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RESUMO

TAVARES, A. M. Degradacio e remog¢ao de alquilbenzeno linear sulfonado em reator
anaerobio horizontal de leito fixo. 2008. 113 f. Monografia, Escola de Engenharia de Sao
Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos, 2008.

Esse trabalho teve como objetivo avaliar a degradacdo do alquilbenzeno linear sulfonado
(LAS) em condigdes anaerdbias, devido ao fato desse surfactante estar presente na formulagao
de diversos produtos de uso industrial ¢ doméstico. O LAS representa mais de 40% de todo
surfactante utilizado no mundo, merecendo especial atengdo para sua ocorréncia e destino no
ambiente. Apesar de ser de dificil degradagdo, diversos estudos comprovaram sua
biodegradabilidade, principalmente em condi¢des aerdbias. Porém, ainda hé discordancia
quanto a sua capacidade de metabolizagdo em condi¢des anaerdbias. Em decorréncia desses
fatores, utilizou-se um reator anaerdbio horizontal de leito fixo (RAHLF) contendo biomassa
imobilizada em carvao vegetal para tempo de detencdo hidraulica (TDH) de 12 horas,
resultando numa vazdo de 100 mL/h. O reator foi alimentado, na etapa I, com sacarose,
bicarbonato de sddio e extrato de levedura. Apos 34 dias foram acrescentados 5,2 + 1,5 mg/L
de LAS na alimentacdo (etapa II). Ao final de 117 dias, a sacarose foi retirada (etapa III) e
essa condi¢cdo foi mantida por 210 dias. Na etapa IV, que teve duracao de 13 dias, foi retirado
o extrato de levedura da alimentacdo. Verificou-se, por microscopia Optica de contraste de
fase, aumento das células mortas dentro do reator nessa fase. Houve remocdo média de
aproximadamente 47% + 34% do LAS, para concentra¢do inicial média de 5,3 + 1,7 mg/L,
durante o periodo experimental (62 = 31%, na etapa II; 40 + 33%, na etapa III; e 67 £ 3%, na
etapa IV), e cerca de 83% + 9% de matéria organica (DQO), para concentragdo inicial média
de 349 + 113 mg/L. Tais resultados indicaram que a presenca do LAS na alimentagdo nao
interferiu na remog¢do da matéria organica. Por meio do seqiienciamento de fragmentos do
gene 16S RNAr foi possivel identificar bactérias pertencentes aos Filos Deferribacteres,
Proteobacteria, Spirochaetes, Firmicutes e Bacteriodetes, além da presenca de bactérias nao
cultivadas. Algumas dessas possuindo mecanismos para desassimilacdo de sulfato e enxoftre, e

outras com a capacidade de degradar compostos aromaticos.

Palavras-chave: surfactante, LAS, reator anaerobio, carvao vegetal, analise filogenética.
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1. INTRODUCAO

O alquilbenzeno linear sulfonado (LAS) ¢ um surfactante amplamente utilizado em
produtos de limpeza doméstico e industrial, principalmente em industrias téxteis e curtumes.
Existem pelo menos duas razdes para que o LAS seja o tensoativo mais importante: (1) suas
rotas de fabricagdo sdo as mais eficazes e as mais econdmicas, (2) possui diversas vantagens
técnicas na formulacdo de detergentes que derivam da sua estrutura quimica e de suas
propriedades fisico-quimicas. E considerado biodegraddvel e sua remogdo de Aaguas
residudrias, provenientes do uso doméstico e industrial, tem se restringido a tratamentos
biologicos convencionais, como lodos ativados e lagoas em série, o que pode ndo ser o
suficiente para a sua remogao.

O LAS ¢ lancado no ambiente, juntamente com seus intermediarios, por meio do
despejo direto de aguas residuarias em corpos d’agua, disposicdo de lodo de estagdes de
tratamento em solos, e do lancamento de dguas residudrias apds tratamento biologico em
estagdes convencionais (YING, 2006). Os despejos diretos e indiretos de LAS podem causar
sérios problemas ambientais e de satde publica (BASAR et al., 2004), visto que varios
organismos que vivem nas aguas receptoras de descargas sdo suscetiveis a bioconcentragdo e
biotransformacdo do surfactante (ALVAREZ—MUNOZ et al.,, 2007), podendo, inclusive,
transmiti-lo por meio da cadeia alimentar aos seres humanos.

O LAS interfere na estabilidade da membrana plasmatica de animais e plantas onde
destr6i os mecanismos de reagdo, diminuindo ou até interrompendo o funcionamento das
células. Esse surfactante pode dissolver oleos na agua e, também, dissolver substancias

toxicas pouco soluveis que sdo liberadas no ambiente por meio dos efluentes ndo tratados de



12 Introducao

industrias (CHANG & JUANG et al., 2005). O LAS ¢ bioacumulativo e, sendo assim, a sua
concentragio residual tem aumentado em plantas, rios e aguas residuarias (CSERHATI et al.,
2002).

Uma vez descartado em corpos d’agua, o LAS tende a adsorver em so6lidos suspensos,
acumulando, posteriormente, nos sedimentos dos rios e mares. Essa dindmica, conjuntamente
com o arraste de sedimentos pelo movimento da agua, leva ao acimulo de LAS em ambientes
costeiros, resultando em elevada concentragdo do surfactante na coluna d’adgua e nos
sedimentos (HAMPEL et al., 2007). Considerando-se que as zonas costeiras sdo territorios
para a reproducdao de diversas espécies marinhas, ¢ que o LAS pode apresentar toxicidade
ainda ndo estudada para diversos organismos, a presenca deste surfactante pode prejudicar a
vida aquatica, as comunidades ribeirinhas e todos os elementos dependentes dos estuarios.
Desse modo, torna-se importante o tratamento dos despejos industriais e residenciais e a
remocao do surfactante das dguas residudrias antes de seu langamento nos corpos receptores.

Dentre as alternativas disponiveis para o tratamento de aguas residudrias contendo
compostos organicos, o tratamento bioldgico ¢ o que oferece as melhores condigdes por
apresentar custos relativamente reduzidos quando comparado ao tratamento fisico-quimico.
Sob condigdes aerdbias, a mineralizacdo do LAS ¢ realizada nos seguintes estagios: (1)
degradagdo da cadeia alquilica; (2) degradagdo do grupo sulfonado; (3) degradacao do anel
benzénico. Contudo, ainda ndo se conhece o mecanismo de degradagdo da molécula do
surfactante em condigdes anaerdbias.

A degradacdao do LAS por via anaerébia vem sendo estudada recentemente no Brasil.
Entre as diferentes configuragdes de reatores biolodgicos usados no tratamento de efluentes, o
reator UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket) em escala de bancada foi o mais aplicado
no tratamento desse composto. Entretanto, reatores anaerobios com biomassa imobilizada

vém sendo utilizados com sucesso no tratamento de diversas aguas residuarias com
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compostos xenobioticos, como aguas contaminadas com substancias presentes na gasolina
(BTEX) (FERNANDES et al, 2005, GUSMAO et al, 2005), aldicarbe
(DAMASCENO et al., 2006) e LAS (OLIVEIRA et al., 2008; DUARTE et al., 2008).

O wuso da biologia molecular para a identificagdo de microrganismos sem a
necessidade de cultivo em laboratorio possibilitou grande avango na descoberta de novas
espécies, mesmo com baixa concentracdo de material celular disponivel, podendo auxiliar na
identificagdo dos possiveis microrganismos responsaveis pela degradagdo do LAS.

Considerando-se os problemas ambientais causados pelo LAS e seu potencial para
estabilizacdo por via bioldgica, utilizou-se o reator anaerdbio horizontal de leito fixo
(RAHLF) preenchido com carvdo vegetal para tratamento de dgua residuaria contendo este
surfactante, seguida de posterior identificagdo das bactérias envolvidas no processo por meio

de técnicas de biologia molecular.
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2.  OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a degradagdo e remoc¢do do alquilbenzeno linear sulfonado em reator

anaerobio horizontal de leito fixo com biomassa imobilizada em carvao vegetal.

2.2, Objetivos Especificos

e Avaliar a influéncia do LAS remocdo temporal e espacial da matéria organica,
medida como DQO, na presenca do LAS;

e Avaliar a produgdo espacial de acidos organicos volateis;

e Proceder ao balanco de massa de LAS no RAHLF;

e Analisar a diversidade morfologica e filogenética de bactérias presentes no

biofilme.
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3.  REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Caracteristicas dos agentes tensoativos

Agentes tensoativos sdo compostos organicos que possuem em sua molécula duas
regides distintas, uma hidrofobica e outra hidrofilica. A parte hidrofoébica do tensoativo
geralmente ¢ composta de cadeias alquilicas ou alquilfenilicas, contendo de 10 a 18 atomos de
carbono. Enquanto que a regido hidrofilica ¢ constituida por grupos idnicos ou nao-idnicos
ligados a cadeia carbonica (PENTEADO et al., 2006). Devido a essa estrutura, os agentes
tensoativos diminuem a tensdo superficial da agua, favorecendo a remocdo de gorduras, a
limpeza de superficies como roupas, lougas, vidros, entre outros (MEZZANOTTE et al.,
2003).

As fontes de surfactante sdo detergentes, dispersantes de 6leo combustivel, amaciantes
de roupas, tintas e adesivos, biocidas, além dos produtos utilizados para remediagdo de solos
contaminados com hidrocarbonetos (SCOTT & JONES, 2000; CLARA et al., 2007). Esses
compostos estdo presentes em ampla variedade de residuos liquidos, alguns dos quais podem
ser tratados anaerobiamente, tais como, aguas residudrias de industria téxtil, 4guas residuarias
que recebem temporariamente surfactantes devido a limpeza dos tanques de producao, esgoto
doméstico, além de lodos de reatores com surfactante adsorvido (MOSCHE & MEYER,
2002). O alquilbenzeno linear sulfonado (LAS) pode estar presente em solo usado para
agricultura, inserido por meio da irrigacdo com aguas contaminadas, aplicacdo de adubo ou

lodo biolédgico, ou, também, uso de pesticida com detergente (OU et al., 1996).
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Os surfactantes podem ser classificados quanto aos radicais hidrofilicos em: anionicos,
cationicos, ndo-ionicos ¢ anfoteros (BORSATO et al.,, 1999). De acordo com a carga
superficial da molécula do surfactante, dependera sua toxicidade, persisténcia e
biodegradabilidade. Dentre as espécies de surfactante, os cationicos sdo os que possuem

maior toxicidade (CSERHATI et al., 2002).

3.2.  Alquilbenzeno Linear Sulfonado

Alquilbenzeno linear sulfonado (LAS) ¢ um surfactante anionico que foi introduzido
no mercado em 1964, como substituto prontamente biodegradavel para o tetrapropileno
sulfonado que, devido a grande quantidade de ramificacdes de sua molécula, foi proibido de
ser comercializado (SCOTT & JONES, 2000; MANOUSAKI et al., 2004). E composto por
uma mistura de varios homologos, constituindo cadeias carbonicas de diferentes
comprimentos, contendo entre dez e quatorze dtomos de carbono. Cada homologo possui um
anel aromadtico sulfonado na posicdo para, em qualquer local da molécula, exceto nos

carbonos terminais (Figura 3.1) (MATTHIJS & DE HENAU, 1987).

CHy —(CHy Jn- CH-(CH, - CH,

ntm=10a14

S0sNa

Figura 3.1: Estrutura do Alquilbenzeno Linear Sulfonado
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Em 2000, o consumo de LAS foi estimado em aproximadamente 2,5 milhdes de
toneladas por ano, representando cerca de 40% de todo o surfactante utilizado no mundo
(SANZ et al., 2000).

O LAS ¢ responsavel por sérios problemas de poluicdo ambiental, podendo apresentar
toxicidade, de acordo com a concentragdo, para diversos organismos vivos. Entre os
problemas relacionados ao acumulo de LAS nos recursos hidricos, destacam-se efeitos
relacionados com a diminui¢do dos elementos necessarios a vida aquatica como, por exemplo,
oxigénio dissolvido, devido a diminui¢do da tensdo superficial agua/ar; diminui¢do da
permeabilidade da luz, por manter as particulas presentes em suspensdo (PENTEADO et al.,
2006).

Entretanto, como efeito positivo, o surfactante pode auxiliar na remoc¢do de outros
poluentes ao engloba-los na camada formada pela sua interagdo com a superficie de sélidos,
devido ao processo de adsor¢do. O LAS pode, inclusive, auxiliar a degradagdo destes
poluentes ao torna-los disponiveis aos microrganismos, e, por conseguinte a formacao de
substancias menos toxicas (CSERHATI et al., 2002).

Ressalta-se, contudo, que a solubilizagdo de compostos pouco soliveis em agua, como
0leos e algumas substancias toxicas, pode prejudicar a biota de rios e lagos, podendo causar
inclusive o enfraquecimento e morte de peixes (HOFER et al., 1995; HARRISON et al., 1999;
CHANG & JUANG et al., 2005).

O LAS interfere, também, na estabilidade da membrana plasmatica de animais e
plantas, além de inibir processos como a acetogénese ¢ metanogénese da digestdo anaerobia
realizadas por células procaridticas, tais como bactérias e arquéias, respectivamente
(GAVALA & AHRING, 2002). A ligagdo do LAS com proteinas pode resultar na alteragao
do formato da cadeia polipeptidica e na mudanga das cargas superficiais dessa molécula. Tais

modificagdes podem levar a perda da fungdo (CSERHATI et al., 2002). Em sistemas de lodos
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ativados a presenca de LAS influencia fortemente a morfologia e atividade dos flocos,
tornando-os menores ¢ mais circulares (LIWARSKA-BIZUKOJC & BIZUKOIC, 2006),

podendo prejudicar o tratamento das aguas residuarias e esgoto doméstico.

3.3. Remocao do LAS

A remoc¢do do LAS do meio liquido pode ocorrer por processos fisicos, como a
adsor¢ao e precipitacdao, por meio da formacao de sais de LAS, ou processos bioquimicos,
como a degradacdo do surfactante em compostos com cadeias carbOnicas menores por via
aerdbia e anaerobia.

Os processos fisicos (adsor¢ao, sedimentacao, etc.) sao controlados pela dureza da
agua e representam menos de 10 % do total de LAS removido em aguas moles e em torno de
30-35% em éaguas duras devido, principalmente, a alta precipitacdo de Ca(LAS),, que € um
composto estavel (BERNA et al., 1989). Ressalta-se que esse processo ¢ mais expressivo para
compostos com cadeia alquilica maior (GARCIA et al., 2005) e em estuarios e ambientes
costeiros, onde a atividade metabodlica dos microrganismos ¢ menor do que nas aguas
continentais. Nesses ambientes, a forma predominante de remo¢do do LAS ¢ por meio da
precipitagdo com a formagao de sais de magnésio e calcio (EICHHORN et al., 2002).

Como conseqiiéncia da precipitagdo do LAS, tem-se a diminui¢do da toxicidade
aquatica devido, principalmente, a reducdo geral da concentracdo da fragdo soltivel e, mais

especificadamente, dos homodlogos mais pesados, que sdo mais toxicos (VERGE et al., 2001).
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3.4. Biodegradacdio do LAS

No tratamento biologico ocorre a degradacdo, que consiste na transformagdao de um
composto quimico pela atividade metabdlica de microrganismos, que podem respirar
aerobiamente, utilizando o oxigénio molecular, ou anaerobiamente, utilizando outros
aceptores de elétrons. A eficiéncia desse processo depende da temperatura, pois esta se
relaciona diretamente com o metabolismo dos microrganismos responsaveis pela degradagao.
Sendo assim, deduz-se que o potencial de contaminagao representado por efluentes contendo
LAS tem importante fator sazonal. No inverno, os efeitos adversos causados pela descarga
direta desse composto em rios sdo mais acentuados devido ao menor coeficiente de
degradacao (PERALES et al., 1999).

Dentre as alternativas disponiveis para o tratamento de aguas residuarias contendo
compostos organicos, o tratamento bioldgico € o que oferece as melhores condigdes por
apresentar custos relativamente reduzidos quando comparado ao tratamento fisico-quimico.

