UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
ESCOLA DE ENGENHARIA DE SAO CARLOS

ENGENHARIA AMBIENTAL

Producdo de metano em reator anaerébio em batelada com biomassa imobilizada e

planctonica na presenca de Ascarel

Aluna; Tais Hamamoto

Orientadora: Profa. Dra. Maria Bernadete A. VVaresche

Monografia apresentada ao curso de
graduacdo em Engenharia Ambiental da
Escola de Engenharia de Sdo Carlos da

Universidade de Sao Paulo.

Séo Carlos

2012






Tais Hamamoto

Producdo de metano em reator anaerébio em batelada com biomassa imobilizada e

planctonica na presenca de Ascarel

Monografia apresentada ao curso de
graduacdo em Engenharia Ambiental da
Escola de Engenharia de Séo Carlos da
Universidade de Sao Paulo.

Area de estudo: Engenharia Ambiental
Orientadora: Profa. Dra. Maria Bernadete
A. Varesche

Sao Carlos

2012



AUTORIZO A REPRODUGCAO E DIVULGAGCAO TOTAL OU PARCIAL DESTE TRABALHO, POR
QUALQUER MEIO CONVENCIONAL OU ELETRONICO, PARA FINS DE ESTUDO E PESQUISA,
DESDE QUE CITADA A FONTE.

Ficha catalografica preparada pela Secdo de Tratamento
da Informacédo do Servico de Biblioteca — EESC/USP

Hamamoto, Tais
H198p Producdo de metano em reator anaer6bio em batelada com biomassa
imobilizada e planctdnica na presenga de Ascarel. / Tais Hamamoto ; orientador Maria

Bernadete Amancio Varesche Silva. — Sao Carlos, 2012.

Monografia (Graduagdo em Engenharia Ambiental) -- Escola de Engenharia de Sao
Carlos da Universidade
de Séo Paulo, 2012.




Profa. Maria Bernadete Amancio Varesche Silva

S Com Oorr

Bruna Carrer Gomes Malavan

Maria Angela

Coordenador da Disciplina 1800091- Trabalho de Graduagao







Ao0s meus pais e minha avo, Silvana, Toshio e Idesuita, que mesmo longe, sempre cuidaram

de mim. Sem eles, nada seria possivel.






AGRADECIMENTOS

A Profa. Dra. Maria Bernadete A. Varesche, pela oportunidade dada e pela orientagio
ao longo de todo o meu trabalho.

A Dra. Regiane Cristina Corréa, pela paciéncia com a minha falta de destreza com
reagentes e reatores, por me ensinar sobre a academia e pesquisa e por ter sido muito mais do
que uma companheira de trabalho.

Ao Henrique e a Mara, meus companheiros de trabalho que também me ensinaram
muito nestes anos de convivéncia.

Aos meus amigos Persoras, que tornaram a faculdade uma fase Unica na minha vida.
Um agradecimento especial ao Du, que participou dos momentos cruciais desta vida
laboratorial, me contando sobre o projeto em 2008 e me ajudando com este Trabalho de
Graduacdo em 2012.

Aos moradores da C-4, que agora ndo sao mais as pessoas que moram com O meu
namorado, e sim meus amigos.

Ao Thomas, que foi mais do que um namorado. Foi companheiro de trabalho, amigo,
conselheiro, revisor. Suportou todas as minhas crises e anseios, me ajudou de todas as formas
que podia e ndo podia para que 0s meus planos dessem certo. Todas as minhas conquistas
possuem um pouquinho de vocé.

A minha familia, que se sacrificou ao longo de toda a vida para que eu pudesse me
formar um dia na USP. O meu bacharel é de vocés também.

A todos do LPB que em algum momento, sanaram minhas ddvidas e auxiliaram neste
trabalho.

A EESC e todos os seus funcionarios.

Ao CNPq, pela bolsa concedida.

A Deus, pois sem ele eu ndo estaria aqui.






“Disse a flor para 0 pequeno principe: € preciso que eu suporte duas ou trés larvas se quiser
conhecer as borboletas.”

Antoine de Saint-Exupéry, O pequeno principe.






RESUMO

HAMAMOTO, T. Producéo de metano em reator anaerobio em batelada com biomassa
imobilizada e plancténica na presenca de Ascarel. 2012. 49f. Monografia (Bacharel) —

Escola de Engenharia de S&o Carlos, Universidade de Sao Paulo, 2012.

Bifenilas policloradas, foram utilizadas na formacdo do Ascarel, 6leo empregado em
transformadores e equipamentos eletroeletronicos que possui alta toxicidade e potencial
carcinogénico. Alternativa viavel para sua degradacdo é a biodegradacdo anaerdbia, contudo
ndo existem muitos estudos sobre este assunto. Reatores em batelada foram utilizados em
dois ensaios para avaliar o potencial metanogénico na degradacdo anaerdbia do Ascarel, em
meio nutricional Angelidaki, com sulfeto de s6dio. O primeiro, sem esgotamento prévio da
matéria organica, foi composto pelos reatores: R1 (Biomassa em Suspensdo), considerado
“Controle”; R2 (Biomassa em Suspensdo, Etanol); R3 (Biomassa em Suspensdo, Etanol,
Ascarel); R4 (Biomassa em Suspensdo, Ascarel); R5 (Biomassa imobilizada em Espuma de
Poliuretano, Etanol, Ascarel, Formiato); R6 (Espuma, Ascarel, Formiato); R7 (Biomassa
imobilizada em Carvao Vegetal, Etanol, Ascarel, Formiato); R8 (Carvéao, Ascarel, Formiato);
R9 (Espuma, Formiato); e R10 (Carvao, Formiato). O segundo, com esgotamento prévio da
matéria organica foi realizado nas mesmas condi¢Ges mencionadas anteriormente, mais duas
configuragcbes: R11 (Biomassa em Suspensdo, Etanol, Formiato); R12 (Biomassa em
Suspensdo, Ascarel, Formiato). Os resultados de producdo maxima obtidos para ensaio sem
esgotamento foram (em mmolCH,/gSTV): 0,0016 (R1); 0,0387 (R2); 0,0433 (R3); 0,0031
(R4); 0,0440 (R5); 0,0247 (R6); 0,0374 (R7); 0,0048 (R8); 0,0057 (R9); 0,0046 (R10). Os
resultados de producdo maxima obtidos para ensaio com esgotamento foram (em
mmolCH,/gSTV): 0,0005 (R1); 0,0239 (R2); 0,0226 (R3); 0,0009 (R4); 0,0242 (R5); 0,0027
(R6); 0,0146 (R7); 0,0031 (R8); 0,0025 (R9); 0,0028 (R10); 0,0255 (R11); 0,0023 (R12).
Constatou-se, no primeiro ensaio, que a melhor condicdo para producdo de metano foi a do
R3 (Suspensdo, Etanol, Ascarel) e R5 (Biomassa imobilizada em Espuma de Poliuretano,
Etanol, Ascarel, Formiato). No segundo, a maior producdo foi obtida no R2 (Suspenséo,
Etanol); R3 (Suspensdo, Etanol, Ascarel); R5 (Biomassa imobilizada em Espuma de
Poliuretano, Etanol, Ascarel, Formiato) e R11 (Suspensdo, Etanol, Formiato). Portanto, essa
producdo maxima foi quase que integralmente dependente da presenca de etanol. Através de
analises microscopicas, constatou-se predominio de bacilos fluorescentes, além de
morfologias similares as arqueias metanogénicas (Methanosaeta e Methanosarcina) foram
constatadas nas amostras dos reatores anaerébios do ensaio com esgotamento.

