg CaCO3.L?, 1121418 mg CaCO3.L*%, 132,6#20 mg CaCO3.L?! e
120,4+30 mg CaCO3.L?, para o afluente das etapas I, 11, I, IV e V, respectivamente. Em
relagdo ao efluente observou-se valores inferiores de Al, que foram de 67,5+19 mg CaCO3.L™,
89,5426 mg CaCO3.L!, 78+27 mg CaCO3.L?, 98,1+32 mg CaCO3.L! e 69,1+27 mg
CaCO3.L! para as Etapas I, II, 1lI, IV e V, respectivamente. Observou-se na Gltma etapa (V)

maiores concentra¢@es de nitrito o nitrato no efluente (item 5.2.8, Tabela 5.16), a formacédo
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desses compostos a partir da amonia gera H* e consequentemente consome a alcalinidade que
foi de 98,1432 mg CaCO3.L"! na Etapa IV para 69,1+27 mg CaCO3.L'na Etapa V.

Segundo Fernandez et al. (2008) o tamponamento do sistema e a estabilidade do reator
se deve a relacdo carbonato/bicarbonato, o qual protege o reator contra possivel acidificagéo.
Tanto, o bicarbonato adicionado ao substrato sintético, quanto a alta taxa de recirculacdo do
reator anaerébio de leito fluidificado favoreceram o tamponamento do sistema. Notou-se
pequena elevacgdo deste parametro no efluente das etapas IV e V. Assim pode-se considerar que
a quantidade de bicarbonato de sddio adicionada a alimentacdo foi suficiente para prover o
tamponamento necessario ao sistema.

A determinacdo da alcalinidade tem importante aspecto, no que se refere a relagdo
Alcalinidade Intermediaria/Alcalinidade Parcial (Al/AP). Segundo Ripley et al. (1986), relacdo
acima de 0,3 indica ocorréncia de distarbios no processo de digestdo anaerobia. Entretanto,
Foresti (1994), Chernicharo (2007) afirmam que, devido as particularidades de cada efluente,
relacdo Al/AP superior a 0,3 pode ndo afetar o desempenho do sistema.

A relacdo média Al/AP afluente foi superior ao encontrado na literatura (Tabela 5.13 e
Figura A2, apéndice), entretanto, os valores médios desta relacdo para o efluente estiveram na
faixa estimada por Ripley et al. (1986), ou seja, estabilidade do reator perante ao tamponamento
do sistema. Além disso, o baixo valor do desvio padrdo do efluente sugeriu estabilidade do
sistema, que € um fator chave para a remoc¢do do LAS (LOBNER et al., 2005).

Tabela 5.13 — Relac¢do entre a alcalinidade intermediaria e parcial no reator

Etapa Amostra Al/AP

Afluente 0,52+0,04

! Efluente 0,30+0,08

' Afluente 0,58+0,17
Efluente 0,30+0,08

Afluente 0,70+0,14

. Efluente 0,29+0,10
" Afluente 0,73+0,25
Efluente 0,40£0,10

v Afluente 0,60+0,20

Efluente 0,38+0,09
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5.2.6 — Monitoramento de Acidos Organicos

O processo de degradacao anaerobia é complexo, com formacéo de diversos produtos
metabolicos intermediarios que devem ser mantidos em equilibrio dindmico para evitar
comprometimento do sistema (SPEECE, 1996). A instabilidade do processo anaerébio ocorre
quando a velocidade de producéo de acidos for maior que seu consumo, acarretando diminuigéo
do pH e inibicdo das atividades de arqueias metanogénicas sensiveis as mudancas nas condicoes
ambientais (RIBAS et al., 2007).

A concentracdo de &cidos organicos (AO) durante a etapa de inoculacdo foi de
115,4+48 mg.L™. Neste periodo o sistema permaneceu fechado e essa condigdo foi favoravel
ao crescimento de microrganismos, por conseguinte, consumo de substratos organicos para
respiracéo e fermentacéo.

Quando o sistema foi aberto observou-se em média 66 mg.L!; 302,3 mg.L?;
34,6 mg.L?; 72,6 mg.LY; 59,1 mg.L " de AO para as Etapas I, I1, 11, IV e V, respectivamente
(Figura 5.19). Notou-se que 0 acréscimo de agua residuaria de lavanderia provocou o0 aumento
na concentracdo de &cidos no reator (Etapa Il). Entretanto, estes valores foram inferiores na

Etapa Ill, provavelmente, pela adaptacdo da biomassa a agua residuaria.
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Figura 5.19 — Distribuigo dos &cidos organicos em cada etapa de operacdo do reator
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Na Etapa I, adaptacdo do reator ao substrato sintético, observou-se maior porcentagem
de é&cido isovalérico (33%), em relacdo aos demais acidos organicos, seguido pelos acidos
isobutirico (31%) e succinico (13%). Apds o acréscimo de agua residuaria de lavanderia ao
substrato sintético (Etapa Il) observou-se maior diversidade de acidos organicos e, consequente
aumento no valor total de &cidos nesta etapa. O longo tempo de exposicdo (107 dias) dos
microrganismos aos compostos da agua residuaria pode ter afetado o crescimento e o
metabolismo deles no reator. Nesta etapa observou-se maior prevaléncia dos acidos succinico
(32%), isovalérico (17%) e acético (10%). Provavelmente, ocorreu adaptacdo dos
microrganismos ao novo constituinte do substrato sintético devido a manutencdo de algumas
populacdes em detrimento a outras.

Na Etapa Il observou-se a prevaléncia do acido caproico (24%), succinico (20%),
isovalérico (19%) e propidnico (15%). Nesta etapa operacional o aumento do surfactante para
23 mg.L™?, alterou a dindmica de producdo de acidos organicos. Tanto, na Etapa IV (21,7 mg.L"
1 de LAS), quanto na Etapa V (27,9 mg.L* de LAS) a diversidade de AO no reator foi maior
quando comparada com a Etapa I11 (23 mg.L™ de LAS).

No entanto, nas duas ultimas etapas operacionais notou-se mudangas na prevaléncia
dos &cidos organicos, provavelmente ocorrida pelo aumento da concentracdo de surfactante e
demais constituintes da &gua residuéria de lavanderia, bem como em fun¢do da diminuicdo do
TDH de 23 horas (Etapa 1V) para 18 horas (Etapa V).

Embora, o acréscimo de agua de lavanderia no sistema na Etapa Il tenha ocasionado
aumento na producdo de &cidos, 0 aumento da concentracdo do surfactante na Etapa Ill ndo
favoreceu a mesma tendéncia. Provavelmente, o tempo de exposicdo (107 dias) dos
microrganismos a agua de lavanderia na Etapa Il foi suficiente para sua adaptacdo. Na Etapa
IV observou-se maior abundancia de acido propidnico (18%), isovalérico (16%), valérico
(14%) e caproico (13%) no reator. Na Etapa V observou a prevaléncia de &cido valérico (28%),
isovalérico (13%), férmico (13%) e isobutirico (11%).

Na ultima etapa de operacdo do reator (Etapa V), quando houve a retirada da sacarose
da alimentacdo, observou-se diminuicéo de 8,8% na producdo dos &cidos organicos comparados
a Etapa IV (com sacarose) e menor alcalinidade intermediaria dentre as etapas com LAS. Vale
ressaltar que nessa Ultima etapa, além da auséncia da sacarose como fonte de co-substrato,
manteve-se 0 LAS em maior concentracdo durante todo periodo de operacdo do reator
(27,91+9,57 mg.L? afluente). Apds 430 dias de operagdo do reator com agua de lavanderia

(Etapas Il — V) pode ter ocorrido, tanto selecdo das populagfes microbianas especializadas na
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utilizacdo de LAS, bem como, mudancgas nas suas rotas metabdlicas e, consequentemente,
menor producgéo de cidos.

Neste estudo foram observados doze acidos organicos ao longo das etapas de operacédo
do reator. Mas, apenas cinco deles foram observados em todas as etapas, ou seja, acido

succinico, acido latico, acido propionico, acido isobutirico e acido isovalérico (Tabela 5.14).

Tabela 5.14 — Diversidade de acidos organicos nas etapas de operacdo do reator
| 11 i v Vv

Etapas
Adaptagdo  9,5#3 mg.LY" 23,3*8 mg.L?" 21,7410 mg.L " 27,9+9,6 mg.L "
TDH (h) 19,9 17,7 18,6 23 17,8
Acidos
. (mg.L™)
Orgénicos
Citrico <LD <LD <LD <LD 2,54+0,6
Malico <LD <LD <LD 5,74+£1,7 4,55+1,8
Succinico 8,518 9,58+6,2 7,8+0,8 2,58+0,5 2,21+0,3
Latico <LD 3,51+5,5 2,62%0,6 4,85+1,3 3,71+1
Férmico <LD 4,95+2,5 <LD 4,12+1,3 7,66+4,5
Acético 5.32+2,5 9,44%9,7 <LD 3,7£1,06 3,70£1,4
Propibnico 6,6+2 29,47+22,3 5,12+0,6 12,65%6,9 4,21+15
Isobutirico 20,6+£17,6 6,25+2,8 3,06£1,8 2,96+1,13 6,31
Butirico <LD 6,97£7,9 1,77£0,4 2,15%0,72 <LD
Isovalérico 21,9+13,1 59,48+66 10,0619,9 11,9+12,2 7,64+2,1
Valérico <LD 14,14+17 <LD 10,1515 16,65%3,6
Caprdico <LD 11,77+8,9 8,18+1,2 9,22+1,7 <LD

“LAS; <LD: Abaixo do limite de deteccdo da curva de calibragéo

Ahring et al. (1995), observaram que 0 aumento da concentracéo de acidos organicos
volateis foi indicador de instabilidade do processo anaerdbio. Logo, é essencial a estabilidade
do reator para a obtencdo de maiores taxas de remocdo dos surfactantes em agua de lavanderia.
Esta estabilidade pode ser comprovada neste estudo pelos valores referentes a alcalinidade total,
parcial e intermediaria do sistema.

Delforno (2011), constatou predominancia de &cido isobutirico seguido de acético ao
trabalhar com reator EGSB com TDH de 26 horas e 14,4 mg.L* de LAS. Embora, neste trabalho
tenham sido detectados alguns &cidos organicos no efluente, as concentragGes foram baixas,

portanto ndo ocorreu desestabilizagdo do sistema devido a essa producéo.
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5.2.7 — Monitoramento do sulfato

Observou-se valores maiores de sulfato efluente nas Etapas II, 11l e IV (Tabela 5.15).
Provavelmente, nessas etapas ocorreu a lise da molécula do LAS pelos microrganismos e
liberagdo do grupo sulfonado ao meio liquido. Segundo Oliveira et al. (2009), o sulfato
disponivel também pode ser utilizado pelos microrganismos para 0 seu metabolismo como
ocorreu em reatores anaerobios horizontais de leito fixo, no qual, o comportamento observado
pelos autores foi 0 oposto, ou seja, concentracdes menores de sulfato efluente, em relacdo ao
afluente (3 mg.L e 8 mg.L™? respectivamente). Entretanto, na tltima etapa foi observado o
oposto, menor concentracdo de sulfato no efluente e consequentemente menor remogéo de LAS
em todo estudo (39%).

Ao longo da operacdo do reator pode ter ocorrido selecdo de microrganismos
consumidores de sulfato como por exemplo o género Bosea que esta relacionada com a reducao
de sulfato ou tiossulfato a sulfeto (BRENNER et al., 2005). A presenga desse género foi
corroborada pela concentracdo de sulfato no afluente do RALF, sendo que a presenca de
representantes desse género foi maior (0,47%) na Etapa V, com maior concentracdo afluente
de sulfato (16+20,2 mg.L™).

Carosia (2011), constatou no efluente de reator de leito fluidificado com
14,4+35 mg.Lt de LAS afluente, valores de sulfato proximos (15,9+155 mg.L™?) aos
observado no presente estudo (Tabela 5.15). Assim como Oliveira (2010) que ao trabalhar com
a mesma configuragdo de reator e 8,2+1,3 mg.L de LAS afluente, detectou 16+5 mg.L™ de
sulfato no efluente. Vale ressaltar que o0 método empregado neste trabalho (cromatografico) foi
diferente das autoras supracitadas (turbidimétrico).

Os compostos aromaticos sulfonados podem ser usados como fonte de carbono e energia
ou como fonte de enxofre. No primeiro caso, ha utilizacdo da cadeia carbbnica e liberacdo do
grupo sulfonado como sulfito ou sulfato. No segundo caso, o grupo sulfonado é usado como
fonte de enxofre e a cadeia carbdnica dessulfonada € liberada como fenol correspondente
(ELSGAARD et al., 2003).
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Tabela 5.15 — Valores de sulfato nas etapas de operagao do reator

Etapa Amostra Sulfato (mg.L™?)

' Afluente 8,0+4,7
Efluente 16+8,5

" Afluente 2,9+2.8
Efluente 15,71+26,3

" Afluente 8,0+4,2
Efluente 13,28+13,2

v Afluente 16,04+20,2
Efluente 9,66+4,6

11: 9,5mg.Lt LAS; 111:23 mg.L? LAS; IV:23 mg.Lt LAS e V: 27,9 mg.Lt LAS

Denger e Cook (1999) relataram que o LAS pode ser usado como fonte de enxofre por
bactérias anaerdbias sob condicdo limitada de sulfato. No tratamento de residuos organicos, a
presenca do sulfato provoca uma série de alteracGes em reatores bioldgicos, uma vez que €
estabelecida competicdo pelo mesmo substrato por parte de bactérias redutoras de sulfato e
bactérias fermentativas, acetogénicas e arqueias metanogénicas dando origem a dois produtos
finais: metano (por meio da metanogénese) e sulfeto via reducao de sulfato.

No caso especifico deste trabalho pode-se observar relacdo direta entre o LAS afluente
e sulfato efluente (Figura 5.20); ou seja, degradacdo do LAS e liberacdo do grupo sulfonado
para 0 meio liquido.

Segundo Perales et al. (2003) a liberacdo do grupo sulfonado, proveniente da ruptura do
anel aromaético e, consequentemente dessulfonacdo séo os estagios finais da rota de degradacao
do LAS. Por meio da andlise de correlacdo de Pearson pdde-se verificar correlacdo positiva

entre o LAS afluente e sulfato efluente, com R?=0,804 com nivel de significancia p=0,01.
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Figura 5.20 — Variacao temporal do LAS afluente e sulfato efluente

Em concentragdes reduzidas, o sulfato é suficiente apenas para que ocorra reducéo
assimilativa e, portanto, sulfeto ndo é gerado. Todavia, o sulfeto pode ter sido produzido e,

imediatamente consumido por outros microrganismos (DUARTE, 2006).

5.2.8 — Monitoramento de fosfato, nitrito e nitrato

Fosfatos inorganicos sdo adicionados aos detergentes em pd, com o objetivo de
complexar os ions metalicos responsaveis pela dureza das aguas e torna o meio alcalino,
melhorando assim a acdo de limpeza (STOKER, 1989). De acordo com Jaworska et al. (2002),
os fosfatos dificultam a decomposicao dos agentes branqueadores do sabdo em po.

A remoc&o bioldgica de fosforo € obtida mediante a selecdo de bactérias capazes de
armazenar polifosfato, essa remocdo é mais eficiente em condicgdes alternadas de aerobiose e
anaerobiose (OSADA et al, 1991; VAN HAANDEL).

Em relacio ao fosfato observou-se valores maiores para o afluente (14,5+14 mg.L™?)
em relagdo ao efluente (8,6+4 mg.L™) para as etapas 1 a IV de operacéo (Tabela 5.16). Contudo,
na Etapa V de operacdo do reator notou-se maior concentracdo de fosfato efluente

(6,47+2,7 mg.LY) em relagdo ao afluente (4,82+3,1 mg.L). Provavelmente, houve sua
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liberacdo do interior das células dos OAF para o meio liquido. Esse fato deve ter ocorrido na

areia, ambiente anaerobio evidenciado pelo teste com resazurina.

Tabela 5.16 — Valores da concentracdo de fosfato, nitrito e nitrato

(mg.L™)
Etapa Amostra
Fosfato Nitrito Nitrato

Afluente 24,12421,2 - -

! Efluente 9,7£6,7 11,51+12,5 9,0648,1
Afluente 19,4+48,7 - -

. Efluente 8,82+2,4 6,5245,8 3,456
Afluente 16,03+7,7 - -

v Efluente 11,74%3,2 20,94+14,5 15,02+13,5
Afluente 4,82+3,1 2,5940,5 3,45+0,91

v Efluente 6,47+2,7 32,61+27,8 23,18+24,1

Como ja explicado anteriormente, no presente trabalho a parte superior do reator
(separador de fases) foi mantida aberta, permitindo assim, pequena troca gasosa € manutencao
de ambiente facultativo. Sob tais condi¢Ges pode ter favorecido ambiente propicio para o
desenvolvimento de organismos acumuladores de fosforo (OAF). Este fato é corroborado pela
analise de pirosequenciamento de amostra dessa regido, na qual observou-se trés géneros com
essa habilidade: Aquabacterium, Cloacibacterium e Thiovirga (KALMBACH, 1999; ITO et
al., 2005; ALLEN, 2006; CERQUEIRA et al., 2012).



94

80 | 11 11 AV V
70 1=
60
CJ\
— 50
£
~ 40 °
i)
w A 4
o 5} (<]
LL (6]
20 ° =
° ﬁ; o o e e @p
10 °a g OO0 = o go@
oo o o i o
o %o ° o e o
0 1 —m- ‘ — 0000 ‘ ‘ ‘ ‘ B "e
0 40 80 120 160 200 240 280 320 360 400 440 480

Tempo de operacgéo (dias)

‘ @ Afluente o Efluente ‘

Figura 5.21 — Variagéo temporal do fosfato afluente e efluente

Duefias et al. (2003) caracterizaram as diferentes formas de fosforo em duas estacdes de
tratamento de esgoto municipal da Espanha, sendo fosforo particulado, fésforo soltvel, fosfato
e fésforo total. De acordo com os autores, a maior parte do fésforo total presente no esgoto
estava na forma de fosforo soltvel, sendo que o fosfato foi a forma predominante . No presente
trabalho fosfato foi a Unica forma de fosforo analisada.

O processo de remocdo de fosforo necessita de fonte de carbono, compostos de baixo
peso molecular, como o acido acético e acido propiénico (FARIA et al., 2006). A maior
remocdao de fosfato no presente estudo foi observada na Etapa |1, quando as concentra¢fes dos
acidos acético e propiénico foram as maiores (Tabelas 5.14).

Zou et al. (2006) estudaram o papel do nitrato na remocdo biolédgica de fésforo em
RBS. Estes autores mostraram que maior remocao de fosfato (96%) foi alcancada em condicédo
aerdbia (oxigénio), e usando nitrato como receptor (condi¢do andxica) obteve-se 87,1% de
remocdo de fosfato. Entretanto, no presente estudo nitrato s6 foi observado no afluente da etapa
V, quando a concentracdo de fosfato efluente foi maior, ndo havendo, assim relacdo entre a
utilizacdo do nitrato como receptor de elétron e a remocéo do fosfato.

A &gua residuaria cinza (com surfactantes) contribui, em geral, com apenas 7,7% da
carga de nitrogénio total e 2,3% da carga de aménia (GRAY; BECKER, 2002). Pdde-se
observar durante a caracteriza¢do da agua residuaria de lavanderia, juntamente com o extrato

de levedura, podem ter sido fontes de nitrogénio. Em relagdo a agua residuéria observou-se 0s
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seguintes valores de compostos nitrogenados: NTK (23,2#8,9 mg.L), N-amoniacal
(10,246 mg.L™?) e nitrato (9+4,7 mg.L™).

Foram detectados nitrito e nitrato no efluente de todas as Etapas de operacdo do reator.
As maiores concentracbes foram registradas na Etapa V, sendo 32,61+27,8 mg.L? e
23,18+24,1 mg.L? para nitrito e nitrato, respectivamente. Entretanto, na Etapa V, também
observou-se os dois compostos no afluente do reator. Provavelmente, a maior concentracdo de
LAS (27,91+9,57) dessa etapa correspondeu a maiores concentracbes de outros compostos
caracteristicos dessa agua residuaria.

Maiores concentragdes de nitrato corresponderam as maiores concentragdes de nitrito
no efluente do RALF. A presenca de representantes do género Nitrossomonas na biomassa da
Etapa IV propiciou a oxidacdo da amonia (agua residuaria de lavanderia) a nitrito e a presenca

de Nitrospira na biomassa da Etapa V a oxidacdo do nitrito a nitrato.

5.2.9 — Monitoramento dos sélidos suspensos totais

O fato do reator ser ligeiramente aberto na parte superior, proporcionou trocas gasosas
com a atmosfera e, portanto, maior diversidade de microrganismos, aumentando a chance de
degradacdo do surfactante no reator. Assim que a agua de lavanderia foi adicionada ao sistema
houve alteracdo macroscépica dessa biomassa ao longo do tempo de operacdo (Figuras 5.22 a
5.25).
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Figura 5.22 — Biomassa representada pela seta vermelha (19 dia de operagdo do reator com

agua de lavanderia)

A 4

Figura 5.23 — Biomassa representada pela seta vermelha (41 dia de operagdo do reator com

agua de lavanderia)
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Figura 5.24 — Biomassa representada Figura 5.25 — Biomassa representada
pela seta vermelha (51¢ dia de operagdo pela seta vermelha (90 dia de operagdo
com agua de lavanderia) com agua de lavanderia)

Essa alteracdo da biomassa no reator ndo influenciou negativamente na remocao de
DQO. Provavelmente, ocorreu adaptacdo da biomassa aos compostos da agua de lavanderia.
Embora, a lavanderia e o surfactante usados tenham sido sempre 0os mesmos, mudou-se 0 tipo
e caracteristica das roupas, sujidade e adicdo de compostos auxiliares na remocdo de
determinadas manchas, os quais influenciaram a alteracdo de popula¢fes de microrganismos
do reator.

Braile (1993) afirma que os despejos das lavanderias contém sujeiras removidas das
roupas e substancias adicionadas na lavagem. Os surfactantes presentes na &gua produzem uma
suspensdo de solidos e pedacos finos de fibras de tecidos. Os valores de solidos suspensos totais
(SST), fixos (SSF) e volateis (SSV) estdo apresentados na Tabela 5.17.

Na Etapa | de operagédo do reator (adaptacéo) as concentracdes de SST, SSF e SSV
foram 0,036+0,01 g.L%, 0,002+0,002 g.L* e 0,033+0,013 g.L %, respectivamente (Tabela 5.17).
A adigdo de agua de lavanderia na Etapa Il acarretou em aumento de SST de 83,3% e maior
producdo de &cidos organicos. Essa maior concentracdo foi, provavelmente, devido a
instabilidade operacional devido aos novos constituintes presentes na agua de alimentacao.

Pode-se inferir que, a adicdo da dgua de lavanderia ao sistema interferiu negativamente
no metabolismo dos microrganismos ali presentes ocasionando sua liberacdo na forma de
solidos volateis. No entanto, os constituintes dessa agua residuaria, inclusive o LAS, podem

também, ter servido como substratos para alguns microrganismos.
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Provavelmente, decorridos 107 dias de operacdo do reator com agua de lavanderia
(Etapa I1) com 9,3+3 mg.L de LAS e TDH de 18 horas, a biomassa estava mais adaptada a
presenca do surfactante e demais constituintes da agua residuaria. Portanto, a concentracéo de
solidos efluente nas etapas seguintes (II1 e IV) foi menor. Este comportamento ndo foi
prejudicado pelo aumento da concentragdo do surfactante nem pelo aumento do TDH.

Na Etapa Ill observou-se 0,027+0,02 g.Lde SST; ou seja, 59% menor que a etapa
anterior. Decorridos 137 dias de operagio com agua de lavanderia e 23,3+8 mg.L* de LAS, a
biomassa, provavelmente, estava mais adaptada a tal condi¢éo, portanto a concentracdo de SST
efluente foi menor.

Na Etapa 1V foi possivel observar reducdo mais acentuada de SST, com decréscimo em
62,9% da etapa anterior. Notou-se que o aumento do TDH de 18,6 horas na Etapa Ill, para 23
horas na Etapa IV favoreceu a retencao de biomassa e menor concentracéo de sélidos suspensos
totais efluente. Segundo Sanz e Polanco (1990), o reator anaerdbio de leito fluidificado parece
ser 0 mais promissor para tratamento de aguas residuarias de baixa carga, como esgoto
doméstico, uma vez que o processo mantém grande massa de microrganismos ativos e efetiva
retencdo de sélidos suspensos totais.

Na ultima Etapa (V) pdde-se observar aumento de 470% na concentragcdo de SST
efluente comparado a Etapa V. A auséncia do co-substrato (sacarose) no afluente do reator e
maior concentracdo de LAS afluente nessa etapa podem ter influenciado no desprendimento da
biomassa e, consequentemente, na menor eficiéncia de remocdo de LAS (39,3+20,6%) em toda
operacéo.

Delforno (2010) constatou valores de sélidos suspensos proximos ao observado neste
estudo (0,064 g.L de SST e 0,045 g.L*de SSV), ao utilizar 14,4+1,0 mg.L " de LAS e TDH de
26 horas em reator EGSB. Esse fendmeno pode ter ocorrido devido a instabilidade que o
surfactante ocasionou na comunidade presente no reator.

Vale ressaltar que a maior parte dos sélidos do efluente correspondeu ao SSV que
representam em grande parte a biomassa. Essa mesma tendéncia foi observada por outros
autores que empregaram, tanto o RALF como, EGSB para remocdo de LAS (CAROSIA, 2012;
DELFORNO, 2012; FERREIRA, 2012).
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Tabela 5.17 — Valores da concentracdo de solidos suspensos efluentes

ETAPA @5

SST SSF SSV
| — Adaptacio sem LAS 0,036+0,01  0,002+0,002 0,033+0,01
Il - 9,5£3 mg.L? LAS 0,066+0,05 0,007+0,01 0,059+0,04
Il - 23,3+8 mg.L LAS 0,027+0,02  0,0009+0,001  0,0275+0,01
IV — 21,7410 mg.L ! LAS 0,01+0,01  0,0001+0,001  0,0115+0,01
V - 27,9496 mg.L? LAS 0,04740,03  0,004+0,013  0,0428+0,024

5.2.10 — Balango de massa do LAS

O balanco de massa do LAS foi realizado apenas no final da operacao do reator. Este
balanco refere-se a massa de LAS aplicada ao RALF, a massa de LAS recuperada no efluente
e a massa de LAS adsorvida no reator.

Foi verificado que durante o periodo de operacgao, o reator recebeu 10.936,4 mg de LAS,
sendo que 4.528,7 mg foram observados no efluente (Tabela 5.18). Por meio do balanco de
massa foi verificado que 56,9% do LAS adicionado no reator foram removidos por degradacéo
bioldgica e que 1,63% ficaram adsorvidos na areia, na biomassa do separador de fases, na
biomassa do distribuidor e na biomassa efluente (Figura 5.26).

Dentre a quantidade adsorvida, 97,84% do LAS ficaram adsorvidos na biomassa
efluente (0,174 g), 1,49% na biomassa do separador de fases (0,0026 g), 0,55% na areia (0,001
g) e 0,12 % na biomassa do distribuidor (Tabela 5.19).

A adsorcdo esta relacionada a biodisponibilidade, toxicidade e destino do LAS
(KNAEBEL et al., 1996; WOLF; FEIJTEL, 1998). A adsorcdo pode ser atribuida a forcas
quimicas ou fisicas, dependendo das propriedades fisico-quimicas, natureza do material e
parametros ambientais (YING, 2006). No presente trabalho a adsorcdo do LAS foi considerada

baixa (menos de 2%).
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Tabela 5.18 — Balanco de massa de LAS

Concentragéo de LAS mg %
Adicionado 10.936,37 100
Efluente 4.528,68 41,41
Adsorvido 178,16 1,63
Removido 6407.69 58,59
Degradado 6.229,53 56,96
Tabela 5.19 — Adsorcéo do LAS
LAS adsorvido Mg 90 (adsorvida) 90 (total)
Total adsorvido 178,16 100 1,63
Areia 0,97 0,55 0,008
Biomassa efluente 174,32 97,84 1,59
Biomassa do separador de fases 2,65 1,49 0,024
Biomassa do distribuidor 0,22 0,12 0,0019

Oliveira (2010) avaliou a remocao de LAS em reator anaerobio de leito fluidificado com
areia como material suporte, TDH de 18 horas e sacarose e extrato de levedura como co-
substratos. A autora observou em média 93% de biodegradacdo do surfactante para
concentracBes de 8 a46 mg.L™* de LAS afluente. Provavelmente, essa alta eficiéncia foi devida
a utilizacdo somente de LAS padrdo na composi¢do do substrato sintético.

