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Abstract

Linear alkylbenzene sulfonate (LAS) is the most commonly used anionic surfactant in cleaning products. Due to its
wide distribution in domestic and industrial wastewater, its presence in microbial fuel cell (MFC) was evaluated
regarding the generation of electricity and removal of organic matter. A two-chambers, type “H”, MFC was
constructed in PVC, carbon cloths were used as electrodes and resistors of 100 Q and 1 KQ as external loads. The
anode chambers were filled with synthetic substrate and soil, enriched with sodium acetate, was used as inoculum.
The maximum power density generated by the MFC with LAS (MFC 2- 0.12 mW m™? and MFC 4- 1.31 mW m?) was
lower than the MFC without LAS (MFC 1 - 1.72 mW m 2 and MFC 3- 2.48 mW m). Removal of organic matter was
comparatively higher in the presence of LAS. Confocal laser scanning microscopy examinations carried out on the
electrodes revealed that the anodes of the MFC operating with LAS presented less biofilm on it despite presenting the
same bacterial diversity. We concluded that the LAS influenced the generation of electrical energy in these systems
and it occurred more intensively when external load was 1 KQ.
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Resumo

O linear alquilbenzeno sulfonado (LAS) é o surfactante aniénico mais comumente utilizado em produtos de limpeza.
Devido a sua ampla distribuico em efluentes domésticos e industriais, sua presenca na célula a combustivel
microbiana (CCM) foi avaliada quanto a gerag¢do de eletricidade e remogdo de matéria orgdnica. CCM de duas
cdmaras, tipo “H”, foram construidas em PVC, tecidos de carbono foram utilizados como eletrodos e resistores de 100
Q e 1 KQ como cargas externas. As cdmaras dos Gnodos foram preenchidas com substrato sintético e o solo
enriquecido com acetato de sddio foi usado como indculo. A densidade mdxima de poténcia gerada pelo CCM com
LAS (CCM 2- 0,12 mW m™? e CCM 4-1,31 mW m?) foi menor que a CCM sem LAS (CCM1 —1.72 mW m 2 e CCM 3- 2.48
mW m?). A remogéo da matéria orgdnica foi comparativamente maior na presenca de LAS. Os exames de microscopia
confocal por varredura a laser, realizados nos eletrodos, revelaram que os dnodos da CCM operando com LAS
apresentaram menos biofilme, apesar de apresentarem a mesma diversidade bacteriana. Concluimos que o LAS
influenciou na geragdo de energia elétrica nesses sistemas.

Palavras chave: bioenergia, detergentes, eletricidade, matéria organica.

Introdugdo

Linear alquilbenzeno sulfonado (LAS) é um surfactante anibnico amplamente usado na
formulacdo de produtos de limpeza e frequentemente atingem o ambiente devido a falhas de
gerenciamento de efluentes liquidos domésticos e industriais. O LAS pode impactar
negativamente o ambiente aquatico devido a formacdo de espumas em rios, reduzindo a
disponibilidade de oxigénio para diversas espécies (Guan et al., 2016). Em estacOes de tratamento
de esgoto, o LAS pode ser degradado, no entanto, devido a sua porc¢ao hidrofilica, uma parcela
desse surfactante permanece adsorvido no lodo que, geralmente, é depositado em aterros
sanitdrios (Gong et al., 2016).

O LAS é uma mistura de homadlogos e isdmeros com 10 a 16 atomos de carbonos. As variacdes
mais comuns tém de 10 a 13 carbonos em cadeia linear, o que os tornam mais biodegradaveis. O
grupo fenil, presente na molécula, pode ocupar a posicdo de qualquer um dos carbonos,
excetuando-se o primeiro e o ultimo (Budikania et al., 2015).

A molécula de LAS pode ser usada como fonte de carbono por bactérias aerébias e anaerdbias,
especialmente, quando ndo hd outra fonte de carbono disponivel. Muitos trabalhos sobre a
biodegradacao da LAS vém sendo desenvolvidas em condi¢Ges anaerdbias (Duarte et al., 2010;
Okada et al., 2013).

