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RESUMO

ALTERO, H. R. Remocéo de bifenilas policloradas em reator. 2011. Trabalho de
Graduacao — Escola de Engenharia de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, Séo
Carlos, 2011.

O presente projeto teve como objetivo avaliar o potencial de remocao de bifenilas
policloradas (PCBs) em reator anaerdbio horizontal de leito fixo (RAHLF). Bifenilas
policloradas sédo compostos que foram amplamente utilizados como fluidos isolantes
em material elétrico, sobretudo em transformadores e capacitores, durante boa parte
do século passado. Tais compostos sdo extremamente tOxicos e persistentes no
meio, representando seério risco de contaminacdo e a saude humana. O
desempenho do RAHLF na remocdo de PCBs foi testado sob condi¢éo
metanogénica. Inicialmente foram realizados ensaios em reatores operados em
batelada com espuma de poliuretano, alimentados com meio de cultura, ascarel
(Askarel®) e co-substrato para avaliar o potencial metanogénico e definir o melhor
solvente para solubilizagdo do ascarel no RAHLF. Dentre os solventes testados,
verificou-se que o melhor foi o Triton X-100 (10%). A velocidade maxima de
producdo de metano foi de 3,82x10° pmol metano/mL.g STV referente ao reator
alimentado com acido férmico (600 mg/L), tal velocidade foi obtida com 30 horas de
operacdo. O reator anaerdbio foi operado de forma continua com ascarel por 246
dias. Durante esse periodo foram realizadas analises fisico-quimicas,
cromatograficas e de microbiologia. Ao longo da operacéo constatou-se variagao na
coloragéo do biofilme no leito do reator. A eficiéncia de remog¢édo de matéria organica
foi de 96% para concentragao afluente de 2083 + 476mg/L para a fase de adaptacéo
e 90% com concentracao afluente de 1616 + 292mg/L durante a fase com adi¢cédo de
ascarel. Por meio das analises microscopicas verificou-se variagdo longitudinal e
temporal na composi¢cdo da comunidade microbiana no reator, com producdo de
biopolimero extracelular e presenca de micro bolhas de 6leo aderidas a parede do
suporte; além da presenca de morfologias semelhantes a Methanosaeta,
Methanosarcina, bacilos fluorescentes e espiroquetta.

Palavras chave: ascarel, PCBs, descloragdo, RAHLF, biorremediagéo, biofilime.






ABSTRACT

ALTERO, H. R. Removal of polychlorinated biphenyls in anaerobic reactor.
2011. Graduation Work — Escola de Engenharia de Sao Carlos, Universidade de Sao
Paulo, Sao Carlos, 2011.

This project aimed to assess the potential removal of polychlorinated biphenyls
(PCBs) in a bench-scale horizontal-flow anaerobic immobilized biomass (HAIB)
reactor. Polychlorinated biphenyls are compounds that have been widely used as
insulating fluids in electrical equipment, especially transformers and capacitors, for
much of the last century. Such compounds are extremely toxic and persistent in the
environment representing serious risk of contamination and human health. The
performance of HAIB reactor in the removal of PCBs was tested under methanogenic
condition, tests were conducted initially in batch reactors with polyurethane foam as
support material, fed with culture medium, Askarel® and co-substrate to evaluate the
methanogenic potential and define the best solvent for the solubilization of
Polychlorinated Biphenyls in the reactor. It was found that the best solvent was Triton
X-100 (10%). The maximum methane production obtained was 3,82 x10° mol
methane / mL.g TVS for the reactor fed with formic acid (600 mg/L), this speed was
achieved with 30 hours of operation. The anaerobic reactor was operated
continuously with Askarel® for 246 days. During this period different physical and
chemical analysis were carried out, in addition to other chromatographic and
microbiological analysis. Throughout the operation there was change in color from
the bed biofilm reactor. The removal efficiency of organic matter was 96% for influent
concentration of 2083 + 476 mg/L during the adaptation phase and 90% with influent
concentration of 1616 + 292 mg/L during the phase with the addition of
Polychlorinated Biphenyls. Through microscopic analysis it was observed longitudinal
and temporal variation in microbial community in the bioreactor, with production of
extracellular polymer and the presence of micro bubbles of oil adhered to the wall of
the foam, besides the presence of morphologies similar to Methanosaeta,

Methanosarcina, fluorescent bacilli and Spirochaetes.

Keywords: Polychlorinated Biphenyls, PCBs, dechlorination, HAIB,

bioremediation, biofilm.
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1. INTRODUCAO

O avanco tecnoldgico alcangado nos ultimos dois séculos foi acompanhado
nao somente pela significativa melhora na qualidade de vida das pessoas, como por
crescentes problemas ambientais. Os residuos produzidos por nossa sociedade
demandam por solugbes de tratamento e disposicdo para evitar a contaminacao
ambiental.

Em 2004, doze compostos organicos foram listados como Poluentes
Organicos Persistentes (POPs), pela Convencdo de Estocolmo sobre Poluentes
Organicos Persistentes, inserida no Programa Ambiental das Nac¢des Unidas (UNEP
- em portugués PNUMA). Dentre esses compostos, estdo incluidos PCBs, nove
pesticidas organoclorados (aldrin, clordano, diclorodifeniltricloretano (DDT), dieldrin,
endrin, mirex, heptacloro, hexaclorobenzeno e toxafeno), além de dioxinas e
furanos. Embora o uso desses POPs, em todo o mundo, tenha sido restringido
devido a sua toxicidade e persisténcia, ainda podem ser encontrados como
contaminantes no ambiente natural devido ao seu uso e continuam a representar
ameaca para a saude humana.

Este trabalho aborda a problematica dos PCBs (bifenilas policloradas), que
foram utilizados em diferentes equipamentos, em especial 0s equipamentos
elétricos, dada as suas boas propriedades dielétricas. Todavia, representam enorme
perigo, pois existem poucos métodos eficazes para sua descontaminagdo e
disposigéo.

PCBs sao compostos de origem antropogénica, sintetizados pela primeira vez
na Alemanha, no final do século XIX, atingindo a produ¢do em escala industrial, em

1929, pela Monsanto nos EUA (TANABE, 1988).
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As misturas comerciais de PCBs foram vendidas sob diferentes marcas, no
Brasil sdo conhecidas como ascarel (Askarel®), um 6leo, cuja composicao
predominante apresenta 50% a 70% de PCBs e 30 a 50% de triclorobenzenos
(TCBs) (ABRAMOWICZ, 1990; BORJA et al., 2005; TIEDJE et al., 1993).

No Brasil, ndo se tem registro de producdo de PCBs, sendo esses produtos
importados dos EUA e Alemanha. A quantidade importada, no entanto, é
desconhecida. Estimativas indicam que cerca de 68 mil toneladas tenham entrado
no pais, sendo que a maior parte encontra-se em uso ou aguardando destinacéo
adequada (UNEP, 2006).

As restricbes para o uso de desses compostos no Brasil foram introduzidas
primeiramente pela Portaria Interministerial 19, de 29 de janeiro de 1981, que proibe
a producdo, comercializacdo e utilizacdo de PCBs em todo territério nacional,
determinando ainda cuidados na destinacdo de equipamentos e residuos
contaminados. A Portaria permite, entretanto, que equipamentos contendo PCBs
continuem em operacao até sua substituicao.

Apesar das restricdes em sua utilizacdo, a contaminacdo ambiental por PCBs
continua a acontecer, seja por vazamentos, descartes clandestinos ou acidentes.
Uma vez no meio, a contaminagcdo dos seres vivos é inevitavel, sendo agravada
pelos mecanismos de bioacumulag&o na cadeia trofica (FIEDLER et al., 1994).

Os processos de tratamento para 0os compostos que contéem PCBs sao
poucos e em sua maioria apresentam complicacdes e custos elevados, que
inviabilizam sua aplicacdo. A principal técnica utilizada no tratamento de oleos e
equipamentos contaminados por PCBs no Brasil é a incineracdo, que apresenta
alguns inconvenientes, tais como: riscos no processo de preparacao dos materiais a

serem incinerados; desperdicio de material e energia, inutilizando residuos que
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poderiam ser reciclados; necessidade de um aterro Classe | para dispor as cinzas
geradas; geracdo de efluentes liquidos e gasosos, principalmente dioxinas e
furanos. A descontaminacdo a vacuo em autoclaves tem sido uma alternativa,
entretanto, o residuo extraido ainda demanda incineracdo, levando aos mesmos
problemas supracitados.

A utilizacdo de processos biotecnolégicos para descloracdo de PCBs tem se
mostrado como alternativa viavel para o tratamento desses residuos. A degradacéo
aerobia ocorre principalmente em isémeros com baixo grau de cloracdo, enquanto a
descloracédo anaerdbia remove cloro de PCBs altamente clorados, sendo esta mais
efetiva (ABRAMOWICZ, 1993), podendo resultar particularmente na remocédo dos
cloros nas posi¢cdes meta e para, reduzindo assim, sua toxicidade (MOHN; TIEDJE,
1992).

O reator anaerobio horizontal de leito fixo (RAHLF) vem sendo utilizado com
sucesso na degradacdo de compostos toxicos, como fenol, BTEX e Aldicarbe. O
potencial de degradacéo de toxicos apresentado pelo reator o enquadra como 6tima
opcao para a biorremediagéo de bifenilas policloradas.

A partir das consideracdes apresentadas, pretendeu-se, nesse projeto de
pesquisa, avaliar a remocao de bifenilas policloradas, contidas no ascarel, em reator

anaerobio horizontal de leito fixo (RAHLF).

2. OBJETIVOS

e Avaliar o potencial de producdo de metano em reatores operados em

batelada, com material suporte, na remocéao de ascarel;
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e Determinar o melhor solvente para o ascarel em ensaios em reator
operado em batelada;

e Avaliar a remocgdo de matéria organica e bifenilas policloradas em reator
anaerobio horizontal de leito fixo;

e Caracterizar por meio de exames microscopicos a comunidade

microbiana.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. BIFENILAS POLICLORADAS E ASCAREL

3.1.1. ESTRUTURA QUIMICA

Bifenilas Policloradas pertencem a classe dos hidrocarbonetos aromaticos
clorados. Sua estrutura quimica é composta por dois anéis de benzeno unidos por
uma ligacdo simples entre atomos de carbono e até 10 &tomos de cloros (Figura
3.1). A obtencéo destes compostos ocorre a partir da cloracéo catalitica de bifenilas
na presenca de um catalisador adequado, em geral cloreto férrico, e de cloro. O grau
de cloracéo depende das condi¢cbes da reacéo, tempo de exposicdo e quantidade de

cloro presente, variando entre 20 a 70% de cloracdo (WHO, 1993).
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Figura 3.1 — Estrutura molecular dos PCBs
Adaptado de: Wiegel e Wu (2000)
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As diferentes combinacfes possiveis para a ligacdo dos atomos de cloro

resultam no total, tedrico, de 209 diferentes estruturas denominadas de congéneres,

sendo que destes, cerca de 130 estdo presentes nas misturas comerciais
(PENTEADO; VAZ, 2001). Resumo das caracteristicas dos PCBs de acordo com a
férmula molecular e a quantidade de cloro esta delineado na

Tabela 3.1.

