DOI: 10.1590/51413-41522016153982

Artigo Técnico

Degradacao dos homologos do alquilbenzeno
linear sulfonato em lodo anaerdobio disperso

Degradation of the homologues of linear
alkylbenzene sulfonate by dispersed anaerobic sludge

Luiz Galdino Silva', Daniele Campos Silva?, Leticia Maria Oliveira3,
Lourdinha Florencio?, Savia Gavazza®, Mario Takayuki Kato*

RESUMO

Avaliou-se a degradacdo anaerdbia do alquilbenzeno linear sulfonato (LAS) e
seus homologos em experimento em escala de laboratdrio. Foi usado lodo
disperso para minimizar o efeito da adsorg¢ao. Em primeiro lugar, determinaram-
se @ maior concentragdo de LAS (substrato) e a menor concentragdo de
etanol (cossubstrato) que manteriam os micro-organismos ativos, resultando
em 25 e 200 mgl, nessa ordem. Posteriormente, o experimento (90 dias)
foi realizado em um reator somente com etanol (controle) e outro (reator
teste, triplicata) com ambos os substratos nas concentracdes anteriores. Os
MICro-organismos apresentaram crescimento exponencial em 48 h para os 2
reatores; ndo ocorreu toxicidade pelo LAS no reator teste durante esse periodo
inicial, guando o etanol foi todo consumido. Apds entdo, houve decréscimo de
micro-organismos, indicando possivel toxicidade por LAS ou intermedidrios.
Observou-se também a diminuicdo ou auséncia da producao de acidos graxos
voldteis e de metano. Portanto, com lodo disperso, a maior parcela da remogao
foi por conta da biodegradagao, poréem, com formagao de intermedidrios
que nao o acetato nem o metano, apontando a inibicdo a acidogénese e a
metanogénese. Ao final, a remocado do LAS foi de 35% por biodegradacao e
apenas 035% por adsorcdo ao lodo. A ordem preferencial de biodegradacao
para os homologos foi de C,, para C,,, C, e C , com percentual de degradacao
em relacdo a massa inicial de 49, 31, 24 e 17%, respectivamente. A mesma
ordem deu-se para a adsorcdo, da maior para a menor cadeia alquilica, sendo a
remocao por adsor¢ao de 085; 0,32; 013 e 001%, respectivamente.

Palavras-chave: adsor¢do; biodegradacao aerdbia e anaerdbia; homaologos;
inibicdo; surfatante.

ABSTRACT

The anaerobic degradation of linear alquibenzene sulfonate (LAS) and its
homologues was evaluated in batch experiment. Dispersed sludge was used
to minimize the effect of adsorption. Initially, the highest concentration of
LAS (substrate) and the lowest concentration of ethanol (co-substrate) were
determined to maintain the microorganisms active; the results were 25 and
200mg.L! respectively. Afterwards,a 90-day period experiment was conducted
with one reactor with only the addition of ethanol (control) and the other (test
reactor in triplicate) with both substrates and the previous concentrations
found. The microorganisms showed exponential growth in the first 48 h for
both reactors; LAS toxicity has not occurred in the test reactor during the first
4 days, during which ethanol was consumed. After that, the microorganisms
decreased, indicating possible toxicity due to LAS or intermediates; a decrease
or absence of volatile organic acids and methane production was also
observed. Therefore, with dispersed sludge the largest removal was due to
biodegradation, but with formation of intermediates other than acetate or
methane, indicating inhibition of acidogenesis and methanogenesis. At the
end, the removal was 35% by biodegradation and only 0.35% by adsorption to
the biomass. The preferential order of the biodegradation for the homologues
was from C, to C,, C, and C,; and the removal in relation to the initial mass
of each was 49, 31, 24 and 17%, respectively. The same order occurred to
adsorption, from the higher to the lower alkyl chain, with removal of 0.86, 0.32,
013 and 0O01%, respectively.

Keywords: adsorption; aerobic and anaerobic biodegradation; homologues;

inhibition; surfactant.

0

'Laboratério de Saneamento Ambiental do Departamento de Engenharia Civil da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) - Recife (PE), Brasil.
'Bolsista de Desenvolvimento Tecnologico e Industrial (DT1) do Laboratorio de Saneamento Ambiental do Departamento de Engenharia Civil da Universidade Federal de

Pernambuco (UFPE) - Recife (PE), Brasil.

“Mestre em Tecnologia Ambiental pela UFPE - Recife (PE), Brasil.
3Pds-doutora em Tecnologia Ambiental na UFPE - Recife (PE), Brasil.

“Ph.D em Tecnologia Ambiental pela Universidade de Wageningen - Holanda.
°Pos-Doutora pela Universidade de Cornell - Nova York, Estados Unidos.

Endereco para correspondéncia: Mario Takayuki Kato - Avenida Académico Hélio Ramos, s/n - Cidade Universitaria - 50740-530 - Recife (PE), Brasil -

E-mail: mariotk_kato@yahoo.com.br
Recebido em: 03/09/15 - Aceito em: 29/06/16 - Reg. ABES: 153982

(n, Eng Sanit Ambient | v.22 n.2 | mar/abr 2017 | 391-401

391




Silva, LG. et al.