A Célula Combustivel Microbiana (CCM) é um biorreator que viabiliza a conversdo de energia
quimica em energia elétrica originada na quebra de ligagdes quimicas presentes na matéria
organica como consequéncia do metabolismo de microrganismos denominados
exoeletrogénicos. A CCM pode produzir eletricidade ao degradar compostos organicos presentes
em 4aguas residuarias (Khater et al., 2017). Este biorreator é objeto de intensa investiga¢do
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cientifica e também pode ser modificado para a producdo de hidrogénio e aplicado como
biossensor (Logan et al., 2015), entre outros usos.

Devido a comum presencga de LAS em diferentes aguas residuarias em varias regides do mundo,
em especial as menos desenvolvidas economicamente, este estudo objetivou analisar a influéncia
do LAS na geracdo de eletricidade e remocdo de matéria organica. Para este fim, optamos por
uma configuracdo de CCM de construcdo simples e de baixo custo, no contexto da promocao e
disseminacdo do uso de equipamentos “DIY - do it your self”. A CCM do tipo H usada possui duas
camaras e foi operada com duas cargas externas diferentes e resistivas.

Métodos

Configuracéo da Célula Combustivel Microbiana - CCM

A CCM tipo H, de duas cameras, foi construida em tubos de PVC de uso residencial, com 150 mm
de didametro e capacidade de 7L em cada camara. As CCM foram operadas sem mediadores
guimicos para direcionar dos elétrons para o anodo e em 4 condigOes distintas: 1) CCM 1 - sem
adicdo de LAS; 2) CCM 2-LAS, com adicdo de LAS, ambas com carga externa resistiva de 1KQ e 3)
CCM 3, sem adicdo de LAS e 4) CCM 4 — LAS, com adicdo de LAS, ambas com resistor de 100 Q.
CCM 1 e CCM2-LAS operaram por 17 dias, CCM 3 e CCM4-LAS por 29.

Na camara catddica, ar foi fluxionado por meio de uma bomba de aqudrio (Sharma e Kundu,
2010). A membrana de troca de ions H* foi, similarmente, de confeccdo prépria baseada em agar
bacteriolégico, com 150 mm de didametro e 6 cm de espessura (Cheng et al., 2006).

Fragmentos retangulares de tecidos de carbono foram usados como eletrodos. O anodo foi
composto por trés partes de tecido, duas medindo 14 x 30 cm cada e uma medindo 5x30cm. O
catodo foi composto por duas partes de 14 x 30 cm cada.

Indculo e substrato

As camaras anddicas foram inoculadas com 1000g de substrato comercial de jardim, denominado
neste trabalho como solo, previamente enriquecido com solucdo de acetato de sédio (Lee et al.,
2003), e entdo preenchidas com 7000 mL de substrato sintético descrito por Carosia et al. (2014),
excluindo-o se o componente sabdo em pd. As camaras catddicas foram preenchidas com 7 L de
solucdo tampao fosfato com pH 7.5 (Mohan et al., 2008).

As CCM 2-LAS e CCMA4-LAS iniciaram as operac¢des com 13 mg L™ de LAS. Em 173 horas e 192
horas de operacdo foram adicionados 26 mg L' de LAS nas CCM2-LAS e CCMA4-LAS,
respectivamente. Em 316 horas e 325 horas de operacdo foram adicionados 52 mg L'* de LAS nas
CCMA4-LAS e CCM2-LAS, respectivamente.
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Medidas Eletroquimicas
Valores de tensdo elétrica na carga externa foram adquiridos por meio de multimetro digital
(MINIPA ET-2517A) e respectivos acessoérios para interface com um computado pessoal (PC), em
intervalos de 1 hora.

A corrente elétrica foi calculada a partir da lei de ohm (U=IR) e a poténcia elétrica pela férmula
P=UI, na qual U(V) é a tensdo elétrica, R(Q) é a resisténcia externa, I(A) é a corrente elétrica e
P(W) é a poténcia elétrica. Densidade de poténcia (mWm<2) e energia acumulada (mWhm2) foram
calculadas em relacdo a area projetada de superficie do anodo. A razao da eficiéncia coulombiana
foi baseada na formulacdo preconizada por Logan et al. (2008).

No inicio e final da operacdo da operacao da CCM, foram determinados a matéria organica do
substrato de forma indireta pela Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) por meio de
espectrometria (kit DQO HACH®) e pH (APHA, 2005).

