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RESUMO

O presente estudo avaliou a utilizacdo da tecrmldgitratamento de despejos
liquidos de uma industria cervejeira e de refrigeza pelo sistema biolégico aerdbio.
Buscou-se a remoc¢ao da carga organica medianteifquzapdio da demanda bioquimica de
oxigénio (DBO), demanda quimica de oxigénio (DQ@itrogénio amoniacal total,
turbidez, sélidos sedimentaveis (SS), fosforo ¢Bhdutividade e toxicidade. O sistema de
tratamento proposto foi constituido por quatroaest em série com volume total de 16 L.
A alimentacao foi realizada de forma continua elete inferior e por gravidade. Para a
imobilizacdo dos microrganismos nos reatores fdlizato, como suporte, argila
expandida. Para o sistema aerobio foi utilizadaag@er prolongada mediante injecao
ascendente de oxigénio. As analises foram reakzddaiamente, no afluente do reator e
no efluente tratado em diferentes tempos de retehigiaulica (TRH/h). Os resultados
obtidos mostraram que o sistema de tratamento, egapdo 4 reatores acoplados, foi
eficiente para a remocdo da carga organica polugmtefluente da indastria. Ocorreu
diminuicdo da DQO em todos os tempos de retencdcuiica testados. O TRH 1,9
mostrou ser o mais eficiente, visto que é o tempo @ maior vazao, fato de extrema
importancia para o tratamento de efluentes industriNeste TRH houve maior
porcentagem de remocdo da DBO (67,4%), toxicidaml® enicrocrustdcedaphinia

similis (52,3%), condutividade (13,13%), além de signifiatemocéo da DQO (58,7%).

Palavras-chave: efluente industrial, cervejaria, kofiltro aerdbio,

biorreatores, células imobilizadas, argila expandid.
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ABSTRACT

The present study the treatment of the waste watiees beer and soft drink
industry by an aerobic biological system was euvaldlaThe removal of the organic load by
means of the quantification of the biochemical @tyglemand (BOD), chemical oxygen
demand (COD), total ammoniacal nitrogen, turbidggdimented solids (SS), phosphorus
(P), conductivity and toxicity. Were determined posed the consisted of four reactors in
series with a total volume of 16 L. The feeding wasried out carried out continuous by
through the of the bioreactor inferior part and dmavity. Expanded clay was used as
support for the immobilization of the microorgansin the reactors. Continuous aeration
by means of ascending injection of oxygen was tdisethe aerobic system. The analyses
were performed daily in samples from the treated antreated industrial effluent using
different times of hydraulical retention (HRT/h)hd results showed that the treatment
system, using 4 connected reactors was efficienthfi®e removal of the pollutant organic
load of the industrys effluent. Reduction of the@@ccurred in all the tested hydraulical
retention times used HRT of 1.9 was found to bentlost efficient HRT, since it was the
time with the hioghest outflow, fact that is of exhe importance for the treatment of
industrial effluents. In this HRT there was a geegtercentage of reduction of the BOD
(67.4%), the toxicity with th®aphinia similis(52.3%) and conductivity (13.13%), besides

the significant reduction of the COD (58.7%).

Key words: industrial effluent, brewery, aerobic biofilter, iobeactor,

immobilization cells, expanded clay.



1- INTRODUCAO

A &gua € o recurso natural mais importante paragasar a vida e a saude
humana, elemento chave da industria, na geracaendggia elétrica, na agricultura,
transporte e outras atividades econdémicas.

Juntamente com a escassez causada pela demandaniEesnos paises
industrializados, o problema da poluicdo das adoass representa uma séria preocupacao
e as atividades industriais sdo consideradas asigais fontes de poluentes tdxicos desse
recurso natural.

As descargas de aguas residuarias nas redes asleleresgotos municipais
podem provocar a corrosdo dos coletores, probledessalde nos trabalhadores
responsaveis pela manutencdo e toxidez ou sobeeawg processos bioldgicos de
tratamento. Deve-se ainda considerar que a disjsigssas aguas no solo pode provocar,
em determinadas situacfes, a contaminacdo do |é&negico ou o acumulo de produtos
toxicos em plantas e animais. Se lancados em culsodgua, esses efluentes podem
provocar, dependendo da quantidade em que sdostbispe de sua composicdo fisico-
guimica, a destruicdo da vida aquatica, originateah existente.

Mesmo que alguns processos fisicos ou quimicosmsdjagientemente
utilizados nas industrias de bebidas e aliment®grocessos bioldgicos sdo 0s principais
métodos utilizados para tratar estas descargagldguTambém na industria cervejeira
pode-se empregar microrganismos com a finalidadenidémizar problemas associados
com a disposicao dos residuos de cerveja e daddiggue saem da compressao dos graos.

Os efluentes das cervejeiras e de refrigeranteseamier grande atencao, pois

contribuem com uma grande quantidade de agua gegdgontendo fluxo rico em



contaminantes organicos. De acordo com VON SPERL(RIB5), a faixa de consumo de
agua nas industrias de cerveja e refrigerante 8-#@¢ n? e 2-5 ni / m®> de produto,
respectivamente.

VRIENS et al. (1990) citam que a indUstria cervejeira e de maftagtilizam
grande quantidade de agua, sendo que apenas 1% as@b destinadas ao consumo
humano. O tratamento biologico dos residuos prevees dessas industrias enfrenta
problemas por causa de alteracdes que ocorremnmaosizao € no pH da agua residuaria.
No entanto, esses problemas podem ser evitadosipelde uma planta de lodo ativado de
baixa carga com um tempo longo de retencéo hid@glbmo, por exemplo, o uso de uma
vala oxidativa. Em tal planta a biodegradacéo dat® realiza-se rapidamente.

Apesar da tendéncia desde os anos 80 para os assteraerobios, a maioria
dos tratamentos em cervejarias € feita por sistamabios. Esse tipo de tratamento requer
menor area de operacado, é mais simples, vergatsui boa seguranca operacional. Além
da producao de gas metano, que pode ser usaddergd@b de energia, as vantagens dos
sistemas anaerobios estdo no baixo consumo deigreenga pequena geragdo de lodo
excedente, em comparagdo com o tratamento aefieetanto, demandam longo periodo
de tempo para reinicio apés parada e necessidages$d®mal mais qualificado para a
operagao do mesmo.

A Resolucdo CONAMA 357, do Ministério do Meio Ambie, estabelece as
condicdes e padrdes de lancamento de efluentes:

* pHentre5a09;
* temperatura: inferior a 40°C, sendo que a varidedemperatura do corpo receptor nao

devera exceder a 3°C na zona de mistura;



* materiais sedimentaveis: até 1 mL/L em teste deorh lem cone Imhoff. Para o
lancamento em lagos e lagoas, cuja velocidaderdglatao seja praticamente nula, os
materiais sedimentaveis deverao estar virtualmeugentes;

* regime de langcamento com vazado maxima de até kdgs\wevazao media do periodo de
atividade diaria do agente poluidor, exceto nosoasermitidos pela autoridade
competente;

* Oleos e graxas:

* Oleos minerais: até 20mg/L;

» Oleos vegetais e gorduras animais: até 50mg/L; e

e auséncia de materiais flutuantes.

Consta nesta resolucdo que o efluente ndo demesarcou possuir potencial
para causar efeitos toxicos aos organismos aqsaticaorpo receptor e o valor maximo
permitido para parametros inorganicos e organicos.

O gerenciamento futuro dos recursos hidricos exigiandes esfor¢os para que
a agua seja usada de modo mais eficiente e pasgersua qualidade. Deve-se contribuir
com diversas acdes visando a preservacdo do mdierm As pesquisas em escala
laboratorial sdo de extrema importancia para ontevaento de dados para projetos de
sistemas de tratamentos de efluentes.

Desta forma, o presente trabalho utilizou reatonesobianos aerdbios como
método para a reducdo da carga organica do eflumtema indlstria de cerveja e

refrigerantes da regido do Vale do Paranapanenm,cabjetivo de gerar informagdes



laboratoriais, que possam ser Uteis para a implag&n de um sistema de tratamento do

efluente em estudo.

2- OBJETIVO GERAL

Obter informacdes laboratoriais que possam ses paia a implementacdo de
um sistema de tratamento do efluente em estudanddsminimizar possiveis problemas na

rede publica de coleta de esgotos da cidade de/BBsi

2.1- Objetivos Especificos

1. Diminuicdo da demanda quimica de oxigénio (DQ@@manda bioquimica
de oxigénio (DBO), turbidez, sodlidos sedimentavé®S), condutividade, nitrogénio
amoniacal total, fésforo (P) e toxicidade do efteetta indUstria de bebidas MALTA;

2. Utilizacdo de microrganismos, obtidos da Estatgid ratamento de Esgotos
(ETE) da SABESP local, como consorcio microbianmapm estabilizacdo do efluente em
estudo;

3. Adequacéo do efluente industrial ao tratameitidgico da ETE de Assis.

4. Utilizacao de reatores aerobios de fluxo comtinoom células imobilizadas
para verificacdo da melhor eficiéncia de remocacanga organica do efluente em estudo;

5. Aplicacdo de métodos moleculares no estudo dergilade microbiana,
presente nos biorreatores;

6. Verificar a presenca de protozoarios nos bitorea através de microscopia

oOptica.



3- REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Fabricagéo de Cerveja e Refrigerante

Para que se possa ter uma visdo ampla do probéecasmyveniente conhecer, ao
menos em linhas gerais, 0os processos de fabricag@lvidos na industria em estudo

(VILLEN, 2001).

3.1.1 Processo de fabricacao de cerveja

Cerveja € a bebida obtida pela fermentacdo al@dlic mosto cervejeiro
oriundo do malte de cevada e agua potavel, por dgdevedura, com adicao de lapulo.
Modernamente, com excecao a Alemanha, cereais oaitho, arroz e trigo também séo
utilizados, em substituicdo parcial ao malte. Ocagliem pequenas proporcdes, também
pode ser usado (SINDICERV, 2001).

Os processos envolvidos na producdo sao:

Moagem do malte e dos adjuntos (outros cereais);

* Mistura com agua;

* Aquecimento para facilitar a dissolucao;

» Transformacédo do amido em acucar pelas enzimasatte;m

* Filtracdo para separar as cascas do gréo de cedamaadjuntos;
» Adicéo de lapulo;

* Fervura do mosto para dissolugdo do lapulo e &égtado;

* Resfriamento.



Na primeira fase ocorre a mistura do malte e adfu®m agua visando a
obtenc&do de um liquido agcucarado chamado mostaarsformacédo de amido em acgucar
por conta da acdo das enzimas do malte é fundanaenpaocesso.

Na fase de fermentacdo, apds o resfriamento, oomestbe a levedura e é
acondicionado nos fermentadores. Nessa etapametiés transforma o acgucar do mosto
em alcool e gas carbbdnico, obtendo, assim, a eneegessaria a sua sobrevivéncia. A
temperatura deve ser controlada entre 10° e 1a%Cpgpoduzir o sabor adequado a cerveja.

Sabe-se hoje que em uma cerveja ppsen pode-se encontrar mais de 3.000
compostos quimicos diferentes, a maior parte a@dan durante a fermentacgéao,
responsaveis pelo aroma e sabor do produto.

Finalizada a fermentacdo, a cerveja é resfriadara grau, a maior parte do
fermento é separada por decantacdo e tem inicioataragdo. Nessa fase algumas
substancias indesejadas oriundas da fermentacacelsdimadas e o acUcar residual
presente é consumido pelas células de fermento nemoentes, em um fendmeno
conhecido por fermentacdo secundaria.

