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Resumo

O tratamento bioldgico ¢ caracterizado pela utilizagdo de bactérias, aerdbias e/ou
anaerobias, para a degradacdo da matéria organica poluente. A andalise da demanda quimica
de oxigénio (DQO) ¢ frequentemente utilizada para quantificar a matéria organica nos
efluentes e medir a eficiéncia do tratamento biologico. A DQO efluente de reatores
biologicos ¢ compreendida ndo apenas por compostos afluentes que nao foram degradados,
mas também por compostos produzidos pelos microrganismos durante o tratamento,
denominados na literatura internacional de SMPs (Soluble Microbial Products). Acredita-
se que a minimizacdo da DQO residual de sistemas biologicos operados na auséncia de
estresse e alimentados com esgoto tipicamente biodegradavel pode estar diretamente
relacionada a minimizagao da producdo de SMPs e, muito embora a importancia dos SMPs
ja tenha sido reconhecida, a revisdo da literatura mostra que poucas pesquisas tentaram
identificar sua estrutura quimica bem como relacionar sua producdo a parametros de
operagao dos reatores. Portanto, o principal objetivo desta pesquisa foi caracterizar, do
ponto de vista quantitativo e qualitativo, os compostos microbianos presentes na fracao
centrifugada do efluente de reatores aerdbio e anaerdbio de mistura completa operados em
escala de bancada e alimentados com glicose e acetato. Conforme esperado, a producao de
SMPs no reator aerdbio foi superior a do anaerdbio (a produg¢do normalizada em relacio a
DQO afluente para as diferentes condigdes operacionais — SMP/So - variou de 2 a 68% no
reator aerobio e de 9 a 27% no reator anaerdbio). No reator anaerdbio, a carga orginica
aplicada ndo apresentou interferéncia significativa na conversdao da DQO afluente a SMPs
sugerindo que os SMPs acumulados podem ter origem principal no decaimento da
biomassa ao invés da utilizacdo do substrato. Ja no reator aerébio parece ter ocorrido o
contrario. Considerando o tipo de substrato, a utilizagdo de acetato contribuiu para uma
maior producdo normalizada de SMPs em ambos os reatores, comparativamente a glicose
(no reator aerobio, SMP/So de 41,9% para o acetato versus 14,1% para a glicose; no reator
anaerobio, 21,9% e 16,6% para o uso de acetato e de glicose, respectivamente). Ja a
temperatura parece nao ter interferido significativamente na relagdo SMP/So no reator
anaerdbio (18,1% a 15°C e 18,3% a 25°C). Por outro lado, no reator aerobio, a produgédo
normalizada de SMPs foi superior a temperatura de 15°C (33,8% contra 18,7% a 25°C). No
reator aerdbio, a DQO relacionada ao teor de proteinas representou de 5 a 34% da DQO
residual e o teor de carboidratos (também em termos de DQO) ndo ultrapassou 16%; ja

para o reator anaerobio, o teor de proteinas atingiu seu maximo em 17% da DQO residual,
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0 que confirma que a maior parte da DQO residual ndo foi proveniente de proteinas e
carboidratos. Em relagdo aos resultados de espectrometria de massas, os SMPs produzidos
em cada fase operacional ndo pareceram provenientes de lise celular ou de EPS. A
ocorréncia predominante de SMPs de baixas massas molares indicou produtos associados a
utilizacao do substrato ou provenientes da degradacao e/ou hidrédlise de SMPs de alta

massa molar.
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Abstract

Biological wastewater treatment is characterized by aerobic and/or anaerobic bacteria that
degrade pollutant organic matter and parameters such as chemical oxygen demand (COD)
are usually used to assess these treatments efficiency. Biological reactors effluent COD is
comprised not only of influent compounds that have not been degraded, but also of some
compounds produced by microorganisms during treatment, known as SMPs (Soluble
Microbial Products) in the literature. It is believed that the decrease of effluent COD in
non-stressed conditions biological systems fed with typically biodegradable sewage can be
straightly connected to minimizing SMP production and, even though SMP importance had
already been recognized, literature review shows that only few researches were dedicated
to identifying their chemical structure, as well as to relating their production to reactors
operational parameters. Therefore, the main goal of this research was to characterize,
through quantitative and qualitative approaches, the microbial products present in the
supernatant of aerobic and anaerobic bench scale CSTR fed with glucose and acetate. As
expected, SMP production in the aerobic CSTR was higher than in the anaerobic one
(normalized production of SMP concerning influent COD in different operational
conditions — SMP/So — varied from 2 to 68% in the aerobic reactor and from 9 to 27% in
the anaerobic reactor). In the anaerobic CSTR, the organic load did not seem to have
interfered to the conversion from influent COD to SMP (SMP/So ratio), what suggests that
accumulated SMP can have come mainly from biomass decay, rather than from substrate
use. However, in the aerobic CSTR the opposite seems to have happened. Concerning
substrate kind, acetate use contributed to a higher normalized production of SMP in both
reactors, compared to glucose (in the aerobic reactor, SMP/So was 41,9% for acetate
versus 14,1% for glucose; in the anaerobic reactor, 21,9% and 16,6% for acetate and
glucose, respectively). Temperature did not seem to have significantly interfered to
SMP/So rate in the anaerobic reactor (18,1% at 15°C and 18,3% at 25°C). On the other
hand, in the aerobic CSTR, normalized SMP production was higher at 15°C (33,8% against
18,7% at 25°C). In the aerobic reactor, COD related to protein amount represented 5 to
34% of effluent COD and carbohydrates COD was not higher than 16%; in the anaerobic
CSTR, protein amount achieved its maximum at 17% of effluent COD, what confirms that
the majority of effluent COD had not come from proteins and carbohydrates. As far as

mass spectrometry results are concerned, SMP produced by each operational phase did not
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seem to have come from cell lysis or EPS. The predominance of low molecular weight
SMP indicated products related to substrate use or to degrading/ hydrolysis of high
molecular weight SMP.
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1. Introducéo

Embora haja uma ampla variedade de processos disponiveis para o tratamento de aguas
residudrias, o emprego de sistemas biologicos para o tratamento de esgotos sanitarios ja €
consolidado no mundo. Durante o tratamento bioldgico, seja ele aerdbio, facultativo ou
anaerdbio, microrganismos utilizam a matéria organica presente na agua residudria como
fonte de carbono e energia. Sendo assim, o crescimento de microrganismos nos reatores
biologicos ¢ acompanhado pela redugdao na quantidade de matéria organica, geralmente
expressa como demanda quimica de oxigénio (DQO), afluente ao reator. Com base na
premissa de que o aumento da massa microbiana nos reatores biolodgicos causa aumento na
degradacdo da matéria organica afluente, acreditava-se que o aumento do tempo de
retencdo dos microrganismos (TDC — tempo de detencao celular ou idade do lodo) e/ou do
tempo de detengdo hidrdulica (TDH) no reator bioldgico resultaria em maiores eficiéncias
de remocdo e consequentemente redu¢do da DQO efluente. Entretanto, estudos feitos por
Chudoba e seu grupo, ainda na década de 60 (Chudoba, 1967; Chudoba et al., 1968;
Chudoba et al., 1968 apud Aquino, 2004), mostraram que o aumento exagerado da idade
do lodo em sistemas de lodos ativados, ao invés de resultar em aumento da eficiéncia de

remocao, causou um aumento na DQO efluente dissolvida.

Pode-se dizer que os resultados controversos de Chudoba langaram as bases para a teoria
dos produtos microbianos soluveis (SMPs — do inglés Soluble Microbial Products). Tal
teoria surgiu da constatacdao de que a interagdo dos microrganismos com o meio de cultivo
resulta na liberagdo de compostos organicos que causam DQO, tanto na forma soluvel
quanto particulada. Assim, a DQO efluente de reatores bioldgicos é compreendida nao
apenas por compostos afluentes que nao foram degradados, mas também por compostos
produzidos pelos microrganismos durante o tratamento. De fato, estudos sobre a
caracterizagdo da DQO residual em sistemas de tratamento biologico, feitos por diferentes
grupos de pesquisa, demonstraram que a maioria dos compostos dissolvidos efluentes de
sistemas aerobios e anaerodbios ndo estava presente no afluente, mas foram produzidos
durante o tratamento (Grady Jr e Williams 1975; Siber e Eckenfelder 1980; Parkin e
McCarty 1981 apud Aquino 2004; Namkung ¢ Rittmann 1986; Noguera et al. 1994;
Barker et al. 1999; Barker ¢ Stuckey 1999). Tais compostos oriundos do decaimento

endogeno, do metabolismo do substrato e/ou deliberadamente excretados para



desempenhar alguma func¢do microbiana, sdo agrupados no conjunto de compostos
comumente denominado de SMPs que, segundo Jarusutthirak e Amy (2007), constituem a

maioria da matéria organica soliivel em efluentes bioldgicos.

Para a maioria dos sistemas de tratamento bem operados, os fatores que afetam a producao
de SMPs sdo os fatores que também afetam a concentracdo da DQO residual (Barker e
Stuckey, 2001). Em outras palavras, foi mostrado que em sistemas alimentados com
afluente biodegradavel, em que ndo ha aciimulo de intermediérios, tais como os acidos
graxos volateis (AGVs) formados durante a digestdo anaerdbia, a DQO residual efluente
sera determinada pela produ¢ao dos SMPs (Noguera et al. 1994; Aquino e Stuckey 2004).
Desta forma, alguns pesquisadores acreditam que a minimiza¢do da DQO residual de
sistemas bioldgicos operados na auséncia de estresse e alimentados com esgoto
tipicamente biodegradavel pode estar diretamente relacionada a minimizacao da producao

de SMPs (Barker e Stuckey 1999; Barker e Stuckey 2001).

Além do impacto na qualidade dos efluentes bioldgicos, a produgdo de SMPs também ¢
um aspecto importante nos reatores biologicos acoplados a membranas. Vérios
pesquisadores tém demonstrado que a colmatagdo interna de membranas tem sido atribuida
em grande parte a tais compostos microbianos (Wang, 2007; Drews et.al, 2007; Fonseca
et.al, 2007). De fato, os SMPs ja t€ém sido incorporados & modelagem de reatores
bioldgicos (com ou sem membranas, aerdbios ¢ anaerdbios) (Aquino e Stuckey, 2008;
Oliveira-Esquerre et al., 2006; Le-Clech et al., 2006; Rittmann ¢ McCarty, 2001). Como
exemplo, Oliveira-Esquerre et al. (2006) adaptaram um modelo matematico de plantas
MBR j4 consolidado (ASM 3 — Activated Sludge Model n° 3), incorporando o conceito da
formac¢ao de produtos microbianos. Segundo os autores, tais produtos foram incluidos na
descricdo do processo de biotransformagdo por constituirem a maioria da matéria organica
no efluente, pelo papel que desempenham no fornecimento de substrato organico aos
heterdtrofos e pela critica influéncia que exercem na taxa de fluxo da filtracdo das
membranas. Entretanto, ¢ dificil determinar estas interferéncias, devido a complexidade
quimica, ao potencial de biodegradacao e da caréncia de informagdes quanto a natureza

dos SMPs.



Ha varios fatores envolvidos na geracdo de produtos microbianos. Alguns deles foram
observados trabalhando-se com culturas puras, enquanto outros foram demonstrados em
sistemas de tratamento aerébios e anaerobios. Diferentes estudos mostraram que alguns
SMPs desempenham uma fungdo metabolica, seja pela propriedade quelante que pode
ajudar na assimilacdo de metais nutrientes ou protecdo contra toxicidade (Kuo e Parkin,
1996; Aquino e Stuckey, 2003; Aquino e Stuckey, 2004), seja para desempenhar outras
funcdes, tais como para comunicag¢do intercelular em sistemas de biofilmes (quorum
sensing). Os SMPs podem ser excretados como resultado de uma deficiéncia nutricional,
como no caso de excrecdo de compostos organicos no meio como mecanismo de
‘descarga’ de elétrons que nao puderam ser utilizados no crescimento celular (Rittmann e
McCarty, 2001). Finalmente, os SMPs podem advir ainda da hidrolise de substancias

poliméricas extracelulares (EPS) ou do decaimento enddgeno (lise celular).

Embora a comunidade cientifica internacional ja tenha reconhecido a importancia dos
SMPs para a definicdo da DQO residual em sistemas de tratamento bioldgico, pouco se
avangou no conhecimento da identidade quimica desses compostos e nos fatores que
afetam sua producdo em sistemas aerobios e anaerdbios. Dessa forma, o objetivo principal
deste trabalho foi investigar os fatores operacionais e ambientais que afetam a producgdo de
SMPs em reatores de bancada aerobio e anaerobio efetuando ainda uma caracterizagao

quimica mais detalhada de tais compostos.



2.1.

2.2.

Objetivos
Objetivo geral

A pesquisa teve como objetivo principal caracterizar os compostos microbianos
(SMPs) presentes nos sobrenadantes (fracdo centrifugada) do efluente de reatores
aerobio e anaerobio de mistura completa operados em escala de bancada e

alimentados com substrato sintético biodegradavel e de facil deteccao.
Objetivos especificos

Avaliar o efeito do tipo de tratamento (aerébio X anaerébio) na produgdo
(quantidade e tipo) de compostos microbianos soliveis (SMP) durante o tratamento

biologico, em escala de bancada, de substrato biodegradéavel e de facil deteccao.

Avaliar o efeito das diferentes condigcdes operacionais (tempo de detengdo
hidraulica , tipo de substrato, temperatura) na producdo (quantidade e tipo) de
compostos microbianos soliveis (SMP) durante o tratamento bioldgico, em escala

de bancada, de substrato biodegradavel e de facil deteccgao.

Efetuar uma caracterizacdo quimica, usando técnicas de espectrometria de massas,
para tentar identificar os principais compostos causadores da DQO residual no
sobrenadante de efluentes de reatores anaerdbio e aerdbio de mistura completa

operados em escala de bancada sob diferentes condigdes.



3. Revisdo da Literatura

3.1. Bioenergética e microbiologia do tratamento bioldgico

O crescimento dos microrganismos no tratamento bioldgico ocorre devido a energia
interna (energia potencial) armazenada em compostos reduzidos que, ao serem oxidados,
perdem elétrons para agentes oxidantes. E essa movimentagdo de elétrons que fornece
energia para a manutengdo e o crescimento celular. A transformacdo de compostos
quimicos por reacdes de oxi-reducdo ¢ responsavel pela obten¢do de energia, que
desencadeia na célula processos metabdlicos e reprodutivos. Os elétrons sdo removidos do
doador primario e transferidos para carreadores de elétrons intracelulares (dispersos no
citoplasma ou ligados a enzimas na membrana citoplasmatica). Estes transportam os
elétrons ao receptor final, que ¢, entdo, reduzido de forma a regenerar o carreador. A
energia livre liberada ao longo de tal transferéncia é, pois, capturada pelas células e a
quantidade de energia liberada por elétron transferido depende das propriedades quimicas
do doador e do receptor de elétrons. A energia produzida é obtida a partir das semi-reagdes
envolvidas no processo. O metabolismo ¢ a soma total de todos os processos quimicos da
célula e pode ser dividido em catabolismo e anabolismo. O catabolismo engloba todos os
processos envolvidos na oxidacdo do substrato para a obteng@o de energia; ja o anabolismo
esta relacionado aos processos para a sintese de componentes celulares a partir das fontes

de carbono (Rittmann e McCarty, 2001).

As reacgdes apresentadas na Tabela 3.1 a seguir (Eq. 3.1 a 3.12), extraidas de Rittmann e
McCarty (2001), mostram a energia envolvida em processos aerobios e anaerdbios de

degradacao de dois substratos simples, a glicose e o acetato.

Observa-se que a metanogénese, que ¢ um processo anaerobio, fornece muito menos
energia comparativamente a oxidacdo aerdbia da glicose e do acetato. De fato, em reatores
aerobios, o crescimento microbiano se d4 muito mais rapidamente e favoravelmente que
em reatores anaerobios. Além disto, comparando-se o tipo de substrato, a glicose ¢ capaz
de fornecer mais energia que o acetato, em quaisquer dos processos (aerdbio ou
anaerobio), e isso ocorre devido a maior energia armazenada (potencial) na molécula de

glicose.



Tabela 3.1 — Reagdes quimicas envolvidas no processo de degradagido de acetato e glicose

em sistemas aerobios e anaerobios

Metanogénese do acetato usando dioxido de carbono como aceptor final de elétrons:

Doador: 1/8 CH;COO™ + 3/8 HO=1/8 CO,+ 1/8 HCO; + H + ¢ AG"=-27,40 kJ
(Eq. 3.1)
Aceptor: 1/8 CO, + H'+ ¢ =1/8 CH4 + 1/4H,0 AG’ = 23,53 kJ
(Eq. 3.2)
Global: 1/8 CH;COO™ + 1/8 H,O = 1/8 CH4 + 1/8 HCOs’ AG"=-3,87 kI
(Eq. 3.3)
Metanogénese da glicose usando dioxido de carbono como aceptor final de elétrons:
Doador: 1/24 C¢H 206 + 1/4 H,O=1/4CO, +H + ¢ AG"=-41,35k]J
(Eq. 3.4)
Aceptor: 1/8 CO, + H +¢e = 1/8 CH, + 1/4 H,0 AG"=23,53kJ
(Eq. 3.5)
Global: 1/24 C¢H1,06 = 1/8 CH4 + 1/8 CO» AG=-17,82 kJ
(Eq. 3.6)
Oxidagdo aerobia do acetato usando oxigénio molecular como aceptor final de elétrons:
Doador: 1/8 CH;COO™ + 3/8 H,O =1/8 CO, + 1/ HCO3 + H + ¢ AG" =-27,40 kJ
(Eq. 3.7)
Aceptor: 1/4 0, + H' + ¢ = 1/2 H,0 AG"=-78,72 kI
(Eq. 3.8)
Global: 1/8 CH;COO™ + 1/4 O, = 1/8 CO, + 1/8§ HCO5™ + 1/8 H,0 AG"=-106,12 kJ
(Eq. 3.9)
Oxidacao aerobia da glicose usando oxigénio molecular como aceptor final de elétrons:
Doador: 1/24 C¢H206 + 1/4 H,O = 1/4 CO, + H + ¢ AG’=-41,35k]
(Eq. 3.10)
Aceptor: 1/4 O, + H' +¢ =1/2 H,0 AG’ = -78,72 k]
(Eq. 3.11)
Global: 1/24 C¢H 1,06 + 1/4 O, = 1/4 CO, + 1/4 H,0O AG"=-120,07 kJ
(Eq. 3.12)

Os éacidos graxos volateis (AGVs) sdo acidos organicos advindos da fermentagdo da

matéria organica, principalmente em sistemas anaerobios. Sao referidos como produtos



intermediarios do tratamento biologico anaerdbio. O processo de fermentagdo acontece
quando compostos organicos sdo usados por microrganismos tanto como doadores quanto
como aceptores de elétrons. Neste caso, parte da molécula ¢ oxidada e outra parte ¢
reduzida. Em processos anaerobios de degradagdo da matéria organica que contém
carboidratos, a formag¢ao de AGVs ¢ notada preferencialmente a de etanol. Isto se deve ao
fato de os microrganismos serem, na maioria dos casos, aqueles que encontraram as
melhores rotas para a extracdo da energia disponivel a partir dos carboidratos nas
condi¢des impostas. A energia disponivel para a fermentacdo da glicose a etanol, por
exemplo, é de AG = -10 kJ/e- eq. Todavia, para a fermentacdo de glicose a acetato, a

energia fornecida seria maior (AG® = -14 kJ/e- eq) (Rittmann e McCarty, 2001).

Os carboidratos sdo polissacarideos, tais como celulose, amido e agucares complexos. A
hidrolise enzimatica de carboidratos normalmente produz 6-carbonos (hexoses) ou 5-
carbonos (pentoses). Estes acticares simples possuem um contetido de energia maior do
que o acetato ou a maioria de outras moléculas organicas simples. Por esta razdo, os
microrganismos frequentemente podem obter energia dos carboidratos por rotas
fermentativas anaerébias que levam a produtos finais menos energéticos (Rittmann e
McCarty, 2001). Entretanto, quando um aceptor final de elétrons (como o oxigénio ou gas
carbonico exemplificados nas Equacdes 3.1 a 3.12, por exemplo) estd disponivel, os
carboidratos seguem as rotas de formagdo de acetil-coenzima A (CH3;COSCoA ou
acetilCoA), que entdo entra no ciclo de acido citrico ou ciclo de Krebs, ilustrado na Figura

3.1. A Eq. 3.13 mostra a reacao de conversao da glicose em acetil-CoA:

CeH,06+2 HSCoA+4 NAD'+2ADP 2Pi — 2CH;COSCoA+4NADH+2ATP+2CO, + 4H"

(Eq. 3.13)
Se um aceptor final de elétrons ndo estd disponivel, muitos microrganismos facultativos
podem obter energia da glicose usando este substrato organico como o doador e o aceptor
de elétrons. Este processo fermentativo termina na etapa de produ¢do de piruvato ou antes

da formacdo de acetil-CoA:

C¢H,06 + 2 NAD' + 2ADP + 2Pi — 2CH;COCOO + 2NADH + 2ATP + 4H"
(Eq. 3.14)
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Figura 3.1- Esquema ilustrativo do ciclo de Krebs.'

A energia liberada da transformacdo da glicose em piruvato ¢ usada para produzir duas
moléculas de trifosfato de adenosina (ATP), que ¢ usada dentro da célula como moeda
energética. Entretanto, duas moléculas de NADH (carreador organico reduzido, ou seja,
com elétrons) também sdo formados. Uma vez que o microrganismo nao tem aceptor final
de elétrons para regenerar a molécula de NAD" (carreador organico oxidado, ou seja, sem
elétrons) necessaria para completar a reagdo, a célula precisa expulsar os elétrons presentes
nos dois mols de NADH, e isto é conseguido por meio da transferéncia destes elétrons de
volta para o piruvato, levando a formacdo de uma variedade de possiveis compostos.
Produtos finais possiveis sdo etanol, acetato ou ainda uma mistura de compostos organicos

simples, tais como propanol, butanol, formiato, propionato, butirato. Estes produtos finais

'Fonte: http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Ciclo_de_Krebs.svg, consultado em 26/05/09




formados dependem dos  microrganismos envolvidos e das  condigdes

ambientais/operacionais presentes (Rittmann e McCarty, 2001).

Trés grupos distintos de microrganismos sdo essenciais no tratamento anaerobio de aguas
residudrias: (i) Dbactérias fermentativas (acidogénicas); (ii) bactérias sintroficas
(acetogénicas) e (ill) microrganismos metanogénicos. A maioria dos microrganismos
acidogénicos fermenta actcares, aminoacidos e acidos graxos resultantes da hidrolise da
matéria organica complexa, produzindo &cidos organicos (principalmente acético,
propidnico e butirico), alcoois (etanol), cetonas (acetona), didoxido de carbono e
hidrogénio. A Figura 3.2 adaptada de Gujer e Zehnder (1983) apresenta um esquema da

degradagdo anaerdbia da matéria organica.

Os microrganismos fermentativos sdo os primeiros a atuar na degradacdo do substrato e
sd0 os que mais se beneficiam energeticamente. Portanto, as bactérias acidogénicas
possuem as mais elevadas taxas de crescimento do consorcio microbiano, com tempo
minimo de geragdo (cerca de 30 minutos). Os microrganismos sintréficos acetogénicos
convertem compostos organicos intermedidrios (propionato, butirato...) em acetato,
hidrogénio e dioxido de carbono. Entretanto, as reagdes acetogénicas nao sao
termodinamicamente favoraveis em condi¢des padrao, ocorrendo apenas gragas a interacao
de microrganismos acetogénicos e metanogénicos. Mesmo assim, a energia obtida no
processo ¢ baixa (56,6 kJ/mol propionato) e tem que ser divida entre as trés espécies de
microrganismos envolvidas (acetogénicos, metanogénicos acetocldsticos e metanogénicos
hidrogenotroficos). Portanto, esta etapa ¢ fundamental em reatores anaerdbios e as baixas
taxas de crescimento de determinadas espécies do consorcio microbiano contribuem para

problemas relacionados a sua estabilidade (Aquino e Chernicharo, 2005).

Os microrganismos metanogénicos acetoclasticos sdo os mais importantes no consorcio
microbiano, uma vez que a remog¢do de DQO da fase liquida depende da conversdo de
acetato a gas metano. Conforme discutido em Aquino e Chernicharo (2005), os
microrganismos metanogénicos possuem lento crescimento (tempo de geracdo minimo de
2 a 3 dias) e ¢ provavel que a acumulagdo de acetato ocorra no meio pela limitagcdo de tais
microrganismos. De qualquer forma, o acimulo de AGVs ocorre em sistemas de escala
real como resultado do ndo atendimento as condigdes cinéticas ¢ termodinamicas Otimas,

refletindo ou indicando uma condig¢ao de instabilidade (Aquino e Chernicharo, 2005).
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Figura 3.2 - Etapas de degradagdo anaerobia da matéria organica Fonte: Gujer e Zehnder
(1983).

Em sistemas aerobios, existe disponibilidade de oxigénio (para atuar como aceptor de
elétrons) e os microrganismos que podem usa-lo preferem esta rota, uma vez que ¢
desejavel a obtengao do méaximo de energia possivel (o que se d4 quando se dispde de
oxigénio, conforme descrito anteriormente). Portanto, “microrganismos aerobios precisam
dispor de poucos elétrons do doador para fornecer ao oxigénio e gerar a energia requerida
para sintetizar uma determinada quantidade de biomassa, o que os permite ter uma taxa de
crescimento muito superior (quando as células crescem rapidamente em condigdes
favoraveis, o investimento da energia para a sintese ¢ maximo)” (Rittmann e McCarty,
2001). Além disto, esta conversdo acontece “em paralelo”, uma vez que, apesar da
diferenca populacional presente em sistemas aerobios em diferentes condigdes
operacionais, ha uma forte redundancia funcional destes microrganismos (muitos atuam da
mesma forma e fazem a mesma coisa); desta forma, uma estabilidade maior no consoércio
microbiano aerdbio € verificada e condi¢gdes adversas ndo comprometem a populagdo tao

seriamente quanto aconteceria em sistemas anaerobios.
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A conversdo de substrato a produto final leva a formagdo de intermediarios que,
juntamente com o substrato ndo degradado, causam DQO residual. Contudo, outros
compostos advindos diretamente da morte de células ou excretados para desempenhar
alguma fun¢do microbiana também sdo produzidos € um dos objetivos deste trabalho ¢

avancar na caracterizacao desse material.