INTRODUCAO

O alquilbenzeno linear sulfonato (LAS) é o tensoativo anidnico de maior
produgdo e consumo mundial. A sua produgao representa 45% do total
de tensoativos anionicos produzidos anualmente (MOLDOVAN et al.,
2011). Sua aplicagdo é como o principio ativo da maioria dos deter-
gentes e saboes para lavar roupas. O produto comercial consiste em
uma mistura de homdlogos e seus isdmeros de posi¢do, com cadeias
alquilicas lineares variando de 10 a 14 4&tomos de carbono (homdlogos
C,aC, respectivamente), entretanto, nos produtos atuais de limpeza
predomina o LAS com uma mistura dos homoélogos C,, C,,C, e C,
(NAKAE; TSUJI; YAMANAKA, 1981).

O elevado consumo de LAS tornou a substancia um dos tensoa-
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tivos mais estudados ambientalmente. Em geral, sdo atribuidos aos
tensoativos varios impactos, embora nem sempre verdadeiros ou cor-
retamente avaliados (MUNGRAY & KUMAR, 2011; PENTEADO;EL
SEOUD; CARVALHO, 2006). Ja foram relatados, por exemplo, que
concentragoes de LAS até 0,27 mg.L"' ou 35 mg.kg' de matéria seca
ndo causam efeito téxico aos ecossistemas aquaticos nem aos terres-
tres (HERA, 2013). Uma das principais causas dos problemas nos cur-
sos de dgua atribuidos ao LAS pode ser creditada ao langamento de
efluentes ndo tratados, uma vez que diversos exemplos mostram a sua
alta remocgdo em estagdes de tratamento e em estudos realizados, de
até 99% (BERNA et al., 1989; CLARA et al., 2007; LEON et al., 2006;
TEMMINK & KLAPWIJK, 2004).

A degradagdo do LAS por micro-organismos aerdbios é bem defi-
nida. Jiménez et al. (1991) trabalharam com um consdrcio de bacté-
rias aerdbias em suspensdo e LAS com o anel aromatico marcado com
carbono 14 (**C). Constataram que 25% do "*C foram convertidos em
CO,.Ja Dong et al. (2004) avaliaram a degradagdo do LAS por bac-
térias aerdbias heterotroficas Parvibaculum lavamentivorans, e houve
a formagdo do acido sulfofenil carboxilato (SPC) e do 4cido sulfofenil
dicarboxilato (SPAdC) como produtos intermedidrios da degradagao
primaria e ao final, da formagio de H,0, CO, e SO,

Em ambiente anaerdbio, embora vérios trabalhos apontem para
uma taxa pouco significativa e demorada do LAS, ndo hd consenso
sobre a sua biodegradagdo. Sdo destacadas a sua precipitagdo, como
sais de calcio e magnésio, e a sua adsor¢do ao lodo e sélidos suspensos
como os principais mecanismos de sua remogao (BERNA et al., 1989;
GARCIA et al., 2005; JANSEN, 1999; TEMMINK & KLAPWIJK, 2004;
WATERS; HOLT; MATTHIJS, 1989; WOLF & FEIJTEL, 1998). Garcia
et al. (2005) quantificaram a mineralizagdo de 5% dos homélogos C, ,
C,, e C,, em ambiente anaerdbio, além da formagio de SPC em con-
centragio de 0,25 mg.L; entretanto, esses resultados foram atribuidos
a difusdo de oxigénio na biomassa durante a preparagao dos reatores,
que provocou uma pequena degradagdo aerébia do LAS. Lara-Martin
et al. (2007) e Lara-Martin et al. (2010) quantificaram a degradagéo pri-
maria de 66 a 79% do LAS e a formagéo de 3 mg.L"! de SPC; também
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foram identificados outros intermedidrios para a degradagdo prima-
ria do LAS em ambiente anéxico/anaerébio, o dcido metil sulfofenil
carboxilato (Me-SPC) e o 4cido 4-metil dicarboxilato (Me-SPdC).
Também sdo relatados na literatura efeitos toxicos ou inibitdrios do
LAS para os micro-organismos anaerdbios. Garcia et al. (2005) e Garcia
et al. (2006) quantificaram a inibi¢ao de 15 e 5% na produgio de biogas
para concentragdes de 30 mg.L" doshomélogos C, e C ,, respectivamente;
e para 0 homologo C,, ocorreu aumento na produgio do biogés. Para a
mistura comercial do LAS, o qual contém quase que predominantemente

os homdlogos C, a C,,,a concentragdo de 14 mg.L" induziu a inibigdo de

13
50% da produgio do biogas pelos micro-organismos anaerébios (IC, ), e
concentragdes menores ou iguais a 10 mg.L"! estimularam a produgéo de
biogas. No entanto Garcia-Morales et al. (2001) relataram que concentra-
¢oes de 6,3 e 18,9 mg.L* de LAS foram suficientes para inibir em 50% a
produgio de biogas pelos micro-organismos metanogénicos e acetogéni-
cos, respectivamente. Essa diferenga nos resultados sobre biodegradagio e
toxicidade do LAS para os micro-organismos anaerdbios mostra, portanto,
a existéncia de contradigdes. Assim, seria importante o aprofundamento
do tema para elucidar o comportamento do LAS em ambiente anaerébio.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a biodegradac¢io dos
homdlogos do LAS utilizando reatores em escala de bancada com bio-
massa em suspensdo e adaptada a altas concentragdes de LAS, acima

dos valores de IC_, para micro-organismos anaerobios.