Apds maturada, a cerveja passa por uma filtragd®,vepa eliminar particulas
em suspensdo, principalmente células de fermerdixamdo a bebida transparente e
brilhante.

A proxima etapa € o processo de envazamento que savdeito em garrafas,
latas ou barris. Logo apods, visando conferir maistabilidade ao produto, a cerveja €
submetida ao processo de pasteurizacéo a 60 °C.

A cerveja portanto, € de origem natural, fabricediam agua e cereais. Dada a
sua condicdo de derivada de produtos agricolas, dean normatizacdo e controle

subordinados ao Ministério da Agricultura, tantoBrasil como na maioria dos paises.



3.1.2. Processo de fabricacdo de refrigerantes

Refrigerante é a bebida gaseificada, obtida pstotlicdo, em agua potavel, de
suco ou extrato vegetal de sua origem, adicionadacdcares. O refrigerante devera ser
obrigatoriamente saturado de dioxido de carboraysdtrialmente puro. Nao é permitida a
associacdo de acuUcares e edulcorantes hipocal&@iao®o caléricos na fabricacdo de
refrigerante.

Os refrigerantes de laranja, tangerina e uva deveonter no minimo 10% em volume do
respectivo suco natural na sua concentracdo. Soumdda ou refrigerante de liméao
deverdo conter, obrigatoriamente, no minimo 2,5% v@ume de suco de limdo. O
refrigerante de guarana devera conter, obrigaternd®e uma quantidade minima de dois
centésimos de grama de semente de guarana (géPautirfia”), ou seu equivalente em
extrato, por cem mililitros de bebida. O refriggeade cola devera conter semente de noz
de cola ou extrato de noz de cola. O refrigerantendca devera conter no minimo 5% em
volume de suco de maca (www.newton.freitas.nonartigbs.asp?cod=107 - Acesso em:
25/03/2007).

3.1.3 - Caracteristicas dos Efluentes das Industisade Cerveja e Refrigerantes

A determinacdo ou avaliagdo das caracteristicasrefiduos é fundamental.
Assim, entre outras, deve-se conhecer de cadaicesiteor de matéria organica, o teor de

sélidos em suspensao e a concentracdo de substéhdaas (VILLEN, 2001).



Em industria de refrigerantes os efluentes sdadgsraa lavagem das salas da
xaroparia, linhas de enchimento de latas e garrpisss, descartes de produtos retornados
de mercado e esgotos sanitarios.

Os efluentes sdo ricos em acucares, alguns corargagos componentes das
bebidas. Apresentam também particulas de carv@odas da xaroparia e 0leos minerais
oriundos de vazamentos das maquinas de processoadicinas de manutencao.

No caso da utilizacdo de soda caustica para a davage embalagens
retornaveis, o efluente é alcalino podendo o pHgatil2, a DQO é no maximo de 1.000
mgQ,/L. No caso da producdo de embalagens descartdesiente sao gerados 0s
efluentes das bebidas diluidas, ou seja, com pHoaeia DQO pode atingir até 5.500
mgGOy/L.

O processo usual de tratamento desse efluente gita@o de trés etapas:
preliminar (remocao de areia, separacao de agleoe@eneiramento), primario (correcao
de pH) e secundario (reator anaerébio seguidodisslativados).

Em cervejarias os efluentes sdo gerados na lavdgensalas de fermentacéo,
linhas de enchimento de latas e garrafas, paséelares, pisos, descartes de produtos
retornados do mercado e esgoto sanitario da empresa

Os efluentes sdo ricos em acUcares e outros comi@sndas cervejas. Os
efluentes apresentam também particulas de tet@enthaea oriundas da filtracdo do mosto
e 6leos minerais oriundos de vazamentos das maqui@gprocesso e das oficinas de
manutencao.

O pH do efluente normalmente apresenta tendénaia & neutra e a DQO

pode atingir 2.000 mgfl.. O processo usual de tratamento desse efluecvastituido de



algumas etapas: preliminar (remogéo de areia, agf@rde agua e 6leo, peneiramento e
correcao do pH), secundario por processo mistorébigee aerobio.

A etapa anaeroObia € composta de biodigestdo emetaas sendo a primeira
constituida por hidrolise 4cida e a segunda pe#gpaetmetanogénica. A eficiéncia
complementar é obtida por processos aerdbios cdogpger lagoa aerada ou lodos
ativados. Secundario simples, pode ser compostergende processo aerébio, no caso 0s
lodos ativados (GIORDANO, 2004).

A Tabela 1 mostra a possivel origem das divershst&uncias contaminantes

presentes no efluente de cervejaria.



Tabela 1: Substadncias contaminantes presentes no efluente ceeejarias
(REINOLD,1997).

Acidos Restos de produto (mosto, cerveja), agentes deanés como o
graxos livres acido acéetico.

fons Nitrito: processos microbioldgicos (nitrato), camiaacdo da agua
inorganicos bruta, restos de produto (mosto, cerveja), ageigdisnpeza e

desinfeccdo que contém &cido nitrico.

lodeto: agentes de desinfeccédo (iodo, iodéforos).

Fosfato: agentes de limpeza e desinfeccao quemaitiélo
fosférico, agentes que impedem a formacao de itagdiss na
lavadora de garrafas.

Cloreto: contaminacao da agua bruta, restos deufir@gchosto,
cerveja), regeneracéao de trocadores cationicos.

Sulfato: contaminacdo da &gua bruta, restos desfr@chosto,
cerveja), agentes de limpeza e desinfec¢cado quéroaitido
sulfarico.

Hidrocarbonetos | Contaminagéo da agua bruta, se¢ao de oficinasefgels), pintura,
clorados marcenaria, veiculos.

Formas Contaminagéo da agua da rede publica, formacaeeatda

halogenadas desinfec¢éo com cloro e desdobramento do cloro.

Umectante Agentes de desinfecgdo que contém umectantes icasdaditivos

cationico para a soda caustica da lavadora de garrafasfetzsio de
superficies.

Ligacbes Contaminagédo da agua bruta, substancias contidasitégia-prima

fendlicas cervejeira, conservacao de produtos técnico-quBnico

e benzodicas (lubrificantes), agentes conservantes em colagpaaéntes de

solventes, produtos de reacdes (ex.: cloro), dasgdb manual de
superficies, produtos de limpeza caseiros, prochdos limpeza de
sanitarios.

3.1.4. Tratamento Biologico

Os processos biologicos de tratamento reproduzeraseala de tempo e area
os fendbmenos de autodepuracdo que ocorrem na zettiles tem como objetivo remover
a matéria organica dissolvida e em suspensao, nediatransformacdo desta em soélidos

sedimentaveis (flocos biolégicos) ou gases (RAMALHG91).
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Os esgotos e os efluentes industriais clarificatihgdo a remogédo da matéria
organica em suspenséo (coloidal ou sedimentawdifselvida, bem como pela diminui¢éo
da presenca de microrganismos, sdo consideradaddsa O grau de tratamento requerido
é funcdo da legislagdo ambiental, ou seja, dasteaisticas ou pelo uso preponderante
atribuido ao corpo receptor (FEEMA, 1992).

O processo de tratamento biolégico € subdivididodemns grandes grupos, 0s
aerébios e o0s anaer6bios. Normalmente, os eflueotaapostos de substancias
biodegradaveis (esgotos domésticos e de indusigaalimentos) sdo preferidos nessas
duas classes de processos. No ambiente aerébiatd@ados equipamentos eletro-
mecanicos para fornecimento de oxigénio utilizagtog microrganismos, o que néo é
preciso quando o tratamento ocorre em ambienteg@riae

Nos processos aerdObios de tratamento de efluendies empregados
microrganismos que para biooxidar a matéria organtdizam o oxigénio molecular, QO
como receptor de elétrons. Normalmente ha um coies@e microrganismos atuando
conjuntamente nos processos de estabilizagdo darimnairganica. A microfauna é
composta por protozoarios, fungos, leveduras, mmetazoarios e, sem davida, a maioria é
composta por bactérias. H4 grande variedade darsistaerdbios de tratamento de aguas
residuarias; as mais empregadas séo lagoas faagtatagoas aeradas, filtros biolégicos
aerdbios, valas de oxidacéao, disposi¢do contrak@dsolo e sem duvida uma das opcoes
mais utilizadas é o lodo ativado (GUIMARAES, e NOWRO01).

Os biofiltros submersos tem sido utilizados porsma 50 anos e parecem ser
uma alternativa eficiente a outros processos dentiento. Os microrganismos crescem no

meio suporte, eliminando a necessidade da recg@olde lodo.
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O biofiltro aerado submerso é constituido por ungt@ preenchido com um
material poroso, através do qual esgoto e ar flpermanentemente. Na quase totalidade
dos processos existentes, 0 meio poroso é mantlldosal imersdo do fluxo hidraulico
(VON SPERLING, 2005). O fluxo de ar no biofiltrorado submerso é sempre ascendente,
ao passo que o fluxo do liquido pode ser ascendentiescendente. O biofiltro € portanto,
um reator trifasico, segundo GONCALVES (1996):

» fase sdélida: constituida pelo meio suporte e petadbnias de
microrganismos que nele se desenvolvem sob a fdentéofiime;

» fase liquida: composta pelo liquido em permaneste@amento através do
meio poroso;

» fase gasosa: formada pela aeracdo artificial erextuzida escala, pelos
gases sub-produtos da atividade bioldgica.

Nos processos anaerébios de tratamento de eflues@ies empregados
microrganismos que degradam a matéria organicemesno efluente, na auséncia de
oxigénio molecular. Nesse tipo de processo, a grandioria de microrganismos que
compde a microfauna também ¢é de bactérias, basitamas acidogénicas e as
metanogénicas. Como sistemas convencionais anasfobs mais utilizados sdo os
digestores de lodo, tanques sépticos e lagoasémaer Entre os sistemas de alta taxa, ou
seja, agueles que operam com alta carga organgstacam-se os filtros anaerébios,
reatores de manta de lodo, reatores compartimentad@atores de leito expandido ou
fluidizado (GUIMARAES e NOUR , 2001).

O filtro anaerdbio & um reator com biofilmes, aprgando alguma

similaridade conceitual com os filtros biolégicosrgpladores aerdébios: em ambos os
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casos, a biomassa cresce aderida a um meio supgutdmente pedras. No entanto, o filtro
anaerébio apresenta algumas importantes caraciasist diferencas (VON SPERLING,
2005):

» 0 fluxo do liquido € ascendente, ou seja, a entéada parte inferior do
filtro, e a saida na parte superior;

» o filtro trabalha afogado, ou seja, os espacosogazéo preenchidos com
liquido;

» a carga de DBO aplicada por unidade de volume taitaselevada, o que
garante as condicdes anaerobias e repercute rgicede volume do reator;

» aunidade é fechada.

A eficiéncia dos filtros biologicos € medida gerafite em termos de reducéo
da DBO, que pode alcancar cifras da ordem de 70% @& reducéo (VILLEN, 2001).
Segundo VON SPERLING (2005), a eficiéncia dosddtbiologicos para tratar esgotos
mais concentrados em matéria organica, € atravaslidacao de dois filtros em série.

A maioria das industrias de bebidas requer alguau gte tratamento de
efluentes, uma vez que sdo descartados em agublsapUfcomo rios), em estacdes de
tratamento municipais, em seus proprios tratameat®bios ou anaerdbios, ou em
aplicacbes no campo.

Visto que a industria de bebidas MALTA se locakra perimetro urbano e, o
emprego de tratamento anaerdbio aumentaria a pinksille de geracdo de gases fétidos, a

tecnologia de filtros biologicos aerébios em stoiaitilizada no projeto.