3.2. A DQO residual e os Produtos Microbianos Solaveis - SMPs

A demanda quimica de oxigénio (DQO) ¢ definida como a quantidade de oxigénio
necessaria para oxidar os componentes de uma amostra que sejam oxidaveis por um agente
oxidante forte (geralmente dicromato de potdssio) em uma solucdo acida (APHA, 1998).
Uma vez que as reagdes de oxi-reducdo envolvem a transferéncia de elétrons, a DQO
quantifica, indiretamente, a quantidade de elétrons que pode ser potencialmente transferida
da matéria organica ndo estabilizada (poluente e doador) para um aceptor final que esteja

disponivel (Aquino, 2003).

Dessa forma, a DQO residual mede a matéria passivel de oxidagdo que aparece no efluente
e que ndo ¢ removida nas condigdes operacionais/ambientais impostas durante o
tratamento. Como a transferéncia de elétrons ¢ responsavel pela obtencdo de energia
necessaria aos microrganismos, conforme descrito anteriormente, a DQO residual
dissolvida constitui-se, em ultima instancia, em elétrons ndo investidos na producao
energética ou em elétrons convertidos em compostos intermedidrios e produtos
microbianos soluveis (do inglés soluble microbial produts — SMPs) (Aquino, 2003). De
fato, Barker e Stuckey (1999) definem DQO residual dissolvida como sendo o “conjunto”
formado por substrato residual degradavel, compostos refratarios do afluente, compostos
intermediarios (acidos graxos volateis — AGVs) formados no tratamento e SMPs
produzidos durante o tratamento. A Figura 3.3, adaptada de Aquino (2003), apresenta um

esquema da DQO residual efluente ao tratamento bioldgico de aguas residuarias.
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| DQO residual |

Particulada | | Dissolvida
| Nao Biodegradavel |——| Biodegravel |
Presente no afluente Produzida pelo sistema de
tratamento

Figura 3.3 - Classificagao da DQO residual de tratamento bioldgico de aguas residuarias

Virios pesquisadores tém demonstrado que, em sistemas de tratamento bem operados, a
maior parte da DQO residual ndo é proveniente do substrato ndo degradado ou de
intermediarios produzidos, mas sim de SMPs (Chudoba, 1967; Grady e Williams, 1975;
Siber e Eckenfelder, 1980 apud Aquino, 2004; Parkin ¢ McCarty, 1981; Namkung e
Rittmann, 1986; Noguera et al., 1994; Barker e Stuckey, 2001; Aquino e Stuckey, 2004;
Jarusutthirak ¢ Amy, 2007; Aquino e Stuckey, 2008). Drewes ¢ Fox (1999) apud
Jarusutthirak ¢ Amy (2006) demonstraram que a matéria organica efluente a sistemas de
tratamento de dgua residudria consiste de (i) matéria organica natural refrataria contida nas
fontes naturais de 4gua potdvel, (ii) compostos organicos sintéticos em niveis-trago
produzidos durante o uso doméstico e subprodutos de desinfec¢do gerados durante os
processos de desinfeccdo da dgua e do tratamento de aguas residuarias, e (iii) produtos
microbianos soluveis (SMPs) produzidos durante processos bioldgicos de tratamento de
aguas residuarias. Segundo Liang et al. (2007), a concentragdo de SMPs no efluente
determina efetivamente os niveis de DQO residual em aguas residuarias tratadas, sendo
necessario um melhor entendimento sobre os SMPs e fatores que levem a sua

minimizag¢do, com vistas a melhorar o desempenho do tratamento biolédgico .
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Boero et al. (1991), estudando sistemas aerdbios, definiram SMPs como “intermediarios e
produtos finais da degradacdo do substrato e produtos origindrios do decaimento
endégeno”. Noguera et al. (1994), abordando sistemas anaerdbios, consideraram SMPs
como “‘compostos organicos resultantes do decaimento enddégeno e da completa
mineralizacdo do substrato”. Aquino (2003) sugere que, na pratica, “SMPs seja qualquer
matéria organica dissolvida causadora de DQO que aparece no efluente e que ndo estava

originalmente presente no afluente”.

Os éacidos graxos volateis (AGVs) também s3o intermedidrios presentes na degradagdo
anaerdbia da matéria organica. Contudo, nao sao considerados SMPs. A exclusdo dos
AGVs do pool de SMPs parece um contra-senso; contudo Nogueira et al. (1994)
esclarecem que os AGVs podem ser convertidos posteriormente a metano e gas carbonico
se condi¢cdes operacionais forem propicias, ao passo que com os SMPs isso ndo
necessariamente acontece uma vez que alguns podem ser recalcitrantes. Além disso, a
conversao dos SMPs a metano e gas carbOnico passa necessariamente pela sua conversao
inicial (pelos microrganismos acidogénicos) a AGVs, que sdo entdo usados pelos

microrganismos acetogénicos e/ou metanogénicos.

Os SMPs sao classificados como UAPs (utilization-associated products - produtos
decorrentes do metabolismo associados a utilizacdo do substrato e ao crescimento da
biomassa) ¢ BAPs (biomass-associated products — produtos gerados a partir da biomassa
como parte do decaimento e morte celular) (Namkung e Rittmann, 1986; Laspidou e
Rittmann, 2002). Os UAPs sdo compostos carboniceos predominantemente pequenos
advindos do substrato original, ao passo que os BAPs seriam macromoléculas celulares
contendo carbono e nitrogénio (Urbain et al., 1998 apud Jarusutthirak ¢ Amy, 2006). Foi
verificado que a taxa de produgao de UAPs ¢ proporcional a taxa de utilizagdo do substrato
e que na producdo de BAPs, as células consomem substratos doadores de elétrons para a
formag¢do de biomassa ativa, produzindo, concomitantemente, substincias poliméricas

extracelulares (EPS) e UAPs (Jarusutthirak e Amy, 2006).

Em 2002, Laspidou e Rittmann propuseram uma teoria “unificadora”, estudando sistemas
aerdbios, associando a producgdo e a degradacdo dos SMPs a formagao de EPS. Contudo,
um ponto fraco de tal teoria seria assumir que todos os EPS soluveis seriam UAPs e BAPs,

sugerindo que os SMPs sdo, de fato, EPS solubilizados (Aquino e Stuckey, 2008). Em um
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estudo para caracterizar os SMPs e EPS produzidos em um reator anaerobio de mistura
completa alimentado com glicose, Aquino e Stuckey (2004) sugeriram, a partir de dados de
cromatografia por exclusdo de tamanho, que parte dos compostos organicos de alta massa
molar e presentes no efluente poderiam ser consequéncia dos EPS liberados da matriz
celular. Contudo, Ramesh et al. (2006) verificaram que amostras de SMPs e EPS obtidas a
partir de diferente lodos ndo apresentaram todas as caracteristicas fisico-quimicas avaliadas

idénticas, confirmando que SMPs e EPS solubilizados ndo sdo a mesma coisa.

Aquino et al. (2006) definem EPS como materiais poliméricos ligados a superficie celular
que sdo extraidos por métodos fisicos e quimicos e diferenciam EPS e SMPs pelo carater
extracelular do primeiro. Segundo Jang et al. (2007), “EPS s3o de origem biologica,
participam na formacao de agregados microbianos e consistem de materiais insoliveis”, ao
passo que os SMPs seriam considerados “EPS soluveis (macromoléculas soluveis e
coldides)”. Wingender et al. (1999) apud Jang et al. (2007) caracterizam EPS, de modo

geral, como proteinas, carboidratos, dcidos nucléicos e substancias humicas.

Aquino e Stuckey (2008) apresentam um modelo para a predicdo de SMPs em reatores
anaerobios de mistura completa, incorporando o conceito de producdo e degradagdo de
EPS. De acordo com o modelo, em condi¢des estacionarias, cerca de 58% dos SMPs
seriam UAPs e 42%, BAPs. Dentre os ultimos, aproximadamente 7% seriam EPS soluveis.
Os autores afirmam ainda que, mediantes condi¢des de estresse (ex. choque de carga
orgénica), a importancia de BAPs e de EPS soluveis diminui, sendo que UAPs passam a

constituir mais de 95% dos SMPs.

O interesse na determinagdo da composicdo quimica e propriedades fisico-quimicas dos
SMPs vém crescendo pelo papel fundamental que desempenham em agregados
microbianos tais como o lodo de tratamento biologico. Segundo Jang et al. (2007), a
investigagdo das caracteristicas dos SMPs e EPS em reatores a membranas ¢ fundamental
para o proposito de reuso da agua. De fato, Jarusutthirak e Amy (2006) afirmam que a
presenca de SMPs em efluentes ndo so afeta sua qualidade no que se refere a presenga de

compostos organicos como também se torna um fator limitante para seu reuso.
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Segundo Wingender et al. (1999) apud Sheng e Yu (2006), os SMPs, envolvidos na
formacdo de agregados microbianos, na aderéncia a superficies e na floculacdo, contém
grandes quantidades de estruturas aromaticas e cadeias de gorduras insaturadas com varios
tipos de grupos funcionais, sendo os principais componentes as proteinas, as substancias
htimicas e os carboidratos. Portanto, sua produgao gera DQO residual podendo, pois, afetar

a qualidade do efluente.

Bilgili et al. (2008) mencionam que, as vezes, as concentra¢des dos poluentes de lixiviados
tratados biologicamente excedem os padrdes de descarte devido a ndo inclusao dos SMPs
como parametro de projeto. Portanto, segundo os autores, seria muito importante
considerar os SMPs no projeto de tratamento biologico de lixiviados para a otimizagdo da

do processo e dos parametros operacionais bem como para a estimativa da DQO residual.

3.3. Fatores que afetam a producdo de SMPs

Hé varios fatores envolvidos na gera¢do de produtos microbianos. Alguns deles foram
observados trabalhando-se com culturas puras, enquanto outros foram demonstrados em
sistemas de tratamento aerdbios e anaerdbios de tratamento de efluentes. Diferentes
estudos mostraram que alguns SMPs desempenham uma fung¢do metabdlica, seja pela
propriedade quelante que pode ajudar na assimilagdo de metais nutrientes ou protecao
contra toxicidade (Kuo e Parkin, 1996; Aquino e Stuckey, 2003; Aquino e Stuckey, 2004),
seja para desempenhar alguma outra fungdo, tais como quorum sensing em sistemas de
biofilmes, por exemplo (Hastings e Greenberg 1999; Nies 2003). Estudos usando culturas
puras sugeriram que produtos microbianos podem ser produzidos tanto como o resultado
de escassez de substrato ou de excesso de fonte energética (Boylen e Ensign, 1970;
Neijssel ¢ Tempest, 1976 apud Huajun et al., 2008). A Tabela 3.2, extraida de Aquino

(2003), apresenta os principais fatores que levam microrganismos a produzir SMPs.

A literatura sugere que a produg¢do de SMPs estd intimamente relacionada a concentragdo
de biomassa presente no sistema. A luz dessa hipotese ¢ de se esperar que o tipo de reator,
por determinar maior ou menor retencao de biomassa, também afete a quantidade de SMPs
produzidos. De fato, algumas pesquisas (Barker et al., 2000; Aquino e Stuckey, 2002)

mostraram que a produ¢do de SMPs em reatores anaerdbios seguiu a ordem: reator
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membrana (MBR) > reator compartimentado (ABR) > reator mistura completa (CSTR). O
reator de membranas estudado usava membranas submersas, cuja func¢do era reter a
biomassa no sistema. Como ndo havia descarte de lodo, a ndo ser durante o processo
esporadico de limpeza da membrana, o tempo de detencdo celular (TDC) era bastante
elevado, e Aquino (2003) sugeriu que os elevados tempos de retencao celular associados
ao MBR e ao ABR tenham contribuido significativamente para a maior produgao de SMPs

naqueles reatores.

Desta forma, de valiosa importancia ¢ a avaliagdo dos pardmetros operacionais ¢ fatores
ambientais para a producao dos SMPs. Entretanto, estudos abrangendo este assunto sao
escassos na literatura. Um dos fatores mais importantes para projeto e operagdo dos
sistemas de tratamento biologico ¢ o tempo de detencdo celular (conhecido como idade do
lodo e definido como o tempo médio de permanéncia da biomassa no reator bioldgico) e ¢
de se esperar que ele influencie significativamente a produgdo de SMPs. Jarusutthirak e
Amy (2006) de fato afirmaram que o tempo de detencdo celular possivelmente afeta
significativamente ndo s6 a quantidade, mas também as caracteristicas dos SMPs

produzidos.

Kuo et al. (1996), trabalhando com reatores anaerobios de mistura completa, mostraram
que a producdo normalizada de SMPs (SMP/S,) decresceu com o aumento da idade do
lodo até atingir um valor minimo, quando a idade do lodo era de aproximadamente 25 dias,
e depois aumentou novamente. Vale salientar que os autores determinaram a concentracao
de SMPs com base na diferenca entre a DQO residual dissolvida e a DQO causada pelo
substrato ndo degradado e pelos 4cidos graxos intermedidrios presentes. O comportamento
de “variacao em U”, mostrado na Figura 3.4, também foi observado para sistemas aerdbios
e um tempo de retencao entre 2 a 15 dias foi reportado como ideal para a produ¢ao minima
de SMPs (Baskir e Hansford 1980; Rittmann et al. 1987; Hao e Lau 1988; Pribyl et al.
1997 apud Aquino, 2003).

Essa “variacdo em U” foi modelada e explicada baseando-se no fato de que SMPs podem
ser produzidos como resultado da utilizagdo do substrato (UAP) ou como resultado do
decaimento enddgeno (BAP), conforme discutido anteriormente. Dessa forma, quando a

idade do lodo ¢ alta, maior sera a produgdo de BAPs devido a maior propensdo ao
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decaimento enddgeno e consequente lise celular. Além disso, na medida em que a idade do
lodo aumenta, maior ¢ a remog¢ao de compostos de facil biodegradagdo (substrato original e
intermediarios) e a DQO residual, nesse caso, seria representada pelo acumulo de
compostos microbianos de dificil biodegradabilidade (Kuo et al. 1996). Por outro lado, nas
condi¢des em que o tempo de retencdo € pequeno e as taxas de carregamento organico
elevadas, a taxa de utilizagdo do substrato (r;) serd maior e, por causa disso, maior serd a
producdo de UAPs, uma vez que tal produgdo ¢ diretamente proporcional a r; (Rittmann e
McCarty, 2001). Em outras palavras, o lodo ¢ “saturado” com substrato biodegradavel,
resultando em acumulo de compostos intermedidrios e metabolitos excretados pela

biomassa devido a elevada relagdo A/M (relagao alimento/microrganismo).

SMP/S, Faixa reportada como ideal: v AM
Sistemas anaerobios: ~ 25 d 4 Decaimento enddgeno
AA/M Sistemas aerébios: 2 — 15 d (Formacio de BAPs)
4 Tyt

(Formagao de \_/
UAPs)

Tempo de retengdo

v

Figura 3.4 — Produgdo de SMPs em fung¢ao da idade do lodo. Fonte: Aquino (2003).

Liang et al. (2007), avaliaram a influéncia do tempo de deteng¢do celular (TDC) na
producdo de SMPs em um bioreator a membranas (MBR), estudando os tempos de
detencdo celular de 10, 20 e 40 dias para uma concentragdo afluente de 600 mgDQO/L,
substrato acetato de sodio. Com o estudo, verificaram um acumulo de SMPs mais
pronunciado em baixos valores de TDC, e que a diminui¢do do TDC levou ao aumento do
potencial de colmatacdo da membrana. Além disso, os autores relacionaram a percentagem
de compostos aromaticos no efluente com o valor de TDC, sugerindo que a produgdo de

compostos aromaticos foi mais favorecida em altos valores de TDC (baixa relagdo A/M).
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Tabela 3.2 - Fatores que dao origem a produgdo de compostos microbianos

Fator

Comentario

Referéncias

Concentragao

de equilibrio

Organismos podem excretar SMPs para estabelecer a

concentragdo de equilibrio através da membrana.

Parkin e McCarty
(1981)

Deficiéncia SMPs podem ser produzidos para auxiliar na absor¢ao de | Emery  (1982);
nutricional metais nutrientes ou devido ao mecanismo de ‘descarga’ | Rittmann e
de elétrons que nao puderam ser utilizados no | McCarty (2001)
crescimento devido a auséncia de nutrientes essenciais.
Toxicidade SMPs possuem propriedades quelantes e podem estar | Kuo e Parkin
envolvidos no processo de mitigacdo da toxicidade | (1996); Aquino e
causada por metais pesados. Compostos microbianos | Stuckey (2004)
podem ainda ser produzidos como conseqiiéncia direta da
lise celular causada pelas substancias toxicas.
Crescimento | Durante o crescimento da biomassa, enzimas | Hejzlar e
biomassa extracelulares sdo produzidas para a hidrdlise de | Chudoba (1986);
biopolimeros, e algumas estruturas celulares, ao serem | Laspidou e
renovadas, sdo excretadas em solugdo. Além disso, | Rittmann (2002)
polimeros extracelulares sdo produzidos para auxiliar na
granulagdo e na floculagdo da biomassa, e quando
liberados em solugdo constituem parte dos SMPs.
Quorum Um mecanismo de comunicacdo entre células, | Hasting and
sensing denominado quorum sensing foi descoberto em bactérias | Greenberg
gram-negativas, ¢ envolve a excrecdo de lactonas no | (1999);  Fuqua
meio de cultivo. and  Greenberg
(1998)
Decaimento | Durante a morte e lise celulares uma miriade de SMPs é | Barker et al.
endogeno langada em solugdo, e enquanto alguns SMPs podem ser | (1999)

prontamente biodegradaveis, outros podem ser mais

refratérios e escapar com o efluente secundario.

Jarussuthirak ¢ Amy (2006) também avaliaram a influéncia do TDC na produgdo de SMPs

em reatores a batelada seqiienciais de bancada (SBR — sequencing batch reactors) - para

simular o processo de lodos ativados — com testes subsequentes de filtragdo por
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membranas e concentracdo inicial de carbono organico dissolvido de 100mgC/L,
observando uma baixa producdo de coldides hidrofilicos e macromoléculas,

comparativamente a TDC mais elevados.

Para TDCs longos, a variagdo do conteudo organico residual pode ser atribuida a
ocorréncia de mudancas na composicdo de componentes degradaveis dos SMPs
acumulados (Chipasa e Medrzycka, 2004). Longos TDCs poderiam causar uma queda no
numero de células vidveis na biomassa, de forma que uma maior quantidade de material
celular de menor biodegradagdo ou de metabolismo mais lento seria retida no meio (Shin e
Kang, 2003). Jarusutthirak e Amy (2006) mencionam que um aumento no TDC leva a um

acimulo de biomassa no sistema, o que levaria a um aumento na quantidade de SMPs.

A mudanga na composi¢ao das comunidades microbianas em sistemas de tratamento com o
aumento do TDC ¢ reportada na literatura, e podem ser relacionadas com a produgdo de
SMPs (Kucnerowicz e Verstraete, 1983; Madoni, 1994; Wanner, 1994 apud Chipasa e
Medrzycka, 2008). Chipasa e Medrzycka (2004) estudaram a influéncia dos SMPs na
concentragdo de biomassa e na remog¢do de DQO e DBO em dois experimentos com
bioreatores aerobios de batelada alimentados por 16 dias com soja e peptona (DQO
afluente de ~860 mg/L) O primeiro experimento permitia o acimulo de SMPs e, no
segundo, os SMPs eram removidos por meio da lavagem diaria da biomassa. Uma vez que
a concentragdo de SMPs aumentou proporcionalmente ao TDC, os autores concluiram que
microrganismos superiores (protozoa, flagelados heterotrofos, amebas, ciliados)
proliferavam mediante concentragdes elevadas de SMPs, e que a presenga de SMPs causou
um acumulo irregular da biomassa devido a possiveis mudancas de espécies e populagdes
microbianas. De fato, o estudo de Chipasa e Medrzycka (2008) mostrou que mudangas de

espécies microbianas ocorreram rapidamente com o aumento do TDC.

Alguns trabalhos mostram que o aumento do TDC levou ao decréscimo da propor¢do de
compostos organicos de alta massa molar (>10.000 Da) e, em contrapartida, a elevacdo de
compostos de baixa massa molar e facilmente degradaveis (<1.000 Da) (Shin e Kang, 2003
e Huang et al., 2000 apud Liang et al., 2007). Por outro lado, Liang et al. (2007),
estudando reatores de membrana, reportaram distribui¢des de massas molares similares em

diferentes TDC.
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Huajun et al. (2008) avaliaram os efeitos da carga organica aplicada, do tempo de detengdo
hidraulica (TDH) e da temperatura na produ¢do de SMPs em um reator anaerobio
compartimentado com carreador (CABR). O CABR era um reator retangular com seis
camaras de igual volume e preenchido com carreadores esféricos ocos feitos de bambu,
possibilitando a reten¢ao da biomassa por aderéncia, combinando, portanto, as vantagens
de um reator anaerobio compartimentado com as caracteristicas de um reator de biofilme.
A alimentagdo usada tinha como substrato uma solucdo sintética tamponada de proteina-
carboidrato (contendo aguicar e peptona) com nutrientes € metais-traco. As concentragdes
utilizadas foram de 300, 450 e 600 mgDQO/L, as temperaturas de 10, 18 e 28°C ¢ valores
de TDHs de 9, 12 e 18 horas. A concentragdo de SMPs foi calculada subtraindo-se as
contribui¢cdes medidas de glicose e dos acidos acético, propidnico, isobutirico e butirico da
DQO residual filtrada. Considerando o efeito da carga organica aplicada, em geral, a
produgdo de SMPs respondeu de forma proporcional, ou seja, o aumento da carga organica
levou ao aumento da produg¢ao de SMPs, controversamente aos resultados de Jarussuthirak

e Amy (2006), Chipasa e Medrzycka (2008) e Chipasa e Medrzycka (2004).

Os resultados de Huajun et al. (2008) mostraram ainda que a diminuigdo da temperatura
levou ao aumento da producdo de SMPs, fato este atribuido a diminui¢do do metabolismo
bacteriano (menor taxa de degradagdo de SMPs e de substrato) e a condi¢do de estresse da
biomassa (que produziria maior quantidade de SMPs para protecdo celular). Os picos na
concentragdo de SMPs foram obtidos nas temperaturas de 18 e 10° C ¢ no TDH
intermediario de 12 horas. A relacio SMP/DQO filtrada efluente foi alta a maior
temperatura (28°C) e maior TDH, fato este atribuido & completa degradagdo de AGVs. Os
autores reportaram ainda uma participagdo de SMPs de 50 a 70% na DQO filtrada efluente.

A produgdo e a caracterizacdo de SMPs em reatores anaerdébios compartimentados (ABR)
com carga organica aplicada de 0,5 g/L também foi estudada por Barker et al. (1999) que
avaliaram a influéncia do TDH, concentragdo de biomassa e temperatura na produgdo de
SMPs. Os autores mostraram que a produ¢do de SMPs diminuiu com a redugdo do TDH,
em desacordo com trabalho anterior feito com o mesmo tipo de reator usado (ABR)
(Schiener et al,1998 apud Barker et al. 1999). Contudo, esta observacdo foi justificada
pelo elevado decaimento da biomassa e, consequentemente, elevada produgcdo de BAPs

nos ABRs em questdo. A diminuicdo da temperatura fez com que a producdo de SMP
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crescesse, justificada pela condicdo de estresse gerada e pela desaceleracdo da taxa de
degradagdo. Além disso, foi observado que a produgdo de SMPs aumentou quando a

concentragdo inicial de biomassa era elevada.

Outro parametro relevante na produgdo de SMPs ¢ a relacdo alimento/microrganismo
(A/M). Jang et al. (2007), estudando reatores de membrana, verificaram que a qualidade do
efluente melhorou com o decréscimo da relagdo alimento/microrganismo. Além disto, os
autores verificaram que a concentragdo total de carboidratos diminuiu com o decréscimo
de A/M e que a concentracdo de EPS aumentou com o aumento de A/M. Estes resultados
parecem concordar com as observagdes de Huajun et al. (2008); todavia, sdo contraditorios
a outros estudos reportados (Jarussuthirak e Amy, 2006; Chipasa e Medrzycka, 2008;
Chipasa e Medrzycka, 2004; Aquino, 2003; Shin e Kang, 2003).

O principal efeito de algum tipo de adversidade no sistema (mudangas bruscas de
temperatura, choques osmoticos, deficiéncia nutricional ou ainda presenca de compostos
toxicos) ¢ a producdo de AGVs e SMPs (Aquino e Stuckey, 2004). Contudo, a alta
biodegradabilidade dos AGVs ¢ clara e, tdo logo as condigdes de estresse (causadoras de
limitagdes cinéticas e termodinamicas) sejam minimizadas, eles sdo metabolizados. Por
outro lado, os SMPs possuem uma lenta cinética de biodegradagdo, contribuindo, pois,

para o aumento da DQO residual (Barker e Stuckey, 1999).

