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RESUMO

Dentre os compostos perfluorados, o acido perfluorooctanossulfénico (PFOS) é um dos mais utilizados
mundialmente, principalmente na industria téxtil como tensoativo. Além disso, esse contaminante esta
presente em diversos produtos, como: espumas para extintores de incéndio, formulagdes de inseticidas,
aparelhos eletronicos e produtos de cozinha. O PFOS é um interferente enddcrino, é bioacumulével, resiste a
degradacdo bioldgica e também foi detectado no sangue humano, em animais, poeira, sedimentos, aguas
superficiais e subterraneas. Portanto, esta pesquisa teve como objetivo avaliar a degradacdo anaerdbia do
PFOS (100 pg L") usando-se esgoto doméstico simulado como co-substrato. Apés 10 dias, a pH 6 e 35°C, foi
alcancada uma degradacdo de PFOS de 24%. Neste periodo de tempo, ndo foram observadas inibicdo da
atividade metanogénica especifica (AME) nem alteragdes no consorcio microbiano (Dominios Archaea e
Bacteria). Os produtos de biodegradagdo (PBs) foram identificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas de alta resolu¢do (HPLC-MS). Um deles é relatado aqui pela primeira
vez: C4FsCHO (2,2,3,3,4,4,5,5,5-nonafluoropentanal). As ecotoxicidades aguda e crénica dos PBs para trés
tipos de organismos aquaticos (peixes, dafnideos e algas verdes) e a lipofilicidade (log D, pH 7,4) foram
estimadas usando-se os softwares ECOSAR 1.11 e Chemicalize, respectivamente. Em conjunto, apresentaram
lipofilicidades e ecotoxicidades aumentadas em relacdo aos PFOS. O presente estudo mostrou, pela primeira
vez, que a degradacdo de PFOS é possivel por um processo biolégico em condi¢Bes anaerébias (embora baixas
eficiéncias tenham sido alcancadas).

PALAVRAS-CHAVE: PFOS, Digestdo anaerébia, AME, Lipofilicidade, Ecotoxicidade.
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INTRODUCAO

Os compostos perfluorados possuem carater anfifilico e sdo constituidos por uma cadeia perfluoroalquilica
apolar do tipo CFs—(CF2)n» —R’ ligada a um grupo funcional hidrofilico (R’= CF,OH, COOH, CO—NHj,
CF,—SO,NHR’; ou CF,—SOsH), sendo amplamente usados na industria em banhos de decapagem de
eletronicos e galvanoplastia, couros, polimeros, revestimentos téxteis e também estdo presentes em diversos
produtos como, por exemplo, lubrificantes, graxas, formulacfes de inseticidas e herbicidas, adesivos, papel,
cosmeéticos, espumas de extintores de incéndio etc. (KHANSARI et al., 2017; PARK et al., 2018).

O é&cido perfluoro-octanossulfonico (PFOS, Figura 1) tem recebido atencdo mundial devido a sua ocorréncia
em diversas matrizes ambientais, persisténcia e toxicidade. Em 2009, o PFOS foi incluido no anexo B da
convencdo de Estocolmo, como um poluente organico persistente (POP), restringindo-se 0 seu uso e a sua
producdo (POOTHONG et al., 2012; SAKURAI et al., 2016).
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Figura 1 — Acido perflluoro-octanossulfénico

O PFOS tem sido frequentemente detectado, em diversas regifes do mundo, em animais (JEONG et al., 2019),
sangue humano (POOTHONG et al., 2017), corpos d’agua e estagdes de tratamento de esgoto, em baixas
concentracdes (ng L™ e pg L) (GONZALEZ-GAYA et al., 2014; CRONE et al., 2019; ENDIRLIK et al.,
2019; LI et al., 2020).

O tratamento biol6gico é um dos processos mais amplamente usados nas estagdes de tratamento de esgoto
(ETEs), pois sdo economicamente vidveis e permitem a implementacdo de sistemas que operam em grande
escala (KUNZ et al., 2002).