3.1.5 - Imobilizagéo

Imobilizacdo € um termo genérico usado para desceevetencdo da atividade
bioldgica de um catalisador dentro de um reatosistema analitico. Os biocatalisadores,
seja uma simples enzima, uma mistura delas ou aszoontidas dentro de células vivas,
estdo confinados dentro de um suporte material.

As células microbianas imobilizadas como um sistdmenulti-enzimas podem
ser classificadas em trés estados fisiologicost giwm crescimento e morta. Assim, o estado
mais adequado para aplicacdo a que se prop0e @leselacionado. (CHIBATA, 1979).

O material imobilizado pode ser usado dentro deremtor através do qual o
fluido passa continuamente. A imobilizacdo tem fioalidade proporcionar material
catalitico que pode mover-se repetidamente de witioflpara outro, convertendo substrato
em produto, mediante uma reacdo enzimatica codapléacilitando a remocdo do
catalisador do produto que deixa o reator.

Os métodos usados para imobilizagdo de célulashpaeée classificados em 3
categorias basicas, segundo CHIBATA et al. (1986):

- Imobilizacdo fisica por suporte inerte: & baseadaligacdo das células
diretamente aos suportes insollveis em agua,;

- Método da ligacdo transversal: a imobilizacdceiafatravés de ligacbes
transversais intermoleculares obtidas por meio dmgantes bifuncionais ou
multifuncionais;

- Método de aprisionamento por hidrogeéis: as cgludo aprisionadas

diretamente dentro de matrizes poliméricas, taisocalginato, pectina, etc.
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Para MARGARITIS e MERCHANT (1984), células imob#ddas conferem
propriedades desejaveis para um sistema bioléggcgquais ndo séo facilmente obtidas em
processos de bateladas convencionais ou nos poscessitinuos empregando células
livres. Sistemas com células imobilizadas ofereeepossibilidade de maior concentracéo
celular dentro do biorreator, resultando em maite®as de reacdo. Processos continuos
empregando células imobilizadas sdo menos suseeptiaos efeitos inibitorios e
esgotamento de nutrientes.

No tratamento de residuos, em filtros e lodo atiyas células imobilizadas
também s&do muito utilizadas, constituindo uma tarpromissora. Segundo VILLEN
(2001), o material de enchimento ideal para sedasan filtros biolégicos deve apresentar
as seguintes caracteristicas:

* elevado volume de vazios para garantir um adequagwmimento de
oxigénio;

» elevada éarea superficial, para aumentar a quaetidied microrganismos
presentes e consequientemente aumentar a capagelseiaocdo de matéria organica,

* ser estruturalmente forte, o suficiente para saparseu proprio peso e mais
0 peso do limo que cresce aderido as suas paredes;

» ser suficientemente leve, para permitir reductgsifgiativas nos custos das
obras civis e para permitir construcbes mais ajtss consequentemente ocupem menos
area,;

* ser biolégica e quimicamente inerte;

e apresentar o menor custo possivel por unidade d& fi@Bovida.



A literatura traz, constantemente, informacfes éenitas e processos,

empregados na tentativa de solucionar o problentardga poluente nas aguas residuérias.

De acordo com SANTOS e MELO, 2006, as vantagerevglla expandida em

relacdo aos meios de enchimento convencionais sao

Excelente controle da permeabilidade hidraulicao@ada a elevadas areas
especificas de suporte para a imobilizacdo de mgas;

O isolamento térmico proporcionado pela argila edma, permite melhor
eficiéncia dos processos bioldgicos degradativos pariodos de temperatura
ambiente baixas;

A argila expandida € um meio de enchimento lewyese traduz em economia em
termos de logistica;

Apresenta capacidade elevada para a remocao deddsf

Os materiais de argila expandida sdo recomendadosharticultura como
fertilizante que, com o teor adicional de fosfotorna-o ainda mais valioso
resultando numa reciclagem biolégica de um recliredado, que em outras
condicdes poderia ser considerado poluente.

Assim, diante das informacdes obtidas, esta pesgiss empregar o efluente

da industria de bebidas MALTA na busca de solugpasa diminuir a carga organica

empregando células imobilizadas em argila expanelideatores acoplados em sistema de

fluxo continuo.
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3.1.6. - Métodos Normalmente Utilizados na Determatdo da Carga Poluidora de

Efluentes Industriais

3.1.6.1 Ensaios para determinagéo da carga orgéanica

No projeto de uma estacdo de tratamento, normatémeid h4 interesse em se
determinar os diversos compostos dissolvidos naa dgsiduaria. Isto ndo sé pela
dificuldade em se executar varios destes testekleonatério, mas também pelo fato dos
resultados ndo serem diretamente utilizaveis cdementos de projeto e operacdo. Assim,
€ preferivel a utilizacdo de parametros indiretpge traduzam o carater ou o potencial
poluidor do despejo em questao. Tais parametrasetiefa qualidade dos esgotos, podendo
ser divididos em trés categorias: parametros fsiaguimicos e biolégicos (VON
SPERLING, 2005). Uma das analises mais recomendagasio carbono orgéanico total
(COT). Este pode estar presente em material biadagel ou ndo. Para quantificar as
concentracdes de matéria organica total e de raatégénica biodegradavel normalmente
sdo realizadas as determinacdes da DQO e da,DB&pectivamente.

A DQO ¢, por definicdo, a quantidade de oxigénioessaria para a oxidacao
da matéria organica da amostra através de dicromhatpotassio em meio acido na
presenca de catalisadores (VILLEN, 2001).

Para determinacdo da DQO a técnica de micro dmgedecrita por JIRKA e
CARTER (1975), vem sendo utilizada em indastriagtaPcomplementar este método
efetua-se uma medida espectrométrica automatizadapdricdo de Cromo +3 apos
digestdo da amostra. Para medir o valor da DQO amrentracdo de 3-900mg/L a

sensibilidade adequada é possivel de ser obtideoemprimento de onda de 600 nm, por
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meio do uso de uma célula de 50 mm. O método setoivatizado € comparado ao
método padrdo no que diz respeito a precisdo,déxgtfacilidade de analise e comparacao
dos dados.

A DBO, por definicdo, é a quantidade de oxigéniguegida pela unidade de
volume de um residuo, para a estabilizagdo bicddde matéria organica biodegradavel
(normalmente determinada apés 5 dias de incubac@® £C), mediante o uso de
microrganismos vivos ou de suas enzimas (VILLENQ1J0O Esse teste também é
empregado para medir o oxigénio utilizado na oXadage formas reduzidas do nitrogénio
(demanda de nitrogénio), se isto nao for evitado pso de um inibidor (GREENBER&

al., 1992).

3.1.6.2 Ensaios de Toxicidade

A pratica de utilizacdo de ensaios de toxicidade &guas residuarias no
Canada, E.U.A., Franca e Alemanha, vem de longa 8i& Brasil esta pratica iniciou-se
na década de 80 (ORTOLANO, 1994).

O controle do desempenho dos sistemas de tratamdmtefluentes e
monitorado, convencionalmente, por medidas indretéio especificas de carbono
organico, como DBO, DQO, COT e OD (oxigénio disgiy. Na atualidade, novas
exigéncias ambientais passaram a incluir tambénmenacado de constituintes organicos
volateis e substancias toxicas presentes em bareagidades (ECKENFELDER, 1991).

O estudo dos efeitos biolégicos que os compostémigos possam causar,

mesmo em baixas concentracdes, € de suma impertga@ se evitar maiores impactos

18



ambientais. Os ensaios de toxicidade séo utilizpdwa detectar e avaliar a capacidade
inerente de um agente téxico em produzir efeitdstéiéos a organismos — teste.

Os ensaios de toxicidade avaliam o efeito do efeleamo um todo ou através
de substancias especificas que o compdem; estatagbns permitem avaliar os efeitos
aditivos, antagonicos e sinergisticos. Os efeitngotticidade podem ser distinguidos em
efeitos agudos, sendo responsaveis por uma respestaa e rapida como a morte dos
organismos ou efeitos cronicos, traduzidos poragtspa um estimulo continuo de longo
tempo, que pode abranger todo o ciclo de vida dgenesmos, tendo efeitos sub-letais que
modificam uma ou varias funcdes bioldgicas (CETEBRO a).

Na avaliacdo dos efeitos agudos dos agentes térimotestes de toxicidade,
geralmente utiliza-se a concentracéo letal (CLR20a @oncentracao efetiva (CE50) a 50%
dos organismos em teste. Essa resposta € consideradis significativa para ser analisada
frente a uma populacéo.

A escolha de um organismo-teste € um dos aspedissimportantes em um
ensaio de toxicidade e alguns dos critérios utdbzasao: facilidade na manipulacéo e
tratamento; facilidade de padronizacdo, as condigfiee provocam respostas sdo bem
conhecidas; facilidade de avaliagdo das respgstasijbilidade de avaliacdo estatistica das
respostas (LANDIS e YU, 1995).

Tradicionalmente, o nivel de agentes toxicos enasguefluentes € estimado
mediante bioensaios com peixes e macroinvertebr&ddeetanto, para a determinacdo da
toxicidade de um efluente devem-se utilizar organs de diferentes niveis tréficos do

ambiente aquatico como algas, microcrustaceostérizc(CETESB, 1990 b).



Observacdes em trutas evidenciaram que os efluatibesnticios, téxteis e de
madeira, chegam a ser mais toxicos que os de mawrandustrias quimicas e alguns
setores de refinaria (BLAISE e COSTAN, 1987).

Recomenda-se que a eventual presenca de substéintcs no efluente seja
resolvida na fonte. As lagoas tém demonstrado tampoargas elevadas de substancias
toxicas, principalmente se ndo sdo lancadas brgstamisto deve-se a ocorréncia de um
periodo de aclimatagdo dos microrganismos preseatke$agoas de tratamento (CETESB,
1989).

Segundo SAPIA e MORITA (2002), apesar da carga igoia ser
importante na avaliacdo da capacidade do sistelmlicpe tratamento de esgotos,
nem sempre um baixo valor significa que o efluemdie causara problemas ao
sistema. Deve-se buscar um critério de avaliacdoxdeidade e ndo somente a carga
organica. Dentre os testes de toxicidade, comumetilizados como critérios de
recebimento de efluentes ndo domésticos em sistedidisos de esgotos, 0s autores
citam o bioensaio com rotiferos.

Segundo a sua composicado, alguns efluentes podeidxgms apenas a alguns
tipos de peixes, ou a microcrustaceos ou até mesambos organismos. Sendo assim, &
recomendavel sempre que possivel, a utilizacdoale de uma espécie para avaliacdo do
efeito de um efluente sobre o0 ecossistema aqudtimgo o0 organismo mais sensivel
fornecerd maior seguranca sobre o impacto quesfigante possa causar no corpo receptor

(CETESB, 1990 a).
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3.1.6.3 Determinacédo de nitrogénio amoniacal total

Na biodegradacdo de aminoacidos e proteinas (@aiéganica nitrogenada),
em processos biolégicos de tratamento de esgatoseca conversao destes em compostos
mais simples como amonia, nitrato, nitrito e ni&oiyp molecular. Esse mecanismo é
efetuado em etapas distintas por grupos diferefganicrorganismos. Uma primeira etapa
€ a conversao de nitrogénio organico em amoniagigla de bactérias heterotréficas sob
condicbes aerdbias ou anaerdbias.

O grupo das bactériadNitrossomas convertem a ambnia para nitrito,
necessariamente sob condicdes aerdbias. O nititeya vez € oxidado até nitrato pelo
grupo das bactéridsditrobacter.