O perfil de remogao de LAS ¢ complexo, mesmo durante o tratamento biologico, pois
este envolve processos de adsor¢ao/absor¢do, principalmente no lodo, que pode transformar
certa fracdo biodegradavel do LAS em indisponivel para os microrganismos (CONRAD et al.,
2006), precipitacdo de sais insoluveis e degradacdo para metabolitos ndo definidos com
cinéticas desconhecidas (SANZ et al., 2003).

Os fatores que interferem na biodegradacdo sdo: a concentracdo de oxigénio
dissolvido, complexa¢ao com tensoativos cationicos, formagdo de sais insoluveis, presenga de
outros nutrientes organicos e variagdo do pH durante a degradacdo (PENTEADO et al., 2006),

além da possibilidade do anel aromatico ser biorresistente (SCHORBEL, 1989). Sua
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degradacao requer consorcio de bactérias que atuem em diferentes partes da molécula,
alterando a cadeia alquilica, anel benzénico e grupo sulfonado (MONGENSEN et al., 2003).

Culturas mistas de microrganismos aerdbios podem degradar o LAS (SCHORBEL,
1989) em etapas definidas como biodegradacdo primaria e final (SCOTT & JONES, 2000).
Na biodegradacao primaria a estrutura do composto muda o suficiente para a molécula perder
as suas propriedades surfactantes enquanto que, na biodegradagao final, ocorre a formacao de
gas carbdnico (CO,), agua (H,0), sais minerais e biomassa (WHITE & RUSSEL, 1994).

Apesar de ser facilmente degradado aerobiamente, alguns ambientes possuem
naturalmente condi¢cdes anaerdbias, tais como, a maior parte de aguas subterraneas
contaminadas, sedimentos, lodo proveniente de estacdes de tratamento de aguas residudrias,
além de estagdes que utilizam tecnologia anaerdbia para tratamento de residuos. Nessas
condi¢des ¢ possivel também constatar a degradagdo do LAS (ZHANG & BENETT, 2005).

O tratamento anaerdbio possui algumas vantagens em relagdo ao tratamento aerébio,
entre as quais se destacam: (a) produgdo de menores volumes de lodo, consistindo em
economia no manejo e destino final do residuo do sistema de tratamento; (b) baixo consumo
de energia elétrica, ndo requer o uso de vasta gama de equipamentos mecanicos € possuem
operacdo e constru¢ao simples; (c¢) possibilidade de funcionar adequadamente mesmo apos
longos periodos de interrupgdo, o que ¢ particularmente importante para efluentes sazonais;
(d) possibilidade de recuperacdo e utilizagdo do gas metano como combustivel. Sistemas
anaerobios s3o especialmente recomendados quando a aclimatagdo do reator, ou seja,
aquecimento do reator, ndo ¢ requerido, visto que este aspecto pode tornar o processo
economicamente invidvel (ANDRADE NETTO & CAMPOS, 1999; FORESTI et al., 1999).

Dentre as desvantagens do tratamento anaerobio, pode-se citar: (a) longo tempo de
partida do sistema se ndo ha disponibilidade de in6culo adequado; (b) sensibilidade do

processo a mudanga das condigdes ambientais, tais como, pH, temperatura, sobrecargas
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organicas ¢ hidraulicas; (c) possibilidade de emissdo de odores ofensivos (ANDRADE
NETTO & CAMPOS, 1999; FORESTI et al., 1999).

Contudo, apesar de vantajoso, diversos autores relacionaram a presenga do LAS no
tratamento anaerébio como prejudicial a metanogénese. Durante muito tempo, o LAS foi
considerado inacessivel a biodegradagdo anaerobia (FEDERLI & SCHWAB, 1992),
exercendo efeito toxico por meio da inibicao imediata e subseqiiente decréscimo da atividade
bacteriana. Maiores tempos de exposi¢ao ao surfactante, assim como concentracdes elevadas
acarretam a diminui¢do da atividade bacteriana, devido ao aumento da possibilidade de
contato entre microrganismos e surfactante (MOSCHE & MEYER, 2002).

Garcia et al. (2006) avaliaram a digestdo anaerobia de lodo em reatores em batelada
com diferentes concentragdes do surfactante. Os autores encontraram valores insignificantes
para a transformacdo biologica do LAS em condigdes anaerodbias, atribuindo a biodegradagao
ocorrida em seus experimentos a alguma difusdo inicial de oxigénio.

Entretanto, Shcherbakova et al. (1999) concluiram que nao ha restricdes para o uso do
tratamento anaerobio em aguas residudrias no que se refere aos processos de fermentagdo dos
surfactantes e de seus produtos intermediarios, sendo que seu sucesso deve-se principalmente
a escolha adequada das condig¢des de tratamento e da adaptacao do lodo.

Mongensen et al. (2003) avaliaram a remogao de LAS e formacdo de benzaldeido em
reatores UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket) com volume de 0,2 L alimentados com
meio minimo composto de agua destilada com adicdo de nutrientes, vitaminas e bicarbonato
de sddio. O primeiro reator (controle) foi mantido sem LAS. O segundo foi alimentado com
10 mg/L de LAS e esterilizado trés vezes ap6s a inoculagdo para considerar apenas a adsor¢ao
do surfactante no lodo. O terceiro foi alimentado com 10 mg/L de LAS. O surfactante foi a
unica fonte de carbono e energia. No reator esterilizado ocorreu remogao de 10% de LAS em

432 horas, apenas por adsorcdo (ndo foi detectada produgdo de metano). No reator com
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biomassa granulada ativa ocorreram 37% de remog¢do do LAS, durante o mesmo periodo.
Todos os reatores foram operados com tempo de retengdo hidraulica de 12 horas.

Sanz et al. (2003) concluiram que a biodegradagdo ocorre inclusive na auséncia de
fontes externas de carbono, indicando que o surfactante pode ser parcialmente utilizado como
fonte de carbono e energia por bactérias anaerobias. A presenga de LAS nas concentragdes de
4-5 mg/L ndo inibiram a atividade anaerobia.

Duarte (2006) utilizou dois reatores anaerobios de leito fixo (RAHLF) para avaliar a
degradagdo do LAS. O autor obteve remog¢ao de cerca de 91% do LAS na auséncia de outras
fontes de carbono. Todavia, na presenga de outras fontes organicas a remocao foi de,
aproximadamente, 50%, para concentragdo afluente de 14 mg/L, em ambos os reatores. Essa
remocao deveu-se a processos de adsor¢do e degradagao biologica.

Khleifat (2006) estudou a biodegradacdo do LAS por consorcio de bactérias
anaerobias facultativas (Pantoea agglomerans e Serratia odorifera) e constatou que essas
bactérias foram capazes de crescer em meio contendo apenas LAS. O autor verificou também
que a capacidade de degradagdo foi maior em cultura mista do que em culturas puras
constatando, portanto, interagdes positivas entre as espécies na degradacao do surfactante.

Diante desses trabalhos verificou-se a perspectiva de degradagdo do LAS por via

anaerobia.

3.5. Reator Anaerobio Horizontal de Leito Fixo

Os biorreatores horizontais de leito fixo apresentam diversas vantagens sobre os

reatores de mistura (batelada), como constru¢do ¢ manutengdo simples (pegas de reposicao
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sao facilmente encontradas no mercado), possibilidade de preparar diferentes configuragdes
internas com o uso de materiais suportes disponiveis pela industria, menor ntimero de
parametros cinéticos precisam ser conhecidos para o aumento de escala, além das condig¢des
de fluxo ser favoravel no caso de inibicdo e/ou diminuicdo dos bioprocessos cinéticos
(SANTEK et al., 2006).

O uso de material de enchimento leve, poroso ¢ com alta superficie especifica
proporciona a reten¢do de grande quantidade de microrganismos no interior do reator, devido
a imobilizagdo da biomassa em filme bacteriano, a qual permite a obtengdo de altas
velocidades de tratamento, possibilitando a utilizagdo de altas taxas e, conseqiientemente, de
volume reacional menor em relagdo ao reator de mistura (KATO et al., 1999). Processos
utilizando biomassa imobilizada sdo menos sensiveis a presenca de materiais toxicos e
inibidores que os processos utilizando biomassa suspensa e garantem a retencao das células
dentro do reator (ZAIAT, 1996).

O RAHLF foi desenvolvido por Zaiat et al. (1994) e utilizado inicialmente por Foresti
et al. (1995) para o tratamento de agua residudria de industria de papel reciclado, atingindo
86% de remocao da matéria organica (DQO) no décimo dia de operagdo, demonstrando
rapida adaptagdo e crescimento da biomassa. Sua concepc¢do possibilita a integracdo dos
sistemas de coleta e tratamento, podendo minimizar os problemas dos esgotos sanitarios
existentes (KATO et al., 1999). Devido ao sucesso inicial da aplicagdo do RAHLF, ele foi
utilizado para o tratamento de outras aguas residudrias contendo diferentes compostos

xenobioticos.
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3.6.  Materiais suporte para imobilizacdo da biomassa

A utiliza¢do de material suporte permite elevadas concentragdes de biomassa dentro
do reator, resultando em elevado tempo de retengdo celular para relativamente baixos tempos
de detencdo hidraulica. Diversos materiais suporte tém sido estudados e utilizados desde a
concep¢do do RAHLF. Cada material suporte permite o crescimento de comunidades
bacterianas especificas, sendo que melhor adesdo de biomassa ¢ obtida em reatores
preenchidos com material poroso, resultando em maiores eficiéncias de tratamento.

Oliveira (2006) utilizou dois reatores horizontais de leito fixo para estudar a
degrada¢do do LAS em diferentes materiais suportes para a imobilizagdo da biomassa. Um
dos reatores foi preenchido com carvdo vegetal (RAHLF 1), e o outro, com espuma de
poliuretano (20% do volume) e argila expandida (80% do volume) (RAHLF 2). Os reatores
foram alimentados com 14 mg/L de LAS, com tempo de detenc¢do hidraulica de 12 horas,
seguindo as etapas listadas a seguir: (1) esgoto sintético, confeccionado com extrato de
levedura (230 mg/L), bicarbonato de sédio (400 mg/L), sacarose (410 mg/L) e solugdo de
micronutrientes, por 32 dias; (2) esgoto sintético com a adi¢do de 14 mg/L de LAS por 276
dias; (3) esgoto sintético sem sacarose € 14 mg/L de LAS por 7 dias; (4) somente 14 mg/L de
LAS por 30 dias. Os resultados obtidos indicaram a capacidade de ambos os reatores
degradarem biologicamente o LAS em 28% para o RAHLF 1 e 27% para o RAHLF 2, ao
final do tempo de operacdo (343 dias). O autor concluiu, com esse trabalho, que o reator
utilizando biomassa imobilizada em carvao vegetal foi mais eficiente, visto que apresentou

reduzida adsor¢@o e maior coeficiente cinético de degradacao.
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Devido aos resultados obtidos por Oliveira (2006) e, acrescentando-se o baixo custo
do carvao vegetal, decidiu-se pelo uso deste como material suporte para imobilizacdo da

biomassa.

3.7. Técnicas de biologia molecular

A identificacdo de microrganismos anaerobios envolvidos nos sistemas de tratamento
de aguas residudrias ¢ muito limitada. Essa limitacdo pode ser parcialmente atribuida as
técnicas convencionais de microbiologia, relacionadas ao isolamento, cultivo em placas e
numero mais provavel (NMP), além da necessidade de se isolar os microrganismos em
culturas puras (SINGLETON & SAINSBURY, 1981; DUARTE, 2006), podendo tornar os
procedimentos seletivos, uma vez que podem favorecer o crescimento de microrganismos
adaptados ao meio de cultivo. Estima-se que apenas pequena fracdo dos microrganismos,
menos que 10% em solos e menos que 1% em ambientes aquaticos, ¢ usualmente recuperada
em estudos baseados em isolamento e cultivo (CANHOS & MANFIO, 2001).

Os métodos tradicionais também ndo geram informagdes sobre as relagdes evolutivas
entre os organismos, o que deveria ser a base para um sistema de classificagdo
(HUNGENHOTLZ & PACE, 1996).

Estima-se que sdo conhecidos menos que 1% das bactérias e arquéias existentes na
biosfera. O numero de espécies de bactérias descrita na literatura vem crescendo nos tltimos
anos em virtude do desenvolvimento de ferramentas de biologia molecular, que possibilitam a
analise de seqiliéncias de DNA a partir de material gendmico extraido diretamente de amostras

ambientais (CANHOS & MANFIO, 2001).
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A partir de 1972 uma série de descobertas revolucionou o estudo da genética e
permitiu o surgimento de uma “nova ciéncia”, a genética molecular ou engenharia genética —
um conjunto de técnicas onde um determinado fragmento de DNA (4cido
desoxirribonucléico) ¢ isolado e os genes sdo purificados, examinados ¢ manipulados. Houve,
entdo, o desenvolvimento da tecnologia de clonagem, que consiste na purificagdo de genes ou
copia deles para reproduzi-los em grande niimero na bactéria hospedeira (GARCIA &
CHAMAS, 1996).

Por meio das técnicas de biologia molecular, que se baseiam na lise bacteriana,
extracdo do DNA e RNA, amplificacdo do 16S RNAr por PCR e posterior caracterizagao por
clonagem e seqiienciamento (FAORO, 2006), tornou-se possivel a obtengdo de material
genético a partir de amostras bioldgicas diversas, muitas vezes em quantidade exigua
(MARESCA & KOBAYASHI, 1994). Muitas dessas técnicas permitem a deteccao,
identificacdo, quantificagdo e visualizacdo de microrganismos, sem a necessidade de cultiva-

los previamente em laboratéorio (DORIGO et al, 2005). Esse aspecto ¢ importante

o~

principalmente no caso de identificagdo de bactérias anaerobias, visto que seu cultivo

o

dificultado pela falta de conhecimento sobre o meio nutricional a ser utilizado e devido
dificuldade em se manter condigdes anaerdbias de cultivo.

Com o advento das técnicas de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e
seqiienciamento de DNA, os métodos moleculares, especialmente aqueles baseados no estudo
da seqiiéncia de genes do RNAr 16S, tém sido muito tuteis na descoberta de novos
microrganismos ¢ criam a perspectiva do acesso, ndo somente a nimero maior de espécies,
como também, a informacdes sobre a distribui¢do geografica, relagcdes ecologicas, atividade
celular e a propor¢do numérica entre diferentes populagdes microbianas quando em seus
ambientes naturais, sendo essas informagdes valiosas para o desenvolvimento de estratégias

de isolamento e cultivo de novos microrganismos em laboratorio (AMANN et al., 1995).
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Nesse trabalho foram utilizadas técnicas tradicionais, tais como microscopia de
contraste de fase, microscopia eletronica de varredura, além da técnica de PCR, clonagem e

seqlienciamento de fragmentos do gene 16S RNAr.
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4. MATERIAL E METODOS
Na Figura 4.1 esta apresentado o fluxograma do trabalho realizado.
Esgoto
Esgoto sintético sem
sintético + sacarose + Apenas
Esgoto 6mg/L de 6mg/L de 6mg/L de
sintético LAS LAS LAS
(34 dias) (118 dias) (210 dias) (13 dias)
| | | |
Etapal Etapa I1 Etapa 111 Etapa IV
Analises de Analises Final da operacio
Monitoramento: Espaciais: (350° dia):
- LAS -LAS - Sélidos Totais
- DQO -DQO - Extracdo de LAS
- Alcalinidade - Acidos Volateis - Biologia Molecular
- Ac. Volateis Totais - Sulfato - extragdo DNA
- pH - Sulfeto - clonagem
- Sulfato - Microscopia de - sequenciamento
- Sulfeto contraste de fase - Microscopia eletronica
- Vazao de varredura

Figura 4.1 — Fluxograma experimental
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4.1. Descri¢do do RAHLF

Utilizou-se um reator anaerdbio horizontal de leito fixo (Figura 4.2) para avaliar a
remog¢ao do LAS em condigdes anaerobias. O tempo de detencao hidraulica aplicado foi de 12
horas, com vazao de 100 mL/h, baseada no volume util de 1350 mL. O reator foi inoculado
com lodo proveniente de reator UASB utilizado no tratamento de dejetos de suinocultura

(UNESP Botucatu). Foram analisadas amostras do afluente e efluente, periodicamente durante

340 dias de operagao.