A determinacdo da concentracdo de LAS dissolvido foi realizada pelo método de substancias
reativas ao azul de metileno (MBAS) seguindo protocolo de Jurado et al. (2006). O LAS adsorvido
no indculo por meio da extracdo com metanol (Duarte et al., 2006).

Determinacéo da capacidade de adsor¢cdo do eletrodo

Adsorc¢do de LAS no eletrodo foi avaliada com amostras do tecido de carbono (1 cm?) em contato
com 200 mL de solucdo de LAS (1g L'!) por 24 horas. A concentracdo de LAS na solu¢do foi medida
no inicio do ensaio e apds 24 horas para fins de sequente calculo do balanco de massa.

Andlises da Comunidade Microbiana

Microscopia

Os biofilmes dos anodos das CCM3 e CCM4-LAS foram corados com fluordforo DAPI e analisados
em Microscopia Confocal de Varredura a Laser (LSCM) usando a linha laser 405 com poténcia de
10%, na faixa de emissao de 450-550 nm, em um equipamento modelo LEICA TCS SP8q. Os anodos
escolhidos foram os relativos a operacdao com resistor de 100 Q, que apresentaram os melhores
resultados quanto a producdo de energia elétrica. O controle negativo (tecido de carbono ndo
utilizado na operagdo da CCM) foi corado e ndo apresentou autofluorescéncia com o fluoréforo
(DAPI).

Diversidade bacteriana

Extragdo e Amplificagéo do DNA

O solo enriquecido com acetato foi usado como indculo apds a separacdo da solucdo de acetado
por meio de centrifugacdo. Ao solo, foi adicionado substrato sintético e ou substrato sintético
mais LAS por 24 horas para adaptacdo e inserido na camara anddica. O DNA dos inéculos (solo
enriquecido ap6s adaptacao), dos biofilmes dos anodos e do sedimento da camara anddica das
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CCM 3 e CCMA4-LAS (final da operagdo) foram extraidos usando o protocolo fenol-cloroférmio
(Tsai et al., 1991). O DNA foi purificado usando o kit de purificagdo de DNA Genomic GenelET
(Thermo Scientific, Lithuania, EU). O gene RNA ribossomal 16S foi amplificado usando o conjunto
de iniciadores 954f (5’ GCA CAA GCG GTG GAG CAT GTG G 3’) com GC-clamp e 1369r (5’ GCC CGG
GAA CGT ATT CAC CG 3’) (Yu e Morrison, 2004).

Eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE)

Aliquotas de 15 ul do material amplificado foi aplicado em gel de poliacrilamida com gradiente
de desnaturacdo de 40-60% (Muyzer et al., 1993). A eletroforese foi realizada a 60 2C e tensao
elétrica constante de 60 V durante 18 horas utilizando do DCode Universal Mutation Detection
System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA). Sequencialmente, o gel foi corado com nitrato de
prata. Os perfis foram alinhados e a presenca/auséncia de bandas foi usada para analise de
agrupamentos usando o método UPGMA (Sneath e Sokal, 1973). O coeficiente de similaridade
de dados foi analisado usando PAST versdo 2.17 (Hammer, 2001).

Resultados e Discussao

Resposta elétrica das CCM

A CCM 1, operada com um resistor de 1 KQ, produziu uma densidade de poténcia maxima de 1,72
mW m2 (Figura 1). A média da densidade de poténcia durante a opera¢do foi de 0,6 mW m™?
(Figura 1) e energia acumulada de 245 mWh m™ (Figura 3)
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Figura 1. Densidades de poténcia da CCM 1 e CCM 2-LAS
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A operacdo da CCM2-LAS foi iniciada com 13 mg L™ de LAS e atingiu uma densidade de poténcia
maxima de 0.12 mW m (Figura 2 e a energia acumulada foi de 11.6 mWh m (Figura 3) .

A operacdo da CCM 3 usando resistor de 100 Q, produziu densidade de poténcia maxima de 2.48
mW m (Figura 2). A densidade de poténcia média durante a operacdo foi de 1.0 mW m2 e
energia acumulada foi de 691.44 mWh m, superior a CCM1 operada nas mesmas condi¢des.
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Figura 2. Densidades de poténcia da CCM 3 e CCM 4-LAS.