O processo bioldgico pode ser dividido em aerdbio e anaerdbio. Esse Ultimo possui vantagens em relacdo ao
aerobio, tais como: menor custo, geracdo de biogas, auséncia de equipamentos de aeracdo, baixa produgdo de
lodo, reducdo da demanda de energia e da quantidade de nutrientes (AMOR et al., 2015). Na Ameérica Latina,
especialmente no Brasil, os sistemas anaerébios sdo uma das principais tecnologias usadas no tratamento de
esgoto (SANTOS et al., 2016; LOPES et al., 2020).

Todavia, a degradacdo de compostos recalcitrantes por processos bioldgicos € bastante dificil, pois as ETES
ndo foram projetadas para remover compostos organicos especificos, tais como o PFOS. Logo, é necessario
investigar quais condi¢Bes sdo capazes de favorecer a biodegradagdo destes contaminantes, uma vez que a
digestdo anaerdbia é um processo complexo que envolve a formacgédo de vérios intermediarios metabolicos que
exigem um controle rigido de composicéo do substrato, pH e temperatura (CHERNICHARO, 2007).

Devido a baixa biodegradabilidade e concentracdo ambiental o PFOS ndo deve ser utilizado como a Unica
fonte de carbono da digestdo anaerobia, pois ndo é capaz de sustentar a atividade microbiolégica. Neste caso,
€ necessario utilizar um co-substrato, como o esgoto, por exemplo, capaz de sustentar o crescimento
microbiano e que induza a degradacdo do contaminante. Este processo é chamado de cometabolismo e é
recomendado quando o composto a ser degradado é potencialmente toxico e/ou resistente a biodegradagdo,
como é o caso do PFOS (PALATSI et al., 2011; TRAN et al., 2013).

Nesse contexto, a degradacédo anaerdbia do PFOS (100 pg L), em esgoto doméstico, foi investigada com o
intuito de se avaliar o efeito deste contaminante sob 0s micro-organismos, a producéo de metano e, além disso,
identificar e avaliar a ecotoxicidade (aguda e cronica) dos produtos de biodegradacao formados.

OBJETIVO

Estudar a degradacdo do &cido perfluoro-octanossulfonico (PFOS) por processo biologico anaerobio em
condicdo metanogénica.

Objetivos especificos:
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e Auvaliar a atividade metanogénica especifica;

e Comparar a similaridade microbiana do inéculo usado nos ensaios de biodegradagdo do PFOS e
controle apds 10 dias de tratamento;

e Identificar os produtos de biodegradacéo do PFOS;

e Estimar a lipofilicidade e ecotoxicidade aguda e cronica (in silico) dos produtos de biodegradacao.

MATERIAIS E METODOS

Os experimentos de degradacdo anaerdbia foram feitos em batelada em trés condicdes distintas, usando-se um
inéculo proveniente da Avicola Dacar (So Paulo, Brasil), e realizados em triplicata: 1) Ensaio abidtico —
para avaliar a adsorcdo do composto nos frascos de borissilicato, contendo apenas o PFOS (100 ug L) e
esgoto doméstico simulado (EDS); 2) Ensaio de biodegradabilidade contendo o lodo, EDS e 100 pg L™ de
PFOS; e 3) ensaio controle, contendo lodo e EDS.

O EDS usado, consistiu em (mg L™): sacarose, 35, amido, 114; celulose, 34; extrato de carne, 208;
NaHCOs, 200; NaCl, 200; MgCl,.6H.0, 7; CaCl,, 4,5; e 4leo de soja, 51. Adicionou-se, ainda, 3 gotas de
detergente comercial por litro. A demanda quimica de oxigénio (DQO) tedrica do EDS é de 500 mg O, L™
(MOCKAITIS et al., 2010).