Efluente m

Reator Anaerdbio Horizontal de Leito Fixo

Coleta de gases

Ponto de amostrage

Alimentacdo

Figura 4.2 - Esquema do reator anaerobio horizontal de leito fixo

O reator utilizado nesse trabalho (Figura 4.2) foi confeccionado em vidro borossilicato
com 100 cm de comprimento (L) e 5 cm de didmetro interno (D), com relagdo comprimento
por diametro (L/D) de 20 e volume de 2000 mL. Na parte superior do reator foram colocadas
tomadas para coleta e saida de gases. Ao longo do comprimento do reator foram instalados
cinco pontos de amostragem liquida e sélida em posi¢des correspondentes a L/D iguais a 1, 6,
10, 14, 19.

O reator foi condicionado em camara climatizada com temperatura de 30 + 1°C.
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4.2. Material suporte

O reator foi preenchido com 348 gramas de carvao vegetal com tamanho entre 4,0 ¢
5,6 mm e densidade aparente de 273 g/L, resultando numa porosidade de 49%. Esse material
foi escolhido por apresentar reduzida adsor¢do e valor de coeficiente cinético de degradacao

maior do que argila expandida e espuma de poliuretano (OLIVEIRA, 2006).

4.3. Inoculo

O material suporte foi primeiramente mantido em estufa a 100°C por 24 horas de
modo a evaporar a dgua presente em seus poros. Em seguida, o carvao foi colocado em
sistema fechado juntamente com 1,5 L de lodo de reator UASB utilizado no tratamento de
dejetos de suinocultura da UNESP de Jaboticabal. O sistema foi mantido sem agitagao por 24
horas.

O carvao com biomassa aderida foi inserido no reator e iniciou-se as atividades de

operagdo e monitoramento.
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4.4. Composigao do substrato sintético

O substrato sintético formulado por Torres (1992) foi utilizado como base para o meio
nutricional, que foi armazenado em frasco de Duran de 5,0 L, mantido sob refrigeracdo. O
substrato sintético utilizado estd descrito na Tabela 4.1. Na Tabela 4.2 esta discriminada a
composi¢ao da solugdo de metais traco.

O surfactante utilizado foi o dodecilbenzeno sulfonado de so6dio (Sigma) também
conhecido como LAS comercial, com pureza de 80%. O restante corresponde a sulfato de
sodio (15%) e impurezas organicas (5%) provenientes da fabricacdo. Pesou-se 1,25 g do LAS

comercial e diluiu-se em 1 L de agua destilada para a obtengao de solugao estoque de 1 g/L de

LAS.

Tabela 4.1 — Substrato sintético

Componentes Concentracio (mg/L)
Etapal Etapall Etapalll EtapalV
Bicarbonato de sodio 400 400 400 400
Extrato de levedura 500 500 500 0
Sacarose 80 80 0 0
LAS - 6 6 6

Solugao de sais (Tabela 4.2) 5,0 mL 5,0 mL 5,0 mL 5,0 mL
Fonte: modificado de Torres (1992)

Tabela 4.2 — Composi¢ao da solugdo de metais trago

Sais inorganicos Concentracao (g/L)
NaCl 50,0
MgCl,.6H,O 1,4
CaCl,.2H,0 0,9

Fonte: Torres (1992)
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As etapas para a preparacao do substrato sintético foram:

1) A solu¢do de metais trago (Tabela 4.2) foi preparada previamente e mantida sob
refrigeracdo em frasco ambar de 1,0 L;

2) A solucao estoque de LAS na concentracdo de 1g/L foi mantida sob refrigeragdo em
frasco ambar de 1,0 L;

3) Extrato de levedura, bicarbonato e sacarose foram pesados quinzenalmente e mantidos
em frascos tampados sem umidade, a temperatura ambiente;

4) Adaptou-se bexiga de borracha ao frasco de alimentagdo preenchida com nitrogénio

(N2 100%) visando a manuten¢do do meio anaerobio.

4.5. Etapas de Operagio

As etapas de operagao estao descritas a seguir:
(I) Alimentagao com substrato sintético modificado (Tabela 4.1), sem LAS, por 34 dias;
(IT) Alimentagdo com substrato sintético modificado (Tabela 4.1) e 6 mg/L de LAS, por
83 dias;
(IIT) Retirada da sacarose e alimentagdo com 6 mg/L de LAS por 210 dias;
(IV) Retirada do extrato de levedura por 13 dias e amostragem diaria do LAS efluente.
Durante a operagdo foram analisadas amostras retiradas dos pontos de amostragem dos
reatores. Com os resultados obtidos foi possivel determinar a concentracdo de LAS, DQO,
sulfato, sulfeto e 4acidos organicos ao longo de toda a extensdo do reator, podendo-se
estabelecer, dessa maneira, a variagdo espacial do reator. Essas andlises foram realizadas

conforme explicitado na Tabela 4.3, que também descreve as etapas operacionais.
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Tabela 4.3 — Etapas de operagdo do reator

. ~ Duracio Variac¢iao espacial
Etapa Alimentacio (dias) (dia)
I Substrato sintético modificado 34 34°
Substrato sintético modificado + o
Il 6 mg/L de LAS 83 18
Substrato sintético modificado sem R o
1 sacarose + 6 mg/L de LAS 210 231°, 287
400 mg/L de bicarbonato + 5 mL de
IV solugdo de metais trago (Tabela 4.2) + 13 339°
6 mg/L de LAS
4.6. Andlises fisico-quimicas e cromatogrdficas

As analises das amostras do afluente e efluente do reator seguiram a freqii€ncia e os

parametros apresentados na Tabela 4.4.
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Tabela 4.4 — Freqiiéncia e parametros das andlises fisico-quimicas e cromatograficas

Parametro Método Freqiiéncia Referéncia
pH (unidade) Potenciométrico 1 x por semana -
DQO bruta (mg/L) Espectrofotométrico 1 x por semana APHA (1998)
DQO filtrada ... 1 xporsemanae
(mg/L) Espectrofotométrico Perfil APHA (1998)
Acidos voléteis Titulométrico 1 x por semana DILLALO &
totais (mg HAc/L) P ALBERTSON (1961)
Alcalinidade DILLALO & ALBERTSON
(mgCaCOy/L) Titulométrico I x por semana (1961) modificado por RIPLEY
g 3 et al. (1986)
LAS (mg/L) Cromatografico 1 x por semana ¢ DUARTE et al. (20062)

(HPLC) Perfil

1 X por semana e

Sulfeto (ug/L)  Espectrofotométrico Perfil APHA (1998)
Sulfato (mg/L)  Espectrofotométrico Ix po;esrefglana © APHA (1998)
Acidos Volateis Cromatografico (GC) Perfil MORAES (2001)
(mg/L)
Vazao (mL/h) Volumétrico 3 X por semana -
4.7. Extragdo do LAS do carvdo vegetal

A metodologia de extragdo de LAS foi desenvolvida para amostras de lodo
(DUARTE, 2006). No entanto, o método foi testado para extragdo em carvao vegetal e
verificou-se eficiéncia de 100%.

O método modificado consistiu nas seguintes etapas: pesar o carvao seco em estufa
(100°C), transferi-lo para frasco apropriado (Falcon de 50 mL), adicionar por trés vezes

50 mL de metanol puro, mantendo em banho de ultra-som a 50° C por 30 minutos, retirar o
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sobrenadante e armazena-lo em frasco de 200 mL, antes da adi¢do seguinte de metanol.
Adicionar 20 mL de agua ultrapurificada (Mili-Q) no carvao, mantendo em banho de ultra-
som por mais 30 minutos e coletar o sobrenadante. Evaporar o extrato obtido em banho-maria

a 60° C até volume final de 40 mL. Filtrar em membrana de 0,22 pm e analisar no HPLC.

4.8. Analise de Solidos

Foi realizada a analise em duplicata de so6lidos totais (ST) e solidos totais volateis
(STV) do inoculo e de amostras coletadas ao final do periodo de operacdo, segundo
metodologia de APHA (1998).

Antes da realizacdo da andlise dos solidos presentes no carvao ao final do periodo
operacional, o material suporte foi lavado com agua destilada e agitado lentamente para
desprendimento dos solidos, que foram, entdo, transferidos para capsulas e seguiram o
procedimento padrao de determinacao de sélidos. O carvao foi seco em estufa e sua massa foi

mensurada para a obtengao da proporcao de solidos por grama de carvao.

4.9. Exames Microscdpicos

4.9.1 Microscopia de contraste de fase

A microscopia de contraste de fase foi realizada ao final de cada fase e conjuntamente

com a realizagdo das analises espaciais.



36 Material e Métodos

Durante cada analise espacial, retiraram-se amostras de carvao, que foram
armazenadas em frascos de antibiotico em geladeira por periodo inferior a uma semana.

Os frascos receberam alguns mililitros de dgua e foram agitados durante 20 minutos,
de modo a remover a massa microbiana do carvao. Laminas de vidro previamente limpas com
alcool receberam a adi¢do de uma camada de agar 2%. Apods a solidificagdo deste, uma gota
da amostra microbiana de cada frasco foi adicionada e recoberta com a laminula. As laminas
foram examinadas em microscopio Leica de contraste de fase e fluorescéncia, acoplado a
camera Optronics com captura de imagem e software Pro-Plus. Essa analise foi realizada para

avaliar a diversidade morfologica da biomassa microbiana no reator.

4.9.2 Microscopia eletronica de varredura

A microscopia eletronica de varredura (MEV) foi realizada apos a desativagdo do

reator segundo metodologia adaptada por Araugjo et al. (2003) para filmes microbianos.

4.10. Analise da diversidade microbiana

A andlise da diversidade microbiana presente no reator foi realizada utilizando a
técnica de PCR, seguida de clonagem e seqiienciamento do DNA extraido de amostras
coletadas apo6s a finalizagdo da operagdo do reator. A extragdo do DNA foi realizada segundo

protocolo de Griffiths et al.(2000).
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4.10.1 Reacdo em cadeia da polimerase

Na amplificagdo dos fragmentos do gene RNAr 16S, por reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), foram utilizados primers especificos (oligonucleotideos sintéticos) p27F e
pl100R, homologos as extremidades conservadas do gene RNAr 16S de bactérias (LANE,
1991).

Na reacdo de amplificagdo dos fragmentos do RNAr 16S das amostras foram
utilizadas as seguintes solucdes: 0,4 uM de cada primer, 200 uM de dNTPs (GE Health
Care), 2 unidades de Tag DNA polymerase (Invitrogen) e aproximadamente 100 ng de DNA
gendmico.

O programa do termociclador para amplificagdo do gene RNAr 16S seguiu as
seguintes etapas: desnaturacdo inicial a 94°C por 2 min; 10 ciclos de 1 minuto de
desnaturacdo a 94°C; 30 segundos de anelamento, comec¢ando com 69°C e diminuindo 0,5°C
por ciclo e 3 minutos a 72°C para extensdo; seguido de mais 10 ciclos de 1 minuto de
desnaturacdo a 94°C; 30 segundos de anelamento a 63°C e 3 minutos a 72°C para extensao.

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

4.10.2 Clonagem do Fragmento do gene RNAr 168

Foi realizada a clonagem das amostras de RNAr 16S apos a ampliagdo por PCR.
Primeiramente, realizou-se a adenilag¢do utilizando 3 pL. de PCR purificado; 1 uL de tampao
com MgCly; 1 puL. de dATP; 1 uL de taq polimerase; 4 pL 4gua ultra purificada estéril.
Incubou-se a 70°C por 30 minutos no termociclador.

Em seguida foi realizada a ligacdo do vetor pGEM com a amostra. Para tal, misturou-

se 5 uL de 2X Rapid Ligation Buffer, 1 uL de vector pGEm easy, 2 pL do produto de PCR
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adenilado, 1 uL T4 DNA ligase e 1 uL de agua ultra purificada estéril com pipeta e incubou-
se por 1 hora em temperatura ambiente.

Células competentes (Escherichia coli) que estavam armazenadas a -80°C foram
mantidas em banho de gelo por 5 minutos. Misturou-se, entdo, 2 uL. do produto de ligagdo as
células. Estas foram aquecidas em banho-maria a 42°C durante 50 segundos, sem agita¢ao. Os
tubos foram agitados manualmente e mantidos em banho de gelo por 2 minutos. Adicionou-se
200 pL de meio LB (Tabela 4.5) a temperatura ambiente.

Incubou-se os tubos por 45 minutos, com agitagdo de 150 rpm. Duas placas de Petri
contendo ampicilina/IPTG/X-Gal foram preparadas com a utilizagdo de 28 pL ampicilina na
concentragdo (0,5 g em 10 mL de agua), 47uL de IPTG (23 mg/mL) e 64 puL de X-Gal (40
mg/mL).

Ressalta-se que as placas ficaram em repouso por 30 minutos antes do uso. 100 pL do
produto de transformacgado (conteudo dos tubos) foram adicionados em cada placa e incubou-
se a 37°C por 24 horas.

Tabela 4.5 — Composi¢do do Meio LB

Nutrientes g/L

Triptona 10
Extrato de levedura 5
NaCl 5

Agar 15

4.10.3 Procedimento para Extracdo de Plasmideo

Para extra¢do do plasmideo das células competentes que receberam o inserto foram
utilizadas as seguintes solugdes: acetato de potéassio (Tabela 4.6), GTE (Tabela 4.7), SDS

NaOH, etanol 95%, etanol 70%, 4gua ultra purificada.
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Tabela 4.6 — Composigdo da solugdo de acetato de potassio pH 4,8

Componentes mL
Solucao de KCI 5SM 100
Acido acético glacial 19,17
Agua ultra purificada 47,5

Tabela 4.7 — Composi¢ao da solu¢do de GTE

Componentes mL
Solugao de glicose 1M 1,25
Solu¢ao TRIS 1M 0,62
Solu¢do de EDTA 0,5M 0,5
Agua ultra purificada 23

O seguinte procedimento foi realizado: 1,5 mL da cultura crescida de E. coli com o
inserto foram centrifugados por 5 minutos a 4°C em 10000 rpm. O sobrenadante foi
desprezado, o pellet formado foi ressuspendido em 100 pL. de GTE por 5 minutos e agitado
em vortex. Foram adicionados 200 pL da solugdo de NaOH SDS e os tubos foram agitados
manualmente e colocados em gelo por 5 minutos. Adicionou-se 150 pL de acetato de potassio
e levou-se ao vortex, manteve-se em gelo por 5 minutos. Os tubos foram centrifugados por 5
minutos a 4°C a 10000 rpm e o sobrenadante (400 uL) foi transferido para um novo tubo onde
foram adicionados 800 uL de etanol 95% e mantidos por 2 minutos a temperatura ambiente.
Novamente, os tubos foram agitados em vortex e centrifugados por 5 minutos a 4°C, o
sobrenadante foi retirado, pellet lavado com 1 mL de etanol 70%, centrifugado ¢ o
sobrenadante descartado. Deixou-se secar por 4 horas. Apds esse periodo o pellet foi
ressuspendido com 30 pL de dgua ultra-purificada estéril e adicionou-se 1 pL de RNAase

(10mg/L).
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4.10.4 Seqiienciamento do fragmento do RNAr 16S

A eficiéncia de extracdo dos plasmideos foi verificada em gel de agarose por
eletroforese. O DNA plasmidial foi amplificado por PCR utilizando o set de primers M13f
(5’-CGC CAG GGT TTT CCC AGT CAC GAC-3’) e M13r (5’-TTT CAC ACA GGA AAC
AGC TAT GAC-3’). O programa de amplificacdo foi realizado como descrito a seguir:
desnatura¢ao inicial a 94°C por 3 minutos, 30 ciclos de 20 segundos de desnaturagdo a 94°C,
20 segundos para anelamento a 60°C, e 1,5 minutos de extensao a 72°C.

Os fragmentos amplificados foram purificados com kit GFX 96 PCR Purification (GE
Healthcare).

Para a reacdo de seqiienciamento foi utilizado Big Dye Terminator (Applied
Biosystem) com nucleotideos marcados. Foram utilizados 2uL. de Big Dye, 3 uL de produto
de PCR purificado, 4uL de primer, 0,5 uLL de tampao e 0,5 pL de dgua ultra-purificada estéril,
totalizando 10 pL. Os tubos foram colocados em termociclador, cujas temperaturas de

anelamento foram especificas para cada primer (Tabela 4.8).