Tabela 3.1 — Caracteristicas dos PCBs

NUumero
Massa NUmero de
Férmula Nome de Ne Cloro
Molecular Isbmeros
Molecular Isbmeros IUPAC (g/mol) (%) dentificad
T mo identificados
Clorobifenila pOSSI’VGiS g
C12HoCl Mono 3 1-3 188,65 18,79 3
C12HsCl» Di 12 4-15 233,10 31,77 12
C1oH-Cl3 Tri 24 16-39 257,54 41,30 23
C12HsCl4 Tetra 42 40-81 291,99 48,65 41
C12HsCls Penta 46 82-127 326,43 54,30 39
C1oH4Clg Hexa 42 128-169 360,88 58,93 31
C12H3Cl4 Hepta 24 170-193 395,32 62,77 18
Formula Nome Numero No° Massa Cloro Numero de




30

Molecular de IUPAC  Molecular (%) Isbmeros
Isdmeros (g/mol) identificados
possiveis

C12H.Clg Octa 12 194-205 429,77 65,98 11
C12HClg Nona 3 206-208 464,21 68,73 3
C12C|10 Deca 1 209 498,66 71,10 1

Fonte: Fiedler (1997)

3.1.2. PRODUCAO E UTILIZACAO

Os compostos contendo PCBs foram comercializados mundialmente sob
diferentes marcas, Clophen (Bayer, Alemanha), Aroclor (Monsanto, EUA), Kanechlor
(Kanegafuchi, Japéo), Santotherm (Mitsubishi, Jap&o), Phenoclor e Pyralene
(Prodolec, Franca), Fenchlor (ltalia), e Sovol (Russia). A principal produtora foi a
americana Monsanto, com aproximadamente 98% da producdo mundial de PCBs
(BREIVIK et al., 2002; FIEDLER, 1997; WHO 1993).

A composicdo e grau de cloracdo de algumas das principais misturas de
PCBs vendidas comercialmente estdo apresentadas na Tabela 3.2. Segundo Fiedler
(1997), diferentes misturas de Aroclor’ foram utilizadas em diferentes épocas,
levando a variacfes no tipo de exposi¢cdo humana ao longo do tempo e distribuicéo

geografica.

Tabela 3.2 — Composicéo e grau de cloracao de misturas de PCBs

Porcentagem de congéneres com o numero indicado

! Aroclor® é a marca comercial das misturas fabricadas e vendidas pela Monsanto
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de atomos de cloro

NUmero de Atomos de Cloro

Aroclor

Aroclor 1232

Aroclor 1016

Aroclor 1242

Aroclor 1248

Aroclor 1254

Aroclor 1260

Cloracéao .

(%)

32 26% 29%
41 2% 19%
42 3% 13%
48 0% 2%
54 0% 0%
60

24%

57%

28%

18%

0%

4

14%

22%

30%

40%

11%

22%

36%

49%

12%

4%

4%

34% 6%

38% 41% 8% 1%

Adaptado de: Fiedler (1997)

Segundo Breivik et al. (2002) a producédo acumulada de bifenilas policloradas,

no mundo, foi de aproximadamente 1,3 milh6es de toneladas entre 1930 e 1993.

Entretanto, essa quantia pode ser ainda maior, uma vez que, instalacdes situadas na

Alemanha Oriental, Poldénia e Austria produziram PCBs em quantidades n&o

conhecidas.

apresentada na Figura 3.2.

Estimativa de consumo acumulado por regido geografica esta
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Figura 3.2 — Estimativa do consumo acumulado de PCBs por regido geogréfica (em
toneladas).
Fonte: Breivik et al. (2002)

Estimativas apontam que mais da metade do total produzido de bifenilas
policloradas esteja agora em aterros ou lixdes, grande parte do restante entrou no
ambiente pela eliminacdo de efluentes industriais em rios e 4guas costeiras, por
vazamento de sistemas ou acidentes, ou por volatilizacdo para a atmosfera
proveniente da incineragcdo de materiais contendo PCBs. Acredita-se que pequena

parcela ainda esteja em uso (WHO, 1976).

3.1.3. PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS

Os fatores fundamentais envolvidos na ampla disseminacdo de PCBs foram
suas propriedades fisico-quimicas, tais como, alta constante dielétrica, elevada

estabilidade térmica e quimica, baixa pressao de vapor, alta condutividade térmica e
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alta solubilidade em meios hidrofébicos (Tabela 3.3) (FIEDLER, 1997; PENTEADO;

VAZ, 2001).

Tabela 3.3 — Propriedades fisico-quimicas de alguns PCBs

. Pressao _ Ponto de

Solubilidade Densidade o

] de Vapor o Ebulicéo a
Aroclor em aguaa a 25°C Aparéncia
25°C (ML) a 25°C (glem?) 750 torr
°C (m cm

J (torr) J (°C)
1016 0,42 4,0x 10" 1,33 Oleo claro 325-356
1221 0,59 6,7 x 107 1,15 Oleo claro 275-320
1232 0,45 41x10% 1,24 Oleo claro 290-325
1242 0,24 4,1x107 1,35 Oleo claro 325-366
1248 0,054 4,9 x10° 1,41 Oleo claro 340-375

Oleo viscoso
1254 0,021 7,7 x 107 1,5 365-390
amarelo claro
Resina

1260 0,0027 4,0 x 10° 1,58 viscosa 385

amarelo clara

Fonte: WHO (1987)

As propriedades fisico-quimicas dos PCBs permitiram sua utilizacdo em
diversas aplicagbes comerciais, tendo sido utilizados em sistemas de transferéncia
de calor, como 6leos de corte, fluidos dielétricos em transformadores e capacitores,
fluidos hidraulicos, 6leos lubrificantes, plastificante para borracha, plastificante para
resinas sintéticas, papéis autocopiativos sem carbono, adesivos, tintas, tintas de

impressao, selantes e pesticidas. (OSPAR, 2001; WHO, 1976).
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3.2. AMBIENTE

3.2.1. OCORRENCIA NO AMBIENTE

Durante o periodo em que os PCBs foram fabricados, entre 1929 e 1977, o
principal mecanismo de entrada no meio ambiente era através de residuos
contaminados gerados em seu préoprio processo produtivo. Tais residuos foram
dispostos em aterros ou lixdes, gerando grande passivo ambiental. PCBs também
entraram no ambiente através de derrames acidentais e vazamentos durante o
transporte de produtos quimicos, ou de vazamentos ou incéndios em
transformadores, capacitores ou outros produtos que continham tais compostos
(ATSDR, 2000).

Atualmente, com a producdo de PCBs banida em grande parte dos paises e a
sua utilizacdo controlada, a contaminacdo ambiental por bifenilas policloradas
passou a ser restrita a depdsitos ndo preparados para lidar com tais compostos,
acidentes e vazamentos em equipamentos contaminados, ou pela incineracdo de
residuos contaminados (ATSDR, 2000).

A estabilidade quimica e estrutural das moléculas de PCBs foi o principal fator
responsavel pelo sucesso tecnolégico dessas substancias, de maneira analoga, tal
caracteristica confere aos PCBs estabilidade ante a degradacdo no meio,
especialmente para os congéneres altamente clorados, que além de persistirem no
meio, podem se acumular na cadeia tréfica. (ATSDR, 2000; WHO, 2003).

Uma vez no solo e em aguas superficiais as moléculas de bifenilas
policloradas entram na atmosfera pela volatilizagdo. Na atmosfera estardao presentes

tanto na fase vapor quanto adsorvida no material particulado. A migracdo de PCBs
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na atmosfera ocorre por meio de ciclos de volatilizacdo, condensacédo e deposicao,
sendo levados na atmosfera de areas de baixa e média latitude em direcéo a areas
de alta latitude, formando gradiente translatitudinal conhecido por “efeito de
destilagcao global” (ATSDR, 2000).

No solo, o transporte para o lencol freatico é limitado pela estabilidade da
ligacdo entre esses compostos e a matriz do solo (WHO, 2003). A mobilidade das
moléculas de PCBs esta diretamente relacionada com a quantidade de cloro
presente, quanto menos clorada for a molécula, maior serd sua mobilidade (ATSDR,

2000; WHO, 1993).

3.2.2. TOXICOLOGIA

Estudos realizados pela agéncia de protecdo ambiental americana (EPA) e
outras entidades e 6rgdos internacionais evidenciaram que PCBs séo
carcinogénicos para animais. Entretanto, ndo ha informacdes conclusivas sobre tais
efeitos em humanos (ROSS, 2004).

As informacgbes sobre efeitos adversos a saude humana causados por PCBs
foram obtidas a partir de estudos com pessoas expostas no local de trabalho, em
acidentes ocorridos em 1968 e 1979, no Japao e Taiwan, nas cidades de Yusho e
Yu-Cheng, respectivamente, devido ao consumo de alimentos, especialmente
peixes, contaminados. Os principais efeitos sobre a saude que tém sido associados
com a exposi¢cdo a PCBs em humanos ou animais incluem problemas na tireoide,
figado, alteracbes dérmica e ocular, alteracdes imunoldgicas, alteracdes no
desenvolvimento neuroldgico, baixo peso ao nascer, toxicidade reprodutiva e cancer

(ATSDR, 2000).
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Segundo Nagpal (1992), devido a baixa solubilidade de PCBs em agua, 0s
efeitos toxicos sub-letais e crénicos tém maior probabilidade de ocorrer do que
efeitos agudos e letais. Crescimento, mutacéo, e reproducéo sao funcdes primarias
gue foram afetadas pela exposicao de organismos aquaticos a PCBs.

A toxicidade dos PCBs depende diretamente da conformacédo espacial da
molécula, apresentando, assim, grande variacdo de efeitos, desde toxicidade baixa
até alta, com similaridade a toxicologia da tetraclorodibenzodioxina (TCDD), que é
considerada como padrao de referéncia toxicolégica (PENTEADO; VAZ, 2001).

De acordo com estudos realizados pela Monsanto, a LDsy de efeito agudo
(dose letal para 50% da populacdo testada) para ratos (via oral) variou de 1 a
11g/kg, entre as misturas de PCBs. Os efeitos de misturas de PCB em
microrganismos sdo altamente variaveis, com algumas espécies afetadas com 0,1
mg/L e outras com 100 mg/L. Efeitos sobre espécies diferentes ndo variam
consistentemente com o grau de cloracdo das misturas, ou condicdo ambiental e

toxicidade, mesmo para organismos estreitamente relacionados (WHO, 1993).

3.3. TECNOLOGIAS EMPREGADAS NA DEGRADACAO E

DESCONTAMINACAO DE PCBS

A destruicdo de bifenilas policloradas exige o rompimento das ligacdes
moleculares obtidas por meio da adicdo de energia térmica ou quimica (UNEP,
2004). Devido a sua alta estabilidade molecular, os PCBs apresentam certa
resisténcia a processos de degradacdo, exigindo métodos especificos de
descontaminacdo. A degradagcdo por processos naturais € também um importante

mecanismo na descontaminacdo de PCBs, a presenca de microrganismos capazes
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de metabolizar os PCBs e as condi¢cdes nutricionais e ambientais favoraveis séo
fatores fundamentais para a ocorréncia desses processos (PENTEADO; VAZ, 2001).