Palavras-chave: Bifenila Policlorada, espuma de poliuretano, carvao vegetal, etanol.






ABSTRACT

HAMAMOTO, T. Methane production in anaerobic batch reactor containing Ascarel as
organic substrate with immobilized and planktonic biomass. 2012. 49p. Monograph

(Graduate) — Escola de Engenharia de Sdo Carlos, Universidade de Sao Paulo, 2012.

Polychlorinated biphenyls were used in the formation of Ascarel oil used in transformers and
electronic equipment that has high toxicity and carcinogenic potential. Viable alternative to its
degradation is anaerobic biodegradation, however there are many studies on this subject.
Batch reactors were used in two trials to evaluate the potential of anaerobic methanogenic
degradation Ascarel in nutritional Angelidaki medium with sodium sulfide. The first, without
the prior exhaustion of the organic matter is composed of reactors: R1 (Biomass Suspension),
considered the "Control”, R2 (Suspended Biomass, ethanol), R3 (Suspended Biomass,
Ethanol, Ascarel), R4 (Biomass Suspension, Ascarel), R5 (biomass immobilized in
polyurethane foam, Ethanol, Ascarel, formate), R6 (Foam, Ascarel, formate), R7 (Biomass
immobilized in Charcoal, Ethanol, Ascarel, formate), R8 (Coal, Polychlorinated Biphenyls,
formate), R9 (Foam, formate) and R10 (Coal, formate). The second, with the prior exhaustion
of organic matter was taken under the same conditions mentioned above, plus two
configurations: R11 (Suspended biomass, ethanol, formate), R12 (Biomass Suspension,
Ascarel, formate). The results obtained for maximum production without depletion assay were
(in mmolCH4/gSTV): 0.0016 (R1), 0.0387 (R2), 0.0433 (R3), 0.0031 (R4), 0.0440 ( R5),
0.0247 (R6) 0.0374 (R7), 0.0048 (R8), 0.0057 (R9), 0.0046 (R10). The results obtained for
maximum production depletion assay were (in mmolCH4/gSTV): 0.0005 (R1), 0.0239 (R2),
0.0226 (R3), 0.0009 (R4), 0.0242 ( R5), 0.0027 (R6) 0.0146 (R7), 0.0031 (R8), 0.0025 (R9),
0.0028 (R10), 0.0255 (R11), 0.0023 (R12 .) We found that, in the first trial, that the best
condition for methane production was the R3 (Suspension, Ethanol, Ascarel) and R5 (biomass
immobilized in polyurethane foam, Ethanol, Ascarel, formate). In the second, higher yields in
R2 (Suspension, ethanol), R3 (Suspension, Ethanol, Ascarel), R5 (biomass immobilized in
polyurethane foam, Ethanol, Ascarel, formate) and R11 (Suspension, ethanol, formate).
Therefore, the maximum yield was almost completely dependent on the presence of ethanol.
Through microscopic analysis, we found a predominance of fluorescent bacilli, and
morphologies similar to methanogenic archaea (Methanosaeta and Methanosarcina) were
found in samples from anaerobic reactors of the test with exhaustion.

Key-words: Polychlorinated bipheyl, polyurethane foam, charcoal, ethanol
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1. INTRODUCAO

Muitas das substancias organocloradas existentes no meio ambiente sdo persistentes e
de dificil degradacdo, além de estarem associadas a diversos problemas nos organismos
devido ao seu potencial toxicoldgico (CHAVES, 2005). As Bifenilas Policloradas, também
conhecidas como PCBs, pertencem a este grupo. Sdo compostos de origem antropogénica,
resultantes da cloracdo catalitica de bifenilas, e inclui mistura complexa de 209 congéneres
com diferentes graus de cloracéo.

A producdo industrial dos PCBs foi iniciada em 1920, sendo os Estados Unidos os
maiores produtores do composto. Dentre 209 congéneres existentes, 130 estdo presentes
nestas misturas comerciais (ABRAMOWICZ, 1990; TIEDJE et al. 1993; BORJA et al. 2005).
Estima-se que a produgdo mundial acumulada foi de aproximadamente 1.200.000 toneladas.
Pode-se estimar que cerca de 40% entrou para 0 ambiente e que grande parte do restante ainda
estd em uso, principalmente em equipamentos capacitores e transformadores antigos
(PENTEADO, 2001).

No Brasil, o 6leo formado por fracdes de 50 a 70% de bifenilas policloradas e 30 a
50% de triclorobenzeno (KINNER et al., 1993) foi comercializado sob o nome “Ascarel”.

De acordo com estudos realizados em cobaias e observacfes das consequéncias de
acidentes envolvendo PCBs, constatou-se que estas substancias acumulam-se no tecido
adiposo, e sdo associadas a diversas alteracdes prejudiciais ao organismo. Em casos de
contaminacéo de seres humanos foi verificado que os PCBs causam modifica¢fes nas funcbes

reprodutivas dos organismos, hiperpigmentacdo, problemas oculares, acne ocupacional grave,
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causada por contaminacdo ambiental ou uso industrial de hidrocarbonetos clorados conhecida
como cloracne, além da elevacdo do indice de mortalidade por cancer no figado e vesicula
biliar (PENTEADO, 2001). Apds a comprovacdo de sua periculosidade a producdo foi
proibida, contudo alguns dos aparelhos que continham o Oleo foram trocados e outros
permaneceram em atividade até o final da sua vida util.

Em 2004, as Bifenilas Policloradas juntamente com outros 11 compostos foram
listadas como Poluentes Organicos Persistentes (POPs) na Convencao de Estocolmo, tratado
internacional que visa a protecdo da saude humana e do meio ambiente, contra o0s
efeitos destas 12 substancias quimicas, adotada em 2001, e que entrou em vigor
em 2004.

As atuais formas de degradacdo dos PCBs consistem em incinerar o composto ou
materiais contaminados. Contudo, este processo acaba gerando outros produtos igualmente ou
ainda mais toxicos e perigosos, como furanos e dioxinas (PENTEADO, 2001), além de
possuir outros inconvenientes como o custo do tratamento muito elevado.

Tendo em vista esta dificuldade, a biorremediacdo € alternativa viavel de degradacdo
dos PCBs (CHAVES, 2005). A descloragdo, que consiste na substituicdo do cloro presente na
molécula por hidrogénio, é mais viavel por possibilitar a reciclagem dos materiais sem gerar
passivos futuros. A descloracdo anaerébia remove cloro de PCBs altamente clorados,
inversamente a degradacdo aerobia, que transforma somente alguns congéneres com baixo
numero de cloros (ABRAMOWICZ, 1993), além de conseguir remover o cloro nas posi¢oes
meta e para reduzindo, assim, a sua toxicidade (MOHN; TIEDJE, 1992). Pesquisas sobre a
descloracédo anaerdbia foram desenvolvidas visando principalmente a viabilizacdo do processo
de biodegradacdo in situ, mas as condicdes que favorecem o processo ainda ndo estdo

completamente esclarecidas.
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Neste trabalho foram avaliadas as melhores condicdes para viabilizar a degradacdo das
bifenilas policloradas, contidas no ascarel, em condicdo anaerobia. O teste foi realizado em
reatores em batelada, com a adi¢do de formiato como co-substrato e etanol como solvente; e
com variacdo das formas de imobilizacdo de biomassa, como espuma de poliuretano, carvédo

vegetal ou sem suporte.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo avaliar a producdo de metano em reatores anaerdbios

em batelada com ascarel.