Tabela 4.8 — Programagdo do termociclador para reagoes de seqiienciamento

Desnaturacio Anelamento Extensao
94°C por 15 50° C por 15 segundos (M13F) 60°C por 4 minutos
segundos 38°C por 45 segundos (968F)

55°C por 30 segundos (1100F)

Para a precipitacio do DNA foram adicionados 40 pL de isopropanol a 65%, e
mantiveram-se os tubos a temperatura ambiente durante 15 minutos. Centrifugou-se a 14.000
rpm a 20°C por 30 minutos.

O isopropanol foi removido do tubo por inversdo. Ao precipitado foram adicionados
200 pL de etanol a 60%. Novamente, centrifugou-se nas mesmas condi¢gdes anteriores por 5

minutos. O etanol foi removido com auxilio de pipeta automadtica. As amostras foram
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mantidas a temperatura ambiente até a evaporagao total do etanol, pois a presenga de etanol
resulta em manchas e dificulta a anélise de DNA.

Os pellets formados foram ressuspensos em 20 pL de formamida Hi- Di e submetidos
a choque térmico (94°C por 4 minutos e 4°C por 4 minutos) em termociclador, a fim de

desnaturar o DNA.

4.10.5 Analise Filogenética

As seqiiéncias parciais do gene RNAr 16S obtidas foram verificadas no programa
computacional DNA Star e no site da NCBI, e comparados com as seqiiéncias de RNAr 16S
de organismos representados na base de dados do Genbank ¢ RDP (Ribosomal Database
Project, USA). As matrizes de distancia evolutiva foram calculadas segundo o método
Kimura (1980) e a construgdo da arvore filogenética a partir das distancias evolutivas foi
realizada pelo método de Neighbor-Joining utilizando o programa MEGA versdo 4 (KUMAR

etal., 2001).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Operacgdo do reator

Na etapa I pretendeu-se adaptar e favorecer o desenvolvimento da biomassa
proveniente do in6culo, de modo a torna-la capaz de resistir a presenga do surfactante, o qual
foi colocado posteriormente (etapa II). Essa etapa teve duragao de 34 dias e remog¢do média de
79 £ 5% e 75 £ 6% da matéria organica, medida como DQO bruta e filtrada (Figura 5.1),
respectivamente, para concentracdes iniciais médias de 587 = 183 mg/L e 403,6 = 68,6 mg/L
(Tabela 5.1, Figuras 5.2 e 5.3). Ressalta-se que os dados completos do monitoramento se
encontram no Anexo A. No 25° dia houve remocao de 89% para DQO bruta e 84% para DQO
filtrada, sendo as maiores eficiéncias obtidas nesse periodo. A partir da obtengdo de tais
valores de remogao, concluiu-se que a biomassa presente no reator estava bem adaptada e apta
para a mudanga das condi¢des de alimentacao.

Durante a etapa II, a remogdo da matéria organica teve pouca variagao em relacdo a
etapa anterior. A DQO bruta afluente foi em média de 430,5 + 79,2 mg/L e a filtrada de
295,3 + 97,8 mg/L, sendo a eficiéncia de remocao média de 83% em ambos os casos. Os altos
valores obtidos na remog¢ao da DQO demonstraram que o LAS nao interferiu na degradagao
da matéria organica.

A terceira etapa foi a de maior duragao (210 dias). Manteve-se o extrato de levedura

como importante fonte de vitaminas e aminodcidos para a manutencdo dos processos
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metabolicos da biota existente no reator. A remog¢do da matéria organica nessa etapa
experimental foi de 82% para DQO bruta e 85% e para DQO filtrada, considerando valores
afluentes médios de 410 + 107 mg/L e 360 = 124 mg/L, respectivamente. Esse fato sugere
que, mesmo com o prolongado uso do surfactante e retirada da sacarose da alimentacdo, o

reator continuou apresentando boa remocao da matéria organica afluente.
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Figura 5.1 — Variagdo temporal da eficiéncia de remog¢do de matéria organica

Tabela 5.1 — Valores médios de DQO bruta e filtrada durante as etapas de operagdo

DQO (mg/L)
Etapa Bruta Filtrada
Afluente Efluente Eficiéncia Afluente Efluente Eficiéncia
(%) (%)
I 587+183 119,4+413 79+5 403,6 £ 68,6 101,8+35,7 756
II  430,5+79,2 68,5+19,8 83+7 295,3+97,8 452+17,6 83+9
111 410+ 107 68 £21 82 +7 360 £ 124 49+ 19 85+ 8

IV - - - - - -
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Figura 5.2 — Variagao temporal da matéria orgdnica bruta afluente e efluente (DQO)
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Figura 5.3 — Variagdo temporal da matéria orgdnica filtrada afluente e efluente (DQO)
A eficiéncia de remocdo de LAS (Figuras 5.4 ¢ 5.5) foi de aproximadamente 62% na
etapa II, para concentragdo afluente média de 5,2 + 1,5 mg/L (Tabela 5.2). Provavelmente,
essa eficiéncia esté relacionada predominantemente a adsor¢ao do surfactante as particulas de

carvao, principalmente nos primeiros 30 dias de operacio.
A remocdo do LAS na etapa III foi, em média, 28% para concentragdo média afluente
de 5,4 £ 1,3 mg/L. Essa diminui¢do da remocdo de LAS em relacdo a etapa anterior pode

estar relacionada a saturacdo do material suporte com o surfactante. A partir do 293° dia, no
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final dessa etapa, verificou-se certa estabilizacdo do reator, com remog¢ao de 92 + 19% do
LAS, para concentracdo média de 4 = 2 mg/L. Esse aumento na remogao pode ter ocorrido
devido a possivel estabilizagdo do reator em relacdo a esse pardmetro, demonstrando,
provavelmente, a adaptagdo das bactérias ao surfactante, abrindo a possibilidade de remogao
do extrato de levedura sem decorrer em prejuizos sérios a operagao.

Na etapa IV ocorreram as maiores mudancas nos parametros fisico-quimicos
analisados. Houve remog¢ao média de aproximadamente 67 = 3% do LAS, para concentragao
afluente média de 7,6 + 0,9 mg/L, chegando a concentracao efluente média de 3,4 + 2,2 mg/L.

Verificou-se que a concentracdo de LAS efluente permaneceu em torno de 2,4 mg/L
durante o periodo de 328 a 339 dias de operacao (Figura 5.6). Nesse periodo a remocgdo de
LAS foi de aproximadamente 68%. Isso ocorreu, provavelmente, devido a falta de outras

fontes de carbono e, também, a estabilizacado do reator.
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Figura 5.4 — Variagdo temporal da eficiéncia de remogdo do LAS
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Figura 5.5 — Variagao temporal do LAS

Tabela 5.2 — Concentragdo média de LAS durante as etapas de operagdo

Etapa LAS (mg/L)
Afluente Efluente  Eficiéncia (%)
I - - -
II 52+1,5 22+1.8 62 £ 31
111 50+1,6 32+1,8 40 + 33
1\% 7,609 34+22 67+3

Oliveira (2006) utilizou a mesma configuragdo de reator e condigdes operacionais
semelhantes as usada nesse trabalho A autora obteve remocdo média de matéria organica
(DQO filtrada) de 95% na etapa 1, com duracdo de 32 dias, para concentragdes iniciais
médias de 550 mg/L. Na etapa 2, a remogdo de DQO filtrada foi acima de 85%,
demonstrando, assim, que o LAS nao interferiu na degradacdo da matéria organica. A autora
obteve, ainda, remocdo média de 40% do LAS na segunda fase de operagdo, para

concentracgdo inicial de 14 mg/L.
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Figura 5.6 — Variagdo da concentragdo de LAS na etapa IV

No presente trabalho foi realizado o calculo da taxa de carregamento organico em cada
etapa de operacdo (Tabela 5.3). Obteve-se que, na etapa I, a taxa afluente e efluente foram de
aproximadamente 0,81 kg DQO/m’.d e 0,20 kg DQO/m’.d, respectivamente. A taxa afluente
foi maior na primeira metade dessa etapa, chegando a valores proximos a 1,0 kg DQO/m’.d,
diminuindo, posteriormente, para valores entre 0,6 e 0,7 kg DQO/m3.d. A taxa de
carregamento efluente diminui no decorrer dessa etapa, iniciando em 0,30 kg DQO/m’.d e, no
final, atingindo o valor de 0,12 kg DQO/m’.d. A diminuigdo da taxa efluente pode ter
ocorrido em funcdo da diminui¢do da taxa afluente, assim como devido ao aumento da

atividade bacteriana.

Tabela 5.3 — Taxa de carregamento orgdnico

Afl. Efl. Afl. Efl.
Etapa DQO DQO LAS  LAS
kg/m’.d kg/m’.d g/m’.d g/m’.d

| 0,81 0,20

II 0,59 0,09 10,79 4,38
111 0,70 0,12 10,32 6,81
10 - - 15,21 6,80

Média 0,70 0,14 12,11 6,00
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Na etapa I, a taxa média afluente foi de 0,59 + 0,20 kg DQO/m3.d. Entre os dias 81° ¢
111° dia, a taxa de carregamento variou de 0,44 kg DQO/m3 .d, a 0,70 kg DQO/m3 .d. Nessa
mesma etapa, a taxa de carregamento efluente foi de 0,09 + 0,04 kg DQO/m’.d.

A taxa de carregamento afluente em relacdo ao LAS foi 10,79 + 3,10 g LAS/m’ d,
observando-se variagdo durante a etapa II. A taxa efluente foi de 4,38 + 3,46 g LAS/m’d,
sendo os menores valores obtidos no inicio dessa etapa, particularmente entre o 42° ¢ 69° dia
de operagdo, devido, provavelmente, a adsor¢ao do LAS no material suporte. Apos o 69° dia,
a taxa média de carregamento efluente foi de 6,77 g¢ LAS/m’.d, evidenciando diminuicdo da
remocao do surfactante.

Na etapa IIl, a taxa média de carregamento organico afluente (0,70 + 0,27 kg
DQO/m’.d) aumentou em relagio a etapa anterior mesmo com a remogdo da sacarose da
alimenta¢do. Verificou-se, também, aumento no desvio padrao devido a variagdes na DQO
afluente. A taxa média efluente foi de 0,12 = 0,11 kg DQO/m3 .d, demonstrando variagdes na
DQO efluente e, por conseguinte na remog¢ao de DQO. A partir do 224° dia, a taxa de
carregamento efluente se estabilizou, mantendo média de 0,05 = 0,01 kg DQO/m3 .d, mesmo
com a variacao da taxa afluente.

Durante essa etapa III, a taxa de carregamento de LAS afluente (10,32 + 3,34
g LAS/m’.d) foi praticamente igual a etapa anterior. Contudo, verificou-se aumento da taxa de
carregamento efluente 6,81 = 3,69 g LAS/m’.d, devido, provavelmente a diminui¢cdo da
adsor¢do de LAS pelo material suporte. No final dessa etapa, a partir do 293° dia, a taxa de
carregamento efluente foi praticamente nula, evidenciando a degradacdo bioldgica do
surfactante, além da adaptacdo das bactérias.

Na etapa IV, a taxa de carregamento organico afluente devido ao LAS foi de 15,21 +
1,73 g LAS/m’.d, aumentando em relacdo as fases anteriores. A taxa de carregamento efluente

foi de 6,80 + 4,35 g LAS/m’.d. As variagdes do carregamento efluente ocorreram
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principalmente no inicio dessa etapa, provavelmente, devido as diminui¢ao da DQO afluente
e as mudangas operacionais relacionadas. A partir do 300° dia a taxa média efluente foi de
4,74+£0,26 g LAS/m’.d, indicando estabilizacao.

Quanto ao pH (Figura 5.7) verificou-se pouca variagdo no decorrer das etapas
operacionais, permanecendo com valores proximos a neutralidade. Na etapa I, o pH afluente
teve valor médio de 7,3 £ 0,1 e efluente de 7,2 £ 0,1 (Tabela 5.4). Com a mudanga na
alimentac¢do e a adi¢ao de LAS verificou-se leve diminui¢do do pH afluente para valor médio
de 7,1 £ 0,1. O valor de pH efluente manteve, por toda essa etapa, maior que o pH afluente,
possuindo média de 7,4 = 0,1, indicando, por conseguinte, geragdo de alcalinidade no reator.

Ap6s a retirada da sacarose (etapa III), o pH afluente médio aumentou para 7,6 = 0,2 ¢
o pH efluente médio para 7,5 = 0,1. Verificou-se, no decorrer das etapas operacionais, certa
constancia nos valores de pH efluente, indicando estabilidade do reator, capacidade tampao e
perspectiva de responder adequadamente a mudancgas na alimentagdo. Contudo, na etapa IV,
com a retirada do extrato de levedura da alimentagdo, verificou-se aumento do pH afluente e

efluente para valores proximos a 8.

= pH efluente = pH afluente

8,4
I II I

8,1

7,8 7
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6 30 54 78 102 126 150 174 198 222 246 270 294 318
Tempo (d)

Figura 5.7 — Variagdo temporal do pH afluente e efluente
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Tabela 5.4 — Valores médios de pH afluente e efluente durante as etapas de operagdo

Etapa pH
Afluente  Efluente
I 7,3+0,1 72+0,1
II 7,1+0,1 74 +0,1
III 76+0,2 75+0,1
v 8 8

A alcalinidade foi dividida em parcial (Figura 5.8), total (Figura 5.9) e a bicarbonato

(Figura 5.10). Ressalta-se que a alcalinidade esta relacionada com a capacidade do reator em

neutralizar os acidos formados no processo de digestdo anaerdbia e, também, em tamponar o

pH do meio na eventualidade de acumulacdo de acidos volateis. Tanto a alcalinidade quanto

os acidos volateis derivam primariamente da decomposi¢do dos compostos organicos durante

a digestdo anaerébia (CHERNICHARO, 1997). Essa geracdo de alcalinidade relacionada a

processos anaerdbios explica o fato de que, durante todo o periodo operacional, a alcalinidade

efluente possuiu concentragdes mais elevadas que a afluente.
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Figura 5.8 — Variagdo temporal da alcalinidade parcial afluente e efluente
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Figura 5.9 — Variagdo temporal da alcalinidade total afluente e efluente
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Figura 5.10 — Variagdo temporal da alcalinidade a bicarbonato efluente

Quanto a alcalinidade parcial, verificou-se, durante a etapa I, concentragio média

afluente de 180,5 + 5,9 mgCaCOs/L (Tabela 5.5) e efluente de 302,8 + 31,2 mgCaCOs/L,

demonstrando geracdo de alcalinidade e, por conseqiiéncia, funcionamento adequado do

reator. Essa alcalinidade ¢ denominada real para reatores anaerdbios e corresponde a anions

fracos (bicarbonato, borato, silicato ¢ fosfato). Com a adi¢ao do LAS, a alcalinidade afluente
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aumentou em 18 mgCaCOs/L, considerando o valor médio, e apresentou maior desvio padrao
em relacdo a etapa anterior, ou seja, variou mais durante essa etapa. A alcalinidade efluente
aumentou cerca de 10 mgCaCOs/L.

Considera-se, de maneira geral, que em relagdo a etapa anterior houve diminui¢do da
produgdo de alcalinidade dentro do reator. Ressalta-se que essa redugdo pode ter ocorrido
devido ao aumento da alcalinidade no meio que, por sua vez, diminui a producido de
alcalinidade, visto se tratar de um equilibrio quimico, como exemplificado pela reagdo de

degradagdo anaerdbia do acetato de s6dio (Equagdo 1).