Os frascos de borossilicato foram preenchidos com lodo e EDS (2% de lodo lavado, 78% de esgoto doméstico
simulado e 20% de headspace, em volume). O lodo foi adicionado de modo que fosse obtida uma
concentracéo de 0,072 g ST (sélidos totais) L1, em cada frasco.

O pH inicial da suspensdo foi ajustado para 6,0. Os frascos foram mantidos em cadmara de agitacdo (150 +
2 rpm) na auséncia de luz e temperatura controlada de 35°C por 10 dias.

Ao final dos ensaios de biodegradabilidade, foi realizada a extragcdo do PFOS do lodo, com o intuito de se
determinar a concentracdo do contaminante adsorvido na biomassa, usando-se 0 método adaptado de Carneiro
et al. (2019).

A quantificagdo do PFOS foi feita por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao espectrémetro de
massas Q-trap e a identificacdo dos produtos de biodegradacao foi realizada em um sistema de cromatografia
liquida acoplado ao espectrometro de massas de alta resolugdo LTQ-Orbitrap Velos conforme metodologia
descrita por Furtado et al. (2021).

O metano produzido nos ensaios de digestdo anaerdbia foi quantificado em um cromatografo gasoso (GC2014,
Shimadzu), equipado com um detector de condutividade térmica e uma coluna cromatografica carboxen 1010
plot (30 cm x 0,53 mm) operando com temperatura de 130°C. O gas de arraste usado neste sistema foi o
argonio, com vazao de 20 mL min,

Para se determinar a atividade metanogénica especifica (AME) dos ensaios realizados em batelada,
foram retiradas diariamente aliquotas do gas do headspace e o metano produzido foi quantificado por
cromatografia gasosa. Dessa forma, a AME foi expressa em mmol de CH4 gst* cujos dados sdo apresentados
em um gréafico em funcdo do tempo. A seguir, os dados foram ajustados a uma funcdo sigmoidal (Boltzman) e
a AMEmgdia foi calculada, em mmol de CH4 gsttd2, conforme mostra a Equagéo 1:

[ AME dt
AMEmédia = t
J, dt @)

A anélise de demanda quimica de oxigénio (DQOriirada) foi feita por espectrofotometria (método 5220D) e a
analise de solidos foi realizada por gravimetria (método 2540) (APHA; AWWA; WEF, 2005).
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A analise de similaridade da comunidade microbiana foi realizada para a biomassa usada nos ensaios
de biodegradacédo do PFOS e o controle, apds o processo de digestdo anaerdbia, usando-se o0 método molecular
(PCR-DGGE — Reacdo de Polimerizagdo em Cadeia e Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante).

As estimativas de lipofilicidade e ecotoxicidade (aguda e crbnica) foram realizadas usando-se os softwares
Chemicalize e ECOSAR 1.11, respectivamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados para 0s ensaios abioticos mostraram que ndo houve variacdo da concentracdo de PFOS ou
DQOyiirada ap0s 10 dias, mostrando que o PFOS ndo se adsorveu nos frascos de borissilicato usados nos
experimentos.

A variacdo de pH dos experimentos de digestdo anaerdbia foi de 0,2 + 0,06 em todas as condigdes estudadas
(ensaio abidtico, biodegradacdo e controle), ou seja, a eficiéncia do processo ndo foi afetada por mudancas
bruscas no pH.

De acordo com os resultados obtidos para a analise de adsorcéo no lodo, ao final dos experimentos (10 dias), a
remocdo total de PFOS foi de 31%, no qual 24% corresponde a biodegradagdo e/ou biotransformacdo do
contaminante e 7% a adsorcdo na biomassa.