A busca por alternativas eficazes e economicamente viaveis, no tratamento
de residuos contendo bifenilas policloradas se justifica diante dos custos elevados

associados a técnicas de remediacdo comumente utilizadas (Tabela 3.4).

Tabela 3.4 — Custo médio do tratamento de residuos de PCBs

Custo*
Residuo
(US$/ton)
Oleos contendo PCBs 30 a 3700
Equipamento metéalico contendo PCBs 620 a 3000

Equipamentos ndo-metalicos contaminados 370 a 3870

Transformadores 175 a 3000
Capacitores 960 a 2300
Solidos contaminados por PCBs 310 a 1850

Solos, lodos, residuos contaminados por PCBs 120 a 1850

Fonte: UNEP (2004). * Valores referentes a 2004

3.3.1. INCINERACAO

A tecnologia de tratamento utilizada com maior frequéncia na destruicdo de
PCBs é a incineracdo. Desde que realizada corretamente, a incineracdo aparece
como alternativa altamente eficiente na destruicido de PCBs, com valores de

eficiéncia da ordem de 99,9999% ou mais. O grande inconveniente deste método é
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a necessidade de controle rigoroso das condi¢cfes da queima, sob risco de emissao
de substancias nocivas como dioxinas e furanos (UNEP, 2004).

Os principais produtos de incineracdo a altas temperaturas sao o diéxido de
carbono e agua, e o principal residuo gerado sédo as cinzas inorganicas. O cloro
presente é convertido em cloreto de hidrogénio gasoso, que deve ser removido,
juntamente com outros compostos nocivos formados como subprodutos da
combustdo, em sistemas de controle de poluicdo do ar. A eficacia da incineracao é
uma funcdo do tempo de residéncia, temperatura, turbuléncia e concentracdo de
oxigénio (OSPAR, 2001; UNEP, 2004).

O uso de fornos de cimento na incineracdo de residuos apresenta vantagens
significativas no tratamento de residuos contaminados. A fabricacdo de cimento
requer um combustivel para aquecer a mistura agregada, e os residuos com valor
calorico adequado podem ser usados como combustiveis adicionais no processo.
Residuos de solventes clorados podem ser alimentados no forno, como suplemento
de combustivel e materiais soélidos podem ser incorporados em pontos
intermediarios do forno. A grande vantagem desse tipo de abordagem é que os
residuos sélidos sao incorporados ao produto, evitando a geracdo de residuos

(UNEP, 2004).

3.3.2. DESCLORACAO QUIMICA

Existem diversas técnicas de descloracdo quimica de compostos clorados,
sendo uma delas a reacdo com sodio metalico. O teor de cloro é convertido em sais
inorganicos, que podem ser removidos da fracdo organica por filtracdo ou

centrifugacédo. As reacbes ocorrem sob atmosfera inerte (para evitar o risco de



39

incéndio) e na auséncia de agua (residuos sédo pré-secados por aguecimento)
(UNEP, 1998).

Outros processos, como por exemplo, a hidrodescloragcédo catalitica, podem
ser eficientes no tratamento de residuos de PCBs. Vale (2008) avaliou a
hidrodescloracédo catalitica, com utilizacdo de solventes organicos e paladio como

catalisador para realizar a descloracdo de bifenilas policloradas.

3.3.3. BIODEGRADACAO

A utilizacdo de técnicas de biodegradacdo nada mais é que a aplicacdo de
processos naturais de degradacdo pela acdo de microrganismos, que atuam
acelerando as reacdes através de seu aparato enzimatico. Essa possibilidade
depende da ampla diversidade genética e versatilidade metabdlica dos
microrganismos para realizar os processos de transformacdo de compostos,
especialmente toxicos, em compostos menos toxicos, de menor prejuizo ao
ambiente.

As duas principais formas de biodegradacdo envolvem a utilizacdo direta
pelos microrganismos do composto toxico como fonte de carbono, por meio da
mineralizacdo, ou como segunda fonte de carbono, no processo co-metabdlico
(BORJA et al., 2005). Fatores ambientais, tais como, temperatura, pH, presenca de
substancias inibidoras ou toxicas, disponibilidade de aceptores de elétrons e
interacbes entre 0s microrganismos, influenciam diretamente nos processos de
biodegradacdo. De forma similar, a estrutura do poluente, suas caracteristicas
fisicas e sua concentracdo também estdo diretamente relacionadas com a

biodegradacao (BORJA et al., 2005).
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Microrganismos aerobios tém sido relatados como possuidores de aparato
oxidativo capaz de degradar bifenilas. Dentre esses microrganismos destacam-se
Pseudomonas, Alcaligenes, Achromobacter, Arthrobacter, Moraxella, Rhodococcus,
Acinetobacter além de algumas cepas de fungos (ABRAMOWICZ, 1990; SEEGER;
TIMMIS; HOFFER, 1997).

A maioria dos microrganismos aerobios associados com a degradacdo de
PCBs consegue metabolizar apenas 0s congéneres pouco clorados. A eficiéncia da
degradacdo varia de acordo com a condicdo ambiental, além das caracteristicas
fisiolégicas dos microrganismos e congéneres de PCB (ABRAMOWICZ, 1990;
FURUKAWA; FUJIHARA, 2008; MANZANO et al., 2003).

Rojas-Avelizapa et al. (1999) verificaram remocéo de 75% de PCBs de 6leo
de transformador emulsionado com Triton-X100 sem utilizacdo de material suporte.
Nessa condicdo foi usado extrato de levedura, como co-substrato e fonte de
micronutrientes, além do 6leo de transformador como fonte de carbono orgéanico.
Culturas isoladas de solos contaminados com PCBs contendo Pseudomonas sp.,
Comamonas acidovorans, Achromobacter sp. e A. calcoaceticus foram utilizadas no
trabalho.

A utilizacdo de microrganismos anaerobios na descontaminacao de residuos
contendo PCBs é recente e pouco estudada, uma vez que, a maior parte dos
trabalhos € voltada para a degradacdo aerdbia. Sabe-se que sob condigcéo
anaerobia ocorre a descloracao redutiva de PCBs. Tal efeito diminui o potencial de
bioacumulacdo, que € proporcional a presenca de cloro na molécula, diminui sua
toxicidade e facilita a biodegradacdo por outras vias. (ABRAMOWICZ, 1990;

BROWN JR et al., 1987).
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Van Dort e Bedard (1991) estudaram a descloracdo de congéneres
especificos, utilizando sedimentos metanogénicos de rios e lagos contaminados por
PCBs. Os autores prepararam inéculo em camara anaerGbia com nitrogénio. No
sistema reacional foi adicionado 2,3,5,6-tetraclorobifenila, inéculo e acetona. Os
reatores foram incubados em estufa a 25°C com agitacdo. Nos reatores controle
(esterilizados), ndo foram observadas alteracdes, enquanto, nos demais reatores
com biomassa ocorreu descloracdo da 2,3,5,6-tetraclorobifenila, com posterior
formacéo de 2,3,6-triclorobifenila e 2,5-diclorobifenila. A descloracdo foi subdividida
em 2 etapas, sendo que na segunda delas, os autores observaram menor tempo de
aclimatacdo. Além disso, cada etapa foi atribuida a uma determinada populagcédo. A
eficiéncia de remocao de cloro nas posi¢coes orto, meta e para observada variou
entre 21 e 92%. Os autores destacaram ainda que este foi o primeiro experimento a
reportar remocéao do cloro na posic¢ao orto.

Berkaw, Sowers e May (1996), em trabalho semelhante ao de Van Dort e
Bedard (1991), avaliaram a descloracdo de congéneres especificos de bifenilas
policloradas a partir de sedimentos do porto de Baltimore alimentados com meio
estuarino. Os autores observaram a descloracdo nas posi¢cdes orto, meta e para,
com remocdo de cloro superior a 90%. Os autores destacaram a ocorréncia de
descloragdo na posi¢do orto, nunca antes reportada em sedimentos marinhos,
indicando a possibilidade de utilizagdo desse sedimento no tratamento de residuos
de PCBs. A descloracdo também foi avaliada na presenca de sulfato, que vem
sendo relacionado com a inibicdo da descloracdo. Na presenca de sulfato foi

observado aumento na fase lag, com descloracdo apds 77 dias.
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3.4. LEGISLACAO

A partir de 1981, com a criagdo da portaria Interministerial n® 19 do Ministério
do Meio Ambiente, IBAMA e Ministério de Minas e Energia, novas regulamentacdes
para materiais contaminados com PCBs foram estabelecidas. A Instrugdo Normativa
SEMA/STC/CRS n° 1 de 10 de junho de 1983 disciplina as condicbes a serem
observadas no manuseio, armazenamento e transporte de bifenilas policloradas e/ou
residuos contaminados com tais compostos. Com intuito semelhante, 3 anos depois,
a ABNT publica a Norma ABNT/NBR-8371.

No estado de Sao Paulo, foi promulgada a Lei n°® 12.288 de 22 de fevereiro de
2006, que regulamenta a eliminagdo e descontaminagcdo dos PCBs e todos os
materiais contaminados até 2020. Segundo a lei, se enquadram como residuos de
PCBs ou materiais contaminados por PCBs todos os materiais, liquidos ou sélidos
cujo teor de PCBs, determinado pela Norma ABNT/NBR-13882, seja superior a

0,005% em peso (50 mg/kg).

4. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho esta dividido em duas etapas, na primeira foram
realizados ensaios preliminares para determinacdo dos parametros de operagcéao do
reator anaerdbio, que consiste a segunda etapa. Os ensaios preliminares
contemplaram a determinacdo do melhor solvente para o ascarel e a avaliacdo do
potencial metanogénico em reatores batelada como medida indireta da interferéncia

da de PCBs na degradacdo anaerObia. Em todas as etapas foram realizadas
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analises de microscopia. Na Figura 4.1 encontra-se delineado o fluxograma

experimental do projeto.

18 Etapa - Ensaios Preliminares

Potencial
Solubilizagao do Metanogénico
Ascarel em reator
batelada

Avaliagdo da

degradagao de =
Bifenilas Policloradas Eletronica
no RAHLF ‘ de
| Varredura
\_ J
\ Y,

Figura 4.1 — Fluxograma Experimental

4.1. ASCAREL

Os PCBs utilizados neste trabalho foram procedentes do ascarel, mistura de
bifenilas policloradas (PCBs), e triclorobenzenos (TCBs), que é um O0leo de
coloragdo amarelo citrino, pouco viscoso e aparéncia limpida, proveniente da

concessiondria de fornecimento de energia elétrica BANDEIRANTES, situada na

regido de Sao José dos Campos (TR-01 ETD JAC - ref. ano 1977 fab. BB — tipo
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TD3LF — n° série P 8775 NGE — TRTCM 30031). O dleo foi concedido para testes
nos reatores anaerébios. Segundo a fornecedora, a concentracao de bifenilas estava

abaixo do limite estabelecido pela Lei n® 12.288/2006 (<50 mg/KQ).

4.2. ENSAIOS PRELIMINARES

4.2.1. SOLUBILIZACAO

A solubilizacdo do ascarel em meios aquosos € muito baixa, devido as suas
caracteristicas hidrofdbicas, inviabilizando a realizagdo dos experimentos, uma vez
que o ascarel nao solubilizado fica indisponivel para uso, compondo um meio em
fases que dificulta a amostragem e interfere na confiabilidade dos resultados.