2.2.  Obijetivos Especificos

(i) Avaliar a producdo de metano sob diferentes condigdes nutricionais (etanol,
formiato) na presenca de Ascarel;

(if) Avaliar a influéncia de meio suporte (espuma de poliuretano, carvdo vegetal e
biomassa em suspensao) na biodegradacao do Ascarel;

(iii) Caracterizar a diversidade de bactérias e arqueias metanogénicas;

(iv) Avaliar a influéncia da matéria organica presente no lodo.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Compostos organoclorados
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As substancias organocloradas sdo aquelas que possuem um ou mais atomos de cloro

em sua estrutura quimica organica. Existem inimeros compostos que sdo largamente

utilizados na industria e em pesticidas, como o pentaclorofenol (derivado de outra substancia

organoclorada), hexaclorobenzeno (utilizado como conservante para madeiras e como agente

antimicrobiano) e as bifenilas policloradas, substancias empregadas em diversos produtos

(Tabela 1) (PENTEADO, 2001; CHAVES, 2005).

Tabela 1. Usos industriais das Bifenilas Policloradas

Usos do PCB

Capacitores Elétricos
Transformadores Elétricos
Bombas de Vécuo
Turbinas de Transmisséo de G&s
Fluidos Hidréulicos
Resinas plastificantes
Adesivos
Plastificante de Borracha
Sistema de Transferéncia de Calor
Aditivo Antichama
Oleos de corte, lubrificantes
Pesticidas

Papel Carbono

Fonte: Penteado, 2001.
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As Dbifenilas policloradas, comumente chamadas de PCB sdo compostos
organoclorados resultantes da reacdo do grupo bifenila com cloro anidro, na presenca de
catalisador (ABRAMOWICZ, 1990; TIEDJE et al, 1993; PENTEADO, 2001;
BARBALACE, 2003; BORJA et al., 2005). Esses compostos sdo constituidos por dois an€is
de benzeno, com ou sem substituintes, unidos por uma ligacdo simples carbono-carbono, com
até 10 atomos de cloro (Figura 1a). Os varios numeros e posic¢des do cloro, em substituicdo ao
hidrogénio nos anéis aromaticos da bifenila, resultam nas 209 possiveis estruturas quimicas da
bifenila, que sdo denominados congéneres, como exemplo o 2,3°,4,5,5 - pentaclorobifenila

(Figura 1b) (ABRAMOWICZ, 1990).

4 Cl
3 5 Cl
2 1] cl
—_
Y 2
5 1
Cl Cl
4!
a b

Figura 1. a) Estrutura da molécula bifenila; (b) Estrutura da molécula PCB (2,3, 4, 5,5 -
pentaclorobifenila)

Este composto foi conhecido no século XIX na Europa, mas, sua producdo em larga
escala sé iniciou a partir de 1920, principalmente nos Estados Unidos. Os PCBs possuem alta
resisténcia elétrica, propriedades isolantes, sdo resistentes a ataques de acidos, bases e
produtos corrosivos, sdo estaveis ao calor e a pressao e nao sao inflamaveis. Por conta destas
peculiaridades, foram amplamente utilizados em diversos setores nas décadas de 30 e 40,

como matéria prima de diversos materiais (WAID, 1986).
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Estes compostos foram comercializados sob diversos nomes (Tabela 1) e empregados
em tintas tipo epoxi, resinas, adesivos sintéticos, tintas téxteis, em papel copia sem carbono
(LARA apud CHAVES, 2005) e, principalmente, em equipamentos eletro-eletrénicos, sendo
60% de sua producdo total mundial utilizada em transformadores e capacitores e 15% em
fluidos de transferéncia de calor (PENTEADO, 2001). Contudo, a soma destas caracteristicas
resultou no uso excessivo ambiental, por conseguinte, poluentes ambientais.

Tabela 2. Marcas registradas de PCBs

Aceclor Chlorinol  Eucarel PCBs Solvol
Apirolio Clophen Fenchlor Phenoclor (t,c) Sovol
Aroclor Clorphen  Hivar Polychlorinated Therminol
Arubren Delor Hydol biphenyl FR
Asbestol Diaclor Inclor Polychlorobiphenyl

Ascarel Dialor Inerteen Pydraul

Bakola 131 Disconon  Kanechlor  Pyralene

Biclor Dk Kennechlor  Pyranol

Chlorextol Duconol Montar Pyrochlor

Chlorinated Biphenil ~ Dykanol Nepolin Saf-T-Kuhl

Chlorinated Diphenil EEC-18 No-Flanol Santotherm FR
Chlorobiphenyl Elemex PCB Santovacle 2

Siclonyl

Fonte: Penteado, 2001.

Em 1966, a publicacdo de um artigo, em jornal americano, sobre a descoberta de uma
contaminacdo por PCBs em um arquipelago sueco, despertou interesse em relacdo ao estudo
da persisténcia dos novos compostos no ambiente (CHAVES, 2005). Dois anos mais tarde,
em 1968,0s efeitos do PCB na saude humana comecaram a ser documentados em Yusho
(Japao); 1600 pessoas foram contaminadas com PCBs ao consumirem 0leo de arroz. Estes
individuos apresentaram sintomas relacionados a dermatites, hiperpigmentacéo da pele, fortes

dores de cabeca, danos no sistema nervoso periférico, figado e tiredide. Uma crianca, cuja
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mée foi afetada, nasceu com baixo peso e desenvolvimento intelectual prejudicado. Mais
tarde, em Yu-Cheng, Taiwan, em 1979, mais de 2.000 pessoas ingeriram peixes contaminados
com PCB (ATSDR, 2000).

O Brasil também possui casos recentes de contaminacdo. Em estudos feitos com leite
materno no Rio de Janeiro, sendo detectadas PCBs abaixo de 2ug/L (PAUMGARTTEN et al.
apud CHAVES, 2005). Acredita-se que a populacgéo carioca tenha sido primeiramente exposta
aos PCBs pelo consumo de peixes contaminados, e em menor escala, via outros produtos
alimentares de origem animal (WHO, 1990). No estado de Sdo Paulo, a Companhia de
Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB) faz levantamentos periddicos sobre os
niveis de contaminacdo da regido estuarina de Santo e Sdo Vicente, locais onde foram
detectadas quantidades relevantes de PCBs e metais pesados nos sedimentos em 2001 e 2002
(CHAVES, 2005).

Alguns efeitos dos PCBs em animais, como peixes, passaros € mamiferos, também
foram relatados, como ocorréncia de falha na reproducéo, no desenvolvimento e no sistema
imune, danos no figado, cancer e morte (PENTEADO, 2001).

A ocorréncia do PCB no ambiente pode resultar na bioacumulacéo, processo no qual
0s seres vivos absorvem e retém substancias quimicas no seu organismo, causando efeitos
crénicos e toxicidade, aumento da concentragdo nos tecidos, passando pela cadeia alimentar
em dois ou mais niveis tréficos. Organismos aquéticos sdo expostos ao PCB dissolvido na
agua, adsorvido no sedimento e presente nos alimentos. No ecossistema terrestre, 0s
organismos sdo contaminados, nos mais baixos niveis troficos, pela ingestdo de solo e presas,
além da absorcdo na pele ou inalacéo, as quais também podem ocorrer em algumas especies.
Geralmente, 0s organismos que se encontram no topo da cadeia alimentar sofrem mais riscos

a exposicdo do PCB (NRC, 2001).
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De acordo com levantamentos feitos pelo Ministério do Meio Ambiente em seu
Estudo sobre as Bifenilas Policloradas, o peso total remanescente de PCBs no Brasil é de

68.000 toneladas.