O efeito da toxicidade (adigao de cloroféormio e cromo) em reatores anaerdbios de mistura
completa alimentados com glicose (10gDQO/L) foi estudado por Aquino e Stuckey (2004).
De acordo com o estudo, cerca de 82 a 98% da DQO efluente foi devida a SMPs ¢ de 0,9 a
2% da DQO afluente foi convertida a SMPs. O acimulo final de SMPs aumentou mediante
condigdes de estresse, apesar da sua diminui¢ao percentual devido a produgdao de AGVs. O
aumento de SMPs pareceu proporcional a carga toxica aplicada, indicando que parte
significativa dos SMPs acumulados advém provavelmente de lise celular. Aquino e
Stuckey (2004) mostraram ainda que as condi¢des de estresse impostas contribuiram ainda
para a produgdo de polimeros extracelulares (EPS) , que contribuiram, em parte, para a

producdo de SMPs e formagdo de DQO residual.
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3.4. Consequéncias da producao de SMPs

Os efeitos da produgdo de SMPs podem ser interessantes na determinagdo do
comportamento das comunidades microbianas presentes no meio. Alguns estudos
abordam o efeito dos SMPs nas atividades biologicas, desde potencial ecotoxicidade
produzida por microrganismos em biofilmes (Ross et al., 1998) até atividade mutagénica
aumentada (Rappaport et al., 1979). Estudos recentes tém sido realizados para o
aprofundamento destas interferéncias (Ichihashi et al., 2006; Chipasa ¢ Medrzycka, 2004;
Chipasa ¢ Medrzycka, 2008). Como exemplo, Ichihashi et al. (2006), estudando dois
reatores anaerobio-aerobio com lodos ativados de fluxo continuo, em escala de bancada
(um com TDH=48h e o outro com TDH=6,4h), alimentados com esgoto sintético contendo
acetato e peptona, avaliaram o efeito de SMPs sobre o metabolismo microbiano para a

remogao de fosfato e nitrogénio e verificaram o efeito inibitério dos SMPs na nitrificagao.

Segundo Chipasa e Medrzycka (2004), as diferengas nas taxas de consumo de substrato
podem ser atribuidas a diferengas nas atividades microbianas e a concentragdo de SMPs
presente. Seu estudo, realizado em sistemas aerdbios, indica que as comunidades
microbianas desenvolvidas na presenca de SMPs englobam microrganismos que dependem
dos metabdlitos de outros microrganismos, capazes de utilizar os componentes da
alimentagdo. J4 as comunidades microbianas desenvolvidas em niveis reduzidos de SMPs
apresentaram maior eficacia e rapidez no consumo da alimentagdo sintética. Portanto, a
presenca ¢ o acumulo de SMPs no meio retardaria a degradacao do substrato, fato este

atribuido pelos autores a redu¢do na atividade microbiana.

Em outro estudo Chipasa e Medrzycka (2008) avaliaram a interferéncia dos SMPs na
composi¢ao e sucessdo da comunidade microbiana de lodos ativados em bioreatores a
batelada em escala de bancada alimentados com esgoto sintético. Os autores observaram e
compararam a ocorréncia dos microrganismos desenvolvidos em niveis significativos de
SMPs e também em niveis reduzidos de SMPs. A composicao da comunidade microbiana
(principalmente protozoarios e metazoarios) foi monitorada e na medida em que a
concentragdo de SMPs crescia, a comunidade microbiana se modificava rapidamente
favorecendo a presenca de microrganismos de dimensdes bem maiores, tais como

invertebrados. Os autores confirmaram microscopicamente a mudanca de espécies
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microbianas que passaram de ciliados fixos (12 — 175um) a ciliados livre-natantes (35 —
330um) e, por fim, a invertebrados, tais como rotiferos (0,2 — Imm) e nematdides (1 —
50mm). Por outro lado, tais mudancas n3o foram observadas mediante baixas
concentragdes de SMPs, onde foi verificada a proliferacdo de microrganismos pequenos
tais como ciliados fixos, ciliados livre-natantes, bactérias formadoras de flocos e
flagelados. Portanto, a mudanca de tamanho da populag¢do foi reportada como uma das
influéncias mais relevantes da presenca de SMPs no meio. Chipasa e Medrzycka (2008)
sugeriram ainda que o acumulo de SMPs seria um dos mecanismos regulatorios intrinsecos

que controlariam a viabilidade e a atividade microbiana no sistema de lodos ativados.

Esta interferéncia dos SMPs na atividade microbiana interfere diretamente no desempenho
do tratamento biologico. Os resultados obtidos por Chipasa e Medrzycka (2004) sugerem
que o ajuste do acumulo de SMPs poderia servir como um método operacional para a
estabilizacdo da comunidade microbiana bem como do processo de biodegradacdo.
Refor¢cam, pois, a necessidade de um maior esclarecimento acerca dos SMPs e sua
interferéncia na determinagdo da populagdo microbiana e suas variagdes ao longo do

tratamento.

Atualmente, os SMPs tém sido de particular interesse em sistemas de tratamento que
dispdem de reatores biologicos de membranas (MBR). A difusdo cada vez maior dos
processos de membranas impde restrigdes quanto a diminuicdo do fluxo através da
membrana e sua durabilidade. Grande parte dos estudos recentes sobre SMPs ¢ dedicada a
avaliar a influéncia de sua produc¢do no desempenho de tais reatores, uma vez que estes
compostos sdo considerados os principais responsaveis pela biocolmatagdo (biofouling)
das membranas (Drews et al., 2007; Fonseca et al., 2007; Holakoo et al., 2006,
Jarusutthirak ¢ Amy, 2007,Le-Clech et al., 2006, Rosenberger et al., 2006, Trussell et al.,
2006; Oliveira-Esquerre et al.,20006).

O fendmeno de colmatagdo pode advir de adesdao das células microbianas a superficie da
membrana, adsor¢do de compostos organicos ou ainda de precipitacdo de espécies
inorganicas (Aquino et al., 2006). Shin e Kang (2003) apud Aquino et al. (2006) reportam
o estreitamento dos poros da membrana pela formagdo de uma camada gelatinosa,
diminuindo seu cut-off nominal. A colmatacdo reduz o fluxo de permeado, fator

determinante para definir a viabilidade economica deste tipo de tratamento. A literatura
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reporta uma contribuicdo de 26 a 52% dos SMPs para a colmatacdo de membranas de
microfiltracdo ou ultrafiltragdo normalmente usadas em reatores MBR (Wisniewski e

Grasmick, 1998; Bouhabila et al., 2001 apud Liang, 2007).

Trussell et al. (2006) mostraram que as taxas de colmatagdo estavam correlacionadas com
a concentragdo total de SMPs. Os resultados de Fonseca et al. (2007) sugeriram que,
mesmo na auséncia de atividades microbianas significativas e de formacao de biofilmes, os
SMPs podem ter propriedades intrinsecas para a colmatagdo de membranas em niveis
operacionais. Na mesma linha, Drews et al. (2007) reportam que mudangas repentinas de

temperatura levam a producao de SMPs e elevam a taxa de colmatagao das membranas.

Le-Clech et al. (2006) usaram alginato para modelar a colmatacdo de membranas por
SMPs-carboidratos, por acreditarem que dentre os SMPs, os desta natureza sio os
principais responsaveis pelo biofouling. Segundo Grelier et al. (2006), o parametro mais
relevante para a colmatacdo da membrana ¢ a concentragdo de polissacarideos coloidais e
soluveis. De fato, Liang et al. (2007) verificaram que carboidratos e proteinas parecem ser
os principais componentes dos SMPs a acumular nos reatores de membrana,

comparativamente a0s compostos aromaticos.

Reid et al. (2008), estudando as caracteristicas bioquimicas de SMPs ¢ EPS de lodos de
reatores de membranas, observaram que as proteinas foram os componentes dominantes
destes compostos para as cinco plantas estudadas. Entretanto, apesar dos carboidratos
estarem presentes em menores concentragdes do que as proteinas, os primeiros pareceram
ter um maior impacto tanto na capacidade de filtracio da membrana, quanto na sua
colmatacdo. Os autores verificaram que o tempo de sucgdo capilar - CST (medida
quantitativa, em tempo, de liberagao de agua pelo lodo, particularmente interessante em
processos de secagem de lodo, na avaliacdo de sua dosagem e acondicionamento) estava
positivamente correlacionado aos SMP-carboidratos e que o indice volumétrico de lodo
(SVI), com a presenca de EPS-proteinas. Portanto, a tentativa de elucidacdo das
caracteristicas quimicas dos SMPs e EPS torna-se particularmente relevante para o
entendimento das interagdes fisico-quimicas destes compostos com as membranas dos
reatores. De fato, Li et al. (2000) afirmam que se os compostos ndao eliminados pelo

tratamento de 4guas residuarias e presentes na DQO residual fossem conhecidos, sua
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retencdo no reator poderia ser melhorada por adaptacdao e otimizacdo das membranas de

acordo com os tipos de moléculas presentes no efluente.

As propriedades quelantes dos SMPs ja foram estudadas em sistemas anaerobios e também
tétm sido de interesse em reatores aerobios de membranas. A producdo de SMPs
aconteceria para seqiiestrar metais nutrientes em sistemas onde ocorre precipitagdo de
metais, como nos anaerobios (MeS, Me(OH), , MeCOs) (Kuo e Parkin,1996). Holakoo et
al. (2006) estudaram estas propriedades para o metal cobre e, neste caso, os SMPs
demonstraram ser quelantes moderados. Os autores verificaram ainda que a adicdo de
cobre reduziu significativamente a capacidade de complexacdo dos SMPs acumulados,
devido a maior massa molar apresentada pelos compostos microbianos (MM > 100.000
Da). Do ponto de vista de distribui¢do de massas molares dos SMPs, aqueles com tamanho
entre 1.000 e 10.000 Da se mostraram com maior capacidade de complexagdo com o metal
cobre. A adicao de cobre aumentou o acimulo de SMPs de alta massa molar (> 100.000
Da) — 76% do total de SMPs, reduzindo, pois, a capacidade de complexacdo dos SMPs

acumulados.

Holakoo et al. (2006) também avaliaram a interferéncia das condigdes operacionais na
producdo de SMP em sistemas aerdbios de reatores de membranas alimentados com esgoto
sintético na auséncia de cobre (condicdo normal) e apds a adicdo de cobre a alimentagdo.
Os resultados mostraram que elevados valores de TDCs e baixa relacio A/M
(alimento/microrganismo) parecem levar ao acimulo de SMPs de alta massa molar (>

100.000 Da), associado, pois, ao decaimento da biomassa.

3.5. Caracterizacdo da DQO efluente de reatores biologicos

A caracterizagao da DQO residual pode subsidiar a adogdo mais racional de sistemas de
pos-tratamento e facilitar o entendimento acerca dos processos biologicos envolvidos, com
vistas ao aumento de eficiéncia de remocdo de matéria organica. Além disto, ¢
fundamental para a avaliagdo dos riscos impostos pela disposicao do efluente tratado no

ambiente.
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Segundo Aquino (2003), a caracterizagdo de efluentes biologicos pode ser efetuada em trés
niveis: 1) identificagdo de compostos individuais, ii) identificacdo das principais classes de
compostos presentes, iii) determinacdo de pardmetros indiretos e globais (demanda
quimica de oxigénio — DQO; toxicidade; distribuicdo de tamanho). Embora haja trabalhos
publicados contemplando os trés niveis, a caracterizacdo de efluentes usando parametros
indiretos ¢, em geral, preferida devido & maior conveniéncia e utilidade pratica da
informagado. Parametros como biodegradabilidade (importante para se avaliar a DBO e o
uso de sistemas bioldgicos para pds-tratamento), toxicidade (importante para se considerar
a disposi¢ao do efluente tratado) e distribuicdo de tamanho (importante para avaliar a
eficiéncia e subsidiar a escolha de técnicas de remocao a serem empregadas) sao
amplamente citados na literatura (Amy et al. 1987; Barcelo et al. 1999; Galassi e Benfenati
2000 apud Aquino, 2003). Contudo, a caracterizagdo quimica destes compostos tem sido
pouco estudada e ha poucos trabalhos na literatura. Isso talvez ocorra devido ao fato de tal
caracterizagdo nao ser trivial, demandando técnicas mais sofisticadas e de custo mais

elevado.

Um dos primeiros resultados publicados sobre a caracterizacdo quimica da DQO residuéria
de sistemas anaerobios foi feito por Reemtsma e Jekel (1997). Os autores usaram
cromatografia a gads acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) para identificar
compostos de baixo peso molecular de uma 4dgua residudria de curtume tratada
anaerobiamente seguida por pos-tratamento aerdbio. Os compostos organicos presentes
foram agrupados em 12 classes, de acordo com seu comportamento em relagao a separacao
fisico-quimica empregada. Nenhuma das 12 classes foi completamente removida durante o
tratamento anaerobio e 25% da DQO efluente desse processo era compreendido de
substancias que ndo estavam originalmente presentes no efluente do curtume. Digno de
nota ¢ o fato de que a concentragdo de compostos aromaticos (principalmente fendis,
acidos carboxilicos aromaticos e hidroxilados carboxilicos aromaticos) aumentou
significativamente durante o tratamento anaerdbio. O pos-tratamento aerdbio, por outro
lado, mostrou-se eficiente na remog¢do dos compostos originalmente presentes no efluente
do curtume e refratarios ao tratamento anaerdbio, bem como dos compostos aromaticos

produzidos pelo processo anaerdbio.
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Dignac et al. (2000) realizaram um trabalho de caracterizagdo no afluente e efluente de um
sistema de lodos ativados tratando esgoto sanitario. As analises permitiram a identificagdo
de 41% do carbono organico soluvel afluente ao sistema e 22% do carbono organico
soluvel efluente. Contudo, 67% do nitrogénio afluente ao sistema ndo pode ser
caracterizado, e ap0s o tratamento a fracdo ndo caracterizada aumentou para 90%, sendo os
10% do nitrogénio efluente caracterizado constituidos predominantemente por proteinas. A
analise individual de aminoécidos, carboidratos, lipidios e compostos fendlicos no esgoto
bruto contribuiu para a identificagdo de 46% do carbono organico presente. As classes
quimicas proteinas e lipidios foram as mais removidas durante o tratamento, ¢ como
consequéncia a maior fracdo do carbono organico total efluente era desconhecida. A fracao
conhecida era composta por apenas 13% de proteinas e menos que 1% de lipidios. A fragdo
de matéria organica efluente que ndo pode ser caracterizada ¢, segundo os autores,
provavelmente constituida de compostos recalcitrantes ¢ de estrutura mais complexa

formados durante o tratamento bioldgico.

Dois estudos de caracterizagao foram feitos em efluentes anaerébios utilizando-se técnicas
analiticas mais sofisticadas. Em um deles, Barker et al. (2000) mostraram que proteinas ¢
carboidratos representavam menos que 10% da DQO efluente de um reator de bancada
alimentado com esgoto sintético, e que a maioria da DQO residual permanecia ndo
identificada. Usando ressonancia magnética nuclear, os autores sugeriram ainda a presenca
de alcoois, compostos carboxilados e significativa quantidade de compostos aromaticos
(6%) nos efluentes anaerobios caracterizados. No outro estudo, Aquino e Stuckey (2002)
caracterizaram efluentes de reatores CSTR de bancada alimentados com glicose, usando
extragdo liquido-liquido seguido de GC-MS. Alguns compostos identificados - compostos
fenolicos, ftalatos e outros aromaticos — parecem ter sido produzidos pelo sistema de
tratamento uma vez que ndo foram identificados no afluente. E sabido que microrganismos
podem sintetizar variedade enorme de compostos a partir de mondmeros bésicos e
acredita-se que os compostos aromaticos identificados tenham sido produzidos a partir de
aminodcidos que contém o anel benzeno. Devido a caracteristica refrataria exibida por
compostos aromaticos perante a degradacdo anaerdbia ndao ¢ de todo surpreendente a

identificacdo desses compostos em efluentes anaerobios.
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Li et al. (2000) usaram diferentes técnicas analiticas para tentar avaliar a eficiéncia de
remocao de poluentes de dificil degradacdo, bem como identificar e comparar compostos
individuais presentes na DQO residual em sistemas reais convencionais de tratamento
bioldgico e em tratamento bioldgico assistido por membranas alimentados com esgoto
sanitario. As técnicas utilizadas no estudo foram GC-MS (cromatografia gasosa -
espectrometria de massas), FIA (andlise por inje¢ao de fluxo) e LC (cromatografia liquida).
As duas ultimas técnicas foram utilizadas acopladas a detectores de massa (MS) e massa
tandem (MS-MS). Os resultados obtidos mostraram taxas favoraveis de eliminacdo dos
poluentes, principalmente no sistema com membrana, e nenhuma diferenga foi observada
dispondo de micro ou ultrafiltragdo com porosidade nominal (cut-off) da membrana de
200.000 Da. Os autores verificaram que poluentes ndo eliminados nos efluentes,
observados por GC-MS e FIA-MS e identificados por GC-EI-MS (EI — impacto por
elétrons), FIA-MS-MS e por LC-MS-MS, eram predominantemente ftalatos. Contudo,
poliéteres ndo volateis polares e seus precursores (éteres aril e alquilpoliglicois) foram
observados no modo positivo de ionizacdo. No modo negativo, observou-se a presenca de
surfactantes anionicos tais como os alquilbenzeno sulfonados de cadeia linear ou LAS
(linear-alquil-sulfonates), compostos de dificil degradagdo anaerobia. Os métodos
analiticos utilizados na pesquisa mostraram ser as ferramentas mais poderosas para
monitoramento dos processos de tratamento bem como para sua otimizacdo, uma vez que

abordam substancias especificas.

Especificamente sobre a caracterizagdo dos SMPs, a literatura reporta como sendo uma
ampla gama de compostos de massas molares altas e baixas, incluindo proteinas,
polissacarideos, acidos humicos e fulvicos, 4cidos nucléicos, enzimas e compostos
estruturais (DeWalle ¢ Chian, 1974; Hejzlar e Chudoba, 1986a,b apud Liang et al., 2007;
Rittmann et al., 1987; Chudoba et al., 1980 apud Aquino, 2004; Parkin e McCarty, 1981).
Drews et al. (2007) e Liang et al. (2007) caracterizaram SMPs em reatores de membranas
(MBR) como proteinas e polissacarideos. No estudo de Jang et al. (2007), de 83 a 91% da
DQO no permeado de um MBR aerébio em escala piloto alimentado com esgoto sanitario
era constituida de SMPs-carboidratos e de SMPs-proteinas, sendo que os primeiros
apresentaram concentra¢des superiores. Controversamente, Barker et al. (2000) mostraram
que proteinas e carboidratos representavam menos que 10% da DQO efluente e que sua

maioria permanecia nio identificada. Segundo Aquino e Stuckey (2004), proteinas e
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carboidratos somaram menos de 50% dos compostos organicos presentes em solucdo. De

acordo com Liang et al. (2007), a maioria dos SMPs seriam substancias humicas aquaticas

hidrof6bicas.

Alguns resultados de uma caracterizacdo quimica mais detalhada feita com efluentes de
reatores de manta de lodo (UASB) em escala de demonstragdo e alimentados com esgoto
sanitario demonstram que de fato a maioria dos compostos que constituem a DQO filtrada
efluente tem baixa massa molar (Elisiario et al. 2006), sendo, portanto, passiveis de analise
por cromatografia gasosa. Além disso, inimeros estudos de distribui¢do de tamanho foram
realizados na tentativa de obter mais informagdes acerca do perfil dos compostos presentes
na DQO residual (Klinkow et al., 1998; Confer e Logan, 1997a, 1997b; Boero et al., 1996
apud Aquino, 2003; Parkin e McCarty, 1981; Kuo e Parkin, 1996; Barker et al.,1999;
Barker e Stuckey, 1999). A revisdo de literatura sugere que a maioria dos compostos
causadores de DQO residual tem massas molares baixas, inferiores a 1.000 Da (Aquino,

2003).

Mais recentemente, Jang et al. (2007) reportam que mais de 86% dos SMPs-carboidratos
presentes no permeado de MBR tinham massas molares inferiores a 1.000 Da. Todavia, ¢
significativa a quantidade de compostos de massas molares elevadas (> 50.000 Da) em
efluentes biologicos. Além disto, observa-se que a distribuicdo de massas molares esta
intimamente relacionada as condi¢des operacionais adotadas no tratamento (Confer e
Logan, 1997a, 1997b; Boero et al., 1996; Klinkow et al.,1998 apud Aquino, 2003; Kuo ¢
Parkin, 1996; Barker ¢ Stuckey, 1999; Barker et al., 1999; Aquino et al., 2006).

Jarusutthirak ¢ Amy (2007), tentando elucidar as caracteristicas da matéria organica
efluente ao tratamento bioldgico, observaram uma distribui¢ao bimodal de compostos de
alta e baixa massa molar. Em andlise por cromatografia por exclusio de tamanho
(HPSEC), os compostos organicos foram segregados em trés grupos de acordo com a
massa molar apresentada: massas molares inferiores a 1.000 Da, entre 1.000 e 10.000 Da e
maiores que 10.000 Da. Cerca de 30 a 50% dos SMPs apresentaram massas molares
inferiores a 1.000 Da e 25 a 45%, superiores a 10.000 Da. Ainda segundo este estudo,
compostos de alta massa molar (>10.000 Da) — SMPs-BAP - apresentaram caracteristicas

hidrofilicas e baixa aromaticidade. Moléculas de massas molares inferiores a 500 Da
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podem indicar pequenos 4acidos organicos, aminoacidos ou agucares simples
provavelmente produzidos durante o crescimento da biomassa. Os autores afirmam, pois,
que a matéria organica efluente consiste da composicio SMP-BAP e matéria hiimica
advinda de processos bioldgicos, uma vez que a fragdo de baixa massa molar (< 1.000 Da)

— SMP-UAP - ¢ prontamente biodegradada.

No estudo de Barker (1999) para reatores ABR, DQO de alimentacdo de 0,5g/L,
utilizaram-se técnicas de ultrafiltragdo e de cromatografia por exclusdo de tamanho, para a
caracterizagdo dos SMPs. Notou-se que compostos de alta massa molar ficaram
concentrados nos compartimentos intermediarios do reator sendo, provavelmente, produtos
de lise celular. Ja os compostos retidos no primeiro compartimento do reator, e também no
efluente, apresentaram-se como sendo de baixa massa molar. Foram, pois, caracterizados
como UAPs ou produtos da degradacido dos compostos de alta massa molar. O trabalho de
Schiener et al. (1998) apud Barker et al. (1999), utilizando carga organica inicial de 4 g/L
de DQO também para reatores ABR alimentados com solugdo sacarose-nutrientes, sugeriu
uma distribuicdo bimodal de massas molares para os SMPs efluentes, pelos resultados de
ultrafiltragdo. Cerca de 25% dos SMPs teriam massas molares maiores que 100.000 Da,
enquanto 30% apresentaram massas molares inferiores a 1.000 Da. Os autores
identificaram a fragdo hidrolisada de elevada massa molar como heteropolissacarideos
consistindo de glicose, fucose e N-acetilgalactoseamina, que sdo constituintes da parede
celular. Barker et al. (1999) também sugeriram que a fragdo de alta massa molar de
efluentes anaerodbios era composta por agucares (glicose, galactose, fucose, ramnose),
conhecidos constituintes dos polissacarideos encontrados em envolucros capsulares e

paredes celulares.

3.6. Conclusoes da revisao de literatura

e Estudos feitos por diversos pesquisadores em reatores aerdbios e anaerdbios
alimentados com esgoto sintético concluiram que a maior parte da DQO residual
efluente ndo era devido ao substrato ndo degradado ou intermedidrios formados
(AGVs no caso dos anaerdbios), mas sim de compostos produzidos por

microrganismos e chamados de SMPs (compostos microbianos soluveis).
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A literatura mostra que os SMPs sdo importantes porque, em sistemas operados na
auséncia de estresse, constituem a maior parte da matéria organica efluente ao
tratamento biologico, sendo, em ultima instdncia, os responsaveis pela DQO
residual. Possuem também critica influéncia no fluxo de filtragao e biocolmatagao
em biorcatores de membrana. Além disto, considerando suas interferéncias
microbioldgicas, desempenham papel fundamental no fornecimento de matéria
organica aos heterdtrofos, na absor¢do de metais nutrientes (propriedades
quelantes), na prote¢do contra toxicidade, deficiéncia nutricional e comunicagdo
intercelular, na formacdo de agregados microbianos e na populagdo microbiana

(tipo e fungdo) do sistema de tratamento.

A produgao de SMPs ¢ afetada por varios fatores, sendo os principais a
concentragdo da biomassa presente, o tempo de detengdo celular (e,
consequentemente, a relagdo alimento/microrganismo), cargas toxicas aplicadas ao
sistema e a temperatura.

Em relacdo a identificacdo quimica de efluentes bioldgicos, em particular dos
SMPs, percebe-se que ha poucos trabalhos publicados. Dos trabalhos publicados,
verifica-se que os SMPs nao sdo idénticos a EPS, e sdo constituidos em parte de
proteinas e carboidratos; contudo, outros compostos t€ém sido sugeridos com igual
relevancia, tais como, acidos humicos e fulvicos, alcoois, compostos carboxilados e

aromaticos, compostos fendlicos e ftalatos.

Em relacdo a distribuigdo de tamanhos ou massa molar, a literatura assume que a
distribuicao de massas molares esta relacionada as condi¢des operacionais adotadas
no tratamento; contudo, percebe-se uma tendéncia em admitir uma distribui¢do
predominantemente bimodal de massas molares para os compostos constituintes da
DQO residual (<1.000Da e >10.000Da), e que UAPs sdo sempre associados a baixa

massa molar e os BAPs, a alta massa molar.
Os trabalhos publicados divergem acerca da caracterizagdo (quantitativa e

qualitativa) da DQO residual, uma vez que as condigdes ambientais e operacionais

adotadas sdo distintas, bem como as metodologias empregadas.
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4. Material e Métodos

4.1. Aparato experimental

A pesquisa foi desenvolvida utilizando-se reatores de mistura completa (volume util de 6L)
mantidos sob condigdes aerdbias e anaerobias, e alimentados com substrato biodegradavel
de facil deteccdo (glicose ou acetato). Os reatores foram construidos em PVC e foram
alimentados continuamente por meio de bomba peristaltica de dois canais, mantidos sob
constante agitacdo com o uso de placas de agitagdo magnética e a temperatura constante
com o uso de um banho termostatizado. O reator anaerobio foi vedado com um cap para
impedir a entrada de ar e o gas produzido foi descartado na agua do banho. O reator
aerobio foi mantido aberto e teve sua aeracdo garantida por meio da utilizacdo de

compressores de ar. A Figura 4.1 ilustra o aparato experimental construido.