Sendo assim, fez-se necessaria a utilizacdo de um solvente adequado para
solubilizar o ascarel, permitindo a realizacdo dos experimentos. Esse solvente deve
ter caracteristicas tais que nao o facam competidor ou inibidor na degradacédo de
bifenilas, além disso, outros fatores como custo, facilidade de acesso e toxicidade,
também séo importantes e podem inviabilizar seu uso.

Para a escolha do solvente foi realizado ensaio com diferentes solventes.
(Tabela 4.1).

Em frasco de vidro (12 mL), colocou-se 0,5 mL de ascarel e 1 mL de solvente.
O frasco foi fechado com tampa de teflon e submetido a agitacdo, em vortex. Em
seguida, observou-se a solubilizacédo. Prosseguiu-se com adicdo de 10 mL de meio

de cultura, e novamente, a solubilizacéo foi verificada.
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Tabela 4.1 — Composicéo do ensaio

Reator Solvente (1,0 mL) ascarel (0,5 mL)

2 DMSO +

4 SDS (10%) +

6 Acido Férmico +

8 Metanol +

10 Etanol +

12 Triton X-100 (1%) +

14 Triton X-100 (0,01%) +

16 Hexano +

A Ultima etapa consistiu na adicdo de espuma de poliuretano, que € utilizada
como meio suporte para o RAHLF. Para tanto, 0,15 g de espuma foram pesados
(valor obtido por relacdo direta a partir da quantidade a ser utilizada no RAHLF: 30 g
para 2 L de volume do reator). Os tubos com espuma receberam o meio de cultura e
foram submetidos a agitacdo em vortex e posterior agitacdo lenta em estufa (150

rpm) e temperatura de 30° C durante 12 horas.
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4.2.2. AVALIACAO DO POTENCIAL METANOGENICO EM REATORES EM

BATELADA

Nesta etapa foi avaliada a producdo de metano nos reatores operados em
batelada alimentados com ascarel sob condicdo metanogénica. O ensaio foi
realizado em triplicata, trés co-substratos foram testados: etanol (460 mg/L), formiato
de sodio (680 mg/L) e acetato de sodio (820 mg/L). Como meio suporte foi usado
espuma de poliuretano em cubos com 5 mm de aresta, densidade de 0,023 g/cm3 e
area superficial de 43,8 m?#/g, (obtido pelo laudo CCDM — UFSCar — Certificado de
ensaio AMPO0O5 — 000129). Lodo de reator anaerdbio de fluxo ascendente e manta de
lodo (UASB), empregado no tratamento de agua residuaria de abatedouro de aves
foi utilizado como in6culo para o ensaio.

A partir dos dados obtidos no ensaio de solubilizacdo, optou-se pela utilizacédo
dos seguintes solventes para a solubilizacdo do ascarel: Metanol, Triton X-100 e
Acido Formico. A composicdo dos reatores em batelada encontra-se descrita na
Tabela 4.2.

Os reatores foram confeccionados em frascos antibiético de 100 mL com
volume reacional de 50 mL, atmosfera de N,/CO, (70%:30%), vedados com tampas
de Teflon e lacres de aluminio, de acordo com as técnicas de manipulacdo de
microrganismos anaerébios descrita por Vazoller (1995). Na Figura 4.2 esta

esquematizado o reator operado em batelada.
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Tabela 4.2 — Composicao dos reatores em batelada

) ) Solugéo
Meio 3 Meio Co-substrato
In6culo o Redutora de Solvente Ascarel
Reator suporte Angelidaki 10mM
(mL) sulfeto de (0,5 mL) (mL)
(0,62 g) (mL) (0,3 +0,3mL)

sodio 5% (mL)

2 Formiato,
Espuma 5 43,6 0,3 - 0,5
(Branco) Etanol

Metanol Formiato,
4 Espuma 5 43,1 0,3 0,5
790 mg/L Etanol

Triton X-
Formiato,
6 Espuma 5 431 0,3 100 10% 0,5
Etanol
(1:1)

Acetato,

8 Espuma 5 431 0,3 Férmico 0,5
Etanol
1,2 g/lL
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Figura 4.2 — Esquema dos reatores em batelada

Os frascos reatores contendo meio de cultura Angelidaki (ANGELIDAKI et al.
1990), in6culo e espuma de poliuretano, foram incubados em estufa com agitacédo
orbital a temperatura de 30+1°C. Andlises de metano acumulado foram realizadas
em cromatégrafo gasoso GC Gow Mac — Series 150, equipado com detector de
condutividade térmica e coluna de aco inox Poropak Q, de 1/8“ X 2m, com
temperatura do injetor igual a temperatura da coluna de 50 °C, temperatura do
detector de 80°C e volume de amostra de 1000 pL (1,0 mL).

ApoOs a fase de esgotamento da matéria organica presente no inéculo,
acompanhada por meio da estabilizacdo da producdo de metano, foram adicionados
ascarel, solventes e fontes de carbono. As medidas da producdo de metano foram
realizadas a cada duas horas no primeiro dia, a cada 3 horas no segundo dia e
depois trés vezes ao dia (manha, tarde e noite).

Os ajustes dos dados da producao de metano por solidos totais volateis foram

realizados utilizando-se o programa Microcal Origin® através da sigmoide de
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Boltzmann, utilizando o algoritmo de otimizacdo de Levenberg-Marquardt e posterior
analise diferencial para determinar a maxima velocidade de producéo de metano.

A andlise de solidos totais volateis (STV) foi realizada de acordo com APHA
(1999) para a amostra do inéculo. Devido a toxicidade do ascarel ndo foi possivel
proceder a analise da biomassa nos reatores que continham ascarel, apés a
realizacdo dos ensaios.

AplOs 7 e 14 dias do ensaio foram realizadas analises de microscopia de
contraste de fase nos reatores visando verificar a diversidade morfologica de
bactérias nas amostras de material suporte dos reatores, ao longo do tempo de

incubacéao.

4.3. RAHLF

O reator anaerdbio horizontal de leito fixo (RAHLF) foi confeccionado em vidro
boro-silicato com 100 cm de comprimento (L) e 5 cm de diametro interno (D), com
relacdo comprimento por didametro (L/D) de 20 e volume total de 2000 mL (Figura
4.3).

O reator foi instalado no Laboratério de Processos Bioldgicos (LPB) em
camara climatizada (30+1°C). Na parte superior foram colocados pontos de
amostragem para coleta e saida de gas. Ao longo do comprimento do reator foram
instalados cinco pontos de coleta, colocados em posi¢cdes correspondentes a L/D de
1, 5, 10, 14, 19, para a retirada de amostras liquidas e de biomassa imobilizada.
Apos a instalacédo, foi realizado teste hidraulico para verificar todo o sistema

buscando vazamentos e para calibracéo da rotacédo da bomba.
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O tempo de detencao hidraulica (TDH) foi de 24 horas, baseado no volume
atil de 800 mL. A alimentacéo foi realizada através de bomba peristaltica (Minipuls
3®, Gilson®). A vazao utilizada foi de 33,3 mL/h. O reator foi alimentado com meio
nutriente, etanol e formiato, além de ascarel emulsionado em Triton X-100. O frasco

de alimentacao foi mantido sob agitacéo (200 rpm) refrigerado a 4°C.

Equahzador
de pressao
Colator de gas Efluents

£ ] A

—@{ & 60 6 6  © _ﬂﬁ I

i Bomba LD LD LJ:I’D L-;D LD D=5cm
. : - g

Amostradores
L=100cm

Substrato

Figura 4.3 — Esquema do reator anaerobio (RAHLF) em escala de bancada

4.3.1. MEIO SUPORTE

Como meio suporte para crescimento aderido da biomassa foi utilizada
espuma de poliuretano, com densidade aparente de 23 kg/m®, porosidade préxima a
95% e raio de esfera equivalente (Req) igual a 0,31. O suporte foi cortado em cubos
de aresta de aproximadamente 5 mm. O reator anaerdbio recebeu aproximadamente

30 g de espuma (massa seca).
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4.3.2. INOCULO

Lodo de reator anaerdbio de fluxo ascendente e manta de lodo (UASB),
empregado no tratamento de agua residuaria de abatedouro de aves (Avicola Dacar
— Tieté, SP) foi utilizado como in6culo para o RAHLF. O lodo foi homogeneizado e
liquefeito em misturador doméstico e submetido a atmosfera de N, (100%) durante
10 minutos, antes de sua utilizacdo. Para inoculacdo do RAHLF, a massa de lodo foi
misturada com o suporte (espuma) em frasco apropriado e depois de 24 horas foi
empacotada no reator de acordo com metodologia descrita por Zaiat, Cabral e

Foresti (1994).

4.3.3. MEIO DE NUTRIENTES

Para a realizacdo dos experimentos foi usado meio de cultivo Angelidaki
(ANGELIDAKI et al., 1990), preparado de acordo com as técnicas de manipulacéo
de microrganismos anaerdbios descrita por Vazoller (1995) (Tabela 4.3 e Tabela
4.4). Além disso, foram adicionados 4 mL de ascarel solubilizado em 4 mL de Triton
X-100 (10%), para volume total de meio de alimentagcédo de 4 L. Os co-substratos

utilizados foram o etanol (460 mg/L) e formiato de sédio (680 mg/L).



Tabela 4.3 — Composicédo do Meio Basal

Componente Csolugao (MQ/L)

Solucao A

NacCl 100

CaCl,-2H,0 50

K2HPO4-3H,0 400

FeCl;-4H,0 2

ZnCl, 0,05

MnCI2-4H20 0,05

AlCl3 0,05

NiCl,-6H,0 0,092

HCI concentrado 1 pL/L

Solucao tampéao (NaHCO3) 0,5

Fonte: Angelidaki et al. (1990)

52
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Tabela 4.4 — Solucéo de Vitaminas

Componente Csolugao (MQ/L)

Acido félico 0,020

Acido pantoténico 0,050

Biotina 0,020

Vitamina B2 (Riboflavina) 0,050

Vitamina B6 (Piridoxina) 0,100

Fonte: Wolin et al. (1963)

4.4. ANALISES

4.4.1. FiISICO-QUIMICAS

O controle da operacdo do reator foi realizado continuamente através das
analises fisico-quimicas, cromatograficas, de perfil e dos exames microscopicos. Na
Tabela 4.5 estdo descritas as analises e as frequéncias de realizacdo durante o
periodo de operagdo do RAHLF. Parametros, tais como, pH, acidos volateis e DQO

foram analisados duas vezes por semana. Analises de PCBs, alcalinidade e metano



foram realizadas uma vez por semana. Analises de perfil foram realizadas

bimestralmente, e contardo além das analises citadas de exames microscopicos.