CH;COONa + H,O + microrganismos —~ CH,+ CO, + NaOH — CH; + NaHCOj3 (1)

Tabela 5.5 — Concentragdao média de alcalinidade parcial, total e a bicarbonato e
dacidos volateis totais durante as etapas de operagdo

Alcalinidade (mgCaCO3/L) AVT
Etapa Parcial Total Bicarbonato (mgHAC/L)
Afluente Efluente Afluente Efluente Efluente Efluente

I 180,5+5,9 302,8+31,2 2568+3,7 422.4+33,1 3993+31,6 32,6+4,1
M 19814257 312.5+12,5 272,0+ 13,1 3948+123 381,7+123 184+3.5
M 223,8+284 317,5+164 2862+328 3904+153 3755+148 21,0435
v 198,7 208,1 232,9 2484 2418 9.4

Na etapa III a alcalinidade parcial afluente aumentou com a retirada da sacarose para
concentragdo afluente média de 223,8 + 28,4 mgCaCOs;/L. A concentracao efluente média foi
de 223,8 + 28,4 mgCaCOs/L.

Na etapa IV, houve diminuicdo da concentragdo de alcalinidade parcial efluente
devido, provavelmente, a desestabiliza¢do do reator, & diminuicdo da atividade bacteriana ou,

ainda, devido a diminui¢do da alcalinidade afluente. Ressalta-se que apesar da alcalinidade
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afluente nesta etapa ter sido superior a alcalinidade afluente durante a etapa I, houve menor
producdo de alcalinidade.

A alcalinidade total afluente na etapa I foi de 256,8 + 3,7 mgCaCOs/L ¢ a efluente foi
de 422,4 + 33,1 mgCaCOs/L, indicando aumento na alcalinidade dentro do reator. A
alcalinidade total corresponde a soma da alcalinidade parcial (AP) com a alcalinidade
intermediaria (Al), sendo que, essa ultima, corresponde aos acidos organicos (humicos,
acético, propionico, entre outros). Segundo Ripley et al. (1986), valores de AI/AP superiores a
0,3 indicam a ocorréncia de distirbios no processo de digestdo anaerdbia. Baseado nessa
informagao foi calculado o valor de AI/AP para as etapas de operagdo e obteve-se a razdo de
0,2. O valor de 0,3 ndo foi ultrapassado durante nenhum momento analisado.

Na etapa II, apesar de ter havido maior geracao de alcalinidade parcial média efluente
(312,5 + 12,5 mgCaCOs/L), a alcalinidade total média efluente (394,8 + 12,3 mgCaCOs/L) foi
menor que na etapa anterior (422,4 + 33,1 mgCaCOs/L), indicando reducdo na alcalinidade
intermediaria ou alcalinidade dos acidos volateis. Esse tipo de alcalinidade é considerado
pouco importante para reatores anaerdbios, pois a sua capacidade de tamponamento atua na
faixa de pH entre 3,75 ¢ 5,75 (CHERNICHARO, 1997).

Na etapa III, houve aumento na alcalinidade total efluente em relagdo a afluente.
Porém, houve redugdo em relacdo a etapa anterior. Na etapa IV, apesar da retirada dos co-
substratos, ainda verificou-se aumento na alcalinidade total no reator em relagdo a
concentragdo afluente, indicando funcionamento adequado em relagdo a esse parametro.

Quanto a alcalinidade a bicarbonato efluente, verificou-se reducdo na sua concentragao
no decorrer das etapas. Na etapa I, a concentracdo média obtida foi de 399,3 + 31,6
mgCaCOs/L. Com o acréscimo do LAS (etapa II), a concentragdo média diminuiu para

381,7+ 12,3 mgCaCOs/L e, com a retirada da sacarose (ctapa III) para
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375,5 = 14,8 mgCaCOs/L. Com a retirada do extrato de levedura (etapa IV), a alcalinidade a
bicarbonato diminuiu para 242 mgCaCOs/L no 327° dia de operagao.

A diminuicdo na alcalinidade a bicarbonato estd relacionada a diminui¢do na
concentragdo de alcalinidade total, visto que a alcalinidade a bicarbonato corresponde a
concentragdo de alcalinidade total subtraidos 71% dos acidos volateis gerados, conforme a

Equagdo 2 (CHERNICHARO, 1997).

AB = AT - 0,85.0,83.4AV (2)
Sendo:
AB = alcalinidade a bicarbonato (mgCaCOs/L)
AT = alcalinidade total (mgCaCOs/L)
AV = alcalinidade de acidos volateis (mgHAc/L)
0,85 = fator de correcdo que considera 85 % de ionizacao dos acidos até o ponto final
da titulagao

0,83 = fator de conversdo de acido acético em alcalinidade

Lembrando que a alcalinidade a bicarbonato corresponde a capacidade real de
tamponamento no reator, para a faixa de pH utilizada no tratamento anaerobio. Portanto, no
decorrer das etapas, a capacidade de tamponamento do reator diminuiu, porém esse fator nao
prejudicou a operagdo, visto que o pH manteve-se constante, em torno de 7.

A producdo de acidos volateis efluente (Tabela 5.5 e Figura 5.11) foi em torno de
32,6 = 4,1 mgHACc/L na etapa I. Ressalta-se que a geragdo de acidos no interior do reator nao
¢ idealmente representada pela concentracdo efluente, visto que os acidos podem ser

utilizados por organismos presentes no reator.
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Figura 5.11 — Variagdo temporal dos dcidos volateis totais efluente

Na etapa II, houve reducdo na concentracdo de acidos volateis efluente para
concentragdo média de 18,4 + 3,5 mgHACc/L. Isso pode estar relacionado aos efeitos do LAS
na comunidade microbiana e, também, ao consumo elevado dos acidos gerados. Nessa etapa a
remocao da DQO também diminuiu em relagdo a etapa anterior.

Na terceira etapa houve aumento na concentracdo média dos acidos, que foi de
21,0+ 3,5 mgHAc/L. A concentragcdo de acidos nessa etapa foi aproximadamente constante
durante todo o periodo, indicando, por sua vez, estabilidade do reator.

Na etapa IV, com a remog¢ao dos co-substratos da alimenta¢do, houve reducdo da
quantidade de matéria organica a ser degradada e, por conseqiiéncia, da geracdo de acidos
volateis totais.

As andlises de sulfato e sulfeto (Figuras 5.12 e 5.13) foram realizadas nas etapas I1I e
IV de operagdo. O sulfato presente no reator ¢ proveniente, provavelmente, do extrato de

levedura e do LAS.
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Figura 5.13 — Variagdo temporal do sulfeto afluente e efluente

Os valores de sulfato afluente e efluente variaram muito, até aparente estabilizacao a
partir do 245° dia, com valores de 2 mg/L de sulfato afluente e 1 mg/L efluente. Ressalta-se
que a quantidade de sulfato afluente (3,4 + 1,2 mg/L) (Tabela 5.6) foi maior que a
concentragcdo efluente (2,4 + 1,8 mg/L) durante quase a totalidade do periodo analisado,

indicando provavel consumo deste durante o tempo de detencdo hidraulica. A variagdo na
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concentracdo de sulfato efluente pode estar relacionada com variagdes na composicao do

extrato de levedura.

Tabela 5.6 - Concentragdao média de sulfato e sulfeto afluente e efluente durante as etapas de
operagao

Sulfato (mg/L) Sulfeto (ng /L)
Afluente Efluente  Afluente Efluente
111 3412 24+18 135+51 212 £ 68
v 0 1 74 273

Etapa

A concentracdo de sulfeto variou durante o monitoramento, nao se estabilizando
durante a etapa III. A quantidade de sulfeto efluente foi maior que o afluente em quase todo o
periodo analisado, indicando producdo de sulfeto no reator, que ocorreu, provavelmente,
devido a utilizacdo do sulfato no metabolismo desassimilativo de alguns microrganismos.
Oliveira (2006) e Duarte (2006) obtiveram variacdes semelhantes dos compostos de enxofre

quando da operagao de RAHLF alimentados com LAS.

5.2, Variagao espacial

Conforme mencionado anteriormente foram realizadas cinco variagdes espaciais, ou
seja, andlise das amostras coletadas ao longo do comprimento dos reatores nos pontos de
amostragem (L/D igual a 1, 6, 10, 14, 19), afluente (L/D = 0) e efluente (L/D = 20)
(Figura 5.14). Na Figura 5.14 também esta representado o tempo de detengdo hidraulica, em
horas, entre cada trecho do reator. Os resultados das andlises estdo apresentados no

Apéndice B.
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Figura 5.14 — Pontos de amostragem e tempo teorico necessario para o liquido percorrer

cada trecho do reator

Analisando os resultados de DQO obtidos durante as variagcdes espaciais (Figuras

5.15, 5.16, 5.17, 5.18), pode-se observar que a maior remo¢ao de matéria organica ocorreu

predominantemente entre afluente e ponto 1 de amostragem (L/D = 1). Nessa zona havia

maior disponibilidade de matéria organica, devido a proximidade com o ponto de inser¢ao da

alimentacdo. Verificou-se visualmente a existéncia de polimero extracelular em grande

quantidade produzido pela atividade bacteriana, que permite melhor agregamento das

bactérias.
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Figura 5.15 — Variagdo espacial da matéria organica (DQO filtrada) no 34° dia de operagdo
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Figura 5.16 — Variagdo espacial da DQO filtrada no 118° dia de operagdo
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Figura 5.17 — Variagdo espacial da DQO filtrada no 231° dia de operagdo
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Figura 5.18 — Variag¢do espacial da DQO filtrada no 287° dia de opera¢do
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Durante o perfil 1 (Figura 5.15), realizado ao final da etapa I, no 34° dia de operagao,
houve remog¢do de aproximadamente 31% da DQO no primeiro trecho do reator, para
concentragdo inicial de 327 mg/L. A partir de L/D=1 até o ponto de L/D=14, a remocgdo da
DQO diminuiu constantemente, o que pode ser observado pela inclinagdo linear do grafico
nesse trecho do reator, resultando numa remoc¢do de aproximadamente 54% da matéria
organica. A partir de L/D=14, a concentragdo de matéria organica permaneceu praticamente
constante. A remocao total de DQO foi de 85%.

Com a estabilizacdo do reator, ou maior tempo de operagdo, ou ainda devido a adi¢ao
de LAS (etapas II e III) a alimentagdo, o perfil espacial da DQO durante o 118°, 231° e 287°
dia foram diferentes em relagdo a primeira variacdo, apresentando remog¢ao acentuada da
DQO no primeiro trecho. Ressalta-se que a elevada remog¢do nesse trecho diminui a
quantidade de matéria organica disponivel para os proximos trechos. No segundo perfil
(118° dia) houve remogao total de 84% da DQO, para concentragdo inicial de 389 mg/L,
sendo que 70% desta ocorreu no primeiro trecho. Os demais trechos foram responsaveis pela
remo¢ao dos demais 14%.

Durante o terceiro perfil (231° dia) houve remogdo de 80% da DQO, para
concentragdo inicial de 322 mg/L. No primeiro trecho a remog¢ao foi de 47% e no trecho
subseqiiente foi de 23%.

No quarto perfil (287° dia), também na etapa III de operagdo, houve aumento da
remocao da DQO em relagdo a variacdo espacial anterior. Essa foi de 98%, sendo maior
inclusive que a média da etapa, que foi de 85 + 8%. Ressalta-se, entretanto, que a
concentragdo efluente de 8,9 mg/L obtida encontra-se abaixo da curva de calibracdo do
espectrofotometro em que as amostras foram analisadas, podendo, desse modo, ter ocorrido

erro relacionado a extrapolagdo dessa curva.
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De qualquer modo, verificou-se que a remo¢ao de matéria organica foi maior no
primeiro trecho, representando aproximadamente 92% desta.

Quanto a variagdo espacial do LAS (Figuras 5.19, 5.20, 5.21, 5.22), notou-se que a
concentragdo deste ao longo do comprimento do reator foi variavel, apresentando

comportamento distinto em cada etapa de operagao.
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Figura 5.19 — Variagdo espacial do LAS no 118° dia de operagdo
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Figura 5.20 — Variagdo espacial do LAS no 231° dia de operagdo
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Figura 5.21 — Variagdo espacial do LAS no 298° dia de operagdo
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Figura 5.22 — Variagdo espacial do LAS no 399° dia de operacgdo

Na segunda variagao espacial, verificou-se diminuicao da concentragdo de LAS entre
os dois primeiros trechos, seguida de aumento da concentragao efluente. Considerando apenas
o valor afluente e efluente, houve remocao de 53% do LAS, para concentracdo inicial de
7 mg/L.

Na terceira variacdo espacial (231° dia) a remogao total foi de 36%, para concentragao
afluente de 8,5 mg/L.

Na quarta variacdo (287° dia) a concentracdo de LAS afluente foi de 8,5 mg/L,

diminuindo para valores proximos a 5 mg/L (L/D 1, 6, 10) e, novamente, aumentando para
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valores proximos a 7,2 mg/L no ponto de L/D 14. Segundo Sanz et al. (2003), o perfil de
concentragdo de LAS ¢ complexo, pois diversos mecanismos € processos acontecem, tais
como: ad-/absor¢do, precipitagdo de sais de LAS insoluveis, e degradagdo para metabolitos
com cinéticas desconhecidas. Entretanto ndo se conhece exatamente o motivo do
comportamento observado para o LAS.

Na quinta variacao espacial (299° dia), que ocorreu apds a remogao de todas as fontes
de matéria organica complementares, houve remocdo de todo o LAS afluente (7,2 mg/L).
Pode-se, entdo, concluir, conjuntamente com os dados operacionais, que a auséncia de co-
substratos aumentou a remog¢ao do surfactante. Deve-se, contudo, levar-se em consideracao
que o reator estava operando sem co-substratos por apenas 12 dias quando a avaliagdo
espacial foi realizada. A manutengdo dessa condi¢do a longo prazo poderia ocasionar a morte
de microrganismos sensiveis ao surfactante ¢ o colapso do reator. Notou-se que a presenca do
extrato de levedura como fornecedor de vitaminas e aminoacidos para as bactérias, nas
demais etapas, foi preferencialmente consumido em relacdo ao LAS por ser matéria organica
facilmente assimilavel.

Quanto aos acidos volateis (Figuras 5.23, 5.24, 5.25, 5.26 ¢ 5.27), houve diminui¢ao
da concentracdo no decorrer das fases. Essa reducdo foi verificada apds a adigdo de LAS e

pode estar relacionada a presenga do surfactante.
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Figura 5.23 — Variag¢do espacial dos dcidos volateis no 34° dia de operagdo
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Figura 5.24 — Variagdo espacial dos dcidos volateis no 118° dia de operagdo
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Figura 5.25 — Variag¢do espacial dos dcidos volateis no 231° dia de operagao
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Figura 5.26 — Variagdo espacial dos dcidos volateis no 287° dia de operagdo
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Figura 5.27 — Variag¢do espacial dos dcidos volateis no 339° dia de operagao

Na primeira variacao espacial (etapa I) foi detectada producdo de acidos volateis até o
ponto de amostragem L/D=19. Essa producdo ocorreu em maior quantidade nos pontos com
remo¢dao de DQO mais elevada. Desse modo, o ponto referente a L/D = 1 apresentou a
produ¢do de maior diversidade de acidos, como acido butirico (5 mg/L), acético (257 mg/L),
propidnico (68 mg/L), isobutirico (8 mg/L) e isovalérico (10 mg/L). Em relacdo as demais
etapas, verificou-se, na etapa I, maior produ¢do de acidos volateis. O perfil espacial obtido
nesse trabalho foi semelhante ao observado por Oliveira, que obteve concentragdes menores
de 4cidos volateis gerados e producdo apenas dos acidos acético e propidnico.

Na segunda variagdo espacial (etapa II), os 4cidos se encontravam em maior
concentragdo afluente, e ndo mais no ponto de L/D = 1. Pode-se inferir que os acidos volateis
estavam presentes na alimentacdo e foram apenas consumidos ao longo do reator. Salienta-se,
contudo, que como grande parte da DQO foi degradada antes de L/D=1 e a geracdo e
consumo de 4cidos se relacionam com essa degradagdo, a geracdo de 4cidos pode ndo ter sido
detectada por estes terem sido rapidamente consumidos, ndo atingindo nenhum ponto de

amostragem. Verificando-se a Figura 5.23 (1° perfil espacial), observa-se aumento na
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concentragdo de dacidos em L/D= 1, em relagdo ao afluente, seguida de menores
concentragdes nos demais pontos de amostragem.