50”

METODOLOGIA

Reagentes

O padrao do LAS foi obtido na CEPSA Quimica (San Roque, Espanha),
cujas caracteristicas eram: percentual de matéria ativa de 25,5% e com-
C,,C,eC,, de 14,1; 31,6; 30,2 e 23,0%,

respectivamente. Os padroes dos acidos graxos volateis (AGV) e dos

posi¢do de homdlogos C

100 117 13’

alcoois etanol e n-propanol foram adquiridos na Merck; e os padrdes
dos gases com pureza de 99,99% (mol.mol "), na White Martins.

Os reagentes utilizados, proprios para as analises cromatograficas,
acetonitrila, dcido etanoico e trietilamina, também foram obtidos na
Merck. A dgua usada em todo o trabalho foi purificada em sistema
Milli-Q® Reference da Merck Millipore.

Inoculo

Olodo utilizado como indculo foi obtido de um reator anaerdbio tipo UASB
(fluxo ascendente e manta de lodo) em escala plena, de uma estagio de tra-
tamento de esgotos localizada no bairro Mangueira, no Recife, Pernambuco.
A sua concentragio de sdlidos suspensos volateis era de 30 g.L . Esse lodo
foi utilizado no experimento inicial na forma dispersa (1%) em frascos de
100 mL (volume util de 70 mL), para diminuir o efeito da adsor¢do do LAS

e melhor quantificar a degradagdo bioldgica do composto.
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Equipamentos

A quantificagdo do LAS foi realizada em um cromatdgrafo liquido Agilent
series 1100 com injetor de amostras automatico, compartimento termos-
tatizado para a coluna, detector de fluorescéncia e coluna analitica Agilent
ChromSep-C ; SS de 250 mm x 4,6 mm x 5 um. A extragio do LAS da
biomassa suspensa ocorreu mediante um aparato soxhlet. CH,, CO,, AGV
e alcoois foram quantificados em um cromatégrafo gasoso Agilent 7890A,
com detector de condutividade térmica (CH, e CO,) e ionizagdo de chama
(AGV e dlcoois). As colunas analiticas utilizadas foram HP-PLOT/Q de
30 m x 0,535 mm x 40 pm, para CO, e CH,; DB-WAXetr de 30 m x
0,53 mm x 1 um, para etanol; e TR-WAX de 30 m x 0,25 mm X 0,25 um,
para AGV. O crescimento microbiano foi medido por espectrofotometria

em um equipamento HACH DR 2010.

Métodos analiticos
As condigbes cromatograficas para a separagio e quantificagio dos homo-
logos do LAS consistiram de fase mével composta de um solvente A e um
solvente B, compostos de dgua e acetonitrila, respectivamente. Para o sol-
vente A foi acrescido trietilamina e dcido etanoico para concentragio de
5 mM. A separagao do LAS foi realizada com elui¢ao gradiente, que se ini-
ciou com 30% do solvente B até atingir 60% ao final de 20 min, com fluxo
de 1 mL.min"". A temperatura da coluna foi de 40°C; o volume de amostra
injetada, de 100 uL; e a detecgdo ocorreu por fluorescéncia, com compri-
mento de onda de excitagdo de 230 nm e de emissao de 290 nm. O método
de separagdo cromatogréfico foi o usado por Silva et al. (2009), adaptado de
Berna et al. (1989). Antes da introdugao no cromatdgrafo para a quantifica-
¢40 do LAS, as amostras foram filtradas em membrana de néilon de 0,45 pm.
A extragdo do LAS da biomassa suspensa foi realizada durante 8 h usando
150 mL de metanol como solvente de extragdo, em um aparato soxhlet.
Para a quantificagio do biogas, foi empregada a padronizagio externa, na
qual os percentuais de biogés nos reatores foram comparados com as concen-
tragdes percentuais de uma mistura padrao desses gases. Na cromatografia,
utilizou-se hidrogénio como gas de arraste ao fluxo de 2 mL.min™. As tem-
peraturas do injetor, detector e forno da coluna foram fixadas em 250, 300
70°C, respectivamente. O volume de amostra injetada foi de 500 pL a razao
de split de 30:1. O método foi adaptado do ASTM D1945-03 (ASTM, 2003).
Para a quantificagdo dos alcoois se empregou hidrogénio como gas
de arraste ao fluxo de 2 mL.min". As temperaturas do injetor e detector
foram fixadas em 150 e 250°C, respectivamente. Para o forno da coluna
foi aplicado um gradiente de temperatura que se iniciou em 40°C e
depois de 6 minutos passou para 180°C a 50°C.min"! e permaneceu dessa
maneira por 5 minutos. O volume injetado foi de 1 puL da amostra aquosa
no modo splitless. A prepara¢io da amostra se deu pela adigdo de 35 uL.
de n-propanol (padrio interno) a 1 mL da amostra filtrada em filtro de
nailon de 0,45 um. O método (8501 D) foi adaptado de USEPA (2003).
Para a quantificagdo de AGV foi usado hidrogénio como gas de arraste

ao fluxo de 1,34 mL.min"'. As temperaturas do injetor e detector foram de

(n, Eng Sanit Ambient | v.22 n.2 | mar/abr 2017 | 391-401

250 e 300°C, nessa ordem. Para o forno da coluna, aplicou-se um gradiente
de temperatura que comegou em 100°C e depois de 1 minuto passou para
150°C a 8°C.min"! e permaneceu assim por 1 minuto, voltando a subir
para 200°C a 35°C.min’!, permanecendo nessa condi¢do por 1 minuto.
O volume de amostra injetada foi de 1 pL no modo split a razdo de 10:1.
A preparagao da amostra consistiu em adicionar em um tubo de vidro
de 10 mL 1 g de cloreto de sédio, 2 mL da amostra, 100 L de 4cido sul-
furico a 2 mol.L, 200 pL de 4cido croténico (padrio interno) e 0,6 mL
de éter dietilico. A amostra foi agitada em vortex por 5 minutos, e 1 pL
da fase etérea foi injetada no cromatdgrafo a gas (MORAES et al., 2000).