Pode-se estimar se houve despejo de esgoto doméstiaim corpo aquatico
analisando-se as varias formas do nitrogénio: agodae do residuo foi recente, certamente
a maior fracdo do nitrogénio total serd o nitrogéarganico ou mesmo na forma de
amonia, indicando que a matéria organica aindafoidoxidada. No entanto, se for um
lancamento antigo, e evidentemente se 0 meio fabar a espécie mais significativa,
dentre todas, sera o nitrato, a forma mais oxid@daoutro lado, se uma grande proporgao
de nitrogénio estiver na forma intermediaria dedagéo, o nitrito, isso pode significar que
a matéria organica encontra-se ainda em processes@@ilizacio (GUIMARAES e
NOUR, 2001).

Em solugbes aquosas, a amonia € encontrada enfatoess, 0 ion amoénio
(NH,") e a amonia n&o-ionizavel (NH Estas formas séo intercambiais e juntas recebem

denominacdo de amoénia total. O nitrogénio na fodemamonia livre (Nk) é toxico aos
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organismos aquaticos e suas concentracdes depgmoheipalmente da temperatura, pH e
da concentracdo de amdnia total nos corpos d'&jHES(e MENDONCA, 1995).

Segundo BLAINE (1992), amoénia e pH séo interdepetade pois a amodnia
livre (NH3) e o ion amonio (NK) tém seu equilibrio afetado pelo pH. Em pH 7 exaba
deste, o N esta presente quase que exclusivamente nesta femqzanto que em pH 9 e
acima deste, predomina a forma NBuando a decomposicéo é intensa o pH pode elevar-
se, o NH permanece volatil, sendo mais toxico (comparadd\ila’) e pode formar
produtos estaveis com a matéria organica por reaQéo acucares, carboxil, carbonil,
fendlicos, hidroxil, quinona e outros compostosinsgdos.

De acordo com a legislacdo federal em vigor, a Re&o CONAMA A 357
(2005) do Ministério do Meio Ambiente, o padrdo kd@camento para 0 nitrogénio
amoniacal total € de 20,0 mg /L N. O nitrogénio aiacal é padrao de classificacdo das
aguas naturais e padréo de emissao de esgotosdriaagnum toxico bastante restritivo a
vida dos peixes, sendo que muitas espécies naotaupooncentracdes acima de 5 mg/L.
Além disso, a amonia provoca consumo de oxigérssotirido das dguas naturais ao ser
oxidada biologicamente, a chamada DBO de seguntigies Por estes motivos, a
concentracdo de nitrogénio amoniacal é importaatérpetro de classificacdo das aguas

naturais e normalmente utilizado na constituicAtndees de qualidade das aguas.

3.1.6.4 Temperatura e pH

A temperatura tem grande influéncia no metabolisnicrobiano, afetando as
taxas de oxidacdo da matéria carbonacea e nitrdgefan termos gerais, as taxas da

maioria das reag0es fisicas, quimicas e biolégiocazentam com a temperatura. Elevacoes
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da temperatura diminuem a solubilidade dos gasgs dgigénio dissolvido e gas
carbdnico), e aumentam a taxa de transferénciaslesgo que pode gerar mau cheiro, no
caso da liberagdo de gases com odores desagrgdaveis

Nas reacdes quimicas, a velocidade de reacdo gabmacada aumento de 10
°C na temperatura do meio, proporcionada pelo imen¢o do contato entre as moléculas
dos reagentes. Nas reacdes bioldgicas, a tend@@@amento das taxas mantém-se até a
temperatura 6tima; acima desta a taxa decrescelajepiovavelmente, a destruicdo de
enzimas nas temperaturas mais elevadas (SAWYERRITA1978).

As velocidades de reacdo nos processos aerobicsuidientemente elevadas
em temperaturas ambientes de 15 a 30 °C, sendaagjumactérias responsaveis pelo
processo nao sdo especialmente sensiveis a varineésa faixa, ndo havendo, portanto,
necessidade de aquecimento. Nos processos anaer@iste a necessidade de
aguecimento para se obter elevadas velocidadessatgia, com excecao dos filtros
anaerobios (VILLEN, 2001).

A adaptacdo dos microrganismos a mudancas suUlatsesmperatura parece ser
lenta em temperaturas mais elevadas. WINKLER (198Fervou que sdo necessarios
varios meses para a aclimatacdo da biomassa a umdanga de 5 °C na faixa de
temperatura de 15 °C.

HOILIJOKI et al. (2000) avaliaram o efeito da baixa temperaturgpnoeesso
de nitrificagdo com pos-tratamento anaerdbio eiwiéigo de “landfarm” de lodo, através
de dois processos: reator com lodo ativado e reator lodo ativado fixado em material
plastico como suporte. Ambos os reatores foramaojosras temperaturas de 10, 7 e 5 °C,
com aeracdo continua (> 2 mg/lQ e tempo de retencdo hidraulico de 3 dias. Foram

analisados Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), DdmaBioquimica de Oxigénio
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(DBO), nitrogénio total, nitrogénio amoniacal eftds. Durante os 35 primeiros dias a
concentracdo inicial de amdénia variou de 80 a 1§0NH, - N/L, com diminui¢cdo de 90
%, devido a nitrificacdo em ambos os reatores peemura de 10 °C. Depois de 35 dias
com amonia inicial de 130 — 190 mg NM/L, a diminuicdo foi de 99 %. Quando a
temperatura abaixou para 7 °C, a diminuicdo daesurazdo de amonia foi de 93 % e a 5
°C a diminuicdo foi de 61 %. Embora o fato possarskcionado com a temperatura,
ocorreram também mudancas na qualidade do lod@au€ses constataram ainda, que a
concentracdo de oxigénio diminuia significativareemiiando ocorria eficiente diminuicdo
da concentracdo de amonia. Esta reacao tem elesadumo de oxigénio.

O potencial hidrogenibnico representa a concentragfions hidrogénio H+
(em escala antilogaritmica), dando uma indicac@oesa condicdo de acidez, neutralidade
ou alcalinidade da agua. Os valores de pH afastdalowutralidade podem afetar a vida
aguatica e os microrganismos responsaveis petorteaito bioldgico das aguas residuarias.

A alcalinidade representa a quantidade de ionsgua &ue reagirdo para
neutralizar os ions hidrogénio. E uma medicdo deagdade tampdo da agua. Os
principais constituintes da alcalinidade séo oarbicnatos, carbonatos e os hidroxidos. A
distribuicdo entre as trés formas na agua € fudogaH. Os processos oxidativos (como a
nitrificacdo) tendem a consumir alcalinidade, al,qoaso atinja baixos teores, pode dar
condicbes a valores reduzidos de pH, afetando @riprdaxa de crescimento dos
microrganismos responsaveis pela oxidacao (VON SNER 2005).

Muitos estudos foram realizados procurando conhadefluéncia do pH na
taxa de nitrificacdo. Contudo, muitos trabalhoslenciam que diminuindo o pH, 0 mesmo
ocorre com a taxa de nitrificacdo. Esta tendénciant@ce tanto para microrganismos

aclimatados como para os nao aclimatados. SANTIAG@D4) observou que quando
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ocorrem variacoes abruptas no pH em sistemas trasaa nitrificacdo é retomada apés
curto periodo de tempo, indicando que o pH tentcefeibitério e ndo toxico.

FERREIRA (2000) sugere que para a implantacdo dgetps é importante
manter o pH entre pH 6,5 e pH 8,0; assegurandonaasiestabilidade da condicéo
operacional.

A amonia tem carater alcalino; portanto, a conved# amonia a nitrato esta
ligada a acidificacdo do meio causando solubiliaalEmetais segundo STOLP (1988).

O efeito de diferentes valores de pH sobre a ic#igbio tem sido estudado em
biofiltros submersos, com o objetivo de assegunaHatimo em torno de 7,5 a 8,5, para
oxidacdo de ambnia e maxima acumulacdo de nitatosbiofiimes de microrganismos

nitrificantes nos reatores (DINCER E KARGI, 2000).

3.1.6.5 Oxigénio dissolvido

Segundo VILLEN (2001), a condi¢cdo mais importardeapo bom andamento
de um processo biolégico aerdbio é o fornecimertoxdgénio suficiente para a respiracéo
microbiana (@ > 2 mg LY. Valores elevados de oxigénio dissolvido (OD) etfevser
mantidos nos sistemas de aeracao para garantangpentos de acesso dificil do oxigénio,
exista concentragdo superior a critica.

Estudos recentes sugerem que a concentracdo deoOljuido deve ser
mantida a 70% da concentracdo de saturacdo. Afiqaig@o, sendo um processo
estritamente aerdbio, depende da concentracdo d@gEnex dissolvido. O oxigénio

dissolvido em um reator € um pré—requisito indisggel para a ocorréncia da nitrificacao;



pois tem significante efeito na velocidade de d¢nesnto das bactérias nitrificantes nos
sistemas de tratamento biologico de efluentes.

FERREIRA (2000) prop6s consumo de 4,6 mglLQle nitrogénio amoniacal
oxidado; maior, portanto, do que a quantidade &cies para a oxidagdo da matéria
organica. Taxas e velocidades oOtimas do processatdigcacdo podem ser obtidas em
niveis de OD da ordem de 4,0 mg/lQ desde que exista uma populacdo 6tima de bastéri

nitrificadoras.

3.1.6.6 Turbidez e Sélidos

A turbidez € um parametro muito utilizado no coletrda operacao das estacoes
de tratamento de agua, pois representa o0 grautedengéncia com a passagem da luz
através da agua, conferindo aparéncia turva a mésmagua com turbidez igual a 10 uT,
ligeira nebulosidade pode ser notada; com turbigiezl a 500 uT, a agua € praticamente
opaca (VON SPERLING, 2005).

Segundo QUASIM (1985), a turbidez é causada por graade variedade de
sélidos em suspenséo. Em corpos d’agua pode dinamenetracdo da luz, prejudicando a
fotossintese. Desta maneira havera prejuizos, y@n@o em tratamentos realizados em
lagoas facultativas, onde o oxigénio requerido élactérias aerdbias € fornecido pelas
algas.

A qualidade do tratamento aplicado as aguas natwraresiduarias esta
diretamente relacionada as diversas substancias egistentes, seja pela variedade, seja

pela quantidade destas substancias.
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Quando hé interesse apenas em quantifica-las, srprdcedimentos analiticos
gue deve ser executado é a determinagcdo de sdldodados de sdélidos tém importancia
para o acompanhamento na eficiéncia dos sistemdsatdenento para aguas naturais e
residuérias.

De acordo com a legislacéo federal em vigor, a Redo CONAMA 1 357
(2005), do Ministério do Meio Ambiente, a condicde langcamento para materiais
sedimentaveis é de até 1 mL/L em teste de 1 h ema buohoff. Para o langamento em
lagos e lagoas, cuja velocidade de circulacdo pegicamente nula, os materiais
sedimentaveis deverdo estar virtualmente ausentes.

Os efluentes industriais clarificados devido a refiooda matéria organica em
suspensao (coloidal ou sedimentavel) e dissoladay como pela reducédo da presenca de

microrganismos, sdo considerados tratados.

3.1.6.7 Condutividade

A condutividade esta relacionada a concentrac&aidesolliveis nos efluentes
e representa uma medida indireta da concentracgmldentes, predominantemente 0s
inorganicos. A presenca excessiva de sais, mesisiinsdes tais como o cloreto de sédio
pode retardar ou inviabilizar os processos bioligi@GGRADY Jr.et. al, 1980), por efeito
osmotico. Em casos extremos podem inviabilizarmdas aguas por salinizagdo. Em geral
niveis superiores a 100 uS/cm indicam ambientegadtapgos. Em aguas de rios classe I,
ndo poluidas, a condutividade média é ao redobdeS/cm (Rio Jaguari e o Rio Atibaia,

mais eutrofizado, 209 uS/cm).
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3.1.6.8 Foésforo (P)

A presenca de fosforo (P) na agua estd associadadiidos em suspenséo e
aos solidos dissolvidos (provenientes da dissolggioompostos do solo e decomposicéo
da matéria organica). Trata-se de um nutriente negde para 0 crescimento dos
microrganismos, participando da formacdo das memakraelulares e geracdo de energia
biol6gica. Entretanto, quando em elevadas conagigsa o fosforo pode conduzir a um
crescimento exagerado desses organismos induzinttofieagdo. (VON SPERLING,
2005).