Neste trabalho, com adigéo de até 27,9+9,6 mg.L'de LAS a eficiéncia de biodegradacgio
do surfactante foi de 56,9%. Deve-se ressaltar que nesse estudo foi usada agua de lavanderia
como fonte de LAS, a qual contém outros compostos, como coadjuvantes, enzimas,
branqueadores Opticos, cargas, corantes, além do surfactante, como observado na
caracterizagdo da &gua residuaria (Item 5.1.9).

A adicéo de co-substrato complexo (extrato de levedura) pode ter favorecido a formagao
de consodrcios microbianos, necessarios para degradacéo de LAS (JIMENEZ et al., 1991), além
de fornecer os nutrientes necessarios para manter a atividade de degradacdo do surfactante
(KHLEIFAT, 2006; ABBOUD et al., 2007) e micronutrientes, aminoacidos e vitaminas para

crescimento das arqueias metanogénicas.
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Figura 5.26 — Proporgéo da adsorgéo e degradagao de LAS no reator de leito fluidificado

As maiores eficiéncias de degradacdo de LAS (85%) foram obtidas em reator UASB
(SANZ et al., 2003) e em reator anaerdbio de leito fluidificado (81-99%) (OLIVEIRA et al.,
2010). No reator UASB atribuiu-se a maior degradacdo de LAS (85%) a retirada de co-
substratos da alimentacdo (SANZ et al., 2003).

Em reator anaerdbio de leito fluidificado observou-se maior eficiéncia de degradacéo
de LAS (81-99%) em virtude da transferéncia de massa e diluicdo do afluente proporcionado
pela alta vaz&o de recirculacéo (16-30 L/h) (OLIVEIRA et al., 2010). Além disso, observou-se
baixa concentracdo de acidos volateis (12-16 mg HAc/L) no reator anaerébio de leito
fluidificado (OLIVEIRA et al., 2010), corroborando a relacdo entre degradacdo de LAS e
concentracdo de co-substratos (representado pelos &cidos volateis).

Desse modo, o reator de leito fluidificado é opcao excelente para remocao do surfactante
LAS, guando comparado a outras configuracdes de reatores anaerébios testados por outros
pesquisadores (batelada, UASB, RAHLF) (ALMENDARIZ et al., 2001; SANZ et al., 2003;
LOBNER et al., 2005; DUARTE, 2008).

A alimentacdo continua e o elevado tempo de detencdo hidraulica, aliados a recirculacéo
do sistema, sdo possibilidades interessantes para degradacao anaerdbia de LAS. O sistema de
mistura homogénea proporciona maior disponibilidade de agua residuaria, quando comparado
ao sistema pistonado. Além disso, por meio da alimentacdo continua ndo se aplica de uma sé

vez grandes cargas dos compostos a biomassa aderida no material suporte.
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5.2.11 — Caracterizagdo qualitativa afluente e efluente dos COXs

Para verificar os intermediarios de degradacdo do LAS e demais compostos presentes
na agua residuéria utilizada no reator, foram analisados qualitativamente por CG/ES amostras
das Etapas IV e V.

Foram identificados quinze compostos organicos xenobidticos (COXs) na amostra do
efluente do reator da Etapa IV (Tabelas 5.20 e 5.21), com seis compostos em comum com a
amostra de &gua de lavanderia (Item 5.1.9), sendo eles: decametil ciclopentassiloxano,
dodecametil ciclohexassiloxano, octametil ciclotetrassiloxano, dimetil pentadecilamina, éter de
diglicidil bisfenol A e etil hexil ftalato.

As substancias identificadas foram agrupadas em seis classes com base na sua
finalidade, sendo auxiliares na producdo de produtos de limpeza, solvente, amaciante e
plastificante, emulsionante, diluente e fragrancia (Tabela 5.20 e 5.21).

De acordo com o perfil cromatogréafico do efluente do reator, analisadas por Headspace
foram detectados os seguintes compostos: Decametil ciclopentassiloxano (41,62%) e
Dodecametil ciclohexassiloxano (32,22%). Em menor proporgdo foram observados Octametil
ciclotetrassiloxano (13,53%) e Tetradecametil cicloheptassiloxano (12,63%).

Octametil ciclotetrassiloxano tem uso em ampla variedade de aplicagdes, incluindo os
processos de fermentacdo, producdo de café instantaneo, revestimentos de papel e cola, bebidas
dietéticas, solucdes de lavagem de residuos alimentares, adesivos, téxteis, detergentes, solucdes
de limpeza, agentes tensoativos, produtos cosméticos e polimento (USEPA, 1985).

A producdo de Decametil ciclopentassiloxano visa sua utilizagdo como agentes nos
produtos de cabelos, anti-transpirantes, cosméticos, bem como, sendo um subproduto da sintese
de fluidos de silicone e resinas (BUTTS; KIRK, 2005)

Dodecametil ciclohexassiloxano é usado na producdo de cosméticos, tintas, vernizes,
utensilios de cozinha, produtos relacionados a salde e eletrénicos, e também foi encontrado no
efluente do reator (HORII et al, 2008).
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Tabela 5.20 — Compostos detectados no efluente do reator na etapa IV (anélise do Headspace)

Classe Composto % A Qualidade
Producdo de surfactantes Octametil Ciclotetrassiloxano 13,53 83
Producdo de surfactantes Decametil Ciclopentassiloxano 41,62 87
Producéo de surfactantes Dodecametil Ciclohexassiloxano 32,22 87
Producdo de surfactantes Tetradecametil Cicloheptassiloxano 12,63 AMDIS

% A = Porcentagem de area normalizada a qual indica a distribuicdo relativa dos compostos na amostra. Qualidade
= Indice de pesquisa na base de dados que reflete a similaridade do espectro de massas obtido com os registrados
nas bibliotecas utilizadas. Foram adotados indices de qualidade > 70. AMDIS Automated Mass Spectral

Deconvolution and Identification System.

Compostos com estrutura quimica complexa sdo de dificeis remocéo, sobretudo em
sistemas de tratamento biologico. A presenca de anéis aromaticos dificulta sobremaneira a
degradacdo desses compostos, por conseguinte, tornam-se recalcitrantes ao tratamento
bioldgico. Isso também é valido para compostos que contém atomos de cloro (KIMURA et al.,
2005) ou grupos nitro aromaticos, sabidamente recalcitrantes aos processos bioldgicos de
tratamento (ANDREOZZI et al., 2006).

De acordo com o perfil cromatografico do efluente do reator analisado por injecdo direta
(Tabela 5.21) foram detectados em maior proporcao, o amaciante e plastificante etil hexil ftalato
(13,39%), emulsificante dimetil nonadecanamina (11,41%) e emulsificante dimetil
pentadecilamina (4,43%). Em menor proporcdo foram observados éster etil hexil do &cido
hexanodidico (3,96%); metil fenol (3,44%); etil octeno (3,20%); acetato de etila (1,65%).

Acido hexanodidico é muito utilizado na fabricacio de produtos farmacéuticos,
fixadores de perfumes, acidulantes na inddstria de alimentos (FENAROLI, 1975; FURIA,
1972). Metil fenol é empregado na producdo de desinfetantes, agentes de limpeza, surfactantes,
pesticidas, corantes e antioxidantes ou pode ser originado como subproduto da degradacdo do
LAS (LEWIS, 2001; O'NEIL, 2001).

Etil octeno € usado nas industrias de surfactantes, polimeros e detergentes (LEWIS,
1993). Acetato de etila (1,65%) é muito usado como auxiliar farmacéutico (sabor), em esséncias
de frutos artificiais, como solvente, na fabricacdo de fumo em pd, couro artificial, filmes
fotograficos e na limpeza de produtos téxteis (BUDAVARI, 1996).
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Tabela 5.21 — Compostos detectados no efluente do reator (Etapa 1V) por injecdo da amostra

Classe Composto % A Qualidade
Producéo de surfactantes Etil Octeno 3,20 86
Fragrancia Metil Fenol 3,44 AMDIS
Solvente Acetato de Butoxi Etila 1,65 AMDIS
- Trimetil Cicloexenona 1,98 AMDIS
Amaciante e Plastificante Dietil Ftalato 3,02 AMDIS
Emulsificante Dimetil Pentadecilamina 4,43 94

- Octatiocano 1,18 83
Emulsificante Dimetil Nonadecanamina 11,41 AMDIS
- Ester Etil Hexil do Acido 3,96 AMDIS

Hexanodioico

Amaciante e Plastificante Etil Hexil Ftalato 13,39 97
Diluente Eter de Diglicidil Bisfenol A 2,99 81

% A = Porcentagem de &rea normalizada a qual indica a distribuicdo relativa dos compostos na amostra.
Qualidade = indice de pesquisa na base de dados que reflete a similaridade do espectro de massas obtido com os
registrados nas bibliotecas utilizadas. Foram adotados indices de qualidade > 70.

AMDIS = Automated Mass Spectral Deconvolution and Identification System.

O destino de um composto no sistema de tratamento é ditado pela sua estrutura quimica,
que influencia grandemente sua taxa de degradacdo e remocdo (CIRJA et al., 2008). Um
composto simples, que possui, por exemplo, uma cadeia alquilica curta, é passivel de ser
facilmente degradado em sistema de tratamento bioldgico. Por isso, a necessidade de conhecer
todos os compostos presentes no efluente a ser tratado.

Ao final da operagdo do reator, 430 dias com &gua residuéria de lavanderia como fonte
de LAS, foi realizada analise mais completa com relacédo a caracterizacdo qualitativa dos COXs
das amostras afluente, efluente e adsorvido na biomassa do reator. Foram identificados nas
amostras da ultima etapa (Etapa V) dez COXs, dentre esses compostos, oito foram observados
no afluente, cinco na efluente e dois adsorvidos na biomassa do reator (Tabela 5.22).

Octiladipato (plastificante), metanotiol (pesticida/subproduto de degradagéo), e
monoetil hexil ftalato (amaciante e plastificante) foram predominantes no afluente do reator.
Os compostos octil adipato (plastificante) e monoctil ftalato (amaciante e plastificante) no
efluente. Apenas trimetilborato e octil adipato (plastificante) foram detectados adsorvidos na

biomassa ao final da operacao.
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Tabela 5.22 — COXs encontrados no afluente, efluente e adsorvido na biomassa ao final da
operacéo do reator (Etapa V)

Afluente Efluente Adsorvido

Classe Composto
(%) (%) (%)
Analise por Headspace - - -
(subproduto) Metanotiol 48,69 100 -
(subproduto) Dimetil disulfito 23,88 - -
Solvente/Desinfetante Trimetilborato - - 100
- Né&o determinado 27,42 - -
Analise por injecéo direta
Amaciante/Plastificante  Butil octil ftalato 4,52 5,14 -
Amaciante/Plastificante  Etil hexil maleato 1,97 5,61 -
Anti-espumante/
Amaciante/Plastificante  Citrato de butila 1,3 - -
Amaciante/Plastificante  Adipato de octila 55,72 65,3 93,7
- Eicosano metil 1,37 - -
Amaciante/Plastificante  Monoetil hexil ftalato 35,1 - -
Amaciante/Plastificante  Monoctil ftalato - 14,49 -
- Né&o determinado - 7,41 6,29

% A = Porcentagem de &rea normalizada a qual indica a distribuicdo relativa dos compostos na amostra.

Metanotiol (metil mercaptano) é encontrado na sintese de combustiveis para aviacao,
pesticidas e fungicidas (O'NEIL, 2006). Fontes de emissdes potenciais incluem industria de
celulose, 6leo de xisto, de processamento de petréleo, fabricacdo de amido, e estacBGes de
tratamento de esgoto (GRAEDEL, 1978; USEPA, 1987; KELLY; SMITH, 1990; BINGHAM,
2001;).

Metanotiol é produzido sob condicdo anaerdbia por bactérias redutoras de sulfato e
bactérias produtoras de metano a partir da metionina ou a partir de dimetil sulfeto e dimetil
dissulfeto. Este metil mercaptano pode ser mineralizado ao metano, dioxido de carbono e
sulfeto de hidrogénio (NTP, 2001).

Sob condigdo anaerobia ocorrera dimerizagdo de metil mercaptano para dimetil

dissulfeto. Metil mercaptano ndo adsorve em sdélidos em suspensdo ou sedimentos. A



106

volatilizagdo da superficie da &gua pode ser um destino importante, cujo processo € estimado
por meio da lei de Henry (NTP, 2001).

A liberacdo de adipato de octila para o ar pode ocorrer durante a incineracédo de residuos
municipais, industriais e residuos provenientes da producao de plastico e de outros processos
que utilizam plastificantes. Lixiviados dos aterros municipais e industriais, que contém
materiais plasticos podem conter octil adipato. (ABRAMS et al. 1975). Este composto foi
detectado nos efluentes de industria de polpa e papel e no tratamento de efluentes de esgoto
(SHACKELFORD; KEITH, 1976; BURSEY; PELLIZZARI, 1982).

Os ftalatos séo usados principalmente como plastificantes em polivinil flexivel de
vinilo (PVC). Usos ndo poliméricos de ftalatos como fixadores, detergentes, éleos lubrificantes
e solventes leva sua inclusdo em diversos produtos, tais como, cosméticos e para acabamentos
em madeira (HUANG et al., 2007).

Trimetilborato é obtido a partir da destilacdo de uma mistura de acido bdrico e metanol.
Pode ser utilizado como solvente, fungicida, catalisador na industria quimica, aplicacdes na
industria farmacéutica. Este composto é rapidamente hidrolisado a acido borico e metanol na
presenca de agua (DOCKS, 1992; LEWIS, 1997).

Eriksson et al. (2002) relataram mais de 900 COXs comumente utilizados em produtos
de higiene pessoal e limpeza e, portanto, potencialmente presentes em &guas residuéria de
lavanderias. De acordo com Marcomini e Zanette (1996), mais de 2500 produtos quimicos
podem ser encontrados em efluentes de maquina de lavar roupas e, portanto, no esgoto
domeéstico.

Embora, a agua residuédria de lavanderia diluida em substrato sintético tenha
contribuido com alguns compostos COXs, quatro deles ndo foram observados nem na amostra
efluente nem adsorvido na biomassa (Dimetil disulfito, Butil citrato, Eicosanoe metil e

Monoetil hexil ftalato).

5.2.12 — Anaerobiose no reator de leito fluidificado

O ensaio para constatar a anaerobiose do reator foi realizado ao final de sua operagéo.
Para isso, realizou-se teste com corante resazurina no afluente do reator conforme descrito no
item 4.12.
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Ap0s algumas horas de alimentacdo com resazurina, a coloragdo do reator adquiriu
tonalidade rosea (potencial redox entre -200 e +200 mV). No entanto, na areia com biofilme, a
resazurina tornou-se transparente, indicando anaerobiose estrita nesse trecho do reator (Figura
5. 27).

No biofilme (condicdo de anaerobiose estrita) e separador de fases (condigéo
facultativa) foi possivel observar arqueias metanogénicas, principalmente bacilos fluorescentes
e morfologias semelhantes a sarcina. Essas arqueias sdo anaerobias estritas, todavia,
mantiveram-se também em condicdo intermediaria de potencial redox. E importante destacar
que tais celulas usam compostos finais da degradacdo anaeroébia, ou seja, H2/CO», acetato,
formiato, metanol, entre outros (BOONE et al., 1993).

A constatacdo de consércio anaerdbio representado por bactérias anaerobias totais e
arqueias metanogénicas foi obtida por meio do NMP, cuja realizacao foi efetuada em condicéo

de anaerobiose estrita.

Rosa

Transparente

Figura 5.27— Teste com resazurina no reator de leito fluidificado

Na Figura 5.28 pode-se observar a regido superior do reator (separador de fases) néo
vedada, portanto, ocorreu a formagdo de ambiente facultativo, proporcionando o

desenvolvimento de uma microbiota diferenciada.
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Figura 5.28 — Teste com resazurina no reator de leito fluidificado (regido ndo vedada do

separador de fases indicada pela seta vermelha)

5.2.13 — Analise da Diversidade de Microrganismos

5.2.13.1 — Exames Microscépicos

Ao final da Etapa V de operagédo do reator foram analisadas amostras da biomassa do

leito de areia e do separador de fases com a finalidade de avaliar a diversidade morfoldgica dos

microrganismos. Na biomassa do biofilme da areia foram observados estreptococos, bacilos,
endosporos e bactérias filamentosas (Figura 5.29).
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Figura 5.29 — (A-D) Microscopia dptica de contraste de fase das morfologias observadas na areia
do reator no final da Etapa V: (a) endosporos, (b) estreptococos e enddsporos, (c) bactéria

filamentosa e diplococo, (d) bactéria filamentosa e bacilos

Na biomassa do separador de fases, ao final da Etapa V observou-se as mesmas
morfologias verificadas para biomassa da areia, todavia nessa amostra foi encontrada, também,
morfologia semelhante a sarcina; além de diatomaceas e carapaca de protozoario (Figura 5.30).
Além disso, no separador de fases foram observados bacilos fluorescentes.
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Figura 5.30 — (A-D). Microscopia Optica de contraste de fase das morfologias observadas no
separador de fases do reator no final da Etapa V: (a) estreptococos e bacilo, (b) sarcina, (c)

diatomacea, (d) carapaca de protozoario, (e) bacilo fluorescente, (f) bacilos

Portanto, diferentes microrganismos foram favorecidos pelas condi¢es encontradas em
cada regido do reator associadas as suas capacidades fisiolégicas favorecendo a remog¢do dos

compostos recalcitrantes.
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Por meio da microscopia eletronica de varredura (MEV), realizada com a biomassa da
Etapa V foi possivel observar biofilme estabelecido na areia, elevada densidade de células
microbianas e camada de exopolimero cobrindo o suporte, além de ampla diversidade de
morfologias. Na areia foram observadas células com morfologias semelhantes a espiroquetas,
bacilos de diversos tamanhos e cocos. Observou-se também a superficie da areia, cujas micro
rugosidades foram devidas ao tratamento com acido fluoridrico, possibilitando assim maior

superficie de contato para os microrganismos e formacao do biofilme (Figura 5.31).

Figura5.31—MEV das morfologias observadas para a biomassa da areia ao final da operacéao
(Etapa V): (a) bacilos e espiroquetas, (b) bacilos, (c) aglomerado de cocos e (d) bacilos
(aumento A, B E C: 5000X e D: 2000X)



112

Na biomassa da regido do distribuidor observou-se morfologias semelhantes as
anteriores, todavia, com predominancia de bacilos (Figura 5.32). Na parte superior do reator,
no separador de fases, observou-se predominancia de bacilos e em menor frequéncia as
espiroquetas. Notou-se a presenca de materiais inertes, bem como, exopolimeros, 0s quais sdo
utilizados como material suporte para células. (Figura 5.32).

O biofilme é um sistema heterogéneos, nos quais as células bacterianas estdo
embebidas em uma matriz de substancias poliméricas extracelulares, parecidas com gel, sendo
98% do peso devido, principalmente, a agua e sais (COSTERTON et al.,1995).

7 < \ g r R ",. - > .S §
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Figura 5.32 — MEV das morfologias observadas para biomassa do distribuidor do reator ao

final da operacdo (Etapa V): (a) e (b) bacilos e exopolimero (5000X)
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Para a biomassa do separador de fases foram observados bacilos de diferentes

tamanhos, espiroquetas, diplococos e exopolimero (Figura 5.33).

Figura 5.33 — MEV das morfologias observadas na biomassa do separador de fases do reator
ao final da operacdo (Etapa V): (a) bacilos e exopolimero e (c) diplococos e filamentos
(aumento 5000X)

Assim como, no biofilme da areia nos sélidos suspensos do reator a diversidade
morfologica foi alta com células semelhantes a bacilos, cocos, sarcinas, espiroquetas e

filamentos (Figura 5.34).
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o]
Figura 5.34 — Microscopia eletrdnica de varredura das morfologias observadas nos sélidos

suspensos efluente do reator ao final da operacdo (Etapa V) (a) bacilos, espiroquetas e (b)

sarcinas (aumento 5000X)

Miqueleto (2010) afirma que a producéo de exopolimeros em sistemas anaerobios esta
relacionada a diversos fatores, tais como, fonte de carbono, altas relag6es carbono/nitrogénio,
condicdes microaerofilicas entre outras. Este fato foi evidenciado principalmente na porcao
superior do reator (separador de fases), onde ha um regime hidraulico com menor turbuléncia,
0 que favoreceu a manutencdo de outras popula¢Ges de microrganismo, bem como, a troca
gasosa entre a fase liquida e a atmosfera. Todavia, especificamente neste trabalho ndo buscou-
se avaliar os exopolimeros.

Logo, a grande diversidade de grupos bacterianos encontrados ao final da operacdo do
reator corrobora a hip6tese de que a degradacdo do LAS é decorrente de consércio microbiano.

5.2.14 — Analise quantitativa de microrganismos (Namero mais provavel - NMP)

Observou-se maior quantidade de bactérias anaerdbias totais e arqueias metanogénicas
na areia, quando comparado com a biomassa do separador de fases. Obteve-se 2,1E11 e
1,2E7 células.mL™, respectivamente, para bactérias anaerdbias totais e arqueias metanogénicas
referente a biomassa da areia. Para a biomassa do separador de fases foram observados 1,5E10

e 2,8E6 células.mL™, respectivamente (Tabela 5.23)
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Tabela 5.23 — NMP de bactérias anaerdbias totais e arqueias metanogénicas

AREIA SEPARADOR DE FASES
BAT" AM™ BAT" AM™
Células.mL™* 2,1E11 1,2E7 1,5E10 2,8E6
Células.gSTV! 3,6E13 2,0E9 8,9E11 1,6E8

“Bactérias anaerdbias totais; ™ Arqueias metanogénicas.

Ao final da operacio do reator observou-se 5,8.10° g.mL™" e 1,68.10 g.mL* de solidos
totais volateis (STV) para amostras da areia e do separador de fases, respectivamente. A
quantificacdo de bactérias anaerdbias totais e arqueias metanogénicas na areia foram de
3,62E13 cel.gSTV! e 2,06E9 cel.gSTV™, respectivamente.

Carosia (2011) e Oliveira (2010) verificaram para essa mesma configuracdo de reator
na remocéo de LAS, 2,34E6 cel.gSTV ! e 1,94E4 cel.g STV, para arqueias metanogénicas da
biomassa da areia, respectivamente. O valor registrado neste trabalho foi superior ao verificado
pelas autoras. Vale ressaltar que, ambas as autoras acima mencionadas usaram LAS padrdo
(OLIVEIRA, 2010) e LAS oriundo de sabdo em p6 de uso doméstico (CAROSIA, 2011).

Para a biomassa do separador de fases verificou-se 8,93E11 cel.gSTV?! e 1,66E8
cel.gSTV? para as bactérias anaerObias totais e arqueias metanogénicas, respectivamente.
Semelhante ao observado para a areia, as arqueias metanogénicas representaram menos de 1%,
dessa biomassa, quando comparado com as bactérias anaerdbias totais. Carosia (2011), por
meio da técnica de NMP obteve 3,32E5 cel.gSTV! de arqueias metanogénicas para a biomassa
do separador de fases. O valor registrado neste trabalho também foi superior ao verificado pela
autora.

Neste estudo, a agua residudria de lavanderia agrega muitos outros compostos, ja
discutidos no item 5.1.9, que pode ter contribuido para a selecdo desses microrganismos;
proporcionando também, diversidade bioldgica dada pela variedade de compostos presente na
alimentacdo do reator. Essa diversidade sera discutida posteriormente com os resultados obtidos
das analises de biologia molecular (DGGE/Pirosequenciamento).

Por meio da quantificacdo dos grupos microbianos pode-se observar predominancia de
ambos os grupos (bactérias anaerdbias totais e arqueias metanogénicas) na biomassa aderida na
areia. O ambiente facultativo no separador de fases pode ter inibido o desenvolvimento de
alguns microrganismos anaerdbios e, por isso sua representatividade foi menor comparada a

areia (Figura 5.35).
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Figura 5.35 — Quantificacdo dos grupos microbianos pelo NMP: (A) bactérias anaerobias totais

e (B) arqueias metanogénica

Os maiores valores de NMP observados na areia, em relacdo a biomassa do separador
de fases, para ambos 0s grupos, deveu-se, provavelmente, ao fato do separador ndo ser vedado,
com isso favoreceu o desenvolvimento de microrganismos facultativos. Carosia (2011)
observou maiores valores de biomassa no separador de fases comparado a areia. Entretanto, a
autora trabalhou com o separador de fases totalmente fechado, ndo favorecendo sobremaneira
o0 desenvolvimento de microrganismos facultativos.

De acordo com Hidalgo e Garcia-Encina (2002) a adesdo dos microrganismos na
porcao inferior do reator de leito fluidificado é mais rapida que nas demais regides. Estes

autores citam também que a friccéo e as forcas abrasivas ocasionadas pela fluidificacdo do leito
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controlam a acumulacdo da biomassa e renovagdo da mesma no material suporte. Entretanto,
apesar destes fatos a concentracdo da biomassa aderida na areia foi bem superior a encontrada
no separador de fases, provavelmente, devido a grande superficie de contato concedida pela

areia e pelo tratamento &cido, a qual foi submetida.

5.2.15 — Analise da diversidade por DGGE

O uso combinado das técnicas de biologia molecular PCR-DGGE tem sido bastante
aplicado para avaliar a diversidade microbiana em varios ambientes (MUY ZER, 1999). Foram
analisadas amostras provenientes das Etapas IV e V de operacdo do reator, dentre elas amostra
da areia (A), do distribuidor (D) e do separador de fases (SF), bem como do in6culo (1).

Mediante analise de cluster do perfil de bandas do DGGE, mudangas nas populagdes
microbianas foram observadas para os dois Dominios estudados (Archaea e Bacteria) quando
comparadas com o padrdo de bandas proveniente do indculo, bem como, entre as regides do
reator e etapas de operagéo.

Observou-se maior variacdo dos coeficientes de similaridade para o Dominio Bacteria
(45% a 91%) (Figura 5.36) do que para o Dominio Archaea (54% a 87%) (Figura 5.37). Por
meio da comparacao do perfil de bandas da biomassa do reator em relacdo ao indculo observou-
se maiores valores de similaridade na Etapa IV para o Dominio Bacteria (60% entre SF e D
com | —68% A com I) e na Etapa V para o Dominio Archaea (60% entre A, SF e D com I). Ao
longo das Etapas IV e V de operacdo do RALF bem como entre as diferentes regides do reator
observou-se com isso que o Dominio Bacteria teve funcdo mais importante na degradacéo do
LAS do que o Dominio Archaea.

Algumas bandas que estavam presentes no inéculo foram favorecidas ao longo da
operacdo. Por outro lado, outras desapareceram, provavelmente, em funcdo das condicdes
nutricionais e operacionais do reator (Figuras 5.36 e 5.37).

Coeficientes de similaridade de 90% e 58% foram observados entre as amostras do D e
SF da Etapa IV (com sacarose) e V (sem sacarose), respectivamente, para 0 Dominio Bacteria.
Para 0 mesmo Dominio observou-se similaridade de 45% entre as amostras da areia (A) das
etapas IV e V. Ao se comparar todas as regides do reator (A, D e SF) da Etapa IV com a Etapa

V pb6de-se notar similaridade de 45% para os perfis de bandas do dominio Bacteria.
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Para 0 Dominio Archaea coeficientes de similaridade de 87% e 66% foram observados
entre as amostras do D e SF da Etapa IV e V, respectivamente. Para 0 mesmo Dominio
observou-se similaridade de 54% entre as amostras da areia (A) das Etapas IV e V. Ao se
comparar todas as regides do reator (A, D e SF) da etapa IV com a V pbde-se notar similaridade
de 54% para o Dominio Archaea.