Tabela 4.5 — Descrigcéo e frequéncia das andlises

. i Frequéncia Referéncia
Parametro Método

das analises Bibliografica

Acidos Volateis

Cromatogréfico (CL) 2 x semana Moraes et al. (2000)
(mg/L)

DQO bruta (mg/L) Espectrofotométrico 2 x semana APHA (1999)

pH Potenciométrico 2 X semana APHA (1999)

4.4.2. PCBS

A determinacdo de PCBs foi realizada em cromatografo gasoso Hewlett-
Packard, 5890 series Il equipado com detector de captura de elétrons (ECD) —
coluna capilar Elite — 5 Perkin Elmer (30 m x 0,32 mm x 0,25 ym). Temperatura
inicial do forno: 100 °C a 160 °C (2 minutos), a 15 °C/min até 235 °C a 270°C (36

min.) a 5 °C/min. Temperatura do injetor 280 °C (splitless) e do detector (300 °C).
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4.4.2.1. EXTRACAO E PURIFICACAO DAS AMOSTRAS

A preparacdo das amostras para extracdo de PCBs foi realizada pelo método
proposto por Quensen, Tiedje, Boyd (1988) e adaptado para o experimento. As
amostras (10 mL) foram extraidas em 5 mL de hexano:acetona (9:1) sob agitacéo
em vortex (1 minuto). Adicionou-se a amostra 5 mL de n-Hexano e 2 mL de é&cido
sulftrico (H,SO4 30%) e procedeu-se a agitacdo em vortex por mais 1 minuto, em
seguida a amostra foi submetida a banho de ultrassom por 15 minutos.

A purificacdo do extrato foi realizada em coluna de vidro (pipeta Pasteur — 220
mm X 11 mm) contendo quatro partes (2,5 g) de Florisil (100 mesh) e uma parte (25
%) de cobre em po6 (60 mesh) para remover o enxofre. Adicionou-se a coluna 0,6 g

de Silica Gel, previamente ativada com n-Hexano (Figura 4.4).

Figura 4.4 — Coluna de extracéo
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Apoés pesado, o cobre foi previamente preparado para uso na coluna, lavado
com H,SO,4 (10 %), em seguida com agua ultra purificada e por dltimo com acetona.
Para secagem foi filtrado em sistema a vacuo (funil de blichner e membrana
celulésica RC - Vliesverstarkt — 0,2 um — 47 mm).

As amostras foram eluidas na coluna com n-hexano e o volume foi ajustado
por evaporacdo em 2 mL; 50 pL de octacloronaftaleno (0,8 mg/L) foi adicionado
como padréo interno antes da injecdo em cromatografo gasoso sendo o volume de

injecdo de 2 L.

4.4.2.2. CURVA DE CALIBRACAO DE PCBS

A curva de calibracao foi realizada com base no método EPA VICTORIA 6013
e na NBR 13882. A concentracao de PCBs foi estimada em termos da concentracao
total dos diferentes congéneres presentes nas misturas utilizadas. Mistura de dois
padrdes de Aroclor 1016 e 1260 (Sigma Aldrich) foi utilizada, por representarem a
maioria dos picos dos outros Aroclor existentes nas misturas comerciais, com

cloracdo baixa (Figura 4.5) e alta (Figura 4.6).
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Foram realizadas injecbes em triplicata nas mesmas condi¢cdes de extracao e

purificacdo aplicadas as amostras retiradas do reator. As concentracdes utilizadas

foram de 1, 2, 5, 10 e 20 mg/L dos padrdes, a linearidade do detector foi testada a
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partir do somatério das areas obtidas. Devido a grande quantidade de picos nos

cromatogramas, aqueles com area muito baixa foram desconsiderados.

4.4.3. EXAMES MICROSCOPICOS

Exames microscopicos foram realizados no reator anaerobio e nos reatores
em batelada visando verificar a diversidade morfologica de bactérias nas amostras
de material suporte do reator. As amostras do RAHLF foram coletadas nos

diferentes pontos de amostragem (L/D de 1, 5, 10 e 14).

4.43.1. MICROSCOPIA DE CONTRASTE DE FASE

As observacbes foram realizadas em microscopia de contraste de fase e
fluorescéncia, utilizando-se microscépio Olympus® BX60-FLA com camera acoplada
para captura de imagem (Media Cybernetics Inc., USA) e software Image Pro-Plus®
versao 4.5.

Para observagdo sob microscopia de contraste de fase foi utilizada a técnica
de preparacdo de laminas descrita pela DSM? (1991 apud VAZOLLER 1995).
Solucdo agar 2% (aquecida por aproximadamente 1 minuto em forno micro-ondas)
foi distribuida sobre a lamina de vidro. ApdGs solidificacdo do &gar foi colocada

aliquota da amostra e recoberta com laminula.

> DSM (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GMBH-DSM) (1991) Curso:
Scientific services of culture collections - The DSM experience, Fundacdo Tropical de Pesquisas
"André Tosello" - Campinas, SP
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A construcao das tabelas de caracterizagcdo morfoldgica foi realizada a partir
da observacdo de até 15 fotografias de campos aleatérios e em seguida foram

estimadas visualmente as frequéncias de cada morfologia.

4.4.3.2. ELETRONICA DE VARREDURA

As amostras do RAHLF foram analisadas em microscépio eletrbnico de
varredura. Cubos de espuma de poliuretano foram retirados do reator e colocados
over night em geladeira, numa solucéo de 2,5 mL GTA em tampé&o fosfato (0,1 M pH
7,3); lavados por 3 vezes em solugéo tampéo fosfato (0,1 M) pH 7,8 por 10 minutos;
desidratadas com alcool na sequéncia, todas por 10 minutos — &lcool 50%, 70%,
80%, 90%, 95% e 100%; colocadas em suporte préprio para MEV e colados com
base de unha (ARAUJO, 2001). As amostras foram armazenadas em estufa com
temperatura inferior a 60 °C. Posteriormente, as amostras foram submetidas a banho
de ouro. A micro andlise (EDX) utiliza a mesma metodologia para a microscopia
eletrdnica, portanto nenhum tratamento adicional foi realizado. As analises foram
realizadas primeiramente no Instituto de Fisica de S&o Carlos (IFSC) e
posteriormente no Laboratorio de Caracterizacdo Estrutural do Departamento de

Engenharia de Materiais da (LCE/DEMA) UFSCar.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. SOLUBILIZACAO

Este ensaio foi realizado para eleger um solvente apropriado para ser
utilizado juntamente ao ascarel na alimentacdo do RAHLF. Andlise prévia visual foi
realizada e constatou-se que apés adicdo e agitacdo ocorria solubilizacdo para o
DMSO, dioxano, hexano e acetona. Todavia, ndo ocorreu solubilizacdo apés adicéo
de metanol, etanol, acido acético e formico, onde era visivel a separacdo de fases,

como mostra a Figura 5.1.

Figura 5.1 — Exemplo de solubilizacédo e separacao de fases: frasco a esquerda —
solventes organicos, completa solubilizagdo — frasco a direita — alcoois e acidos,
separacao das fases
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Procedeu-se, entdo, adicdo do meio de nutrientes e do material suporte. Apés
essa etapa ndo houve separacao de fases, resultado que aponta para a ocorréncia
de adsorcdo do ascarel na matriz da espuma. Os resultados da solubilizacdo do

ascarel estdo sintetizados na Tabela 5.1.

Tabela 5.1 — Solubilidade do ascarel

Solubilizagao

Reator Solvente (1,0mL) Agitacao Ap6s Adicdo

Antes ApoOs do meio

2 DMSO +

4 SDS (10%) + +

6 Acido Férmico +

8 Metanol +

10 Etanol +

+

12 Triton X-100 (1%) +

I+

14 Triton X-100 (0.01%) +

16 Hexano + +
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A analise dos resultados obtidos aponta para a utilizacdo de um surfactante
como solvente, todos os surfactantes testados foram eficientes na solubilizacdo do
ascarel. De acordo com os resultados em trabalhos de Fava (1996), a descloracéo
de bifenilas foi mais efetiva quando Triton X-100 era adicionado as culturas, pois o
surfactante pode aumentar a biodisponibilidade do PCB. Baseado nos resultados e

na literatura optou-se pelo Triton X-100 para utilizacdo nos ensaios seguintes.

5.2. AVALIACAO DO POTENCIAL METANOGENICO EM

REATORES BATELADA

A escolha definitiva das condi¢cdes de alimentagcdo para o RAHLF foi obtida a
partir deste ensaio. A remocado de PCBs foi avaliada indiretamente a partir da
producdo de metano, em reatores anaerébios em batelada contendo fontes de
carbono adequadas para o desenvolvimento de arquéias metanogénicas. Ascarel e
diferentes solventes, metanol (1,6 g/L, 790 mg/L e 395 mg/L), Triton X-100 (10% e
1%) e &cido férmico (1,2 g/L e 600 mg/L) foram usados nesses reatores.

A menor velocidade maxima especifica de producdo de metano por unidade
de sélidos totais volateis, foi observada no reator controle, 1,98x10* pmol
metano/mL.g STV, 0 que era esperado uma vez que este reator ndo recebeu fontes
de carbono nem ascarel. Os reatores alimentados com Triton X-100 10% e ascarel
(1:1) obtiveram velocidades especificas baixas, de 5,2x10™ pmol metano/mL.g STV,
baixas velocidades especificas também foram obtidas nos reatores alimentados com
acido férmico 1,2 g/L, 8,16x10“umol metano/mL.g STV.

O baixo desempenho desses reatores aponta para inibicdo no

desenvolvimento de arquéias metanogénicas por excesso de fontes de carbono.
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O melhor desempenho foi obtido nos reatores alimentados com acido férmico
na concentracéo de 600 mg/L, onde a velocidade méaxima especifica foi de 3,82x107
pmol metano/mL.g STV. Outra série de reatores com boa velocidade de producéo foi
a serie alimentada com metanol, especificamente na concentracdo de 1,6 g/L,
2,83x10° pmol metano/mL.g STV. O metanol em alta concentracdo ndo teve efeito
inibidor, téxico, uma vez que sua transformacédo em metano é simples, ja no caso do
acido férmico essa tendéncia néo foi observada, as concentracfes mais baixas de
co-substratos levaram a velocidades especificas maiores.

O pico de producao de metano no reator com menor velocidade de producéo
(reator controle), aconteceu com 10 horas de ensaio, jA para o reator com maior
velocidade especifica (acido formico 600 mg/L) o pico ocorreu com quase 30 horas
decorridas do inicio do ensaio. A maior parte dos reatores teve picos de producéo
entre 25 e 33 horas de ensaio.

A Figura 5.2 e a Tabela 8.1 apresentam os valores médios da producado de

metano a partir da adicdo das fontes de carbono.
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Figura 5.2 — Producédo de metano em funcdo do tempo

A andlise do gréfico acima mostra o reator 9, com &cido férmico 600 mg/L
(linha laranja) com inclinacbes altas no inicio, indicando altas velocidades de
producdo. Outro reator que apresentou comportamento de alta velocidade de
producao, foi o reator alimentado com metanol 1,6 g/L, este reator apresentou dois
picos de producdo, um com 33, outro com 160 horas (quase 7 dias) apés o inicio do
ensaio. Mais uma vez a alta disponibilidade de metanol e sua facil conversdo em
metano foram fatores determinantes no comportamento deste reator.