Nos efluentes industriais estdo presentes em medig limpeza, como por
exemplo os detergentes, e podem ser originados rdiqgas, aminoacidos &cidos
fosféricos e seus derivados. Em lancamentos dergfls, a montante de represas com
problemas de eutrofizacdo freqlientemente, o P iGatlma um total de 1,0 a 2,0 mg/L
(VON SPERLING, 2005).

A argila expandida, utilizada como suporte para naobilizacdo dos
microrganismos, € um material fino, granulado érdfiite com uma elevada area de
superficie e com capacidade elevada para a renugdosforo. O fosforo € eliminado
tanto por precipitagdo a pH elevado como por at®cé ligacdes fisico-quimicas,

capturado e acomodado no filtro (SANTOS e MELO,&00

3.1.6.9 Identificagcdo dos microrganismos

Os principais organismos presentes em despejogreéaxoarios, fungos, algas

e as bactérias. Essas constituem o grupo de nmapmriancia em sistemas de tratamento
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biolégico. As principais bactérias responsaveigamocdo da DBO séo as heterotroéficas.
Este grupo, segundo VON SPERLING (1996), é subitisiém outros dois:

a) Organismos quimioautotrofos Utilizam a matéria inorganica como fonte
de energia e 0 Gomo fonte de carbono. Estéo ligados a nitrifioaca

b) Organismos quimioheterdtrofos Utilizam a matéria organica como fonte
de energia e fonte de carbono. S&o responsaveisnaebdr parte das reagdes ocorridas no
tratamento biolégico.

Nos despejos domésticos, podem ser encontradasibaaerdbias, anaerdbias
e facultativas, a sequir:

Bactérias aerdbias: Sdo as que retiram o oxigénio contido no ar, owund
diretamente da atmosfera ou dissolvido na dguagearanetabolismo. Essa acao bacteriana
€ denominada de oxida¢do ou decomposicao aerdbia.

Bactérias anaerdbias Sdo as que retiram o oxigénio dos compostos m@sn
ou inorganicos que contém oxigénio para seu masaho] ao invés de retird-lo do ar. Este
processo bacteriano € denominado de putrefacdeamngbosicido anaerdbia.

Bactérias facultativas: S&o as que possuem a capacidade de ora retirar o
oxigénio contido no ar, ora retirar o oxigénio eémde acdes sobre outros compostos.

A reproducdo bacteriana ocorre, basicamente, gs&di binaria, onde cada
célula ao atingir certo tamanho, divide-se em dwm&s células. Na pratica, naturalmente,
o crescimento é logo restringido devido a exausia@onutrientes no meio. (VON
SPERLING, 1996). Além das caracteristicas metaéglicas bactérias possuem a
capacidade de flocular (aglutinam-se e formam #@cquando entram na fase de declinio

em seu crescimento.



Em efluentes ricos em matéria organica, as bastér@otozodarios apresentam
crescimento disperso. A medida que a energia (fmatéganica) vai sendo consumida
durante o tratamento do efluente, ocorre aglomertmgas bactérias, pois ja ndo existe
tanta energia para que elas gastem em deslocanfentgando um floco. Além disso
forma-se também zoogléa (gelatina com caractaisitesiva) ao redor da membrana
celular das bactérias, conferindo peso ao flocoogusa sua decantacdo. Esta € a condicao
ideal para se alcancar melhor eficiéncia do tratéme

Segundo YIANNAKOPOULOU (1998) os protozoarios podexercer um
papel muito importante no tratamento bioldgico figedte de celulose, além de indicarem
mudancas na carga toxica de efluente a ser tra@sl@rotozoarios sdo predadores que
“limpam” o efluente, removendo o excesso de baatégue se encontra em suspensao
(NEOTEX, 1997), podem também absorver matéria acgémo meio nos casos em que a
concentracdo for elevada. Entretanto sdo extrentansensiveis a efluentes toxicos e com
baixa oxigenagéao.

A analise do DNA modificou a face da Microbiologintes que as técnicas de
Biologia Molecular fossem largamente utilizadas, neétodos para identificar espécies
bacterianas tinham poder de resolucédo bastanteadimi podiamos observar a forma das
coldnias que cresciam em uma placa de Petri, exanoirformato de cada célula sob o
microscopio ou recorrer a andlises bioquimicagivelmente simples como o método de
Gram, pelo qual as espécies sao classificadas troegativas” ou “positivas” dependendo
das caracteristicas da parede celular. Com o seiqiieento do DNA, os microbiologistas
passaram subitamente a dispor de um fator de fidagfio perceptivel e definitivamente
diferente em cada espécie. Mesmo espécies queaampser cultivadas em laboratério

(pela dificuldade de reproduzir suas condi¢cdesramtde crescimento, como no caso das
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criaturas que habitam o fundo do oceano) se preatamalise do DNA, desde que uma
amostra possa ser coletada das profundezas (WABSBERRY, 2005).

Diversos trabalhos tém sido publicados com o olgetle identificar géneros e
espécies de microrganismos utilizando marcadordsculares especificos. O advento da
Biologia Molecular e da Reacgdo da Polimerase emei@a@PCR) tornou possivel
identificacdes rapidas e precisas de microrganigsmados de seus ambientes naturais. A
eficiéncia desta metodologia esta associaddesenhale Primers espécie-especificos com base
em sequUéncias depositadas em bancos de dados@eomi

Como visto no item objetivos, o presente trabaktlm também a finalidade de,
através de métodos moleculares, verificar quaisoasunidades microbianas responsaveis

pelo tratamento do efluente nos biorreatores.

4- MATERIAL E METODOS

4 .1- Material

4.1.1 - Efluente industrial

Foram utilizadas amostras provenientes da saidaatiamento de efluentes
liguidos da industria de bebidas MALTA. Localizada municipio de Assis/SP, esta
iniciou suas atividades em 1956, sendo atualmentedas 5 maiores industrias do centro-
oeste paulista. Comercializa cerveja tplsen, malzibier, lagee refrigerantes tipo cola,
guarana, limao, tutti-frutti e laranja. Possui @agade para processar 250.000 litros de
cerveja e 200.000 litros de refrigerantes por Bra. capacidade total de producéo, gera 40

m® de efluente por hora que passa por um tratamemiémpar (remocdo de sélidos
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flutuantes, equalizacédo, controle de temperatynid)e Este é descartado na rede publica de

esgotos e tratado na Estacdo de Tratamento dedSg§E) da SABESP local.

4.1.2 - Microrganismos

Foram utilizadas culturas bacterianas, obtidas iteretites pontos da ETE

(Figura 1) da SABESP localizada em Assis/SP.

Figura 1. Foto aérea da Estgéo de Tratamento de Esgoto) (BFEia de
Saneamento Basico do Estado de S&do Paulo - SABESB/A (A = lagoas
anaerobias; F = lagoas facultativas).

4.1.3 - Meios de cultura para bactérias

« Meio para preservacao de culturas bacterianasieNtgrAgar (pH: 7-7,5)
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* Meio para ativacdo das culturas: Efluente enrigieecom melago (pH: 7-
7,5)
* Meio para plagueamento e avaliacdo das Unidadesdgmras de Coldnias

— UFC/mL: Plate Count Agar (pH: 7-7,5)

4.1.4. Efluente industrial

Foi utilizado o efluente, coletado na saida doatr@nto de efluentes, da
indUstria de bebidas MALTA (Figura 2), para avakadiminuicdo da toxicidade, DBO,

DQO, SS, nitrogénio amoniacal total, fésforo (Bjbidez e condutividade.

Figura 2. Ponto de coleta na saida
do efluente do sistema de tratamento
da industria.



4 .2- Métodos

4.2.1. - Imobilizagéo de células

Foram utilizados, para o crescimento dos microgyans, biorreatores
preenchidos com argila expandida previamente lgvadatidas submersas com auxilio de
discos plasticos perfurados. Posteriormente, fmi@hdo o in6culo bacteriano, contendo
cerca de 10células (UFC/mL).

A seguir, para a ativacao e crescimento das bastéo suporte, o sistema foi
alimentado a intervalos de 12 h com o efluentegeegido com 3% de melagco e 0,5% de
extrato de levedura. Os experimentos foram inigado sistema de quatro reatores, em
fluxo continuo (Figura 3), apos 3 meses de estalgéio. Utilizou-se como parametro para
verificar a adequada imobilizacdo dos microrgansmo suporte a reducdo da Demanda

Quimica de Oxigénio (DQO) e da Demanda Bioquime®udigénio do efluente (DBO).
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Figura 3. Sistema de reatores para experimento em fluxdraami{dimensdes unitarias:
volume - 4.000 mL, altura - 26 cm, didmetro - 1¢hh).

4.2.2. Avaliagdo do efluente em fluxo continuo comelulas imobilizadas em argila

expandida

Nos reatores, foram realizados experimentos emedifes vazdes e tempos de
retencdo hidraulica / h. Para obtencédo dos tempa®téncédo hidraulica / h de 1,9; 3,6;
4,15 e 10,28 as vazdes correspondentes foram dé,931%5666,6; 1445,7 e 583,6,
respectivamente em volumes fixos de 6.000 mL desancoletada.

Em concordancia com HIRAKAWZAt al. (2002), cerca de 54% do volume

interno do reator (859 g) foi preenchido com argtpandida.



Figura 4: Argila expandida
guebrada para a utilizacéo,
como suporte nos biofiltros.

Os reatores foram interligados na parte inferiesponsavel pela entrada do
fluxo de liquido e na parte superior & saida. Noionde cada experimento os reatores
foram alimentados por gravidade com o efluentecbda industria. Para proceder o
experimento em aerobiose, 0 sistema foi mantidat@bmm injecdo de ar constante
(através de bombas de injecdo de ar marca SARLOBRT Modelo 160). Na saida do
qguarto reator foi colocado um frasco coletor de ©tra0 Nas amostras, coletadas nos
tempos de retencdo hidraulica / h 1,9, 3,6, 4,05281 foram realizadas as dosagens de
nitrogénio amoniacal total, DBO, DQO, sélidos seslimdveis, condutividade, turbidez,

ensaios de toxicidade, pH, OD, contagem bactegamgemperatura {y dos reatores.

4.2.3 - Coleta e preservacao das amostras

Por n&o ocorrerem bruscas variacbes na composgg@rmostras, devido ao
tratamento preliminar do efluente na industriam@smas foram coletadas diariamente e de
forma simples (volume de efluente coletado em ammastica e ao acaso, proporcional a

vazdo do efluente). A seguir, quando necesséari@nasstras foram acondicionadas em
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frascos plasticos, conservadas em freezer, e dgsleolas a temperatura ambiente antes de

sua utilizagao.

4.2.4 - Preparagdo do indculo

Foram misturados 500 mL de cada uma das amosttagmdas, em pontos
préximos a superficie, nas lagoas facultativas dagao de Tratamento de Esgoto da
SABESP local. Acrescentou-se a mistura 0,1% deggic0,1% de extrato de levedura e
0,02% de fosfato de potassio (CONEGLIAN, 2001).mMisturas assim preparadas foram
transferidas aos reatores e incubadas a tempeeahbinte. Foi injetado ar no meio para

induzir o crescimento das bactérias aerdbias.