O tempo de operacdo na Etapa IV (119 dias) foi maior do que na Etapa V (67 dias). Sob
tais condicdes, provavelmente, adaptacdo dos microrganismos foi favorecida na etapa de maior
duracdo. Desse modo, propiciando similaridade maior entre as populacfes dessa etapa.

Os valores de similaridade observados entre as amostras do reator podem ser explicadas
pela diferenca na formagéo do biofilme em cada regido (A, D e SF). Deve-se destacar que a
fluidificacdo do leito de areia é assegurada pela vazdo de recirculacdo. A vazdo total de
fluidificacdo provoca a turbuléncia, agitacdo e mistura do leito de areia, por conseguinte,
favorecendo o cisalhamento na particula de areia e estabelecimento de fina camada de biofilme.

Desse modo, a regido do leito é diferente daquela do separador de fases, ambas mantidas
com a mesma vazdo, todavia, uma regido com particula para favorecer o desenvolvimento de
biofilme e outra com crescimento celular plancténico. Assim sendo, populages distintas foram
favorecidas em funcdo das caracteristicas de cada regido do reator. Além disso, verificou-se
alteracdo das populacGes em fungédo da presenca (Etapa IV) e auséncia de sacarose (Etapa V)
(Figuras 5.36 e 5.37).
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Figura 5.36 — Analise de cluster (Correlacdo de Pearson, UPGMA) do perfil das bandas do
DGGE dos fragmentos do rRNA 16S para o Dominio Bacteria de amostras do indculo (1),
distribuidor (D), biomassa da areia (A) e biomassa do separador de fases (SF) das etapas IV e

V de operacéo do reator
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Figura 5.37— Analise de cluster (Correlacdo de Pearson, UPGMA) do perfil das bandas do
DGGE dos fragmentos do rRNA 16S para o Dominio Archaea de amostras do indculo (1),
distribuidor (D), biomassa da areia (A) e biomassa do separador de fases (SF) das etapas IV e

V de operacdo do reator

De acordo com o indice de diversidade de Shannon-Wiener (H’) observou-se
diversidade menor para as populacdes do Dominio Archaea (2,4 — 2,79) comparado as
populacdes do Dominio Bacteria (3,1 — 3,96) (Tabela 5.24). Oliveira et al. (2009) observaram
a mesma tendéncia; ou seja, menor diversidade para 0 Dominio Archaea.

Em relagdo ao domino Archaea notou-se menores valores para o indice de Shannon-
Wiener para as amostras do reator (2,4 — 2,79), em relacdo aquela do inéculo (2,95). Concluiu-
se que 0s microrganismos pertencentes a este dominio foram mais sensiveis as mudancas na

composicao da agua residuaria aplicada ao reator, bem como, alteracdo do TDH.

Tabela 5.24 — Indice de Shannon-Wiener para as amostras do RALF nas Etapas IV e V
indice de Shannon-Winner (H")
Dominio  Indculo A-1V D-1V SF-1V A-V D-V SF-V
Archaea 2,95 2,4 2,74 2,68 2,54 2,7 2,79
Bacteria 2,64 3,7 31 3,23 3,96 3,33 3,26
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5.2.16 — Pirosequenciamento das amostras do reator de leito fluidificado

A andlise de pirosequenciamento das amostras da areia e do separador de fases (Etapas
IV e V) resultou em total de 18.523 sequéncias (somando as quatro amostras). Desse total,
foram selecionadas 13.089 sequéncias, com 221-244pb (média ponderada: 225,4 pb). Por meio
da analise do histograma de distribuicdo do comprimento das sequéncias (Figura 5.38)

observou-se que a maior parte das sequéncias eram constituidas por 225 pb e 226 pb.

221 222 223 224 225 226 227 228 229 230 231 232 242 243 244
Comprimento da sequéncia (pb)

Figura 5.38 — Histograma da distribui¢cdo do comprimento das sequéncias

Foram obtidas, cerca de 2.971 a 3.771 sequéncias para cada amostra. Ao todo foram
definidas 682 UTOs, porém 248 unidades taxondmicas organizacionais (UTOs) continham
apenas uma sequéncia e, por isso, foram descartadas restando 434 UTOs. Sendo assim, 291
UTOs foram atribuidas as amostras da areia e 375 atribuidas as amostras do separador de fases
(Tabela 5.25).

Tabela 5.25 — Quantidade de sequéncias e UTOs atribuidas para cada amostra

Amostra Sequéncia UTOs (Similaridade 97%o)
Areia-1V 3.325 158
Areia-V 2.971 133

Separador de fases-1V 3.022 217

Separador de fases-V 3.771 158

Total 13.089 434
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5.2.16.1 — Indices ecoldgicos

Para avaliar a complexidade da comunidade microbiana das amostras do RALF foram
calculados indices ecoldgicos (diversidade, dominancia, equitabilidade e riqueza) utilizando o
software PAST. A diversidade foi expressa pelos indices de Shannon-Wiener (H") e Alpha de
Fisher.

O indice de Shannon-Wiener (H") segundo Krebs (1999), é utilizada para determinar a
diversidade em um sistema. De acordo com Bush et al. (1997) este indice atribui maior peso as
espécies raras, cuja variacdo é de 0 (quando a amostra contém apenas uma especie) a um valor
maximo correspondente a S espécies (KREBS, 1999)

Neste estudo, observou-se de 3,47 a 4,59 para o indice H’ entre as quatro amostras.
Desse modo, verificou-se para biomassa do SF-IV (4,59+0,1) maior quantidade de UTOs
(217).Todavia, para aquela da areia (A-1V) verificou-se maior nimero de UTOs (7) com maior
guantidade de sequéncias (11 a 897, total de 1945 sequéncias), por conseguinte, menor
diversidade devida alta dominancia. Verificou-se para as amostras da Etapa V maior
homogeneidade no que diz respeito a distribuicdo das UTOs cujos valores foram préximos; ou
seja,3,98 e 3,87 para A-V e SF-V, respectivamente (Tabela 5.26).

Okada (2012) analisou por meio de pirosequenciamento, a diversidade filogenética da
biomassa da manta de lodo e do separador de fases de reatores UASB usados na remocao de
surfactante aniénico (LAS) em agua residuaria de lavanderia comercial. Este autor observou
pouca variacao no indice de Shannon (4,9 a 6,0), e maior diversidade para a biomassa da manta
de lodo. Menor indice de Shannon foi atribuido a amostra com maior parcela de UTOs Unicas
(com apenas uma sequéncia).

As medidas de dominancia e equitabilidade foram obtidas pelos indices de Berger-
Parker e Equitabilidade de Pielou (J°). O Indice de Dominancia representa a probabilidade de
2 individuos escolhidos ao acaso serem da mesma espécies. Quanto maior o indice, maior a
dominéncia por uma ou poucas espécies e menor a diversidade (SIMPSON, 1949).

O indice de dominancia de Berger-Parker descreve a importancia da espécie mais
dominante na amostra (MAGURRAN, 2004). Foram observados valores baixos referente a este
indice no presente estudo (0,09 a 0,26) (Tabela 5.26), e consequentemente, distribuicdo mais
uniforme dos tdxons na comunidade microbiana em cada amostra (valores proximos de 0

indicam presenca equilibrada de todos taxons, enquanto, valores proximos de 1 indicam
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dominio de um taxon). Maior diversidade (maios nimero de espécies) de acordo com o indice
H’ correspondeu a menor dominancia para a amostra SF-1V (Tabela 5.26).

A amostra A-1V apresentou menor indice de equitabilidade de Pielou (0,62), e
consequentemente maior indice de Berger-Parker (0,26), devido a elevada abundéancia de
Desulfobulbus representado com 1.945 sequéncias (58,5%).

A diversidade de espécies de uma amostra esta relacionada com a relagéo entre o nimero
de espécies (riqueza de espécies) e a distribuicdo do numero de individuos entre as espécies
(equitabilidade) (WALKER, 1989). Esta definicéo esta explicitada nos indices de Shannon e de
Pielou, que conjugam estas duas variaveis (ODUM, 1983; COLINVAUX, 1996).

O indice de equitabilidade de Pielou (J°) expressa a relagdo entre a diversidade real e a
diversidade maxima teorica, e varia entre 0 e 1, atingindo 0 maximo quando todas as especies
estdo representadas pelo mesmo niimero de individuos. E portanto uma medida de uniformidade
da comunidade. (BRUNEL; CANCELA DA FONSECA, 1979). Observou-se pouca variagcao
deste indice entre as amostras (0,62-0,78), indicando significativa uniformidade na distribuicao
da comunidade microbiana. A propria riqueza de espécies pode ser utilizada como medida geral
da diversidade (CONNELL, 1978).

Para mensurar a riqueza das amostras o indice de Margalef foi calculado como pode
ser observado na Tabela 5.26. O indice de riqueza de Margalef (d”) ¢ uma medida utilizada para
estimar a abundancia numérica de uma comunidade com base na distribuicdo numérica dos
individuos das diferentes espécies. Quanto maior for o valor do indice maior é a diversidade
das comunidades amostrada (MELO, 2009). Para as amostras do RALF este indice variou de
26,67 (A-V) a 42,84 (SF-1V). Estes valores corroboram com o indice H” que atribuiu maior
diversidade para SF-1V e menor para A-V (Tabela 5.26).

Ao analisar a composicdo de UTOs e abundancia relativa (nimero de sequéncias)
observou-se para a amostra A-V menor nimero, tanto de UTOs (215), como de sequéncias
(3053), justificando assim a baixa riqueza obtida por meio da aplicacdo do indices acima
mencionados, vale ressaltar que houve retirada da sacarose do substrato sintético nessa etapa
(Etapa V).

Para amostra SF-IV (com sacarose) observou-se maior nimero de UTOs (346),em
relacdo as amostras A-V (215), SF-V (255) e A-1V (266). Maior riqueza dessa amostra (SF-1V)
é justificada pelos maiores valores dos indices de dominancia nas amostras A-1V (0,11+0,06 e
0,26+0,13), A-V (0,04+0,01 e 0,14+0,04) e SF-V (0,05+0,02 e 0,17+0,06) comparadas a SF-
IV (0,02+£0,001 e 0,09£0,01) diminuindo assim a equitabilidade das mesmas. Observou-se nas

amostras da biomassa da Etapa IV (com sacarose) maior nimero de UTOs que na biomassa da
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etapa sem a sacarose (Etapa V). Esses valores foram atribuidos, tanto a auséncia desse co-
substrato, como a maior concentragdo de LAS (27,9+9,6 mg.L?) e, consequentemente, outros

compostos xenobioticos na Etapa V.

Tabela 5.26 — Indices de diversidade da biomassa do RALF

INDICES (Diversidade alfa) ~ A-1V SF-1V A-V SF-V
UTOs 266 346 215 255
Sequéncias 3433 3151 3053 3868
Dominancia Berger-Parker 0,26+0,13 0,09+0,01 0,14+0,04 0,17+0,06
Equitabilidade Pielou (J”) 0,62+0,12 0,78+0,01 0,74+0,04 0,70+0,06
Diversidade Shannon-Wiener (H") 3,47+0,9 459+0,1 3,98+0,5 3,87%0,6
Riqueza Margalef 32,55+11 42,83+35 26,67+14 30,75+13

O método Chao 1 estima a riqueza total utilizando o nimero de espécies representadas
por apenas um individuo nas amostras (singletons), e o numero de espécies com apenas dois
individuos nas amostras (doubletons).

A comparacdo da riqueza das espécies entre as quatro amostras do RALF, a partir do
método Chaol (Tabela 5.27), além das curvas de rarefacdo (estima a riqueza no ambiente
original), com nivel de similaridade de 3% e 5%, foram geradas para as amostras da Etapa IV
(Figura 5.39) e V (Figura 5.40). Por meio dessa analise observou-se maior riqueza para a
biomassa do SF-IV. Este resultado também foi verificado por meio da aplicacdo do indice de
Margalef.

Tabela 5.27 — Comparacdo entre estimadores de riqueza Rarefacdo e Chaol

Amostra Rarefacao Chaol
A-IV 266 403152
SF-1IV 346 488148

A-V 215 347161
SF-V 255 360+42

(Similaridade 97%)

Ao comparar a biomassa das diferentes regides do reator, notou-se menor riqueza para
aquelas da areia, em relacéo a do separador de fases. Além disso, notou-se também que, essa

riqueza diminuiu na etapa, sem a sacarose. Atribuiu-se a maior riqueza das amostras do
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separador de fases a condicdo facultativa dessa regido do reator e presenca de sacarose, por
conseguinte, favorecendo a manutencgdo e crescimento de populag@es diversas de bactérias.

Um conjunto de dados baseado em individuos ou amostras pode ser analisado como se
fossem réplicas amostrais (ENGSTROM; JAMES 1981), quando se define a curva de rarefacédo
como um método de interpolagdo que estima a riqueza de espécies (TIPPER, 1979).

Uma curva de rarefagdo é feita por repetidas re-amostragens aleatérias do conjunto total
de N individuos ou N amostras, estimando o numero esperado de espécies em uma amostra de
dentro do ambiente real (SIMBERLOFF, 1978). Essa curva expressa a riqueza maxima
esperada no ambiente quando h& estabilizacdo da curva, em todas as amostras analisada néo
observara-se essa estabilizacdo. Consequentemente, espera-se mais espécies do que as

amostradas pela técnica de Pirosequenciamento.
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Figura 5.39 — Curva de rarefacdo da biomassa da areia e do separador de fases na Etapa 1V,
com 97% (cutoff 0,03) e 95% (cutoff 0,05) de similaridade
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Figura 5.40 — Curva de rarefacdo da biomassa da areia e do separador de fases na Etapa V, com
97% (cutoff 0,03) e 95% (cutoff 0,05) de similaridade

Por meio dos indices mencionados anteriormente foi possivel comparar diferentes
comunidades em termos de diversidade ou riqueza, mas ndo foi possivel avaliar o quanto as
comunidades e eram distintas (ou similares) umas das a outras, em termos de composi¢do de
espécies. Para lidar com essa questdo, é necessario utilizar medidas de diversidade beta (p) ou
diversidade diferencial, que ¢ uma medida de como a variedade (e em alguns casos a
abundancia) de espécies diferenciam-se entre comunidades ou amostras. Quanto menos
espécies as amostras compartilham, mais alta é a diversidade .

A maneira mais simples de medir a diversidade B ¢ pelo uso dos coeficientes de
similaridade. Estes coeficientes comparam comunidades de forma qualitativa ou quantitativa.
Os indices qualitativos, ou coeficientes binarios, mais utilizados sdo o indice de Jaccard (Sj) e
o0 indice de Sorensen (Ss). A desvantagem destes indices € que eles ndo levam em conta as
abundancias das espécies.

De modo geral a diversidade  entre as amostras do RALF foi alta (Tabela 5.28), ja que
a similaridade entre as amostras avaliada pelos indices de Jaccard e de Sorense foram baixas,
com excec¢do na comparagdo das amostras da Etapa V, quando foram obtidos 45% e 62% de

similaridade de acordo com Jaccard e Sorense, respectivamente.
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Tabela 5.28 — indices de similaridade de Jaccard e Sorense da biomassa do RALF

INDICE Amostra A-1V SF-1V A-V SF-V
A-1V 1
SF-1v 0,3218 1
Jaccard
A-V 0,1425 0,10433 1
SF-V 0,1326 0,12127 0,45511 1
A-1IV 1
SF-1v 0,4869 1
Sorense
A-V 0,2495 0,18895 1
SF-V 0,2342 0,21631 0,62553 1

O valor médio do indice de similaridade de Sorense para este estudo foi 0,3235,

considerado baixo, porém maior, quando comparado com o valor encontrado por Hu et al.

(2012). Os autores verificaram em média 0,25 de similaridade de Sorense ao compararem a

biomassa de 16 sistemas de tratamento de &guas residuérias utilizando Pirosequenciamento-

454. A disimiliaridade das amostras pode ser demonstrada pelos resultados da analise de

coordenadas principais, com essa analise as quatro amostras foram separadas uma das outras

(Figura 5.41).

COORDENADA 2 (19%)

'SF-IV

COORDENADA 1 (72%)
Figura 5.41 — Analise de Coordenadas Principais (Principal coordinate analysis - PCoA)

baseada na composicdo da comunidade microbiana de cada amostra do RALF empregando o

indice de Sorense e Software PAST
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A diversidade beta foi calculada também pelo indice de Whittaker que mede a mudanca
ou taxa de substituicdo na composicao de espécies de um local para outro. Este indice varia de
zero, quando duas amostras ndo apresentam nenhuma diferenca na composicéo de espécies e 2,
quando esta diferenca é maxima (WHITTAKER, 1960). Assim foi possivel averiguar o quanto
as comunidades microbianas foram distintas.

Para este indice, quanto menos UTOs as amostras compartilham entre si mais alto é o
seu valor. Verificou-se 0,75 entre a biomassa da A-1V e A-V e 0,78 entre SF-1V e SF-V. Para
as regides do reator na mesma etapa operacional observou-se 0,51 entre A-1V e SF-1V e 0,37
entre A-V e SF-V, segundo a comparagéo por pares de Whittaker (Tabela 5.29).

Observou-se maiores valores de diversidade [ entre a biomassa do mesmo
compartimento do reator (areia ou separador de fases), porém de etapas diferentes (IV ou V).
Sendo 0,7505 e 0,78369 para biomassas da areia (A-1V e A-V) e separador de fases (SF-1V e
SF-V), respectivamente. Menores valores foram observados entre as amostras da mesma etapa
de operagédo do RALF, 0,5131 e 0,37447, para amostras das Etapas IV (A-1V e SF-1V) e V (A-
V e SF-V), respectivamente.

A alteracdo na composicdo do substrato pode ter influenciado nessa diversidade entre
uma etapa e outra. Em ambientes heterogéneos, espécies com diferentes amplitudes de
tolerancia tendem a ter diferentes padrdes de distribui¢do espacial. Assim, com o0 aumento da
heterogeneidade ambiental as condi¢es ficam favoraveis para que outras espécies possam se

estabelecer no local, resultando em aumento da diversidade p (VEECH et al. 2002).

Tabela 5.29 — Diversidade B de Whitakker das amostras do RALF

Whittaker A-1IV SF-1V A-V SF-V
A-1IV 0
SF-1V 0,5131 0
A-V 0,7505 0,81105 0
SF-V 0,7658 0,78369 0,37447 0

Quando ha vérias comunidades sendo comparadas simultaneamente a representacao
dessa diversidade B pode ser obtida através das anélises de agrupamento (cluster analysis). Um
dos indices propostos que considera as abundancias das espécies é o indice de Morisita-Horn
(Ch). O valor dos coeficientes de similaridade varia de 0 (nenhuma similaridade) a 1 (total

similaridade).
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Dentre os indices de similaridade, o de Morisita-Horn depende da riqueza de espécies e
do tamanho da amostra, sendo sensivel a abundancia das espécies mais abundante, portanto, é
quantitativo (MAGURRAN, 1988), bem como, o indice de Bray-Curtis (BRAY; CURTIS,
1957). A aplicacdo desses indices foi baseada no software PAST, o qual também foi utilizado
para a geracdo do dendograma para comparagéo entre os resultados obtidos nas quatro amostras.

Pela anélise de grupamento das amostras gerada a partir desses indices de similaridade
pode-se observar dois grupamentos distintos e com pouca diferenca entre eles. Sendo 72-94%
para as amostras da Etapa V e 6-17% para as amostras da Etapa IV (Figuras 5.42 e 5.43). Ficou
demonstrado que a retirada da sacarose na ultima etapa propiciou alteracdo na comunidade
microbiana, uma vez que a similaridade entre a biomassa da Etapa IV com aquela da Etapa V

foi de apenas 4-6%.

A-V SF-V SE-IV A-IV
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Figura 5.42 — Dendrograma baseado no indice de Bray-Curtis, para a biomassa da areia e do
separador de fases do RALF, para similaridade de 97%
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Figura 5.43 — Dendrograma baseado no indice de Morisita-Horn, para a biomassa da areia e do

separador de fases do RALF, para similaridade de 97%

5.2.16.2 — Classificacdo taxonémica

Por meio da aplicacdo do RDP-Classifier obteve-se classificacdo em filos do dominio
Bacteria de 77,9% a 89,5% das UTOs para cada amostra, correspondendo a abundéncia relativa
entre 64,5% e 94,9% (Tabela 5.30).

Para as amostras da areia da Etapa IV (A-1V) obteve-se 3.325 sequéncias agrupadas em
158 UTOs, sendo que 4,1% destas ndo foram classificas a nivel de filo. Para a amostra do
separador de fases desta mesma etapa (SF-1V) obteve-se 3.022 sequéncia agrupadas em 217
UTOs, sendo que 35,5% destas ndo foram classificas a nivel de filo.

Para as amostras da Etapa V, A-V e SF-V obteve-se 2.971 e 3.771 sequéncias, agrupadas
em 133 e 158 UTOs, respectivamente, entretanto 5,1% e 3,7%, ndo foram classificas a nivel de
filo. Verificou-se menor parcela de UTOs classificadas em género na amostra SF-1V (23,76%)
seguida da A-V (63,48%).
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Tabela 5.30 — Porcentagem de UTOs (similaridade 97%) e sequéncias classificadas

taxonomicamente em cada amostra

) A-1V (%) A-V (%) SF-1V (%) SF-V (%)
Nivel Taxondmico
uTo A UuToO A uTo A uTo A
Filo 87,3 95,9 89,5 94,9 77,9 64,5 88,6 96,3
Classe 83,5 94,8 84,9 93,3 66,4 43,2 85,4 95,4
Ordem 81,0 945 83,5 91,3 62,7 40,6 82,9 94,2
Familia 70,9 90,3 77,4 86,5 498 32,9 76,6 89,0
Género 55,1 82,2 56,4 63,5 34,1 23,8 53,2 72,9

A: Abundancia relativa (nimero de sequéncias)

Ao todo, foram identificados 92 géneros distintos para 0 Dominio Bacteria. Observou-
se para a biomassa do separador de fases (SF-IV e SF-V) maior diversidade de género

comparado com aquela da areia (A-1V e A-V), como pode ser verificado na Tabela 5.31.

Tabela 5.31 — Quantidade de filos, classes, ordens, familias e géneros classificados em cada

amostra

Amostra Filo Classe Ordem Familia Género
A-1V 10 22 36 42 44
A-V 9 16 26 32 38
SF-1IVvV 14 22 35 42 45
SF-V 12 19 31 35 47

(Similaridade 97%)

5.2.16.3 - Filos

Ao todo, foram classificados 17 filos distintos, compreendendo 10 na amostra da areia
(A) da Etapa IV, 9 na amostra da areia da Etapa V, 14 na amostra do separador de fases da
Etapa IV e 12 na amostra do separador de fases da Etapa V, como pode ser observado na Tabela
5.32.

Observou-se  maior  porcentagem de filos Proteobacteria  (25,8-83%),
Gemmatimonadetes (2-34%), Bacterioidetes (3,1-19,2%) e Firmicutes (2,3-13,7%) para a
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abundéancia relativa da biomassa da areia e separador de fases, em ambas as etapas. Em menor
proporcdo observou-se os filos Acidobacteria (0,1-1,3%), Actinobacteria, Chlamydiae,
Nitrospira, Planctomycetes e Synergistetes (0,1%) para a biomassa da areia e separador de
fases, em ambas as etapas (Figura 5.44). A predominancia de Proteobacteria € justificada pela
grande diversidade de metabolismo presente nesse grupo além de muitos representantes.

Alguns filos foram observados em apenas uma das amostras, como é o caso dos filos
Actinobacteria (0,1%), Euryarchaeota (0,4%) e Tenericutes (1,4%) na biomassa do SF-1V e filo
Nitrospira (0,1%) na biomassa do SF-V.

Oliveira et al. (2013) caracterizaram o biofilme utilizado na degradacdo de LAS em
reator anaerdbio de leito fluidificado. Assim como neste trabalho, os autores encontraram a
predominancia de populacdes semelhantes ao filo Proteobacteria (43,8%). Entretanto,
verificou-se para os filos Firmicutes e Acidobacteria menor representatividade; ou seja, 1,9% e
2,9%, respectivamente.

Notou-se que a presenca ou auséncia de sacarose ndo afetou a prevaléncia do filo
Proteobacteria nas amostras do separador de fases (SF-1V e SF-V). Porém, para a amostra da
areia, na etapa sem co-substrato (Etapa V) houve reducdo de 54,7% da abundancia relativa
(Tabela 5.32).

Verificou-se que o filo Proteobacteria foi 0 mais representativo para todas as amostras
do RALF, com excegéo da biomassa do separador de fases da Etapa V (SF-V) (Figura 5.44). A
maior representatividade desse filo foi observada para a biomassa da A-1V (83%).

O filo Gemmatimonadetes foi mais representativo nas amostras da Etapa V, 25,5% e
34% para a biomassa da areia e separador de fases, respectivamente. As bactérias pertencentes
a esse filo foram assim classificadas, por Zhang e colaboradores, em 2003, a partir do
isolamento de bactérias de reator anaerobio-aerébio operado em bateladas sequenciais usado
na remocdo de fosforo. So aerdbias e bacilos Gram-negativos. Crescem a temperatura 6tima
de 30°C e pH 7,0. Sdo capazes de utilizar alguns substratos como extrato de levedura, acetato e
benzoato. A presenca de bactérias pertencentes a esse filo ocorreu principalmente na regido do
separador de fases, uma vez que esse ambiente permitiu troca gasosa com a atmosfera mantendo
ambiente facultativo. Sua presenca na areia pode ter ocorrido proximo as mangueiras de
alimentacéo e recirculacdo, devido a passagem de oxigénio pelas mangueiras de silicone.

Motteran (2013) observou representantes do filo Gemmatimonadetes nas propor¢oes de
1%; 0,3% e 0,1% para as amostras da areia (com sacarose), separador de fases (com sacarose)
e separador de fases (sem sacarose), respectivamente, em estudo de degradacdo de LAE em
RALF.
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Tabela 5.32 — Abundancia relativa e UTOs dos filos classificados na biomassa do RALF

A-1V SF-1V A-V SF-V

FILO

u A % U A % U A % U A %
Unclassified 20 136 4,1 48 1073 355 14 150 5,0 18 141 3,74
Acidobacteria 6 22 07 4 38 13 3 6 02 2 5 01
Actinobacteria - - - 1 2 01 - - - - - -
Bacteroidetes 15 104 31 23 240 79 25 494 166 30 726 19,2
Chlamydiae - - - 1 3 01 - - - 1 2 01
Chlorobi 3 17 05 2 20 0,7 - - - - - -
Chloroflexi 10 92 28 15 170 56 - - - - - -
Euryarchaeota - - - 3 13 04 - - - - - -
Firmicutes 15 75 23 50 414 13,7 6 51 1,7 7 45 1.2
Fusobacteria - - - - - - 2 14 05 2 5 01
Gemmatimonadetes 8 66 2,0 4 35 12 8 757 255 12 1283 34,0
Nitrospira - - - - - - - - - 1 2 01
Planctomycetes 1 2 01 - - - - - - 2 4 0,1
Proteobacteria 75 2760 83,0 52 779 258 60 1118 37,6 68 1090 28,9
Spirochaetes - - - 1 7 02 6 77 26 6 72 19
Synergistetes 1 2 01 5 116 38 1 3 01 3 17 04
Tenericutes - - - 2 42 14 - - - - - -
Verrucomicrobia 4 49 15 6 70 23 - 301 101 - 379 10,0

A — Abundancia relativa, U — UTO (Unidade taxon6mica operacional), % - Porcentagem relativa a abundancia
relativa da amostra. A-1V — amostra da areia da etapa IV (com sacarose); SF-1V — amostra do separador de fases
da etapa IV (SF-1V); A-V — amostra da areia da etapa V (sem sacarose) e SF-V — amostra do separador de fases

da etapa V (sem sacarose).