A CCM 4 - LAS operada inicialmente com 13 mg L apresentou densidade de poténcia maxima de
1.31 mW m=. A densidade de poténcia média durante a opera¢do foi 0.68 mWh m2 (Figura 2) e
a energia acumulada foi de 474.0 mWh m= (Figura 3). Com ambos resistores avaliados foram
verificadas alteracdes relevantes nas densidades de poténcia na operacdo com e sem LAS. Com
resistor de 1 kQ a CCM 1 e CCM2-LAS apresentaram energia acumulada de 245.0 mWh m?2 e 11.6
mWh m?2, respectivamente. Com resistor de 100 Q a CCM3 e CCM4 — LAS apresentaram energia
acumulada de 691.4 mWh m? e 474.0 mWh m?, respectivamente. Wen et al. (2011) também
observaram reducdo da densidade de poténcia quando utilizaram como substrato o surfactante
catiénico (Tween 80) na concentracdo de 80 mg L e 1g L de glicose. A CCM estudada foi de
camara Unica resultando na diminui¢do de densidade de poténcia de 0.6 W m™ para 5.2 W m=.
As CCM 2-LAS e CCM 4-LAS obtiveram eficiéncias coulombianas inferiores a CCM 1 e a CCM 3,
respectivamente.
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Figura 3. Energia acumulada por area do eletrodo da CCM 1, CCM 2-LAS, CCM3 e CCM 4-LAS ao longo da operagao
do reator

A massa de LAS adicionada nas CCM 2-LAS e CCM4 - LAS foi de 637 mg. Deste total,
aproximadamente, 300 mg (47%) estava adsorvida no solo usado como inéculo e 98 mg (15%)
permaneceu na fase aquosa no final da operacdo. O restante (38%) pode ter sido degradado ou
adsorvido pelo eletrodo. N3o foi possivel estimar a degradacdo pois de acordo com testes prévios,
o tecido de carbono demonstrou elevado poder adsorvente, com capacidade de adsorver até 3.75
g de LAS por centimetro quadrado. A adsor¢do do LAS no tecido pode ter reduzido a geracdo de
energia, dificultando a passagem de elétrons. Estes resultados ressonam com Yang et al. (2016),
gue avaliaram a adsorc¢do de acido humico pelo eletrodo de tecido de carbono e concluiram que
a intensa adsor¢do prejudicou a geracdo de energia. resultando numa menor densidade de
poténcia.

A raz3o entre as eficiéncias coulombianas da CCM3 e da CCM4 foi de 1.44 e entre CCM1/CCM2
de 7.65, em ambos os casos o possivel efeito do LAS foi de reduzir a poténcia média. No entanto,
verificou-se que no caso da utilizacao do resistor 1kQ (CCM1 e CCM2-LAS) o efeito do LAS foi mais
significativo.
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A remocéo de matéria orgénica e o pH

A DQO do substrato utilizado foi de 560 mg L'* e as maiores eficiéncias de remogdo de matéria
organica foram obtidas nas CCM operadas com LAS. As CCM 1 e CCM3 apresentaram eficiéncias

de 51.3% e 56. 25%, respectivamente. Eficiéncias mais elevadas foram obtidas no final da
operacdo das CCM2-LAS e CCM4-LAS (86.4% e 66.9%, respectivamente). Xu et al. (2015)
observaram remocdes de carbono organico total de 58.91% e bifenilas policloradas de 43.26%

em CCM sedimentar operadas com surfactantes na proporcdo (1:1) de SDS e Tween 80.

Os valores de pH ndo apresentaram variacbes intensas durante a operagcdo das CCM
permanecendo entre 6.7 e 7,8. Na CCM1, o pH varioude 7.2 a 7.8, CCM 2-LAS de 7.2 a 7.5, para
CCM 3 foide 6.8 a 7.7 e de 6.7 a 7.4 para CCM 4-LAS. Stein et al. (2010) e Peixoto et al. (2011)
afirmaram que, independente da configuracio da CCM ou fonte de carbono, o pH
aproximadamente 7 é o valor 6timo para operac¢do. Gil et al. (2003) observaram correntes
elétricas mais intensas em pH entre 7 e 8 em uma CCM com membrana de troca i6nica e bactérias
exoelétricas aderidas ao anodo e transferindo elétrons diretamente a este ndo requerendo
mediadores quimicos.