As solugdes nutricionais foram sempre autoclavadas antes de serem introduzidas nos
reatores para evitar crescimento microbiano no meio de cultura e na linha de alimentacao.
O substrato (glicose ou acetato) era, entdo, injetado na solucdo autoclavada apds seu
resfriamento usando filtros de tamanho de poro 0,22pum, evitando assim sua carameliza¢ao
pela alta temperatura da autoclavagem e garantindo a esterilizacdo do meio. O mesmo
afluente (substrato e solugao nutricional) alimentava simultaneamente, no mesmo TDH, os

dois reatores, por meio da bomba de dois canais.

A solugao nutricional utilizada foi adaptada as condi¢des operacionais adotadas e tiveram
como base as sugestdes de Aquino et al. (2007) e a relagdo DQO:N:P minima de 100:5:1,
conforme Chernicharo (2007) (a relacao DQO:N:P adotada foi de 100:6,33:1,03). A Tabela

4.1 mostra a composi¢do nutricional adotada para os afluentes dos reatores.
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(a) Montagem experimental:
alimentacéo/ bombeamento/
controle de temperatura/
reatores aerdbio e anaeroébio

(b) Reatores.em banho
termostatizado

(d) Sistema de agitacdo magnética

Figura 4.1: Foto da montagem experimental

Tabela 4.1 - Composicao da solugdo nutricional para DQO afluente de 5.000mg/L.

MACRONUTRIENTES (mg/L)

NH4Cl 1.112
(NH,)H,POy, 153,2
(NH,),HPO, 44.5
MgCl 250
CaCl, 189
NaHCO; 2.500
MICRONUTRIENTES (mg/L)
Extrato de levedura 125
FCC13.6H20 5
ZnCl, 0,13
MHC12.4H20 1 ,25
(NH4)6M07024.4H20 1 ,60
AICl;.6H,0 0,13
COC12.6H20 5
NiCl,.6H,O 13
H3;BO; 3
CuCl,.2H,0 8
HCl 1 mL/L
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4.2. Condicdes operacionais dos reatores de bancada

A operacao dos reatores de bancada foi feita observando-se as fases descritas na Tabela
4.2. Uma faixa 6tima de tempos de detencdo hidraulica (TDHs) de 2 a 15 dias foi reportada
por Barker e Stuckey (1999) para sistemas de tratamento aerobios e de aproximadamente
25 dias para sistemas anaerébios, em que a producdo de SMPs seria minima. Diante disto,
optou-se por conduzir o experimento avaliando os TDHs de 4, 10 e 16 dias, o que resultou
em cargas organicas volumétricas aplicadas de 1,25, 0,5 e 0,31 ngQO/m3.d,
respectivamente.Ressalta-se, contudo, que em processos de lodos ativados, os TDHs

normalmente adotados sdo muito inferiores (da ordem de apenas algumas horas).

Os reatores foram inoculados e operados continuamente por um periodo minimo de 3
vezes o tempo de detencdo hidraulica, para garantir que a condi¢do de equilibrio dinamico
aparente (Steady-state) fosse atingida. O sistema aerdbio foi inoculado com lodo de retorno
coletado na planta de lodos ativados da ETE-Arrudas, que trata os esgotos de Belo
Horizonte - MG. Para o sistema anaerdbio, o lodo foi coletado de reator UASB operado em
escala de demonstracdo e alimentado com esgoto sanitario apos tratamento preliminar. Tal
reator encontra-se em operacdo no Centro de Treinamento e Pesquisas em Saneamento

(CTpS) da UFMG-COPASA.

Tabela 4.2 — Fases operacionais dos reatores de bancada

Aerobio Anaerobio
Fases "TpH S Tipo | TDH S Tipo T(Eg')p
(d) | (DQOJ/L) | Substrato | (d) | (gDQO/L) | Substrato

Fase | 4 5 Glicose 4 5 Glicose 25
Fase Il 10 5 Glicose 10 5 Glicose 25
Fase 111 16 5 Glicose 16 5 Glicose 25
Fase IV 10 5 Glicose 10 5 Glicose 15
Fase V 10 5 Acetato 10 5 Acetato 15
Fase VI 10 5 Acetato 10 5 Acetato 25

A escolha da temperatura de 25°C se deu pelo fato ser esta a temperatura ambiente

predominante no Brasil. A temperatura de 15°C simularia a operagdo de reatores em
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regides mais frias (como Ouro Preto e sul pais). Portanto, desejou-se simular temperaturas

em que sistemas reais sdo operados.

Para a avaliagdo do substrato, a glicose representaria um substrato mais completo e o
acetato, mais simples. O uso de substrato mais complexo (tais como ragdao animal, esgoto
bruto) dificultaria a interpretagcdo dos resultados de identificagdo, uma vez que ndo se teria
informagdes precisas acerca dos compostos presentes no afluente (dificil distingdo entre o

que estava no afluente e o que realmente seria produzido pelo sistema de tratamento).

A concentragdo da DQO foi fixada em 5.000mg/L em fungdo de os reatores serem de
mistura completa (ndo hé imobilizagdo de biomassa) favorecendo o sistema anaerdbio
(maior DQO de entrada significa maior crescimento microbiano, mesmo no menor TDH).
Além disso, maior concentragdo de substrato resultaria em maior producao de SMPs, o que
facilitaria o trabalho de quantificagao e identificagdo. Os TDHs foram escolhidos em
funcdo do sistema anaerdbio (4 dias ¢ o menor TDH para o crescimento suspenso de
bactérias anaerdbias). O sistema aerobio até poderia ser operado com TDH menor (1 dia ou
menos), contudo a inten¢do foi comparar a produgdo de SMPs nos dois sistemas nas
mesmas condi¢des. Além disso, havia também a limitagao técnica de a bomba ser de dois

canais, o que ndo permitia adogdo de vazodes diferentes.

4.3. Teécnicas analiticas

4.3.1. Preparacéo geral das amostras

Os reatores eram monitorados até atingir o Steady-state por meio de medigdes esporadicas
de pH e DQO. Uma vez estabilizada a DQO efluente, as amostras eram coletadas com

mais freqiiéncias para quantificacdo dos SMPs e caracterizagao do efluente.

Durante a condi¢ao de steady-state, amostras de efluente foram coletadas para analise de
DQO (para o acompanhamento da degradacdo da matéria organica), solidos suspensos
totais e sélidos suspensos volateis (monitoramento da biomassa no interior do reator) e

acidos graxos volateis (AGVs), de forma que a quantidade de SMPs produzida pudesse ser
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estimada para cada condi¢ao operacional. Também foram monitorados o pH, a temperatura

e o oxigénio dissolvido (para o reator aerdbio).

As amostras dos efluentes dos reatores eram centrifugadas numa centrifuga Fanem
Centrifuga Excelsa 11 206 BL, a 5.000rpm durante 15 a 30 minutos, até completa remogao
de so6lidos do sobrenadante. O sobrenadante era, entdo, encaminhado para as analises que
serdo descritas a seguir. Vale ressaltar que, para as andlises cromatograficas, os
sobrenadantes eram ainda filtrados através de filtros de membrana de 0,45um para a

completa remocao de solidos.

4.3.2. pH e Oxigénio Dissolvido (OD)

O pH dos reatores foi medido diariamente usando um pHmetro da Analion, modelo PM
608, calibrado ao uso. Por sua vez, o oxigénio dissolvido foi medido no reator aerébio
usando um oximetro CG 867, da Schott Gerate, calibrado ao uso. Como a aeragdo era

permanente, as medicdes eram realizadas com a sonda diretamente no interior do reator.

4.3.3. Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

As medidas de DQO foram feitas de acordo com o método colorimétrico de refluxo
fechado, descrito em APHA (1998). A solugdo acida era preparada adicionando Ag,SO4 e
HgSO4 a H,SO4 concentrado. A solugdo de K,Cr,07 era preparada secando-se previamente

o dicromato em estufa e resfriando-o em dessecador.

O protocolo para a analise de DQO consistia em adicionar, nesta ordem, 3mL da solugdo
acida de acido sulfurico, 1,5mL da solugdo de dicromato de potassio 0,03mol/L e 3mL da
amostra (diluida de 20 vezes para as amostras de afluente e efluente e de 2 vezes para as
amostras de EPS e lisados) em frascos de vidro proprios para esta andlise. Os frascos eram,
entdo, cuidadosamente fechados e seu conteudo agitado apropriadamente. Em seguida, as
misturas eram aquecidas em termoreator Dry Block MA 4004 da Marconi por 2 horas, a
temperatura de 148°C. Apos seu completo resfriamento, as amostras eram decantadas ou

centrifugadas para eliminacdo de s6lidos em suspensdo e, posteriormente, encaminhadas
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para analise em espectrofotometro FEMTO 600 PLUS, no comprimento de onda de
585nm. As andlises de DQO foram feitas sempre em triplicata. Solu¢do estoque de
biftalato de potassio 1.000mg/L, cuja DQO pode ser calculada, foi usada para preparagdo

dos padrdes para a curva analitica.

4.3.4. Solidos Suspensos Volateis (SSV)

A andlise de SSV foi realizada para estimar a concentracdo de biomassa no interior dos
reatores aerobio e anaerobio. Cadinhos de porcelana eram levados a estufa 315 SE da
Fanem de um dia para o outro a temperatura de 105° C. No dia seguinte, ap6s resfriamento
em dessecador, os cadinhos eram pesados em balanga analitica Mettler Toledo, modelo AB
204, até estabilizacao da leitura. Em seguida, 10mL de amostras coletadas do interior dos
reatores eram centrifugados e os sobrenadantes eram adicionados aos cadinhos e
encaminhados para estufa novamente para evaporagdo de dgua. Apds a completa secagem
da amostra e de novo resfriamento em dessecador, a nova massa era registrada. A seguir,
os cadinhos com as amostras eram encaminhados a uma mufla (Coel, TLK 49) a 550°C por,
no minimo, 1,5 horas, para combustdo e evaporagdo da fragdo organica. Novamente, as
amostras resfriavam em um dessecador e a massa final era registrada. Efetuando-se os
calculos descritos em APHA (1998), por diferenga de massas, estimava-se a concentragao

de SSV em cada sistema. Todas as analises foram realizadas em duplicata.

4.3.5. Acidos Graxos Volateis (AGVs) e glicose

A analise de AGVs e glicose residual nos efluentes dos dois reatores foi feita para permitir
o calculo da produgdo de SMPs, conforme as equagdes 4.1 ¢ 4.2 apresentadas no item 4.4

deste capitulo.

O preparo inicial das amostras para andlise cromatografica consistia na sua centrifugacdo e
remocao de material particulado residual por filtragdo usando membranas de porosidade
0,45um. A fragdo filtrada era, entdo, congelada a -10°C até analise, que era feita em no

maximo 40 dias.
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A andlise de cromatografia liquida de alta eficiéncia foi feita em cromatégrafo HPLC da
Shimadzu (nas fase I e VI) ou da Hewlett Packard Series 1050 (nas demais fases),
utilizando-se uma coluna de troca i6nica Aminex HPX-87H da Bio-Rad. A fase movel
empregada foi acido sulfurico 0,01mol/L, com uma vazao de 0,6mL/min. A temperatura da
coluna foi mantida em 55°C e o volume de inje¢ao empregado foi o de 10uL. Os AGVs
foram detectados por ultravioleta no comprimento de onda de 210nm, enquanto que a
detec¢do da glicose foi feita empregando-se um detector de indice de refracdo HP 1047A
da Hewlett Packard. Foram feitas curvas analiticas com padrdes dos principais acidos
organicos (férmico, acético, propionico, butirico, isobutirico, valérico e isovalérico) e com
padrao de glicose utilizada na alimentagdo dos reatores, nas faixas de 12,5 a 400mg/L para

0s AGVs e de 10 a 160mg/L para a glicose.

O método foi validado para as condi¢des descritas e este detalhamento ¢ apresentado no

Apéndice.

4.3.6. Analise de Proteinas

O teor de proteinas foi medido usando o método Lowry modificado descrito em Pontes
(2003), tendo como padrao da curva analitica a proteina SAB (soro albumina bovina) na

faixa de concentracao de 0 a 800mg/L.

O método de Lowry se baseia na rea¢do do cobre com a proteina, em meio alcalino, e pela
posterior reducdo do reagente de fosfomolibdato-fosfotungstenato no reagente Folin-
ciocalteau. Quando o reagente Folin-ciocalteau é adicionado a amostra contendo proteinas
e previamente tratada com o cobre, ocorre sua reducdo, resultando em uma cor mais
intensa, com absor¢do maxima em 550nm. Desta forma, as amostras foram analisadas
colorimetricamente a um comprimento de onda de 550nm num espectrofotometro FEMTO

600 PLUS.

Todas as andlises foram feitas em triplicata com a presenca de um ‘branco’, constituido de
0,5mL de agua destilada em substituicdo a amostra. Os procedimentos da analise sdo

apresentados a seguir:
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e adicao de 0,5mL de amostra e SmL de solucao “D” em tubos de ensaio e agitacao
dos tubos;

e incubacdo dos tubos por 10 minutos, a temperatura ambiente, e acréscimo de
0,5mL do reagente Folin IN. O reagente Folin ¢ preparado pela dilui¢do do
reagente Folin - ciocalteau na proporgéo de 1:2, com agua deionizada;

e agitacdo dos tubos e, em seguida, incuba¢do por 30 minutos, a temperatura
ambiente;

e leitura da absorbancia em espectrofotdometro FEMTO 600 PLUS a 550 nm.

A solugao “D” foi preparada a partir da mistura de:
e 98mL da solugdo A: 20g de carbonato de sédio e 4g de hidroxido de s6dio em
1000mL de agua destilada.
e ImL da solucdo B: lg de sulfato de cobre pentahidratado em 100mL de agua
destilada.

e ImL da solucgao C: 2g de tartarato de sodio e potassio em 100mL de agua.

4.3.7. Andlise de Carboidratos

O método utilizado para a determinagdo de carboidratos foi o método do fenol e acido
sulfurico, baseado na metodologia descrita por Dubois et al. (1956) apud Blundi e Gadélha
(2001), que consiste na adicdo de fenol e acido sulfurico concentrado que, em presenca de

carboidratos, resultam em uma cor laranja.

Para a analise de carboidratos, toma-se 0,5 ml da amostra a ser analisada, adiciona-se 0,5
ml de solucdo de fenol a 5%p/v e 2,5 ml de H,SO4. O 4cido deve ser adicionado
rapidamente, com jato direcionado para a superficie do liquido, de modo a se obter uma
boa mistura. Os tubos de ensaio sdo deixados em repouso por 10 minutos, periodo apds o
qual sdo agitados e depois colocados em um banho de agua entre 25 e 30°C por 15
minutos. A absorbancia foi lida a 488 nm em espectrofotdmetro FEMTO 600 Plus. Deve
ser preparada uma amostra em branco, substituindo-se a amostra por dgua destilada. A
concentragdo de carboidratos nas amostras foi determinada usando glicose para a curva de

calibragdo (faixa de 0 a 400mg/L) e as andlises foram realizadas em triplicata.
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4.4. Calculo da concentracdo de SMPs

A quantificagdo dos principais acidos organicos (Cl1 a C5) e o uso de relagdes
estequiométricas possibilita o calculo da contribuicdo dos AGVs para a DQO residual
efluente dos reatores, principalmente o anaerdbio, de bancada. O conhecimento da DQO
filtrada efluente, da DQO devido aos AGVs e da DQO devido ao substrato ndo degradado
(glicose ou acetato) possibilitou estimar a DQO devido a compostos microbianos soluveis
(SMPs) produzidos durante o tratamento bioldgico, conforme as equagdes a seguir

(Aquino, 2004):

DQOagy = 0,35x[formiato] + 1,07x[acetato] + 1,51x[propionato] + 1,82%[butirato +

isobutirato] + 2,04 x[valerato + isovalerato] (Eq. 4.1)
DQOSMP = [DQOCent] - [DQOAGV + DQOSubRes] (Eq 42)
onde,

DQOxgv = DQO devido aos acidos graxos volateis

DQOsmp = DQO devido aos compostos microbianos soltveis
DQOsybres = DQO do substrato (glicose ou acetato) ndo degradado
DQOcent = DQO centrifugada efluente

Vale ressaltar que, para a determinacdo de SMPs, os AGVs sdo ‘subtraidos’ da DQO
residual porque eles sdo os principais metabolitos intermedidrios da digestdo anaerdbia que
se acumulam no meio devido a um desbalango entre os microrganismos acidogénicos
(répido crescimento) e acetogénicos e metanogénicos (de crescimento mais lento). Os
AGVs também s3o produtos microbianos, mas sdo normalmente excluidos do pool de

SMPs porque se tém interesse em quantificar os produtos microbianos nao-intermediarios.

4.5. Analise por espectrometria de massas

Testes com injecdo direta das amostras de efluentes (previamente centrifugados e filtrados

por membrana de 0,22 pum) no espectrdmetro de massas foram realizados, sem éxito.
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Portanto, verificou-se a necessidade de se dispor de uma técnica de concentragao das
amostras destinadas as analises por espectrometria de massas. Foi escolhida a técnica de
liofilizacdo, pela sua caracteristica de preservagdo do ter organico da amostra e, para tal,

foi utilizado o equipamento L101 da Liotop.

Ao fim de cada fase operacional, amostras dos efluentes e afluentes aos reatores foram
centrifugadas em centrifuga Fanem Centrifuga Excelsa 11 206 BL, a 5000rpm por 15 a 30
minutos até completa eliminacdo de so6lidos no sobrenadante. O volume de 50mL de
sobrenadante era, entdo, congelado em vidraria apropriada. Apds seu completo
congelamento, as amostras eram encaminhadas ao liofilizador, onde permaneciam até
completa sublimacdo da 4gua (1 a 2 dias). Os liofilizados (amostra seca) eram, entdo,
preservados de umidade e luz (os frascos foram completamente cobertos com papel
aluminio e acondicionados em dessecadores, onde permaneceram até a preparacido das

amostras para inje¢ao no espectrometro de massas).

Testes de solventes (para ressuspensdo dos liofilizados e fase movel durante a analise)
foram conduzidos com metanol, acetonitrila e solugdo aquosa de metanol 30%v/v. A
defini¢ao da condigdo 6tima de resposta foi embasada na solubilidade dos solidos e no
nimero de picos de relagdo mz/ obtidos nas amostras em cada solvente testado. Portanto, a
solugdo de metanol a 30%v/v foi empregada como solvente para ressuspensao dos sélidos
e preparacao das amostras e esta mesma propor¢ao foi mantida na composicao da fase
movel durante a analise no espectrometro de massas. Apds sua preparacdo, as amostras

foram congeladas (-10°C) até sua injegdo no equipamento.

Procedeu-se, pois, em uma unica batelada, a injecdo direta das amostras provenientes de
todas as fases operacionais previamente descongeladas. O volume de injecdo foi Sul, o
fluxo de 0,2mL/min e as andlises por espectrometria de massas para a identificacdo dos
SMPs foram realizadas no equipamento Shimadzu LC-IT-TOF. Os cromatogramas de ions
foram divididos em segmentos contendo eventos de varredura completa, selegdo de ions
especificos e massa segunda (MS2) usando argénio como gas de colisdo. O espectro obtido
no modo MS2 permite obter a “impressdo digital” do composto detectado o que
possibilita, em alguns casos, a sua identificacdo. Com este procedimento, foi possivel obter
os cromatogramas de ions especificos para as amostras dos liofilizados. Os liofilizados

foram analisados no modo de ions negativo e positivo, varrendo as relagdes m/z de 100 a
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4.000Da, com a fase movel consistindo de (A) H,O e (B) Metanol. As analises ocorreram

em modo isocratico com 70% de A e 30% de B, por um tempo de 5 minutos.

De posse de todas as relagdes m/z presentes em cada amostra, os dados foram extraidos do
equipamento e analisados por analise estatistica multivariada de componentes principais
(PCA), bem como por contagem de ocorréncias no programa Excel®. A sele¢io das
relagdes m/z para reinje¢do e andlise no modo MS2 foi realizada segundo critérios de
priorizagdo, conforme descrito a seguir:

e dentre todas as relagdes m/z, foram excluidas aquelas cujas intensidades apareciam
também no afluente da fase considerada;

e determinou-se a frequéncia de ocorréncia de m/z ao longo das diferentes fases e
selecionaram-se as relacdes m/z mais freqiientes ;

e 0s espectros das amostras cujas relagdes m/z tinham sido consideradas prioritarias
foram avaliados e quando os picos eram viaveis (boas intensidades e eliminadas as
hipéteses de ruidos), procedeu-se a reinje¢ao das amostras para analise no modo
MS2;

e no caso de picos invidveis, novas relacdes m/z foram escolhidas, segundo os

critérios de freqiiéncia nos efluentes e intensidade nos espectros de massas.

A Figura 4.2 apresenta os critérios utilizados para a escolha das relacdes m/z a serem

consideradas para identificagdo.
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Planilha Completa de
Massas

A 4

Massa presente
também em amostras
de afluentes?

SIM NAO
y \ 4
Desconsiderar massa Contar namero de
A efluentes em que a

massa aparece

v
Classificar as massas prioritarias
por ordem decrescente de
frequéncia

h 4

Verificar intensidade dos picos nos
espectros de massa das amostras.
Alta intensidade ou picos viaveis?

NAO SIM
A 4

Reinjetar amostra
para analise no modo
MS2.

Figura 4.2 — Critérios utilizados para a escolha das relagdes m/z a serem consideradas para

identificacao

4.6. MALDI-ToF-MS

Amostras de efluentes de duas fases (I e II) foram encaminhadas para analise em
equipamento MALDI-ToF-MS (Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time of
Flight-Mass Spectrometry - técnica de espectrometria de massas por ionizac¢do ¢ dessor¢ao
assistida por laser) da Shimadzu em Sdo Paulo, SP. O objetivo de tal anélise era obter
informagdes acerca do perfil de elevadas massas molares que pudessem estar presentes
nestes efluentes, uma vez que o espectrometro de massas da UFOP analisava relagdes m/z

até 4.000 Da (1 Dalton equivale ao peso molecular do &tomo de hidrogénio).
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A preparagdo das amostras seguiu o mesmo protocolo estabelecido para a espectrometria
de massas. Ao fim de cada fase operacional (I e II), as amostras dos efluentes aos reatores
foram centrifugadas (Fanem Centrifuga Excelsa Il 206 BL), a 5000rpm por 15 a 30
minutos até completa remocdo de sélidos no sobrenadante. O volume de 50mL de
sobrenadante foi, entdo, congelado em vidraria apropriada. Apos seu completo
congelamento, as amostras eram encaminhadas para concentra¢do, em liofilizador L101 da
Liotop, onde permaneciam até completa sublimacgdo da agua (1 a 2 dias). Os liofilizados
foram, entdo, preservados de umidade e luz (os frascos foram completamente cobertos com
papel aluminio e acondicionados em dessecadores). A massa de 10,0 mg dos liofilizados
foi acondicionada em vials e encaminhada para a Shimadzu, em Sao Paulo. Os
procedimentos especificos adotados para esta analise estdo descritos em detalhes no

relatorio gerado pela empresa, apresentado em anexo.

4.7. Lise Celular e Extracdo de EPS de Amostras de Lodo

Segundo Jarusutthirak ¢ Amy (2007), substincias organicas tais como substancias
poliméricas extracelulares (EPS) e produtos de lise celular (CLP) sao produzidas e
liberadas concomitantemente ao consumo de substrato. Desta forma, o monitoramento
destes parametros foi feito para tentar entender a principal origem dos SMPs, comparando-
se o perfil quimico dos EPS e dos CLP com o perfil quimico dos SMPs. Para tal, as
amostras de EPS e CLP foram analisadas no espectrometro de massas, nas mesmas
condi¢des adotadas para as amostras de efluentes (item 4.5), e incluidas na andlise

estatistica por componentes principais (PCA).

4.7.1. Preparacdo das amostras para os procedimentos de lise celular e extracdo de
EPS de amostras de lodo
Anteriormente aos procedimentos de extracdo de EPS e lise celular, as amostras foram
lavadas e preparadas conforme a descri¢ao a seguir.
e 0 volume de 100mL de amostra dos efluentes aos reatores foram coletados nas

Fases IV, V e VI e acondicionados em 2 tubos Falcon de 50mL ;
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e as amostras foram, entdo, centrifugadas em centrifuga Fanem Centrifuga Excelsa Il
206 BL, a 5.000rpm durante 15 minutos, até completa remoc¢do de sélidos do
sobrenadante;

e 0 sobrenadante era, entdo, descartado ¢ o pellet, ressuspenso no mesmo volume
original em uma solugdo fosfato de potassio (K;HPO,) estéril (previamente
autoclavada), 120mmol/L, pH 8 para lavagem do lodo;

e apds a agitagdo do tubo contendo a solu¢do fosfato e o lodo, a amostra era
novamente encaminhada a centrifuga¢do, de forma idéntica a descrita
anteriormente. Este procedimento foi repetido por 2 vezes, de modo a garantir a
eficacia na lavagem da biomassa;

e apos a ultima centrifugagdo, o pellet era novamente ressuspenso no mesmo volume
original (50mL) na solugcdo de tampao-fosfato e, s6 entdo, encaminhado aos

procedimentos especificos.