Observou-se que o filo Bacteroidetes esteve presente em todas as amostras analisadas.
A abundancia relativa referente a este filo foi de 3,1%, 7,9%, 16,5% e 19,2% para as amostras
A-1V, SF-1V, A-V e SF-V, respectivamente. As bactérias pertencentes a este filo sdo capazes
de crescer em ampla variedade de substratos complexos. As espécies deste filo habitam solos,
agua doce e ambiente marinho, sedimentos em temperatura mesofila (KRIEG et al., 2010), e
sistemas de lodos ativados (OSAKA et al., 2008).

No presente estudo verificou-se também sequéncias referentes ao filo Firmicutes (1,2-

13,7%). Representantes pertencente a este filo foram encontradas em trabalhos com culturas
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desnitrificantes (HEYLEN et al., 2006) e em populacdo microbiana de fezes suinas e em fossas
de armazenamento de estrume (WHITEHEAD; COSTA, trabalho n&o publicado). Sua presenca
no reator foi devido ao indculo utilizado, proveniente de reator UASB utilizado no tratamento
de dejetos de suinocultura.

Observou-se também representantes do filo Verrucomicrobia; ou seja, 1,5%; 2,3%; 10%
e 10,1%, na biomassa do A-IV, SF-1V, A-V e SF-V, respectivamente. Oliveira et al. (2013)
também observaram sequencias similares a representantes desse filo Verrucomicrobia (3,8%),
e também com baixa representatividade. Motteran (2013) observou 1%; 1,5%; 0,4% e 0,4%,
para biomassa da areia (com sacarose), separador de fases (com sacarose), areia (sem sacarose)
e separador de fases (sem sacarose), respectivamente para esse filo na degradacéo de LAE em
RALF.

Carosia (2011) avaliou a degradacdo de LAS oriundo de sabdo em p6 em reator
anaerdbio de leito fluidificado. A autora observou prevaléncia de 88% de sequencias similares
ao filo Proteobacteria, além de 1% e 2% para Acidobacteria e Firmicutes, respectivamente, para
amostras do material suporte (areia) do reator.

Ferreira (2012) avaliou a influéncia de co-substratos na degradacao de LAS proveniente
de sabdo em p6 em reator anaerébio de leito fluidificado. Este autor também observou
prevaléncia do filo Proteobacteria (72%). Os resultados para Acidobacteria (3%) e Firmicutes
(6,3%), foram similares aos encontrados por Carosia (2011), para as amostras retiradas do
material suporte (areia) do reator.

No presente trabalho observou-se também representantes do filo Acidobacteria em todas
as amostras, sendo que a abundancia relativa referente ao nimero de sequéncias foi maior para
a etapa com sacarose (Etapa 1V), sendo 0,7% e 1,3% para amostra da A-1V e SF-IV,
respectivamente.

Representantes do filo Acidobacteria ja foram observados em diversos ambientes, tais
como, solos, aguas termais, lodos ativados e sedimentos de lagos (QUAISER et al., 2003). Em
estudos sobre a diversidade microbiana de solos verificou-se que representantes do filo
Acidobacteria podem adaptar-se a limitacdo de recursos nutricionais (NAETHER et al., 2012).
Estes microrganismos sdo oligotroficos e preferem solos pobres aos ricos em carbono,
entretanto, ha diminuicdo em seu nimero quando o ambiente é enriquecido com sacarose.
(JONES et al., 2009). O oposto foi verificado no presente estudo; ou seja, na etapa sem adicao

de sacarose a abundancia relativa foi menor.
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Figura 5.44 — Abundancia relativa dos filos mais representativos (similaridade 97%) para a
biomassa da Areia-1V, Separador de fases-1V, Areia-V e Separador de fases-V

Representantes do filo Synergistetes foram observados na biomassa da A-1V, SF-1V, A-
V e SF-V, cujos valores de abundancia relativa foram de 0,1%; 3,8%; 0,1% e 0,4%,
respectivamente. Os microrganismos referentes a este filo sdo encontrados em reatores
anaerobios, solo e trato digestivo de suinos, aves e humanos. Sdo bactérias Gram negativas,
estritamente anaerdbias, mdveis, mesofilicas, apresentam formato de bacilo ou vibrido e podem
crescer em pH em torno de 7,0 (VARTOUKIAN et al., 2007).

Segundo Godon et al. (2005) representantes do filo Synergistetes degradam
aminoacidos em condicdo anaerdbia, semelhante a observado no RALF do presente estudo,
cuja fonte de aminodcidos era proveniente do extrato de levedura. Algumas espécies foram
identificadas como contribuintes na degradacdo de matéria organica para a producao de biogas
em reatores anaerObios e tém potencial para uso na producdo do gas hidrogénio
(BAUMGARTNER et al., 2012). A identificacdo de representantes deste filo é justificada pela
origem do indculo proveniente de lodo de reator UASB usado no tratamento de aguas
residuarias de suinocultura.

Representantes deste filo também foram observados por Carosia (2011), Ferreira (2012)
e Motteran (2013) cujas proporcdes foram de 2%, 3% e 8,1%,respectivamente, para amostras
do biofilme do RALF usado na remocdo de LAS para os dois primeiros e LAE para o dltimo.

Carosia (2011) verificou maior propor¢do de representantes similares ao filo
Synergistetes na biomassa do separador de fases, quando comparada com aquela do material
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suporte, cujos valores foram de 19% e 2%, respectivamente. Motteran (2013) em estudo de
remocgédo de LAE em RALF verificou representantes similares ao filo Synergistetes em maior
destague na biomassa do separador de fases (2,5%), somente na auséncia de sacarose. Nas
etapas com sacarose representantes deste filo foram evidenciados na amostra do material
suporte (8,1%).

Representantes do filo Actinobacteria foram observados apenas na amostra SF-1V
(0,1%). Algumas espécies deste filo sdo comuns em solo e desempenham papel importante na
decomposicdo de matéria organica e, consequentemente, no ciclo do carbono. A maioria é
aerdbia, mas algumas delas podem crescer em condicao anaerobia (GHILIMAS et al., 2006).
Espécies pertencentes a este filo foram encontradas em lodo de esgoto sanitario (DRZYZGA et
al. 2008), RALF usado no tratamento de LAS (OLIVEIRA et al., 2010),reator operado em
bateladas sequenciais usado na remocdo de LAS (DUARTE et al., 2010) reator EGSB usado
para remogdo de LAS (DELFORNO, 2011); reator UASB usado para remocéo de LAS de dgua
de lavanderia (OKADA, 2012); RALF utilizado para remogéo de LAE (MOTTERAN, 2013).

5.2.16.4 — Familias

As sequéncias foram classificadas em 64 familias, sendo 42, tanto para a biomassa da
areia, quanto do separador de fases da etapa IV (Tabela 5.33). Observou-se predominantemente
representantes pertencentes as familias Desulfobulbaceae (1-58%) e Rhodocyclaceae (3-12%).
para biomassa da etapa IV.

Representantes  pertencentes as  familias  Anaerolineaceae  (2,8-4,3%),
Bradyrhizobiaceae (0,1-1%), Chitinophagaceae (1,8-2%), Comamonadaceae (0,3-2,4%),
Gemmatimonadaceae (1,2-2%), Geobacteraceae (0,6-1,3%), Holophagaceae (0,3-1,3%),
Nitrosomonadaceae (0,8-1,7%), Synergistaceae (0,06-3,8%), Veillonellaceae (0,06-3,1%) e
Xanthomonadaceae (0,06-3,7%) foram verificados em menor proporcdo nessa biomassa do
reator (A-1V e SF-1V). As demais familias representaram <1% das sequéncias analisadas em

ambas as amostras.
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FAMILIA AV SEIV
U A % U A %

0_unclassified 46 324 9,74 109 2028 67,11
Acetobacteraceae 2 7 0,21 1 3 0,10
Acholeplasmataceae - - - 2 42 1,39
Aeromonadaceae 1 16 0,48 - - -

Alcaligenaceae 1 12 0,36 1 4 0,13
Anaerolineaceae 10 92 2,77 13 129 4,27
Aurantimonadaceae 1 2 0,06 - - -

Bdellovibrionaceae 4 19 0,57 1 3 0,10
Beijerinckiaceae 1 5 0,15 0 0 0,00
Bradyrhizobiaceae 4 34 1,02 1 3 0,10
Bryobacter 1 7 0,21 0 0 0,00
Burkholderiales_incertae_sedis 1 5 0,15 0 0 0,00
Chitinophagaceae 10 66 1,98 8 55 1,82
Chlorobiaceae 1 2 0,06 - - -

Clostridiaceae 1 1 2 0,06 - - -

Clostridiales_Incertae Sedis XI - - - 1 5 0,17
Comamonadaceae 3 79 2,38 1 8 0,26
Cryomorphaceae - - - 2 8 0,26
Cytophagaceae - - - 1 2 0,07
Desulfobulbaceae 7 1945 58,50 3 33 1,09
Enterobacteriaceae - - - 1 2 0,07
Erythrobacteraceae 1 2 0,06 - - -

Flavobacteriaceae - - - 1 2 0,07
Gemmatimonadaceae 8 66 1,98 4 35 1,16
Geobacteraceae 3 42 1,26 2 19 0,63
Gp6 2 4 0,12 - - -

Halothiobacillaceae 0 0 0,00 1 3 0,10
Holophagaceae 2 9 0,27 4 38 1,26
Hydrogenophilaceae 1 7 0,21 2 22 0,73

continua...



137

continucao...
FAMILIA AV SEIV
U A % U A %

Ignavibacteriaceae 2 15 0,45 2 20 0,66
Leptospiraceae - - - 1 7 0,23
Methanospirillaceae - - - 3 13 0,43
Methylococcaceae 2 16 0,48 - - -

Nitrosomonadaceae 2 27 0,81 3 51 1,69
Nocardiaceae - - - 1 2 0,07
Parachlamydiaceae - - - 1 3 0,10
Peptostreptococcaceae 1 12 0,36 3 13 0,43
Planctomycetaceae 1 2 0,06 - - -

Polyangiaceae 1 4 0,12 1 2 0,07
Porphyromonadaceae 1 17 0,51 - - -

Pseudomonadaceae 2 10 0,30 1 2 0,07
Rhodobacteraceae 3 14 0,42 1 4 0,13
Rhodocyclaceae 19 387 11,64 11 90 2,98
Rhodospirillaceae - - - 1 4 0,13
Ruminococcaceae 1 2 0,06 3 8 0,26
Spartobacteria_genera_incertae_sedis 1 2 0,06 - - -

Sphingomonadaceae 2 10 0,30 - - -

Streptococcaceae - - - 1 6 0,20
Subdivision3_genera_incertae_sedis 2 29 0,87 2 7 0,23
Synergistaceae 1 2 0,06 5 116 3,84
Syntrophaceae 1 3 0,09 2 4 0,13
Syntrophobacteraceae 1 2 0,06 - - -

Syntrophomonadaceae - - - 1 2 0,07
Syntrophorhabdaceae - - - 3 14 0,46
Thermoanaerobacteraceae 1 2 0,06 1 4 0,13
Veillonellaceae 1 2 0,06 6 93 3,08
Verrucomicrobiaceae 1 18 0,54 1 2 0,07
Xanthomonadaceae 1 2 0,06 4 111 3,67

A — Abundancia relativa, U — UTO (Unidade taxon6mica operacional), % - Porcentagem relativa a abundancia

relativa da biomassa. A-1V — biomassa da areia da etapa IV (com sacarose); SF-1V — biomassa do separador de
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fases da etapa IV (SF-1V); A-V — biomassa da areia da etapa V (sem sacarose) e SF-V — biomassa do separador

de fases da etapa V (sem sacarose).

Na Etapa V, foi possivel classificar 32 e 35 familias para biomassa da areia e do
separador de fases, respectivamente (Tabela 5.34). As familias predominantes na biomassa da
etapa V foram as seguintes: Gemmatimonadaceae (25,5-34%), Rhodocyclaceae (19,1-22,4%)
e Chitinophagaceae (12,4-14,4%).

Representantes  pertencentes as  familias  Bdellovibrionaceae  (1,2-1,8%),
Bradyrhizobiaceae (0,4-2,2%), Comamonadaceae (0,7-1%), Leptospiraceae (1,9-2,6%),
Peptostreptococcaceae (0,6-1,4%), Pseudomonadaceae (0,7-1,1%),
Subdivision3_genera_incertae_sedis (7,1-9,1%) e Verrucomicrobiaceae (1-2,9%) foram
observados em menor propor¢do nessa biomassa do reator (A-V e SF-V). As demais familias

representaram <1% das sequéncias analisadas em ambas as amostras.

Tabela 5.34 — Distribuicdo das familias na biomassa do RALF da etapa V

_ A-V SF-V
FAMILIA
U A % U A %
0_unclassified 30 401 13,50 37 413 10,95
Acetobacteraceae 1 3 0,10 1 3 0,08
Aeromonadaceae 1 6 0,20 1 11 0,29
Bdellovibrionaceae 3 54 1,82 3 46 1,22
Bradyrhizobiaceae 5 65 2,19 2 14 0,37
Burkholderiales_incertae_sedis 1 11 0,37 2 15 0,40
Campylobacteraceae 3 11 0,37 2 16 042
Caulobacteraceae 1 5 0,17 1 2 0,05
Chitinophagaceae 16 368 12,39 22 543 14,40
Clostridiaceae 1 - - - 1 2 0,05
Comamonadaceae 4 21 0,71 5 38 1,01
Desulfobulbaceae - - - 1 2 0,05
Enterobacteriaceae - - - 1 2 0,05
Erythrobacteraceae 1 2 0,07 1 3 0,08
Fusobacteriaceae 2 14 0,47 2 5 0,13

continua...
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continuagéo...

FAMILIA AV STV
U A % U A %

Gemmatimonadaceae 8 757 25,48 12 1283 34,02
Geobacteraceae 1 3 0,10 - - -

Holophagaceae 3 6 0,20 2 5 0,13
Lachnospiraceae 1 2 0,07 1 2 0,05
Leptospiraceae 6 77 2,59 6 72 191
Methylococcaceae 1 27 0,91 1 8 0,21
Nitrospiraceae - - - 1 2 0,05
Oxalobacteraceae 1 16 0,54 1 30 0,80
Parachlamydiaceae - - - 1 2 0,05
Peptostreptococcaceae 3 42 1,41 2 22 0,58
Phyllobacteriaceae 1 2 0,07 - - -

Planctomycetaceae - - - 2 4 0,11
Polyangiaceae 1 17 0,57 1 15 0,440
Porphyromonadaceae 1 3 0,10 - - -

Pseudomonadaceae 5 33 1,11 5 25 0,66
Rhodobacteraceae 2 14 0,47 2 13 0,34
Rhodocyclaceae 17 665 22,38 19 720 19,09
Rhodospirillaceae 1 15 0,50 2 7 0,19
Sphingomonadaceae 2 13 0,44 3 17 0,45
Subdivision3_genera_incertae_sedis 5 270 9,09 3 269 7,13
Synergistaceae 1 3 0,10 3 17 0,45
Veillonellaceae 1 4 0,13 3 19 0,50
Verrucomicrobiaceae 3 31 1,04 3 110 2,92
Xanthomonadaceae 1 10 0,34 3 14 0,37

A — Abundancia relativa, U — UTO (Unidade taxondmica operacional), % - Porcentagem relativa a abundancia
relativa da biomassa. A-1V — biomassa da areia da etapa IV (com sacarose); SF-1V — biomassa do separador de
fases da etapa IV (SF-1V); A-V — biomassa da areia da etapa V (sem sacarose) e SF-V — biomassado separador de

fases da etapa V (sem sacarose).
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Observou-se para biomassa da Etapa 1V, que as sequéncias néo classificadas foram mais
abundantes (67,1%) no separador de fases (SF-1V) comparado com a biomassa A-1V (9,7%).
Em relacdo a biomassa da Etapa V observou-se menor porcentagem de sequéncias nédo
classificadas, sendo 13,5% para A-V e 11% para SF-V (Figura 5.45).
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Figura 5.45 — Abundancia relativa das familias mais representativos (similaridade 97%) nas

amostras da Areia-1V, Separador de fases-1V, Areia-V e Separador de fases-V

Pode-se observar 18 familias em comum as quatro amostras do RALF (Figura 5.46).
Verificou-se para as sequéncias ndo classificadas maior abundancia relativa (324-2028
sequéncias), bem como, para representantes das familias Gemmatimonadaceae (35-1283
sequéncias) e Rhodocyclaceae (90-720 sequéncias). Observou-se para as demais familias
abundancia relativa entre 2 e 543 sequéncias.



141

Xanthomonadaceae T+
Verrucomicrobiaceae [T—+
Veillonellaceae—+
Synergistaceae 1~
Subdivision3*|/——T— 1
Rhodospirillaceael!
Rhodocyclaceae| —1 I b
Rhodobacteraceae !
Pseudomonadaceae (1
Polyangiaceael
Peptostreptococcaceae |
Holophagaceae |
Gemmatimonadaceae| 1 —
Comamonadaceae |1
Chitinophagaceae] — I ——1—
Bradyrhizobiaceae ™
Bdellovibrionaceae[™?

Acetobacteraceae
N&o classificada g - R

o

250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000
Abundancia relativa (n° de sequéncias)

Figura 5.46 — Abundancia relativa das familias em comuns com as amostras A-1V, SF-1V, A-
V e SF-V

Representantes da familia Gemmatimonadaceae sdo bacilos gram negativos, aerdbios e
com espécies capazes de degradar benzoato (KRIEG et al., 2010), a propor¢éo observada dessa
familia foi 1,98%, 1,1%, 25,5% e 34% para biomassa da A-1V, SF-1V, A-V e SF-V,
respectivamente.

Na familia Rhodocyclaceae estdo incluidas espécies capazes também de degradar
benzoato, por meta clivagem do anel aromaético, além de fenol e tolueno (UNZ; FARRAH,
1972; ARVIN et al., 1989; BRENNER et al., 2005). Observou-se maior propor¢ao dessa familia
na biomassa da areia (11,6 — 22,4%) que na biomassa do separador de fases (3 —19%) para as
Etapas IV e V, respectivamente. A presenca de ambas as familias na biomassa do reator foram,
portanto, relacionadas com a degradacdo de LAS de 4gua de lavanderia adicionado ao substrato

sintético.

5.2.16.5 — Géneros

Classificou-se o total de 92 géneros na biomassa do RALF, sendo 44 distribuidos na
biomassa da areia da Etapa IV (A-1V) e 45 no separador de fases da mesma etapa (SF-1V). Para
a biomassa da Etapa V foram identificados 38 e 47 géneros para a areia (A-V) e separador de

fases (SF-V), respectivamente. Sete géneros foram comuns as quatro amostras, sendo eles:



Bdellovibrio,

Subdivision3_genera_incertae_sedis e Zoogloea.

5.2.16.6 — Géneros da biomassa da areia (Etapa 1V)
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Ferruginibacter, = Gemmatimonas, = Holophaga,  Sediminibacterium,

Para a biomassa da areia (Etapa 1V) foram identificados 20 géneros mais frequentes,

com abundéncia relativa na faixa de 0,27% (Bosea) a 58,5% (Desulfobulbus) (Figura 5.47).
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Figura 5.47 — Abundancia relativa dos 20 géneros mais frequentes na amostra da biomassa da
Areia da Etapa IV (similaridade 97%)

Dentre esses 20 géneros, 10 foram relacionados com representantes de ambiente

anaerobio facultativo ou estrito e os outros 10 com bactérias aerdbias (Tabela 5.35), apesar de

alguns representantes serem capazes de se manterem em condicdo anaerdbia, tais como, Bosea,
Diaphorobacter e Zoogloea (KHAN, 2002; BRENNER et al., 2005; PHAM, 2009).

Com excecdo do género Proteocatella, todos os demais sdo gram negativos nao

formadores de enddsporo. Todos os géneros listados na Tabela 5.35 ja foram identificados em
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amostras ambientais como lodos de estagdes de tratamento, justificando assim a presencga neste
estudo.

Algumas espécies de Desulfobulbus, Dechloromonas, Diaphorobacter Methylomonas e
Zoogloea podem usar nitrato, em substituicdo ao oxigénio, como receptor final de elétrons,
permitindo seu desenvolvimento em condicdo andxica (BRENNER et al., 2005).

Embora Brenner et al. (2005) classifique o género Desulfobulbus como anaerdbio
estrito, varios autores citam que algumas espécies deste género sdo capazes tambeém de utilizar
nitrato como receptor final de elétrons, formando aménia como produto final por meio da via
desassimilativa que envolve a enzima nitrato redutase (CYPIONKA, 1995; MOURA et al., 1997).

O uso de nitrato como receptor final de elétrons é uma possibilidade, considerando sua
presenca na agua residuaria de lavanderia (9+4,7 mg.L™ de nitrato), com base na caracterizagio
da agua de lavanderia. Desulfobulbus também esta relacionados com a reducéo de sulfato a sulfeto
(BRENNER et al., 2005). As possiveis fontes de enxofre foram as proteinas presentes no extrato
de levedura usado na &gua residuaria sintética e o LAS, que possui um grupo aromatico sulfonado.

Assim como Desulfobulbus, Bosea também esta relacionada com a reducéo de sulfato
ou tiossulfato a sulfeto (BRENNER et al., 2005). A presenca desse género foi corroborada pela
concentracgéo de sulfato no afluente do RALF, sendo que a presenca de representantes desse género
foi maior (0,47%) na Etapa V, com maior concentracéo afluente de sulfato (16+20,2 mg.L ™) do
que na Etapa IV (0,24%) com 84,2 mg.L™ de sulfato afluente.

Varios géneros identificados nesse trabalho sdo capazes de utilizar extrato de levedura:
Diaphorobacter, Longilinea, Gemmatimonas, Dechloromonas, Bellilinea, Methylomonas e
Proteocatella (BRENNER et al., 2005; YAMADA et al., 2006; PHAM, 2009; PIKUTA et al.,
2009; KRIEG et al., 2010).

Algumas espécies de Dechloromonas sdo capazes de utilizar completamente compostos
aromaticos, incluindo benzeno, a CO2 em condicdo anaerdbia, ou na presenca de nitrato como
receptor de elétrons. Além disso, podem usar AQDS (2,6-antrahidroquinona dissulfonada) como
doador de elétrons e acetato como fonte de carbono (COATES et al, 2001). Este género j& foi
observado em reatores anaerébios no tratamento de agua residuaria contendo LAS (DUARTE et
al., 2010; DELFORNO et al., 2012; OKADA, 2012). A presenca de LAS neste estudo pode ter
favorecido representantes desse género na biomassa do reator.

Cinco géneros foram relacionados com a degradacdo de carboidratos, entre eles a
sacarose: Longilinia (2 — 3%), Bellilinea (0,5 —-0,51%), Ignavibacterium (0,45 — 0,66%), Bosea
(0,24 - 0,48%) e Azohydromonas (0,13 —0,36%) (BRENNER et al., 2005; XIE; YOKOTA, 2005;
LINO et al., 2010). Com excec¢do dos representantes do género Bosea que foram favorecidos
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também pelo sulfato afluente da Etapa V, os demais géneros foram observados somente na Etapa
IV (com sacarose).

Entre os 20 géneros com maior abundancia relativa na areia da Etapa IV do RALF, oito
deles possuem representantes relacionados com a degradacdo de compostos aromaticos
podendo estar relacionados com a degradacéo do LAS.

Representantes do género Bdellovibrio sdo capazes de degradar compostos com um anel
aromatico (benzeno, tolueno, etil benzeno, xileno) ou dois anéis aromaticos (naftaleno)
(BRENNER et al., 2005). Os géneros Dechloromonas, Gemmatimonas, Holophaga e Zoogloea
possuem espécies capazes de degradar compostos com um anel aromatico (fenol, tolueno,
hidroxi- e metoxi- benzoatos) (BRENNER et al., 2005; KRIEG et al., 2010). O LAS, que possuli
um grupo aromatico pode ter favorecido a selecdo de representantes desses géneros na biomassa
do reator. Com excecdo de Bdellovibrio e Holophaga observou-se para os demais géneros maior
abundancia relativa nas biomassas da Etapa V, quando a concentragdo de LAS afluente foi a
maior (27,91+9,57 mg.L™).

Kenner et al. (1994) verificaram a degradagdo de compostos aromaticos (benzeno, fenol,
p-cresol) por Nitrosomonas europaea. Segundo os autores ndo foi verificada completa
mineralizacdo pois ndo houve a quebra do anel aromatico, entretanto a bactéria pode ter iniciado
a degradacdo com geracdo de sub-produtos que podem ser utilizados por outras espécies.

Representantes do género Nitrosomonas foram observados na biomassa da areia (0,8%)
e separador de fases (1,7%) da Etapa IV. Segundo Schmidt et al. (2002), Nitrosomonas podem
oxidar amonio na auséncia de oxigénio dissolvido, substituindo o O2 por NO2. Observou-se
nitrogénio amoniacal na agua residuaria de lavanderia de 2,71 a 23,34 mg.L? (Tabela A1,
apéndice) e formacao de nitrito no efluente do reator na Etapa IV (20,94+14,5 mg.L™Y), o que

pode justificar a presenca deste género na biomassa do RALF.
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Tabela 5.35 — Descricdo dos 20 géneros de maior abundancia relativa na biomassa da areia (Etapa 1VV) do RALF (similaridade 97%)

Género GRAM Endosp. Condicao Ocorréncia Referéncia
. o Mahanty et al. (2013); Ugwu
Azohydromonas - - Aerdbia Lodo de industria de papel ]
(2011); Xie; Yokota (2005)
Aerdbiae .
_ o Lodo aero6bio de estacdo de tratamento em Brenner et al. (2005); Quan et al.
Azonexus - - microaerdfila _ B
_ Daejeon Coréia do Sul, UASB. (2006); Okada (2012)
(fixam N2)
Bdellovibrio - - Aerobia Solo, esgoto, &gua doce, bioreator (BETX). Brenner et al. (2005)
. L ) Brenner et al. (2005); Yamada et
Bellilinea - - Anaerdbia estrita  Lodo de reator, solo de plantacao de arroz.
al. (2007)
Aerdbia e .
Bosea - - UASB, solos cultivados. Brenner et al. (2005)

microaerofila

Dechloromonas

Anaerobia

facultativa

Lodo de industria de papel, reator EGSB,
UASB.

Brenner et al. (2005); Delforno et
al. (2012); Okada (2012)

Desulfobulbus

Anaerobia estrita

Regides andxicas de agua doce, dgua salobra,
habitats marinhos; conteddo ruminal, esterco

animal e lodo de esgoto.

Brenner et al. (2005); Okada
(2012)

continua...
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continuacgao...

Género GRAM Endosp. Condicao Ocorréncia Referéncia
_ Aerdbia e . o
Diaphorobacter - - L Solo de plantagéo de arroz e lodos ativados.  Khan; Hiraishi (2002); Pham (2009).
anaerobia
) . ) Davis et al. (2005); Joseph et al.
_ . Lodos ativados em condicéo de remocao de ] )
Gemmatimonas - - Aerobia (2003); Krieg et al. (2010); Liu et al.,

fosforo e solo.

(2011)

Geobacter - - Anaerdbia estrita UASB. Brenner et al. (2005); Okada 2012
. Lodo andxicos de rios de agua doce, sistemas  Krieg et al. (2010); Liesack et al.
Holophaga - - Anaerbbia )
de tratamento de fabrica de papel, UASB. (1994); Okada 2012
Ignavibacterium - - Anaerdbia Aguas termais, UASB. Lino et al. (2010); Wang et al. (2012)

Longilinea

Anaerodbia estrita

Lodos de reatores anaerobios, solos de
plantacao de arroz.

Yamada et al. (2006)

Luteolibacter

Aerobia

Lodos ativados, tundra (solo).

Jiang et al. (2012)

Methylomonas

Aerdbia estrita

Sedimentos de rios e lagos, lodo de wetland;

lodos ativados.