4.3. - Analises fisico-quimicas do efluente

4.3.1. Avaliacéo do pH, OD e temperatura (T°)

Diariamente o pH, a T° e o OD foram verificadosan@ostra do efluente que
abasteceu o sistema, nos quatro reatores e narardostfluente apds o tratamento, através
de leituras diretas com auxilio de pHmetro (mdrttARON), oximetro (marca YSI,

modelo 95) e termbmetro portateis.
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4.3.2. Avaliacdo da DBO

Para as analises de DBO, o método HACH foi utilizpdra amostras coletadas
diariamente na saida do quarto reator e na amdstrefluente inicial que abasteceu o

sistema.

4.3.4. Avaliacdo da DQO

As analises de DQO foram feitas empregando-se oduoéte refluxo fechado
colorimétrico, ampolas AQUALITY, nas amostras catigts diariamente na saida do quarto

reator e na amostra de efluente inicial, que abeaste sistema.

4.3.5. Avaliacéo da turbidez

A turbidez foi analisada mediante leituras diretas turbidimetro (marca
POLICONTROL, modelo AP — 2000), expressos em Uredddfelométrica de Turbidez
(NTU) nas amostras coletadas diretamente na saidqudrto reator e na amostra de

efluente inicial, que abasteceu o sistema.

4.3.6. Avaliacao de sélidos sedimentaveis

Os solidos sedimentaveis, existentes em 1 L de teanfigam determinados,
em cone Imhoff por acdo da gravidade em teste ld@ds amostras coletadas diretamente

na saida do quarto reator e na amostra de eflireci@, que abasteceu o sistema.
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4.3.7. Dosagens de Fosforo

O fosforo foi analisado utilizando o método grauine® (digestdo nitro-
perclorica e precipitacdo com quimociac), nas arasstoletadas diretamente na saida do

guarto reator e na amostra de efluente inicial,ajpasteceu o sistema.

4.3.8. Condutividade

A condutividade foi analisada mediante leiturasetds em condutivimetro
(marca METTLER TOLEDO, modelo MC 226) expressasmitrosiemens/cm (uS/cm),
nas amostras coletadas diretamente na saida dto geator e na amostra de efluente

inicial, que abasteceu o sistema.

4.3.9. Avaliacdo do nitrogénio amoniacal total

As dosagens da [NjHforam efetuadas mediante a utilizacdo do eletiotde
seletivo, que se baseia na difusdo dos; l@Br uma membrana hidrofobica gas permeavel,
gue separa a solucdo a ser analisada do sisteeradrdo eletrodo seletivo. A amonia
dissolvida difunde-se através da membrana e atgtd da solucéo interna do eletrodo de
pH, combinado com um eletrodo de referéncia Ag (ACI). A concentracdo do ion
cloreto ndo varia dentro do eletrodo de amobniataptw, seu potencial mantém-se
constante e funciona como um eletrodo de referémgsadosagens de amoénia foram
realizadas nas amostras coletadas diretamenteide d@a quarto reator e na amostra de

efluente inicial, que abasteceu o sistema.



4.3.10. Quantificacdo das bactérias

Amostras do in6culo foram coletadas diariamente réasores e da saida do
sistema. A seguir, essas foram suspensas em sdla&io0,85% e as bactérias avaliadas
guantitativamente pelo método de diluicdo em sagida de plaqueamento, empregando-

se 0 meio PCA e a técnica “pour plate”. As placaarh incubadas a 36 °C durante 48 h.

4.3.11. Avaliacdo da toxicidade

Foram empregadas duas espécies de organismosp@steos ensaios de
toxicidade aguda do afluente e efluente do reatomicrocrustacedaphnia similis
seguindo as recomendacOes da Norma CETESB L5.0d&nentes de alfacégctuca
sativa) segundo o manual de métodos do National Wateedeh Institute (DUTKA,
1989).

Para a metodologia com o microcrustaceo (esquersgobapresentado na
Figura 5), os organismos-teste foram submetidosfeaedtes concentragcbes do agente

téxico durante 48 h a temperatura dé€@pna auséncia de luz.
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Figura 5. Esquema basico de um teste de toxicidade. FOIHEESB,
(1992).

Foram utilizada®aphiniascom idade entre 6 e 24 h, obtidas de fémeas adultas
separadas na véspera. Para cada amostra foradoseStarganismos.

Um controle de acompanhamento do teste com sohef@@ncia dicromato de
potassio na concentracdo 0,04 a 0,17 mg/L avalsmnsibilidade do microcrustaceo.

No decorrer dos experimentos, as amostras de &flugpial (a cada troca de
efluente), que abasteceu o sistema e amostrasmdadeha saida do quarto reator foram
avaliadas quanto a possivel diminuicdo da toxi@daeterminada através da CL50
(concentracao letal a 50% da populacéo).

Apés 48 h os testes foram submetidos a leitura comtagem de organismos
imoveis em cada tubo. Os dadossgHE8 h foram transformados em Unidades Toxicas
(U.T) onde U.T. = 100 / G5, 48 h.Na andlise estatistica foi utilizada a rotina MGLH

(Multivariate General Linear Hypothesis) do pacesatistico SYSTAT (WILKINSON,

1988).
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Para o teste de toxicidade com sementes de alfaceaterial obtido dos
experimentos foi filtrado através de membrana pblle 0,22 pm e diluido nas
concentracdes de 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125, e 3958 agua destilada e 2 mL de cada
solucéo foi utilizada para embeber discos de pagdiltro colocadas no interior de placas
de poliestireno (9 cnp). Para controle positivo de toxicidade foi empdegd mL de NaCl
(5 g/L) e para controle negativo, agua destilada.

Foram colocadas em cada placa 20 sementes de alEssas foram incubadas em
temperatura ambiente, envoltas em papel aluminict®d. A avaliacdo do tamanho das
raizes germinadas foi realizada com auxilio de lpapenetrado (DUTKA,B.J,1989).

A porcentagem de variacao de crescimento foi cadlzusegundo a equagéo:

% variacdo de crescimento = _comprimento médiamdastra — comprimento médio do controle x 100
comprimento médio do controle

4.3.12. Metodologia de identificacdo molecular de alstéria por meio do
sequenciamento do rDNA 16S

Foi realizado o isolamento dos microrganismos pitesenos biorreatores e em
seguida a identificagdo molecular dos mesmos.

A identificacdo molecular de bactérias € baseadanddise de sequéncias de
genes conservados, envolvendo a extracdo do DNASngea e amplificacédo e
sequenciamento parcial do gene ribossomal 16S.

O DNA genbmico de cada linhagem foi extraido segumchétodo descrito por

PITCHERet al. (1989) modificado. Os resultados da extragdo dé Bi¥am visualizados
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em géis de agarose 0,8%, corados com brometo dkoet{lulL.100 mib), e

fotodocumentados utilizando o sistema EpiChemi &kidam (UVP, Biolmaging System).

As estimativas das concentracdes de DNA foramsfaitaavés da comparacdo com padrbes

de concentracdo de DNA (fagd.

Amplificacdo do rDNA 16S

A metodologia consiste na amplificacdo do DNA shomal 16S pela

metodologia de PCR, utilizando como molde o DNA@meito extraido diretamente da

amostra. O par dprimers (oligonucleotideos sintéticos) utilizado para acé® de PCR

foram p27f (LANE, 1991) e p1401r (HEUE& al, 1997), homdlogos as extremidades

conservadas do gene rRNA 16S de bactérias.

Detalhes da reacdo de PCR do rDNA 16S:

Reagentes Concentracdo da | Concentracao final
Solucado Estoque por reacao
Solucao tampéao deaq 10 X 1X
Primer p27f 20 UM 0,4uM
Primer p1401r 20uM 0,4uM
dNTP’s 25 mM 200uM
Tacpolimerase 5 U/uL 2U
(Amersham Biosciences)
DNA -- 50-100 ng
H-O -- gsp. 50 AL




Programa de amplificagdo do rDNA 16S:
- 1 ciclo: 95C por 2 min
- 30 ciclos:  94C por 1 min
55°C por 1 min
72°C por 3 min
- 1 ciclo: 72C por 3 min

- finalizar a 4C

Primers:
27f-[5- AGA GTT TGATCM TGG CTC AG - 3']forward

p1401r — [5-CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA AGG-3teverse

Sequenciamento:Os fragmentos de rDNA 16S amplificados foram a segurificados
utilizando o kitGFX™ PCR-DNA and Gel Band Purification KiAmersham Biosciences),

e submetidos diretamente ao sequenciamento em rsmgder automatico MegaBace
(Amersham Biosciences), empregando o kit DYEnamit Bye Terminator Cycle
Sequencing Kit fot MegaBace DNA Analysis System#&mérsham Biosciences, cod.
US81090). Oprimersinternos ao gene para o rRNA 16S utilizados pasequenciamento
foram p10f (5"- GAG TTT GAT CCT GGC TCA 6 37), p765r (5- ATT AGA TAC CCT
GGT AG - 37), p782r (5'- ACC AGG GTA TCT AAT CCT GT3) e pl100f (5- GCA
ACG AGC GCA ACC C -3"). Esteprimers foram adicionados na concentracédo de 3,2

pmoles por reacgao.

44



Programa de PCR utilizado para o sequenciamento:
95°C/20 seg
50°C/15 seg 30 ciclos
60°C/1 min

hold £C

Andlise filogenética:As sequéncias parciais de rDNA 16S obtidas com p&deer foram
montadas em urngontig (seqUéncia Unica combinando os diferentes fragmeoidtidos)
com ajuda do software GDE  (Genetic Data  Environment.2.2,

gopher://megasun.dch.umontreal.ca:70/11/GB®Eomparadas com as sequéncias de rDNA

16S de organismos representados nas bases de RB&#ogRibosomal Database Project,

Wisconsin, USA; http://www.cme.msu.edu/RDP/html/index.himl e Genbank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) Foram entdo selecionadas diversas sequéncias de

organismos relacionados a sequéncia do organisrmaoowlgecido para realizacdo das
analises filogenéticas. As matrizes de distanc@udiva foram calculadas com o modelo
de KIMURA (1980) e a construcdo da arvore filoga@ea partir das distancias evolutivas

foi feita pelo método dBeighbor-Joining[SAITOU & NEI, 1987).

4.3.13. Andlises estatisticas

Os ensaios foram realizados em triplicatas e dssas&statisticas foram avaliadas através

do teste de Mann-Whitney pelo programa BioEstat . 4.0



5- RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1- Analises fisico-quimicas do efluente industria

5.1.1- Analise comparativa do pH do efluente brute do efluente tratado

O efluente em estudo recebeu um tratamento prelmpara corre¢cdo do pH
(7,0-7,5) e temperatura (até 40 °C). Observa-s€&jquaa 6, que o pH do efluente tratado,
pelo sistema de biofiltros permaneceu com valore&imos a neutralidade, com
diminuicdo do pH 6,6 apenas no tempo de retencdcadlica (TRH/h) 10,28. Esses
resultados séo importantes, pois, de acordo comREHRA (2000), na implantacdo de
projetos de tratamento de efluentes consideransagnaitencéo do pH entre pH 6,5 a pH 8,0

para assegurar estabilidade da condi¢céo operacional

8,0

TRH:1,9 TRH:3,6 TRH:4,15 TRH:10,28

[EBruto ® Tratado |

Figura 6: Analise Comparativa do pH do EfluentetBra do Efluente Tratado em
Diferentes Tempos de retencao hidraulica em hdrad(i).
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5.1.2- Contagem microbiana, controle da temperatar e do oxigénio dissolvido

A contagem microbiana do inoculo dos reatores eptes pequenas
oscilagdes, mas manteve-se praticamente, duradte doprocesso, com cerca de’ 10
células (UFC/mL).