O crescimento microbiano foi avaliado pela retirada de uma aliquota
de 3 mL da amostra, a qual foi transferida para um tubo Falcon de 10 mL
e centrifugada para a separagdo do pellet. O sobrenadante foi descartado,
e o pellet, redissolvido em 3 mL de 4gua ultrapurificada e homogeneizado.
Em seguida, o crescimento microbiano foi quantificado por espectrofoto-
metria no comprimento de onda de 600 nm (APHA; AWWA; WEE 2005).

Procedimentos experimentais

Ensaios 1e 2 : adaptacao, selecdo e crescimento dos
micro-organismos em diferentes concentracées
de alquilbenzeno linear sulfonato e etanol
Antes da avaliagdo da remogao do LAS em reatores em escala de ban-
cada, foram realizados ensaios de adaptagdo e sele¢io dos micro-orga-
nismos para concentragdes de LAS (substrato) acima de IC, para os
micro-organismos anaerdbios (6,3 a 18,9 mg.L! de LAS), na presenca de
diferentes concentracdes de etanol (cossubstrato). Para isso, foram feitos
ensaios preliminares para determinar a concentragio de LAS acima de
IC,, (Ensaio 1A) e a minima concentragio de etanol (Ensaio 1B), que
manteriam os micro-organismos ativos durante a sua adaptagdo ao meio
contendo concentragdes de LAS acima de IC, . Determinadas as concen-
tragdes-limite de ambos, que ndo resultassem em inibi¢ao da atividade
ou em retardamento do crescimento dos micro-organismos, aconteceria
em seguida o ensaio de crescimento dos micro-organismos (Ensaio 2).
As concentragdes-limite de LAS (acima de IC, ) e etanol (necessérias para
manter os micro-organismos ativos) que promovessem a selecao, a adapta-
¢ao e o crescimento dos micro-organismos foram determinadas usando-se
a técnica das diluicoes decimais seriadas (BROUWER, 1991). Essa técnica
consistiu em diluir (% em v/v) em um frasco de 100 mL 1% do indculo bruto
em uma soluc¢do contendo 15% de nutrientes, 54% de LAS e mais etanol,
deixando 30% como headspace para acimulo de biogas (FLORENCIO et al.,
1993; LUCENA et al., 2011). Desse frasco, foi retirada uma nova aliquota
de 1% e novamente diluida em um novo frasco com volume e composi¢io
iguais ao primeiro, entretanto sem o indculo bruto. Assim aconteceu suces-
sivamente por mais quatro vezes consecutivas, totalizando seis dilui¢des.
Para o Ensaio 1A foram realizadas sete determinagdes (sete concentra-

¢Oes de LAS), e para o Ensaio 1B, trés determinacdes (trés concentrages de
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etanol), com cada determinagéo realizada em triplicata. Como o objetivo
do Ensaio 1A era determinar a méxima concentracio de LAS, manteve-se
fixa a concentragdo de etanol em 460 mg.L", como proposto por Gusméo
(2005), para o crescimento inicial de micro-organismos; e utilizaram-se 7
diferentes concentragdes de LAS: 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 40 mg.L'*. Essas con-
centragdes de LAS abrangem as faixas comumente encontradas em efluen-
tes domésticos (BERNA et al., 1989; FEIJTEL et al., 1996) e as utilizadas
em trabalhos realizados em escala de laboratério (GARCIA et al., 2005;
GARCIA et al., 2006; MOSCHER & MEYER, 2002).

No Ensaio 1B, procurou-se determinar a minima concentragio de

etanol, que, associada & méxima concentragao de LAS obtida no Ensaio

1A, manteria os micro-organismos ativos. Para tal propésito, os micro-
-organismos foram submetidos a condi¢des mais drésticas, com a diminui-
¢do da concentragdo de etanol (cossubstrato). A menor concentragéo foi
determinada testando-se trés concentragdes de etanol: 50, 100 e 200 mg.L ™.

A atividade dos micro-organismos nas diferentes concentragoes de
LAS e etanol foi baseada na metodologia de Liu (1981) e Liu, Thomson
e Kaiser (1982). A mudanga de cor da resazurina indicou a faixa de
potencial redox para que a desidrogenase microbiana se mostrasse ativa.