Brenner et al. (2005)

continua...
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concluséo...
Género GRAM Endésp. Condicéo Ocorréncia Referéncia
) Anaerobia EstacGes de tratamento de esgoto, dguas

Nitrosomonas - - _ ] _ Brenner et al. (2005)

facultativa eutrofizadas, solos e rios.

. Bialek et al. (2012); Pikuta et al.
Proteocatella + + Anaerobia RALF e EGSB
(2009)
o ) L Lodo de estacdo de tratamento de esgoto )
Sediminibacterium - - Aerobia o Jinetal. (2011)
municipal.

Subdivision3* Lodos ativados Zhang et al. (2012)

Aerdbia e Aguas poluidas, estaces de tratamento, Arvin et al. (1989); Brenner et al.
Zoogloea - -

anoxica (NOs)

lodos ativados.

(2005); Okada (2012)

Subdivision3* = Subdivision3_genera_incertae_sedis; Enddsp. = enddsporo.
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5.2.16.7 — Géneros da biomassa do separador de fases (Etapa 1V)

Para os 20 géneros mais frequentes identificados na biomassa do separador de fases
(Etapa 1V) foram observadas abundancia relativa entre 0,23% (Proteocatella) a 3,34%

(Rhodanobacter) como pode ser observado na Figura 5.48.

Proteocatella
Diaphorobacter
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Methanospirillum
Syntrophorhabdus
Bellilinea
Sediminibacterium
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Desulfobulbus
Gemmatimonas
Acholeplasma
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Rhodanobacter

! L
—

o 1 2 3 4
Abundéancia relativa (%)
Figura 5.48 — Abundancia relativa dos 20 géneros mais frequentes na biomassa do Separador
de fases da Etapa IV (similaridade 97%)

Entre esses 20 géneros, 12 foram relacionados com representantes de ambiente
anaerobio facultativo ou estrito, 7 com bactérias aerdbias ou facultativas, e um possui
representantes, tanto aerébio, como anaerébio (Tabela 5.36). Com excecdo dos géneros
Proteocatella e Rhodanobacter, todos os demais sdo gram negativos. O Gnico género com
representantes capazes de formar enddsporo é Proteocatella. Todos os géneros listados na
Tabela 5.36 foram observados em amostras ambientais como lodos de esta¢des de tratamento.

Entre os representantes aerébios, os mais abundantes foram Rhodanobacter (3,3%),
Gemmatimonas (1,1%) e Diaphorobacter (0,2%). Tais microrganismos podem ter sido
favorecidos pela troca gasosa que ocorreu no separador de fases, bem como, as bactérias
semelhantes a Azonexus (0,2%) e Zooglea (0,7%) que sdo microaerofilicas e anaerobias

facultativas.
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Alguns géneros com menor abundéncia podem ter sido favorecidos pelo meio
nutricional (substrato sintético), bem como, por metabdlitos de outros microrganismos presente
no reator, como é o caso do género Azonexus (0,2%), que podem utilizar, tanto o N2 da
atmosfera como acidos organicos (&cido succinico, propidnico e acético) e etanol como fonte
de carbono (REINHOLD-HUREK, 2006) .

Bactérias semelhantes & Azonexus foram identificadas, tanto no material suporte, como
no separador de fases da Etapa IV. Chou et al. (2008) citam que 0s microrganismos pertencentes
a este género possuem oxidacao positiva para Tween 20 e Tween 40, dois surfactantes ndo
iGnicos.

Bactérias semelhantes a Zooglea (0,7%) também foram identificadas no separador de
fase. Tais células sdo capazes de se manterem em condicdo de escassez de oxigénio, e podem
utilizar nitrato como receptor final de elétrons ao invés do oxigénio (BRENNER et al., 2005).
O nitrato, como receptor de elétrons, € oriundo dos compostos nitrogenados da agua residuaria
de lavanderia adicionada ao substrato sintético.

A quarta maior abundancia relativa da amostra da biomassa do separador de fases da
etapa IV foi atribuida a Nitrosomonas (1,7%). A presenca desse género poderia estar
relacionada com a degradacdo de compostos aromaticos, uma vez que N. europeae é capaz de
degradar tolueno e alquilbenzenos (KEENER; ARP, 1994). Todavia, Brandt et al. (2001) néo
observaram degradacdo de LAS em cultura de N. europeae, além da cessacdo do crescimento
em 15 mg.L* do surfactante.

Representantes do género Nitrosomonas caracterizam-se por realizar oxidacdo de
amonio a nitrito, mediante reacdo que consome alcalinidade do meio. A média de N-amoniacal
na gua residuaria de lavanderia foi 10,2+6 mg.L™ e verificou-se presenca de nitrito no efluente.

Desulfobulbus (1,1%) utilizam &acidos organicos e alcoois como doadores de elétrons
(BRENNER et al., 2005). Estes compostos podem ter sido provenientes da degradacdo das
cadeias alquilicas do surfactante LAS.

O substrato sintético contendo extrato de levedura e sacarose favoreceu bactérias
semelhantes a Longilinea (3%), Amminomonas (1,8%), Gemmatimonas (1,1%), Bellilinea
(0,5%), Diaphorobacter (0,3%) e Proteocatella (0,2%), uma vez que 0S microrganismos
pertencentes a estes géneros possuem o crescimento estimulado quando submetidos a essa
condicdo nutricional (HESPELL et al., 1977; BAENA et al. 1999; JANSSEN et al., 1999;
BRENNER et al., 2005; YAMADA et al., 2006; YAMADA et al, 2007; PIKUTA et al., 2009;
KRIEG et al., 2010; OKADA, 2012).
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Os microrganismos do género Acholeplasma (1,4%) sdo anaerdbios facultativos e
quimiotroficos. Este género foi encontrado em estudos sobre diversidade microbiana de reator
de leito granular expandido com altas cargas de sulfato e nitrato no tratamento de aguas
residuérias salobras (LIAO et al., 2013) e em estudos de diversidade microbiana em reatores
termofilicos anaerébios (WAGNER; WIEGEL, 2008). Estes microrganismos utilizam a
glicose, galactose e frutose como doadores de elétron para a sintese de carboidratos. Séo
capazes de fermentar piruvato em lactato e acetato, bem como, capazes de metabolizar varios
acucares e aminoacidos como fonte de carbono (LAZAREYV et al., 2011), o que torna estes
microrganismo com metabolismo muito versatil, capaz de utilizar subprodutos e metabdlitos de
outros microrganismos. Este género foi observado apenas na biomassa do separador de fases
da Etapa IV (com sacarose), a presenca do co-substrato e o0 ambiente facultativo do separador
de fases podem ter favorecidos os representantes desse género.

Neste estudo foi observado o género Holophaga na biomassa de todas as amostras do
reator, porém a maior abundéancia relativa foi na biomassa do separador de fases da etapa IV
(1%). As bactérias da classe Holophagae sédo bacilos, Gram negativos anaerobios, mesofilicos
e quimio-organotroficos e podem fermentar trimetoxibenzoatos e trihidroxibenzenos em
acetato (KRIEG et al., 2010). Estes microrganismos podem utilizar compostos metilados
aromaticos, citrato e piruvato na respiragdo anaerébia e fermentacdo homoacetogénica
(LIESACK et al., 1994; COATES et al., 1999). Representantes deste género sdo capazes de
degradar acido piravico e compostos aromaticos em acetato, bem como, utilizar compostos
himicos na respiracdo e fermentacdo (GILBRIDE et al., 2004). O género Holophaga ja foi
observado em estudos de tratamento de &gua residuéria contendo LAS padrédo, LAS de agua de
lavanderia e LAE (OLIVEIRA et al., 2009; OKADA, 2012; MOTTERAN, 2013). O grupo
aromatico do LAS, os sub-produtos de degradacao dessa molécula, bem como, a complexa agua
residudria utilizada podem ter favorecido a manutencédo dos representantes desse género.

Sequéncias semelhantes a Ignavibacterium foram identificadas na biomassa da areia
(0,45%) e separador de fase (0,66%) da Etapa IV (com sacarose). Microrganismos pertencentes
a este género possuem metabolismo versatil, podem utilizar alcoois, aminoacidos, acidos
organicos, diversos aglicares, Como a sacarose, e até mesmo compostos toxicos como fonte de
carbono (WEAVER et al., 1975; KIM et al., 2004; LINO et al., 2010; LIU et al., 2013). A
adicdo de extrato de levedura pode ter favorecido este género pois esse substrato fornece
micronutrientes, aminoacidos e vitaminas além dos nutrientes necessarios para manter a
atividade de degradacédo do LAS (KHLEIFAT, 2006; ABBOUD et al., 2007). O surfactante e
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demais compostos da agua residuaria (ex. etanol 100,5+117,2 mg.L ™) podem também, ter sido
fontes de carbono para os representantes desse género.

Dois géneros foram relacionados a bactérias acumuladoras de fésforo: Cloacibacterium
(0,07%) e Thiovirga (0,1%) (ITO etal., 2005; ALLEN, 2006; CERQUEIRA etal., 2012). Nessa
etapa de operagdo (Etapa IV) foi verificada a maior concentracdo efluente de fosfato
(11,74+3,2 mg.L?) para 16,03+7,7 mg.L ™ afluente.

Entre os 20 géneros com maior abundéancia relativa no separador de fases da Etapa IV
do RALF, nove deles possuem representantes relacionados com a degradacdo de compostos
aromaticos podendo estar relacionados com a degradacdo do LAS. Por exemplo, representantes
dos géneros Gemmatimonas, Geobacter, Holophaga, Rhodanobacter, Syntrophorhabdus e
Zoogloea sdo capazes de degradar fenol, tolueno, benzaldeido, hidroxi-, metoxi- e benzoatos
(BRENNER et al., 2005; GILBRIDE et al., 2004; KRIEG et al., 2010).

Além disso, foram encontrados géneros capazes de degradar outros compostos
aromaticos, tais como, aminobenzoato (Desulfobulbus), benzeno, etil-benzeno e tolueno
(Nitrossomonas) e naftilfosfato e nitro-fenil-galactopiranosida (Ferruginibacter) (BRENNER
etal., 2005; LIM et al., 2009).

Bacteérias similares a Geobacter foram identificadas, tanto na amostra da areia, como do
separador de fases da etapa IV. Os representantes deste género diferenciam-se de todas as outras
bactérias estritamente anaerobias, tanto fenotipica, quanto genotipicamente, uma vez que, as
espécies deste género sdo as primeiras redutoras de Fe(l11) que realizam oxidacdo dissimilatoria
completa. Também, sdo o0s Unicos microrganismos descritos capazes de acoplar a oxidacao de
compostos monoaromaticos, incluindo tolueno, a redugdo de Fe(lll) (KUEVER et al., 2005).

Bactérias do género Geobacter tém sido encontradas na presenca de PCE
(tetracloroetileno) e TCE (tricloroetileno) (DUHAMEL; EDWARDS, 2006). Dentre os metais
pesados analisados na agua residudria de lavanderia, observou-se maiores concentracdes de
ferro (0,22+0,22 mg.L™?), o que pode ter favorecido na sele¢do deste género na biomassa do
reator. Representantes deste género ja foram observados em outros estudos de tratamento de
agua residuaria contendo LAS (CAROSIA, 2011; DELFORNO et al., 2012; FERREIRA, 2012;
OKADA, 2012).
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Tabela 5.36 — Descricdo dos 20 géneros de maior abundancia relativa na biomassado separador de fases (Etapa IV) do RALF (similaridade 97%)

Género GRAM Endosp. Condicéo Ocorréncia Referéncia

Trato digestivo de animais, EGSB tratando _
Angulo et al. (2000); Liao et al.

Acholeplasma Anaerobia facultativa  esgoto com altas concentragdes de sulfato e (2013)
nitrato
Aminomonas - - Anaerobia estrita Lagoa anaerdbia de estacdo de tratamento  Baena et al. (1999)

. ) . o y Brenner et al. (2005); Okada
Aerdbia/ Microaerofila Lodo aerdbio de estacdo de tratamento em
Azonexus - - ) ) . (2012); Quan et al. (2006);
(fixam N2) Daejeon Coréia do Sul )
Reinhold-Hurek (2006)
Brenner et al. (2005); Yamada et

al. (2007)

Bellilinea - - Anaerobia estrita Lodo de reator, solo de plantacao de arroz

Regibes andxicas de agua doce, dgua
Brenner et al. (2005); Okada

Desulfobulbus - - Anaerdbia estrita salobra, habitats marinhos; contetdo (2012)

ruminal, esterco animal e lodo de esgoto.

Khan; Hiraishi (2002); Pham

Diaphorobacter - Aerobia e anaerdbia Solo de plantagéo de arroz, lodos ativados (2009)

continua...
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continuacgao...

Género

GRAM Endosp. Condigao

Ocorréncia

Referéncia

Ferruginibacter

Aerdbia obrigatoria

Sedimento de &gua doce; solo de jardim;
RLF tratando LAS

Lim et al. (2009); Oliveira et al.
(2013); Xie et al. (2006)

Gemmatimonas

Aerobia

Lodos ativados em condicéo de remocao de
fésforo; solo

Davis et al. (2005); Hugenholtz
etal. (2001); Joseph et al. (2003);
Liu etal., 2001)

Brenner et al. (2005); Okada

Geobacter - - Anaerdbia estrita UASB (LAS)
(2012)
L Lodo anoxicos de rios, sistemas de Krieg et al. (2010); Oliveira et al.
Holophaga - - Anaerbbia )
tratamento de fabrica de papel (2009); Okada (2012)
) ) L i ) o Lino et al. (2010); Okamoto et al.
Ignavibacterium - - Anaerbbia Aguas termais, reator de leito fixo (anamox)

(2013)

Longilinea

Anaerobia estrita

Lodos de reatores anaerobios e solos (arroz)

Yamada et al. (2006)

Methanospirillum

- Anaerobia estrita

Estacdes de tratamento de efluentes

Patel (1976)

Nitrosomonas

- Anaerdbia facultativa

EstacGes de tratamento de esgoto, aguas

eutrofizadas, solos e rios.

Brenner et al. (2005)

continua...
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concluséo...
Género GRAM Enddsp. Condicéo Ocorréncia Referéncia
L Bialek et al. (2012); Pikuta et al.,
Proteocatella + + Anaerobia RALF e EGSB
(2009)
. Lodos ativados tratando nonilfenol Brenner et al. (2005); Okada
Rhodanobacter + - Aerbbia )
etoxilados, UASB (LAS) (2012); Zhang et al. (2012)
o ) L Carosia (2011); Hang et al. (2008);
Sediminibacterium - Anaerobia RALF (LAS) o
Oliveira (2010)
. Gilbride et al. (2004); Qiu et al.
Syntrophorhabdus - - Anaerobia UASB (fenol)
(2008)
Ambientes marinhos, rios e solos, estaces
Thiobacillus - Aerobia Facultativa de tratamento de efluentes, sedimentos Kelly et al. (1990)
anaerdbios
200al Aerdbia (02) e andxica Aguas poluidas, estacdes de tratamento, Brenner et al. (2005); Okada
oogloea - -

(NO3)

UASB (LAS)

(2012)

Enddsp. = enddsporo.
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5.2.16.8 — Géneros da biomassa da areia (Etapa V)

Para os 20 géneros com maior frequéncia obtidos para a biomassa da areia (Etapa V) foi
observada abundancia relativa entre 0,3% (Diaphorobacter) a 25,5% (Gemmatimonas) como

pode ser observado na Figura 5.49.

Diaphorobacter
Pseudoxanthomonas
Piscinibacter
Arcobacter .
Vampirovibrio |
Cetobacterium |
Bosea |
Magnetospirillum
Janthinobacterium
Byssovorax
Sediminibacterium
Oligotropha
Ferruginibacter
Serpens
Prosthecobacter
Bdellovibrio |
Turneriella

Terrimonas H%J

Zoogloea | T . ’

Gemmatimonas |\ )

10 15 20 25 30
Abundancia relativa (%)

<=
n

Figura 5.49 — Abundancia relativa dos 20 géneros mais frequentes na biomassa da areia da
Etapa V (similaridade 97%)

Entre esses 20 géneros, dois foram relacionados com representantes de ambiente
anaerobio facultativo ou estrito, 17 com bactérias aerdbias, microaerobias ou facultativas, e um
possui representantes, tanto aerébio, como anaerdbio. Todos o0s géneros sdo gram negativos e
sete géneros possuem representantes capazes de formar endésporo (Tabela 5.37). Com excec¢édo
de Serpens, todos os géneros listados na Tabela 5.37, ja foram observados em amostras
relacionadas a estagdes de tratamento.

Entre os géneros identificados na amostra da areia da Ultima etapa (Etapa V) os mais
abundantes foram Gemmatimonas (25,5%), Zoogloea (8,9%) e Terrimonas (5,5%).

Gemmatimonas e Zoogloea foram relacionados com a degradacdo de LAS, devido sua
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capacidade de degradar benzoato (KRIEG et al., 2010) e de meta clivagem de anel aromatico
de benzeno (BRENNER et al., 2005), respectivamente.

Quatro géneros foram considerados capazes de utilizar o extrato de levedura para o seu
metabolismo, Gemmatimonas (25,5%), Serpens (0,8%), Byssovorax (0,5%) e Diaphorobacter
(0,3%) (BRENNER et al., 2005; PHAM, 2009; KRIEG et al., 2010).

Cinco géneros foram relacionados com a degradacdo de LAS por serem capazes de
degradar compostos aromaticos como fenol (Zoogloea e Magnetospirillum), tolueno
(Bdellovibrio e Zoogloea), metoxi e hidroxi-benzoato (Gemmatimonas e Zoogloea),
naftilphosphate e nitro-fenil-galactopiranosida (Ferruginibacter) e naftaleno, benzeno, etil
benzeno, e xileno (Bdellovibrio) (BRENNER et al., 2005; LIM et al., 2009; KRIEG et al.,
2010).

Representantes semelhantes a Oligotropha (0,8%) sdo considerados aerdbios, mas
podem utilizar monoxido de carbono, dioxido de carbono e hidrogénio para o crescimento
autotrofico (DEBARATI et al., 2008). Segundo Malik et al. (2005), tais bactérias podem ter
seu metabolismo alterado quando submetidos a surfactantes aniénicos como o LAS.

Bactérias semelhantes a Magnetospirillum  (0,5%) sdo  microaerdfilas,
quimiorganotroficas, ndo fermentam carboidratos, entretanto, utilizam &cidos organicos como
malato, succinato, fumarato, lactato, oxalacetato como fonte de carbono (SCHLEIFER et al.,
1991). A variedade de acidos organicos durante a operagdo do reator pode ter favorecido esse
grupo.

Bactérias similares a Bosea (0,5%) foram identificadas na biomassa da areia da Etapa
V (sem sacarose). Sdo microaerdbias e capazes de degradar sacarose. Segundo Das et al. (1996),
microrganismos semelhantes a este género podem se manter sob condicdo anaerdébia na
presenca de &cidos organicos como malico e succinico. Nessa etapa de operacdo foram
observados acido malico (4,55+1,8 mg.L™?) e acido succinico (2,21+0,3 mg.L™) no efluente do
reator. Bosea também esta relacionada com a redugdo de sulfato a sulfeto (BRENNER et al.,
2005). A presenca desse género foi corroborada pela maior concentragdo de sulfato no afluente
do RALF na Etapa V (16+20,2 mg.L ™).

Cetobacterium (0,5%) foi citado por Finegold et al., (2003) como degradadores de
polietilenoglicdis, subprodutos da degradacdo de surfactantes ndo idnico (alcool linear
etoxilado). Nonil fenol etoxilado e tetrametil butil fendxi etoxilado, ambos surfactantes nédo
ibnicos, estavam presentes na dgua de lavanderia, os subprodutos da degradacdo desses

compostos podem ter favorecidos os representantes deste género.
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Bactérias semelhantes a Vampirovibrio (4,4%) também foram identificadas neste
estudo. De acordo Brenner et al. (2005) espécies desse género ja foram identificadas em
biomassa de dgua de abastecimento e em utero de suino. No caso especifico deste trabalho,
provavelmente, faziam parte da composicdo da biomassa usada como inoculo e proveniente de

reator UASB usado no tratamento de dejetos de suinocultura (Tabela 5.37).



Tabela 5.37 — Descri¢do dos 20 géneros de maior abundancia relativa na biomassa da areia (Etapa V) do RALF (similaridade 97%)

Género GRAM Endosp. Condicéo Ocorréncia Referéncia

Arcobacter - - Aerobia/ Reservatdrios de a4gua, esgoto e Brenner et al. (2005)
Microaerébia  ambientes salinos

Bdellovibrio - Aerobia Solo, esgoto, &gua doce, bioreator Brenner et al. (2005)

(BETX)

Bosea - - Aerdbia e Reatores anaerdébios (UASB) no Brenner et al. (2005); Das et
microaerébia  tratamento de esgotos, solos cultivados al. (1996)

Byssovorax Aerobia Solo com plantas em decomposi¢do,  Brenner et al. (2005); Zhang
obrigatdria reator em batelada sequenciais et al. (2013)

(tetraciclina)

Cetobacterium

Microaerofilica

Fezes, reator desnitrificante

Finegold et al. (2003); Lahav
et al. (2009)

Diaphorobacter

Aerobia e

Solo de plantacdo de arroz e lodos

Khan; Hiraishi (2002); Pham

anaerdbia ativados (2009)
Ferruginibacter - - Aerobia Sedimento de &gua doce, solo, RALF  Lim et al. (2009); Oliveira et
obrigatdria (LAS) al. (2013); Xie et al. (2006)
Gemmatimonas - - Aerdbia Lodos ativados em condicdo de Davis et al. (2005); Krieg et

remocéo de fosforo, solo

al. (2010); Liu et al. (2011)

continua...
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continuacgao...

Género

GRAM Endésp.

Condicao

Ocorréncia

Referéncia

Janthinobacterium

Aerobia

Reator (ANAMOX)

Kampfer (2008); Schmidt et
al. (2002)

Magnetospirillum

Microaerofilica

Sedimentos, ambientes aquaticos,

biorreator (tolueno)

Brenner et al. (2005); Meyer
et al. (2013)

Oligotropha - Aerobia Aguas residuarias e solo Debarati et al. (2008); Malik
etal., 2005

Piscinibacter - Aerobia Sistema de tratamento (remocéo de Brenner et al. (2005); Kim et
facultativa nitrogénio e fosforo) al. (2013)

Prosthecobacter - Aerdbia Lodos ativados Brenner et al. (2005); Liu et
obrigatdria al. (2005)

Pseudoxanthomonas - Aerobia Biofiltro de industria de Brenner et al. (2005)

processamento animal

Sediminibacterium - Aerobia RALF (LAS) Oliveira et al. (2010)

Serpens - Anaerodbia Sedimentos de lagoas. Brenner et al. (2005)

Terrimonas - - Aerobia Solo de jardim no Japéo; fonte de 4gua Brenner et al. (2005); Okada

doce Taiwan, UASB (LAS)

(2012); Xie (2006)

continua...
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Género GRAM Enddsp. Condicédo Ocorréncia Referéncia
Turneriella - Anaerbbia Estacéo de tratamento de efluente Han et al. (2013)
obrigatdria (vala de oxidacéo)
Vampirovibrio - Agua de abastecimentod e Gtero de Brenner et al. (2005)
suino
Zoogloea - - Aerobia e Aguas poluidas, estacbes de Arvin et al. (1989); Brenner

andxica (NOs)

tratamento e flocos de lodos ativados

et al. (2005); Butterfield
(1935); Okada 2012; Unz e
Farrah (1972)

Endosp. = enddsporo.
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5.2.16.9 — Géneros da biomassa do separador de fases (Etapa V)

Entre os 20 géneros mais abundantes, quatro foram relacionados com representantes de
ambiente anaerobio facultativo ou estrito, 13 com bactérias aerobias, microaerobias ou
facultativas. Todos 0s géneros sdo gram negativos e um género possui representante capaz de
formar endosporo (Tabela 5.38). Com excecdo de Byssovorax e Serpens, todos os demais
géneros listados na Tabela 5.38 ja foram observados em amostras ambientais como lodos de
estacOes de tratamento.

Observou-se abundéancia relativa para a biomassa do separador de fases da Gltima etapa
(Etapa V) entre 0,005% e 34% (Figura 5.50). Entre os géneros mais abundantes observou-se
Gemmatimonas (34%), Zoogloea (9,2%) e Terrimonas (6,5%). Esses mesmos géneros também
foram identificados e mais abundantes na biomassa da areia, dessa mesma etapa de operagéo
do reator. Zoogloea foi relacionada com a degradacdo de LAS, devido a capacidade de meta

clivagem de anel aromatico de benzeno (BRENNER et al., 2005).

Aminomonas :ﬂ
Sporomusa @
Sphingobium |@
Sediminibacter...®
Piscinibacter
Azovibrio
Byssovorax
Azospira
Serpens '
Arcobacter
Leptospira
Janthinobacter ...
Curvibacter
Bdellovibrio
Turneriella
Ferruginibacter
Prosthecobacter
Terrimonas [——————
Zoogloea | ’
Gemmatimonas || )

0 5 10 15 20 25 30 35
Abundancia relativa (%)

Figura 5.50 — Abundancia relativa dos 20 géneros mais frequentes na biomassa do Separador
de fases da Etapa V (similaridade 97%)
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Entre os 20 géneros com maior frequéncia foram identificados dois deles capazes de
utilizar aménia como fonte de nitrogénio (Prosthecobacter e Zoogloea) e um capaz de realizar
a desnitrificacdo (Zoogloea) (BRENNER et al., 2005; KRIEG et al., 2010). Além disso, foram
identificados trés géneros conhecidos por utilizar o nitrato como receptor de elétrons: Serpens,
Azospira e Azovibrio com abundéancia relativa de 0,42%, 0,40% e 0,34%, respectivamente
(BRENNER et al., 2005).

Espécies de Azospira sdo bacilos curvos, Gram negativos, ndo formadores de
enddsporos, com Unico flagelo. S&o heterotroficas, capazes de fixar nitrogénio e podem utilizar
nitrato e perclorato como receptores de elétrons. O crescimento ocorre em temperatura 6tima
por volta de 37°C e pH neutro. Além disso, crescimento de espécies de Azospira ja foi
verificado em meio contendo etanol (TAN; REINHOLD-HUREK, 2003). A presenca de etanol
(100,5+117,2 mg.L™?) na gua residuéaria de lavanderia pode ter favorecido o crescimento dessas
bactérias no reator.

Cinco géneros foram considerados capazes de utilizar extrato de levedura para o seu
metabolismo, Gemmatimonas (34%), Serpens (0,4%), Byssovorax (0,4%), Sphingobium
(0,32%) e Aminomonas (0,3%) (BAENA et al., 1999; TAKEUCHI et al., 2001; BRENNER et
al., 2005; KRIEG et al., 2010). Em todas as etapas de operacdo foi adicionado extrato de
levedura na alimentagéo do reator.

Quatro géneros foram relacionados com a degradacdo de carboidratos: Terrimonas
(6,5%%), Prosthecobacter (2,9%%), Janthinobacterium (0,8%%) e Sphingobium(0,3%%)
(TAKEUCHI et al., 2001; BRENNER et al., 2005; KAMPFER, 2008 ). Os géneros Azospira
(0,4%), Azovibrio (0,34%), Sporomusa (0,32%) e Zoogloea (9,2%) séo capazes de consumir
alcoois e acidos organicos (KRIEG et al., 2010). Desse modo, tais bactérias foram favorecidas
devido a composicao do substrato sintético e agua residuaria de lavanderia.

Bactérias do género Sediminibacterium foram identificadas em todas as amostras do
reator, sendo que a abundancia relativa para o separador de fases de Etapa V foi 0,3%. Sao
bacilos Gram negativos. Oliveira et al. (2010) e Carosia (2011) identificaram clones
semelhantes a Sediminibacterium sp., em reator anaerobio de leito fluidificado usado na
remocdo de LAS padrdo e oriundo de detergente em po, respectivamente. Embora, o
metabolismos dessa espécie ainda seja pouco conhecido, sua presenca em reator anaerébio com
agua de lavanderia sugere que pode estar associada as vias de degradacdo do surfactante ou da

digestdo anaerdbia de outros compostos.
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Na amostra do separador de fases da Etapa V, foi observado um género relacionado a
bactérias acumuladoras de fosforo, Aquabacterium (0,05%). Nessa etapa de operacdo foi

observado 4,82+3,1mg.L e 6,47+2,7 mg. L™ de fosfato afluente e efluente, respectivamente.