O controle da temperatura e do oxigénio dissolvi@®D) nos processos
bioldgicos de tratamento sdo de grande importamxéaacordo com VILLEN (2001), as
velocidades de reacdo nos processos aerbébios dEmerdamente elevadas, em
temperaturas ambientes de 15 a°G0sendo que as bactérias responsaveis pelo ppocess
ndo sao especialmente sensiveis a variacdes nassa hao havendo, portanto,
necessidade de aquecimento. O fornecimento de rogig&uficiente para a respiracéo
microbiana, (>2 mg/L) é a condicdo mais importaptga 0 bom andamento de um
processo bioldgico aerdbio. A temperatura e o aow@élissolvido dos reatores nédo

sofreram grandes variagdes permanecendo entre 25€8-6 mg/L, respectivamente.

5.1.3 - Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), DemandBioquimica de Oxigénio

(DBO) e Fosforo

No projeto de uma estacdo de tratamento, normaémreéid hé interesse em se
determinar os diversos compostos dissolvidos naa dgsiduaria. Isto ndo sé pela
dificuldade em se executar varios destes testekleonatério, mas também pelo fato dos
resultados ndo serem diretamente utilizaveis coementos de projeto e operacdo. Para
guantificar as concentragfes de matéria organtea éade matéria organica biodegradavel

determinam-se DQO e DB(respectivamente.
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Observa-se na Figura 7, que ndo houve diminuicdoBia apenas para o TRH
3,6. As diminuicdes que foram registradas paraR®BeIsI1,9; 4,15 e 10,28 foram de 67,4;
52,5 e 35,2%, respectivamente. As andalises de DQ®tramam diminuicdo desse
parametro para todos os TRHs analisados. As maragges de decaimento foram nos
TRHs 3,6 (66,8%) e 4,15 (62,9%). As raz0es de @BO atingiram os menores valores
foram nos TRHs 1,9 (58,7%) e 10,28 (49,4%).

A figura 7 registra que o efluente em estudo aptasequantidades
significativas de fosforo. Porém o tratamento pealod efetivou sua remocdo em 42,71%,
no efluente tratado apenas no TRH 10,28. Nota-segmsilise estatistica um valor de p =
0,0495, indicando que houve reducéo significatiaeapesse tempo. Provavelmente, nesse

TRH maior houve menor arraste de células, bem awrseus metabdlitos fosfatados.

5000

4500 -

4000 -

3500 -

3000 -

2500 H

mg/L

2000 H

1500 H

1000 H

500 -

Bruto Tratado Bruto Tratado Bruto Tratado Bruto Tratado
TRH:1,9 TRH:3,6 TRH:4,15 TRH:10,28

‘. Fosforo m DBO mDQO ‘

Figura 7: Analise Comparativa de Fosforo, Demanda BioquindieaOxigénio (DBO
mg/L 5 dias 20 °C) e Demanda Quimica de Oxigénig/l(indo Efluente Bruto e do
Efluente Tratado em Diferentes Tempo de Retencédcadiica (TRH/h).
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5.1.4 — Turbidez

Sao considerados tratados os efluentes industtaificados devido a remocao
da matéria organica em suspenséo (coloidal ou sedawvel) e dissolvida, bem como pela
diminuicdo da presenca de microrganismos. SegunddSIM (1985), a turbidez é
causada por uma grande variedade de sélidos erarm#&p matéria organica em etapa de
degradacdo microbiana e matéria inorganica comitaagrecipitados leves. Em corpos
d'agua a turbidez pode impedir a penetracdo da puejudicando a fotossintese. A
fotossintese é desejavel, pois, além de introduxzgrenacdo na agua propicia a oxidagao da
matéria induzindo a clarificacdo. Desta maneiraeh@avprejuizos, por exemplo, em
tratamentos realizados em lagoas facultativas, @ndgigénio requerido pelas bactérias
aerdbias é fornecido pelas algas e pelas bacfét@sintetizantes.

Na Figura 8 estdo registrados os resultados dadéazrlio efluente bruto e do
efluente tratado. Observa-se que, exceto para o 3BHhouve diminuicdo em cerca de
50%, para os outros TRHs testados. O aumento dalear registrada no TRH de 3,6,

provavelmente, deve-se ao crescimento bacteriapomnsével pela biodegradacao.
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Figura 8: Analise Comparativa de Turbidez do Efluente Breitdo Efluente Tratado em
Diferentes TRH/h.

5.1.5 — Sdlidos Sedimentaveis (SS)

De acordo com a legislacdo federal em vigor, a Redo CONAMA n° 357
(2005) do Ministério do Meio Ambiente, a condicde thncamento para materiais
sedimentaveis é de até 1 mL/L em teste de 1 h ema buohoff. Para o langcamento em
lagos e lagoas, cuja velocidade de circulacdo peggicamente nula, 0s materiais
sedimentaveis deverdo estar virtualmente ausentes.

Na figura 9 estdo mostrados os resultados dososokgdimentaveis (SS)

presentes no efluente bruto e no efluente ap@niatto. Apenas no TRH 10,28 h nao foi
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constatado nenhum valor. Provavelmente, esse faiovem devido a vazdo ser a menor
utilizada no sistema de tratamento e, portantegdarentacdo ja ocorrera no proprio reator.

O arraste de células provavelmente ocasionou orgordes SS nos outros TRHSs testados.

8
7
6 -
5
=
-1 4
3
2 .
1 .
0 - .
Bruto Tratado Bruto Tratado Bruto Tratado Bruto Tratado
TRH:1,9 TRH:3,6 TRH:4,15 TRH:10,28

Figura 9: Andlise Comparativa de Soélidos Sedimentaveis flieeBte Bruto e do
Efluente Tratado em Diferentes TRH/h.
O TRH 3,6 favoreceu o arraste de células, bem corde outros compostos
pertencentes ao biofilme envolto na argila expamdisso pode ser observado através do
aumento total de solidos (turbidez e sedimentivejsg influenciaram diretamente o

aumento da DBO. E importante ressaltar que o eBuénuto utilizado no TRH 3,6
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apresentou a maior concentracdo de DQO, fato essevqdencia maior concentracao de

compostos ndo biodegradaveis.

5.1.6 - Condutividade

A condutividade fornece uma boa indicacdo das nuagdibes na composicao
de uma agua, especialmente na sua concentracaoamin@s ndo fornece nenhuma
indicacdo das quantidades relativas dos varios coenges.

Nas analises de condutividade apresentadas naaFigyra maior razdo de
diminuicdo da condutividade no efluente tratadorelacdo ao bruto foi de 13,13 % para o
TRH 1,9. Essa pequena reducdo ocorreu, provavetment funcdo da assimilacdo de

nutrientes minerais pelo metabolismo microbiano.
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TRH/h 1,9 TRH/h 3,6 TRH/h 4,15 TRH/h 10,28

Figura 10: Porcentagem de diminuigdo da condutividade (uStmmgfluente apds
tratamento em diferentes TRHs.
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Os resultados obtidos para os efluentes tratadesnmdse, em grande parte, a
presenca de sais dissolvidos que dificilmente e&mvidos. Esse fato pode ser confirmado
pelos valores obtidos na determinacdo da condatieictlétrica dos efluentes tratados que,
em todos os casos, permaneceu proximo ao valongado no efluente bruto (Tabela 2).

Estes dados vém comprovar que a matéria inorggoieaente em agua

residuaria € de remocao mais complexa e que exigasatecnologias para sua eliminagao.

Tabela 2: Condutivadade (uS/cm) do efluente bruto e do efeigratado.

TRH/h| Efluente bruto Efluente tratado
19 2030 1763,33
3,6 1794 1707,33
4,15 1375,33 1367,33
10,28 1154 1113

5.1.7. Nitrogénio Amoniacal Total (NA)

Segundo BLAINE METTING (1992), ambnia e pH sao iidependentes, pois
a amoénia livre (NK) e o ion aménio (NK) tém seu equilibrio afetado pelo pH. EmpH 7 e
abaixo deste, o NH esta presente quase que exclusivamente nesta femozanto que em
pH 9 e acima deste, predomina a formaNH

O nitrogénio na forma de amobnia livre (RHé tdxico aos organismos

aquaticos, cujas concentracfes dependem principdmda temperatura, pH e da



concentracdo de amoénia total nos corpos d’dguaarksises de nitrogénio amoniacal
realizadas, tanto no efluente bruto quanto no dogfando apresentaram valores
significativos para esse parametro.

Na Tabela 3, estdo mostrados os resultados dag&alda concentragdo molar
de nitrogénio amoniacal total, em diferentes tempesetencdo hidraulica (TRH/h) do
efluente bruto e tratado. Entretanto, a concerntratgi NA nos TRH/h de 4,15 e 10,28
permaneceu dentro das normas exigidas pela le@isl@ONAMA n° 357 (2005). Esses
resultados demonstram que provavelmente o NA nam déeito toxico ou inibitdrio no
sistema avaliado.

Segundo VILLA VERDEet.al. (1997), em seus estudos sobre a influéncia do
pH na atividade nos biofilmes nitrificantes, obseam que aumentando o pH em uma
unidade, ocorria aumento de 13% na eficiéncia dogsso de nitrificacdo. A alta atividade
de oxidacdo do ion amoénio foi obtida em pH 8,2. r@s@mento 6timo das bactérias
nitrificantes deu-se no pH 8,0, coincidindo com axima atividade nitrificante. A
concentracdo de biomassa aumentou quando houveuilido da concentracdo de amonia.

Em diferentes TRH, o presente trabalho revelowégtade do pH, na maioria
das vezes, acima de 7,0. Houve diminuicdo do plkga pg6 no TRH/h de 10,28. Em
nenhum momento o pH aproximou-se de 8,0. Este fadde ter contribuido
significativamente para a ndo ocorréncia da oxioagé nitrogénio amoniacal pelas

bactérias nitrificantes.
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Tabela 3 - Concentragdo molar de nitrogénio amoniacal tead, diferentes tempos de
retencdo hidraulica (TRH/h) de efluente bruto tatta.

TRH/h | Bruto Tratado

1,9 254x10 5,79 x 1¢
3,6 3,99x10 3,68x 10
4,15 505x 10 7,25x 10

10,28 | 1,90x1® 1,26x 10

5.2 - Ensaios Bioldgicos de Toxicidade

5.2.1 — Toxicidade frente @&aphinia similis

Os ensaios de toxicidade avaliam o efeito do efeleromo um todo ou
mediante a avaliagdo das substancias especifieas campdem.

As Tabelas 4 e 5 sintetizam os dados obtidos emstod TRH testados no
efluente bruto e tratado. Observou-se que, na raeeiid que o TRH aumentou houve
diminuicdo da remocdo da toxicidade sobre o micsiéceo, indicando provavelmente
gue a diminuicdo da vazao nao interferiu positiva@eo teste de toxicidade em questéo.
Os valores de toxicidade aguda detectados nos&gkieruto e tratado sdo apresentados na
Tabela 3. Os valores de CE50, convertidos em Ueglddxicas, demonstraram a reducao

da toxicidade em todos os TRH testados.



Tabela 4: Resultados obtidos com o ensaio de toxicidade @onicrocrustace®aphinia
similis, utilizando o efluente bruto e o tratado peloesis de biofiltros, em diferentes
tempos de retencgdo hidraulica.