Observou-se, ainda, na segunda variagdo, a presenca de acido acético no efluente do
reator e, pela Figura 5.24, certo aumento na concentragdo deste em L/D = 14. A reducdo na
producgdo de acidos volateis nesta variagdo espacial em relagdo a anterior pode, ainda, estar
relacionada com a presenca do LAS.

Apobs a retirada da sacarose da alimentag¢do (etapa III), durante a terceira variacio
espacial, ndo foi verificada a presenca de acido acético e propionico afluente. Contudo, em
L/D = 1, esses acidos foram encontrados nas concentragdes de 33 e 8 mg/L, respectivamente.
Em relacdo as andlises espaciais anteriores, verificou-se a presenca de acido isobutirico
(2 mg/L), isovalérico (2 mg/L), valérico (4 mg/L) e caproico (3 mg/L) afluente. O acido
isovalérico esteve presente em quase todos os pontos amostrados, indicando mudanca do
perfil de geracdo de 4cidos.

Na quarta variagdo espacial, ainda na etapa III, foi constatada apenas a presenga de
acido isovalérico na concentragdo de 0,7 mg/L no ponto L/D=1. Nao foi detectada a presenga
de 4cidos afluente.

Na etapa IV (quinta andlise espacial), foram detectados os acidos propidnico e
isovalérico afluente, nas concentragdes de 5,2 mg/L e 1,3 mg/L, respectivamente. Ressalta-se
que a redugdo na geracdo de acidos pode ter ocorrido, provavelmente, devido a retirada dos
co-substratos da alimentacdo e conseqiiente diminui¢do da concentracdo de matéria organica
de facil degradagao disponivel.

Verificou-se a presenga de sulfato e sulfeto em concentragdes variaveis (Figuras 5.28,

5.29,5.30, 5.31 e 5.32) nas variagdes espaciais realizadas.
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Figura 5.28 — Variagdo espacial do sulfato no 34° dia de operag¢do
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Figura 5.29 — Variagdo espacial do sulfato e sulfeto no 118°dia de operagdo
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Figura 5.30 — Variagdo espacial do sulfato e sulfeto no 231° dia de opera¢do
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Figura 5.31 — Variagdo espacial do sulfato e sulfeto no 287° dia de operagdo
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Figura 5.32 — Variagdo espacial do sulfato e sulfeto no 339° dia de opera¢do

No 34° dia foi verificada a presenca de 3 mg/L de sulfato afluente proveniente,
provavelmente do extrato de levedura.

Durante a segunda variagdo espacial, pode-se observar aumento na concentracdo de
sulfeto principalmente no primeiro trecho do reator. Simultaneamente, ocorreu diminuigdo da
concentragdo de sulfato. Presume-se, entdo, que os microrganismos presentes nessa regiao
podem ter utilizado o sulfato tanto para assimilacdo quanto para redugdo desassimilativa,
produzindo sulfeto.

Ressalta-se que, no processo aerobio de degradagdo da molécula de LAS, ocorre a
formacdo de sulfato como subproduto (SCHOBERL, 1989). Em condi¢des anaerdbias, nio se
conhece ao certo o mecanismo de degradagao dessa molécula. Contudo, acredita-se que possa
ocorrer a quebra do anel aromético em condi¢des anaerobias (SHCHERBAKOVA et al.,
1999), havendo, entdo, libera¢do do sulfato. Isso poderia explicar o fato de na terceira e quarta
variagdes espaciais ter ocorrido maior producdo de sulfeto que na segunda variagdo. O sulfato
poderia estar sendo gerado pela quebra da molécula de LAS, repondo, assim, as moléculas

convertidas em sulfeto.
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Na terceira variacdo espacial verificou-se, inclusive, aumento na concentracao de
sulfato no ponto L/D =1 em relacdo ao afluente, passando da concentracdo de 3 mg/L para 6
mg/L, chegando a 7 mg/L. em L/D = 19.

Com a retirada do extrato de levedura, a concentragao de sulfato afluente foi abaixo do
nivel de detec¢do do método utilizado. Entretanto, no interior do reator, a concentragao de
sulfato foi proxima a 1 mg/L. A concentracdo de sulfeto se manteve praticamente constante

apds o primeiro trecho.

5.3. Balanco de massa de LAS

No final da operacao do reator foram retiradas trés amostras de 5 gramas do meio
suporte, apds homogeneizacao, para a realizagdao da extragdo de LAS.

As amostras, apos extragdo, tiveram que ser diluidas 10 vezes para se adequarem a
curva do LAS utilizada no HPLC. Obteve-se concentragdo média de 0,84 mg de LAS por
grama de carvao, considerando-se essa diluigdo. Como a massa total de carvao utilizada no
reator foi de 348 gramas, o total de LAS adsorvido no meio suporte foi de 292 mgLAS.

Para o célculo da quantidade de LAS afluente ao reator durante o periodo operacional,
considerou-se vazdo constante de 100 mL/h e, também, concentra¢do de LAS acumulado
entre cada andlise realizada como a média entre as concentragdes obtidas multiplicada pelo
numero de dias do periodo. O célculo da quantidade de LAS efluente foi realizado da mesma
maneira.

Depois de realizadas tais consideragdes, obteve-se que a quantidade de LAS afluente

foi de 3910 mg/L e que a quantidade efluente foi de 2281 mg/L.
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A quantidade de LAS degradada biologicamente pode ser calculada pela Equacao (3).

LAS Biodegradado = Afluente — Efluente — Adsor¢do (3)

Desse modo, obteve-se que a quantidade de LAS biodegradado foi de 1337 mg, que

corresponde a 34% da quantidade de LAS afluente, como pode ser verificado na Tabela 5.7.

Tabela 5.7 — Balang¢o de Massa do LAS

Afluente 3910 mg
Efluente 2281 mg
Adsorvido + Degradacio 1629 mg
Adsorvido 292 mg
Biodegradado 1337 mg

Também se realizou a verificagdo da quantidade de LAS acumulada por etapa
operacional (Figura 5.33 e Tabela 5.8). Na etapa II, adicionou-se cerca de 1076 mg de LAS,
417 mg sairam no efluente e 659 mg foram removidos da agua residuaria sintética,
correspondendo a remog¢do de 61%. Na etapa III, houve adicdo de 2578 mg de LAS, com
remocao de 831 mg, correspondente a 32 %. Na etapa IV, a remocao foi de 54 %, para adi¢do
de 256 mg de LAS.

Verificou-se, desse modo, que a etapa III foi a que apresentou a menor remogao de
LAS. Isso pode ter ocorrido porque na etapa II houve acdo predominante de efeitos de
adsor¢do e, na etapa IV, a auséncia de outras fontes de carbono, de degradacao mais facil que

a molécula de LAS, facilitou sua remocao.
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Figura 5.33 — Quantidade de LAS aplicada, efluente e removida em cada etapa

Tabela 5.8 — Quantidade de LAS afluente, efluente e removida em cada etapa

Etapa Quantidade de LAS (mg)
Afluente Efluente Removida Remocio (%)
I 1076 417 659 61
I 2578 1746 831 32
v 256 118 138 54
Total 3910 2281 1629 42

5.4. Analise de solidos

Foi realizada a analise da quantidade de solidos totais, fixos e volateis presentes no

indculo e em amostras coletadas ao final da operacdo do reator.

A concentracdo de soélidos totais presentes no inoculo foi de 30,5 g/L (Tabela 5.9),

sendo que cerca de 27 g/ (89%) corresponderam aos solidos volateis, ou seja, a parte

biodegradavel dos solidos totais (principalmente composta de matéria organica). O restante

correspondeu aos so6lidos fixos, ou seja, a parte inorganica.
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Tabela 5.9 — Concentragao de solidos do inoculo utilizado no reator

Solidos (mg/L)
Amostra
Totais  Fixos Volateis % Fixos % Volateis
1 33200 4.400 28.800 13 87
2 27.800 2.200 25.600 8 92
Média 30.500 3.300 27.200 11 89

Considerando-se que foram utilizados 1,5 L de indculo no reator, pode-se concluir que
a quantidade de solidos totais inserida neste foi de 49,80 g, dos quais cerca de 5,48 g
correspondem a sélidos fixos e 44,32 g a solidos volateis.

Para a amostras relativas ao final do periodo operacional, utilizou-se as massas de
6,66 g de carvao (amostra 1) e de 4,22 g de carvao (amostra 2). Obteve-se aproximadamente
190 mg solidos/g de carvao (Tabela 5.10), dos quais 171 mg so6lidos/g de carvao (90%)
corresponderam aos solidos volateis. Desse modo, pode-se observar que a porcentagem de
solidos aumentou cerca de 1% em relacao aos solidos volateis obtidos na analise do indculo e,

conseqiientemente, diminuiu 1% em relagdo a concentragdo de so6lidos fixos.

Tabela 5.10 — Concentragdo de solidos no final do periodo operacional por grama de carvao

Solidos (mg/g carvao)

Amostra
Totais Fixos Volateis % Fixos % Volateis
1 185 21 164 11 89
2 195 18 177 9 91
Média 190 19 171 10 90

Considerando-se que o reator possuia 348 gramas de carvdo vegetal ¢ que a
distribuicdo de sélidos foi uniforme. Pode-se inferir que a quantidade final de sélidos foi de
66,1 g de solidos, dos quais 6,6 g corresponderam a solidos fixos e 59,5 g a so6lidos volateis,
ou seja, a matéria organica, correspondendo & massa microbiana total presente no reator.
Devido ao fato da andlise de solidos ter sido realizada no final da etapa IV, quando havia

apenas LAS como fonte de carbono, pode ter ocorrido morte microbiana pela redugdo brusca
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da quantia de carbono prontamente disponivel para uso pelas bactérias. Sendo assim, o reator,
nas etapas anteriores de operagdo, poderia possuir maior concentragdo de solidos totais que no
final da operagao.

Nao obstante, pode-se observar aumento de 33% na concentragdo de sélidos totais na
etapa final de operacdo em relagcdo ao inoculo. O aumento da concentracdo de sélidos fixos
foi de 21%, enquanto a de sélidos volateis foi de 34%, demonstrando crescimento dos
microrganismos em meio contendo LAS, visto que os solidos volateis correspondem

principalmente a material organico.

5.5. Exames microscopicos

As microscopias de contraste de fase foram realizadas para avaliar a diversidade
microbiana do indéculo, proveniente de reator UASB usado no tratamento de dejetos de
suinocultura, e de amostras de material suporte aos 118, 203 e 340 dias de operacao (etapas II,
I e IV). As Figuras 5.34, 5.35, 5.36 ¢ 5.37 destacam as morfologias predominantes nas

amostras do biofilme constituido no carvao vegetal.

(@) a (b)
Figura 5.34 — Microscopia de contraste de fase de morfologias observadas no inoculo: (a)
bacilos semelhantes a Methanosaeta sp., (b) bacilos, bacilos em cadeia e
filamentos
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(a) | (b)

Figura 5.35 — Microscopia optica de contraste de fase das morfologias microbianas, apos
118 dias de operagdo: (a) e (b) bacilos, bacilos curvos e filamentos

(b)

Figura 5.36 — Microscopia optica de contraste de fase das morfologias microbianas , apos
203 dias de operagdo: (a) bacilos curvos, (b) filamentos

Figura 5.37 — Microscopia optica de contraste de fase das morfologias microbianas , apos
340 dias de operagao: (a) filamentos, bacilos curvos, bacilos e (b) bacilos com
endosporos
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Na andlise do indculo (Figura 5.34) verificou-se ampla diversidade morfolégica de
microrganismos, com a presenga de filamentos semelhantes a Methanosaeta sp. e bacilos em
cadeia. Ap6s 118 dias de operagdo (Figura 5.35) ndo foi verificada mudanca significativa das
morfologias, verificando-se a presenca de bacilos, bacilos curvos e filamentos. Aos 203 dias
de operacao (Figura 5.36) observou-se predominio de bacilos curvos nas amostras, possiveis
responsaveis pelo metabolismo desassimilativo do sulfato. Também verificou-se a presenca
de bacilos retos e filamentos. Apds 340 dias de operacdo (Figura 5.37), observou-se
predominio de células mortas dentro do reator. Observou-se a presenca de bacilos curvos,
filamentos, bacilos retos em cadeia e enddsporos.

De maneira geral, notou-se a presenga de filamentos e bacilos durante todo o periodo
de operagdo do reator. Contudo, no periodo final, verificou-se maior presenca de bacilos
curvos, os quais podem estar relacionados com a degradagdo do LAS, e de enddsporos, que
podem estar relacionados a retirada dos co-substratos, nas amostras analisadas.

Apbs a finalizagdo da operagdo do reator, o material suporte com 0s microrganismos
aderidos foi homogeneizado em recipiente adequado, procedendo-se, entdo, a coleta de
amostras para a realizagdo da microscopia eletronica de varredura, extracdo de DNA e demais
metodologias de biologia molecular, além da realizagao da analise da concentracdo de sélidos.

Por meio da MEV constatou-se a presenca de bacilos, coco-bacilos, filamentos e

morfologia semelhante & Methanosarcina sp. (Figura 5.38).
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Figura 5.38 — Microscopia eletronica de varredura do material suporte ao final da opera¢do
(340 dias de operagdo): (a) bacilos e (b) coco-bacilos e filamentos

5.6. Andlise Filogenética

Amostras da biomassa foram retiradas ao final do periodo operacional, quando a
alimentacdo continha cerca de 6 mg/L de LAS, sem nenhuma fonte adicional de carbono. A
biomassa foi, entdo, submetida a extracdo de DNA, reacdo de PCR, clonagem e
seqlienciamento do fragmento de RNAr 16S para a identificagdo dos microrganismos.

Foram obtidos 28 clones contendo o inserto do gene RNAr 16S. Apds a analise em
banco de dados (Genbank), verificou-se a presenca de clones relacionados ao Filo
Proteobacteria, Classe Deltaproteobacteria; clones relacionados ao Filo Spirochaetes, Classe
Spirochaetes; clones relacionados ao Filo Firmicutes, Classe Clostridia; clones associados ao
Filo Bacteroidetes, Classe Sphingobacteria; clones relacionados ao Filo Deferribacteres,
Classe Deferribacteres; além de clones associados as bactérias ndo cultivadas. As subdivisoes

podem ser observadas na Tabela 5.11.
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Tabela 5.11 — Afiliacdo das seqiiéncias obtidas dos clones das amostras de biomassa do RAHLF

Clone n®de Acesso | Similaridade Referéncia Filo Classe Ordem Familia Afiliagdo
(%)
1,3,5,9,13, | EU399680 99 Chen,C. L. et al. Proteobacteria | Deltaproteobacteria
14,15, (2008a)
24¢29
AF229784 99 Wu, J.H. et al. Proteobacteria | Deltaproteobacteria
(2001)
AB212873 99 Qiuw,Y.L. et al. Proteobacteria | Deltaproteobacteria Syntrophorhabdaceae | Syntrophorhabdus
(2008) aromaticivorans
EF198031 99 Chen,C.-L. et al. Proteobacteria | Deltaproteobacteria
(2008b)
AB091329 99 Qiw,Y.L. et al. Proteobacteria | Deltaproteobacteria
(2004)
EF029299 98 Baertsch,C. et al. Naio cultivada
(2007)
EF515569 98 Dryden, S.K. et al. Nao cultivada
(ndo publicado)
AJ249102 99 Schldtelburg, C. et | Proteobacteria | Deltaproteobacteria
al. (2000)
2,6,12 ¢ DQ478737 99 Diaz,E.E. et al. Nio cultivada
28 (2006)
CT574137 98 Chouari,R. et al. Niéo cultivada
(2005)
AY426466 99 Roest,K. et al. Deferribacteres | Deferribacteres Deferribacterales Incerto Synergistes
(2005)
4 DQ238245 91 Keyser, M. et al. Nao cultivada
(2007)

Continua
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Continuag¢do da Tabela 5.11

EF686999 95 Souidi,K. et al. Naio cultivada
(2007)
8,21e27 | AY214182 93 Alfreider,A. & Vogt, | Spirochaetes Spirochaetes Spirochaetales Spirochaetaceae
C. (ndo publicado)
AB244312 93 Shigematsu,T. ef al. | Spirochaetes Spirochaetes Spirochaetales Spirochaetaceae
(2006)
EU633249 93 Pace,N. et al. Espiroqueta ndo
(ndo publicado) cultivada
10e 22 AJ853575 93 Huang,L.N. et al. Nao cultivada
(2005)
11e30 AM183076 99 Guo,Y. et al. (2007) Nao cultivada
16 AY133086 93 Carroll, A.B. & Spirochaetes Spirochaetes Spirochaetales Spirochaetaceae Treponema
Zinder,S.H.
(ndo publicado)
DQ664027 94 Allen,J.P. et al. Nao cultivada
(2007)
17 EF459843 97 Edlund,A. et al. Nao cultivada
(2008)
18 AY953232 99 Von Arb,M. et al. | Firmicutes Clostridia Clostridiales Peptostreptococcacea
(ndo publicado) e
M62421 94 Kane, M.D. et al. Firmicutes Clostridia Clostridiales Peptostreptococcacea | Clostridium
(1991) e
X76750 98 Collins,M.D. et al. | Firmicutes Clostridia Clostridiales Peptostreptococcacea | Clostridium
(1994) e glycolicum
19 AJ306773 97 Schléetelburg,C. Proteobacteria | Deltaproteobacteria | Syntrophobacteral | Syntrophaceae Syntrophus
(2000) es

Continua
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Conclusdao da Tabela 5.11

20 EU046272 99 Lai,R. ef al. Bacteroidetes Sphingobacteria Sphingobacteriale | Sphingobacteriaceae | Sphingobacterium
(n2o publicado) s siyangensis
23 EF686960 93 Souidi,K. et al. Naio cultivada
(2007)
AJB53524 93 Huang,L.N. et al. Nao cultivada

(2005)




82 Resultados e Discussao

Devido a dificuldade encontrada em se obter o alinhamento das seqiiéncias, estas

foram divididas em duas arvores filogenéticas como observado nas Figuras 5.39 e 5.40.