164

Tabela 5.38 — Descri¢do dos 20 géneros de maior abundancia relativa na biomassa do separador de fases (Etapa V) do RALF (similaridade 97%)

Género GRAM Endésp. Condicdo Ocorréncia Referéncia
Aminomonas - - Anaerdbia estrita Lagoa anaerdbia de estacdo de i Baena et al. (1999)
tratamento
Arcobacter - - Aerdbia/ Microaerobia : Reservatorios de 4gua, esgoto e i Brenner et al. (2005)
ambientes salinos
Azospira - Aerobia, Isolado de raizes (Oryza Brenner et al. (2005)
microaerofilica quando : officinalis, O. minuta, O. sativa.)
fixando N> e raiz de arroz
Azovibrio - Microaerofilica Raizes e em esclerodios dos Brenner et al. (2005)
fungos encontrados em solo em
que foi cultivado arroz
Bdellovibrio - Aerdbia Solo, esgoto, agua doce e Brenner et al. (2005)
bioreator (BETX)
Byssovorax Aerobia obrigatéria Solo com planta em Brenner et al. (2005); Reichenbach

decomposicao

(2006)

Curvibacter

Aerobia/ Microaerdéfila

Reator de leito fixo (remocao de
perclorato)

Xu et al. (2012)

continua...



continuagéo...

Género

GRAM Enddsp.

Condicao

Ocorréncia

Referéncia

Ferruginibacter

Aerobia obrigatéria

Sedimento de &4gua doce, solo e
RALF (LAS)

Lim et al. (2009); Oliveira et al.
(2013); Xie et al. (2006)

Gemmatimonas - - Aerobia Lodos ativados (remogéo de Davis et al. (2005); Hugenholtz et al.
fésforo) e solo. (2001); Krieg et al. (2010)
Janthinobacterium - Aerdbia UASB (anamox) Kampfer (2008); Viancelli et al.
(2011)
Leptospira - Aerobia Lodos ativados Hougen (1979); You et al. (2002)
Oligotropha - Aerdbia Aguas residuarias e solo Debarati et al., 2008; Malik et al.,

2005

Piscinibacter

Aerdbia facultativa

Sistema de tratamento (remogéo
de nitrogénio e fosforo)

Brenner et al. (2005); Kim et al.
(2013)

Prosthecobacter - Aerdbia obrigatoria UASB (LAS) Brenner et al. (2005); Okada (2012)
Sediminibacterium - Aerobia RALF (LAS) Carosia (2011); Hang et al. (2008)
Serpens - Anaerdbia Sedimentos de lagoas Brenner et al. (2005)

Sphingobium - - Aerdbia Solos contaminados e Takeuchi et al. (2001); Zilouei et al.

biorreatores (pentaclorofendis)

(2008); Chen et al., (2013)

continua...

165



conclusao...

Género GRAM Endésp. Condicéo

Ocorréncia

Referéncia

Sporomusa

+

Anaerdbia e

aerotolerante

Ambientes anoxicos e aguas
residuarias de refinaria de

beterraba e de destilaria

Vos et al. (2009); Delforno et al.
(2012); Okada 2012

Terrimonas - - Aerobia Solo de jardim Japdo e UASB Brenner et al. (2005); Xie, (2006);
(LAS) Okada (2012)
Turneriella - Anaerdbia obrigatoria : Estacdo de tratamento de Han et al. (2013)
efluente (vala de oxidacéo)
Zoogloea - - Aerébia e anodxica Aguas poluidas, estacbes de Brenner et al. (2005); Okada (2012)
(NO3) tratamento e UASB (LAS)

Enddsp. = enddsporo.
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Seis géneros foram relacionados com a degradagdo de LAS por serem capazes de
degradar compostos aromaticos como fenol (Zoogloea), tolueno (Bdellovibrio e Zoogloea),
metoxi e hidroxi-benzoato (Gemmatimonas, Sporomusa e Zoogloea), naftilphosphate e nitro-
fenil-galactopiranosida (Ferruginibacter) e naftaleno, benzeno, etil benzeno, xileno
(Bdellovibrio) e hexaclorocicloexano (Sphingobium) (TAKEUCHI et al., 2001; BRENNER et
al., 2005; LIM et al., 2009; KRIEG et al., 2010).

As diferencas na comunidade microbiana da areia e do separador de fases em ambas as
etapas operacionais do reator (IV e V) deveram-se as condi¢des de tais locais, que favoreceram
algumas espécies em detrimento de outras. A sele¢cdo dos organismos estd associada as
peculiaridades metabolicas de cada grupo, e, nesse caso, ocorreu provavelmente devido a
capacidade de se fixar em material suporte, competicdo entre 0s grupos, bem como, a possivel

diferenca do potencial redox de cada local amostrado.

5.2.16.10 — Géneros relacionados com a degradacado de LAS

Neste trabalho identificou-se 24 géneros relacionados com a degradacdo de LAS
(Tabela 5.39). Desse modo, a importancia de consorcios microbianos para a degradacdo do
surfactante (JIMENEZ et al., 1991; KHLEIFAT, 2006). Atribuiu-se a necessidade de
consorcios microbianos a complexidade das reacfes necessarias para a degradacdo de LAS, que
envolvem quebra de anel aromatico e reagdes de dessulfonagdo, f e w-oxidacdo. Entre os
géneros identificados, apenas espécies de Clostridium e Synergistes podem realizar a

dessulfonacéo e B-oxidacéo, respectivamente.
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Tabela 5.39 — Descri¢do e abundancia relativa (%) de géneros capazes de degradacdo de

compostos aromaticos

Género A-IV SF-IV  A-V SF-V  Degradam Referéncia
Naftaleno, benzeno,
o ] Brenner et al.
Bdellovibrio 0,57 0,10 1,38 1,17  tolueno, etil benzeno
_ (2005)
exileno
Metoxie hidroxi- Hsu et al
Clostridium 0,07 - -
benzoato (1990)
Tolueno, metoxi e Brenner et al.
Dechloromonas 1,41 - - ) )
hidroxi-benzoato (2005)
) Brenner et al.
Desulfobulbus 58,50 1,09 - 0,05 p-aminobenzoato
(2005)
Compostos aromaticos
Desulfosporomusa - - - 0,08 ) Sass et al. (2004)
metoxilado
Naftilfosfato, naftol-
Ferruginibacter 0,15 0,69 0,77 2,57 fosfato, nitro-fenil- Lim et al. (2004)
galactopiranosida
) Metoxi e hidroxi- Krieg et al
Gemmatimonas 1,98 1,16 255 34,02
benzoato (2010)
Brenner et al.
Geobacter 1,26 0,63 0,10 - Fenol
(2005)
Metoxi e hidroxi- Krieg et al.
Holophaga 0,27 106 0,13 0,05
benzoato (2010)
o Brenner et al.
Magnetospirillum 0,00 0,13 050 0,13 Fenol
(2005)
_ Benzeno, etil-benzeno, Brenner et al.
Nitrosomonas 0,81 1,69 - -
tolueno (2005)
Cloridazon, antipirina,
) o Brenner et al.
Phenylobacterium - - 0,17 0,05 piramidon,
) ) (2005)
fenilalanina

continua...
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Género A-IV SF-IV A-V SF-V Degradam Referéncia
o Compostos Zemb et al.
Propionivibrio - - - 0,05 _ .
Hidroaromaticos (2011)
Metoxi e hidroxi- Brenner et al.
Rhodanobacter - 3,34 - -
benzoato (2005)
) . Kulichevskaya
Schlesneria - - - 0,05 Condroitina sulfato
(2007)
) ) Fenol, metoxi e Lara-Martin et
Sedimentibacter - 0,17 - - ) )
hidroxi-benzoato al. (2007)
Shinella 0,12 - - - Metil sulfolane Lin (2009)
) ) ) Chen et al.
Sphingobium - - 0,13 0,32 Hexaclorociclohexano
(2013)
) ) Kim et al
Sphingopyxis 0,09 - 0,30 0,05 Tweens 20, 40, 60 e 80
(2005)
Metoxi e hidroxi- Vos et al
Sporomusa - 0,10 0,13 0,32
benzoato (2009)
] Kojima; Fukui
Sulfuritalea - - - 0,05 Compostos sulfurosos
(2011)
_ _ o Kumar et al.
Synergistes - 0,07 - - Hidroxi-piridona
(2010)
Fenol, hidroxi- Gilbride et al.
Syntrophorhabdus - 0,46 - -
benzoato (2004)
Fenol, Tolueno, metoxi Brenner et al.
Zoogloea 523 0,79 8,89 9,20 ) )
e hidroxi-benzoato (2005)

Na biomassa da areia, observou-se abundancia relativa entre 0,12 e 58,5% de géneros

relacionados com a degradagéo de LAS, sendo que 0,24% (Etapa V) e 60% (Etapa IV) da

abundancia relativa corresponderam a géneros anaerdbios, 2,23% (Etapa V) anaerdbios

facultativos e, em torno de 8% (Etapa 1V) e 37,5% (Etapa V), corresponderam a géneros

aerobios (Figura 5.51).

Na biomassa do separador de fases, observou-se abundancia relativa entre 0,05 e 34%

de géneros relacionados com a degradacdo de LAS, sendo que 0,5% (Etapa V) e 2,6% (Etapa
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IV) da abundancia relativa corresponderam a géneros anaerébios, 0,11% (Etapa V) e 1,7%
(Etapa 1V) anaerobios facultativos e, em torno de 6,22% (Etapa 1V) e 47,5% (Etapa V),
corresponderam a géneros aerobios (Figura 5.51).

A condicdo anaerobia facultativa do separador de fases foi fundamental para a remocao
de LAS observada (39-75%), em virtude do consércio de géneros aerdbios e anaerdbios
identificados no reator. Entre aqueles relacionados com a degradagdo de LAS, foram
identificados géneros aerdébios ou microaerdfilos (abundancia relativa: 6,2-47,5%), anaerobios
ou anaerobios estritos (abundancia relativa: 0,24-60%) e géneros anaerobios facultativos
(abundéncia relativa: 0,11-2,23%) (Figura 5.51).

Segundo Okada (2012) algumas das reacOes envolvidas na degradacdo de LAS
requerem condigdo aerdbia (w-0xidacao), enquanto, outras podem ocorrer em condicao aerébia

ou anaerobia (degradacdo de compostos aromaticos, dessulfonacdo, f-oxidacao).

-—

| | | | I | | | | |

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Abundancia relativa (%)

\ B Anaerobia Facultativa O Anaerdbia ou anaerdbia estrita O Aer6bia ou microaer6fila ‘

Figura 5.51 — Condicdo dos géneros relacionados com a degradacdo de LAS, segundo a

abundancia relativa nas amostras da areia (A) e separador de fases (SF) das Etapas IV e V

Verificou-se maior eficiéncia de remocdo de LAS (58,8+16%) na Etapa IV, quando
comparada com a Etapa V (39,3+20,6%). Nessa Ultima etapa, quando houve a retirada da
sacarose da alimentacdo, observou-se diminuicdo de 8,8% na producdo de acidos organicos
comparados a Etapa IV (com sacarose), por conseguinte, observou-se menor degradacdo do
surfactante.

Na biomassa da Etapa IV os seguintes géneros foram predominantes: Desulfobulbus
(1,1-58,5%), Zoogloea (0,8-5,23%), Rhodanobacter (0-3,34%), Gemmatimonas (1,2-
2%),Geobacter (0,63-1,26%), Nitrosomonas (0,8-1,7%) e Dechloromonas (0-1,4%). Na
biomassa da Etapa V os géneros mais abundantes foram: Gemmatimonas (25,5-34%), Zoogloea
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(8,9-9,2%), Bdellovibrio (1,2-1,4%), Ferruginibacter (0,8-2,6%), Sporomusa (0,13-0,32%) e
Sphingobium (0,13-0,32%).

Dentre os 92 géneros classificados, 44 foram observados em estudos semelhantes de
degradacdo de LAS, em reatores anaerobios de leito fluidificado (OLIVEIRA, 2010;
CAROSIA, 2011; FERREIRA, 2012), reator granulado de leito expandido (DELFORNO,
2011), UASB (OKADA, 2012) e reator horizontal de leito fixo (DUARTE, 2006) (Tabela 5.40).

Tabela 5.40 — Géneros presentes em estudos com LAS em reatores anaerobios

. Duarte Oliveira Delforno  Carosia  Ferreira  Okada

Genero (2006) (2010) (2011) (2011) (2012) (2012)
Aminomonas X X X
Anaerotruncus X
Aquabacterium X
Arcobacter X X
Azonexus X X
Azospira X X X
Bdellovibrio X
Bellilinea X
Bosea X
Cloacibacterium X
Clostridium I11 X X X X
Dechloromonas X X X X
Desulfobulbus X
Diaphorobacter X
Ferruginibacter X
Gemmatimonas X X
Geobacter X X X
Geothrix X
Gp6 X
Holophaga X X
Leptolinea X
Leptonema X
Levilinea X

continua...
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S Delforno Carosia Ferreira Okada
(2011) (2011) (2012) (2012)

Longilinea X X

Luteolibacter X

Magnetospirillum X

Methylomonas X

Nitrosomonas X

Nitrospira

Phenylobacterium X

Propionivibrio

Prosthecobacter X

Rhodanobacter X

Roseomonas

Sedimentibacter X

Sediminibacterium

Shinella

Smithella X X

Sporomusa X X

Synergistes X X

Terrimonas X

Thiobacillus X

Thiovirga

Zoogloea X

As arvores filogenéticas foram construidas com as sequéncias representativas das UTOs

relacionadas com a degradacgdo de LAS e com maior abundéancia relativa da amostra da areia e

do separador de fases das Etapas IV e V, respectivamente (Figuras 5.52 a 5.52). As sequéncias

obtidas no Genbank relacionadas as sequéncias provenientes da biomassa do material suporte

(areia) e do separador de fases (Etapas IV e V), respectivamente, estdo listadas nas Tabelas 5.41

a5.44.
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Deltaproteobacteria

Alfaproteobacteria

—

Betaproteobacteria

—_—

Holophagae

— Gemmatimonas sp.no cultivada (JI'808806.1) Gemmatimonadetes

j Sphingobacteria

Figura 5.52 — Arvore filogenética da biomassa A-1V do RALF com as sequencias representativas das UTOs com maior abundancia relativa dos

géneros responsaveis pela degradagdo indireta do LAS. A barra de escala informa a distancia filogenética e Methanosaeta concilli foi escolhida

como outgroup. Bootstrap de 1000 amostragens. Entre parénteses estd o nimero de acesso da seqiiéncia no GenBank.



174

Tabela 5.41 — Sequéncias obtidas no GenBank comparadas as sequéncias representativas das UTOs relacionadas com a degradacdo do LAS

(Amostra A-1V)

A N. AR. Similaridade N. i _
uTo Género L Descricao Referéncia
Sequéncias (%) (%) Acesso
o Bdellovibrio exovorus strain JSS rRNA
1 Bdellovibrio 8 0,24 95 EF687743 . _ Koval et al. (2013)
16S, sequéncia parcial
Dechloromonas sp. JDS5 RRNA 16S, Shrout; Parkin (ndo
2 Dechloromonas 42 1,26 99 AY084086 o _
sequéncia parcial publ.)
Desulfobulbus elongatus strain FP Janssen et al.
3 Desulfobulbus 533 16,03 99 NR_029305 o _
rRNA 16S, sequéncia parcial (1996)
. Ferruginibacter sp. DS48-6-4 RRNA
4 Ferruginibacter 3 0,09 95 KF360051 o ) Jin (2013)
16S, sequéncia parcial
) Gemmatimonas sp.ndo cultivada clone Xia et al. (ndo
5 Gemmatimonas 25 0,75 97 JF808806 o )
R7-43 rRNA 16S, sequéncia parcial publ.)
Geobacter lovleyi strain Geo7.1A Costanza et al.
6 Geobacter 31 0,93 99 JN982204 o )
RRNA 16S, sequéncia parcial (2009)

continua...



175

continuacgao...

A N. A.R.  Similaridade N. . o
UTO  Género _ Descrigéo Referéncia
Sequéncias (%) (%) Acesso

Bactéria néo cultivada clone: TB003- ]

7 Holophaga 7 0,21 100 AB196086 o ) Hoshino et al. (2006)
100 rRNA 16S, sequéncia parcial,

_ Nitrosomonas europaearRNA 16S, 3

8 Nitrosomonas 23 0,69 99 HE862405 ) o ~ Pelletal. (ndo publ.)

strain ATCC 25978 sequéncia parcial
) Proteobacteria ndo cultivada rRNA

9 Shinella 4 0,12 99 CuU922903 Riviere et al. (2009)
16S clone QEDR3AA10
Sphingopyxis terrae  RRNA 16S, N

99 ABG675372 o ) _ Hotta et al. (n&o publ.)
) ) sequéncia parcial, strain BSN20.

10  Sphingopyxis 3 0,09 _ _ _

Sphingopyxis macrogoltabida rRNA 3
99 ABG675377 . ) Hotta et al. (n&o publ.)

16S, sequéncia parcial: BSN54
Zoogloea resiniphila strain AOLR22

11 Zoogloea 75 2,26 99 GQ916516 Adav et al. (2010)

rRNA 16S, sequéncia parcial
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Figura 5.53 — Arvore filogenética da biomassa A-IV do RALF com as sequencias representativas das UTOs com maior abundancia relativa dos
géneros responsaveis pela degradacgdo indireta do LAS. A barra de escala informa a distancia filogenética e Methanosaeta concilli foi escolhida

como outgroup. Bootstrap de 1000 amostragens. Entre parénteses estd o nimero de acesso da seqiiéncia no GenBank
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Tabela 5.42 — Sequéncias obtidas no GenBank comparadas as sequéncias representativas das UTOs relacionadas com a degradacdo do LAS (Amostra

SF-1V)
A N. A.R.  Similaridade N. ) _
uTo Género L Descricao Referéncia
Sequéncias (%) (%) Acesso
o Bdellovibrio exovorus strain JSS rRNA 16S,
1 Bdellovibrio 8 0,26 95 EF687743 o ) Koval et al. (2013)
sequéncia parcial
o Clostridium termitidis rRNA 16S sequéncia Rainey; Stackebrandt
2 Clostridium I11 2 0,07 99 X71854.1 _
parcial (1993)
Desulfobulbus elongatus strain FP rRNA 16S,
3 Desulfobulbus 33 1,09 99 NR_029305 o ) Janssen et al. 1996
sequéncia parcial
o Ferruginibacter sp. DS48-6-4 rRNA 16S,
4 Ferruginibacter 21 0,69 95 KF360051 o ) Jin (2013)
sequéncia parcial
Gemmatimonadetes ndo cultivada clone
5  Gemmatimonas 35 1,16 96 JN825454.1 Alchichica_ AQ121B74 rRNA 16S, sequéncia Couradeau et al. (2011)
parcial
99 AY914177 Geobacter lovleyi rRNA 16S, sequéncia parcial Sung et al. (2006)
6  Geobacter 19 0,63 Geobacter hephaestiusrRNA 16S, sequéncia
99 AYT737507 _ Janssen (ndo publ.)
parcial
Bactéria ndo cultivada rRNA 16S, sequéncia )
7 Holophaga 32 1,06 100 AB196086 Hoshino et al. (2006)

parcial, clone: TB003-100.

continua...
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N. A.R. Similaridade N. ) )
uTo Género _ Descricao Referéncia
Sequéncias (%) (%) Acesso
o Magnetospirillum sp. SO-1 rRNA 16S,

8  Magnetospirillum 4 0,13 99 JX502622.1 o ) Dziuba, et al. (2013)

sequéncia parcial
] Nitrosomonas europaea rRNA 16S, 3

9  Nitrosomonas 51 1,69 99 HE862405 ] o ] Pell et al. (n&o publ.)
strain ATCC 25978 sequéncia parcial
Rhodanobacter sp. GR24-2 rRNA 16S,

10  Rhodanobacter 101 3,34 99 FJ821731.1 o ) Kim et al. (2013)
sequéncia parcial

] ) Sedimentibacter sp. MO-SED rRNA _

11  Sedimentibacter 5 0,17 97 AB598276.1 o ) Imachi et al. (2011)
16S, sequéncia parcial
Sporomusa sphaeroides strain AG8-12

12 Sporomusa 3 0,10 100 HQ591419.1 . ) Tarasov et al. (2011)
rRNA 16S, sequéncia parcial

) Synergistetes ndo cultivada clone 7H-B  Tomazetto; Oliveira

13  Synergistes 2 0,07 98 JX843983.2 ) o
rRNA 16S, parcial sequéncia. (2013)
Syntrophorhabdus sp. ndo cultivada o

. Cardinali-Rezende et al.
14  Syntrophorhabdus 14 0,46 99 JX301602.1 clone SR_44_(4) rRNA 16S, sequéncia
) (ndo publ.)

parcial
Zoogloea oryzae rRNA 16S, sequéncia

15  Zoogloea 24 0,79 99 AB681763.1 Nakagawa (néo publ.)

parcial, strain: NBRC 102407.
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Figura 5.54— Arvore filogenética da biomassa A-IV do RALF com as sequencias representativas das UTOs com maior abundancia relativa dos
géneros responsaveis pela degradacgdo indireta do LAS. A barra de escala informa a distancia filogenética e Methanosaeta concilli foi escolhida

como outgroup. Bootstrap de 1000 amostragens. Entre parénteses estd o nimero de acesso da seqiiéncia no GenBank.
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Tabela 5.43 — Sequéncias obtidas no GenBank comparadas as sequéncias representativas das UTOs relacionadas com a degradagdo do LAS
(Amostra A-V)

. N. A.R. Similaridade N. . _
uTo Género . Descricéo Referéncia
Sequéncias (%) (%) Acesso
1  Bdellovibrio 41 1,38 99 GQ410764  Bdellovibrio sp. TY 16S rRNA, sequéncia parcial Cai et al. (ndo publ.)
2  Ferruginibacter 23 0,77 95 KF360051 | Ferruginibacter sp. DS48-6-4 16S rRNA gene,sequéncia parcial Jin (2013)
] Gemmatimonadetes ndo cultivada isolado BF23 16S rRNA 16S,sequéncia ;
3 Gemmatimonas 757 25 48 97 DQ839330.1 . Linetal. (1991)
' parcial
4 | Geobacter 3 0,10 99 JN982204  Geobacter lovleyi strain Geo7.1A RNAL6S, sequéncia parcial Costanza et al. (2009)
5 Holophaga 4 0.13 100 AB196086 : Bactéria ndo cultivada rRNA 16S, sequéncia parcial,clone:TB003-100.  Hoshino et al. (2006)
6  Magnetospirillum 15 0.50 99 JQ673402  Magnetospirillum aberrantis strain SpK rRNA16S, sequéncia parcial Gorlenko et al. (2011)
] . ) . ) Moreira e Castro (ndo
7 Phenylobacterium 5 017 100 KF013203  Phenylobactéria koreense strain SBR9 16S rRNA, sequéncia parcial bl)
’ publ.
8  Sphingobium 4 0.13 99 HM748834 | Sphingobium sp. BA-3 RNA16S, sequéncia parcial. Zhang et al. (2012)
] ] ] ] ] Hotta et al. (ndo
99 AB675377 | Sphingopyxis macrogoltabida rRNA 16S, sequéncia parcial: BSN54. bl)
. . publ.
9 | Sphingopyxis 9 03
' ] ] o ] ) Hotta et al. (ndo
99 AB675372 | Sphingopyxis terrae rRNA 16S, sequéncia parcial, strain:BSN20. bl)
publ.
10 | Sporomusa 4 0.13 100 HQ591419.1 : Sporomusa sphaeroides strain AG8-12 rRNA 16S gene, sequéncia parcial  Tarasov et al. (2011)
11 | Zoogloea 264 8,89 99 JQ995475 | Zoogloea resiniphila strain ICS2 rRNA 16S, sequéncia parcial Cruz et al (2013)
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Figura 5.55 — Arvore filogenética da biomassa A-1V do RALF com as sequencias representativas das UTOs com maior abundancia relativa dos

géneros responsaveis pela degradacgdo indireta do LAS. A barra de escala informa a distancia filogenética e Methanosaeta concilli foi escolhida
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Tabela 5.44 — Sequéncias obtidas no GenBank comparadas as sequéncias representativas das UTOs relacionadas com a degradacdo do LAS (Amostra

SF-V)
A N. A.R. Similaridade N. ) _
uTo Género L Descricao Referéncia
Sequéncias (%) (%) Acesso
o o o _ Davidov et al.
1 Bdellovibrio 28 97 AY294211 Bdellovibrio sp. Ec13 rRNA 16S, sequéncia parcial
0,74 (2004)
Desulfobulbus elongatus strain FP rRNA 16S, sequéncia Janssen et al.
2 Desulfobulbus 897 99 NR_029305 )
23,79 parcial 1996
Bactéria ndo cultivada clone RABS_C25 rRNA 16S, Sharp etal. (ndo
3  Desulfosporomusa 3 99 HQ660799 o _
0,08 sequéncia parcial publ.)
. Ferruginibacter sp. DS48-6-4 rRNA 16S, sequéncia
4 Ferruginibacter 75 95 KF360051 ) Jin (2013)
1,99 parcial
) Gemmatimonadetes Né&o cultivada clone Couradeau et al.
5 Gemmatimonas 657 97 JN825454.1 o ] )
17,42 Alchichica_AQ1 2 1B 74 RRNA 168S, sequéncia parcial (2011)
N&o cultivada Bactéria clone 439MICCbiofilm rRNA Santo Domingo
6 Holophaga 2 99 JF342232 . )
0,05 16S, sequéncia parcial etal. (2011)
o Magnetospirillum aberrantis strain SpK rRNA 16S, Gorlenko et al.
7 Magnetospirillum 5 99 JQ673402 o _
0,13 sequéncia parcial (2011)

continua...
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continuacgao...

A N. A.R. Similaridade N. - e
uToO Género . Descrigao Referéncia
Sequéncias (%) (%) Acesso
PhenyloBactéria haematophilum strain BGB17 rRNA y
99 KC778382 . _ Zhang (néo publ.)
) 16S, sequéncia parcial
8  Phenylobacterium 2 - . .
0.05 PhenyloBactéria conjunctum strain FWC 21 rRNA 16S, Abraham et al.
’ 99 NR_041963 ) _
sequéncia parcial (2008)
o Propionivibrio dicarboxylicus strain CreMall rRNA 16S, Hippe et al.
9 Propionivibrio 2 005 98 NR_026477 o _
' sequéncia parcial (1999)
_ Planctomycetacia ndo cultivada clone  GASP- Jangid et al.
10 Schlesneria 2 005 99 EF665342 o )
' MB2W1_F07 16S rRNA 16S, sequéncia parcial (2011)
) ) Sphingobium sp. ndo cultivada Control_3 rRNA 16S, Pajares e Souza
11 Sphingobium 12 032 99 JQ701438 o _ )
, sequéncia parcial (ndo pub.)
Sphingopyxis macrogoltabida rRNA 16S, sequéncia Hotta et al. (ndo
99 ABG675377 ) )
) ) parcial, strain: BSN54. publ.)
e Sphingopyxis 2 Sphi is t RNA 16S énci ial: Hotta et al. (n&
ingopyxis terraer , sequéncia parcial: Hotta et al. (néo
0,05 99 ABETS3T2 o0 | P
BSN20. pub.)
Sporomusa sphaeroides strain AG8-12 rRNA 16S, Tarasov et al.
13 Sporomusa 12 032 100 HQ591419.1 o ]
' sequéncia parcial (2011)

continua...
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concluséo...
A N. Similaridade N. . e
UToO Género _ Descricao Referéncia
Sequéncias (%) Acesso
_ Rhodocyclaceae ndo cultivada rRNA16S, clone A4 4. Hesselsoe et al.
Sulfuritalea 2 0,13 100 AM268372 o _

14 sequéncia parcial (2009)
Zoogloea resiniphila strain ICS2 rRNA 16S, sequéncia

15 Zoogloea 160 4,24 100 JQ995475.1 ol Cruz et al (2013)
parcia
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5.3 — Potencial Metanogénico

O teste de potencial metanogénico foi realizado em 579 horas (24 dias). Os maiores
valores de producdo acumulada maxima de metano observados foram 1.068,1 pmol,
1.010,3 pmol, 1.128,8 pmol, 1.218,2 pmol e 1.238,1 pmol para as series experimentais C
(Controle), P1 (16,3+2,5 mg.L* de LAS), P2 (32+0,8 mg.L™ de LAS), P3 (47,2+3,9 mg.L de
LAS) e P4 (75,4+7,5 mg.L™? de LAS), respectivamente. Os valores médios de producio de
metano para as séries experimentais C, P1, P2, P3 e P4 podem ser observados na Tabela 5.45.