4.7.2. Extracdo de EPS

O procedimento para a extragdo de EPS foi embasado no estudo de Frolund et al. (1996)
adaptado as condigdes operacionais/ambientais do laboratério. A extragdo foi feita com a
resina de troca catidnica Dowex® Marathon® C, Na*-Form, da Sigma-Aldrich. Com base
nos resultados obtidos pelos autores, foram adotadas as condigdes reportadas para extracao
efetiva, quais sejam, tempo minimo de extracdo de 12 horas em alta intensidade de
agitacdo, utilizando de 65 a 80g resina/gSSV. Portanto, 100mL de amostra de biomassa e
solucao fosfato preparadas conforme descrito no item 4.7.1 foram encaminhadas em um
béquer para agitacdo, apos a adi¢do de 70g resina/gSSV. Este calculo era feito com base na
média de SSV de cada fase operacional (da Fase IV em diante), uma vez que os reatores
sdo de mistura completa. Esta agitacdo foi feita com agitadores magnéticos Fisatom,
modelo 752, na maior intensidade possivel, a temperatura ambiente, de um dia para o
outro, por 12 a 14 horas. Apos este periodo, as amostras foram centrifugadas numa
centrifuga Fanem Centrifuga Excelsa Il 206 BL, a 5.000rpm durante 15 a 30 minutos, até
completa remogao de solidos do sobrenadante. O sobrenadante, contendo os EPS extraidos,
foi entdo congelado para posterior liofilizagdo e preparagdo para analise por espectrometria

de massas.
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4.7.3. Lise Celular
Zhang et al. (2007), Wang et al. (2006) e Tichm et al. (2001) usaram em seus estudos a

técnica de ultrassom para lisar as células e estabilizar lodos de tratamento bioldgico
(sistemas de lodos ativados nos primeiros dois estudos e lodo anaerdbio, no ultimo).
Guerlava et al. (1998) compararam diferentes métodos de lise celular em Clostridium
perfringens e indicam a sonicag@o (ultrassom) como um dos métodos mais eficazes para
este fim. Os autores observaram que 3 a 5 minutos de sonica¢do foram suficientes para a
lise completa das células. Portanto, com base neste estudo, 100mL de amostra de biomassa
e solucao fosfato preparadas conforme descrito no item 4.7.1 foram encaminhadas em um
béquer para um banho de ultrassom da Unique, modelo Maxiclean 1600, por 1 hora, de
modo a garantir tempo suficiente para a completa lise das células da biomassa. Apds este
tempo, as amostras foram centrifugadas numa centrifuga Fanem Centrifuga Excelsa Il 206
BL, a 5.000 rpm durante 15 minutos, até completa remog¢ao de solidos do sobrenadante. O
sobrenadante, contendo os produtos da lise (CLP) foi entdo congelado para posterior

liofilizagdo e preparacao para analise por espectrometria de massas.

46



5. Resultados e Discussao
5.1. Quantificacdo dos SMPs em diferentes condi¢fes operacionais

5.1.1. Tipo de tratamento: aerobio x anaerobio

O tratamento empregado deve ser avaliado pela diferenca da microbiota presente em cada
tipo de reator. Conforme abordado no Capitulo 3, as diferentes caracteristicas da populacao
microbiana interferem sobremaneira no desempenho do tratamento da 4gua residuaria.
Para a avalia¢do da interferéncia do tipo de tratamento na produgdo/acimulo dos SMPs,
estdo sendo apresentados e discutidos os resultados obtidos para a DQO centrifugada, série

de solidos, acidos graxos volateis (AGVs) e SMPs.

A Figura 5.1 mostra a variagdo de DQO no afluente e efluente dos reatores aerdbio e
anaerobio para as diferentes condi¢des operacionais estudadas (ver Tabela 4.2). Um
resumo da estatistica descritiva deste parametro ¢ apresentado na Tabela 5.1. Conforme
esperado, verifica-se para todas as fases operacionais, uma maior eficiéncia de remogao da
matéria organica afluente pelo reator aerobio. A Figura 5.2 confirma a melhor eficiéncia no
reator aerdbio por meio do grafico de interagdo por reator. Para a mesma DQO afluente,

resultados consideravelmente distintos foram obtidos para a DQO residual.

Esta observagdo era prevista, uma vez que hd, no processo aerdbio, uma maior
disponibilidade de energia a ser canalizada para a multiplicagdo da populagdo microbiana,
por ser o oxigénio o aceptor final de elétrons (Rittmann e McCarty, 2001). Na auséncia de
oxigénio, ocorre a fermentagdo do substrato, ou seja, parte da molécula de substrato ¢
oxidada enquanto outra parte reduzida. Isso implica em menos liberacao de energia para a
sintese de ATPs, o que traduz nas baixas taxas de crescimento dos microrganismos
anaerobios. Em reatores aerobios, o crescimento microbiano se d4 muito mais rapidamente
e favoravelmente do que em reatores anaerobios, o que pode ser verificado na Figura 5.3,
com os resultados de solidos suspensos volateis (SSV). Enquanto o reator aerdbio
apresentou um aumento ou manutencdo da biomassa em condi¢cdes operacionais nao
estressantes, o reator anaerobio mostra um declinio sistematico da biomassa (Figura 5.4),

principalmente em condi¢des adversas (fases IV e V, operadas a baixa temperatura, 15°C).
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Vale ressaltar que a Figura 5.3 mostra que hé mais solidos no reator anaerobio do que no

aerdbio pelo fato de a quantidade de lodo inoculada ter sido diferente.

Tabela 5.1 — Estatistica descritiva para o parametro DQO

Desvio
Fases | Reator Tipo DQO | Média _ | Min Mediana | Méax
Padréao
- 4700 538 3700 4700 5967
Aerdbio Afluente
Efluente 1646 594 767 1433 3100
I A b Afluente 4740 540 3567 4700 5767
naerobio
Efluente 3410 816 1833 3500 4833
. 4822 824 3367 5033 6300
Aerdbio Afluente
Efluente 1106 518 167 1167 2100
I A b Afluente 5004 693 3633 4900 6567
naerobio
Efluente 2719 621 1367 2967 3700
. 5596 604 4790 5390 6790
Aerdbio Afluente
Efluente 452 252 90 390 990
111
Anaerobio Afluente 5423 579 4590 5290 6590
Efluente 1317 458 390 1390 2090
. 5808 662 4690 5890 7190
Aerdbio Afluente
Efluente 536 364 90 540 1290
v b Afluente 5999 581 4690 6090 7190
Anaerobio
Efluente 4419 290 3890 4440 5090
. 5109 734 3713 5047 6647
Aerdbio Afluente
Efluente 3229 900 1713 3347 5247
\ b Afluente 5040 713 3513 5080 6380
Anaerobio
Efluente 4613 781 2980 4513 5913
. 5069 589 4113 5113 6047
Aerdbio Afluente
Efluente 1358 526 447 1513 2247
VI b Afluente 4882 805 3113 4947 6647
Anaerobio
Efluente 3475 705 2313 3580 4513
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Demanda Quimica de Oxigénio
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Figura 5.1 - Varia¢ao da DQO no afluente e efluente dos reatores aerobio e anaerdbio ao

longo das fases operacionais estudadas (valores expressos como mediana)
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Figura 5.2 — Interag@o entre o tipo de reator e as fases operacionais para o parametro DQO
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O reator anaerdbio, na fase VI, mesmo operando a 25°C, apresentou menor acimulo de
biomassa, devido ao substrato utilizado (acetato), que suportava apenas o crescimento dos
microrganismos metanogénicos. Para o reator aerdbio, a mudanga de 25°C para 15°C
(comparacdo das fases Il e IV, para o mesmo TDH), parece ter favorecido o crescimento
de biomassa, a despeito da reducdo na eficiéncia de remogdo de DQO. Isto poderia ser
atribuido a maior solubiliza¢do de oxigénio em temperaturas menores. Contudo, os dados

de OD ndo revelaram tal tendéncia.

No reator anaerdbio, a principal causa de abaixamento do pH ¢ a producao de CO; pelos
microrganismos acidogénicos de rapido crescimento. Entretanto, a literatura prevé o
acumulo de acetato em reatores anaerobios durante condi¢des de estresse, provavelmente
devido as limita¢des cinéticas dos microrganismos metanogénicos, que ¢ acentuada com a
reducdo de pH (Aquino e Chernicharo, 2005). Portanto, apesar de a degradagdo de acetato
também produzir CO,, o acetato se acumulou no meio devido a condi¢ao adversa. De fato,
a Figura 5.5 mostra a redugdo expressiva do pH do reator anaerébio em duas fases
operacionais que impuseram condi¢des adversas a biomassa (fase I, TDH de 4 dias e fase
IV, com temperatura de 15°C). Na fase V (reatores alimentados com acetato), em que
também se operou em condi¢ao adversa de temperatura, houve uma elevagao do pH. Isto
se explica devido a redug¢do da produg¢do de CO, decorrente na mudanga do substrato
(1CcH 1206 => 3CO; + 3CHy; 1CH3COO" + H,0O => 1HCOj5;™ + 1CHy), e também devido a
reacdo de hidrolise do acetato (acido fraco, ou seja, base forte) com a agua (CH;COO™ +
H,0 <=> CH3;COOH + OH") . Além disto, observou-se que a biomassa nesta fase estava
muito escassa € que a remogdo de DQO foi seriamente comprometida, o que levou a

necessidade de aclimatacdo de novo lodo para a operagdo da fase subseqiiente (fase VI).
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Figura 5.3 — Variagdo do teor de solidos suspensos totais (SST) e volateis (SSV) nos

reatores aerdbio e anaerodbio ao longo das fases operacionais estudadas (valores expressos

como medianas)
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Figura 5.4 — Interag@o entre o tipo de reator e as fases operacionais para o parametro SSV
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Perfil do pH (antes de ajustar a alcalinidade)
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Figura 5.5 — Variagdo do pH nos reatores, antes de sua corre¢do para a faixa neutra

No reator aerobio, a mesma tendéncia de elevagdo de pH nas fases V e VI, que utilizaram
acetato como substrato, e da fase I (de baixo TDH) foi observada. Além disto, houve uma
redugdo na eficiéncia de remog¢do de DQO nestas fases. Portanto, estes resultados podem
sugerir que, como o acetato ¢ um substrato mais simples e contém menos energia potencial
armazenada em sua molécula, ele pode apresentar uma situagdo menos favoravel a
atividade da populacdo microbiana aerdbia (condi¢do adversa). O mesmo seria valido para

TDHs baixos, que levaria também a uma condi¢@o operacional desfavoravel.

Para avaliacdo da quantidade de substrato residual nos reatores, foi utilizada cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) para deteccdo de glicose e acetato (nas fases V e VI),
conforme descrito no Capitulo 4. Em todas as amostras analisadas (principalmente na pior
condi¢do de operagdo, ou seja, na fase I onde o TDH foi o menor e a carga organica diaria
aplicada de 1,25kgDQO/m’.d) verificou-se a completa degradagio deste substrato (nenhum
pico foi observado no tempo de retengdo tipico de 9,45 min). Portanto, pode-se afirmar que
nao ha contribui¢ao de substrato residual para a DQO efluente (ver equagdo 4.2) nas fases |
a IV e, por isto, a quantificacdo de SMPs nessas fases foi feita utilizando a concentragdo de
glicose igual a zero. De fato, Jarusutthirak e Amy (2007) confirmam o desaparecimento

dos picos de glicose em efluentes de reatores aerdbios sequenciais a batelada (SBR —
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sequencing batch reactors) em escala de bancada dentro de, no maximo, 1 hora de
tratamento. Da mesma forma, Chipasa e Medrzycka (2004), estudando reatores aerdbios a
batelada em escala de bancada, reportaram o aumento da DQO residual como sendo

unicamente devido ao acumulo de SMPs e ndo devido ao substrato ndo degradado.

No caso das fases V e VI houve actimulo de acetato e outros AGVs no meio, sendo que o
acetato acumulado pode se originar do substrato ndo degradado ou do metabolismo de
outros AGVs, que foram formados no meio a partir da degradagdo de SMPs. As Figuras
5.6 e 5.7 mostram o perfil de acimulo de AGVs nas diferentes fases operacionais para os
reatores aerdbio e anaerobio, respectivamente (os resultados de validacdo do método de

quantificacdo de AGVs encontram-se dispostos no Apéndice).

Com base na quantificacdo de AGVs, foi realizada a quantificagdo dos SMPs, segundo a
equagao 4.2, descrita no capitulo 4. O valor da DQO residual ¢, pois, a soma dos
parametros AGV e SMP em cada grafico. Nota-se que, no reator aerdbio, na grande
maioria dos casos, praticamente toda a DQO residual ¢ advinda da producdo de SMPs,
conforme reportado por outros pesquisadores (Grady Jr e Williams 1975; Siber e
Eckenfelder 1980; Parkin ¢ McCarty 1981; Namkung e Rittmann 1986; Noguera et al.
1994; Barker et al. 1999; Barker e Stuckey 1999, apud Aquino 2004; Laspidou e Rittmann,
2002; Jarusutthirak e Amy, 2007).

Na fase III, no reator aerdbio, houve, inesperadamente, um acimulo expressivo de AGVs.
As amostras foram analisadas cromatograficamente mais de uma vez, inclusive com sua
fortificagdo (spike), para a confirmag@o dos resultados controversos. Contudo, a presenga
de AGVs no sistema aerdbio foi de fato detectada. Apesar de o reator ter operado com
média de oxigénio dissolvido de 6,4 mg/L, conforme mostra a Figura 5.8, foi decidido
aumentar sua aeracdo. De fato, apds esta interferéncia, os AGVs produzidos reduziram ou
desapareceram. Nas demais fases, apesar de a observacdo de AGVs ter sido mais
esporadica, ha que se considerarem também quedas de energia que ocorreram em épocas
chuvosas, interrompendo, ainda que por pouco tempo, o funcionamento do compressor de
ar do reator aerobio. Portanto, os resultados de AGVs obtidos podem ser explicados pelo
fato de que, em condi¢cdes de microaerofilia, hd& mudanga de metabolismo e os
microrganismos aerobios facultativos passam a fermentar e a produzir AGVs. Ressalta-se

ainda que, conforme descrito no Capitulo 4, a calibracdo do oximetro ocorreu ao uso,
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sendo pouco provavel a hipdtese de insuficiente oxigenacdao no meio. A Figura 5.8 mostra

o monitoramento de oxigénio dissolvido neste reator nas diferentes fases operacionais.

J& no reator anaerobio, grande parte da DQO residual é constituida por AGVs. Observa-se
que as situacdes de estresse das fases I, IV e V (baixo TDH e/ou baixa temperatura)
contribuiram substancialmente para que a maior parte da DQO residual se devesse aos
AGVs. Em outras palavras, durante situagdes de estresse (baixo TDH e baixa temperatura)
a maior parte da DQO afluente ¢ canalizada para a produgdo de AGVs. O acumulo de
AGVs ocorre em sistemas de escala real como resultado do ndo atendimento as condi¢des
cinéticas e termodinamicas oOtimas, podendo refletir ou indicar uma condicdo de
instabilidade (Aquino e Chernicharo, 2005). Com o baixo TDH, ocorre maior washout de
microrganismos de lento crescimento e em baixas temperaturas, os microrganismos de
lento crescimento ndo conseguem acompanhar o passo dos organismos fermentativos. O
acumulo de acetato no meio desencadeia mudangas metabodlicas e induz formagao de
outros AGVs (propidnico, butirico, valérico...) e o acimulo de tais subprodutos inibem,
termodinamicamente, a conversdo de AGVs a acetato (o substrato principal da
metanogénese). A Figura 5.9 apresenta o boxplot para o parametro AGVs, onde esta

avaliagcdo pode ser mais bem visualizada.
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Figura 5.6 — Composigdo da DQO residual para o reator aerobio nas diferentes fases

operacionais: (a) fase I, (b) fase Il, (c) fase III, (d) fase IV, (e) fase V, (f) fase VL.
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Figura 5.7 — Composi¢do da DQO residual para o reator anaerdbio nas diferentes fases

operacionais: (a) fase I, (b) fase II, (¢) fase II1, (d) fase IV, (e) fase V, (f) fase VI.
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Figura 5.8 — Variagdo do oxigénio dissolvido no reator aerdbio (valores expressos em

medianas)

O monitoramento feito mostrou que a producdo de SMPs, em termos da DQO residual, no
reator aerobio foi superior a do anaerdbio. Este resultado era previsto, uma vez que no
reator anaerobio, os elétrons do doador (substrato) sdo canalizados tanto para a producao
de SMPs quanto para a de AGVs que se acumulam no meio devido a limitagdes de ordem
cinética e termodindmica. Microrganismos aerobios crescem mais rapido e degradam
substrato em velocidade maior. Se hd mais microrganismos no meio, pode haver mais
SMP-BAPs e se ha mais degradacao de substrato ha mais SMP-UAPs. Se os SMPs
desempenharem um papel ecoldgico no meio (para seqiiestrar metais nutrientes, para
comunicagdo entre células), os microrganismos que crescem mais rapido precisam
produzir mais SMPs, por isso esperar-se-ia, de fato, que o aerdbio produzisse mais SMPs.
A menor producdo de SMPs verificada para o reator anaerobio comparativamente ao
aerdbio, quando avaliada a DQO residual, indica que os elétrons do doador (no caso, a
glicose ou acetato) foram utilizados preferencialmente na produg¢do de intermedidrios
(AGVs), e que a elevada produgdo de AGVs foi o principal indicador de situacdes de
estresse (baixo TDH e baixa temperatura). Estas condigdes comprometem
significativamente 0 consdércio microbiano do reator anaerdbio, interferindo,

principalmente, nas taxas de crescimento da populacdo metanogénica e acetogénica. Com
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menos microrganismos acetogénicos € metanogénicos, os acidos organicos produzidos
pelos microrganismos acidogénicos se acumularam no sistema. Em outras palavras,
condicdes adversas no reator anaerobio resultaram em um descompasso entre o0s
microrganismos produtores de dacidos (acidogénicos) e os consumidores de dacido
(metanogénicos) resultando no acumulo de compostos reduzidos no meio, causadores de

DQO (Aquino, 2004).

Acumulo de Acidos Graxos Volateis
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Figura 5.9 — Acumulo de acidos graxos volateis (AGVs) nos reatores aerobio e anaerobio

nas diferentes fases operacionais (valores expressos em medianas)

Vale ressaltar que nas fases V e VI (que empregaram o acetato como substrato), para o
reator anaerobio, o acumulo de 4cido acético representou 99 e 98% do total da DQO
relacionada a AGVs, respectivamente. Na fase V, para o reator aerdbio, o acetato
representou 88% deste valor. Para as demais fases, de I a IV (utilizando glicose), outros
AGVs também foram produzidos; contudo, os principais AGVs acumulados foram o acido
acético (39%, 35%, 36% e 47% da concentracao total de AGVs para as fases I, I, Il e IV,
respectivamente) e o propidnico (26%, 28%, 41% e 38% da concentragdo total de AGVs

para as fases I, 11, III e IV, respectivamente).
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As Figuras 5.10 e 5.11 apresentam os resultados da estimativa de acimulo de SMPs feita

para ambos os reatores em todas as fases operacionais.

Quantificacdo dos SMPs
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Figura 5.10 — Estimativa de acimulo dos SMPs nos reatores aerdbio e anaerdbio para as

. - L : 2
diferentes condigdes operacionais (valores expressos em medianas)

Os valores de SMPs apresentados na Figura 5.11 permitem estimar a contribuigdo de tais
compostos para a DQO residual. No reator aerébio os SMPs representaram de 23% (fase
IIT) a 100% (fases I e VI) da DQO centrifugada efluente, sendo que no reator anaerobio

essa variagao foi de 11% (fase I) a 64% (fase III), em termos de medianas.

As Figuras 5.12 e 5.13 exibem as taxas de conversdo da matéria organica afluente em
SMPs para os reatores aerdbio e anaerobio. Elas mostram a relagdo entre os SMPs
formados e a concentragdo de substrato afluente a cada reator (S,) a fim de se estimar a

porcentagem da DQO afluente que ¢ convertida em SMPs.

? Os poucos valores de concentragio aparentemente divergentes entre SMPs (Fig. 5.10) e DQO residual (Fig.
5.1), em termos de medianas, se devem ao diferente volume de dados disponiveis e utilizados para o célculo
de medianas e obtengdo dos graficos para um e outro parametro, ndo representando, de forma alguma,
qualquer contrasenso.
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Gréfico de interacao (médias) para SMPs
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Figura 5.11 — Interag@o entre o tipo de reator e as fases operacionais para o parametro

SMPs

Converséao da DQO afluente em SMPs
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Figura 5.12 — Produg¢do de SMPs normalizada em relagdo a DQO afluente (SMP/So) nos

reatores anaerobio e aerdbio durante as fases operacionais estudadas (valores expressos

como medianas)
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Na avaliagdo da produg¢do normalizada de SMPs, comportamentos distintos foram
apresentados pelos dois reatores. Enquanto os resultados do tratamento aerdbio divergem
substancialmente entre as fases operacionais, variando de 2 a 68% da matéria orgénica
afluente, em termos de mediana, o tratamento anaerdbio pareceu seguir uma tendéncia
similar, exceto para a fase I, de menor TDH (em que apenas 9% da matéria organica
afluente foi convertida a SMPs). A Figura 5.13 revela que, de modo geral, a produgdo
normalizada de SMPs foi menor para o reator anaerdbio (de 9 a 27%), o que confirma
dados observados por outros pesquisadores (Barker e Stuckey, 2001; Kuo e Parkin,1996;
Aquino e Stuckey, 2004). Boero et al. (1991), estudando reatores aerobios de mistura
completa mostraram que a producao de SMPs (normalizada em relacdo a concentragao de
substrato afluente, s6 que em termos de carbono orgéanico) variou de 3,1% a 14,7% quando
utilizados glicose e fenol como substratos, respectivamente. Ressalta-se que o TDH
utilizado em sua pesquisa foi de 48 horas, bem inferior a todos os TDHs adotados neste
trabalho. A maior producao de SMPs observada nesse estudo em relagcdo aos resultados,
para a glicose, apresentados por Boero et al. (1991) podem ser explicados pelo maior TDH
adotado nesse trabalho (4 a 20 d), o que provavelmente resultou em maior lise celular e

produgdo de SMPs.

Gréfico de Interacdo (médias) para SMP/So
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Figura 5.13 — Interagdo entre o tipo de reator e as fases operacionais para a producdo

normalizada (SMP/So) de SMPs
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As fases I e V foram aquelas que apresentaram maior discrepancia entre as taxas de
conversdao da DQO afluente em SMPs entre os reatores aerobio e anaerdbio (na fase I, 35%
do aerdbio contra 9% do anaerobio; na fase V, 68% do aerdbio contra 13% do anaerobio).
Estes resultados sdo particularmente interessantes quando associados as condigdes
operacionais adversas de baixo TDH e baixa temperatura. Nestes casos, para o reator
anaerdbio, hd um comprometimento dos microrganismos metanogénicos € acetogénicos no
meio, levando a um acumulo de AGVs, conforme discutido anteriormente. Como os SMPs
sdo quantificados a partir da DQO residual e da DQO atribuida ao acimulo dos écidos,
taxas menores de conversdo a SMPs realmente seriam esperadas. Da mesma forma, caso os
AGVs fossem englobados no “pool” de SMPs, sua maior produ¢do normalizada (SMP/So)
também teria acontecido nas fases I e V (80% e 94%, respectivamente, para o reator

anaerdbio).

Portanto, os resultados confirmam que, em condigdes de estresse, a produgao de SMPs ¢
minimizada em fun¢do do actimulo de produtos intermedidrios (AGVs) ndo incluidos na

classe dos produtos microbianos soluveis.

J& para o reator aerobio, condigdes adversas podem colaborar para o acimulo de SMPs no
meio, uma vez que o metabolismo na presenca de oxigénio dissolvido ndo resulta em
acimulo de intermediarios. A populagdo microbiana poderia responder as condigdes
adversas alterando seu metabolismo, excretando SMPs no meio, ou ainda, caso as
condigdes levassem ao aumento do decaimento enddgeno, liberando produtos de lise
celular. Variando-se apenas o TDH (avaliagdo das fases I, II e III), percebe-se que a
producdo de SMPs no reator aerdbio foi inversamente proporcional ao TDH, ou seja,
quanto maior a carga organica aplicada maior a produ¢do de SMPs, sendo o maximo de
producio observado na fase I (carga orgdnica méxima de 1,25kgDQO/m’.d). Tais
resultados sugerem que os SMPs produzidos no reator aerébio foram mais associados a
degradagao do substrato (UAPs — utilization associated products) do que a lise celular
(BAPs — biomass associated products), conforme discutido por Aquino e Stuckey (2004).

Para as fases II e III, operadas com glicose na auséncia de estresse, a quantidade de SMPs

produzida no reator aerdbio foi menor que no anaerdbio (11 e 2% contra 27 e 17%,

respectivamente). Contudo, a diferenga nao ¢ discrepante como os resultados das fases I e
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V, reportados anteriormente. Isto demonstra que o aumento do TDH nas fases II e III
propiciou uma situa¢do mais favoravel a degradagcdo dos AGVs no reator anaerdbio. Na
auséncia de estresse, sem acumulo de AGVs, parte significativa dos elétrons disponiveis na
matéria organica afluente foi destinada a producao dos produtos microbianos. Na fase III, a
porcentagem de SMPs produzida nos dois reatores diminuiu comparativamente a fase II.
De fato, uma vez que ambos operaram com uma melhor eficiéncia, as DQOs efluentes
foram consideravelmente menores, para um valor aproximado de alimentagdo - DQO
afluente ao reator aerdbio de 5.596 + 604 mg/L e ao reator anaerdbio de 5.423 + 579 mg/L.
O baixo valor de SMPs acumulado no reator aerdbio parece ter sido decorrente da aeragao
deficiente nos momentos de ‘picos de energia’, que levou a produgdao de AGVs (conforme

discutido anteriormente), bem como da melhor eficiéncia de remog¢do de DQO.

Finalmente, na fase VI, os resultados obtidos para ambos os reatores foram equivalentes
(28% para o aerdbio e 27% para o anaerobio). Contudo, para o reator aerdbio, esta foi a
terceira maior producdo normalizada de SMPs em relacdo a DQO afluente. Isto pode
sugerir que o acetato utilizado como substrato, por ser uma molécula mais simples e por
prover menos energia que a molécula de glicose para a populagdo microbiana, possa
ocasionar uma maior producao normalizada de SMPs (por exemplo, provenientes de lise
celular devido ao menor fornecimento de energia no reator). No reator anaerdbio, a
produ¢do de AGVs também foi intensa (mantendo a taxa de produgdo de SMPs
relativamente baixa) e pode ser justificada da mesma forma (acetato ¢ uma molécula mais
simples, fornece menos energia e interfere no consorcio microbiano por suportar o

crescimento apenas dos microrganismos metanogénicos acetoclasticos).