6] CLONE 1 (35913 14 15 24 29)

5( Deltaproteobacteria (AF229784)
Deltaproteobacteria (EU399680)
Deltaproteobacteria (AB091329)
Deltaproteobacteria (EF198031)
Syntrophorhabdus aromaticivorans (AB212873)
Bactéria ndo cultivada (EF029299)

16/3¢ Bactéria ndo cultivada (EF515569)

39 Deltaproteobacteria (AJ249102)

86' CLONE 11 (30)
Bactéria ndo cultivada (AM183076)

22 27 CLONE 21 (8 27)
75 Spirochaetaceae (AY214182)
71 Spirochaetaceae (AB244312)
63- Espiroqueta ndo cultivada (EU633249)

43

13

CLONE 2 (6 12 28)

Bactéria ndo cultivada (DQ478737)
Synergistes (AY426466)
— CLONE 10 (22)

27‘ Bactéria ndo cultivada (CT574137)

100 Bactéria nio cultivada (AJ853575)

—
0.5

Figura 5.39 — Arvore filogenética de consenso apresentando afiliacdo entre os clones
(primers especificos para Dominio Bacteria). Arvore foi construida pelo
método de Neighbor-Joining.
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Peptostreptococcaceae (AY953232)
IO(J [CLONE 18

Clostridium glycolicum (X76750)
A 69— Clostridium (M62421)
[ CLONE 20
IOd— Sphingobacterium siyangensis (EU046272)
10— CLONE 17
Bactéria nao cultivada (EF459843)
59 — CLONE 19
100— Syntrophus (AJ306773)
@ctéria ndo cultivada (DQ664027)
10 Treponema (AY 133086)
CLONE 16
CLONE 4
Bactéria nao cultivada (EF686999)
Bactéria ndo cultivada (DQ238245)
CLONE 23
36 Bactéria ndo cultivada (EF686960)
100 Bactéria ndo cultivada (AJ853524)

99

10
54

P
0.05

Figura 5.40 — Arvore filogenética de consenso apresentando afiliacdo entre os clones
(primers especificos para Dominio Bacteria). Arvore foi construida pelo
método de Neighbor-Joining.

Os clones 1, 3,9, 13, 14, 15, 24 e 29 e o clone 19 foram associados principalmente a
Classe Deltaproteobacteria inserida no Filo Proteobacteria. As proteobactérias constituem o
maior filo conhecido do Dominio Bacteria. Esse filo é dividido em subdivisdes alfa, beta,
gama, delta e épsilon. Sdo todas gram-negativas, apresentando grande diversidade metabolica
(MADINGAN, 2004).

A classe Deltaproteobacteria ¢ a mais peculiar em relacdo ao modo de vida e a
morfologia entre as proteobactérias. Os maiores subgrupos dessa classe sdo: (1) as
mixobactérias, organismos predominantemente aerdbios, com mobilidade e que formam
corpos frutiferos; (2) os bdellovibrios que sdo organismos tipicamente predadores de outras

bactérias gram-positivas; (3) as bactérias redutoras de sulfato (Desulfovibrio, Desulfobacter,
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Desulfococcus, Desulfonema, etc.) e de enxofre (por exemplo, Desulfuromonas). Sao
organismos estritamente anaerobios, (4) algumas bactérias sintréficas que transformam
benzoato (Syntrophus) a acetato, CO, e hidrogénio em co-cultura com metanogénicas que
consomem hidrogénio (RAMOS, 2006).

Algumas deltaproteobactérias foram relacionadas com a degradagdo de compostos
xenobidticos, como fenol (CHEN et al., 2008a), que possui um anel aromdtico associado a
radical hidroxila (OH), além de moléculas mais complexas, como o acido tereftalico, também
conhecido como IUPAC (WU et al., 2001; QIU et al., 2004), composto formado por anel
aromatico ligado a dois grupos carboxila (C¢H4(COOH),) e dicloropropano
(SCHLOTELBURG et al., 2000).

Qiu et al. (2008) descreveu a bactéria Syntrophorhabdus aromaticivorans como sendo
a primeira cultura anaerobia capaz de degradar fenol a acetato em associagdes sintroficas
obrigatdrias com metanogénicas hidrogenotroficas.

Syntrophorhabdus aromaticivorans ¢ um organismo anaeroébio mesofilico, com
formato de bacilo, gram-negativo e sem mecanismos de mobilidade. A temperatura 6tima de
crescimento ¢ de 25 a 37°C. Em associagdo com metanogénicas hidrogenotroficas, podem
utilizar fenol, p-cresol, isoftalato e benzoato. Devido a sua capacidade de degradar compostos
aromaticos, esse organismo pode estar relacionado com a degradagdo do anel aromatico do
LAS.

O clone 19 foi afiliado, com 97% de similaridade, a Syntrophus sp.. Essas bactérias
sdo, em geral, capazes de degradar, por meio de metabolismo sintrofico, amplo nimero de
compostos, tais como acidos graxos, lactato, agucares, hidrocarbonetos, incluindo o metano,
certos aminoacidos € compostos aromaticos, tais como benzoato. Vivem em co-culturas com
metanogénicas hidrogenotroficas e redutoras de sulfato (JACKSON et al., 1999;

MCcINERNEY et al., 2007; CHEN et al., 2008b). Baseado nessas caracteristicas supde-se que



Resultados e Discussao 85

este microrganismo pode estar associado a degradacao da sacarose, extrato de levedura e até
mesmo da molécula de LAS.

Os clones 2, 6, 12 e 28 foram associados ao Filo Deferribacteres, Ordem
Deferribacterales. Essas bactérias foram encontradas em reator UASB usado no tratamento
de 4gua residudria de industria de papel, apés o lodo coletado ter sido enriquecido em meio
contendo propionato ¢ butirato na auséncia de sulfato (ROEST et al., 2005). Podem ter
aparecido devido a baixa concentracao de sulfato presente no reator.

Os clones 2, 6, 12 e 28 também foram afiliados a Synergistes (99% de similaridade).
Porém, segundo Vartoukian et al. (2007), “Synergistes” representam um grupo de organismos
anaerobios, gram-negativos, suficientemente distinto de todos os outros filos, a ponto de ser
considerado um filo ou divisdo distinta. S3o amplamente distribuidos na natureza, embora
normalmente representem apenas uma pequena parcela da comunidade bacteriana em todos os
habitats. Apresentam ampla variedade de caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas, contudo
todos os taxons até hoje estudados tem a capacidade de degradar aminoacidos. Entretanto,
ainda permanece incerta sua taxonomia, devido ao fato da sociedade cientifica nao ter entrado
em consenso. Provavelmente, a presenca dessas bactérias foi favorecida pela adi¢ao de extrato
de levedura. Mesmo sendo retirado na ultima etapa de operac¢do, com certeza essas células
permaneceram no reator apds 13 dias de operacdo sem esse substrato.

Os clones 2, 6, 12 e 28 também foram associados a bactérias ndo cultivadas, estando
presentes em lodo de reator UASB tratando agua residudria de cervejaria (DIAZ et al., 2006)
e em amostras de lodo da estagdo de tratamento anaerobia de Evry, Paris, Franca (CHOUARI
et al., 2005).

O clone 4 foi associado a dois géneros de bactéria ndo cultivadas, encontradas em
granulos de reator UASB usado no tratamento de agua residudria proveniente de industria

vinicola (nimero de identificagdo DQ238245, similaridade de 91%) (KEYSER et al., 2006) e
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em co-fermentac¢do de biogas a partir de silagem de milho e esterco bovino (95%, ntimero de
identificacdo EF686999) (SOUIDI et al., 2007). Assim, a presenga dessas bactérias ¢
justificada pela origem do indculo proveniente de reator UASB usado no tratamento de
dejetos de suinocultura.

Os clones 8, 21 ¢ 27 e o clone 16 apresentaram 93% de similaridade com o Filo
Spirochaetes. As espiroquetas sdo bactérias gram-negativas méveis, intensamente espiraladas
(formato helicoidal), tipicamente delgadas e flexiveis. Esses procariotos de morfologia
singular constituem uma das principais linhagens filogenéticas do Dominio Bacteria.
Anaerdbias facultativas, ou aerdbias, ¢ quimioheterotréficas. Consomem carboidratos,
aminoacidos, acidos graxos ou alcoois de cadeia longa como fonte de energia e carbono.
Possuem dois a mais de 100 flagelos, os quais permitem a mobilidade da célula em trés tipos
de movimento, a saber, locomocao, rotacdo no eixo longitudinal e flexdo. Espiroquetas em
suspensdo capazes de se locomover mesmo quando suas células ndo possuem flagelos
(Bergey’s, 1994).

As espiroquetas sdo classificadas em oito géneros, a saber, Cristispira, Spirochaeta,
Treponema, Borrelia, Leptsopira, Leptonema, Brachyspira e Brevinema (MADINGAN,
2004). Tais bactérias foram encontradas em populacdes de microrganismos em aguas
contaminadas com benzeno (ALFREIDER et al.,, 2002; ALFREIDER & VOGT, nao
publicado) e em consorcio mesofilico metanogénico capaz de degradar acidos graxos em
reator de mistura completa (SHIGEMATSU et al., 2006).

O clone 16 foi associado, com 93% de similaridade, a Treponema. Este género
engloba as espiroquetas anaerdbias ou microaerdbias, sdo quimiorganotroficas, utilizando
ampla variedade de carboidratos e aminodcidos como fonte de carbono e energia
(Bergey’s,1994). Este organismo foi encontrado em solos contaminados com TCE

(tricloroetileno) (CAROLL, nao pulicado).
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O clone 16 também foi relacionado, com 94% de similaridade, com bactérias
encontradas em sedimentos contaminados com petréleo e hidrocarbonetos (ALLEN et al,
2007). Ressalta-se que os hidrocarbonetos sdo constituidos basicamente de ligagdes de
carbono e hidrogénio, e podem conter em sua molécula oxigénio, enxofre e nitrogénio
formando elevada gama de moléculas com diferentes propriedades, podendo, inclusive,
formar compostos ciclicos e aromaticos. Deste modo, pode-se inferir que esta bactéria pode
estar relacionada com a degradacdo do LAS, tanto da cadeia alquilica quanto do anel
benzénico.

Os clones 10 e 22 foram associados, com 93% de similaridade, as bactérias nio
cultivadas encontradas em aterro sanitario de residuos urbanos (HUANG et al., 2005).

Os clones 11 e 30 foram associados, com 93% de similaridade, as bactérias
encontradas em pilhas de compostagem utilizadas para digestio de residuos solidos de
fazendas de suinos (GUO et al., 2007). O aparecimento dessa bactéria no RAHLF pode estar
relacionado ao inéculo utilizado no reator.

O clone 17 foi associado, com 97% de similaridade, as bactérias encontradas em
sedimentos marinhos do mar Baltico. Edlund (2007) em sua pesquisa relata as modificagdes
causadas por atividades humanas no mar Baltico e adiciona que nos sedimentos amostrados
foram encontradas concentragdes de diversos poluentes, como PCBs (Bifenilas policloradas),
PAHs (hidrocarbonetos policiclicos aromaticos) e metais pesados acumulados nos sedimentos
devido a sua baixa degradabilidade.

O clone 18 foi associado, com 94 a 99% de similaridade, as bactérias do Filo
Firmicutes, classe Clostridia, ordem Clostridiales e familia Peptostreptococcaceae e ao género
Clostridium.

O filo Firmicutes é composto por bactérias gram-positivas aerdbias e anaerobias e com

baixo teor G+C. Os organismos pertencentes a este filo apresentam metabolismo
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caracterizado por homo e heterofermentagdo e respiracdo. Alguns destes sdo formadores de
endosporos e, freqilentemente, encontrados em solos (CANNAVAN, 2007). Este filo ¢
formado por trés classes: Bacilli, Clostridia e Mollicutes. Membros deste filo ocupam amplo
numero de habitats e podem ser benéficos ou lesivos para diversos setores industriais, como o
de alimentos e bebidas (HAAKENSEN, 2008).

Os clostridios tém formato de bacilos, sdo pleomorficos, possuindo formato oval ou
esférico. A maioria das espécies sdo quimiorganotréficas, outras sdo quimioautotréfica ou
quimiolitotrofica. Alguns clostrideos fermentam agticares e produzem écido butirico como
principal produto final, outros também produzem acetona e butanol. Existem alguns grupos
do género Clostridium com a capacidade de fermentar carboidratos, como celulose, agtcares,
amido e pectina. Outros fermentam aminoécidos ou purina, e ainda hé grupos que fermentam
etanol e 4cidos graxos. Nao fazem reducdo dissimilativa de sulfato e, usualmente, sdao
anaerobias obrigatérias (MADINGAN, 2004).

Duarte et al. (2008) encontraram bactérias do Filo Firmicutes como os maiores
componentes da comunidade bacteriana em reatores de leito fixo (RAHLF) usados no
tratamento de esgoto sintético contendo LAS. Os autores associaram essas bactérias como
provaveis responsaveis pela degradacao do alquilbenzeno linear sulfonado. Lara-Martin et al.
(2007) também associaram o género Clostridium pertencente ao Filo Firmicutes a degradacao
do LAS, levando em consideragdo que varias espécies estdo confirmadas de serem capazes de
dessulfonar alquil e arilsulfonados, como Clostridium beijerinckii strain EV4 (CHIEN, 2005).
Clostridium pasteurianum strain DSM 12136, usam o grupo sulfonico do 4-toluenosulfonado
como fonte de enxofre (CAO et al., 2003).

O clone 20 foi associado, com 99% de similaridade, ao filo Bacteroidetes, classe
Sphingobacteria, ordem Sphingobacteriaceae e espécie Sphingobacterium siyangensis.

Bacteroidetes ¢ um filo do Dominio Bacteria que engloba trés grandes grupos, divididos em
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trés classes, cada uma com uma unica ordem, a saber, Bacteroides, Flavobactérias e
Sphingobactérias. Este filo contém bacilos anaerdbios, gram-negativos, ndo formadores de
endosporos e sem mecanismos para mobilidade (HOLMES, 2006).

O género Sphingobacterium corresponde a bacilos estreitos, ndo formadores de
endosporos, gram-negativos ¢ sem flagelos. Possuem metabolismo quimiorganotréfico, sem
requerimentos especificos para crescimento, produzem acidos por meio da oxidagdo de
carboidratos (Bergey’s, 1994; LIU et al., 2008).