Observou-se que a producdo acumulada de metano foi similar entre as séries
experimentais (Tabela 5.45). Como verificado na caracterizacdo da agua residuaria de
lavanderia utilizada no ensaio de potencial metanogénico (Tabela Al, apéndice) compostos
biodegradaveis também faziam parte da sua composicdo e devido ao consércio microbiana do
indculo a digestdo anaerdbia foi favorecida. Desse modo, verificou-se que a producdo
acumulada maxima de metano nas séries experimentais com LAS foram semelhantes ao

controle.

Tabela 5.45 — Producéo acumulada de metano mensurada nas séries experimentais nas
CNTP

Concentracdo de  Producdo Acumulada Producéo
Série LAS inicial média Acumulada
Experimental maxima
mg.L? umol de CH4
Controle - 615,6 1.068,1
P1 16,3+2,5 576,9 1.010,3
P2 32+0,8 690,7 1.128,8
P3 47,2139 710 1.218,2
P4 75,4+7,5 708 1.238,1

Por meio do ajuste da equacdo de Gompertz modificada (equacéo 2), foi possivel estimar
a producdo acumulada de metano (tedrica), a producdo potencial de metano, a taxa de produgao
de metano e a duracdo da fase lag (fase de adaptacdo da biomassa) de cada série experimental.
A produgdo potencial de metano nas séries experimentais foi proporcional a

concentracdo de LAS de &gua de lavanderia adicionada ao meio (Tabela 5.46), observou-se
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que, quanto maior a concentracdo de LAS menor a fase lag (Figura 5.56). Assim, nas maiores
concentracdes de LAS menor foi a taxa de conversdo do substrato & metano, entretanto maiores

valores de metano (umol de CH,4) foram detectados ao longo do ensaio.

Tabela 5.46 — Producdo acumulada de metano pelo ajuste de Gompertz modificado nas
séries experimentais nas CNTP

- PARAMETROS

Exp:rei:rlleental Producao potencial de Taxa de producéo de Fase lag
metano — Teorica (umol) metano (pmol/d) (horas)

Controle 838,11+28,1 14,81+2,7 4,93

P1 813,1+37,11 8,57+1,81 <0,1

P2 926,2+49,1 12,42+3,37 <0,1

P3 1097,3++68,8 6,44+1,52 <0,1

P4 11419 8,16+1,71 <0,1

C = controle; P1 = 16,3+2,5 mg.L* de LAS; P2 = 32+0,8 mg.L* de LAS; P3 = 47,2439 mg.L' de LASe P4 =
75,4+7,5 mg.L! de LAS.

Os reatores em batelada foram inoculados com biomassa preliminarmente aclimatada
ao substrato sintético (extrato de levedura e sacarose), o qual, forneceu fonte de carbono
prontamente assimilavel para 0s microrganismos, o que pode ter ocasionado diminuicao da fase
lag, em todos os reatores. Destaca-se que a adi¢do de LAS de agua de lavanderia aos reatores
foi feita apos o consumo completo das fontes de carbono, mencionadas anteriormente.

Garcia-Morales et al. (2001) avaliaram o efeito inibitorio do surfactante aniénico LAS
(0 a 50 mg.L'Y) em processo anaerobio empregando reatores em batelada. Os autores
observaram o oposto do presente estudo; ou seja, quanto maior a concentracdo do surfactante
no meio maior a fase lag e, assim, quanto mais longo o periodo que antecedeu o ponto maximo
de producdo de metano maior foi o efeito inibitorio causado pelo surfactante.

Segundo Esposito et al. (2012), quanto maior a biodegradabilidade do substrato maior
a taxa de producéo de metano, ou seja, mais proxima do eixo Y serd a curva, indicando menor
fase lag, como o ocorrido neste estudo. Por outro lado, segundo estes autores, quanto maior a
concentracdo ou a complexidade da matéria organica menor sera a taxa de producgdo de metano
durante essa fase inicial. Este fato resultou em grande distancia da curva de producao

acumulada de metano a partir do eixo Y durante a fase inicial.
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Pbde-se observar que, embora nas maiores concentragdes de LAS o pico de producéao
de metano tenha ocorrido de maneira mais lenta, em todas as séries experimentais houve rapida
producdo de metano, com estabilidade dessa producao ap6s 100 horas (C, P1 e P2) e 200 horas
(P3 e P4). Esta estabilidade ocorreu diferente para cada seérie experimental, sendo 121 horas
para o controle; 145 para P1; 130 horas para P2; 288 horas para P3 e 243 horas para P4 (Figura
5.56).

Para as séries experimentais P1, P3 e P4, a inclinacdo da reta no que se refere a
velocidade de producdo de metano foi maior quando comparado com as séries C e P2, assim, a
fase exponencial das séries P1, P3 e P4 teve maior durabilidade quando comparada com a série
C e P2 (Figura 5.56). Reafirmando que a complexidade da agua residuéria utilizada, pode ter
influenciado, tanto no fornecimento de fontes importantes para o metabolismo microbiano, bem
como pode ter comprometido a velocidade de reacdo na transformacéo da matéria organica a
metano

Destaca-se que ao aumentar a concentracio do surfactante de 16,3+2,5 mg.L* (P1) para
75,4+7,5 mg.L? (P4) a producgdo acumulada de metano foi 22,5% superior. Atribuiu-se a este
fato a presenca de maiores concentracdes de outras fontes de carbonos vindas desse tipo de
agua residuéria (item 5.1.9.).

Angelidaki et al. (2004) verificaram que para concentragdes de LAS acima de
50 mg.L™? ocorreu inibicdo da maioria dos grupos microbianos do processo anaerébio.
Entretanto, comparado com a série experimental P3 (47,2+3,9 mg.L* de LAS), o aumento de
aproximadamente 59,7% na concentracio do surfactante na série P4 (75,4+7,5 mg.L* de LAS)
ndo interferiu negativamente na producdo de metano em funcdo do tempo (Figura 5.56).
Observou-se para ambas as séries estabilizacdo dessa producgdo ap6s 200 horas.
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—— Ajuste Gompertz Mod Controle
—— Ajuste Gompertz Mod P1
—— Ajuste Gompertz Mod P2
—— Ajuste Gompertz Mod P3
—— Ajuste Gompertz Mod P4

Producdo acumulada de metano (umol)

0 I 72 I14Il4l2:;.6l2fl38l3éol4il%2I5(I)4I5;6I6;18

Tempo (Horas)
Figura 5.56 — Ajuste da Producdo acumulada de metano (umol) para todas as séries
experimentais: Controle (sem adicdo de agua de lavanderia), 16,3+2,5 mg.L? de LAS,
32+0,8 mg.L ! de LAS, 47,2+3,9 mg.L ™ de LAS e 75,4+7,5 mg.L de LAS, apds 600 horas de

incubacéo

A taxa especifica de producdo de metano foi de 8,54+1,58 umol/gSTV.h?;
4,94+1,04 pmol/gSTV.hY;  751+1,94 pmol/gSTV.h'1;  3,71+0,87 umol/gSTV.h?! e
4,91+1,08 pmol/gSTV.h!, para as séries experimentais Controle, P1, P2, P3 e P4,
respectivamente. A concentracdo de LAS e demais compostos da dgua de lavanderia interferiu
na cinética de transformacdo da matéria organica a metano.

Notou-se que a taxa foi mais elevada na série Controle quando comparada com as
demais, com excecéo da série P2 (7,51+1,94 umol/gSTV.ht) que possuiu valores proximos ao
do controle (8,54+1,58 umol/gSTV.h?) (Figura 5.57). Por outro lado, observou-se que quanto
maior a concentracdo de LAS maior a produgéo de metano, sendo assim 0s compostos presentes
nesta agua residuaria foram usados na digestdo anaerdbia a metano.

Carvalho (2006) avaliou lodo granular de UASB usado no tratamento de esgoto
sanitario, cuja atividade metanogénica foi de 0,0816 a 0,582 pmol CH4.gSTV.h. Lapa (2006)
submeteu a ensaio metanogénico biomassa imobilizada em espuma de poliuretano proveniente
de reator anaerdbio operado em bateladas sequenciais usado no tratamento de esgoto sanitario.

Os valores encontrados pelos autores foram em torno de 0,93 pmol CH4.gSTV.h'™,
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Figura 5.57 — Producéo especifica de metano para todas as séries experimentais: Controle (sem

adicdo de agua de lavanderia), 16,3+2,5 mg.L? de LAS, 32+0,8 mg.L? de LAS,
47,2+3,9 mg.L de LAS e 75,4+7,5 mg.L! de LAS, ap6s 600 horas de incubagéo

Parte do metano gerado em todos os reatores foi oriundo da matéria organica presente
no substrato sintético (extrato de levedura e sacarose), o que pode ser verificado pelos elevados
valores de eficiéncia de remoc¢do da matéria organica obtidos em cada série experimental
(Tabela 5.47). Verificou-se ao final do experimento maior eficiéncia de remocao de matéria
organica (86%) para a série P4. Ja para a série P3 observou-se menor eficiéncia de remocdo de
matéria organica (82,4%), evidenciando que a agua residuéria de lavanderia ndo interferiu na

remocao da matéria organica total.
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Tabela 5.47 — Valores inicial e final de DQO e eficiéncia de remoc¢do de matéria organica

em cada série experimental

o _ DQO média (mg.L?) Eficiéncia
Série experimental s _
Inicial Final (%)

C 482+17 78+18 83,7+4,3
P1 51843 1727 85+5,4
P2 527+52 815 84,6+0,6
P3 536x18 92132 83x5,4
P4 571+40 77+10 86,2+2,8

C = controle; P1 = 16,3+2,5 mg.L™* de LAS; P2 = 32+0,8 mg.L ! de LAS; P3 =47,2+39 mg.L" de LASe P4 =
75,4+7,5 mg.L! de LAS.

Na Tabela

Tabela 5.48 pode-se observar os valores de ST e STV ao final do ensaio. Nao se
verificou crescimento significativo de microrganismos pela concentracdo de sélidos totais
volateis (STV), cujo valor médio inicial e final para todas as séries experimentais foram de
1,58 g.L e 1,64+0,2 g.L %, respectivamente. Provavelmente, isso ocorreu devido ao reduzido
tempo de operacdo (24 dias), uma vez que a taxa de crescimento dos microrganismos
anaerobios é lenta, com tempo de geracdo minimo de 2 a 3 dias (MOSEY, 1983) e a presenca
de LAS e outros compostos xenobidticos na dgua residuaria. Notou-se que para as séries com

maiores concentracles de LAS (P3 e P4) foram observados menores valores de sélidos volateis.

Tabela 5.48 — Série de sélidos ao final do teste de potencial metanogénico

_ _ mg.L*?
Série experimental
ST STV
C 2,76+0,3 1,71+0,2
P1 2,71+£0,2 1,73+0,1
P2 3,00+0,1 1,94+,0,1
P3 2,34+0,1 1,56+0,1
P4 1,95+0,8 1,24+0,5

C = controle; P1 = 16,3%2,5 mg.L* LAS; P2 = 32+0,8 mg.L' LAS; P3 = 47,2439 mg.L? LAS e P4 =
75,4+7,5 mg.Lt LAS.
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Almendariz et al. (2001) observaram decréscimo da remoc¢édo de LAS (de 68% para
33%) com o aumento da concentracdo de surfactante (de 20 para 50 mg.L™). Entretanto, no
presente estudo inibicao pela alta concentracao do surfactante nao foi observada, pelo contrario,
maiores eficiéncias de degradacao do surfactante foram registradas para as serie com maiores

concentragdes de LAS (P3 e P4) como pode ser observado na Tabela 5.49.

Tabela 5.49 — Balanco de massa de LAS do ensaio de potencial metanogénico.

_ _ LAS (mg. L?) -
Serie Experimental i . . Eficiéncia (%)
Inicial Final Adsorvido  Degradado

C 0 0 0 0 -
P1 16,3+x2,5 0,9+0,1 12+0,7 3,563 18,9+15,9
P2 32+0,8 0 15,7+4,6 16,3+3,8 51,3131
P3 47,239 0 13,2+4,2 34+8,1 71,10£11,3
P4 75,4x7,5 0 27,9+8,8 47,59+16,4 61,52+15,5

C = controle; P1 = 16,3+2,5 mg.L? LAS; P2 = 32+0,8 mg.L? LAS; P3 = 47,2439 mg.L! LAS e P4 =
75,4+7,5 mg.Lt LAS.

A producéo de acidos organicos (AOs) nas séries experimentais nao afetou a producao
de metano. Os AOs totais foram de 46,3+21 mg.L*?, 42,4+2,1 mg.L?, 38,5+14,3 mg.L?,
39+17,2 mg.L? e 38,2+14,2 mg.L* para as séries C, P1, P2, P3 e P4, respectivamente (Tabela
5.50). O é&cido orgéanico com maior representatividade em todas as séries experimentais
contendo &gua de lavanderia (P1, P2, P3 e P4) foi o acido formico (24,5+5,9 mg.LY). As
metanogénicas hidrogenotréficas usam esse acido para produzir metano (Bacilos fluorescentes

e Methanosarcina).
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Tabela 5.50 — Acidos Organicos do ensaio de potencial metanogénico

Série Acidos Organicos (mg.L?)
experimental Citrico Malico Succinico Latico Formico Acético
34,5420,
C 3,2+0,1 0,6+0,1 <LD 2,0+0,4 5 2,929
P1 3,1+0,06 <LD 2,3+2,3 1,7+0,6 26,9453 <LD
17,5411,

P2 15+15 0,7+0,06 4,8+0,2 1,70,1 4 3,4£0,1

23,0+11,

P3 3,0+0,05 0,9+0,3 2,3+2,3 2,0+0,3 5 2,0£2,0

20,5+11,

P4 15+15 0,9%0,2 2,7£2,7 1,0+£1,0 2 <LD
Média 2,5+0,8 0,6+0,3 2,4+1,5 1,7£0,4 245£59 1,7£1/4
Série Acidos Organicos (mg.L™) cont.

experimental Propidnico Isobutirico Butirico  Isovalérico Valérico TOTAL
C 1,6+1,6 1,3+1,3 <LD <LD <LD  46,3+21

P1 3,540,1 1,7£0,03 0,8+0,8 <LD 25425 42,4+2,1
38,5114,

P2 1,919 2,30,8 <LD 4,8+0,04 <LD 3

39,0+17,

P3 <LD 0,5+0,5 <LD 5,3+0,3 <LD 2

38,2114,

P4 <LD 1,8+0,1 <LD 9,8+0,1 <LD 2

Média 1,4+1,3 1,5+0,6 0,240,3 4+3,7 0,5+0,5 40,843,1

<LD = menor que o limite de deteccdo da curva de calibragcdo do método. C = controle; P1 = 16,3+2,5
mg.L? de LAS; P2 = 32+0,8 mg.L* de LAS; P3 =47,2+3,9 mg.L ! de LAS e P4 =75,4+7,5 mg.L? de
LAS. Cit = citrico; Mal. = malico; Suc. = succinico; Lat. = latico; Férm. = férmico; Acé. = acético;

Prop. = propidnico; Isob. = isobutirico; But. = butirico; Isov. Isovalérico; Val. = valérico.

Na série controle houve maior concentracgdo de AOs totais (46,3+21 mg.L™?), dentre eles
0s mais representativos foram o acido férmico seguido do acido citrico. Observou-se

decrescimo de AOs totais, conforme 0 aumento da concentracdo do surfactante.
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5.3.1 - DGGE das amostras do ensaio de potencial metanogénico

Mediante analise de cluster do perfil de bandas do DGGE, mudancas nas populacdes
microbianas foram observadas para os dois Dominios (Archaea e Bacteria) quando comparadas
com o padrdo de bandas do in6culo ap6s 579 horas experimentais do teste de potencial
metanogénico.

Observou-se maior variacdo dos coeficientes de similaridade para o Dominio Archaea
(53% a 99%) do que para 0 Dominio Bacteria (60% a 96%) (Figuras 5.58 e 5.59). Observou-se
para o indculo maior valor do indice de similaridade para 0 Dominio Archaea (74%) comparado
ao Dominio Bacteria (60%).

Por meio da correlacdo de Pearson foram verificadas similaridades de 96% e 99% entre
a série experimental P1 (16,3+2,5 mg.L de LAS) e o C (controle sem adigdo de LAS) para os
Dominios Archaea e Bacteria, respectivamente. Pdde-se observar que a adicdo de
16,3+2,5 mg.L? de LAS proveniente de agua de lavanderia ndo provocou grandes alteragGes
na comunidade microbiana de acordo com o perfil de bandas do DGGE.

Observou-se, tanto para 0 Dominio Bacteria, quanto para o0 Dominio Archaea que o
aumento da concentracao do surfactante nas séries experimentais comparado ao ensaio controle

(C) ocasionou diminuicdo da similaridade (Figuras 5.58 e 5.59).

[ — P1
L P2
[i P4

| P3

#l
. !l!‘

Figura 5.58 — Analise de cluster (Correlacao de Pearson, UPGMA\) do perfil das bandas padrdes
do DGGE dos fragmentos do rRNA 16S para o Dominio Bacteria de amostras do ensaio de
potencial metanogénico para as amostras: C = controle; P1 = 16,3+2,5 mg.L* de LAS; P2 =
32+0,8 mg.L ! de LAS; P3 =47,2+39mg.L " de LAS e P4 =75,4+7,5 mg.L*de LAS
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Figura 5.59 — Andlise de cluster (Correlacéo de Pearson, UPGMA) do perfil das bandas padrdes
do DGGE dos fragmentos do rRNA 16S para o Dominio Archaea de amostras do ensaio de
potencial metanogénico para as amostras: C = controle; P1 = 16,3+2,5 mg.L* de LAS; P2 =
32+0,8 mg.L ™ de LAS; P3 =47,243,9 mg.L" de LAS e P4 =75,4+7,5mg.L" de LAS

Por meio do célculo do indice de Shannon-Wiener (Tabela 5.51) verificou-se que a
comunidade microbiana pertencente ao Dominio Bacteria (2,61 — 2,93) foi mais diversa quando

comparado com o Dominio Archaea (2,08 — 2,57).

Tabela 5.51 — Indice de Shannon-Wiener para as amostras dos testes de potencial metanogénico

Iindice de Shannon-Winner (H")

Dominio In6culo C P1 P2 P3 P4
Archaea 2,44 2,42 2,57 2,52 2,08 2,49
Bacteria 2,69 2,82 2,93 2,89 2,61 2,68

C = controle; P1 = 16,3+2,5 mg.L* de LAS; P2 = 32+0,8 mg.L* de LAS; P3 = 47,2+3,9 mg.L de LAS e P4
=75,4+7,5 mg.L de LAS.

Resultados diferentes foram observados por Garcia-Morales et al (2001), ao comparar
comunidades microbianas acidogénicas e metanogénicas em reatores anaerébios em batelada
na presenca de LAS (0 a 50 ppm). Estes autores citam que o surfactante empregado possuiu
maior efeito inibitério na comunidade metanogénica (Dominio Archaea) quando comparado
com a comunidade acidogénica (Dominio Bacteria).

Neste estudo com agua residuaria de lavanderia como fonte de LAS pdGde-se notar que
0s microrganismos pertencentes ao Dominio Archaea foram mais sensiveis ao aumento da
concentragdo do surfactante (P4) em condicgdo de anaerobiose estrita, uma vez que, verificou-
se para este grupo menor similaridade (54%) em relacéo ao controle (C), quando comparado ao

Dominio Bacteria (91%).
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6 — CONCLUSOES

e Por meio da caracterizagdo da &gua residuéria de lavanderia comercial foi evidenciado
grande variacdo na concentracdo de diversos parametros, principalmente matéria

organica e LAS.

e Trinta e quatro COXs foram observados na agua residuaria entre eles: solventes
(Butanol, Etanol, etc.), auxiliares na produgdo de produtos de limpeza (Cis-dimetil
Cicloexanol, Dimetil Cicloexanol, etc.), fragrancias (Limoneno, Linalol, etc.),
preservativo e antioxidante (Fenoxi Etanol) e alguns agentes tensoativos (Tetrametil
Butil Fendxi Etoxilado e Nonil Fenol Etoxilado). Em menor quantidade repelente
(Mercaptometano), preservativo/antioxidante (Fendxi Etanol).

e Elevada remocédo de matéria organica (superior a 80% de eficiéncia) foi observada em
todas as fases de operagdo do reator na presenca do LAS de &gua residuaria de
lavanderia.

e A presenca de sacarose ao substrato sintético ndo influenciou significativamente a carga
organica aplicada ao reator.

e Observou-se que o aumento do TDH de 18,6h (Etapa Ill) para 23h (Etapa IV) foi
favoravel para remoc¢do DQO mas ndo para a remogdo de LAS.

e Devido a elevada superficie de contato promovida pela areia (material suporte)
observou-se maior numero de bactérias anaerdbias totais e arqueias metanogénicas
nesta por¢édo do reator.

e Ao longo das Etapas IV e V de operacdo do RALF bem como entre as diferentes regides
do reator observou-se com isso que 0 Dominio Bacteria teve funcdo mais importante na
degradacdo do LAS do que o Dominio Archaea.

e A sacarose ndo afetou negativamente a remocdo de matéria organica, entretanto, este
co-substrato influenciou na diversidade microbiana do reator anaerdbio de leito
fluidificado.

e A degradacdo do LAS foi decorrente de consorcio microbiano observado pela analise
de Pirosequenciamento da regido V4 do rRNA 16S (24 géneros relacionados com a
degradacéo do LAS).

e Verificou-se diminuicdo da velocidade de conversdo de matéria organica a metano para

maiores concentracfes de LAS nos ensaios de potencial metanogénico.
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7 - SUGESTOES

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

e Analisar quantitativamente os COXs da agua residuaria do efluente do reator e

adsorvido na areia.

e Avaliar por espectrometria de massa os intermediarios da degradacdo anaerobia do LAS

e, assim, tentar estabelecer possivel rota metabolica.

e Avaliar a remocao e degradacdo de LAS em &gua residuéria de lavanderia comercial

com menores tempo de detencédo hidraulica (TDH) em reator de leito fluidificado.

e Realizar ensaios em reatores em batelada para degradacdo de LAS de agua residuaria
de lavanderia empregando-se culturas purificadas e similares aos géneros mais

abundantes identificados na biomassa do reator.

e Realizar ensaios de cinética de inibicdo com LAS padrdo (Sigma) e LAS de agua

residuaria de lavanderia.

e Analisar a comunidade microbiana em todas as etapas de operacdo do reator inclusive

aquela proveniente do indculo.

e Fazer o sequenciamento do RNAmM para ver quais genes estdo ativos no reator e estudar

as rotas metabolicas envolvidas na degradacdo do LAS.
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APENDICES

Tabela Al — Caracterizacdo da dgua residuaria de lavanderia usada na alimentacéo do reator.

Parametro Amostra de 4gua de lavanderia
(mg.LY) 1 2 3 4 5 6 7 Média
pH 7,2 7,1 5,6 6,4 6,5 6,8 6,4 6,6+0,5
DQOb* 3.070 3.543 703 886 746 1.653 1.922 1.789+1.058
DQOf* 2.754  3.107 619 843 492 1418 1.674 1.558+955
Alcalinidade T* 35,30 22,10 53,08 2824 16,5 57,5 269,1 105+109
Sulfato 15,12 189,2 216,3 - 198 1536 194 161+68
Sulfeto 0,03 003 0,112 0,171 0,122 151 0,21 21,753
SST 0,098 0,013 0,01 0,077 0,01 0,059 0,089 0,05£0,04
SSF 0,004 0,001 0,003 0,0045 0,003 0,002 0,003 0,003+0,001
SSV 0,094 0,012 0,007 0,0725 0,007 0,057 0,086 0,05+0,04
Fluoreto 20,68 1,13 702 1404 6,02 4,93 8,02 8,916
Brometo 2,13 3,23 1,11 2,22 1,21 136 1,06 1,76£0,74
Nitrato 6,02 19,21 6,12 12,24 8,12 563 5,73 9+4,7
N-amoniacal 8,92 2,71 11,67 23,34 10,67 6,13 791 10,216
NTK 19,33 23,02 21,3 42,6 23,3 10,9 21,73 23,2489
Fosfato 68,20 199,23 201,34 402,68 211,34 144,71 81,02 186,9+103,3
LAS 1.0948 426,3 2.0385 11949 2925 573 1.195 2.886%3.786
Acidos:
malico - 5,14 5,22 10,44 - - 6,93+2,5
succinico - 7,39 - - - - 7,39
latico 21,49 1576 3507 70,14 138,91 46,30 51,03 54,1+38,6
férmico 6,59 3,94 3,87 7,74 6,12 2,04 8,05 5,48+2,1
acetico 12,29 9,86 11,67 23,34 1534 511 8,72 12,33t5/4

propionico 10,66 10,76 12,67 2534 2937 9,79 1124 15775
isobutirico 13,79 10,92 1484 29,68 17,04 568 9,04 14,43+7,2
butirico - - 1391 27,82 - - 20,87+6,9

continua...
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continuacgao...

Parametro Amostra de 4gua de lavanderia
(mg.L?) 1 2 3 4 5 6 7 Média
isovalérico 32,26 11,96 - - 18,16 6,06 7,83 15,25+9,5
valérico - - - - 15,06 5,02 6,43 8,84+44
caproico - - - - 16,38 5,46 10,945,5
Etanol 58,25 384,60 3887 77,74 60,97 20,32 62,73 100,5+117,2
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Tabela A2 — Descrigdo dos tdxons da biomassa da areia e separador de fases das Etapas IV e V por pirosequenciamento 454 e respectivos
nameros de sequencias e UTOs.

NuUmero de sequéncias Numero de UTOs
Rétulos de Linha
A-1V SF-1V A-V SF-V A-1V SF-1V A-V SF-V
0_unclassified® 136 1073 150 141 20 48 14 18
0_unclassified® 136 1073 150 141 20 48 14 18
0_unclassified® 136 1073 150 141 20 48 14 18
0_unclassified® 136 1073 150 141 20 48 14 18
0_unclassified® 136 1073 150 141 20 48 14 18
Acidobacteria® 22 38 6 5 6 4 3 2
Acidobacteria_Gp3® 9 0 0 0 2 0 0 0
0_unclassified® 2 0 0 0 1 0 0 0
0_unclassified® 2 0 0 0 1 0 0 0
0_unclassified® 2 0 0 0 1 0 0 0
Bryobacter® 7 0 0 0 1 0 0 0
Bryobacter® 7 0 0 0 1 0 0 0
Bryobacter® 7 0 0 0 1 0 0 0
Acidobacteria_Gp6® 4 0 0 0 2 0 0 0
Gp6® 4 0 0 0 2 0 0 0
Gp6®™ 4 0 0 0 2 0 0 0
Gp6® 4 0 0 0 2 0 0 0
Holophagae? 9 38 6 5 2 4 3 2

continua...



236

Tabela A3 — Descricdo dos tdxons da biomassa da areia e separador de fases das Etapas IV e V por pirosequenciamento 454 e respectivos
nameros de sequencias e UTOs.