A Figura 5.14 apresenta a estimativa da conversao diaria de biomassa a SMPs nos reatores

aerobio e anaerobio durante as fases operacionais estudadas.
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Taxa diaria de converséao da biomassa em SMPs
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Figura 5.14 — Estimativa da conversao diaria de biomassa a SMPs nos reatores aerobio ¢

anaerdbio durante as fases operacionais estudadas (valores expressos como medianas)

Na Figura 5.15, observa-se, no reator aerdébio, a mesma tendéncia de decréscimo
sistematico obtida para o pardmetro SMP/S,, comparando-se os diferentes TDHs (fases I,
IT e III). J& no reator anaerdbio, esta taxa permaneceu praticamente constante nas trés
primeiras (0,6 a 1%) e trés ultimas fases operacionais (3 a 5%). Esses resultados podem
indicar que, no reator anaerobio, a producdo de SMPs esteve mais relacionada a biomassa
presente, sugerindo que a lise celular pode ter contribuido mais para a produgdo de SMPs
quando comparado a degradacdo de substrato. Em outras palavras, o fato de a carga
organica aplicada ndo ter tido interferéncia significativa na conversdao da DQO afluente a
SMPs sugere que, provavelmente, os SMPs acumulados sdo principalmente advindos da

biomassa (SMPs-BAP), ao invés da utilizagao do substrato (SMPs-UAP).
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Grafico de Interacdo (médias) para a razdo SMP.Q/SSV.V
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Figura 5.15 — Interago entre o tipo de reator ¢ a razdo entre o acimulo de SMPs e a

biomassa presente no sistema

5.1.2. Condicg0Oes operacionais

Conforme descrito no capitulo 4, as condi¢des operacionais testadas para a producdo de
SMPs foram a temperatura, o tempo de detengdo hidraulica (TDH, que, neste caso, ¢é
assumido igual a idade do lodo devido ao emprego de reatores de mistura completa) e o
tipo de substrato (acetato e glicose). Por meio do teste estatistico ndo paramétrico de
medianas (Mood's median test) realizado no software Minitab® e transcrito a seguir na
Tabela 5.2, pode-se afirmar com 95% de confianca que, em ambos os reatores, as
diferentes condigdes operacionais influenciaram a quantidade produzida/acumulada de
SMPs no meio (o valor p obtido foi inferior a 0,05, o que indica a ndo igualdade entre os

valores testados — no caso, as fases operacionais).
Para avaliar o efeito da temperatura, deve-se comparar as fases Il e IV (glicose como

substrato e TDH de 10 dias, a 25 ¢ 14°C, respectivamente) e as fases V e VI (acetato como

substrato ¢ TDH de 10 dias, a 15 e 25°C, respectivamente). Para a avaliagdo do TDH, cabe
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a comparagao das trés primeiras fases operacionais (I — TDH de 4 dias, carga organica
aplicada de 1,25kgDQO/m’.d; II — TDH de 10 dias, carga orginica aplicada de
0,5ngQO/m3.d; e III — TDH de 16 dias, carga organica aplicada de 0,32ngQO/m3.d),
em que todas as demais condigdes operacionais foram mantidas constantes em cada reator
(glicose como substrato, temperatura de 25°C). Finalmente, para avaliar o efeito do tipo de
substrato, as fases Il ¢ VI (TDH de 10 dias e temperatura de 25°C) ¢ as fases IV ¢ V (TDH

de 10 dias e temperatura de 10°C) foram comparadas entre si.

Tabela 5.2 — Resultados dos testes de medianas para as diferentes fases operacionais nos

reatores aerobio e anaerobio.

Teste de Mediana de Mood: SMPs versus Fase - AEROBIO

Teste de mediana de Mood para SMPs

Qi-quadrado = 34,27 DF = 5 P = 0,000 => rejeita Ho => nado iguais
Individual 95,0% Cls
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Teste de Mediana de Mood: SMPs versus Fase - ANAEROBIO

Teste de mediana de Mood para SMPs

Qi-quadrado = 14,34 DF = 5 P = 0,014 => rejeita Ho => nao iguais
Individual 95,0% Cls

Fase_1 N<= N> Median Q3-Q1 +-------—- e o Fom———
! 701 379 653 (------- — )
1 2 5 1504 993 R — *__)
i 8 5 892 678 [Cm— *__-)
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Mediana geral = 993
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Temperatura

Conforme descrito no capitulo 4, a temperatura foi um dos parametros controlados para
monitoramento da produgdo de SMPs. As fases I, II, IIl e VI empregaram a mesma
temperatura de 25 °C. Nas fases IV e V, a temperatura desejada foi de 15 °C, para a qual se
empregou banho de dgua resfriada com adig¢do periddica de gelo. A Figura 5.16 mostra o
boxplot das temperaturas medidas nas fases operacionais. Portanto, pode-se dizer que
ambas as fases operadas para temperaturas inferiores a ambiente (e que simularam o
comportamento dos reatores bioldgicos em regides de clima mais frio), o fizeram

praticamente & mesma temperatura (15 + 3 °C na fase IV e 16 + 4 °C na fase V).
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Figura 5.16 — Temperaturas efetivamente medidas ao longo das fases operacionais

De modo geral, a temperatura interfere inversamente na producdo de SMPs. Em outras
palavras, os resultados sugerem que, a temperaturas mais baixas, a producao de SMPs ¢
maior. Observando-se o grafico da Figura 5.17, pode-se verificar que esta tendéncia ¢ bem
acentuada para o reator aerobio, o que corrobora a discussdo feita anteriormente para este
reator, de que condi¢des adversas de baixa temperatura contribuiriam para a elevagdo da

producao/acimulo de SMPs no meio. De fato, a Figura 5.17, que mostra a interferéncia da
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temperatura na taxa de conversdo do substrato a SMPs, mostra que, a 15°C, cerca de 33,8%
da DQO afluente foi convertida a SMPs, enquanto que 18,7% foi a propor¢do obtida a
25°C. Portanto, ¢ possivel que a DQO residual de efluentes de reatores operados em climas
mais frios seja devida a substrato ndo degradado por causa do baixo metabolismo, bem

como ao maior acamulo de SMPs.

Os SMPs podem se acumular mais em temperaturas menores devido a combinagdo de
fatores: maior producdo e menor degradacdo. A maior produgdo pode ser devido a maior
lise celular, ou entdo devido a maior excre¢cdo de metaloforos (pequenos peptideos
excretados em situacdes de deficiéncia nutricional) que teriam a funcdo de quelar e
solubilizar mais metais nutrientes cuja solubilidade teria sido diminuida pela redu¢do na
temperatura. Para o reator anaerdbio, essa tendéncia ndo foi verificada, e a Figura 5.17 que
a conversdo da DQO afluente a SMPs ficou praticamente constante com a mudanga de
temperatura (18,1% para temperatura de 15°C e 18,3% a 25°C). Isto se deveu ao fato de
que, mediante condi¢des adversas, a rota metabolica caminha preferencialmente no sentido
de acimulo de AGVs, pelo comprometimento das etapas de acetogénese e metanogénese,

conforme discutido anteriormente.

Interferéncia da temperatura na conversdo da DQO afluente em SMPs
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Figura 5.17 — Interagdo da temperatura na produc¢do normalizada de SMPs em relagdo a

DQO afluente (SMP/So), por reator
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A Figura 5.18 mostra a interacao da temperatura na razao entre a quantidade de SMPs
acumulada e a quantidade de biomassa presente no sistema (SMP.Q/SSV.V). Os resultados
obtidos sugerem que, no tratamento aerdbio, a elevacdo da temperatura aumenta a
porcentagem de conversdo da biomassa a SMPs, o que pode ser um indicio do aumento da
propor¢ao de SMPs-BAP (decaimento endodgeno). Tal resultado ¢ condizente com o
aumento dos valores do coeficiente de decaimento endogeno (elevado nos aerdbios em
relagdo aos anaerdbios) com o aumento da temperatura. J4 no tratamento anaerobio, o
inverso ¢ observado, indicando que sdo as baixas temperaturas que favorecem a produgao
de SMPs-BAP. Tal resultado esta de acordo com o que foi observado por Feng et al.
(2008) que, em um estudo com reator anaerobio compartimentado com carreador (CABR),
verificaram o maior acimulo de SMPs em menores temperaturas. Os autores sugeriram
que baixas temperaturas podem levar a reducdo na taxa de degradacdo de substrato e dos

SMPs ou inibir o crescimento microbiano.
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Figura 5.18 — Interagdo da temperatura na razdo entre a quantidade de SMPs acumulada e

a quantidade de biomassa presente no sistema
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Tempo de detencao hidraulica

A variacdo no tempo de detencdo hidraulica (TDH) ocorreu nas trés primeiras fases da
pesquisa, conforme mostrado no Capitulo 4, na tabela 4.2. Os resultados da analise de

interferéncia deste parametro na producao de SMPs estdo expostos na Figuras 5.19.

Observa-se que, no tratamento aerdbio, o aumento do TDH leva a uma diminui¢do
sistematica na producdo/acimulo de SMPs, para a faixa estudada de 4 a 16 dias (proxima
da faixa ideal de 2 a 15 dias reportada por Baskir e Hansford 1980; Rittmann et al. 1987;
Hao ¢ Lau 1988; Pribyl et al. 1997 apud Aquino, 2003). De fato, tempos de detengdo
muito baixos impdem uma carga organica aplicada mais elevada, o que poderia
desencadear um excesso de atividade metabolica e excrecdo de SMPs para o consumo do
substrato. Além disto, esta relacdo pode ser um indicativo de que, no reator aerdbio, ha

uma maior producdo de SMPs-UAP, conforme discutido no item 5.1.1.

Interferéncia do TDH na producao de SMPs
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Figura 5.19 — Efeito do TDH no actimulo de SMPs nos reatores aerdbio e anaerobio

Para o reator anaerobio, a mesma tendéncia ¢ observada, exceto para o menor TDH (4

dias). Isto pode ser explicado pela elevada produgdo de AGVs diante da situagdo de
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estresse imposta nesta condi¢ao, confirmada pelo monitoramento do pH. A anélise da série
de solidos da fase I confirmou a hipotese de arraste (washout) de microrganismos que tém
baixas taxas de crescimento especifico (microrganismos metanogénicos e acetogénicos),
uma vez que pdde-se verificar uma diminuicdo sistematica dos solidos suspensos volateis
no reator. Como a quantificacdo de SMPs ¢ obtida por meio dos resultados de AGVs,

explica-se o baixo resultado no menor TDH.

Huajun et al. (2008), estudando reatores anaerdbios compartimentados, confirmam os
resultados obtidos, pois também verificaram que, em geral, o aumento da carga organica
levou ao aumento da producdo de SMPs. Da mesma forma, Aquino et al. (2009),
estudando a producdo de SMPs em reatores UASB, também verificaram um maior
acumulo de SMPs em menores TDHs (maiores cargas organicas). De fato, estudos usando
culturas puras sugeriram que produtos microbianos podem ser produzidos tanto como
resultado de falta ou de excesso de fonte energética, que seria o caso (Boylen e Ensign,
1970; Neijssel e Tempest, 1976 apud Huajun et al., 2008). Kuo et al., trabalhando com
reatores anaerdbios de mistura completa, mostraram que a producdo normalizada de SMPs
(SMP/S,) decresceu com o aumento da idade do lodo até atingir um valor minimo, quando
a idade do lodo era de aproximadamente 25 dias, e depois aumentou novamente. As
Figuras 5.20 e 5.21 mostram esta relagdo para os resultados obtidos e as mesmas
observagdes sdo confirmadas, exceto pelo TDH de 4 dias no reator anaerdbio (condicao de

estresse — washout do lodo ¢ acimulo de AGVs).
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Interferéncia do TDH na converséo da DQO afluente em SMPs
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Figura 5.20 — Efeito do TDH na taxa de conversdao da DQO afluente em SMPs, por reator
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Figura 5.21 — Interferéncia do TDH na razdo entre o acimulo de SMPs e a biomassa

presente no sistema.
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Tipo de substrato

De modo geral, quando a glicose foi utilizada como substrato, a producdo de SMPs
diminuiu, comparativamente ao emprego do acetato. As Figuras 5.22 e 5.23 descrevem
este efeito por reator, inclusive para a taxa de conversao da DQO afluente. Isto pode
sugerir que o acetato utilizado como substrato, por ser uma molécula mais simples e por
prover menos energia que a molécula de glicose para a populagdo microbiana, possa
ocasionar uma maior produ¢do normalizada de SMPs (por exemplo, provenientes de lise
celular). Isto justificaria, inclusive, a interferéncia do substrato bem mais pronunciada no
reator aerobio que, mediante condi¢des adversas, praticamente nao produzem AGVs.
Contudo, tais resultados contradizem o observado por Kuo et al. (1996), que afirmaram
que a produg¢do de SMPs em sistemas anaerdbios de mistura completa alimentados com

glicose ¢ maior que naqueles alimentados com acetato.

A Figura 5.24 apresenta e efeito do tipo de substrato na razdo de produgdo de SMPs em
funcdo da biomassa presente no sistema. No reator aerdbio, o substrato parece nao
interferir significativamente na produ¢do de SMPs-BAP, uma vez que a taxa de conversao
da biomassa a SMPs ficou praticamente constante. J4 no reator anaerobio, a taxa inferior
obtida para a glicose no reator anaerdbio pode indicar que, em condi¢des operacionais em
que este substrato ¢ utilizado, a maior produ¢do de SMPs estaria relacionada a utilizagao
do substrato (SMP-UAP) e ndo ao decaimento endogeno, comparativamente a situagdes

dispondo de acetato.
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Interferéncia do substrato na produgao de SMPs
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Figura 5.22 — Efeito do substrato na produgdo de SMPs, por reator
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Figura 5.23 — Efeito do tipo de substrato na taxa de conversdo da DQO afluente em

SMPs, por reator
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Interacao do tipo de substrato na conversdo da biomassa em SMPs
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Figura 5.24 — Efeito do tipo de substrato na razao entre o acuimulo de SMPs ¢ a biomassa

presente no sistema.
5.2. Caracterizagdo dos SMPs

5.2.1. Proteinas e carboidratos

Conforme descrito no Capitulo 4, ensaios de proteinas e carboidratos foram realizados na
tentativa de caracterizar a DQO residual das diferentes fases operacionais. Além disto, os
mesmos testes foram feitos nas amostras de polimeros extracelulares e lisados, apos a fase
IV, quando estes protocolos foram adotados. Os resultados estdo reportados em termos de
DQO para que a comparagao seja adequada. Para a conversdo da concentracao de proteinas
e carboidratos em DQO, foram usados os fatores 1,5 e 1,2, respectivamente, que sdo
coeficientes estequiométricos derivados da formula quimica tipica de cada tipo de
composto (C;sH2405Ny4 para proteinas C¢H;¢Os para carboidratos). As Figuras 5.25 ¢ 5.26
apresentam a composi¢do da DQO residual nas amostras e fases descritas, nos reatores

aerdbio e anaerobio, respectivamente.
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Figura 5.25 — Composi¢ao acumulada da DQO residual, dos polimeros extracelulares ¢

dos produtos de lise celular em termos de proteinas e carboidratos — Reator Aerobio
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Figura 5.26 — Composi¢ao acumulada da DQO residual, dos polimeros extracelulares e

dos produtos de lise celular em termos de proteinas e carboidratos — Reator Anaerébio
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Os resultados indicam que o contetido protéico e de carboidratos nas amostras de efluentes
sdo baixos e que a maior parte da DQO residual em todas as fases operacionais permanece
ndo identificada. Esta avaliacdo ¢ valida exceto para a fase Il no reator aerobio, em que se
verificou que o conteudo protéico representou 63% da DQO residual. Nas demais fases
ainda no reator aerdbio, a DQO relacionada ao teor de proteinas representou de 5 a 34% da
DQO residual e o teor de carboidratos (também em termos de DQO) ndo ultrapassou 16%.
Ja& para o reator anaerobio, o teor de proteinas em termos de DQO atingiu seu maximo na
fase I, de TDH igual a 4 dias, representando 17% da DQO residual. Ja para avaliacdo do
teor de carboidratos, nenhuma amostra analisada advinda deste reator apresentou

contribuicao de carboidratos para a DQO residual.

O baixo contetido protéico e de carboidratos das amostras condiz com os resultados
obtidos para as amostras de efluentes das fases I e II encaminhadas para analise de
MALDI-TOF-MS (técnica de espectrometria de massas por ionizagdo e dessorcao assistida
por laser ideal para a identificagdo de macromoléculas como as proteinas), cujo relatorio
encontra-se em Anexo. Os ensaios feitos ndo indicaram presenga de macromoléculas

compreendidas na faixa de massa molar de 20.000 a 80.000 Da.
As Figuras 5.27 e 5.28 apresentam os dados de proteinas e carboidratos em termos

percentuais com relagdo a DQO residual, em cada fase, para os reatores aerobio e

anaerdbio, respectivamente.
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Figura 5.27 — Composicdo percentual da DQO residual (porcentagens das contribuigdes
dos teores de proteinas, carboidratos e porcentagem indeterminada da DQO) para o reator
aerobio. EFAE — efluentes aerdbios; FI a FVI — fases operacionais, de I a VI; LISE —

amostras de lisados; EPS — amostras de polimeros extracelulares.

Nas amostras de lise e EPS, praticamente todo o seu contetdo pode ser caracterizado como
protéico. A concentracdo de carboidratos ¢ nula em praticamente todas as amostras,
aparecendo apenas nas amostras de EPS provenientes do lodo aerébio na fase IV e do lodo
anaerobio na fase VI, nas baixas concentragdes de 18 e 29 mgDQO/L, respectivamente. Os
valores baixos das concentracdes de carboidratos obtidos nas amostras de EPS estao de
acordo com a literatura especializada. Her et al. apud Sheng e Yu (2006), utilizando a
técnica de fluorescéncia por matriz excitagdo-emissdo (EEM), afirmaram que,
“comparativamente a proteinas e substincias humicas, a intensidade do espectro de
carboidratos poderia ser desprezada”. Portanto, os principais sinais de fluorescéncia para

EPS seriam os correspondentes a proteinas e substancias hiimicas (Sheng e Yu, 2006).
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Dois dos picos obtidos no estudo de Sheng e Yu (2006) para EPS foram associados a

proteinas (a fluorescéncia seria associada ao aminoacido aromatico triptofano).
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Figura 5.28 — Composigdo percentual da DQO residual (porcentagens das contribui¢des
dos teores de proteinas, carboidratos e porcentagem indeterminada da DQO) para o reator
anaerobio. EFAN — efluentes anaerdbios; FI a FVI — fases operacionais, de I a VI; LISE —

amostras de lisados; EPS — amostras de polimeros extracelulares.

A Figura 5.29 apresenta o grafico de efeitos principais para a avaliagdo da DQO
proveniente de carboidratos e a Figura 5.30, o de interagdo entre fases, amostras e reator.
Observa-se que nenhuma amostra de produtos de lise celular apresentou carboidratos. Em
uma analise conjunta das Figuras 5.29 e 5.30 verifica-se que, de modo geral, o conteudo de
carboidratos nas amostras de efluentes foi maior que em amostras de EPS, destaque dado
as fases I e II, para o reator aerdbio. Isto pode indicar que, nas amostras de efluentes em

que apareceram carboidratos, estes ndo eram exclusivamente advindos de polimeros
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extracelulares. Como em amostras de lise verificou-se sua completa auséncia, parte destes
carboidratos presentes no efluente poderiam ser talvez advindos de SMPs-UAP. Isso ¢
coerente com os relatos da literatura de que BAPs seriam de dificil degradagdo e de maior
peso molecular, ao passo que UAPs s3o de mais facil degradagdo e de baixo peso

molecular.
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Figura 5.29 — Efeitos principais para analise de carboidratos por amostra, reator e fase

operacional

A Figura 531 apresenta o grafico de efeitos principais para a avaliagdo da DQO
proveniente de proteinas e a Figura 5.32, o de interagdo deste pardmetro entre fases,
amostras e reator. De modo geral, as amostras provenientes do reator anaerobio
apresentaram maior concentracdo de proteinas. Os resultados indicam que o maior
contetdo protéico ¢ observado nas amostras de EPS. Contudo, aumentou
consideravelmente na fase VI, empregando-se acetato como substrato a 25°C,
especialmente no reator aerobio. Em uma avaliacdo deste resultado e daqueles
apresentados no item 5.1, pode-se levantar a hipotese de que, nesta fase, teria ocorrido a
liberacdo de polimeros extracelulares no meio e seu conteudo protéico solubilizado no

efluente teria contribuido consideravelmente para o aumento observado na concentragdo de
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SMPs. Em outras palavras, parte do conteudo de SMPs na fase VI para o reator

seria constituida de proteinas provenientes de polimeros extracelulares.
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Figura 5.30 — Interagdo entre o tipo de reator, fases operacionais e amostras para analise

de carboidratos

Portanto, diante da observacdo de que, em todos os efluentes aerdbios (36% a 95%) e

anaerobios (87% a 100%), hd uma consideravel fragdo da DQO que ndo parece ser

proteina e carboidratos, permanecendo nado-identificada, optou-se pela utilizagao da técnica

de espectrometria de massas na tentativa de identificar tais compostos.
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Gréfico de Efeitos Principais - DQO PROTEINAS
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Figura 5.31 — Efeitos principais para analise de proteinas por amostra, reator ¢ fase

operacional
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Figura 5.32 — Interagdo entre o tipo de reator, fases operacionais e amostras para analise

de proteinas
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5.2.1. Espectrometria de massas

Como os resultados obtidos nas andlises de MALDI-TOF ndo indicaram presencga de
macromoléculas até 80.000Da, conforme mostra o relatorio do Anexo II, tentou-se utilizar
outra técnica de espectrometria de massas (LC-IT-TOF-MS), em que a ionizagdo da
amostra se da por eletronspray, na tentativa de identificagdio dos SMPs que possuem
massas molares menores (100 a 4.000 Da). Na avaliacdo das relacdes massa/carga (m/z)
obtidas por espectrometria de massas, foi utilizada a analise estatistica de componentes

principais (PCA) e o software Excel®, conforme descrito no Capitulo 4.

A andlise por componentes principais (PCA) foi descrita originalmente por Karl Pearson,
em 1901, e consolidada por Hotelling, em 1931, com o proposito de analisar estruturas de
correlacdes. Na Quimica ela foi introduzida por Malinowski, cerca de 30 anos depois. O
PCA ¢ um dos métodos mais frequentemente usados na extragdo e interpretagao de dados
multivariados. A andlise permite: (i) transformar as variaveis originais em novos €ixos
(componentes principais), que sdo ortogonais, de tal maneira que os dados expressos como
os “scores” naqueles eixos ndo apresentam correlagdo entre si; (ii) expressar, tanto quanto
possivel, a variacao total dos dados em poucos componentes, agrupando dados similares,
mediante exames visuais em dispersdes graficas no espago bi ou tridimensional; (iii)
expressar quantidades decrescentes da variacdo por cada componente principal derivado
sucessivamente. Os dados quimicos multivariados podem ser arranjados na forma de uma
matriz, cujos objetos sdao dispostos em linhas e as varidveis em colunas. Numa
representacdo geométrica, a matriz dos dados originais pode ser considerada como m
pontos colocados em um grafico em um espaco p-dimensional, em que os eixos originais
sofreram rotagdo para um novo conjunto de eixos ortogonais. As coordenadas dos pontos
originais nesse novo espaco sdo dadas pela matriz dos “scores”, e a orientagdo dos novos
eixos no espago dos eixos originais ¢ dada pelos autovetores. Portanto, diante do grafico de
PCA, ¢ possivel interpretar a distribui¢do dos pontos e identificar as varidveis originais

com maior peso na combinagio linear das componentes principais mais importantes.’

A Figura 5.33 mostra um perfil obtido por analise de componentes principais com 0s

resultados dos espectros de massas obtidos por amostras. Esta figura ¢ particularmente

3 Fonte: http://www.posgraduacao.ufla.br/gauss/congresso/47rbras/p2-4.pdf, consultado em 25/05/09.
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interessante para a avaliacdo da formacdo de clusters, que representariam amostras com

certa semelhanga quimica.

Trés grupos podem ser destacados e encontram-se realcados na Figura 5.33. Observa-se
claramente a formagdo do cluster para os produtos de lise celular. Este grupo é bem
distinto dos demais, principalmente das amostras de efluentes. Isto sugere que, na
caracterizagdo quimica, os SMPs produzidos em cada fase operacional ndo parecem ser,
em sua maioria, provenientes de lise celular. Portanto, nos casos em que SMPs-BAP
fossem produzidos, estes produtos teriam sido degradados/hidrolisados em compostos de

menores massas molares, conforme discutiram Shin e Kang (2003).