TRH: 1,9

Efluente bruto CE(50) =13,19 U.T.=7,58

Efluente tratado |[CE(50)=27,66 U.T.=3,61

TRH: 3,6

Efluente bruto CE(50)=42,39 U.T.=2,36

Efluente tratado | CE(50) = 55,32 .=1,81
TRH: 4,15

Efluente bruto CE(50) = 64,61 .= 1,55
Efluente tratado | CE(50) = 72,68 .=1,37
TRH: 10,28

Efluente bruto CE(50) =52,80 .=1,89
Efluente tratado | CE(50) = 57,85 .=1,73

O nitrogénio amoniacal aumentou no efluente em fode TRHs apos
tratamento. Apesar deste aumento, houve reducadicigjva da toxicidade no efluente
tratado em todos os TRHs testados. A tabela 4 emees porcentagem de diminuicdo da
toxicidade, do efluente tratado em relacdo ao bAutmaior porcentagem dessa diminuigédo

ocorreu para o TRH 1,9.
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Tabela 5: Avaliacédo da toxicidade aguda empregando-se acehgddgico comDaphinia
similis, no efluente em diferentes tempos de retencaadiida (TRH/h).

TRH/h| diminuicdo da toxicidade (%)
1,9 52,3

3,6 23,3

4,15 11,6

10,28 8,4

5.2.2 — Toxicidade frente a germinacao deactuca sativa (alface)

O resultado do teste de germinacdo e inibicdo @sconento da raiz de
sementes de alface, apresentado na Tabela 6, deanapuse ndo houve inibicdo da
germinacdo das sementes, em ambos os efluentestdbtd, o crescimento da raiz foi
menor, praticamente para todas as diluicdbes e TRHflente tratado, porém quando
analisadas estatisticamente ndo demonstraram isggrafa. O decaimento de parte da
matéria organica pelo tratamento pode ter propiciagsta pequena diferenca,
Provavelmente, alguns fatores de crescimento estavasentes no efluente bruto e foram

removidos no tratamento.
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Tabela 6 Porcentagem de variacdo do crescimento radidel@aementes deactuca sativano efluente pré
e pos tratamento biologico.

TRH/H: 1,9 TRH/h: 3,6 TRH/h: 4,15 TRH/h: 10,28

[ Jefluente (%) Bruto  Tratado Bruto  Tratado Bruto Tratado  Bruto tade

1,56 1.15 1.06 1.07 0.82 0.65 0.94 1.20 1.00
3,13 1.12 1.00 1.08 0.95 0.84 1.03 1.24 0.86
6,25 1.13 0.91 1.04 0.57 0.74 0.94 1.05 0.95
12,50 1.20 1.09 1.12 0.96 0.90 1.63 1.15 1.15

25 1.66 1.11 0.90 0.39 1.05 1.17 1.57 0.51

50 1.59 1.02 0.62 0.15 0.84 1.35 1.41 0.42




5.3- Identificagdo microbiana

Durante a coleta diaria de amostras de cada biofilara as andlises de
microscopia Optica (Figura 11), observou-se a piseredominante de protozoarios
ciliados livre-natantesP@rameciun Verificou-se também a presenca de protozoario
flagelado e raramente a presenca de protozoaraweifixo. Ao longo do periodo de
monitoramento dos reatores observou-se a presencitds, em pequeno namero, em
todas as unidades.

Os ciliados livres indicam estabilizacdo da matérgénica e se alimentam
de outros protozoarios. Segundo QUAGLIA e BONFIVMO9B) os protozoarios
flagelados sé@o bastante comuns e dominam a malosaambientes aquaticos onde
existe grande disponibilidade de matéria organicaresenca desses microrganismos
indica condicbes aerdbias e baixa toxicidade. @ados pedunculados (fixos) sao
caracterizados por habitar aguas com baixa dispioiaidbe de alimento e niveis de
oxigénio satisfatorio.

Observou-se a cessacdo e a reducdo do movimentoiloiss em alguns
protozoarios ciliados livre-natante®aramecium Segundo COSTAet. al. (2003)
provavelmente nesse periodo os reatores foram ratiches com efluente bruto com

nivel de toxicidade mais elevado.

Figura 11: Fotos das analises microscopicas de amostragdatenos biorreatores.
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A identificacdo das linhagens foi feita pela arélie sequéncia do gene
RNA ribossomal 16S usando a rotina BLAST do Genbard6 RDP (Ribosomal Data
Projetct 1l 9.0). A distancia evolutiva foi baseada modelo Kimura 2p e a arvore
filogenética (Figura 12) foi reconstruida pelo ndétdNeighbour Joining utilizando o

programa Mega 2.0.

A sequéncia parcial do gene RNA ribossomal 16S nmosjue a maioria
das linhagens estudadas (linhagem 1A, 1C, 3B, 3@Ag pertence a Familia
Enterobacteriaceae As linhagens 1A, 1C e 3B encontram-se relaciogpadais
especificamente com o géndftebsiella mostrando de 99% a 100% de similaridade
com sequéncias do gene RNA ribossomal 16S comsdiseseqiiéncias do gene RNA
ribossomal 16S de linhagens Kiebisellasp., além de espécies tipo deste género. A
analise filogenética (Figura 12) mostra o agrupameas linhagens 1A, 1C e 3B com
linhagens do génerdlebsiellaincluindo algumas espécies tipo. A identificac@&stds
linhagens em nivel de espécie nao foi possivel vemagque a analise de sequéncias do
RNA ribossomal 16S ndo apresenta boa resolucdo @rapo das enterobactérias,
sendo necessario a utilizacdo de outras técnicdscutares ou fenotipicas para a

identificacdo da espécie.

Ainda, pertencendo a Famillanterobacteriacegea sequéncia parcial do
gene RNA ribossomal 16S das linhagens 3D e 4A aptasam entre 98% e 99% de
similaridade com sequéncias do gene RNA ribossd6& de linhagens do género
Enterobacter quando analisadas nos bancos de dados GenbabPeARFigura 12
mostra a analise filogenética das linhagens 3D énd#&ando o forte grupamento com

0 génerdEnterobacter

A sequéncia parcial do gene RNA ribossomal 16Sliclaagem 4B

apresentou 99% de similaridade com sequéncias de B&A ribossomal 16S de
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linhagens do génerderomonasA Figura 12 mostra a analise filogenética dadgdm
4B indicando que esta linhagem pertence a esp&eiemonas hydrophilasubsp.

hydrophila

A sequéncia parcial do gene RNA ribossomal 16Slidlaagem 4F
apresentou entre 98% e 99% de similaridade comége@s do gene RNA ribossomal
16S de linhagens do génahtautersiellae similaridades mais baixas 95% com o género
Flavobacterium A Figura 12 mostra a analise filogenética dadgem 4F indicando o

forte grupamento com o génaifautersiella

A sequéncia parcial do gene RNA ribossomal 16S nmosjue 2 linhagens
estdo relacionadas com o génBaxillus A linhagem 3E apresentou entre 97% e 99%
de similaridade com seqtiéncias do gene RNA ribogkt65 de linhagens dgacillus
sp. disponiveis nas bases de dados Genbank e RIQRardo que a linhagem 4D
apresentou 99% de similaridade com diversas espdeiRacillus entre elasBacillus

thuringiensis B. cereue B. mycoides

A analise filogenética (Figura 12) mostra o agrupaim das linhagens 3E e
4D com linhagens do géneBacillus incluindo algumas espécies tipo. Entretanto, os
resultados da andlise filogenética ndo foram cenhas, ndo permitindo definir a
espécie a que pertence cada um dos isolados. bleste outras caracteristicas como

forma de esporos devem ser avaliadas para a canaciums nivel de espécie neste grupo.
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99

Klebsiella pneumoniae (AF511429)

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 (S00001991)
1C

Klebsiella sp. linhagem PN2 (AB114637)

[IL kiebsiella variicola DSM 15968 (S324392)

L Klebsiella pneumoniae subsp. ozaenae ATCC 11296" (S3122)
— 3B

L Klebsiella sp. linhagem 092303 (EF522819)

Klebsiella sp. linhagem GR9 (DQ100465)

99

98

99

1A

Enterobacter sp. linhagem GIST-NKst3 (EF489445)
Enterobacter cloacae linhagem CR1 (AY787819)
4A

- Enterobacter cloacae subsp. cloacae ATCC 130477 (S000021184)

Pantoea agglomerans linhagem WAB1870 (AM184212)
Enterobacter agglomerans (AF157688)
3D

Citrobacter freundii linhagem GM1 (DQ133536)

L Klebsiella oxytoca ATCC13182" (S000005868)

Aeromonas veronii DSM 6393" (S000007272)
Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila ATCC 7966' (X60404)
Aeromonas hydrophila linhagem CCM 7232 (DQ207728)

99
4B

4F
Wautersiella falsenii subsp. genomovar 1 NF 880 (AM238681)

Wautersiella falsenii subsp. genomovar 1 NF 993" (AM084341)
Flavobacterium sp. linhagem VA24240/2003 (AY363052)

99

4D
o9 | Bacillus cereus ATCC 14579 (AF290547)
Bacillus thuringiensis ATCC 10792" (S000021267)
Bacillus mycoides ATCC 6462 (S000001855)
Bacillus marisflavi TF-11" (S000429573)

99

Bacillus aquimaris TF-12" (S000429574)
Bacillus oleronius DSM 9356 (S260717)
Bacillus sp. (X60602)

Bacillus sp. linhagem IPsol (AB030930)

3E

Bacillus sp. linhagem 17D (DQ471796)

Deferribacter thermophilus BMA1" (S000438418)

Figura 12: Analise filogenética de sequéncias parciais d@ ¢&INA ribossomal 16S. A
distancia evolutiva foi baseada no modelo Kimura €@ arvore filogenética foi
reconstruida pelo métoddeighbour Joiningutilizando o programa Mega 2.0. Valores
de Bootstrapmaiores que 70% estéo indicados na arvore. O mideeacesso GenBank
ou RDP esta entre paréntesBeferribacter thermophiluBMAL" foi usada como
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6- CONCLUSOES

- O sistema de reatores utilizado neste trabalh@dpaz de manter o pH
proximo a neutralidade, a temperatura constantecenaentracdo de O2 dissolvido,
condi¢cdes desejaveis e importantes no processoatiemento do tipo de efluentes
estudado. O sistema de tratamento, empreganddcotagacoplados, foi eficiente para

a remocao da matéria organica poluente do efluntedustria.

- O TRH 1,9 mostrou ser o mais eficiente, visto guetempo com a maior
vazao, fato de extrema importancia para o tratamndat efluentes industriais. Neste
TRH houve maior porcentagem de remocdo da DBO, wiwidde, além de
significativa remog&o da DQO. Alteragdes no TRHetefn na diminuigdo da toxidade
do efluente tratado, quando se utiliza 0 microéeetDaphinia similisno bioensaio e
as diminuicbes mais acentuadas foram obtidas emsTREnNnores. Entretanto, nao
foram verificadas alteragbes significativas nadeade no bioensaio com a semente de

alface (actuca sativa

- O sistema de 4 reatores aerdbios acoplados dimeanDQO em todos o0s

tempos de retencéo hidraulica avaliados.

- A andlise estatistica realizada mostrou redug@gmfisante, ou seja com

valores de p = 0,0495, para a maioria dos parasatraliados.
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- No sistema de 4 reatores aerobios acoplados uernefl da industria
enquadrou-se nas normas exigidas pelos érgaos d#o@oAmbiental do Pais ou
Estado.

- O TRHs extremos 1,9 e 10,28 foram mais eficiepga a diminuicdo da

turbidez do efluente.

- A manutencdo do pH préximo a neutralidade podedetribuido para a

ndo oxidacdo do oxigénio amoniacal pelas bactéitaficantes no sistema de reatores

utilizado neste trabalho.
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