3.2.  Legislacdo Brasileira e a Convencao de Estocolmo

A Portaria Interministerial (MIC/MI/MME) N°19, de 29 de janeiro de 1981, foi a
primeira legislacdo brasileira referente a proibicdo do comércio e da fabricacdo dos PCBs em
territério nacional. No entanto, essa lei ndo proibiu que equipamentos ja em uso continuassem
a ser utilizados até o fim de suas vidas Util, estimada em aproximadamente 40 anos, ou até que
houvesse a necessidade de troca do 6leo isolante, que deveria ser feita por outro tipo de 6leo
dielétrico. A Portaria proibiu também algumas formas de descarte, como em cursos d’agua.

Em 26 de outubro de 1982, foi criada a Portaria MINTER 157, que proibe o
lancamento de efluentes liquidos contendo substancias ndo degradaveis de alto grau de
toxicidade, incluindo PCBs, decorrentes de quaisquer atividades industriais, para preservar as
populacdes que utilizam as aguas do rio Paraiba do Sul como manancial de abastecimento.

Em 10 de junho de 1983, foi criada a Instrugdo Normativa 001 SEMA/STC/CRC, que
regulamentou as condi¢fes necessarias para 0 manuseio, armazenagem e transporte de PCB
e/ou matérias contaminados por PCB.

A Resolucdo CONAMA n° 313 29 de outubro de 2002 regulamenta o processo de
licenciamento ambiental de atividades industriais produtoras de residuos perigosos, estabelece
que residuos gerados ou existentes devem ser controlados e que as industrias devem

apresentar a agéncia ambiental competente informacdes sobre a geracdo, caracteristicas e
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destinacdo final de seus residuos. As concessionarias de energia elétrica que possuem
materiais contaminados com PCBs devem apresentar a agéncia ambiental competente seus
Relatdrios de Estoques.

O maior marco internacional em relacdo as Bifenilas Policloradas aconteceu em
Estocolmo (Suécia), no ano de 2001, onde foi assinada a Convencdo de Estocolmo ou
Convencdo de Estocolmo sobre Poluentes Organicos Persistentes. O objetivo desta
Convencdo é proteger a salde humana e o meio ambiente dos poluentes organicos
persistentes, através a da eliminacdo e o banimento de 12 substancias quimicas listadas no
documento (Tabela 3), além da adocdo de medidas de reducdo de eliminacBes ndo
intencionais de dioxinas e furanos, produtos altamente toxicos. A Convencdo abrange
também a identificacdo e eliminacdo de estoques de produtos agrotoxicos, bem como um
inventario dos estoques de PCBs e equipamentos contaminados por este produto. O Brasil
ratificou a Convencdo em 16 de junho de 2004, tomando-se parte da mesma no dia 14 de
setembro de 2004.

Tabela 3. Poluentes Organicos Persistentes estabelecidos pela Convencao de Estocolmo

Substéncia Quimica
Aldrin
Clordano
Dieldrin
Endrin

Heptacloro

Hexaclorobenzeno
Toxafeno
Bifenilas Policloradas (PCB)
DDT
Dibenzo-p-dioxinas policloradas
Dibenzofuranos policlorados

Mirex

Fonte: Stockholm Convention on Persistent Organic Pollutants.
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Apos a Convencdo de Estocolmo foi reformulada, em 2005, a norma ABNT - NBR
8371, que descreve a forma de manuseio, embalagem, rotulacdo, armazenamento e transporte
de PCB para capacitores e transformadores. Ela define também os niveis aceitaveis de

concentracdo nos equipamentos (Tabela 4).

Tabela 4. Niveis aceitaveis de concentracdo de PCB em equipamentos, de acordo com a
ABNT/NBR 8371

Quantidade de PCB por
6leo isolante [mg/kg]

Classificagéo

1a50 Né&o PCB (ndo sujeito a legislacédo)
51 a 500 Contaminado por PCB
Acima de 500 PCB

No Estado de S&o Paulo, foi criada a Lei 12.288 de 22 de fevereiro de 2006. Este
documento dispde sobre a destinacdo final de PCB, a proibicdo de entrada e saida de PCBs
neste estado, a menos que seja para sua destinacdo final, a proibicdo de comercializacdo de
transformadores sem comprovacao laboratorial com teores de PCB dentro do permitido e
discorre ainda sobre a proibicdo da regeneracdo das propriedades dielétricas dos Oleos
isolantes com teores de PCBs superiores a 50 mg/kg. A Lei prevé também alguns prazos a
serem cumpridos para a eliminacdo de transformadores, capacitores e demais equipamentos

eletronicos contendo PCB (Tabela 5).

Tabela 5. Prazos para a eliminacédo de transformadores, capacitores e demais equipamentos
eletrbnicos contendo PCB, no estado de Séo Paulo.

Até 2008 Até 2010 Até 2020
Todos que estiverem fora de Todos que estiverem em Todos os demais que
operacdo, bem como 0s operacdo instalados em néo se enquadram nas

demais residuos de PCBs. logradouros publicos. condicdes anteriores.
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A Norma ABNT/NBR 13.882, de 2008, disciplinou os métodos de analise para
determinacdo do nivel de PCBs em liquidos isolantes e proibiu o uso de materiais plasticos,
estabelecendo que a coleta deveria acontecer de acordo com a NBR-8840, usando um sistema
especifico para cada equipamento avaliado, buscando prevenir contaminacGes cruzadas.

O Projeto de Lei 01075/2011, que estd tramitando no Congresso Nacional, dispde
basicamente sobre a eliminacdo controlada dos PCBs e dos seus residuos, e sobre a
descontaminacdo e a eliminacdo de transformadores, capacitores e demais equipamentos
elétricos que contenham PCB. Trata-se de um Projeto de Lei semelhante a Lei 12.288 em

vigor no estado de S&o Paulo.

3.3. Biodegradacéo de PCBs

Alguns micro-organismos presentes no meio ambiente podem produzir enzimas
capazes de converter compostos organicos como o PCB em compostos mais simples,
minimizando os seus efeitos toxicos. A biodegradacdo pode ocorrer de duas formas:
mineralizacdo e cometabolismo. Na mineralizagdo os microrganismos utilizam o poluente
como fonte de carbono e energia e no cometabolismo, requerem uma segunda substancia
como fonte de carbono e energia (BORJA et al., 2005). Caso degradacao incompleta ocorrer,
pode haver a formacéo e a acumulagéo de produtos mais toxicos.

A biodegradacdo depende das caracteristicas estruturais do poluente, de sua
solubilidade em agua e concentracdo no meio e, também, de alguns fatores ambientais, tais
como, temperatura, pH, presenca de substancias inibidoras ou toxicas, disponibilidade de

aceptores de elétrons e interacdes entre os microrganismos (BORJA et al., 2005).
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A contaminacdo ambiental por bifenilas policloradas ocorre por congéneres com
diferentes graus de cloracdo. A completa degradacdo de misturas de PCBs é raramente obtida,
uma vez que os compostos altamente clorados nao sdo metabolizados em condicdo aerobia.