NuUmero de sequéncias Numero de UTOs
Rotulos de Linha
A-1V SF-1V A-V SF-V A-1V SF-1vV A-V SF-vV
Holophagales® 9 38 6 5 2 4 3 2
Holophagaceae® 9 38 6 5 2 4 3 2
Geothrix® 0 6 2 3 0 1 1 1
Holophaga® 9 32 4 2 2 3 2 1
Actinobacteria® 0 2 0 0 0 1 0 0
Actinobacteria® 0 2 0 0 0 1 0 0
Actinomycetales® 0 2 0 0 0 1 0 0
Nocardiaceae® 0 2 0 0 0 1 0 0
0_unclassified® 0 2 0 0 0 1 0 0
Bacteroidetes® 104 240 494 726 15 23 25 30
0_unclassified® 0 33 30 15 0 4 4 2
0_unclassified® 0 33 30 15 0 4 4 2
0_unclassified® 0 33 30 15 0 4 4 2
0_unclassified® 0 33 30 15 0 4 4 2
Bacteroidia® 17 0 3 5 1 0 1 1
Bacteroidales® 17 0 3 5 1 0 1 1
0_unclassified® 0 0 0 5 0 0 0 1
0_unclassified® 0 0 0 5 0 0 0 1

continua...
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Tabela A3 — Descricdo dos tdxons da biomassa da areia e separador de fases das Etapas IV e V por pirosequenciamento 454 e respectivos
nameros de sequencias e UTOs.

NuUmero de sequéncias Numero de UTOs
Rotulos de Linha
A-1V SF-1V A-V SF-V A-1V SF-1vV A-V SF-vV
Porphyromonadaceae® 17 0 3 0 1 0 1 0
0_unclassified® 17 0 3 0 1 0 1 0
Flavobacteria® 2 29 0 0 1 5 0 0
Flavobacteriales® 2 29 0 0 1 5 0 0
0_unclassified® 2 19 0 0 1 2 0 0
0_unclassified® 2 19 0 0 1 2 0 0
Cryomorphaceae® 0 8 0 0 0 2 0 0
0_unclassified® 0 8 0 0 0 2 0 0
Flavobacteriaceae®™ 0 2 0 0 0 1 0 0
Cloacibacterium® 0 2 0 0 0 1 0 0
Sphingobacteria® 85 178 461 706 13 14 20 27
Sphingobacteriales® 85 178 461 706 13 14 20 27
0_unclassified® 19 121 93 163 3 5 4 5
0_unclassified® 19 121 93 163 3 5 4 5
Chitinophagaceae® 66 55 368 543 10 8 16 22
0_unclassified® 31 16 160 178 4 4 6 11
Ferruginibacter® 5 21 23 97 2 2 3 3
Flavihumibacter® 6 0 0 0 1 0 0 0

continua...



Tabela A3 — Descricdo dos tdxons da biomassa da areia e separador de fases das Etapas IV e V por pirosequenciamento 454 e respectivos

nameros de sequencias e UTOs.

NuUmero de sequéncias Numero de UTOs
Rotulos de Linha
A-1V SF-1V A-V SF-V A-1V SF-1vV A-V SF-vV
Lacibacter® 0 0 2 9 0 0 1 2
Sediminibacterium® 24 18 18 12 3 2 2 1
Terrimonas® 0 0 165 247 0 0 4 5
Cytophagaceae® 0 2 0 0 0 1 0 0
Meniscus® 0 2 0 0 0 1 0 0
Chlamydiae® 0 3 0 2 0 1 0 1
Chlamydiae® 0 3 0 2 0 1 0 1
Chlamydiales® 0 3 0 2 0 1 0 1
Parachlamydiaceae® 0 3 0 2 0 1 0 1
Parachlamydia® 0 3 0 2 0 1 0 1
Chlorobi® 17 20 0 0 3 2 0 0
Chlorobia® 2 0 0 0 1 0 0 0
Chlorobiales® 2 0 0 0 1 0 0 0
Chlorobiaceae®™ 2 0 0 0 1 0 0 0
Chlorobaculum® 2 0 0 0 1 0 0 0
Ignavibacteria® 15 20 0 0 2 2 0 0
Ignavibacteriales® 15 20 0 0 2 2 0 0
Ignavibacteriaceae® 15 20 0 0 2 2 0 0

continua...
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Tabela A3 — Descricdo dos tdxons da biomassa da areia e separador de fases das Etapas IV e V por pirosequenciamento 454 e respectivos

nameros de sequencias e UTOs.

NuUmero de sequéncias Numero de UTOs
Rotulos de Linha
A-1V SF-1V A-V SF-V A-1V SF-1vV A-V SF-vV
Ignavibacterium® 15 20 0 0 2 2 0 0
Chloroflexi® 92 170 0 0 10 15 0 0
0_unclassified® 0 41 0 0 0 2 0 0
0_unclassified® 0 41 0 0 0 2 0 0
0_unclassified® 0 41 0 0 0 2 0 0
0_unclassified® 0 41 0 0 0 2 0 0
Anaerolineae® 92 129 0 0 10 13 0 0
Anaerolineales® 92 129 0 0 10 13 0 0
Anaerolineaceae® 92 129 0 0 10 13 0 0
0_unclassified® 5 11 0 0 2 4 0 0
Anaerolinea® 0 2 0 0 0 1 0 0
Bellilinea® 17 15 0 0 3 3 0 0
Leptolinea® 2 5 0 0 1 1 0 0
Levilinea® 0 4 0 0 0 1 0 0
Longilinea® 68 92 0 0 4 3 0 0
Euryarchaeota® 0 13 0 0 0 3 0 0
Methanomicrobia® 0 13 0 0 0 3 0 0
Methanomicrobiales® 0 13 0 0 0 3 0 0

continua...



Tabela A3 — Descricdo dos tdxons da biomassa da areia e separador de fases das Etapas IV e V por pirosequenciamento 454 e respectivos

nameros de sequencias e UTOs.

NuUmero de sequéncias Numero de UTOs
Rotulos de Linha
A-1V SF-1V A-V SF-V A-1IV  SF-IV A-V SF-V
Methanospirillaceae® 0 13 0 0 0 3 0 0
Methanospirillum® 0 13 0 0 0 3 0 0
Firmicutes® 75 414 51 45 15 50 6 7
0_unclassified® 15 191 0 0 3 12 0 0
0_unclassified® 15 191 0 0 3 12 0 0
0_unclassified® 15 191 0 0 3 12 0 0
0_unclassified® 15 191 0 0 3 12 0 0
Bacilli® 2 6 0 0 1 1 0 0
Lactobacillales® 2 6 0 0 1 1 0 0
0_unclassified® 2 0 0 0 1 0 0 0
0_unclassified® 2 0 0 0 1 0 0 0
Streptococcaceae® 0 6 0 0 0 1 0 0
Lactococcus® 0 6 0 0 0 1 0 0
Clostridia® 50 116 47 26 9 30 5 4
0_unclassified® 2 17 0 0 1 4 0 0
0_unclassified® 2 17 0 0 1 4 0 0
0_unclassified® 2 17 0 0 1 4 0 0
Clostridiales® 46 95 47 26 7 25 5 4

continua...
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Tabela A3 — Descricdo dos tdxons da biomassa da areia e separador de fases das Etapas IV e V por pirosequenciamento 454 e respectivos
nameros de sequencias e UTOs.

NuUmero de sequéncias Numero de UTOs
A-1V SF-1V A-V A-IV SF-1V A-V SF-V
0_unclassified® 30 67 17
0_unclassified® 30 67
Clostridiaceae 1®

Rotulos de Linha
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2 0
0_unclassified® 0 0
Thermobrachium® 2 0
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Peptostreptococcaceae™® 12 13 42 22
0_unclassified® 0
Proteocatella® 12
Ruminococcaceae®
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continua...
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Tabela A3 — Descricdo dos tdxons da biomassa da areia e separador de fases das Etapas IV e V por pirosequenciamento 454 e respectivos

nameros de sequencias e UTOs.

NuUmero de sequéncias Numero de UTOs
Rotulos de Linha
A-1V SF-1V A-V SF-V A-1V SF-1vV A-V SF-vV
0_unclassified® 0 2 0 0 1 0 0
Thermoanaerobacterales® 2 4 0 0 1 1 0 0
Thermoanaerobacteraceae® 2 4 0 0 1 1 0 0
0_unclassified® 2 4 0 0 1 1 0 0
Negativicutes® 8 101 4 19 2 7 1 3
Selenomonadales® 8 101 4 19 2 7 1 3
0_unclassified® 6 8 0 0 1 1 0 0
0_unclassified® 6 8 0 0 1 1 0 0
Veillonellaceae® 2 93 4 19 1 6 1 3
0_unclassified® 2 90 0 0 1 5 0 0
Anaerosinus® 0 0 0 4 0 0 0 1
Desulfosporomusa® 0 0 0 3 0 0 0 1
Sporomusa® 0 3 4 12 0 1 1 1
Fusobacteria® 0 0 14 5 0 0 2 2
Fusobacteria® 0 0 14 5 0 0 2 2
Fusobacteriales® 0 0 14 5 0 0 2 2
Fusobacteriaceae® 0 0 14 5 0 0 2 2
Cetobacterium® 0 0 14 5 0 0 2 2

continua...
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Tabela A3 — Descricdo dos tdxons da biomassa da areia e separador de fases das Etapas IV e V por pirosequenciamento 454 e respectivos
nameros de sequencias e UTOs.

NuUmero de sequéncias Numero de UTOs
Rotulos de Linha
A-1V SF-1V A-V SF-V A-1V SF-1vV A-V SF-vV
Gemmatimonadetes® 66 35 757 1283 8 4 8 12
Gemmatimonadetes® 66 35 757 1283 8 4 8 12
Gemmatimonadales® 66 35 757 1283 8 4 8 12
Gemmatimonadaceae® 66 35 757 1283 8 4 8 12
Gemmatimonas® 66 35 757 1283 8 4 8 12
Nitrospira® 0 0 0 2 0 0 0 1
Nitrospira® 0 0 0 2 0 0 0 1
Nitrospirales® 0 0 0 2 0 0 0 1
Nitrospiraceae™ 0 0 0 2 0 0 0 1
Nitrospira® 0 0 0 2 0 0 0 1
Planctomycetes® 2 0 0 4 1 0 0 2
Planctomycetacia® 2 0 0 4 1 0 0 2
Planctomycetales® 2 0 0 4 1 0 0 2
Planctomycetaceae® 2 0 0 4 1 0 0 2
Schlesneria® 0 0 0 2 0 0 0 1
Singulisphaera® 2 0 0 2 1 0 0 1
Proteobacteria® 2760 779 1118 1090 75 52 60 68
0_unclassified® 23 361 19 17 3 5 2 3

continua...
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Tabela A3 — Descricdo dos tdxons da biomassa da areia e separador de fases das Etapas IV e V por pirosequenciamento 454 e respectivos
nameros de sequencias e UTOs.

NuUmero de sequéncias Numero de UTOs
Rotulos de Linha
A-1V SF-1V A-V SF-V A-1V SF-1vV A-V SF-vV

0_unclassified® 23 361 19 17 3 5 2
0_unclassified® 23 361 19 17 3 5 2 3
0_unclassified® 23 361 19 17 3 5 2 3
Alphaproteobacteria® 147 33 151 75 18 7 15 14
0_unclassified® 0 0 0 2 0 0 0 1
0_unclassified® 0 0 0 2 0 0 0 1
0_unclassified® 0 0 0 2 0 0 0 1
Caulobacterales® 0 0 5 2 0 0 1 1
Caulobacteraceae® 0 0 5 2 0 0 1 1
Phenylobacterium® 0 0 5 2 0 0 1 1
Rhizobiales® 111 8 99 28 9 3 7 3
0_unclassified® 70 5 32 14 3 2 1 1
0_unclassified® 70 5 32 14 3 2 1 1
Aurantimonadaceae® 2 0 0 0 1 0 0 0
Martelella® 2 0 0 0 1 0 0 0
Beijerinckiaceae® 5 0 0 0 1 0 0 0
Methylocapsa® 5 0 0 0 1 0 0 0
Bradyrhizobiaceae® 34 3 65 14 4 1 5 2

continua...
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Tabela A3 — Descricdo dos tdxons da biomassa da areia e separador de fases das Etapas IV e V por pirosequenciamento 454 e respectivos
nameros de sequencias e UTOs.

NuUmero de sequéncias Numero de UTOs
Rotulos de Linha
A-1V SF-1V A-V SF-V A-1V SF-1vV A-V SF-vV

0_unclassified® 24 3 28 3 1 1 2 1
Bosea® 8 0 14 0 2 0 2 0
Oligotropha® 2 0 23 11 1 0 1 1
Phyllobacteriaceae® 0 0 2 0 0 0 1 0
0_unclassified® 0 0 2 0 0 0 1 0
Rhodobacterales® 14 4 14 13 3 1 2 2
Rhodobacteraceae® 14 4 14 13 3 1 2 2
0_unclassified® 14 4 14 13 3 1 2 2
Rhodospirillales® 10 21 18 10 3 3 2 3
0_unclassified® 3 14 0 0 1 1 0 0
0_unclassified® 3 14 0 0 1 1 0 0
Acetobacteraceae® 7 3 3 3 2 1 1 1
0_unclassified® 5 0 3 3 1 0 1 1
Roseomonas® 2 0 0 0 1 0 0 0
Stella® 0 3 0 0 0 1 0 0
Rhodospirillaceae®™ 0 4 15 7 0 1 1 2
0_unclassified® 0 0 0 2 0 0 0 1
Magnetospirillum® 0 4 15 5 0 1 1 1

continua...



Tabela A3 — Descricdo dos tdxons da biomassa da areia e separador de fases das Etapas IV e V por pirosequenciamento 454 e respectivos

nameros de sequencias e UTOs.

NuUmero de sequéncias Numero de UTOs
Rotulos de Linha
A-1V SF-1V A-V SF-V A-1V SF-1vV A-V SF-vV
Sphingomonadales® 12 0 15 20 3 0 3 4
Erythrobacteraceae® 2 0 2 3 1 0 1 1
Croceicoccus® 2 0 2 3 1 0 1 1
Sphingomonadaceae® 10 0 13 17 2 0 2 3
0_unclassified® 0 0 0 3 0 0 0 1
Blastomonas® 7 0 0 1 0 0 0
Sphingobium® 0 0 4 12 0 0 1 1
Sphingopyxis® 3 0 9 2 1 0 1 1
Betaproteobacteria® 519 175 781 854 28 18 26 31
0_unclassified® 0 0 53 43 0 0 1 2
0_unclassified® 0 0 53 43 0 0 1 2
0_unclassified® 0 0 53 43 0 0 1 2
Burkholderiales® 98 12 63 91 6 2 8 10
0_unclassified® 2 0 15 8 1 0 2 2
0_unclassified® 2 0 15 8 1 0 2 2
Alcaligenaceae® 12 4 0 0 1 1 0 0
Azohydromonas® 12 4 0 0 1 1 0 0
Burkholderiales_incertae_sedis® 5 0 11 15 1 0 1 2

continua...
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Tabela A3 — Descrigdo dos tdxons da biomassa da areia e separador de fases das Etapas 1V e V por pirosequenciamento 454 e respectivos
nameros de sequencias e UTOs.

NuUmero de sequéncias Numero de UTOs
Rotulos de Linha
A-1V SF-1V A-V SF-V A-1V SF-1vV A-V SF-vV

Aquabacterium® 0 0 0 2 0 0 0 1
Piscinibacter® 5 0 11 13 1 0 1 1
Comamonadaceae®™ 79 8 21 38 3 1 4 5
0_unclassified® 0 0 4 2 0 0 1 1
Curvibacter® 0 0 8 33 0 0 2 3
Diaphorobacter® 79 8 9 3 3 1 1 1
Oxalobacteraceae®™ 0 0 16 30 0 0 1 1
Janthinobacterium® 0 0 16 30 0 0 1 1
Hydrogenophilales® 7 22 0 0 1 2 0 0
Hydrogenophilaceae® 7 22 0 0 1 2 0 0
Thiobacillus® 7 22 0 0 1 2 0 0
Nitrosomonadales® 27 51 0 0 2 3 0 0
Nitrosomonadaceae® 27 51 0 0 2 3 0 0
Nitrosomonas® 27 51 0 0 2 3 0 0
Rhodocyclales® 387 90 665 720 19 11 17 19
Rhodocyclaceae® 387 90 665 720 19 11 17 19
0_unclassified® 142 54 387 337 7 6 6 8
Azonexus® 20 8 0 0 3 1 0 0

continua...
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Tabela A3 — Descricdo dos tdxons da biomassa da areia e separador de fases das Etapas IV e V por pirosequenciamento 454 e respectivos
nameros de sequencias e UTOs.

NuUmero de sequéncias Numero de UTOs
Rotulos de Linha
A-1V SF-1V A-V SF-V A-1V SF-1vV A-V SF-vV
Azospira® 0 0 8 15 0 0 2 2
Azovibrio® 0 2 4 13 0 1 1 1
Dechloromonas® 47 0 0 0 2 0 0 0
Denitratisoma® 0 2 0 4 0 1 0 1
Propionivibrio® 0 0 0 2 0 0 0 1
Shinella® 4 0 0 0 1 0 0 0
Sterolibacterium® 0 0 2 0 0 0 1 0
Sulfuritalea® 0 0 0 2 0 0 0 1
Zoogloea® 174 24 264 347 6 2 7 5
Deltaproteobacteria® 2025 82 80 65 19 14 6 6
0_unclassified® 3 7 6 2 1 2 1 1
0_unclassified® 3 7 6 2 1 2 1 1
0_unclassified® 3 7 6 2 1 2 1 1
Bdellovibrionales® 19 3 54 46 4 1 3 3
Bdellovibrionaceae® 19 3 54 46 4 1 3 3
Bdellovibrio® 19 3 41 44 4 1 2 2
Vampirovibrio® 0 0 13 2 0 0 1 1
Desulfobacterales® 1945 33 0 2 7 3 0 1

continua...
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Tabela A3 — Descricdo dos tdxons da biomassa da areia e separador de fases das Etapas IV e V por pirosequenciamento 454 e respectivos
nameros de sequencias e UTOs.

NuUmero de sequéncias Numero de UTOs
Rotulos de Linha
A-1V SF-1V A-V SF-V A-1V SF-1vV A-V SF-vV

Desulfobulbaceae® 1945 33 0 2 7 3 0 1
Desulfobulbus® 1945 33 0 2 7 3 0 1
Desulfuromonadales® 42 19 3 0 3 2 1 0
Geobacteraceae® 42 19 3 0 3 2 1 0
Geobacter® 42 19 3 0 3 2 1 0
Myxococcales® 11 2 17 15 2 1 1 1
0_unclassified® 7 0 0 0 1 0 0 0
0_unclassified® 7 0 0 0 1 0 0 0
Polyangiaceae® 4 2 17 15 1 1 1 1
Byssovorax® 0 0 17 15 0 0 1 1
Chondromyces® 4 2 0 0 1 1 0 0
Syntrophobacterales® 5 4 0 0 2 2 0 0
Syntrophaceae® 3 4 0 0 1 2 0 0
Smithella® 3 4 0 0 1 2 0 0
Syntrophobacteraceae® 2 0 0 0 1 0 0 0
0_unclassified® 2 0 0 0 1 0 0 0
Syntrophorhabdaceae® 0 14 0 0 0 3 0 0
Syntrophorhabdaceae® 0 14 0 0 0 3 0 0
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Tabela A3 — Descricdo dos tdxons da biomassa da areia e separador de fases das Etapas IV e V por pirosequenciamento 454 e respectivos
nameros de sequencias e UTOs.

NuUmero de sequéncias Numero de UTOs
Rotulos de Linha
A-1V SF-1V A-V SF-V A-1V SF-1vV A-V SF-vV
Syntrophorhabdus® 0 14 0 0 0 3 0 0
Epsilonproteobacteria® 0 0 11 16 0 0 3 2
Campylobacterales® 0 0 11 16 0 0 3 2
Campylobacteraceae® 0 0 11 16 0 0 3 2
Arcobacter® 0 0 11 16 0 0 3 2
Gammaproteobacteria® 46 128 76 63 7 8 8 12
0_unclassified® 2 10 0 0 1 1 0 0
0_unclassified® 2 10 0 0 1 1 0 0
0_unclassified® 2 10 0 0 1 1 0 0
Aeromonadales® 16 0 6 11 1 0 1 1
Aeromonadaceae® 16 0 6 11 1 0 1 1
0_unclassified® 16 0 6 11 1 0 1 1
Chromatiales® 0 3 0 0 0 1 0 0
Halothiobacillaceae® 0 3 0 0 0 1 0 0
Thiovirga® 0 3 0 0 0 1 0 0
Enterobacteriales® 0 2 0 2 0 1 0 1
Enterobacteriaceae® 0 2 0 2 0 1 0 1
0_unclassified® 0 2 0 0 0 1 0 0
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Tabela A3 — Descricdo dos tdxons da biomassa da areia e separador de fases das Etapas IV e V por pirosequenciamento 454 e respectivos
nameros de sequencias e UTOs.

NuUmero de sequéncias Numero de UTOs
Rotulos de Linha
A-1V SF-1V A-V SF-V A-1V SF-1vV A-V SF-vV

Morganella® 0 0 0 2 0 0 0 1
Gammaproteobacteria_incertae_sedis® 0 0 0 3 0 0 0 1
0_unclassified® 0 0 0 3 0 0 0 1
0_unclassified® 0 0 0 3 0 0 0 1
Methylococcales® 16 0 27 8 2 0 1 1
Methylococcaceae® 16 0 27 8 2 0 1 1
0_unclassified® 0 0 27 8 0 0 1 1
Methylomonas® 16 0 0 0 2 0 0 0
Pseudomonadales® 10 2 33 25 2 1 5 5
Pseudomonadaceae®™ 10 2 33 25 2 1 5 5
0_unclassified® 7 2 9 9 1 1 3 3
Azorhizophilus® 3 0 0 0 1 0 0 0
Serpens® 0 0 24 16 0 0 2 2
Xanthomonadales® 2 111 10 14 1 4 1 3
Xanthomonadaceae® 2 111 10 14 1 4 1 3
0_unclassified® 0 10 0 5 0 1 0 1
Pseudoxanthomonas® 2 0 10 4 1 0 1 1
Rhodanobacter® 0 101 0 0 0 3 0 0
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Tabela A3 — Descricdo dos tdxons da biomassa da areia e separador de fases das Etapas IV e V por pirosequenciamento 454 e respectivos
nameros de sequencias e UTOs.

NuUmero de sequéncias Numero de UTOs
Rotulos de Linha
A-1V SF-1V A-V SF-V A-1V SF-1vV A-V SF-vV
Thermomonas® 0 0 0 5 0 0 0 1
Spirochaetes® 0 7 77 72 0 1 6 6
Spirochaetes?® 0 7 77 72 0 1 6 6
Spirochaetales® 0 7 77 72 0 1 6 6
Leptospiraceae® 0 7 77 72 0 1 6 6
Leptonema® 0 0 4 7 0 0 1 1
Leptospira® 0 0 9 18 0 0 2 2
Turneriella® 0 7 64 47 0 1 3 3
Synergistetes® 2 116 3 17 1 5 1 3
Synergistia® 2 116 3 17 1 5 1 3
Synergistales® 2 116 3 17 1 5 1 3
Synergistaceae® 2 116 3 17 1 5 1 3
0_unclassified® 2 60 0 6 1 2 0 1
Aminomonas® 0 54 3 11 0 2 1 2
Synergistes® 0 2 0 0 0 1 0 0
Tenericutes® 0 42 0 0 0 2 0 0
Mollicutes® 0 42 0 0 0 2 0 0
Acholeplasmatales® 0 42 0 0 0 2 0 0
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Tabela A3 — Descricdo dos tdxons da biomassa da areia e separador de fases das Etapas IV e V por pirosequenciamento 454 e respectivos
nameros de sequencias e UTOs.

NuUmero de sequéncias Numero de UTOs
Rotulos de Linha
A-1V SF-1V A-V SF-V A-1V SF-1vV A-V SF-vV
Acholeplasmataceae® 0 42 0 0 0 2 0 0
Acholeplasma® 0 42 0 0 0 2 0 0
Verrucomicrobia® 49 70 301 379 4 6 8 6
0_unclassified® 0 16 0 0 0 2 0 0
0_unclassified® 0 16 0 0 0 2 0 0
0_unclassified® 0 16 0 0 0 2 0 0
0_unclassified® 0 16 0 0 0 2 0 0
Spartobacteria® 2 45 0 0 1 1 0 0
0_unclassified® 0 45 0 0 0 1 0 0
0_unclassified® 0 45 0 0 0 1 0 0
0_unclassified® 0 45 0 0 0 1 0 0
Spartobacteria_genera_incertae_sedis® 2 0 0 0 1 0 0 0
Spartobacteria_genera_incertae_sedis® 2 0 0 0 1 0 0 0
Spartobacteria_genera_incertae_sedis® 2 0 0 0 1 0 0 0
Subdivision3® 29 7 270 269 2 2 5 3
Subdivision3_genera_incertae_sedis® 29 7 270 269 2 2 5 3
Subdivision3_genera_incertae_sedis® 29 7 270 269 2 2 5 3
Subdivision3_genera_incertae_sedis® 29 7 270 269 2 2 5 3

continua...
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Tabela A3 — Descricdo dos tdxons da biomassa da areia e separador de fases das Etapas IV e V por pirosequenciamento 454 e respectivos

nameros de sequencias e UTOs.

NuUmero de sequéncias Numero de UTOs
Rotulos de Linha
A-1V SF-1V A-V SF-V A-1V SF-1vV A-V SF-vV
Verrucomicrobiae@ 18 2 31 110 1 1 3 3
Verrucomicrobiales® 18 2 31 110 1 1 3 3
Verrucomicrobiaceae® 18 2 31 110 1 1 3 3
Luteolibacter® 18 0 0 0 1 0 0 0
Prosthecobacter® 0 2 31 110 0 1 3 3
Total Geral 3325 3022 2971 3771 158 217 133 158

UTOs (Unidades Taxonémicas Operacionais). (1) — Filo; (2) — Classe; (3) — Ordem; (4) — Familia; (5) — Género



Tabela A4 — Caracterizacdo da &gua de lavanderia utilizada no ensaio de

potencial metanogénico

Parametros Valor (mg.L?Y) Parametros Valor (mg.L™?)
pH 6,16 Glicose 5,5
Alcalinidade Total 23,05 Etanol 1347
DQO bruta 1952,5 Frutose 1,5
DQO filtrada 15425 Acido Citrico 2,9
LAS 1000 Acido Malico 3,0
SST 0,0895 Acido Succinico 5,8
SSF 0,0095 Acido Latico 92,9
SSV 0,08 Acido Férmico 6,9
Sulfato 231,1 Acido Acético 3,8
Cloreto 121,6 Acido Propidnico 16,7
Nitrato 8,09 Acido Isobutirico 1,0
NTK 35,9 Acido Butirico 2,4
Fosfato 28,8 Acido Isovalérico 3,9
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® citrico ® malico ® succinico W litico ® férmico ® acético

propidnico M isobutirico = butirico m isovalérico valérico caproico

Figura Al — Distribuicdo da producdo de acidos organicos no periodo de inoculacdo em

porcentagem (%)



5 I | Il v Vv
e
1.8
1.6
14
°
o 12
§ 1 e © e b4
< O 8 €] ) o . .. 0 o ® oJ
' Sl e, 0 o .o.: o0 o .0. o ° o .ﬁ ®e
0.6 - ° ® : ..q:':ﬂ. o © '...’ ;.|.:|. @
0.4 %o o0 o @t o o, S0
ﬁ [u] o oo _o
0.2 = i ‘—‘E"j D DGEEHDD nnmqm% ° i -
O T T T T T D\ D T T T T
0 40 80 120 160 200 240 280 320 360 400 440 480

Tempo de operacdo (dias)

| o Afluente O Efluente |

257

Figura A2 — Variacao temporal da relacdo Alcalinidade Intermediaria/Alcalinidade Parcial
(Al/AP) afluente e efluente