Depois de selecionadas as concentragdes-limite de LAS e etanol, foi
feito o Ensaio 2, de aumento da biomassa celular (Figura 1). Esse ensaio

foi necessério para obter maior quantidade de biomassa para o Ensaio 3,

15% (15 mL)

Diluicoes seriais para obtencdo da biomassa

m 15% (75 mL) >

m 15% (150 mL) >

Aumento da biomassa celular

Indeulo bruto

1% (1 mL)

Primeira diluicdo decimal
seriada (frasco de 100 mL)

i 1% (1mL)

Segunda diluicdo decimal
seriada (frasco de 100 mL)

i 1% (1 mL)

Sexta diluicdo decimal
seriada (frasco de 100 mL)

centrifugados

Aumento da biomassa
(frasco de 500 mL)

centrifugados

Crescimento da biomassa
(frasco de 1.000 mL)

25 mglL'de LAS +
200 mg.L" de etanol
(reatores teste)

<% GAmD

200 mg.L'de etanol
(reator controle)

Pellets

25 mglL’de LAS +
200 mg.L" de etanol
(reatores teste)

54% (270 mL)

200 mg.L'de etanol
(reator controle)

Pellets

25mglL’de LAS +
200 mg.L" de etanol

(reatores teste)

200 mg.L'de etanol 1
(reator controle)

394

Eng Sanit Ambient | v.22 n.2 | mar/abr 2017 | 391-401

Figura1- Procedimento de dilui¢des seriadas do Ensaio 2 para obten¢ao de biomassa para os reatores.
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de modo que novas dilui¢oes decimais seriadas fossem realizadas,
seguindo procedimento semelhante ao dos ensaios 1A e 1B. Com as con-
centragdes de LAS e etanol definidas, quatro novos procedimentos de
dilui¢des decimais seriadas ocorreram, em triplicata. Um deles foi para
obter biomassa suficiente para o reator controle e trés para os reatores
teste. Todos seguiram exatamente os mesmos procedimentos anteriores,
com 6 dilui¢oes em frascos de 100 mL. Nesses quatro procedimentos,
a biomassa da ultima diluigdo decimal seriada de cada um foi separada
da fase liquida por centrifugacio, e os pellets de cada triplicata foram
colocados juntos, homogeneizados e transferidos gradativamente para
4 frascos com volume de 500 mL cada e, em seguida, para 4 frascos de
1.000 mL cada. Esses tinham composi¢do percentual idéntica a dos fras-
cos de 100 mL, entretanto, sem o indculo bruto e agora com a maior e
menor concentracdes de LAS e etanol, respectivamente.

Depois, os pellets dos 4 frascos de 1.000 mL foram mais uma vez
transferidos para 4 garrafas de vidro com volume total de 4 L cada
(volume util de 2.800 mL), utilizadas como reatores, sendo 3 (reatores
teste, triplicata) com composi¢do percentual idéntica a dos frascos de
100 mL, mas também sem o indculo bruto e com a maior e a menor
concentragdes definidas de LAS e etanol, respectivamente; e um quarto
reator (controle) idéntico, diferindo apenas por néo ter recebido a adi-
¢do de LAS. Esse foi utilizado como controle para avaliar um eventual
efeito toxico do LAS sobre os micro-organismos. O experimento com

0s 4 reatores de 4 L cada constituiram o Ensaio 3.

Ensaio 3: avaliacdo da degradacao do alquilbenzeno
linear sulfonato em reatores em batelada

Para a avaliagdo da degradagdo primaria dos homoélogos do LAS (Ensaio 3),
foi realizado o monitoramento do crescimento dos micro-organismos
na presenca de LAS e do cossubstrato etanol enquanto presente, da for-
magao de acidos graxos volateis, do consumo do etanol e do potencial
redox. Esse monitoramento, tanto nos reatores teste quanto no reator
controle, foi realizado diariamente. Ao final dos 90 dias do experimento,
foi medido o percentual de biogas acumulado no headspace de todos os
4 reatores de 4 L cada. Os reatores foram mantidos a temperatura con-

trolada a 30+2°C e sem realimentacio de substrato ou cossubstrato.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Adaptacdo e crescimento dos micro-organismos

em diferentes concentracées de alquilbenzeno

linear sulfonato e etanol

A concentragdo maxima de LAS acima de sua IC_ para micro-organis-
mos anaerébios e a minima concentragio de etanol, entre as que foram
testadas no Ensaio 1A e que mantiveram os micro-organismos ativos,

foram de 25 e 200 mg.L", respectivamente. Nas concentragdes de 50 e
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100 mg.L" de etanol, nio foi observado o crescimento dos micro-orga-
nismos para quaisquer concentragdes de LAS. Esses resultados foram
constatados pela mudanga de cor do corante resazurina, indicador de
potencial redox.

Quando a desidrogenase microbiana se mostra ativa, o indicador
passa de azul a rosa e, por fim, incolor. Logo, isso indica atividade micro-
biana e também mudanga do potencial redox do meio (LIU, 1981; LIU;
THOMSON; KAISER, 1982). Desse modo, foi possivel determinar as
concentragdes-limite de LAS e etanol nas quais os micro-organismos
se mantiveram ativos.

Nas concentragdes de 50 e 100 mg.L ! de etanol ndo ocorreu mudanga
da coloragdo rosa do meio, sugerindo que essas concentragdes de cos-
substrato eram muito baixas para permitir desidrogenase microbiana
significativa. E possivel também que tenha acontecido influéncia do
LAS na toxicidade do meio para os micro-organismos anaerébios.
Esses resultados mostraram que nesse ambiente deve haver propor¢ao
maior do que 4:1 entre a minima concentragdo de cossubstrato de facil
degradagdo e a maxima concentragdo de LAS, respectivamente, para
permitir a atividade dos micro-organismos.