Outro grupo que pode ser destacado, ainda que menos intensamente que os lisados, ¢ o
formado pelas amostras de EPS. Portanto, da mesma forma, em termos de relagdo m/z, os
polimeros extracelulares diferem dos efluentes dos reatores nas fases operacionais
estudadas. Curioso ¢ o comportamento da amostra proveniente do reator UASB que, apesar
de ndo constituir objeto deste estudo, indica que grande parte das massas no seu efluente
pode ser advinda de polimeros extracelulares. Isso talvez ocorra porque o reator ¢ de fluxo
ascendente e operado em TDH bem menor (19 horas). Isso pode ter favorecido a formacgao
de flocos no lodo resultando na maior liberacdo de polimeros extracelulares. Além disto, ¢
interessante observar que na fase IV, quando foi imposta a condi¢do de declinio de
temperatura, os polimeros extracelulares extraidos parecem ser de natureza quimica um

pouco diferente (a amostra de EPS desta fase encontra-se claramente separada das demais).
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PCA amostras
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Figura 5.33 — Analise de componentes principais das relagdes m/z obtidas por
espectrometria de massas, por amostra (AFAE — afluentes aerébios; AFAN — afluentes
anaerobios; EFAE — efluentes aerdbios; EFAN — efluentes anaerdobios; EPSAE —
substancias poliméricas extracelulares extraidas do lodo aerobio; EPSAN — substancias
poliméricas extracelulares extraidas do lodo anaerdbio; LISEAE — amostras de lisados de
células do lodo aerobio; LISEAN — amostras de lisados de células do lodo anaerobio; F —
fase operacional, UASB — amostra de um efluente de um reator de manta de lodo de fluxo
ascendente alimentado com solugdo de glicose e nutrientes na concentracdo de DQO

afluente de 500mg/L)

O mesmo ¢ observado quando se avaliam as amostras de efluentes ao reator aerobio. A
amostra referente a fase IV destoa completamente das demais, se aproximando inclusive da
amostra de EPS desta mesma fase. Ressalta-se, contudo, que, na fase V, em que a
temperatura continuou baixa, o efluente aerdbio parece apresentar caracteristicas quimicas
similares as demais fases (distintas, pois, dos polimeros extracelulares). Portanto, estas
observagoes podem sugerir que, em termos quimicos, condi¢des de choque (por exemplo,
baixa temperatura) podem contribuir para SMPs advindos de polimeros extracelulares
liberados e solubilizados no meio em resposta ao estresse imposto. Além disto, tais

resultados sugerem também que, a medida que a biomassa se adequa a esta nova condicao,
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estes SMPs seriam degradados e os SMPs produzidos voltariam a ser produtos de natureza
quimica diferente de polimeros extracelulares. Em outras palavras, a produ¢do de SMPs
advindos de EPS em reatores aerobios de mistura completa aconteceriam mediante
choques de condi¢des ambientais/operacionais e, na medida em que a biomassa fosse se
adequando a esta nova condi¢cdo, os SMPs ndo possuiriam mais caracteristica quimica de

polimeros extracelulares.

Para os efluentes do reator anaerdbio, nenhuma caracteristica especifica foi observada. Os
SMPs produzidos foram quimicamente distintos de amostras de lise e EPS, bem como
distintos entre si, avaliando-se cada fase operacional. Este resultado sugere que, pela
complexidade da bioquimica do consorcio microbiano presente neste reator, cada condi¢dao
operacional impord caracteristicas quimicas distintas para os produtos microbianos
produzidos e que estes ndo sdao provenientes de lise celular € nem da extragdo de polimeros
extracelulares. Ressalta-se também a importancia de se realizar, em trabalhos futuros,
testes para avaliagdo da metodologia de lise celular aplicada aos lodos de tratamento

bioldgico.
A Figura 5.34 apresenta o PCA para a analise das relagcdes m/z nas amostras injetadas no

LC-MS, agrupados os modos positivo e negativo. Ressalta-se que foram rastreadas

relacdes m/z de 100 a 4.000 Da.
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Figura 5.34 — Analise de componentes principais das relagdes m/z obtidas por
espectrometria de massas nas amostras dos afluentes e efluentes a cada fase operacional,
nas amostras de extratos de polimeros extracelulares (EPS) e de produtos de lise celular

para as fases IV, V e VL.

Os espectros das amostras destoantes no grafico de PCAs foram verificados em relagdo a
ocorréncia nos afluentes, uma vez que tais relacdes m/z seriam relacionadas a compostos ja
provenientes da alimentacdo, o que ndo seria interessante na caracterizagdo de SMPs.
Diante da verifica¢do desta ocorréncia para tais amostras e do fato de o PCA ndo prover
diretamente esta informagdo, houve uma mudanca na estratégia para a selecdo das relagdes
m/z de interesse, conforme o fluxograma apresentado no Capitulo 4, na Figura 4.1.
Portanto, a priorizacdo de m/z se deu segundo os critérios de (i) frequéncia de
aparecimento no efluente e auséncia no afluente; (ii) intensidade de picos e (iii) viabilidade
dos picos. A Figura 5.35 mostra os resultados de m/z obtidos por meio de tabela dindmica
do software Excel, com os mesmos dados extraidos do espectrometro de massas e usados

na confecc¢do do grafico de PCA.
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Figura 5.35 — Grafico dindmico para a contagem das relagdes m/z presentes nos efluentes

e ausentes nos afluentes

Pdde-se constatar que, houve, de fato, a predominancia de baixas massas molares,
conforme esperado diante dos resultados de MALDI-TOF. De fato, a ocorréncia
predominante de compostos de baixas massas molares nos SMPs nao ¢ surpresa. Aquino et
al. (2009), estudando a produgdo de SMPs em reatores UASB, verificaram que, apesar da
distribuicdo de massas molares dos efluentes dependerem das condi¢des operacionais, a
maior parte ¢ constituida de compostos de massa molar inferior a 1.000 Da. Segundo
Jarusutthirak ¢ Amy (2007), produtos associados a utilizagdo do substrato (UAPs) sao
esperados em condi¢des abundantes de substrato, enquanto aqueles associados ao
decaimento da biomassa (BAPs) prevalecem em ambientes em que haja sua escassez . Ora,
a alimentacdo de substrato empregada neste trabalho foi continua e as cargas organicas
aplicadas (1,25; 0,5 e 0,32kgDQO/m’.d) devidamente abundantes para se justificar a
prevaléncia de SMPs-UAP. Shin e Kang (2003) sugeriram ainda a decomposi¢ao de SMPs
de alta massa molar a compostos de massas molares inferiores a 10.000Da por
microrganismos aclimatados (longo TDC) em bioreatores de membrana ceramica. Nesta
pesquisa, todas as amostras foram coletadas apos o tempo de aclimatagdo da biomassa.
Portanto, a predominadncia de compostos de baixa massa molar também poderia ser

explicada pela degradacdo e/ou hidrolise de SMPs de alta massa molar (SMPs-BAP).
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Diante dos inumeros dados de m/z detectados pelo equipamento, com base na Figura 5.35,
foi possivel selecionar algumas relagdes m/z para reavaliacdo dos espectros de massas
obtidos. Esta etapa foi particularmente importante, uma vez que a alta resolugdo do
equipamento, que permite a obtengdo de m/z com 4 casas decimais, havia sido
“mascarada” pelo arredondamento em 2 casas decimais para a planilha de dados do PCA.
Além disto, como o equipamento ¢ capaz de detectar m/z em niveis-traco, foi fundamental
verificar se as relagdes m/z realmente eram picos ou apenas ruidos, uma vez que a

avaliagdo matematica também nao havia considerado intensidades.

Portanto, com os espectros em maos e avaliacdo individual de cada m/z da Tabela 5.3
verificou-se que (1) m/z de 217,10 era a mesma descrita como 217, 11, que estava presente
nos afluentes e que, portanto, foi desconsiderada da analise; (ii) as relagdes m/z 256,82;
349,18; 349,19 e 305,16 tinham intensidades similares ao ruido da analise sendo, portanto,
desconsideradas da andlise. A Tabela 5.3 apresenta, entdo, o resultado desta andlise com as

relagdes m/z escolhidas e as amostras em que apareceram.

Diante do exposto, as amostras que obtiveram maior intensidade de picos para m/z em
questdo foram reinjetadas no equipamento, nas mesmas condi¢des anteriores (descritas no
Capitulo 4) para reavaliagdo do espectro e obten¢do também da massa segunda (modo

MS2). Os espectros de massas obtidos sdo apresentados nas Figuras 5.36, 5.37 ¢ 5.38.

Tabela 5.3 — Amostras mais frequentemente consideradas para investigagdo, presentes nos

efluentes e ausentes nos afluentes das fases operacionais.

RELACAO MASSA/CARGA (M/Z) | AMOSTRAS EM QUE APARECEM

EFAN F2, F3, F6

325,18 EPSAN F4

UASB
EFAN F2, F3, F6

339,20 EPSAE F4 / EPSAN F4, F6

LISEAN F4, F6
UASB
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Inten(x10,000)
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Figura 5.36 — Espectro de massas para o efluente anaerébio da fase VI, para as relagdes

massa/carga m/z=339,20 e m/z=325,18

Inten(x100,000)
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17‘5.(‘) 525.0 m/z
Figura 5.37 — Espectro de massas obtido para analise de massa segunda da relacdo

massa/carga m/z=339,1987. Amostra do efluente anaerébio da fase VI
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Inten(x100,000)
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Figura 5.38 — Espectro de massas obtido para analise de massa segunda da relacdo

massa/carga m/z=325,1832. Amostra do efluente anaerébio da fase VI

A Figura 5.36 mostra que a diferenca entre as relagdes m/z 325,1832 e 339,1987
corresponde a m/z= 14,0147, atribuida a um CH,. Isto sugere que as relacdes m/z sdo
referentes a0 mesmo composto, diferindo apenas pelo nimero de carbonos da cadeia. As
analises de MS2 para ambas as relacdes m/z confirmaram a hipotese de se tratarem de
mesmos compostos, uma vez que m/z da massa segunda obtida a partir da colisdo para as
duas m/z foi a mesma (183,0133). A seqiiéncia de m/z obtida (339/325/311) diferindo
apenas por um CH, e a massa segunda de relagdo m/z 183,0133 confirmaram a
caracterizagdo quimica de LAS (Alquilbenzenos de cadeia linear), que s3o agentes
surfactantes muito utilizados na fabricagdo de detergentes comerciais, conforme detectado
por Leite (2008) analisando esgoto sanitario por espectrometria de massas. A Figura 5.39

mostra a estrutura quimica tipica do surfactante anionico LAS.

CH;—(CHg)n—CH—(CH,)y—CH;

Onde:

n+n =7-11
50y

Figura 5.39 — Estrutura quimica tipica do alquilbenzeno sulfonado de cadeia linear (LAS)
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Entretanto, como LAS sdo compostos indicadores de contaminagdo por detergentes,

levantou-se a hipdtese de que estes compostos poderiam ser provenientes do processo de

obtencdo das amostras para identificagdo ou que poderiam estar adsorvidos no lodo usado

no tratamento anaerdbio. Contudo, algumas observacdes sdo relevantes para consideragao:

(1)

(i)

(iif)

a hipotese de contaminagao a partir do afluente e ao longo de toda a linha até a
chegada da alimentagdo ao reator estd descartada pelo fato de esta relagdo m/z
ndo aparecer nos afluentes;

a hipdtese de contaminagdo por lavagem de vidraria, obtencdo e concentragdo
das amostras e preparo para inje¢do no LC-MS ¢ praticamente nula, uma vez
que, se fosse este o caso, as demais amostras apresentariam a mesma relagao
m/z, por terem todas seguido os mesmos procedimentos anteriores a andlise de
espectrometria;

a hipotese restante de adsor¢do destes compostos LAS nos lodos provenientes
da estagdo de tratamento de esgoto de Belo Horizonte quando de sua inoculagao
¢ remota. Apenas duas inoculacdes de lodo anaerdbio foram realizadas: a
primeira, em 25/10/07, um més e meio antes do inicio da coleta de amostras
para resultados de caracterizacao da fase I (17/12/07). A segunda reinoculacao
ocorreu no inicio da fase VI, por necessidade de reposi¢do da populacao
anaerobia, conforme descrito anteriormente. A data de inoculagao foi 01/10/08,
27 dias antes do primeiro resultado obtido para a caracterizagdo dos SMPs desta
fase. Estes tempos provavelmente seriam suficientes para que a biomassa
tivesse degradado estes contaminantes. Além disto, nas fases II e III, ndo houve
qualquer inoculacdo de novo lodo; contudo, nestas fases estes compostos
também foram observados. Ressalta-se ainda, como citado no Capitulo 4, que o
reator foi operado por, no minimo, 3 vezes o TDH para a coleta de amostras
para as analises de espectrometria de massas (30 e 48 dias para as fases II e III,

respectivamente).

Desta forma, os resultados abrem a possibilidade de producao de LAS por microrganismos

anaerdbios. Sabe-se que alguns microrganismos produzem agentes surfactantes e isso ¢

coerente com as observacdes de que tais compostos sdo de dificil degradagdo anaerobia,

havendo indicios até de ligeiro aumento da concentracdo de surfactantes nos reatores

anaerobios (Leite, 2008). Contudo, isto deve ser avaliado com cautela, uma vez que os

biosurfactantes reportados pela literatura ndo sao LAS.
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A formagdo de complexos com metais seria uma hipdtese forte e promissora diante das
relacdes m/z obtidas, considerando a producdo de metaléforos (SMPs deliberadamente
excretados para complexar metais nutrientes e transporta-los para dentro das células ou

para mitigar toxicidade de metais).

Os metaloforos sdo constituidos de pequenas sequéncias de peptideos (portanto dao
positivo no teste de proteinas — o que ¢ coerente com os resultados obtidos) e possuem
baixa massa molar (por isso ndo seriam identificados nas analises de MALDI-TOF aqui
realizadas). De fato, os surfactantes microbianos incluem lipopeptideos e glicopeptideos e
estdo tendo aplicacdo cada vez maior na producdo de cosméticos, detergentes e agentes
anti-microbianos e também na recuperacdo mineral ¢ de 6leo (Price et al., 2009; Nayak et
al., 2009). Portanto, os surfactantes microbianos nao sao sulfonados como o LAS (Price et
al., 2009; Nayak et al, 2009; Patel et al., 2009), mas sim constituidos de uma parte lipidica
apolar e uma parte glucosidica polar. Como exemplo, os ramnolipideos sdo uma classe de
biosurfactantes constituida de moléculas de acicar ramnose e de acidos J3-
hidroxilalcandicos. Nayak et al. (2009) indentificaram, também por meio de
espectrometria de massas, a producao deste biosurfactante, verificando a predominancia de
unidade mono e di-ramnose ligadas a duas unidades de acidos B-hidroxilalcandicos com

cadeia carbonica variando de Cs a Cy, e relagdo m/z baixa (entre 284 ¢ 689).

Na tentativa de se avancar mais na caracterizagdo dos SMPs, novas relacdes m/z foram
levantadas para analise de MS2, agora com base nos critérios de intensidade e frequéncia
de duas aparicdes nos efluentes. Eliminando-se ruidos e aquelas m/z presentes nos

afluentes, selecionaram-se algumas relagdes m/z, conforme Tabela 5.4.

Apesar da reinje¢do destas amostras para obtencdo de massas segunda, pouco foi possivel
avancar na identificagdo de sua formula quimica. O software do equipamento LC-MS
utilizado ndo possui biblioteca, o que dificulta sobremaneira este trabalho. Além disto, os
espectros obtidos ndo foram conclusivos, o que leva a necessidade de adogdo de outras
técnicas de identificacdo para auxiliarem na identificagdo quimica precisa, o que

demandaria um tempo ainda longo de pesquisa.
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Outro dificultador desta avaliagdo foi o fato de, exceto para as relagdes m/z ja analisadas e
identificadas, ndo haver um perfil de relacdes m/z tipico nas amostras das diversas fases
operacionais. Em outras palavras, a maioria das relacdes m/z detectadas apareceu
pontualmente, em uma ou duas fases, o que pode sugerir que, talvez, muitos compostos
diferentes em baixas concentracdes compdem a parcela de SMPs da DQO residual, ao
invés de alguns poucos compostos tipicos em alta concentracdo. Desta forma, cada
condicdo operacional parece interferir intensamente e ser determinante para a caracteristica
quimica dos SMPs produzidos, o que leva a uma necessidade ainda maior de esforgos no

avango de sua identificagao.

Tabela 5.4 — Novas relagdes m/z para investigagdo, presentes nos efluentes e ausentes nos
afluentes das fases operacionais estudadas.
RELACAO MASSA/CARGA (M/Z)
173,0794
236,0714
248,9597
320,8690
342,1338
351,0022
362,9802
368,1489
434,8060
560,5892

Outra hipdtese a ser considerada ainda diante das relagdes m/z obtidas seria a formagao de
complexos com metais. Os compostos organicos complexados com metais do meio
formaria ‘adducts’, dificultando a sua identificacdo quimica no espectrometro de massas.
Se tal fato aconteceu com as amostras analisadas, abre-se a perspectiva de os SMPs serem
agentes complexantes produzidos por microrganismos para seqiiestrar metais nutrientes em

condicoes de escassez nutricional.

Segundo Aquino (2004), os SMPs possuiriam grupos funcionais quelantes tipicos

(carboxilatos, hidroxilas, sulfidrilas, fenodis, aminas) que agiriam como ligantes e
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complexariam metais normalmente encontrados na agua. Kuo e Parkin (1996) verificaram
a produ¢ao de SMPs niquel-quelantes, € mostraram que o aumento no TDC (tempo de
detec¢do celular) implicou no maior acimulo de SMPs quelantes. Para os autores, os

microrganismos excretariam tais substancias para reposi¢ao nutricional em altos TDCs.

Estudos recentes tém sido realizados na avaliagdo da producdo de siderdforos por
microrganismos (Patel et al., 2009; Nayak et al., 2009). Sideroforos sdo ligantes ferro-
quelantes de massa molar relativamente baixa (550 a 1.000 Da) sintetizados pela maioria
dos microrganismos em condig¢des ferro-limitantes (Hider, 1984; Neilands, 1981, Neilands,
1995 apud Patel, 2009). Os microrganismos transportam ferro para dentro da célula por
meio da formacdo de complexos siderdforos-ferro. Os siderdforos solubilizam o ferro
circundante ndo soluvel para tornd-lo biologicamente disponivel (Neilands, 1995;

Winkelmann, 1991 apud Patel et al., 2009).

Portanto, uma avaliacdo de espécies microbianas presentes nos reatores por meio da
tentativa de identificagdo de espécies com capacidade de produgdo de sideroforos e a
procura dos metaloforos e seus complexos seria uma abordagem atrativa para a

continuagdo dessa pesquisa de elucidacao acerca da natureza quimica dos SMPs.
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6. Conclusdes e sugestdes para trabalhos futuros

e No reator aerobio, na grande maioria dos casos, praticamente toda a DQO residual
¢ advinda da produ¢do de SMPs, conforme previsto em literatura. Alguns atipicos
resultados de AGVs obtidos e confirmados para este reator sugerem possiveis
condigdes de microaerofilia, em que ha mudanca de metabolismo e os
microrganismos aerdbios facultativos passam a fermentar e a produzir AGVs.

e No reator anaerobio, grande parte da DQO residual ¢ constituida por AGVs,
principalmente nas condi¢des de estresse. Observou-se que as situagdes de estresse
das fases I, IV e V (baixo TDH e/ou baixa temperatura) contribuiram
substancialmente para que a maior parte da DQO residual se devesse aos AGVs,
conforme previsto na literatura, como resultado do nao atendimento as condigdes
cinéticas e termodinamicas 6timas.

e A producio relativa de SMPs, considerando a DQO residual, no reator aerobio foi
superior a do anaerdbio, uma vez que no reator anaerdbio, os elétrons do doador
(substrato) sdo canalizados tanto para a produgdo de SMPs quanto para a de AGVs
que se acumulam no meio e a elevada producao de AGVs foi o principal indicador
de situagdes de estresse (baixo TDH e baixa temperatura). Além disto, como os
microrganismos aerdbios crescem mais rapido e degradam substrato em velocidade
maior, pode haver mais SMP-BAPs e SMP-UAPs.

e As fases I e V foram aquelas que apresentaram maior discrepancia entre as taxas de
conversao da DQO afluente em SMPs entre os reatores aerdbio e anaerobio (na fase
I, 35% do aerdbio contra 9% do anaerobio; na fase V, 68% do aerdbio contra 13%
do anaerobio). Considerando as condi¢es operacionais adversas de baixo TDH e
baixa temperatura, para o reator anaerdébio, ha um comprometimento dos
microrganismos metanogénicos e acetogénicos no meio, levando a um acimulo de
AGVs e para o reator aerdbio, condi¢des adversas podem colaborar para o acimulo
de SMPs no meio, uma vez que nao ¢ prevista a producdo de intermediarios.

e O aumento do TDH em condi¢des ndo estressantes propiciou uma situacdo mais
favoravel a degradagdo dos AGVs no reator anaerdbio. Nas fases II e III, operadas
com glicose na auséncia de estresse, a quantidade de SMPs normalizada em fungao
da DQO afluente no reator aerébio foi menor que no anaerdbio (11 e 2% contra 27

e 17%, respectivamente). Portanto, sem acimulo de AGVs, parte significativa dos

96



elétrons disponiveis na matéria organica afluente foi destinada a producao dos
produtos microbianos.

No reator anaerdbio, a carga organica aplicada ndo apresentou interferéncia
significativa na conversdo da DQO afluente a SMPs sugerindo que, provavelmente,
os SMPs acumulados sdo principalmente advindos da biomassa (SMPs-BAP), ao
invés da utilizagdo do substrato (SMPs-UAP). Ja no reator aerdbio, os SMPs
acumulados parecem principalmente advindos da utilizagdo do substrato (SMPs-
UAP), uma vez que a carga organica interferiu proporcionalmente na conversao da
matéria organica afluente em SMPs.

A temperaturas mais baixas, a produ¢do de SMPs parece ser maior, especialmente
para o reator aerobio, uma vez que condi¢des adversas de baixa temperatura
contribuiriam para a elevagdo da produgido/acimulo de SMPs no meio. A 15°C,
cerca de 33,8% da DQO afluente foi convertida a SMPs, enquanto que 18,7% foi a
proporgéo obtida a 25°C neste reator, sugerindo que a DQO residual de efluentes de
reatores aerobios operados em climas mais frios seja devida a substrato ndo
degradado por causa do baixo metabolismo, bem como ao maior acimulo de SMPs
(maior producao e menor degradagdo). Para o reator anaerdbio, uma tendéncia
praticamente constante de conversdo da DQO afluente a SMPs (18,1% para
temperatura de 15°C e 18,3% a 25°C) foi observada, uma vez que, mediante
condi¢des adversas, a rota metabolica caminha preferencialmente no sentido de
acimulo de AGVs.

No tratamento aerdbio, a elevagdo da temperatura aumenta a porcentagem de
conversao da biomassa a SMPs, o que pode ser um indicio do aumento da
propor¢ao de SMPs-BAP (decaimento enddgeno). J& no tratamento anaerdbio, o
inverso ¢ observado, podendo indicar que s3o as baixas temperaturas que
favorecem a producao de SMPs-BAP.

A utilizagdo do acetato como substrato, por ser uma molécula mais simples e por
prover menos energia que a molécula de glicose para a populagdo microbiana, pode
ocasionar uma maior produ¢do de SMPs (por exemplo, excretados para
desempenhar alguma fun¢do microbiana ou provenientes de lise celular).

O contetido protéico e de carboidratos nas amostras de efluentes sdo baixos e a
maior parte da DQO residual em todas as fases ndo podem ser atribuidas a estes

compostos. No reator aerobio, a DQO relacionada ao teor de proteinas representou
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de 5 a 34% da DQO residual e o teor de carboidratos (também em termos de DQO)
ndo ultrapassou 16%. Ja para o reator anaerdbio, o teor de proteinas em termos de
DQO atingiu seu maximo na fase I, de TDH igual a 4 dias, representando 17% da
DQO residual. J& para avaliagdo do teor de carboidratos, nenhuma amostra
analisada advinda deste reator apresentou contribui¢ao de carboidratos para a DQO
residual.

O baixo conteudo de proteinas e carboidratos nas amostras foi confirmado pelos
ensaios feitos por MALDI-ToF-MS, cujos resultados ndo indicaram presenga de
macromoléculas compreendidas na faixa de massa molecular de 20.000 a
80.000Da.

Nas amostras de lise e EPS, praticamente todo o seu conteido pode ser
caracterizado como protéico ¢ a concentracdo de carboidratos foi nula em
praticamente todas as amostras, aparecendo apenas nas amostras de EPS
provenientes do lodo aerébio na fase IV e do lodo anaerdbio na fase VI, nas baixas
concentragdes de 18 e 29 mgDQO/L, respectivamente.

De modo geral, o conteudo de carboidratos nas amostras de efluentes foi maior que
em amostras de EPS sugerindo que, nas amostras de efluentes em que apareceram
carboidratos, estes ndo eram exclusivamente advindos de polimeros extracelulares e
que, como em amostras de lise verificou-se teor de carboidratos nulo, parte destes
carboidratos presentes no efluente poderiam ser talvez advindos de SMPs-UAP.

De modo geral, as amostras provenientes do reator anaerdbio apresentaram maior
concentragdo de proteinas e o maior contetido protéico € observado nas amostras de
EPS. Contudo, a concentragdo de proteinas aumentou consideravelmente na fase
VI, empregando-se acetato como substrato a 25°C, especialmente no reator aerdbio,
sugerindo que parte do conteido de SMPs na fase VI para o reator aerdbio seria
constituida de proteinas provenientes de polimeros extracelulares.

Os resultados da espectrometria de massas indicaram que os SMPs produzidos em
cada fase operacional ndo parecem provenientes de lise celular. Portanto, nos casos
em que SMPs-BAP fossem produzidos, estes produtos teriam sido
degradados/hidrolisados em compostos de menores massas molares.

Os polimeros extracelulares diferem dos efluentes dos reatores nas fases
operacionais estudadas, sugerindo também que os SMPs produzidos nido seriam

provenientes de substancias poliméricas extracelulares. Em termos quimicos, a
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producdo de SMPs advindos de EPS em reatores aerdbios de mistura completa
parecem acontecer mediante condi¢cdes ambientais/operacionais adversas e, na
medida em que a biomassa vai se adequando a esta nova condicdo, estes SMPs sdo
degradados e os SMPs produzidos voltam a ser produtos de natureza quimica
diferente de polimeros extracelulares.

Para os efluentes do reator anaerdbio, pela complexidade da bioquimica do
consoércio microbiano presente neste reator, cada condi¢do operacional impde
caracteristicas quimicas distintas para os produtos microbianos produzidos e estes
ndo sdo provenientes de lise celular e nem da extracdo de polimeros extracelulares.
A ocorréncia predominante de SMPs de baixas massas molares foi verificada na
analise de espectrometria de massas, indicando produtos associados a utilizagdo do
substrato (SMPs-UAP) ou provenientes da degradacdo e/ou hidrolise de SMPs de
alta massa molar (SMPs-BAP).