O clone 23 foi associado, com 93% de similaridade, a bactérias ndo cultivadas
encontradas em aterro sanitario de residuos sélidos urbanos (HUANG et al., 2005) e a

bactérias co-produtoras de biogds a partir da fermentagdo (SOUIDI et al., 2007).
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6. CONCLUSOES FINAIS

A remocao de LAS variou durante o periodo operacional. Na etapa II, com a adi¢do do
surfactante ao substrato sintético, constituido de extrato de levedura, bicarbonato de sédio,
sacarose ¢ solu¢do de metais traco, considerou-se que grande parte da remoc¢do deveu-se a
processos de adsor¢ao do LAS no material suporte, devido as caracteristicas fisico-quimicas
da molécula. Na etapa III, que teve duragdo de 210 dias, a remo¢ao média foi de surfactante
foi de 40 + 33%, com remogao de 92 + 19 % a partir do 293° dia de operagdo, sugerindo certa
estabilizacdo no decorrer dessa etapa. Com a retirada das outras fontes de carbono (etapa IV),
verificou-se perda inicial de eficiéncia na remocao do surfactante, a qual pode ter ocorrido
devido a desestabilizagdo do sistema, com modificacdes nos parametros fisico-quimicos,
como aumento do pH. Houve, novamente, aumento da eficiéncia de remog¢ao para valores
préximos a 60%, conjuntamente com a manuten¢do da concentracdo efluente do surfactante
proxima a 2,4 mg/L. Ressalta-se que esse valor ainda ¢ elevado para o langcamento em corpos
receptores, visto que ainda apresenta toxicidade potencial para diversas espécies.

A utilizagdo do LAS como tnica fonte de carbono pode ter ocasionado a morte dos
microrganismos mais sensiveis e a diminui¢ao da diversidade microbiana, resultando em certa
selecdo dos microrganismos apesar dessa etapa ter durado apenas 13 dias.

A remocao média de LAS foi de 47% =+ 34% do LAS, para concentracdo inicial média
de 5,3 £ 1,7 mg/L. A partir do calculo do balango de massa, obteve-se que a quantidade de
LAS degradado biologicamente correspondeu a 34% da quantidade adicionada, indicando que

0s microrganismos presentes no reator foram capazes de degradar o surfactante.
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Observou-se, pela andlise filogenética, a presenca de microrganismos capazes de
degradar compostos aromaticos, pertencentes, principalmente, a Classe Deltaproteobacteria,
ao Filo Firmicutes e ao Filo Spirochaetes, podendo ser os responsaveis pela degradagdo do
surfactante.

Como o LAS nio prejudicou a remogao da matéria organica, acredita-se que o reator
anaerobio horizontal de leito fixo (RAHLF) possa ser utilizado para tratamento de aguas

residuarias contendo este surfactante com concentragdo afluente proxima a 6 mg/L.
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ANEXO A — Analises de Monitoramento

Tabela A.1 — Valores de monitoramento do LAS no reator

Tempo de  Afluente Efluente Eficiéncia
operacao(dias) (mg/L) (mg/L) (%)

Etapa 11
42 4,8 0 100
48 3,9 0 100
55 4 1,3 69,1
63 4,2 1,3 69,4
69 5,9 0 100
76 6,7 4,6 31,6
81 5 3.9 21,6
90 9,1 3.8 58,2
97 4,2 2,9 31,4
104 5 3.9 22,5
111 4,8 1,3 73,6
Etapa 111

125 4,5 3,2 28,1
132 6,7 4,1 38,6
139 4,5 3.9 12,7
144 6 4,2 30,3
153 3.8 3,2 15,6
160 3.4 2,7 21,8
167 52 3,5 33,1
182 3.8 4,9 0

188 6,4 4,3 33,1
196 6,2 5,2 15,1
203 5,9 4,7 19,3
210 5 3,7 26,5
217 5,5 5 8,2
224 59 3,1 47,2
237 4,9 5,4 0

245 4,5 2,7 40,6
259 7 5,2 26,4
266 6,5 4 37,8
272 4,3 4,2 3.3
280 8,5 5,1 40,6
293 7,4 0 100

301 2,7 0 100
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306 2,5 0 100
315 2,3 0 100
322 4,8 2,2 54
327 2,6 0 100
Etapa IV

328 - 2,5 -
329 8,6 8,2 4
332 - 2,3 -
333 - 6,7 -
334 - 2,5 -
335 - 2,2 -
336 7,0 2,4 65
337 - 2,4 -
338 - 2,4 -
339 7,3 2,2 69

Tabela A.2 — Valores de monitoramento do pH e da DQO do reator

Tempo de pH pH DQOb DQOb DQOf DQOf EDQOb EDQOf
operacio Af Ef Af(mg/L) Ef (mg/L) Af (mg/L) Ef (mg/L) (%) (%)
(dias) o
Etapa I
6 73 7,2 674,0 120,5 4834 112,6 82,1 76,7
13 72 7,1 822,8 187,0 470,3 145,3 77,3 69,1
20 73 7,2 688.3 164,8 469,0 150,5 76,1 67,9
25 73 7,2 390,4 86,6 331,3 78,1 77,8 76,4
26 - - 394.6 99,2 339,8 95,0 749 72,0
27 74 7,1 408,7 99,2 344,0 69,7 75,7 79,7
32 - - 730,8 78,1 387,6 61,2 89,3 84,2
Etapa I
42 - - 562,0 52,8 550,8 33,1 90,6 94,0
48 72 7,3 4214 78,1 306,0 57,0 81,5 81,4
55 7,1 7,2 387,6 68,3 279,3 43,0 82,4 84,6
63 73 7.4 382,0 57,0 286,3 26,1 85,1 90,9
69 7,1 74 4354 79,5 303,2 55,6 81,7 81,7
76 73 7.4 296,2 85,2 206,1 66,9 71,2 67,6
81 7,1 7,5 4453 71,1 224 .4 69,7 84,0 69,0
90 69 74 4495 86,6 376,3 41,5 80,7 89,0
97 7,1 17,6 442.5 58,4 348,2 43,0 86,8 87,7
104 72 74 334,1 90,8 201,9 48,6 72,8 75,9
105 - - 569,1 75,3 231,5 51,4 86,8 77,8
111 70 74 441,0 19,0 230,0 6,4 95,7 97,2
Etapa I11

125 75 7,5 500,1 106,2 4539 77,9 78,8 82,8
132 76 74 513,0 88,2 488.,6 54,8 82,8 88,8
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139 75 74 258,9 79,2 214,0 74,1 69,4 654
144 75 74 249.9 66,4 197,3 58,7 73,4 70,3
153 74 74 153,0 299.9 79,2 284,5 60,0 78,9
160 74 7,6 293,5 86,9 211,4 66,4 70,4 68,6
167 73 74 338.4 86,9 310,2 54,8 74,3 82,3
188 74 1,7 353,8 58,7 238.3 45,9 83,41 80,8
203 79 7,6 381,6 75,5 357,5 65,3 80,21 81,7
210 7,7 7.2 499,7 490,8 490,8 74,2 80,06 84,9
217 72 715 380,3 61,5 349,8 57,7 83,82 83,5
224 7,6 7,5 493.4 60,3 465.4 20,9 87,78 95,5
237 75 7,6 2343 39,9 196,2 20,9 82,95 89,3
245 7,6 7,5 484,5 83,1 4324 55,2 82,84 87,2
259 7,4 743 390,6 54,7 327,4 32,4 85,99 90,1
266 7,8 7,43 518,2 533,1 518,2 51,0 87,88 90,2
280 7,47 7,69 203.,4 56,0 203.,4 34,9 79,30 82,9
293 7,73 7,66 510,8 31,2 510,8 26,2 93,90 94,9
301 7,62 7,63 509,5 42,3 500,9 25,0 91,69 95,0
306 7,71 7,53 502,1 26,2 214,6 22,5 94,78 89,5
315 7,7 1,5 500,9 68,3 483,5 31,2 86,4 93,6
322 78 7.5 533,1 90,7 481,0 60,9 83,0 87,3
Etapa IV
328 79 1,7 10,1 - 7,6 - - -
336 82 &1 15,1 11,3 13,8 18,8 247 0,0
Weficiéncia da DQO bruta

@eficiéncia da DQO filtrada

Tabela A.3 — Valores de monitoramento da alcalinidade do reator

Tempo de Parcial Total AB®Y AVT®
operacio (mgCaCOs3/L) (mgCaCO3/L) (mgCaCOs/L) (mgHAc/L)
(dias)  Afluente Efluente Afluente Efluente Efluente Efluente

Etapa |
6 177,9 356,3 255,2 474,8 450,5 34,3
13 173,6 296,0 2517 430,5 402,8 39,1
20 177,9 299,5 260,4 417,5 396,6 29,4
25 187,5 276,9 260,4 3941 372,3 30,66
27 185,8 285,6 256,1 394,9 374,1 29,4
Etapa Il
48 204,0 307,9 275,2 399,9 382,2 25,0
55 178,3 2951 261,3 408,0 3931 21,0
63 2031 3229 2691 386,3 374,3 16,8
69 175,6 309,9 2523 399,3 387,4 16,8
76 240,5 336,8 287,4 409,5 399,1 14,6
81 2101 316,0 288,2 404,5 3941 14,7
90 174,5 314,2 269,1 393,2 376,8 23,1
97 184,9 2977 260,4 370,6 358,4 17,2
104 238,7 303,8 290,8 381.,9 370,3 16,4

111 171,9 320,4 266,5 395,2 381,9 18,8
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Etapa I11
125 204,0 279,0 270,8 345,4 333,3 17,1
132 193,8 320,4 250,9 382,5 372,0 14,9
139 253,4 310,5 315,5 376,3 364,3 16,9
144 265,8 320,4 3291 380,1 368,1 16,8
153 233,5 308,0 315,5 385,0 372,2 18,0
160 2994 321,4 363,7 391,2 378,6 17,8
167 216,1 322,9 280,7 395,9 381,5 20,3
188 251,5 338,5 321,4 398,6 381,5 24,2
203 207,4 315,2 262,062 397,4 379,9 2477
210 214,2 336,9 263,9 420,7 403,8 23,9
217 231,3 322,9 299,6 372,6 356,5 22,6
224 237,4 314,6 299,5 400,2 383,3 23,8
237 254,6 309,3 322,9 387,5 373,0 20,5
245 199,3 302,7 260,0 388,1 371,0 241
259 2277 293,4 300,2 378,8 357,7 29,8
266 193,8 2919 260,8 381,9 367,3 20,6
280 239,7 319,8 310,5 392,8 376,5 22,9
293 2049 318,3 254,6 400,5 385,4 21,3
301 209,6 332,4 263,9 398,2 382,8 21,6
306 201,8 350,9 2531 403,7 387,5 22,8
315 1941 324,5 246,8 403,7 391,3 17,3
322 191,0 330,7 251,5 406,8 392,9 19,6
Etapa IV
328 1941 319,9 232,9 385,8 369,7 22,7
336 198,7 208,1 232,9 248 4 2418 9,4

(Dalcalinidade a bicarbonato

@ 4cidos volateis totais

Tabela A.4 — Valores de monitoramento do sulfato e sulfeto na terceira etapa de operagdo

Tempo de

operagac Sulfato (mg/L) Sulfeto (ng/L)
(dias) Afluente efluente afluente efluente

125 5 6 152 196
132 9 2 41 107
139 3 1 186 144
144 5 3 155 102
153 5 8 176 181
160 4 3 171 232
167 5 2 120 140
188 2,0 1,0 - -
203 - - 80,0 195,0
210 2,0 0,0 - -
217 5,0 2,0 95,0 267,0
224 4,0 2,0 96,0 245,0
237 5,0 3,0 130,0 156,0
245 3,0 1,0 177,0 123,0
259 3,0 2,0 215,0 265,0
266 3,0 2,0 88,0 366,0
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280 3,0 2,0 199,0 193,0
293 2,0 2,0 219,0  205,0
301 2,0 2,0 119,0 2470
306 2,0 1,0 58,0 141,0
315 3,0 1,0 121,0  248,0
322 3,0 3,0 55,0 315,0
Etapa IV
328 - - 84,0 270,0

336 0,0 1,0 64,0 273,0
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ANEXO B - ANALISES ESPACIAIS

Tabela B.1 — Resultados dos parametros fisico-quimicos e cromatograficos para a primeira
variagdo espacial (34° dia)

Pontos de Mafél:ia Sulfato Acidos Voliteis (mg/L)
Amostragem orginica (mg/L) acéti en . fe . L. .
(L/D) (mg/L) ico propionico butirico isobutirico isovalérico
0 327,1 3 22,0 1,2 - - -
1 225,8 0 256,9 68,1 5,4 7,7 9,6
6 142,8 1 17,8 96,4 - 8,6 8,8
10 88,0 0 6,0 13,0 - - 1,0
14 45,8 0 6,4 - - - -
19 48,6 0 7,5 - - - -
20 48,6 2 - - - - -

Tabela B.0.2 — Resultados dos pardmetros fisico-quimicos e cromatogrdficos para a segunda
variagdo espacial (118°dia)

Pontosde — Matéria =, g quieto Sulfato Acidos Voliteis (mg/L)
Amostragem Organica
(L/D) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) ,cético propidnico isobutirico isovalérico

0 389,0 5,4 252 13 13,9 3,6 - -
1 117,5 0,4 826 7 10,1 2,4 0,6 1,3
6 103.4 0 802 4 2,7 - - -

10 66,9 1,9 382 2 1,5 - - -

14 92,2 3,7 217 3 3,6 - - -

19 68,3 1,7 196 2 2,0 - - -

20 62,6 3,3 96 1 1,5 - - -

Tabela B.3 — Resultados dos parametros fisico-quimicos e cromatograficos para a terceira
variagdo espacial (241° dia)

Af;}“ﬂ‘;tt‘;zgeem (l)‘gg‘:i‘é‘a LAS Sulfeto Sulfato
(L/D) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)

0 3219 85 111 3

1 1708 5.0 1190 6

6 98 4 58 1164 2

10 70.4 44 636 3

14 67.9 72 386 2

19 64.1 62 404 7

20 62.8 55 270 2
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Tabela B.4 — Resultados da andlise de dcidos volateis durante a terceira variagdo espacial

(241° dia)
Pontos de Acidos Volateis (mg/L)
Amostragem
(L/D) acético  propionico isobutirico isovalérico valérico caproico

0 - - 2,2 2,0 3,8 2,7
1 33,5 8,1 6,6 7,4 2,5 0,4
6 - - - 1,0 - -
10 - - - - - -
14 - - - 0,9 - -
19 - - - 0,7 - -
20 - - - - - -

Tabela B.5 — Resultados dos parametros fisico-quimicos e cromatograficos para a quarta
variagdo espacial (287° dia)

Alr)ri)onstt(l)';g:m DQO LAS Sulfeto  Sulfato Acido isovalérico
L/D) (mg/L) (mg/L) (ug/L) (mg/L) (mg/L)
0 493.,4 5,2 197 4 -
| 374 11,9 1068 3 0,7
6 31,2 2,8 916 3 -
10 25,0 2,5 480 1 -
14 22,5 1,5 396 2 -
19 12,6 5.9 215 1 -
20 8,9 5,4 141 4 -

Tabela B.6 — Resultados dos parametros fisico-quimicos e cromatograficos para a quinta
variagdo espacial (349° dia)

Pontos de Matéria

(Crid = | AS Sulfeto Sulfato Acidos Volateis (mg/L)
Amostragem Organica

(L/D) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) propisnico isovalérico
0 389,0 5.4 252 13 52 1,3

1 117,5 0,4 826 7 - -

6 103.4 0 802 4 - -

10 66,9 1,9 382 2 - -

14 92,2 3,7 217 3 - _

19 68,3 1,7 196 2 - -

20 62,6 33 96 1 - R
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ANEXO C — CURVA DE CALIBRACAO DO LAS

Tabela C.1 — Curvas de calibragdo para a determina¢do do LAS

Curva R?

Picol LAS=116.133x4area-70.972 0,9697
Pico2 LAS=113.392xarea-114.901 0,9848
Pico3 LAS=116.553 x area - 108.282 0,99113

Pico4 LAS=116.316x area- 68.760 0,99265