Schroder et al. (2003), Hollingsworth et al. (2005) e Ochoa-Herrera et al. (2016) estudaram a degradagéo
anaerébia do PFOS (10, 500 e 200 mg L™, respectivamente), em condicBes metanogénicas e mesofilicas,
porém ndo observaram a biodegradacdo do composto. Este estudo possui uma diferenca fundamental em
relagdo aqueles trabalhos, pois a concentragdo inicial é centenas ou milhares de vezes menor que a usada por
estes autores. Por ser limitada a biodegradacdo do PFOS, o uso de altas concentragdes prejudica a observacéo
do processo. Além disso, o0 uso de concentragdes mais proximas as detectadas no ambiente da uma visdo mais
realista dos possiveis cenérios de degradacdo. N&o foram encontrados trabalhos mais recentes que pudessem
ser discutidos com os resultados obtidos nesta pesquisa.

A remocdo de DQOrirada NOS e€xperimentos de digestdo anaerdbica contendo PFOS e controles foi de 77 e
66%, respectivamente.

Os resultados para AME s&o mostrados na Figura 2. E possivel observar que a presenca do PFOS n&o inibiu a
producdo de metano em comparacao ao experimento controle.
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Figura 2 — Atividade metanogénica especifica (AME) com ajuste de uma fun¢ao sigmoidal (Boltzmann).
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A biomassa utilizada nos ensaios de digestdo anaerobia PFOS e controle, ap6s 10 dias de experimentos, foram
comparadas por PCR/DGGE. A Figura 3 mostra o dendrograma (coeficiente de similaridade) para os
Dominios Bacteria e Archaea, obtido a partir da imagem do gel DGGE.
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Figura 3 — Dendrograma obtido do perfil de bandas do DGGE das amostras contendo PFOS e controle:
(a) Dominio Bacteria e (b) Dominio Archaea.

Os coeficientes de similaridade da comunidade microbiana presente nas amostras contendo PFOS e controle,
apos digestdo anaerdbia, foram de 94,5 e 82,0 % para os Dominios Bacteria e Archaea, respectivamente. Isso
significa que, nas condigdes estudadas, a concentragdo de 100 ug L' de PFOS ndo provocou alteracdes
significativas no consércio microbiano, principalmente no dominio Bacteria.

Os indices de diversidade ecoldgica (Shannon) e riqueza relativa (Chao-1) do PFOS e amostras de
biodegradagdo de controle sdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1 — indices ecoldgicos referentes aos Dominios Bacteria e Archaea das amostras de
biodegradacdo e controle
i Dominio Bacteria Dominio Archaea
Indices ecologicos Biodegradagéo do PFOS Controle BlodegF])rélgaSgao do Controle
Shannon 2,07 1,87 2,27 2,33
Chao -1 12 10 14 13

Os resultados do indice de diversidade de Shannon para os Dominios Bacteria e Archaea mostram que a
amostra contendo PFOS comparada ao controle ndo causou mudancas significativas nas respectivas
populagdes. O mesmo comportamento é observado para a riqueza relativa (Chao-1) em ambos os Dominios
para as duas amostras, contendo PFOS e controle, respectivamente. Isso também pode ser evidenciado pela
AME (Fig. 2), pois a presenca do contaminante ndo afetou o consércio microbiano e, consequentemente, a
producdo de metano.

Este é o primeiro estudo sobre a digestdo anaerdbica de PFOS que realizou analises de PCR/DGGE para
avaliar se PFOS induz altera¢fes na comunidade microbiana. Antes disso, este tipo de andlises s6 havia sido
realizado por Liu et al. (2017). Eles estudaram a digestdo aerébia de PFOS (30 mg L"), cobre 5 mgL™"),ea
combinacdo de PFOS/Cu, usando um reator continuo alimentado com &gua residual simulada (DQO = 500 mg
O, L™, e pH 7,5. Em relagcdo ao PFOS, os pesquisadores realizaram andlises de diversidade alfa para avaliar
os efeitos do contaminante na comunidade microbiana ap6s 45 dias. Os resultados obtidos pelos
pesquisadores, para o sequenciamento do gene 16S-rRNA do Dominio Bacteria, mostraram que houve uma
pequena queda no indice de Shannon na presenca de PFOS (8,23) em relacdo ao reator controle (8,88). No
entanto, os autores observaram que os resultados do indice Chao-1 das amostras contendo PFOS (1928) foram
superiores em relagdo ao controle (1404), semelhante ao resultado observado nesta pesquisa. Os altos valores
obtidos por Liu et al. (2017) para os indices de Shannon e Chao-1 provavelmente estdo relacionados a alta
concentracdo do PFOS, 300 vezes maior que a utilizada neste trabalho.
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A Tabela 2 mostra os produtos de biodegradagdo (BP) de PFOS formados (e identificados) apds o processo de
digestdo anaerobia.