Pouco se sabe sobre a descloracdo anaerobia do PCB, embora se saiba que alguns
micro-organismos descloram PCB com ganho de energia para 0 seu crescimento. Rysavy et
al. (2005) verificaram a presenca de doadores de elétrons apropriados em sedimento
contaminado com a finalidade de estimular a descloracdo de PCB. Os autores verificaram o
efeito da adicéo de ferro (Fe°), como doador de elétrons na descloracdo microbiana de alguns
congéneres de PCBs, tais como, 3,4,5-triclorobifenila (3,4,5-CB) e 2,2°,3,44°,5,5-
heptaclorobifenila (2,2°,3,4,4°,5,5°-CB). Possivelmente, o sedimento j& continha populacdo
microbiana endégena capaz de desclorar o PCB. Os autores verificaram que a adi¢édo de 0,1 g
Fe’/g de sedimento reduziu a fase lag pela remocgdo de cloro nas posicdes di-para em
aproximadamente 100 dias. A adicdo de H, (0,001 atm) no headspace resultou na mesma

atividade de descloracdo e na reducdo da fase lag.

3.4. Biodegradacéo anaerdbia em sedimentos

Winchell e Novak (2008) analisaram duas tecnologias de biorremediacdo, a
bioestimulacdo, método que visa 0 aumento do numero de microorganismos degradantes ou a
estimulacdo da atividade destes em uma area contaminada, e a bioadicdo, metodo que consiste
na adicdo de microrganismos na &rea contaminada com capacidade para degradar o
contaminante, em diferentes sedimentos, para observar a degradacdo do PCB. Bedard et al.

(1997), Wu e Wiegel (1997) sugeriram que a bioadi¢do pode melhorar a descloracéo do PCB,
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mas € necessaria a adicdo concomitante de um bioestimulante. Rysavy et al. (2005)
observaram descloracdo do PCB, apos adicdo de um doador de elétron, o ferro elementar
(Fe®) como bioestimulante. A bioadicdo e bioestimulacdo podem ser mais efetivas na
descloracdo de PCB do que, somente, um ou outro processo isoladamente.

Chen et al. (1988) utilizaram sedimento coletado do rio Hudson (EUA) para a
observacao de biodegradacdo anaerdbia de Aroclor 1221 (mistura de bifenilas policloradas).
Bactérias degradadoras de PCB foram isoladas do sedimento do rio Hudson e enriquecidas em
meio contendo 20mg/L de Aroclor 1221. Apos 40 dias, 1 mL da cultura foi transferido para
meio de enriquecimento. Mais trés transferéncias foram realizadas antes das populacbes
serem utilizadas no experimento. Trés frascos de cultura, contendo 30 ppm de PCBs,
receberam o0s seguintes tratamentos: (1) um deles recebeu 1 mL de meio mineral reduzido
para determinar a atividade da microflora indigena; (2) outro, recebeu mistura da cultura
isolada, para estudar a sua atividade no sedimento e (3) um terceiro foi utilizado como
controle e recebeu 2 mL de formalina (30%). Estas preparacdes de sedimento foram
vigorosamente agitadas (200 rpm) por 5 meses a temperatura ambiente. Os autores
determinaram o PCB e metano por cromatografia gasosa. Os autores verificaram completa
degradacdo anaerdbia das bifenilas cloradas, todavia, gds metano ndo foi detectado em
nenhuma condicdo. Apds 105 dias de incubacdo, a quantidade de congéneres de PCBs foi de
15,19 pg/mL no experimento controle, 2,87 pg/mL com a microflora indigena e 2,57 na
cultura isolada. Desse modo, os autores salientaram que 0s s congéneres de PCBs podem ser
degradados anaerobiamente e que esses compostos podem ser utilizados como fonte de
carbono e energia pelos microrganismos responsaveis pela degradacéo.

Um consércio microbiano anaerdbio (ATCC 55616) proveniente de sedimentos foi
crescido e mantido em granulos de reator UASB a temperatura ambiente (NATARAJAN et

al., 1999). Bifenila fornecida como Unica fonte de carbono e energia foi degradada,
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culminando com a producdo de metano. Apds 50 dias de operacdo ocorreu a degradacao de
cerca de 75 % da bifenila inicial (42,2 umol). A velocidade de degradacdo da bifenila foi de
0,61 pmol/dia. Um produto intermediario originado do rompimento do anel de bifenila, p-
cresol, foi detectado, e mineralizado a produtos finais e gas. A producdo de p-cresol foi
analisada por cromatografia liquida e confirmada por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometro de massa (CG-EM). O p-cresol ndo foi acumulado, pois a velocidade de
degradacdo foi alta, cerca de 1,55 pumol/dia. A producdo de metano aumentou com a
correspondente diminuicdo da concentracdo de p-cresol. Assim, por exemplo, em 40 dias, 62
pumol de p-cresol foram completamente degradados, com formacéo de 192 umol de metano.
Cutter et al. (2001) estudaram a descloracédo redutiva de PCBs por bactérias anaerobias
em sedimentos aquaticos. Sequéncias do RNATr16S, obtidas de cultura enriquecida com
bactérias degradadoras de orto-PCB foram monitoradas pela técnica de Eletroforese em Gel
de Gradiente Desnaturante (DGGE). Os autores correlacionaram a oxidacdo de acetato ou
hidrogénio a reducdo de 2,3,5,6-CB (clorobifenila) a 2,3,5-CB e a 3,5-CB. Portanto, estes
foram os primeiros pesquisadores a identificar bactérias anaerdbias degradadoras de PCB, que
utilizaram acetato e 2,3,5,6-tetraclorobifenila. Os microrganismos identificados como bactéria
0-17 apresentaram sequencia de RNArl6S muito semelhante as bactérias verdes ndo-
sulfurosa e com Dehalococcoides ethenogenes. A bactéria 0-17 utilizou acetato para a
descloragdo e crescimento. Portanto, 0-17 foi capaz de desclorar o PCB a partir de trés
evidéncias constatadas pelos autores. Uma delas é que o RNAr 16S da 0-17 foi detectado
durante a descloracdo do PCB e, somente, quando havia PCB no meio. Outra evidéncia € que
ndo ocorreu a descloragdo quando 0-17 foi eliminada sistematicamente da cultura e a terceira
evidéncia foi que RNAr 16S da 0-17 foi similar ao Dehalococcoides spp., microrganismos

que reduzem compostos organoclorados.
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A disponibilidade de informacéo filogenética sobre bactérias descloradoras de PCB
permite a analise detalhada das comunidades microbianas indigenas e seu monitoramento
durante um processo de biorremediacdo de PCB. Desse modo, pode-se acelerar o processo
pela introducdo de uma populacdo previamente enriquecida de bactérias descloradoras de
PCB. Esta biorremediacdo estratégica é denominada de bioadicdo e sua aplicacdo é muito
importante no tratamento de compostos organicos recalcitrantes, tais como derivados de
petrdleo, solventes organoclorados e herbicidas.