O aumento dos micro-organismos para o Ensaio 3 foi realizado
em frascos de 500 mL e 1.000 mL. Os micro-organismos apresentaram
crescimento satisfatorio apds 30 h, quantificados a partir da absorban-
cia da suspensiao em 600 nm. Com esse resultado, os micro-organismos
foram transferidos dos frascos de 500 mL para os de 1.000 mL ap6s

30 h, e desses para os de 4 L, também apds mais 30 h.

Avaliacao da degradacao do
alquilbenzeno linear sulfonato nos
reatores em escala de laboratorio (Ensaio 3)

Monitoramento do crescimento microbiano
Na Figura 2 é apresentado o crescimento microbiano na presenga de etanol
durante os quatro primeiros dias, comparando-se os resultados do reator
controle, sem adi¢do de LAS, com os dos reatores teste de 4 L (triplicata),
com adi¢do de 25 mg.L"! de LAS. Tal monitoramento ocorreu com maior
frequéncia de andlises nesses 4 primeiros dias do experimento total, de
90 dias, em fungdo do rapido consumo do cossubstrato (200 mg.L* de
etanol). Nesse periodo também foi observado o crescimento exponencial
dos micro-organismos nos reatores com e sem LAS. Para avaliar se houve
diferenga significativa entre ambos os tipos de reatores, os resultados do
periodo foram submetidos ao teste t de Student (n=7). O valor de t-cal-
culado (0,389) foi menor do que o de t-tabelado (1,782), o que quer dizer
que ndo houve diferenca significativa (p=0,05 e 12 graus de liberdade).
O crescimento exponencial nos dois tipos de reatores ocorreu entre
24 ¢ 48 h e foi associado ao rapido consumo do etanol no periodo; ao
final do quarto dia, a degradagdo atingiu 100%. Os resultados nos reatores

teste sugeriram que, em principio, ndo se deu toxicidade pela presenga
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do LAS no meio durante os primeiros quatro dias. Para o periodo do
quinto ao nonagésimo dia sem a presenga de etanol, mas somente de LAS
nos reatores teste, o crescimento microbiano (em unidades de absorban-
cia) desenvolveu-se conforme mostra a Figura 3. Nos reatores teste, a
biomassa decresceu acentuadamente do quinto (0,14+0,02) ao décimo
nono dia (0,11£0,01) (patamar I), permanecendo relativamente cons-
tante até o quinquagésimo quarto dia (0,10+0,01) (patamar II). Isso pode
ser explicado, em primeiro lugar, por efeito toxico ou inibitério do LAS
e/ou intermediarios na atividade dos micro-organismos anaerébios.
No reator controle, esse decaimento foi menos expressivo, e a quanti-
dade de micro-organismos permaneceu maior do que a dos reatores
teste. A toxicidade do LAS para micro-organismos anaerobios tem sido
relatada por alguns autores (GARCIA et al., 2005; GARCIA et al., 2006;
MOSCHER & MEYER, 2002), entretanto Khleifat (2006) apontou a bio-
degradagdo primdria do LAS por cocultura anaerébia facultativa cons-
tituida de Pantoea agglomerans e Serratia odorifera 2.

Em segundo lugar, o decaimento microbiano nos reatores teste do
quinto dia em diante pode ser explicado pela dificil degradabilidade do
LAS, especialmente para os micro-organismos ainda nao adaptados, favo-
recendo a predominéncia e o crescimento somente daqueles mais adapta-
dos e capazes de utilizd-lo como fonte de energia. De qualquer modo, essa
populagio era pequena e, associado a dificuldade de degradagao do LAS,
o seu crescimento ocorreu de forma lenta. Do quinquagésimo quarto dia
(0,10+0,01) ao sexagésimo primeiro dia (0,12+0,02) (patamar III), acon-
teceu mais uma vez um pequeno crescimento microbiano, que pode ser
vinculado a liberagdo de substrato por lise celular nos dias que o antece-
deram, de maneira particular acetato, e que foi rapidamente consumido
(Figura 4). Apds o sexagésimo primeiro dia (patamar IV) observou-se

novamente decaimento dos micro-organismos.

Toxicidade do alquilbenzeno linear

sulfonato para os micro-organismos

Na Figura 4 sdo apresentadas as concentragdes de acetato no reator
controle (Figura 4A) e nos reatores teste (Figura 4B). No reator con-
trole, a concentragio de acetato nos primeiros 4 dias de experimento,
nos quais ainda havia etanol, atingiu o maximo de 20,9 mg.L", ao
passo que nos reatores teste o maximo foi de 6,7+0,7 mg.L'. Apos o

total consumo do etanol, a concentragio de acetato no reator controle
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Figura 3 - Crescimento microbiano na presenca de etanol com
concentragao inicial de 200 mg.L" nos reatores teste com adicao de
25 mg.L" de alquilbenzeno linear sulfonato (n=3, barras significam
erros padrdes das triplicatas) e no reator controle (sem adicao de
alquilbenzeno linear sulfonato), durante o periodo do quinto ao
nonagésimo dia (Ensaio 3).
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foi detectada no periodo do quadragésimo ao nonagésimo dia com
maximo de 21,9 mg.L"! no septuagésimo sétimo dia. Nos reatores
teste ndo se pode afirmar que, apds o periodo de quatro dias iniciais,
ocorreu a formagédo de acetato, pois os desvios padrdes das medidas
foram altos e sempre incluiram o valor zero. Portanto, observou-se
que o LAS presente nos reatores teste afetou negativamente a ativi-
dade dos micro-organismos acetogénicos. Esses resultados corro-
boram os descritos por Garcia-Morales ef al. (2001), os quais cons-
tataram inibi¢do de 29% da atividade acidogénica em estudo com
concentragdo de 10 mg.L"' de LAS.