Tabela 2 — Identificagdo dos produtos de biodegradacédo formados a partir da digestdo em condi¢do
anaerobia

Formula Nome Erro / Formula
m/z
Molecular IUPAC (ppm) Estrutural Proposta
e Acido
- F F F F F F F O
1.1,2,2,334,4,556,6.7,7,7 3,66615 448,93396 [ | | | | | | !
C;HF1s0,S  Pentadecafluoroheptano-1- F RN ﬁ—OH
sulfonico F FEFEEFO
PB2 . F FFFF FF
111.2233445566.7.7- ¢ 19900 368097778 .| | | | [ | |
C/HF 15 pentadecafluoroheptano T T 1 T 1|
F F F F F F F
PB3 _ F F F F F F F o
2,2,3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,8 580162 39697041 | | | | | | |
CgHF 150 pentadecafluoro-octanal F T T 1T T T 1\
F F F FF F F H
PB4 | F F F F o)
R S 9,33186 246,98230 S
CsHFo nonafluoropentanal T T |
F F F F H

De acordo com os resultados obtidos e com base nas informagdes presentes na literatura, o processo de
degradacdo do PFOS se inicia com a clivagem da ligagdo C-S (272 kJ mol™), devido a sua menor energia de
ligacdo em comparagdo com as ligagGes C—F (450 kJ mol™) e C-C (346 kJ mol) (KIM et al., 2019). Logo, o
PB1 (m/z 449, C;F15SO3H) é formado apds a dissociacdo do grupo SOs-, seguida da perda de uma unidade de
CF, e recombinacdo da cadeia perfluoroalquilica com o grupo sulfénico, conforme descrito por Moriwaki et
al. (2005) e Yamamoto et al. (2007). E importante ressaltar que estes autores também identificaram este
intermediario em seus respectivos estudos.

No segundo mecanismo, o PFOS perde o grupo sulfénico e, apés ser hidroxilado, gera o alcool
CsF170H. Em seguida, esse alcool é desfluorado gerando o BP3 (m/z 397, C;F1sCHO). O BP3 também foi
identificado por Yamamoto et al. (2007).

O ultimo mecanismo comeca com a oxidagdo do PFOS, um &cido sulfénico, ao correspondente acido
carboxilico (CsF1sCOOH). Entdo, esse acido sofre uma série de reacbes de degradacdo dando origem a uma
série homodloga, cujos membros diferem de um grupo CF.. Quando o alcool CsF11:0OH é formado, ele pode ser
desfluorado gerando o BP4 (m/z 247, C4FsCHO). Até onde sabemos, esta € a primeira vez que esse produto de
(bio)degradacao é relatado.

A lipofilicidade de um composto pode ser estimada com base em seu coeficiente de distribuicdo (log D) que,
ao contrario do coeficiente de particdo octanol/agua (log Kow), leva em consideracdo a variedade de
compostos ionizaveis formados em fungdo do pH. A lipofilicidade dos produtos formados a partir da
biodegradacgdo anaerdbica do PFOS foi estimada em pH 7,4, pois este é o pH fisiol6gico (BHARATE et al.,
2016). Os resultados podem ser vistos na Fig. 4.

6 ABES - Associagao Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental
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Figura 4 — Estimativa da lipoficilidade dos produtos de biodegrada¢éo anaerdbia usando-se o software
Chemicalize.