Yan et al. (2006) investigaram o efeito da adi¢do de culturas descloradoras de PCB em
trés diferentes sedimentos, em termos de atividade de descloracéo e estrutura da comunidade
microbiana.Culturas descloradoras de PCB derivadas de sedimentos estuarinos e com boa
atividade de degradacdo foram misturadas e inoculadas em sedimentos estéreis oriundos da
mesma fonte, do Porto Baltimore, sedimento marinho de Palos Verdes e do Rio Hudson.Os
autores observaram que a origem do sedimento e sua composicdo quimica podem afetar
significantemente a atividade e a estrutura da comunidade microbiana. Os autores verificaram
que a sobrevivéncia e 0 enriquecimento de uma populagdo microbiana particular foram
resultantes da disponibilidade de macro e micro-nutrientes. O impacto que os diferentes
sedimentos tiveram sobre o crescimento dos microrganismos, sugeriu a caracterizacédo

preliminar do local contaminado para que a bioadigdo ocorra com sucesso.
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3.5. Esgotamento da matéria organica

A producdo de metano em ensaios consiste em um parametro de monitoramento da
eficiéncia da populacdo metanogénica presente em um reator bioldgico e, como tal, constitui
uma importante ferramenta para o controle operacional de reatores anaerobios (FORESTI et
al apud AQUINO, 2007). Angelidaki (2009) recomendou que o lodo utilizado nestes ensaios
fosse proveniente de reatores anaerdbios, e de composicdo microbiana variada, para que nao
haja limitacbes de substratos em relacdo ao uso do inoculo. Aquino (2007) e Angelidaki
(2009) em seus de protocolos para ensaios metanogénicos, também sugerem que haja
previamente ao ensaio de potencial metanogénico, o esgotamento da matéria organica
existente no lodo, a fim de evitar que a producdo de gas proveniente do lodo leve a falsos

resultados.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. In6culo

O lodo granulado proveniente de reator UASB, usado no tratamento de agua residuaria
de avicultura (Avicola Dacar, Tieté, SP) foi triturado em liquidificador industrial para facilitar
a adsorcdo pelos materiais suporte, carvdo vegetal e espuma de poliuretano, e usado como
indculo nos reatores em batelada, contendo meio Angelidaki e solucdo de vitaminas (Figura

2).
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Lodo de reator UASB triturado usado no tratamento de 4gua residuéria de )
avicultura

Meio de cultura Angelidaki Solugdo de Vitaminas
Sulfeto de Sédio (5%)
I

Ensaio sem esgotamento da
matéria organica

Ensaio com esgotamento da
matéria organica

1

Etanol
(Reator 2)

1

. (Reator 5)

. (Reator 7)

Ascarel,
Formiato
. (Reator 6)

Ascarel,
Formiato
. (Reator 8)

1

Etanol
(Reator 2)

1

(Reator 12)
| ——

. Espuma de Carvéo B Espuma de Carvdo
Slpens g [ poliuretano Vegetal Slspensag poliuretano Vegetal
Etanol, Etanol, Etanol, Etanol,

E’O“{mli Ascarel, Ascarel, gon:rolf Ascarel, Ascarel,
(Reator 1) Formiato Formiato (Reator 1) Formiato Formiato

. (Reator 5)

. (Reator 7)

Ascarel,
Formiato
. (Reator 6)

Asacrel,
Formiato
| (Reator 8)

R

N

Etanol, Etanol,
Ascarel Formiato Formiato Ascarel Formiato Formiato
(Reator 3) (Reator 9) (Reator 10) (Reator 3) (Reator 9) (Reator 10)
Ascarel Ascarel
(Reator 4) (Reator 4)
Etanol,
Formiato
(Reator 11)
Ascarel,
Formiato

Analises

e L . » v .
S6lidos Totais otencia gtanogenico:

Cromatografia Gasosa
Figura 2. Fluxograma experimental dos ensaios de producdo de metano em reatores batelada
contendo Ascarel

Exames de Microscopia
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4.2. Meio de culturae PCB

O substrato organico “Ascarel”, fonte de PCBs, foi gentilmente cedido pela
concessionaria de fornecimento de energia elétrica BANDEIRANTES, situada na regido de
Sdo José dos Campos (TR-01 ETD JAC — Ref ano 1977 fab. BB — tipo TD3LF — no. série P
8775 NGE — TRTCM 30031).

Como meio de cultura, utilizou-se meio de cultivo Angelidaki (ANGELIDAKI et al.
1990), e solucdo de vitaminas de acordo com Wolin et al., 1963, preparado de acordo com as
técnicas para a manipulacdo de anaerobios estritos como descritos por Vazoller (1995) e

indicados na Tabela 6.
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Tabela 6. Meio de cultivo Angelidaki e Solucdo de Vitaminas proposta por Wolin usados nos

ensaios
Cestoque \Y Csolugéo
Componente QL) (mL) (mg/L)
1. Meio basal (Angelidaki et al., 1990)
Solugéo A
NH,CI 100 10 1000
NaCl 10 100
MgCl,-6H,0 10 100
C&C|2'2H20 5 50
Solugéo B
K2HPO,4-3H,0 200 2 400
Solugdo C (metais tracos e selenito)
FEC|2'4H20 2 1 2
H3BO3 0,05 0,05
ZnCl, 0,05 0,05
CuCl,-2H,0 0,038 0,038
MnCI24H20 0,05 0,05
(NH4)sM07024-4H,0 0,05 0,05
AICl3 0,05 0,05
CoCl;,-6H,0 0,05 0,05
NiCl,-6H,0 0,092 0,092
EDTA 0,5 0,5
HCI concentrado 1mL 1 uL/L
Na,SeO3-5H,0 0,1 0,1
2. Vitaminas (Wolin et al., 1963)
Acido félico 0010 2 0,020
Acido p-aminobenzéico 0,025 0,050
Acido pantoténico 0,025 0,050
Acido tidico 0,025 0,050
Biotina 0,010 0,020
Vitamina B1 (Tiamina) 0,025 0,050
Vitamina B2 (Riboflavina) 0,025 0,050
Vitamina B5 (Nicotinamida) 0,025 0,050
Vitamina B6 (Piridoxina) 0,050 0,100
Vitamina B12 (Cianocobolamina)  0,0001 0,0002
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4.3. Reatores em Batelada

Os ensaios foram realizados em reatores em batelada, em frascos de antibidticos de
100 mL, vedados com tampas revestidas com Teflon e lacres de aluminio, com volume
reacional (50 mL) constituido por meio de cultura com solu¢do macro e micro mineral, além
do in6culo (10%) e 50 mL de headspace composto por 70% de N, e 30% de CO,, mantidos
sob agitacdo a 150 rpm em estufa com agitacdo orbital (Nova Analitica) e temperatura de

30°C.

Figura 3. Reatores anaer6bios em batelada
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4.4. Ensaio de potencial metanogénico

Foram realizados dois ensaios em reatores em batelada para avaliar o potencial
metanogénico da degradacdo do Ascarel, sendo um deles sem esgotamento da materia
organica proveniente do indculo (lodo granulado de reator UASB) e o segundo, com
esgotamento da matéria organica. Nos dois ensaios foram avaliados a necessidade da presenca
ou ndo de material suporte para imobilizar a biomassa, utilizando trés condi¢des: biomassa
planctdnica, biomassa imobilizada em carvado vegetal e em espuma de poliuretano. Além

disso, foi avaliada também a adicdo de etanol, como solvente e formiato como co-substrato.