Na tentativa de identificacao por espectrometria de massas, a seqiiéncia de relagdes
m/z obtidas (339/325/311) diferindo apenas por um CH; e a massa segunda de
183,0133 confirmaram a caracterizagdo quimica de LAS (alquilbenzeno sulfonados
de cadeia linear). Portanto, os resultados abrem a possibilidade de producao de
LAS por microrganismos anaerdbios. Contudo, isto deve ser avaliado com cautela,
uma vez que LAS sdo possiveis indicadores de contaminacao por detergentes (que
poderiam estar adsorvidos no lodo quando de sua inoculacdo e que se apresentaram
refratdrios ao tratamento por serem de dificil degradacdo anaerdbia) e os
biosurfactantes microbianos relatados na literatura ndo serem reportados como
LAS.

A formacao de complexos com metais seria uma hipdtese forte e promissora diante
das relagdes m/z obtidas, considerando a producao de metaloforos.

Como sugestdo para trabalhos futuros, uma avaliacdo de espécies microbianas
presentes nos reatores e a procura dos metaloforos e seus complexos seria uma
abordagem atrativa para a continuagdo da elucidacdo acerca da natureza quimica
dos SMPs.

Uma vez que os espectros obtidos ndo foram conclusivos, outra sugestdo para
trabalhos futuros ¢ a adog@o de outras técnicas de identificacdo, complementares a
espectrometria de massas, para auxiliarem na identificacdo quimica precisa dos

SMPs.
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Relatorio Schimadzu — MALDI-ToF-MS

107



Apéndice

Validacdo do Método para Analise e Quantificacdo de AGVs
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e Validacdo do método de quantificacdo de AGVs

Limite de Deteccédo e de Quantificacédo

“O limite de deteccdo (LD) corresponde a menor quantidade de um analito que pode ser
detectada, porém nao necessariamente quantificada como um valor exato. Na pratica, o LD
¢ determinado como a menor concentragdo do analito que pode ser diferenciada do ruido
do sistema com seguranc¢a. Um procedimento comum ¢ aceitar como LD a concentracdo do
analito que produz um sinal trés vezes maior que o ruido do sistema” (Langas, 2004). Para
determina¢@o do LD da mistura de AGVs, foram injetadas amostras-padrdo preparadas em
diferentes concentragdes. Os relatorios gerados foram programados para especificarem a
relagdo sinal/ruido da anélise. Com base nestes resultados, padrdes de concentragcdes mais

diluidas foram sendo preparados até ser atingido o valor sinal/ruido aproximado de 3.

“O limite de quantifica¢do (LQ) corresponde & menor quantidade de um analito que pode
ser quantificada com exatidao e com uma fidelidade determinada. Na pratica, pode também
ser definida em relagdo ao ruido empregando-se o branco como referéncia; valores ao
redor de 10s (sendo s o desvio-padrdo do sinal gerado empregando-se um branco) sdo
comumente aceitos” (Langas, 2004). Portanto, a escolha do LQ pode ser feita como 10
vezes o ruido ou aproximadamente 3 vezes o LD. Para a determinagdo do LQ da mistura
de AGVs, foram injetadas amostras-padrao preparadas em diferentes concentragdes. Os
relatorios gerados foram programados para especificarem a relagdo sinal/ruido da andlise.
Com base nestes resultados, padrdes de concentracdes mais diluidas foram sendo

preparados até ser atingido o valor sinal/ruido aproximado de 10.

Solugdes-padrao da mistura dos principais acidos organicos (féormico, acético, propionico,
butirico, isobutirico, valérico e isovalérico) foram preparadas de acordo com as
concentragdes de interesse para cada pardmetro a ser validado. Para a determinagdo dos
Limites de Deteccdo e de Quantificacdo, uma solucdo-padrao estoque de 400mg/L foi
preparada a partir dos acidos puros e as demais concentragdes foram obtidas por diluicao.

Para este caso, em especial, foram avaliadas as concentragdes de 25, 12,5 e 6,25mg/L.
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Vale ressaltar que a avaliagdo de LD e LQ foi feita para a mistura de acidos, uma vez que
as calibracdes das amostras reais seriam feitas sempre com os padrdes de mistura. Como o
pico do 4cido valérico era sempre o menos intenso, ele foi usado como parametro para a
escolha destes limites (por apresentar a pior condi¢ao). Portanto, o estabelecimento destes
limites para este dcido garante a detec¢do e quantificacdo de todos os demais. Como este
acido nem apareceu para a concentracdo de 6,25mg/L e a relagdo sinal/ruido para o acido
isovalérico nesta concentragdo ainda foi inferior a 3 (signal/noise=2,9), o LD foi definido
como 12,5mg/L para a mistura de acidos. Utilizando-se o critério da relacdo sinal/ruido=10
para o limite de quantificagdo, 12,5mg/L seria o LQ para todos os acidos, exceto para o
acido valérico, para o qual se adotou LQ=25,0mg/L. A Tabela A.1 mostra os resultados

obtidos para a relacdo sinal/ruido, de onde se extrairam os LD e LQ.

Tabela A.1 — Resultados da relagdo sinal/ruido (signal/noise) para a determinagdo dos

limites de detecgdo e quantificacdo da metodologia de anélise de AGVs.

Sample Name : PADRAO 6.25mg/L Vial: 1

Acq. Operator : Patricia Inj: 1 Inj Volume : 40 pl
Acq. Method : C:\HPCHEM\CORE\PATRICIA.M
Analysis Method : C:\HPCHEM\CORE\PATRICIA.M
Analise de Acidos Organicos Volateis
RetTime k' Area Height ~ SymmWidth Plates Resolution Signal/Noise
[min] [mAU*s] [mAU] [min]
[--=-] | | | | | |
14366 - 18.36525 7.18612e-1 0.67 0.3833 7781 10.71 10.0

15.593 - 12.32450 3.96348e-1 0.76 0.4400 6958 1.75 55 «

18.395 - 12.42247 3.32585e-1 0.63 0.5167 7023 3.44 46 <«

20.726 - 25.59664 4.36817e-1 1.49 1.0400 2200 1.76 6.1 «

22.586 -  7.49855 2.28080e-1 0.89 0.5700 8698 1.36 32 *

26.021 - 9.03175 2.06074e-1 0.70 1.4850 1701 1.96 29 «

Sample Name : PADRAO 12,5mg/L Vial : 21

Acq. Operator : Patricia Inj: 1 Inj Volume : 40 pl

Acq. Method : C:\HPCHEM\CORE\PATRICIA.M
Analysis Method : C:\HPCHEM\CORE\PATRICIA.M

Analise de Acidos Organicos Volateis
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RetTime k' Area Height Symm. Width Plates Resolution Signal/Noise
[min] [mAU*s] [mAU] [min]
[----=] | e | | |

14336 - 38.62683 1.56103 0.68 0.3733 8169 20.12 37.1

15.560 - 22.20067 8.45468e-1 0.68 0.3967 8525 1.87 20.1

18.358 - 24.39956 7.05665¢e-1 0.66 0.5067 7273 3.64 16.8

20.721 - 49.461899.16192e-1 1.02 0.6967 4901 2.31 21.8

22.555 - 33.66142 6.48969e-1 0.73 0.7133 5539 1.53 154

25970 - 20.29851 4.47284e-1 0.78 0.7133 7343 2.81 10.6

31.643 - 22.39542 3.54140e-1 0.72 0.9867 5698 3.92 84 «

Sample Name : PADRAO 25,0mg/L Vial : 14

Acq. Operator : Patricia Inj: 1 Inj Volume : 40 pl

Acq. Method : C:\HPCHEM\CORE\PATRICIA.M
Analysis Method : C:\HPCHEM\CORE\PATRICIA.M

Analise de Acidos Organicos Volateis

RetTime k' Area  Height Symm. Width Plates Resolution Signal/Noise
[min] [mMAU*s] [mAU] [min]
| | | | | | | |

14352 - 77.49631 3.09350 0.67 0.3733 8188 4.23 75.5
15575 - 47.07532 1.71485 0.69 0.4133 7866 1.83 41.9
18.364 - 51.31936 1.42887 0.63 0.5167 6999  3.52 34.9
20.733 - 79.34251 1.68639 0.88 0.6233 6129 2.44 41.2
22.569 - 51.17665 1.13819 0.69 0.6500 6679 1.69 27.8
26.023 - 40.881309.12786e-1 0.81 0.7133 7373 2.98 22.3
31.589 - 42.03296 6.99631e-1 0.72 0.9233 6484 4.00 17.1

Faixa dinamica (Intervalo dindmico)

“Segundo a ITUPAC, a faixa dindmica tem como limite inferior o limite de quantificagdo
(LQ)”. O limite superior pode ser obtido removendo-se os pontos superiores até que o
coeficiente de determinacdo (r’) apresente um valor satisfatério (0,98, por exemplo)

(Langas, 2004).
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Para a determinacdo do intervalo de aplicacdo, solu¢des-padrao da mistura de acidos foram
preparadas em diferentes concentragdes, partindo do limite de quantificagdo. As

concentragdes foram 12,5; 25; 50; 100; 200; 400; 700; 1000; 1500 e 2000mg/L.

A Figura A.1 revela que a partir de 1000mg/L, os coeficientes de determinagdo apresentam
valores muito ruins (em torno de 0,5) e que perde-se completamente a linearidade. A
primeira coluna da Figura A.l contém os graficos incluindo os resultados para as
concentragdes de 1500 e 2000mg/L. A segunda coluna apresenta os graficos dos mesmos

compostos, considerando a faixa dinamica de 25 a 1000mg/L, que foi adotada como valida.

Formico y =1,1904x + 265,73 Férmico y =3,0075x + 13,931
2 2 _
(a) R"=0,5401 R"=0,9993
3500,00 3500,00
3000,00 . 3000,00 .
o 2500,00 g 250000 /
3
S &
S 2000,00 o > 2000,00
S 5
g <
2 1500,00 . 2 1500,00
g s o g
£ 1000,00 £ 1000,00
500,00 /‘,’ 500,00
0,00 0,00
0 500 1000 1500 2000 2500 0 200 400 600 800g- 1000 1200
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Acetion y= 02,7906x +160,93 Acético y = 1,993x - 5,6701
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§ 8
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y =2,369x + 5,622
R?=0,9976

y =0,9506x + 202,03
R?=0,5503

Isobutirico

Isobutirico
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Figura A.1 — Ajustes para a determinagdo da faixa de aplicagdo para os AGVs (a) formico;

(b) acético; (c) propiodnico; (d) isobutirico; (e) butirico; (f) isovalérico; (g) valérico.

Linearidade

“A linearidade ¢ a resposta obtida em fun¢do da concentracdo do analito, a qual deve ser
estudada em um intervalo de concentragdo apropriado. Na pratica, a linearidade ¢

determinada por intermédio de graficos de calibragdo, seguidos de um tratamento
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estatistico, o qual deve envolver, no minimo, a equacao da fun¢ao, a analise da regressao e

os dados de correlagdao” (Langas, 2004).

Os dados para a determinagdo da linearidade foram obtidos a partir das mesmas amostras
injetadas para determinar a precisdo, em sete replicatas por concentracdo. As
concentragdes foram de 12,5; 25; 50; 100; 200 e 400mg/L da mistura de acidos, atendendo
a demanda minima recomendada de 5 pontos para a curva analitica. As respostas obtidas
foram plotadas em fun¢do da concentragdo dos padrdes, conforme mostram as Figuras A.2,
A3, A4, A5, A6, A7 e A.8. Em seguida, foi feita andlise de regressdo por minimos
quadrados e as equacdes das retas foram registradas em cada grafico. A correlagao foi
obtida por meio do coeficiente de determinagio r’. Registrou-se, pois, a linearidade do

método para a faixa de concentragdo comumente usada (de 12,5 a 400mg/L).

y =3,0334x + 11,163

Férmico
R? =0,9986

1400,00

1200,00 -

1000,00

800,00 -

600,00

Intensidade Pico

400,00

200,00 H

0,00

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Conc (mg/L)

Figura A.2 — Linearidade e analise de regressao para o acido formico.
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Acético y =1,8928x +4,9011
R?=0,9974

900,00
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o

50 100 150 200 250 300 350 400 450
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Figura A.3 — Linearidade e analise de regressao para o acido acético.

y =1,7584x +5,9292

Propidnico
R? =0,9967
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Figura A.4 — Linearidade e analise de regressdo para o acido propionico.
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Isobutirico y = 2,2068x + 13,187
R? =0,9958
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0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
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Figura A.5 — Linearidade e analise de regressdo para o acido isobutirico.

Butirico
y =1,717x + 3,865

R?=0,9952
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Figura A.6 — Linearidade e analise de regressao para o acido butirico.
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Isovalérico y =1,7675x - 0,2247
R? =0,0934
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o
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Figura A.7 — Linearidade e analise de regressdo para o acido isovalérico.

Valérico

y = 1,4942x + 4,2345
700,00 R? =0,9962
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Figura A.8 — Linearidade e analise de regressao para o acido valérico.

Precisdo (Repetibilidade)

A avaliacdo da precisdo do método foi obtida com base na repetibilidade. “A repetibilidade
expressa a fidelidade obtida nas mesmas condigdes operacionais (mesmo analista, mesmo
equipamento, etc) aplicadas em um curto intervalo de tempo. A repetibilidade da area de
um pico cromatografico ¢ importante por ser o parametro utilizado na quantificagdo do

composto de interesse” (Lancas, 2004).
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Solugdes-padrao foram preparadas pelo mesmo analista para a concentracdo de 200mg/L
(concentracdo intermedidria da curva analitica), em sete replicatas e foram analisadas
cromatograficamente, em seqiiéncia, no mesmo equipamento, com o mesmo eluente e
usando as mesmas condigdes operacionais. As médias e os desvios-padrao foram obtidos
com vistas a se determinar a precisdo a partir do coeficiente de variagdo (CV), conforme a
Equagdo A.1:
CV =DP/CMP x 100

(Eq. A1)
onde:
DP = desvio padrao;

CMD = concentragdo média determinada

Os valores de precisdao obtidos com o calculo de CV estdo expressos na Tabela A.2 e
foram confirmados pelo software Validate®, da Croma. Valores de CV de até 20% sio

aceitos pelo INMETRO (2003); portanto, pode-se afirmar que o método ¢ preciso.

Tabela A.2 — Dados de areas de picos para a concentragdo de 200mg/L da mistura de

AGVs para a avaliagdo da precisdo do método.

Con(ﬁ]ag/t[?gao Formico Acético Propidnico Isobutirico Butirico Isovalérico Valérico
200 617,16 378,12 354,19 452,32 329,18 341,08 302,07
200 618,82 378,76 351,56 451,13 329,56 343,06 295,57
200 613,37 375,59 350,74 452,72 329,27 337,11 298,21
200 625,80 385,51 355,81 456,45 331,33 352,65 299,77
200 616,94 374,00 349,25 453,76 331,00 343,26 297,11
200 627,55 389,95 358,84 461,63 339,23 351,47 305,69
200 626,00 379,56 354,52 455,96 331,36 347,98 294,32
DP 5,55 5,62 3,29 3,55 3,51 5,68 3,93
MEDIA 620,81 380,21 353,56 454,85 331,56 345,23 298,96
CVv 0,89%  1,48% 0,93% 0,78%  1,06% 1,64% 1,31%
Sensibilidade

“A sensibilidade de um método indica sua capacidade de discriminar, com uma fidelidade

estabelecida, concentragdes proximas de um analito. A sensibilidade pode ser determinada
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por intermédio da inclinagdo do grafico de calibracdo.” Quanto maior o coeficiente

angular, mais sensivel ¢ o método (Langas, 2004).

Para cada curva analitica construida (Figuras A.2 a A.8) foi avaliado o coeficiente angular
obtido a partir da analise regressao. Desta forma, foi possivel comparar a sensibilidade do
método para cada acido orgénico. A Tabela A.3 sistematiza a informag¢@o dos coeficientes
angulares, em ordem crescente. Portanto, o método empregado ¢ mais sensivel para o acido

férmico e bem menos sensivel para o acido valérico.

Tabela A.3 — Valores dos coeficientes angulares, em ordem crescente, para os AGVs,

revelando a sensibilidade de cada acido.

Acido Coeficiente angular
Valérico 1,49
Butirico 1,72
Propidnico 1,76
Isovalérico 1,77
Acético 1,89
Isobutirico 2,30
Formico 3,03

Seletividade

“A seletividade de um método instrumental de separacdo ¢ a capacidade de avaliar, de
forma inequivoca, as substiancias em exame na presenga de componentes que podem
interferir com a sua determinacao em uma amostra complexa. O método de adi¢ao padrao
também pode ser aplicado para os estudos de seletividade, porém este método ¢ utilizado
quando ndo ¢ possivel obter a matriz isenta da substancia de interesse.” (Ribani et al.,

2004).

Este método foi o escolhido para avaliagdo da seletividade, uma vez que ¢ praticamente
impossivel obter a matriz dos efluentes anaerdbios isenta dos 4cidos organicos. Foi feita

uma curva analitica com a adicdo dos padrdes da mistura de acidos em diferentes
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concentragdes em amostras reais de efluente anaerobio. Esta curva foi comparada a curva
analitica obtida para os padrdes isentos da matriz. Comparam-se, pois, as duas curvas e,
caso elas sejam paralelas, pode-se dizer que o método ¢ seletivo (ndo ha interferéncia da
matriz na determinag@o da substancia de interesse). Portanto, avaliando-se as Figuras A.9 a
A.15, o método parece satisfatoriamente seletivo para todos os acidos, a exce¢ao do acido
isobutirico, em que o efeito da matriz parece mais pronunciado (ajustes ndo paralelos,
coeficientes angulares distintos na presenga e na auséncia da matriz — 0,6849 versus

0,7934, respectivamente).

Férmico
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o 700,00
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c ,00 a matriz
3 A
£ 300,00 - 7 A Isento matriz

7 . .
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7 ( y =0,8868x + 4,07@ ) (N ) )
100,00 { g L R? = 0,981 ‘ — — Linear (Isento matriz)
0,00 L& : : : : :
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Figura A.9 — Seletividade e analise de regressdo para o acido formico.
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Figura A.10 — Seletividade e analise de regressdo para o acido acético.
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Figura A.11 — Seletividade ¢ analise de regressdo para o acido propionico.

Isobutirico
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Figura A.12 — Seletividade ¢ analise de regressdo para o acido isobutirico.
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Figura A.13 — Seletividade ¢ analise de regressdo para o acido butirico.

Isovalérico
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Figura A.14 — Seletividade e analise de regressao para o acido isovalérico.
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Figura A.15 — Seletividade ¢ analise de regressao para o acido valérico.

Exatidao (Fortificago)

A exatidao “representa o grau de concordancia entre os resultados individuais encontrados
em um determinado ensaio ¢ um valor de referéncia aceito como verdadeiro. Os processos
mais utilizados para avaliar a exatidio de um método sdo: materiais de referéncia,
comparagdo de métodos, ensaios de recuperacdo, adi¢do padrdo. Este ultimo método ¢
usado quando for dificil ou impossivel preparar um branco da matriz sem a substancia de
interesse” (Ribani et al., 2004). Este foi o caso adotado para avaliagdo da exatiddo neste
estudo, uma vez que ¢ praticamente impossivel obter a matriz dos efluentes anaerdbios

isenta dos acidos organicos.

Foram preparadas solugdes-padrao de 100, 200, 500 e 1000mg/LL da mistura de acidos
(formico, acético, propidnico, butirico, isobutirico, valérico e isovalérico). Amostras de
efluentes anaerdbios foram coletadas e fortificadas em 50% com adi¢do dos padrdes. Para
cada concentragdo adotada, trés ensaios foram conduzidos (ensaios em triplicata), de modo
que, ao final, 12 amostras foram obtidas. Em seguida, todos os procedimentos adotados

para a preparacdo da amostra anteriores ao encaminhamento a andlise cromatografica
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foram seguidos: centrifugacao, filtragao do sobrenadante através de membranas de 0,45um

e alocagdo em vials. As amostras foram injetadas para analise cromatografica.

Para o calculo da exatiddo, duas informagdes sdo necessarias: o valor real (aquele tido
como verdadeiro; neste caso, corresponde a concentracdo do padrdo preparado para a
fortificacdo da matriz) e o valor obtido (que ¢ aquela concentracdo obtida pela curva
analitica a partir da resposta intensidade do pico). Contudo, apds a obtengao das respostas,
foi necessario determinar a concentracdo de cada acido na matriz original, uma vez que
esta ndo era isenta dos analitos. Para tal, foi feita uma curva analitica com adi¢do de padrao
nas concentragdes de 25, 50, 100, 200, 500 e 1000mg/L, ensaios em triplicata. Por meio da
extrapolagdo da curva, a intercessdo com o eixo X proveu a informacgdo, anteriormente
desconhecida, quanto a concentracdo de cada &cido presente na matriz original (Ribani et
al., 2004). Este valor foi deduzido da concentragdo total, proveniente de uma curva
analitica dos padrdes isentos da matriz (calibracdo externa) usando as respostas da matriz
fortificada e a diferenca foi utilizada como valor obtido. Segundo Langas (2004), a

exatiddo pode ser determinada pela expressdo dada na Equacao A.2:

Exatiddo = [1-(Vr-Vd)/Vr] x 100
(Eq. A2)
Onde:
Vr = valor real, aquele tido como verdadeiro

Vd = valor desejado, ou obtido pela curva analitica

A média da triplicata dos valores obtidos e dos verdadeiros foram inseridos no software
Validate®, da Croma, para o calculo da exatiddo do método. As Figuras A.16 a A.22
mostram os relatorios gerados pelo software, com os resultados de exatiddo. O método se
mostra exato para todos os 4cidos, uma vez que a porcentagem média de exatiddo obtida
ficou compreendida entre 85 e 104% (segundo Langas (2004), a faixa média aceitavel para

avaliacao de exatiddo por ensaios de recuperacao, por exemplo, fica entre 70 ¢ 120%).

133



Relatorio de Validacao
Validacdo da Metodologia para Analise de Acidos Graxos Volateis
Patricia da Luz Mesquita
UFOP

Analitos de Interesse:  Acido Farmico

2. Exatidao

Valores para o Calculo da Exatidao {mg/L)

Primeiro Yalor | Segundo Yalor | Terceiro Yalor | Quarto Valor
Concentracio
Verdadeira 00 200 500 000
Concentragéo
Obtida 87,9 185,22 476,72 963,54

9518777 %

Resultado da Exatidéao

Figura A.16 — Resultado da exatidao do método de analise de AGVs para o acido férmico.

Relatodrio de Validacao
Validacdo da Metodologia de Analise de Acidos Graxos Volateis
Patricia da Luz Mesquita
UFOP

Analitos de Interesse:  Acido Acético

2. Exatidao
Valores para o Calculo da Exatidao (mg/L)
Primeiro Yalor | Segundo Valor | Terceiro Valor | Quarto Valor
e es 100 200 500 1000
CEmEENImEED 75,18 162 69 494,04 94279

Resultado da

Exatidao

93,03944 %

Figura A.17 — Resultado da exatiddo do método de analise de AGVs para o acido acético.
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Relatério de Validacao
Validacdo da Metodolgia de Analise de Acidos Graxos Voltateis

Patricia da Luz Mesquita
UFOP

Analitos de Interesse: Acido Propidnico

2. Exatidao
Valores para o Calculo da Exatidao (mg/L)
Primeiro Valor | Segundo Yalor | Terceiro Yalor | Quarto Yalor
e e 100 200 500 1000
CeEEGED 87,18 167,17 495,58 963,52
Resultado da Exatidéo 95.20834 %

Figura A.18 — Resultado da exatiddo do método de analise de AGVs para o acido

propidnico.

Relatorio de Validacao
Validacdao da Metodolgia de Analise de Acidos Graxos Volateis

Patricia da Luz Mesquita
UFOP

Analitos de Interesse:  Acido Isobutirico

2. Exatidao
Valores para o Calculo da Exatidao (mg/L)
Primeiro Yalor | Segundo Yalor | Terceiro Valor | Quarto Yalor
Cﬁ,’;‘ig;‘éiﬁ? 100 200 500 1000
C”"g“;‘]’;i‘[’;?fﬁ” 86, 76 149,2 453,12 848,51
Resultado da Exatidao 85,38834 %

Figura A.19 — Resultado da exatidio do método de analise de AGVs para o acido

isobutirico.
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Relatério de Validacao
Validacdo da Metodolgia de Analise de Acidos Graxos Volateis
Patricia da Luz Mesquita
UFOP

Analitos de Interesse:

Acido Butirico

2. Exatidao

Valores para o Calculo da Exatiddo (mg/L)

Primeiro Valor | Sequndo Yalor | Terceiro Valor | Quarto Valor
Concentracio
Verdadeira 100 200 500 100a
Concentrag&o
Obtida 82,67 159,14 507,55 943 53

94,26834 %

Resultado da Exatidao

Figura A.20 — Resultado da exatiddo do método de analise de AGVs para o acido butirico.

Relatorio de Validacao
Validacdo da Metodolgia de Analise de Acidos Graxos Volateis
Patricia da Luz Mescquita
UFOP

Analitos de Interesse:  Acido lsovalérico

2. Exatidao
Valores para o Calculo da Exatidao (mg/ilL)
Primeiro Yalor | Sequndo Valor | Terceiro Valor | Quarto Valor
Crmeie g 100 200 500 1000
Conceniragio 98,22 196,23 544,97 1034 82

Resultado da

Exatidao

104,2355 %

Figura A.21- Resultado da exatiddo do método de analise de AGVs para o acido

isovalérico.
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Relatoério de Validacao

Validacdo da Metodolgia de Analise de Acidos Graxos Volateis

Patricia da Luz Mesquita
UFOP

Analitos de Interesse:

Acido Valérico

2. Exatidao

Valores para o Calculo da Exatidao (mg/L)

Primeiro Yalor

Segundo Valor

Terceiro Yalor

Quarto Valor

Concentracio
Verdadeira 700 200 500 000

Concentracio
Obtida 101,82 181,79 495,25 968,93

Resultado da Exatidao

97,09945 %

Figura A.22 — Resultado da exatiddo do método de analise de AGVs para o acido valérico.
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