Os resultados mostram que todos os PBs, incluindo PFOS, tém log DpH 7,4 > 0. Portanto, esses valores
representam uma indicacdo de que esses compostos tém potencial de bioacumulagéo nos tecidos lipidicos de

animais e humanos (BHARATE et al., 2016).

PB1 (log Dy+i74 = 2,35) e PB4 (log D pH 74 = 2,85) tém valores de log D pn 7,4 mais baixos do que PFOS (log D
pH 7.4 = 3,05). Isso ocorre porque PB1 e PB4 possuem cadeias alquilicas menores devido a perda de unidades
CF;, e C3Fs, respectivamente. PB2 (log D pn 74 = 5,10) e PB3 (log D pH 7.4 = 4,95) apresentam log D p 7.4 maior
do que o PFOS, devido a perda do grupo sulfénico e menos atomos de oxigénio em suas estruturas.

Com o objetivo de avaliar o risco que o lancamento do efluente tratado biologicamente gerado neste estudo
pode representar para 0s organismos aquaticos, foram estimadas as ecotoxicidades agudas e cronicas para trés
tipos de organismos (peixes, dafnideos e algas verdes). Os resultados podem ser vistos na Figura 5.
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Figura 5 — Estimativa da ecotoxicidade para o PFOS e seus respectivos produtos de biodegradacéo para
trés tipos de organismos aquaticos (peixes, dafinideos e algas) usando-se o software ECOSAR 1.11: (a)

aguda e (b) cronica.
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Os perfis ecotoxicoldgicos agudo e crénico foram semelhantes. As concentracdes de efeito cronico foram
aproximadamente uma ordem de grandeza mais baixas do que as concentracfes observadas para a
ecotoxicidade aguda.

As estimativas de ecotoxicidade aguda e cronica também apresentam perfil semelhante ao obtido para os
coeficientes de distribuicdo (log D, pH 7,4), exceto para PB4. Embora o PB4 (log D = 2,85) seja ligeiramente
menos lipofilico do que o PFOS (log D = 3,05), as ecotoxicidades estimadas foram ligeiramente maiores do
que seu composto original.

Os resultados mostram que o PB1 é o menos ecotdxico entre os subprodutos formados, incluindo o PFOS,
para todos os organismos (peixes, dafinideos e algas verdes).

CONCLUSOES

Com base no trabalho realizado, concluiu-se que:

O PFOS, em concentragdes proximas as ambientais (100 pug L"), foi degradado em condi¢fes metanogénicas
e mesofilicas, utilizando-se esgoto simulado como co-substrato. Atingiu-se, em média, uma degradacdo de
24% em 10 dias de tratamento. O PFOS ndo inibiu a atividade metanogénica especifica (AME).

A comunidade microbiana nos ensaios PFOS e controle apresentaram similaridade > 80% para os Dominios
Bacteria e Archaea, ap6s o tratamento biol6gico. Além disso, os respectivos indices ecoldgicos foram
préximos entre si. Portanto, o contaminante ndo causou alteracdes significativas no consorcio microbiano.

Quatro produtos de degradacdo foram identificados: C;F15SOsH (&cido pentadecafluoroheptano-1-sulfénico),
C/FisH  (1,1,1,2,2,3,3,4,4,5,5,6,6,7,7-pentadecafluoroheptano) e C;FisCHO (2,2,3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,8-
pentadecafluorooctanal), todos relatados na literatura. No entanto, o C.FCHO (2,2,3,3,4,4,5,5,5-
nonafluoropentanal) é relatado aqui pela primeira vez.

A degradacdo anaerébia do PFOS, em média, formou produtos de biodegradacdo mais lipofilicos (risco de
bioacumulagdo) e apresentaram maior ecotoxicidade para peixes, dafnideos e algas verdes. Portanto, além da
biodegradacdo ser um tratamento pouco vidvel, o efluente gerado pode trazer riscos a satide dos seres vivos.
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