4.5. Composicao dos reatores em batelada

O ensaio sem esgotamento da matéria orgénica (ensaio 1) foi executado em 10
reatores. O ensaio com esgotamento da matéria organica (ensaio 2) foi feito com 12 diferentes
composicdes, sendo as 10 primeiras idénticas nos dois ensaios. A descri¢cdo da composicao de

cada reator esta listada na Tabela 7.
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Tabela 7. Composicao dos reatores em batelada dos ensaios sem esgotamento e com
esgotamento da matéria organica

Material Inéculo Meio  Sulfeto de Etanol Ascarel Formiato
Reator suporte  (mL) Angelidaki sédio 5% (46 g/L) (mL) (680 mg/L)
P (mL)  (mL)  (mL) (mL)
(corfi:ole) Suspensao 5 44,7 0,3 - - -
R2 Suspensdo o 44,2 0,3 0,5 - -
R3 Suspensdo 5 43,7 0,3 0,5 0,5 -
R4 Suspensdo 5 44,2 0,3 - 0,5 -
RS Espuma 5 43,4 0,3 0,5 0,5 0,3
Pol.(0,260)
R6 Espuma 5 43,9 0,3 - 0,5 0,3
Pol.(0,269)
R7 Carvéo 5 43,4 0,3 0,5 0,5 0,3
Veg.(3,30)
RS Carvéo 5 43,9 0,3 - 0,5 0,3
Veg.(3,30)
RO Espuma 5 44,4 0,3 - - 0,3
Pol.(0,260)
Carvéo 5 44,4 0,3 - - 0,3
R0 Veg.(339)
R11*  Suspensdo 5 43,9 0,3 0,5 - 0,3
5 43,9 0,3 - 0,5 0,3

R12*  Suspensao

Obs: *os reatores 11 e 12 foram utilizados somente no ensaio com esgotamento da matéria organica.

Nos dois ensaios avaliou-se a melhor condigdo nutricional, testando-se formiato de

sodio (680 mg/L) como co-substrato e etanol (46 g/L) como solvente.

4.6. Material Suporte

Diferentes formas de meios suportes para adesdo da comunidade microbiana,
proveniente do lodo granulado de reator UASB previamente batido em liquidificador, foram

avaliadas, tais como, espuma de poliuretano em cubos com 5mm de aresta, densidade de
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0,023g/cm? e area superficial de 43,8m2/g, e carvdo vegetal de densidade 0,29g/cm3 e area
superficial de 3,5m2/g (valor obtido pelo laudo CCDM — UFSCar — Certificado de ensaio
AMPQ5 — 000129), além de testes com biomassa em suspensdo. Foram adicionados 3,3g de
carvao vegetal em cada reator e 0,26g de espuma de poliuretano, obtendo-se assim area

superficial de 11,5 m2 nos reatores. Cada configuracao foi executada em triplicata (Figura 4).

Headspace Headspace Headspace |

Figura 4. Configuracao dos reatores anaerébios em batelada com biomassa em suspensao,

espuma de poliuretano e carvao vegetal

4.7. Analise de Metano

A avaliagdo da degradacdo foi feita através de quantificacdo indireta por meio da
anélise de metano. Para esta medicdo, utilizou-se cromatografo gasoso Gow Mac — Series
150, equipado com detector de condutividade térmica e coluna de aco inox Porapak Q, de 1/8’
X 2m, com temperatura do injetor igual a temperatura da coluna de 50 °C e temperatura do
detector de 80°C. A andlise procedeu-se com a retirada de 1mL do gas presente no

“headspace” dos reatores, com seringa apropriada, a cada duas horas no primeiro dia, a cada
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trés horas no segundo dia, trés vezes por dia na primeira semana e uma vez ao dia na segunda
semana. As areas de cada elemento gasoso representadas nos relatérios foram utilizadas para
estimar a proporcdo de cada gas no volume da amostra. Os valores convertidos das areas de
metano a mmols de CH,4 foram obtidos por meio da equacéao da reta calibracao, nas condi¢coes
de temperatura e pressdo de trabalho. Para obter os valores de metano no “headspace”, foi

feita a seguinte proporcdo em relagdo ao volume de medicéo:

[CH,] amostra X Volume do headspace

N°d Is de CH head =
€ mols de LH, no headspace Volume injetado da amostra

Sendo:

N° de mols de CH,4 no headspace em mmol;

[CH,4] amostra em mmol;

VVolume do headspace em mL; e

Volume injetado de amostra em mL;

Os resultados obtidos da produgdo de metano, conjuntamente com os valores de
Sélidos Totais Volateis (STV) dos reatores sem ascarel com diferentes meios suportes e co-
substratos, foram utilizados para calcular o potencial metanogénico. Na analise de STV néo
foram utilizados os reatores que continham o 6leo em questdo, pelo risco de liberacdo de
dioxinas a temperaturas acima de 300°C. Para obter os valores de STV foi utilizada a

metodologia descrita por APHA (2005).
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4.8. Caracterizacdo da diversidade microbiana

As amostras dos reatores que continham Ascarel do ensaio com esgotamento da
matéria organica foram observadas em lamina contendo agar 2% e recobertas por laminula.
As analises microscopicas foram realizadas com aumento de 2000 vezes e filtro azul em
microscopio Olympus BX60, de contraste de fase e fluorescéncia, com camera de captura de

imagem acoplada e software Image Pro Plus.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Potencial metanogénico

5.1.1.Comparacéo da fase log nos dois ensaios

Dos ensaios que foram realizados neste trabalho, o primeiro foi executado sem o
periodo de esgotamento da matéria organica e o segundo, com esgotamento da matéria
organica, como prescrito por Angelidaki (2009). Cada reator foi confeccionado em triplicata,
e os valores médios da producdo de metano dos reatores do primeiro ensaio e do segundo

ensaio foram expressos, em mmol de CH4/gSTV (Figuras 5 e 6).
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Figura 5. Producdo de metano no ensaio sem esgotamento da matéria organica
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Figura 6. Producdo de metano no ensaio com esgotamento da matéria organica
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Através da observacdo dos graficos obtidos nos resultados dos dois ensaios, foi
possivel constatar perfil similar de producdo de metano nos dois ensaios; excetuando 0s
reatores 11 e 12 que nao foram operados no primeiro ensaio (sem esgotamento da matéria
organica). Contudo, diferencas no final da fase log dos reatores que continham etanol
puderam ser observadas. Diferencas estas, atribuidas a matéria organica presente no lodo do
primeiro ensaio.

No ensaio sem esgotamento da matéria organica, a fase log terminou por volta de 67
horas. A producéo de metano no Reator 2 (Suspensdo, Etanol) foi de 0,0353 mmolCH,/gSTV
. No Reator 3 (Suspensdo, Etanol, Ascarel) e Reator 5 (Espuma, Etanol, Ascarel, Formiato) e
Reator 7 (Carvédo, Etanol, Ascarel, Formiato) a producdo de metano foram de 0,0355
mmolCH4/gSTV; 0,0363 mmolCH,/gSTV e 0,0374 mmolCH,/gSTV. Portanto, nessas
condicdes experimentais a producdo de metano foi devido a formacdo de acetato da
degradacéo do etanol. A producdo foi similar nos reatores com espuma e células plancténicas.
Além disso, verificou-se que o ascarel ndo favoreceu indiretamente a producdo de metano.

No ensaio com esgotamento da matéria organica a fase log terminou por volta de 80
horas. A produgdo de metano no Reator 2 (Suspensdo, Etanol), nesta hora, foi de 0,0219
mmolCH,/gSTV . No caso do Reator 3 (Suspensdo, Etanol, Ascarel), Reator 5 (Espuma,
Etanol, Ascarel, Formiato), Reator 7 (Carvao, Etanol, Ascarel, Formiato) e R11 (Suspensdo,
Etanol, Formiato) a producdo de metano foram de 0,0212 mmolCH,/gSTV, 0,0216
mmolCH4/gSTV e 0,0133 mmolCH,/gSTV e 0,0222 mmolCH4/gSTV, respectivamente.