Apesar de obter velocidade especifica mediana de producdo de metano,
2,53x103umol metano/mL.g STV, com pico em 30 horas, os reatores alimentados
com Triton X-100 10% em baixa concentracao (1:1) foram selecionados para a
utilizagdo no RAHLF. O fator determinante na escolha desta configuragdo foi a
solubilizacdo do ascarel. A biodisponibilidade do ascarel para utilizagdo por parte
dos microrganismos € fator essencial na escolha deste solvente, uma vez que se

deseja analisar sua biodegradacao.
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5.3. RAHLF

O reator anaerodbio foi operado por 246 dias ininterruptos divididos em duas
etapas. Na primeira etapa com duragdo de 76 dias avaliou-se a estabilizacdo do
sistema em relacdo a remocao de matéria orgéanica, cuja composicao foi de etanol
(460 mg/L) e formiato de sddio (680 mg/L), sem ascarel. Apos esse periodo foi
adicionado ascarel e Triton X-100, por mais 170 dias de operacdo. Ao longo da
operacéao foram realizados dois perfis espaciais no reator, o primeiro com 67 dias de
adicdo de ascarel e o segundo apdés 155 dias da adicdo de ascarel. Durante o
periodo de operacdo do reator ocorreu crescimento diferenciado da biomassa

observado atraveés da mudanca de cor no interior do reator (Figuras 5.3 a 5.5).

(a) (b)

Figura 5.3 — RAHLF — (@) Inicio da operacao (b) Ap6s 231 dias de operacao
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(a) (b)

Figura 5.4 — Perfil Longitudinal do RAHLF — (a) L/D =1 (b) L/D = 10

(@) (b)

Figura 5.5 — Perfil Longitudinal do RAHLF — (a) L/D = 14 (b) L/D =19

No inicio da operacdo o reator apresentava coloracdo escura, devido ao
préprio lodo usado como in6culo. Ao longo do tempo de operacdo foi observado
alteracdo da coloracéo da biomassa; ou seja, em L/D 1 e L/D 5 a cor predominante
da biomassa era branca, enquanto, em L/D 10 e L/D 19 predominava a cor
alaranjada. Observou-se ainda em alguns periodos coloracdo verde escura e

presenca de 6leo ndo emulsionado na regido préxima a L/D 14.
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As alteracbes observadas na coloracdo da biomassa, provavelmente,
estiveram relacionadas com a colmatacédo do leito do reator pela adicdo de 6leo e
aumento da producédo e acumulo de polimero extra celular. Além disso, deve-se
levar em consideracdo a caracteristica hidrodinamica de fluxo pistonado do reator,
que favoreceu a estratificacdo do leito e crescimento diferenciado da biomassa.

O crescimento de biofilme alaranjado nas posicées L/D 10 e L/D 19 pode
estar relacionado com a presenca de bactérias ferro redutoras. Holoman et al.
(1998) trabalharam com o sequenciamento de amostras de material genético de
microrganismos envolvidos na descloracdo de congénere especifico de Aroclor sob
diferentes condicbes. Os autores obtiveram diversas sequéncias entre elas
Clostridium litorale (99%), Desulfosarcina variabilis (93%), Dehalococcoides
ethenogenes (89%), Pelobacter acidigallici (86%), algumas semelhantes a bactérias
ferro-redutoras e bactérias redutoras de sulfato, além de varias sequéncias com alta
similaridade a arquéias metanogénicas.

A descloracdo de compostos organicos clorados a partir de bactérias ferro
redutoras esta restrita as condigBes ambientais especificas, sendo o ferro o principal
regulador desse tipo de reagcédo. A entrada de ferro no meio pode estar ligada a
diferentes fontes, como o préprio meio de alimentacao, através de FeCl,, outra fonte
pode ser o proprio ascarel adicionado, uma vez que além de PCBs os Oleos
geralmente contém contaminantes organicos e inorganicos (WHO 1976).

Quanto aos parametros fisico-quimicos de acompanhamento, a variagao
temporal de DQO, pH, alcalinidade, metano e acidos orgéanicos volateis para o
periodo de operacédo estdo apresentadas nas Figuras 5.6 a 5.10.

Alta eficiéncia de remocdo de matéria organica foi obtida durante todo o

periodo de operacédo (Figura 5.6). A remocao média de matéria organica durante o
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periodo de estabilizacédo foi de 96% para 2083 + 476mg/L afluente. Apds 76 dias de
operacao passou-se a adicionar ascarel no meio de alimentagcéo (4mL em 4000mL).
Nesse periodo, a eficiéncia média foi de 90% para 1616 + 292mg/L afluente.
Verificou-se estabilidade da remocdo de matéria organica no reator (Figura
5.6). Algumas variacdes foram observadas em pontos isolados, como exemplo, com
120 dias de operacédo, observou-se uma trinca no reator e procedeu-se a troca do
leito e transferéncia da biomassa. Foi observado aumento na DQO efluente nesse
dia. Outro fator importante observado durante a alimentacdo com ascarel foi a
tendéncia de acumulo de dleo, tanto no leito do reator, quanto nas mangueiras de
alimentacdo. Desse modo observou-se instabilidade da emulsdo entre Triton-

ascarel.
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O acumulo de ¢6leo observado resultou em descargas isoladas de 6leo no
efluente do reator. Essas descargas eram esporadicas e intermitentes, a frequéncia
de ocorréncia ndo era elevada, mas foi observado aumento na sua ocorréncia com o
passar do tempo de operacdo. As descargas de 6leo no efluente influenciaram na
analise de DQO; ou seja, as amostras se tornavam heterogéneas dificultando a
leitura.

O acompanhamento do pH e alcalinidade sdo fundamentais em reatores
anaerobios, uma vez que desequilibrio no tamponamento do meio pode levar ao
colapso do reator. O pH efluente do reator se manteve praticamente constante
durante todo o periodo de operacdo, as maiores oscilagdes foram observadas nos
primeiros 24 dias de operacdo. Apos esse periodo, ndo foi observada variacdo
significativa. O valor médio para o periodo de estabilizacédo foi de 7,72 + 0,19 para
pH efluente. Apd6s adicdo de ascarel os valores médios, afluente e efluente, foram de

7,85+0,25e 7,77 £ 0,12, respectivamente (Figura 5.7).
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Os valores de alcalinidade efluente foram constantes, o valor médio para a

fase de estabilizacdo foi de 1.088 £ 290 mgCaCOsg/L, para a fase de alimentacéo

com ascarel o valor foi de 1.109 + 195 mgCaCOg/L (Figura 5.8).
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Figura 5.8 — Variacdo temporal de Alcalinidade

O funcionamento adequado de um reator anaerdbio depende fortemente do

equilibrio entre a producdo e consumo de produtos intermediarios da digestdo, em

especial os acidos organicos. Tais acidos sédo formados nas primeiras etapas da

metabolizacdo de compostos organicos e servem como produtos para etapas

posteriores. O acumulo desses acidos devido ao desequilibrio entre consumo e

producédo pode levar ao colapso do sistema. Os principais acidos produzidos na fase

acidogénica da digestdo anaerdbia séo o aceético, propionico e butirico.

Verificou-se ao longo do tempo de operacéo, para o efluente do reator, que

todas as amostras continham acido isobutirico com concentracdo média de
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14,2 mg/L (Figura 5.9). Novamente, foi possivel verificar o impacto da substituicéo
do reator, apds 120 dias de operacdo, devido a uma rachadura, a presenca de
diversos acidos que antes ndo eram detectados no efluente aparecem nesse
periodo. Por exemplo, foi detectado 45,7 mg/L de acido acético, 24,0 mg/L de acido
caproico, 4,4 mg/L de acido férmico e 12,3 mg/L de &cido valérico. Apds alguns dias
de operacao, esses acidos ndo estiveram mais presentes nas amostras do efluente,
indicando o reestabelecimento do equilibrio dentro do reator. A presenca de &cido
isovalérico se tornou mais frequente apos a substituicdo do reator. Antes este acido
s6 havia sido detectado com 91 dias de operacao, todavia, o valor médio obtido foi

de 13,8 mg/L ao longo de todo o periodo.
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Durante a fase de operacdo sem ascarel, ndo foram constatados acidos

organicos no efluente, indicando provavel consumo desses pelas bactérias

anaerobias e arquéias metanogénicas.

A producdo de metano foi determinada a partir da coleta em trés pontos
distintos do reator, para L/D 1, 10 e 19 em sistema proprio de coleta de gases. Entre
0s pontos de coleta ndo houve variacdo significativa que demandasse tratamento

espacial. Os valores obtidos nos diferentes pontos de coleta eram muito préximos

(Figura 5.10).
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Figura 5.10 — Variacao temporal da producao de metano

Analisando a variacdo temporal de metano no reator foi possivel identificar
dois patamares de producdo distintos; sendo o primeiro entre 90 e 150 dias de
operacéo, cujo valor médio foi de 0,024 milimols de metano. O segundo, apos 160

dias até o final da operacdo, com valor médio de 0,017 milimols de metano. A
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reducdo observada com 120 dias de operacdo esta relacionada a troca do reator.
Destaca-se que a producéo foi rapidamente reestabelecida. Todavia, na fase de
alimentacédo com ascarel observou-se reduzida quantidade de metano.

Analise da variacao espacial do reator foi realizada com 63 dias e 155 dias de

operacao, apoés adicao de ascarel (Figuras 5.11 e 5.12).
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Figura 5.11 — DQO Perfis espaciais

Remocéao de matéria organica (DQO) de 46 % (L/D 1) foi verificada para DQO
afluente de 1810 £ 292 mg/L. Verificou-se que ao longo do reator nos pontos L/D 5,
10, 14 remocéo de 52% de DQO, totalizando remocao de 98% ao longo de todo o
sistema, considerando a mesma DQO afluente.

No segundo perfil verificou-se acumulo de 6leo no leito do reator, o qual
interferiu na remocdo de matéria organica. A maior eficiéncia de remocao foi
observada entre a entrada do reator e L/D 1, ou seja, aproximadamente 62% da

matéria organica foi removida nesse trecho, para DQO afluente de 1737 + 292 mg/L.
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Analisando a variacao de pH, no primeiro perfil verificou-se pH entre 7,6 e 7,8;
enguanto, no segundo perfil a variacdo esteve entre 7,6 e 7,9. O pH afluente foi de
7,8 e 7,9 para o primeiro e segundo perfil, respectivamente. Nao foi observado

padréo ou tendéncia de alteracdo no pH no leito do reator (Figura 5.12).
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Figura 5.12 — Variacao espacial de pH Perfis

5.4. CROMATOGRAFIA DE PCBS

A curva de calibragao foi obtida a partir dos padrbes de Aroclor 1016 e 1260
(Figura 5.13). Os limites de deteccéo foram estabelecidos em 1mg/L e 20mg/L, para
o minimo e maximo respectivamente. O coeficiente de correlacdo linear (R?) obtido
para esse intervalo foi préximo da unidade (0,9925) indicando boa confiabilidade da

curva.
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Os cromatogramas obtidos a partir da injecdo de padrdes de Aroclor

apresentavam perfil de picos bem definidos, como observado na Figura 5.14.