Os micro-organismos metanogénicos também foram afetados pela
presenga do LAS. O percentual de biogds acumulado ao final dos 90 dias
de experimento no headspace do reator controle (sem LAS) foi de 5,64%
(mol.mol*) de CH ,€5,13% (mol.mol™) de CO,; enquanto nos reatores
teste (com LAS) nao foi detectada a presenca de CH,, sendo quantifi-
cado apenas CO,, com percentual de 7,5+0,2% (mol.mol!). Esses resultados
confirmam os descritos por Garcia-Morales et al. (2001), Garcia et al.
(2005) e Garcia et al. (2006), que constataram que a metanogénese e a
acidogénese podiam ser reduzidas em até 50% quando a concentragao
de LAS era de 6,3 mg.L" e 18,9 mg.L"* (IC, ), respectivamente. A con-
centragdo de LAS utilizada no presente experimento foi de cerca de
30 mg.L’, muito acima do IC,, determinado nos trabalhos citados, o
que levou unicamente & produgao de CO2 nos reatores teste, por conta
do efeito toxico do LAS sobre os micro-organismos metanogénicos e
acidogénicos.

O CO, acumulado nos reatores com LAS e no controle resultou no
consumo do etanol e na endogenia microbiana — é possivel ainda que
tenha ocorrido a degradagdo do LAS por processo aerébio (GARCIA
et al., 2005) e anéxico/anaerébio (LARA-MARTIN et al., 2010), ja

que nos dois primeiros dias ambos os tipos de reatores apresentaram
potencial redox positivos, o que indicou alguma presenga de oxigénio
no interior dos reatores. A presenca de oxigénio residual aconteceu
durante a preparagdo dos reatores, permitindo a entrada e a difusao
pela biomassa e a solugdo de nutrientes antes da inoculagdo. A presenga
de oxigénio residual nos reatores s6 foi mensurada nos dois primei-
ros dias e, a partir desse, o ambiente tornou-se estritamente anaero-
bio, com potenciais redox condizentes com tal ambiente. No entanto,
outros filos de bactérias podem ter atuado de forma a degradar pri-
mariamente o substrato (LAS) e mineralizar o cossubstrato (etanol)
em CO,, sobretudo nos reatores teste, ja que no inéculo utilizado foi
identificada, em outros trabalhos, a existéncia de seis diferentes filos
de bactérias (LUCENA et al., 2011).

Degradacao dos homologos do

alquilbenzeno linear sulfonato

Na Figura 5 é apresentada a variagdo da concentra¢io de cada homo-
logo constituinte do LAS ao longo dos 90 dias de experimento, em
termos percentuais em relacdo a concentragio inicial. A Tabela 1
exibe um balan¢o de massa para a degradagao bioldgica dos homé-
logos, para diferentes subperiodos do Ensaio 3. A degradagio de cada
homaologo foi distinta em termos de massa e tempo. Os subperiodos
expostos referem-se aqueles nos quais houve diferenga significativa
de massa entre o inicio e o fim, resultando-os diferentes para cada
homologo. A remogdo somente por biodegradagao anaerébia, de
25+4 mg (8,6 mg.L') de LAS (homologos e isdmeros), correspondeu
a35+4% da massa inicial em 90 dias, no qual o processo de adsorgao
da biomassa foi reduzido significativamente pelo uso de lodo dis-

perso. Para os homologos, o percentual de degradagio no tocante a
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25 mg.L" de alquilbenzeno linear sulfonato (n=3, barras significam erros padrdes das triplicatas), durante os 90 dias de experimento (Ensaio 3).
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massa inicial de cada um deles foi de 17+5; 24+3; 31+14 e 49+4%,
C

A remogao do LAS total e de cada homologo ocorreu claramente

para C C,, e C,,, respectivamente.

10 117

mais por degradag¢ao bioldgica do que por adsor¢do, contudo, uma

pequena parcela da biodegradagao pode ter acontecido aerobica-
mente, por conta da difusdo do oxigénio molecular atmosférico na
biomassa e da solugdo de nutrientes durante a preparacao dos reato-

res, ocorrida antes da inoculagdo da biomassa. No primeiro dia do
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Figura 5 - Variacao percentual em relacdo a concentracgao inicial de cada homaélogo do alquilbenzeno linear sulfonato nos 90 dias de experimento
(Ensaio 3) (n=3, barras significam erros padrdes das triplicatas).

Tabela 1- Balanco de massa (mg) para alquilbenzeno linear sulfonato total e homélogos durante o periodo experimental (Ensaio 3) (n=3).