Biofilmes

No final da operagdo, amostras dos anodos da CCM3 e CCM4-LAS foram examinadas por
microscopia confocal a laser o que evidenciou a presenca de biofilme mais intensa sobre o anodo
da CCM3 (Figura A B). Sais autofluorescentes foram mais evidentes nas imagens do anodo da
CCMA4-LAS (Figura 4 A), possivelmente, estes sais estdo relacionados a um processo de lixiviagao
no substrato favorecido pelo surfactante e, possivelmente, promovendo o metabolismo de
bactérias planctonicas e aderidas ao sedimento diminuindo a eficiéncia coulombiana. Este
favorecimento é corroborado pelos valores de remo¢ao de DQO maiores e menores densidades
de poténcia médias, seja com resistor de 100 Q ou 1k Q como carga externa.

Figura 4. Imagem de microscopia confocal de varredura a laser dos anodos corados com DAPI. (A) CCM 3; (B) CCM 4-LAS
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Os autores destes experimentos desconhecem a existéncia de outros trabalhos utilizando LAS
como substrato em CCM, no entanto, SDS também é um surfactante anionico e efeitos negativos
destes nos biofilmes de anodos foram reportados por Fregoso (2011) em CCM de uma camara e
catodo ao ar. Fregoso (2011) inferiu que alteracdo na concentrac¢3o de SDS, de 10 mg L para 100
mg L, provocou uma reducdo na densidade de poténcia maxima de 544 mW m, para 245 mW
m=, na eficiéncia coulombiana de 12.3% para 9.4% e aumento da resisténcia interna de 322 Q
para 758 Q. Estes autores sugerem maiores investigacdes quanto aos variados tipos de moléculas
surfactantes com foco no aumento da escala das CCM para sistemas tratando efluentes em
situacdes reais.

A comunidade microbiana envolvida nas operacdes das CCM3 e CCM4-LAS foram monitoradas
por PCR/DGGE (Figura 5). O tempo de operacdo das CCM possivelmente favoreceu alguns grupos
de microrganismos, o que pode ser observado na dissimilaridade apresentada no perfil do DGGE
dos indculos e anodos. Kim et al. (2006) e Pierangel et al. (2013) observaram alteracdes nas
comunidades bacterianas presentes nos biofilmes devido ao tempo de operacdo e a composicao
do substrato corroborando as observagdes deste trabalho.

Similaridade

o o o o

T RNB B
1 ' A

I

-2E0
oo
80
950
960

Sedimento CCM 4 - LAS

Anodo CCM 3

——Anodo CCM 4 - LAS

Sedimento CCM 3

Inéculo CCM 3

Indculo CCM 4 - LAS
Figura 5. Analise de clusters de padrdes de bandas do DGGE a partir das amostras das CCMs 3 e 4-LAS. O
dendograma foi construido por andlise de agrupamento UPGMA. O comprimento do ramo indica a similaridade no
intervalo de 0 a 1 referente a dissimilar e similar, respectivamente.

Maiores similares entre as comunidades foram observadas entre os dnodos (87%), mesmo com a
presenca de LAS. Esta inferéncia talvez se relaciona com uma agdo ndo seletiva do LAS que pode
ter desfavorecido quantitativamente todas as comunidades igualmente, mas manteve a
similaridade qualitativa.
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O in6culo da CCM4-LAS apresentou a maior dissimilaridade com as demais amostras, neste caso,
o contato do solo enriquecido com o LAS, antes de ser inserido na cadmara anddica, pode ter
afetado drasticamente a diversidade bacteriana, contudo, a similaridade entre os perfis dos
anodos sugere que a diferenciacdo que afastou indculo do sedimento tenha ocorrido somente
em virtude da operacdo da CCM4. Destaca-se também que a maior remoc¢dao de DQO foi
observada na CCM 4-LAS o que provavelmente indica que comunidades presentes no sedimento
tenham contribuido para essa remocao adicional.

Conclusao

As CCM que operaram com LAS apresentaram menores producdes de energia elétrica e melhores
eficiéncias de remocdo de matéria organica, independentemente da carga externa. Considerando
gue a diversidade de bactérias dos biofilmes dos anodos é similar, a diferenca na remocdo de
matéria organica estd, provavelmente, relacionada com as bactérias presentes no sedimento da
camara anddica.
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