Todavia, os cromatogramas das amostras do reator apresentavam muitos picos com

areas reduzidas, dificultando a determinagéo de PCB.
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Figura 5.14 — Mistura Aroclor 1016 e 1260, 2 mg/L, curva de calibracao
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ApoOs 105 dias e 169 dias de operacdo com adicdo de ascarel, foram
realizadas analises de PCB (Figuras 5.15, 5.16 e 5.17). Analisando esses
cromatogramas e comparando-os com 0s cromatogramas da curva de calibracdo
(Figura 5.16) foi possivel visualizar a diferenca entre o comportamento dos picos. O
namero elevado de picos presente no efluente inviabiliza a quantificacdo de PCBs,
pois fica impossivel distinguir quais picos séo referentes aos PCBs, quais sdo de
outros compostos presentes no 6leo e quais sédo de ruido, assim optou-se por uma

analise aproximada, baseada nos tempos de retencéo de cada pico.
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ECD2 A, (RAHLF\SIG10030.D)
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Figura 5.16 — Cromatograma Efluente RAHLF — Apés 105 dias de operacao com

ascarel
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Figura 5.17 — Cromatograma Efluente RAHLF — Apés 169 dias de operacdo com

ascarel

Aplicando entdo esta analise aproximada, a concentracdo de PCBs efluente
obtida foi nula. Procedendo-se da mesma maneira com o meio de alimentacao,
obteve-se 0 mesmo resultado, ou seja, a concentracdo afluente foi praticamente

nula. Essa possibilidade é justificada, provavelmente, pela baixa concentracdo de
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PCBs no 0leo utilizado na alimentacdo do reator e pelo fator de diluicdo aplicado
(1:2000) no meio de alimentacéo.

Entretanto, aplicando a mesma metodologia para calculo de PCB nas
amostras dos perfis foi possivel identificar PCB em baixa concentracao, inferior a
2mg/L em L/D 10 e L/D 14 (Figuras 5.20 e 5.21) do RAHLF. Tais resultados foram
condizentes com o acumulo de 6leo nesta regido. Apesar dos resultados nulos
obtidos para afluente e efluente de PCBs no reator, esse composto estava presente
em baixa concentracdo no interior do reator, especialmente na sua metade final.

Abaixo sédo apresentados os cromatogramas do 1° perfil, alguns pontos foram
excluidos, pois praticamente ndo apresentaram picos € 0S poucos picos presentes
nao possuem area significativa. Resultados semelhantes foram verificados no
segundo perfil, os cromatogramas com maior quantidade de picos referentes a

PCBs, também foram dos pontos L/D iguais a 10 e 14.
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ECD2 A, (RAHLF\SIG10045.D)

counts

33469

12000 —
11000 —
10000 —

9000 —

8000

7000 —
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5.5. EXAMES MICROSCOPICOS

5.5.1. ENSAIOS PRELIMINARES

Os exames microscopios realizados nas amostras dos reatores operados em
batelada apresentaram morfologias semelhantes a Methanosaeta, Methanosarcina e
bacilos fluorescentes, confirmando a atividade metanogénica nos reatores em
batelada. Nas figuras 5.23 e 5.24, obtidas em microscopio 6tico com amplificagéo de
2.000 vezes, observa-se morfologias semelhantes a arquéias metanogénicas. As
frequéncias observadas das diferentes morfologias nos campos de visao foram

computadas e estdo mostradas nas Tabela 5.2 e 5.3.
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N

(a) (b)
Figura 5.23 — Microscopia de contraste de fase (a) Methanosaeta (b)

Methanosarcina (2000X)

Figura 5.24 — Microscopia de contraste de fase (2000X) — Bacilo Fluorescente

Tabela 5.2 — Frequéncias observadas (apos 7 dias)

REATORES
MORFOLOGIA 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Argqueias Metanogénicas
Methanosarcina sp.
Methanosaeta sp. ++ A+ ++ 4
Bacilos fluorescentes +++ +++ -+ A+

Bactérias
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MORFOLOGIA REATORES
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Bacilos delgados + ++ ++  ++

Bacilos com granulos ++

Cocos (grandes) o+

Filamentos ++ o+ ++ ++  ++ ++

(++++) predominantes, (+++) freqlentes, (++) pouco freqiientes, (+) raros, (-) ndo foram observados
1 — Controle; 2 — Controle com ascarel; 3 — Metanol (1,6 g/L); 4 — Metanol (790 mg/L); 5 — Metanol (395 mg/L); 6
— Triton X100 10% (1:1); 7 — Triton X-100 10% (1:10); 8 — Ac. Férmico (1,2 g/L); 9 — Ac. Férmico (600 mg/L).

Tabela 5.3 — Frequéncias observadas (ap6s 14 dias)

REATORES
MORFOLOGIA

Methanosarcina sp. ++ ++ o+t +4+4+

Bacilos fluorescentes + ++ ++ + ++

Bacilos com extremidades afiladas ++

Bacilos delgados ++

Cocos (GRANDES) +++ -+

Filamento septado ++

(++++) predominantes, (+++) freqlentes, (++) pouco freqiientes, (+) raros, (-) ndo foram observados
1 — Controle; 2 — Controle com ascarel; 3 — Metanol (1,6 g/L); 4 — Metanol (790 mg/L); 5 — Metanol (395 mg/L); 6
— Triton X100 10% (1:1); 7 — Triton X-100 10% (1:10); 8 — Ac. Férmico (1,2 g/L); 9 — Ac. Férmico (600 mg/L).
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Analisando as tabelas de frequéncia quanto a presenca das arquéias,
observou-se predominédncia de bacilos fluorescentes nos dois exames, com
identificacdo de Methanosarcina apenas no segundo exame. No reator controle nao
foram observadas arquéias metanogénicas.

Quanto as bactérias, observou-se predominancia de filamentos e bacilos
delgados no primeiro exame, ndo sendo observados no segundo exame (apenas no
reator 9). Também néo foram identificadas bactérias no reator controle.

A maior diversidade de microrganismos foi observada no reator alimentado
com metanol 1,6 g/L, este também foi o reator com maior producdo de metano.

O reator alimentado com Triton X-100 10% em baixa concentracéo, escolhido
para a proxima etapa do trabalho, apresentou grande quantidade e diversidade de

arqueias apos 14 dias de operacéao.

5.5.2. RAHLF

5.5.2.1. MICROSCOPIA DE CONTRASTE DE FASE

A microscopia de contraste de fase foi realizada no final do periodo de
adaptacdo da biomassa e ap0s a adicdo do ascarel no primeiro perfil (Figuras 5.25 a

5.27).
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(a) (b)
Figura 5.25 — Microscopia de contraste de fase: (a) Methanosaeta (b) bacilos
(2000X)

(@) ’ (b)

Figura 5.26 — Microscopia de contraste de fase: (a) e (b) residuos inertes (2000X)

(@ | (b)
Figura 5.27 — Microscopia de contraste de fase (a) bacilos e Methanosaeta (B) cocos
(2000X)
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Ampla diversidade morfolégica foi observada com predominio de arquéias
metanogénicas, presentes em todos os pontos de coleta, sobretudo na primeira
metade do reator (L/D 1, 5 e 10). Foram observados bacilos de extremidades
arredondadas em todas as amostras, enquanto, eram muito raros aglomerados de
cocos (Figura 5.27 - b). Verificou-se também a estratificacdo do leito do reator,
devido ao tipo de escoamento estabelecido no reator devido a sua conformacao
fisica; ou seja, observou-se a ocorréncia de zonas com caracteristicas distintas, a
guantidade de morfologias observadas e principalmente a diversidade variaram em
razdo das diferentes condi¢cdes ambientais criadas ao longo do leito do reator.

As frequéncias observadas das diferentes morfologias nos campos de visao

foram computadas e estdo mostradas na Tabela 5.4 referente ao primeiro perfil.

Tabela 5.4 — Caracterizacdo morfolégica de bactérias e arquéias do biofilme do

RAHLF no primeiro perfil

ESPUMA DE POLIURETANO
MORFOLOGIA L/D L/D L/D L/D L/D
1 5 10 14 19

Arqueas Metanogénicas
Methanosarcina sp. ++++ 4 ++ ++ +
Methanosaeta sp. ++ ++ ++ ++ E

Bacilos fluorescentes - - - - .

Bactérias
Bacilos extremidades arredondadas + + + ++ ++
Bacilos delgados ++
Bacilos esporulados + ++

(++++) predominantes, (+++) frequentes, (++) pouco frequentes, (+) raros, (-) ndo foram observados
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Verificou-se a predominéncia de arquéias metanogénicas, semelhantes a
Methanosaeta e Methanosarcina ((a) (b)

Figura 5.28) observadas em todos os pontos do reator, com predominancia
nos pontos iniciais (L/D 1 e 5). Tais arquéias metanogénicas sédo especialistas na
utilizacao de acetato. Além disso, Methanosarcina sp. sdo capazes de usar formiato,
metanol e H,/CO, para producao de metano. Desse modo, a presenca predominante
dessa arguéia foi favorecida devido a adicdo de formiato de sddio usado como co-
substrato metabdlico para degradacdo do Gleo ascarel. Bacilos com extremidades
arredondadas também foram observados em todos os pontos, em menor frequéncia.

A maior diversidade de microrganismos foi observada nos pontos finais do

reator (L/D 14 e 19), enquanto, a presenca de material inerte, sujeira e residuos ((a)

(b)

Figura 5.29 — a), além de polimero foi observada em todo o perfil espacial. Foi
possivel visualizar também goticulas de 6leo, que sob luz ultravioleta também
apresentam fluorescéncia, dificultando a visualizacdo de microrganismos sob esta
condicao (Figura 5.29 — b).

Por meio da analise microscopica de contraste de fase foi observada grande
variacdo morfologica ao longo do leito do reator, indicando estratificacdo nesse
sistema. Tal variacdo, também, foi observada apds o primeiro perfil, com certa
diminuicao da diversidade em alguns pontos devido, muito, provavelmente, a adi¢cao

do 6leo.
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(a) (b)
Figura 5.28 — Microscopia de contraste de fase — Primeiro perfil (a) Methanosaeta (b)

Microscopia de fluorescéncia de Methanosarcina (2000X)

@ (b)

Figura 5.29 — Microscopia de contraste de fase — Primeiro perfil — (a) Aglomerado de

células e material inerte (b) Gotas de 6leo (2000X)

5.5.2.2. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Por meio da microscopia eletronica de varredura foram confirmadas algumas
morfologias observadas em microscopia de contraste de fase. Foi possivel identificar
morfologias semelhantes as arquéias metanogénicas antes e depois da adi¢do do

ascarel no reator. A predominancia de microrganismos metanogénicos no reator ja
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era esperada uma vez que as condicdbes de alimentacdo foram propostas
exatamente para criar condi¢cdes para o crescimento desses microrganismos. Outro
fator que contribuiu para essa predominancia foi a utilizacdo de lodo

predominantemente metanogénico, proveniente de reator UASB (Figuras 5.30 e

5.31).

)
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Figura 5.30 — Morfologias observadas em microscopia eletrbnica de varredura (a)

Methanosaeta (b) Methanosarcina
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Figura 5.31 — Morfologias observadas em microscopia eletrbnica de varredura (a)

polimero extra celular (b) 6leo na matriz suporte
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Observou-se grande quantidade de polimero extra celular, em todas as
amostras do perfil. A presenca do polimero favorece crescimento dos
microrganismos, uma vez que, atua como barreira protetora para os microrganismos
contra compostos toxicos, reduzindo, portanto, contato direto com as células
(COHEN, 2001). Por outro lado, o biopolimero age negativamente, uma vez que este
material inerte diminui o volume do leito, dificultando o escoamento e criando
caminhos preferenciais, tais condi¢cdes favorecem o arraste de material para fora do
reator piorando a qualidade do efluente final.