Fase aquosa (mg) Fase sélida (lodo) (mg)

Composto Periodo (dias) Degradacao (mg) Degradacao (%)
Inicial Adsorvida

Co 1-90 104+03 86104 001 1804 1745
1-40 227£02 192405 3506
C, 40-61 192405 172406 19+08

1-90 227£02 17206 003 55106 2443

C, 1-90 219+08 150430 007 70+£30 3114
1-2 16404 153+03 12405
2-8 153+0.3 140+£03 13+04
8-40 140+£03 13500 0503
G 40-61 135+00 10+05 25+05
61-90 11.0+05 82104 2707

1-90 164104 83104 014 8010 49+4

LAS 1-90 710£10 460130 025 250440 3514
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Ensaio 3, o potencial redox nos reatores teste e no reator controle
foi de 68+10 e 53 mV, respectivamente, corroborando, portanto, a
hipotese levantada. Do segundo até o nonagésimo dia, o potencial
caiu para -322481 e -366+73 mV, nessa ordem, apontando condi-
¢do estritamente anaerdbia nesse periodo. A indicagdo de remo-
¢do por degradagdo aerdbia de pequena parcela do LAS também
pode ser deduzida pelo balan¢o de massa (Tabela 1) — somente o
homologo C,, apresentou diminuigao de massa significativa entre
o primeiro e o segundo dia, periodo em que o potencial redox foi
positivo, com percentual de degradagao de 7+3% (1,2+0,5 mg).
A biodegradacio para cada subperiodo foi confirmada pelo teste t
de Student, aplicado para o nivel de confianga de 95% e 4 graus de
liberdade. Esse foi aplicado comparando a massa dos homdlogos
do LAS do dia antecessor com o sucessor.

A degradac¢io dos homdlogos do LAS seguiu a ordem de prefe-
réncia descrita: C,,>C ,>C, >C, . Essa ordem preferencial da degra-
dagéo é decorrente do efeito do impedimento estérico, ocasionado
pelo grupo fenilsulfonato, que por possuir densa nuvem eletronica
dificulta a transferéncia de elétrons entre o composto e os mediado-
res redox. Esse ¢ maior para os homologos com cadeias carbonicas
lineares menores, pois o grupo fenilsulfonato estd localizado muito
proximo do grupo metil, situado no fim da cadeia alquilica, em que
¢ iniciada a degradagido dos homologos. Esses resultados corroboram
os encontrados por Garcia et al. (2005) e Garcia et al. (2006), que

trabalhando com os homoélogos do LAS C , C, e C,, constataram

10’
que a maior degradagio foi para o homdlogo C,, e a menor para o
C,, indicando, por conseguinte, preferéncia da degradagio para os

homélogos com cadeia alquilica maior.

Adsorcado dos homdlogos do alquilbenzeno

linear sulfonato a biomassa dispersa

Uma pequena parcela de 0,35% do LAS inicial foi removida por
adsor¢do ao lodo disperso, alcangando um dos objetivos do expe-
rimento. Isso correspondeu & adsor¢do de 0,01; 0,13; 0,32 € 0,85%,
em relagdo a concentragao inicial de cada um dos homoélogos C, ,
C

preferencial da biodegradagio dos homélogos: C ,>C >C, >C,,

w C12 e CB, respectivamente. A adsor¢ao seguiu a mesma ordem
entretanto, a adsor¢do vem a comprometer a degradabilidade do
composto em sistemas de tratamento de efluentes anaerébios em
escala plena por conta da presen¢a maci¢a de lodo, passando o
processo de adsorgdo a ser o mais eficiente na sua remogio nes-
ses sistemas. Somado a isso, os homdlogos com maiores cadeias
alquilicas, que sdo os mais facilmente degradaveis, também séo os
mais adsorvidos no lodo, em func¢io da diminuigdo da sua solubi-
lidade na fase aquosa, na qual suas constantes de biodegradagéo

sdo consideravelmente maiores do que as da fase solida. Tais fatos

(n, Eng Sanit Ambient | v.22 n.2 | mar/abr 2017 | 391-401

sdo amplamente difundidos na literatura para lodo anaerébio e
diferentes tipos de sedimento (GARCIA et al., 2005; HERA, 2013;
LARSON et al., 1989).

CONCLUSOES

As concentragdes maxima de LAS e minima de etanol com as quais
0s micro-organismos se mantiveram ativos e em crescimento foram
25 € 200 mg.L, respectivamente. O etanol foi totalmente consumido
em quatro dias, periodo no qual o crescimento dos micro-organismos
foi exponencial. Apds o seu consumo, ocorreu diminui¢ao no cresci-
mento microbiano, que foi associada a efeitos inibitorios e/ou téxicos
do LAS, homologos e intermediarios.

A formagio de acetato foi inferior ao do reator controle e com
produgio apenas de CO,, confirmando que concentragio de LAS de
25 mg.L"! causa efeito inibitério e/ou téxico aos micro-organismos
acetogénicos e metanogénicos, quando em lodo suspenso disperso.

A ordem preferencial de biodegrada¢ao anaerdbia para os
homdlogos do LAS foide C, paraC ,,C  eC

de degradac¢io em relagdo a massa inicial de 49, 31, 24 e 17%, res-

com percentuais

12’ 10’

pectivamente. O percentual de adsor¢do a biomassa dispersa, que
seguiu a mesma ordem preferencial da degradacio, corroborou o
objetivo do experimento e foi de apenas 0,85; 0,32; 0,13 e 0,01%;
nessa ordem. O fato mostrou que, quanto menor a adsor¢io do
composto ao lodo, mais eficiente é a remogdo por degradagio
bioldgica, ainda que demorada nesses sistemas. No entanto, em
sistemas de tratamento anaerdbio em escala plena, a degrada-
¢do desse composto é comprometida pela quantidade macica de
lodo, e o processo de adsorc¢ao torna-se o principal mecanismo

de sua remocio.
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