Também havia grande quantidade de arquéias metanogénicas, sobretudo
Methanosaeta e Methanosarcina. Verificou-se também a presenca de pequenas

goticulas de 6leo aderidas ao material suporte (Figura 5.31).

AccV Spot Magn Det WD Exp T N ] AccV SpotMagn Det WD Exp F——— 2m
#150kV 30 4000x SE 1031 UFSCar - DEMa - LCE - FEG % 15.0kv 3.0 8000x SE 1031 UFSCar - DEMa - LCE - FEG

A

(@) o o (b)

Figura 5.32 — Morfologias observadas em microscopia eletrbnica de varredura (a)

Methanosaeta (b) aglomerado de bacilos arredondados e cocos
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Figura 5.33 — Morfologias observadas em microscopia eletrénica de varredura (a)

formacéao de biofilme (b) emaranhado de Methanosaeta na matriz suporte

Apés 150 dias de operacdo foram visualizadas arquéias
metanogénicas e goticulas de Oleo aderidas ao suporte, todavia, as goticulas ndo
mais se encontravam sozinhas na matriz, ou seja, observou-se grande quantidade
de microrganismos ao seu redor (Figura 5.34). Outra observacgao interessante foi a
colonizacdo do suporte por diversos microrganismos, em varias amostras foi
possivel observar interfaces de material suporte livres e outras sendo ocupadas por

microrganismos (Figura 5.33).
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@ I ' (b)

Figura 5.34 — Morfologias observadas em microscopia eletrénica de varredura (a)

colonizacdo do material suporte (b) gotas de 6leo aderidas ao biofilme
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Figura 5.35 — Morfologias observadas em microscopia eletrbnica de varredura (a)

diversidade morfolégica no biofilme (b) bacilos

A presenca de goticulas de Oleo na matriz levantou dudvidas quanto a
existéncia ou ndo de PCBs nas gotas. Portanto, para dissolver essas duvidas foi
realizada microandlise no préprio equipamento de microscopia eletrbnica de
varredura. A realizacdo de microanalise (EDX) (Figura 5.37) sobre as goticulas
confirmou a presenca de atomos de cloro, confirmando a hip6tese de que estas

goticulas continham PCB.
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Figura 5.36 — Morfologias observadas em microscopia eletrénica de varredura (a)

gotas de Oleo estudadas em microandlise (b) morfologia semelhante a Espiroqueta
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Figura 5.37 — Microanalise de gota de 6leo: presenca de cloro

6. CONCLUSOES

Os estudos preliminares realizados neste trabalho confirmaram o crescimento
da populacdo microbiana com producdo de metano e provavel descloracdo de
bifenilas, por meio da adicdo de Triton X-100 10%, &cido férmico (600 mg/L) e
metanol (1,6 g/L) em reatores operados em batelada com espuma de poliuretano
como suporte. As velocidades maximas especificas de producdo de metano nestes
reatores foram respectivamente: 2,53x10-3umol metano/mL.g STV, 3,82x10-3umol
metano/mL.g STV e 2,83x10-3umol metano/mL.g STV. A utilizacdo de solvente se
fez necesséaria uma vez que o ascarel é pouco solivel no meio de nutrientes. O
solvente mais adequado foi Triton X-100 10% em relacdo 1:1 com ascarel.

O reator anaerb6bio horizontal de leito fixo mostrou elevada remocdo de
matéria organica proveniente de Oleos contendo bifenilas policloradas. A
determinacdo de PCBs foi prejudicada pela baixa concentracdo de 6leo utilizada na

alimentacao, entretanto, a presenca de PCBs foi confirmada no leito do reator.
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Apesar de ndo ser possivel determinar se houve a descloracdo de PCBs, foi

possivel operar o reator, sem colapso, por 170 dias, com adi¢cao do 6leo. A eficiéncia

+

de remocdo de matéria organica foi de 96% para concentracdo afluente de 2083 +

476mg/L para a fase de adaptacdo e 90% com concentracdo afluente de 1616

I+

292mg/L durante a fase com adicdo de ascarel. A adicdo de 6leo, embora, pequena
resultou em acumulo no sistema hidraulico e no leito do reator, ocasionando
descargas ocasionais no efluente.

Ocorreu estratificacdo do leito do reator, com surgimento de zonas com
caracteristicas distintas que possibilitaram crescimento diferenciado de
microrganismos e, por conseguinte, remocao de matéria organica diferenciada nas
diferentes zonas do reator.

Através dos exames microscopicos foi possivel verificar a presenca de
microrganismos associados com a producdo de metano, tanto nos ensaios
preliminares quanto no RAHLF. Além disso foi observada diversidade morfolégica e
presenca de grandes quantidades de biopolimero e de gotas de 6leo aderidas ao
suporte no RAHLF, nas quais foi confirmada a presenca de cloro, indicando se
tratar de 6leo contendo PCBs. O acumulo de biopolimero, apesar de elevado, ndo
chegou a interferir significativamente no funcionamento do reator a ponto de alterar
sua eficiéncia, entretanto apos um periodo muito longo pode ser necessario remover

parte do polimero para evitar a colmatacéo do leito.
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Tabela 8.1 — Producédo de metano. Valores médios de metano mmol/g de STV

T::::)O Reator 1 Reator 2 Reator 3 Reator4 Reator5 Reator6 Reator7 Reator8 Reator 9
120 0,000638689 0,001118 0,001071 0,000987 0,001123 0,00096 0,001182 0,000738 0,001325
240 0,000689488 0,001672 0,001659 0,001455 0,001524 0,001143 0,001518 0,000749 0,001782
330 0,000584921 0,001633 0,001635 0,0016  0,001495 0,001184 0,001607 0,000654 0,001937
470 0,000602691 0,001705 0,001915 0,001802 0,001856 0,001504 0,001756 0,000666 0,002629
600 0,000534903 0,001938 0,002035 0,001918 0,001971 0,001537 0,001935 0,000641 0,002907
780 0,000523223 0,002193 0,002204 0,002125 0,002171 0,001429 0,002078 0,000545 0,003212
960 0,000547719 0,002764 0,002733 0,002614 0,002692 0,001654 0,002428 0,000624 0,003657
1140  0,000474655 0,002682 0,002551 0,002562 0,002626 0,001495 0,002385 0,000573 0,003763
1320 0,00046658  0,002913 0,002974 0,002781 0,00281 0,001468 0,002366 0,000525 0,004129
1590  0,000359987 0,003165 0,002867 0,00311 0,004938 0,002264 0,004452 0,000743 0,005044
2670  0,000421464 0,006864 0,006455 0,00657 0,00605 0,001855 0,005521 0,000641 0,007198
3090 0,00041948  0,006501 0,007155 0,006783 0,006875 0,002391 0,006344 0,000739 0,010294
3330 0,000433016  0,0068  0,007083 0,00736 0,007233 0,002483 0,006636 0,000808 0,011194
4110 0,000278831 0,006541 0,007435 0,00791 0,007718 0,003228 0,007566 0,001326 0,011518
4560  0,000435604 0,006395 0,007704 0,007701 0,007189 0,003271 0,00729 0,001574 0,011227
5730  0,000414246 0,00618 0,007641 0,008128 0,008468 0,003152 0,007022 0,002449 0,010326
7500 0,000379928 0,005622 0,010345 0,012213 0,009147 0,002903 0,006271 0,002811  0,00957
8660  0,000405561 0,006037 0,011067 0,009557 0,009825 0,003205 0,006611 0,003279 0,009409
9915  0,000392761 0,005771 0,018432 0,012418 0,009123 0,002961 0,006404 0,00316 0,009215
11430 0,000371874 0,005265 0,017 0,011604 0,008855 0,002835 0,006243 0,003008 0,008644
12795 0,000371073 0,005179 0,016 0,01134 0,008675 0,002807 0,00608 0,00302 0,008588
14550 0,000338082 0,005232 0,015698 0,010877 0,008503 0,002855 0,006129 0,002961 0,009265
17370 0,000306796 0,005262 0,015143 0,010795 0,008406 0,002839 0,00633  0,00303  0,008056
20130 0,000285956 0,005144 0,012772 0,01033 0,008316 0,002778 0,00595 0,003024 0,007472

Tabela 8.2 — RAHLF Perfis
DQO pH
1° Perfil 2° Perfil 1° Perfil 2° Perfil

Alimentacéo 1810,71 1737,47 Alimentacéo 7,76 7,88
Afluente 968,1415 1816,155 Afluente 7,61 7,9
L/D=1 - - L/D=1 7.8 7,7
L/D=5 999,90135 325,52 L/D=5 7,72 7,64
L/D=10 899,204 - L/D=10 7,8 7,77
L/D=14 975,683 - L/D=14 7,62 7,72
Efluente 29,8927 674,385 Efluente 7,77 7,62




Tabela 8.3 - RAHLF pH

Tempo pH
(dias) Efluente

3 7,46

10 7,5

17 7,9

24 7,71

34 7,78

45 7,8

52 7,81

69 7,97

80 8,04

87 7,79

94 7,66

103 8,05

108 7,68

115 7,75

122 7,67

129 7,71

147 7,7

157 7,87

171 7,66

185 7,94

199 7,9

213 7,65

234 17,77

Tabela 8.4 - RAHLF

DQO Efluente

Tempo pH
(dias) Efluente

6 69,75

13 20,66

20 41,52

27 26,80

34 61,16

41 40,35

48 29,16

56 27,91

66 8,01

76 45,33

78 23,62

80 45,67

83 128,67

85 140,34

87 120,89

91 140,34

93 211,67

97 1741,95

100 177,95

104 70,31

108 59,94

115 60,48

120 317,96

122 147,16

126 122,94

133 13,32

140 77,05

147 85,98

154 78,33

161 52,84

171 119,06

178 76,47

185 85,79

192 60,50

199 67,16

206 64,49

217 59,17

224 13,83

231 26,14

234 73,26

240 2,64
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Tabela 8.5 - RAHLF
DQO Afluente

Tempo

dias pH Afluente

I

10 1305,764

24 2346,532

37 2538,088

52 1965,491

69 2499,1

80 1215,01

87 1243,033

97 1879,2

119 1996,9

136 1562,4

150 1605,75

171 1655,48

196 1982,65

220 1576,6

232 1737,5

Tabela 8.6 —
Alcalinidade Total

Alcalinidade
Total
mgCaCO3/L

Tempo
(dias)

:

6 857.96

13 1194.396

20 729.748

27 1064.256

41 1071.44

48 1099.76

62 1038.4

80 977.592

87 1068.144

94 1067.22

103 1044.12

108 1085.7

115 1058.904

122 1118.04

129 1085.7

147 1142.064

157 1050.056

171 1077.664

185 1107.176

206 1039.584

227 1066.24
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Tabela 8.7 — Metano

RAHLF
Metano (média
Tempo dos pontos de
(dias) coleta) mmol
CH,

100 0.029343

115 0.030178

125 0.012856

136 0.02828

146 0.031793

157 0.008118

171 0.015041

220 0.014454

232 0.017336