Os dois ensaios apresentaram tendéncias de producdo similares, diferindo
principalmente no valor absoluto de producéo de metano. De acordo com Corréa (2011), nos
casos em que apenas 0 monitoramento da tendéncia da producdo de metano seja feito o

esgotamento da matéria organica ndo sera necessario. Contudo, nos casos em que os valores
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de producéo sejam requeridos, 0 esgotamento se faz necessario para ndo induzir a erros nas

medicoes.

5.1.2. Produg¢des maximas de metano

Nos ensaios com e sem esgotamento da matéria organica, lodo de reator UASB
aplicado em tratamento de &gua residuaria de abatedouro de aves foi utilizado, ja que possuli
boas caracteristicas de degradacdo de compostos tdxicos, segundo Gusmao (2000).

Testou-se meios suportes para adesdo da biomassa e adsor¢do do Ascarel, além de
solvente para solubiliza-lo, devido as bifenilas policloradas possuirem facilidade em serem
adsorvidas (HUTZINGER et al., 1974) e o Ascarel possuir baixa biodisponibilidade e
hidrofobicidade, necessitando de um solvente para viabilizar a degradacédo (BILLINGSLEY;
BACKUS; WARD, 1999). Alguns estudos realizados mostram o aumento da eficiéncia de
degradacéo e producdo de metano quando estas duas condigdes sao contempladas nos ensaios.
Fava (1996) utilizou Triton X-100 para solubilizar o 6leo e pérolas de vidro para adsorvé-lo,
com aumento da porcentagem de descloracdo de 64% e 16%, respectivamente. Corréa (2011)
também utilizou Triton X-100, associado ao etanol e formiato, para solubilizar o Ascarel e
materiais suportes como espuma de poliuretano e carvdo vegetal para adsorver o 6leo e
aumentar o contato entre o substrato e a comunidade microbiana, atingindo taxas de remogéo
iguais a X. Foi adicionado também o co-substrato Formiato, requerido nos casos de

mineralizacdo do PCB (BORJA et al. 2005).
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Os valores do Pico de Producdo Méaxima de Metano (mmolCH4/gSTV) e o Tempo
decorrido (horas) dos ensaios sem esgotamento e com esgotamento da matéria organica, estdo
descritos na Tabela 8.

Tabela 8. Produgdes maximas de metano e tempo decorrido dos ensaios sem esgotamento e
com esgotamento da matéria organica

Producao Tempo Producéo Tempo
Maxima decorrido Maxima decorrido
(mmolCH4/gSTV) (horas) (mmolCH,/gSTV) (horas)
R1: Suspensdo, Controle 0,0016 306 0,0005 164,2
R2: Suspensao, Etanol 0,0387 142 0,0239 98,5
R3: Suspensdo, Etanol,
Ascarel 0,0433 142 0,0226 98,5
R4: Suspensdo, Ascarel 0,0031 306 0,0009 164,2

R5: Espuma de
Poliuretano, Etanol, 0,044 142 0,0242 98,5
Ascarel, Formiato

R6: Espuma de

Poliuretano, Ascarel, 0,0247 67 0,0027 164,2
Formiato
R7: Carvédo Vegetal,
0,0374 67 0,0146 164,2
Etanol, Ascarel, Formiato
R8: Carvéo Vegetal,
_ 0,0048 287 0,0031 164,2
Ascarel, Formiato
R9: Espuma de
) ) 0,0057 306 0,0025 164,2
Poliuretano, Formiato
R10: Carvao Vegetal,
) 0,0046 306 0,0028 92,1
Formiato
R11: Suspenséo, Etanol,
) - - 0,0255 98,5
Formiato
R12: Suspensdo, Ascarel,
- - 0,0023 92,1

Formiato
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Para a condicdo do Reator 1 (Suspensdo, Controle), composto por meio Angelidaki e
sulfeto de sodio, obteve-se producdo maxima de 0,0016 mmolCH4/gSTV no ensaio sem
esgotamento da matéria organica e 0,0005 mmolCH,/gSTV para 0 ensaio com esgotamento
da matéria organica. Estes resultados foram devidos ao fato desta condicdo ndo possuir
nenhuma fonte de carbono para a comunidade microbiana.

A condicdo do Reator 2 (Suspensdo, Etanol) atingiu os picos de 0,0387
mmolCH4/gSTV no ensaio sem esgotamento e 0,0239 mmolCH4/gSTV no ensaio com
esgotamento. A producdo de metano desta condicdo foi devida a presenca do etanol, que foi
convertido a acetato e utilizado pelas arqueias metanogénicas para producdo de metano
(MADIGAN,1997 apud SARTI, 2007).

Para a condicdo do Reator 3 (Suspensdo, Etanol, Ascarel) foi observado o pico de
0,0433 mmolCH4/gSTV no primeiro ensaio e 0,0226 mmolCH,/gSTV no segundo ensaio.
Provavelmente, ocorreu utilizacdo de etanol pelas bactérias anaerdbias e, consequente,
producdo de metano via arqueias acetoclasticas, mesmo na presenca do 6leo toxico no meio
reacional. O etanol também age como solvente do Ascarel (LI; ANDREN, 1994), facilitando
a biodisponibilidade do 6leo para a comunidade microbiana.

Para a condi¢do imposta no Reator 4 (Suspensdo, Ascarel) foi observado o pico de
0,0031 mmolCH4/gSTV no ensaio sem esgotamento e 0,0009 mmolCH4gSTV no ensaio com
esgotamento da matéria organica. Essa baixa producdo foi devido a presente somente de
Ascarel como fonte de carbono, composto hidrofébico que necessita de um solvente para
tornar-se disponivel & comunidade microbiana (PENTEADO,2001; LI; ANDREN, 1994).
Desta maneira, o toxico ndo foi metabolizado pelas bactérias em compostos mais simples
(&cido acético, acido férmico, Ho/CO,), consequentemente, sem producdo de metano.

Nos ensaios sem esgotamento e com 0 esgotamento da matéria organica, a condicdo

do Reator 5 (Espuma, Etanol, Ascarel, Formiato) apresentou produ¢des maximas de metano
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de 0,0440 mmolCH4/gSTV e 0,0242 mmolCH4/gSTV respectivamente. O Ascarel presente
nestes reatores ndo afetou a producdo de metano proveniente do consumo de etanol, principal
responsavel pela geracdo do gas. As altas producbes foram devidas a presenca do etanol,
solvente do 6leo e fonte de carbono facilmente degradavel. Segundo Aquino (2007) cerca de
70% da producdo de metano deriva do consumo de acetato pelas arqueias metanogénica. A
parte complementar da producdo de metano provém de outras fontes de carbono, como o
formiato, que pode ser convertido a metano pelas arqueias hidrogenotréficas (VICH, 2006). O
meio suporte também influenciou positivamente a producdo de metano. A espuma de
poliuretano possui caracteristicas adsorventes em relacdo ao Ascarel, aumentando o tempo de
contato entre a biomassa e o 6leo, além possuir alta area superficial, facilitando a formacéo do
biofilme (MONTONE; WEBER, 1991; NA et al., 2000).

Para a condicdo imposta ao Reator 6 (Espuma, Ascarel, Formiato) foi observada
producdo maxima de 0,0247 mmolCH,/gSTV no ensaio sem esgotamento da matéria
organica. Todavia, a média de producdo de metano ao longo do ensaio foi de 0,0068
mmolCH4/gSTV. Este salto de producdo de metano pode ter ocorrido devido a presenca da
matéria organica proveniente do lodo utilizado. Aquino (2007) e Angelidaki (2009), em suas
propostas de protocolo para ensaios de potenciais metanogénicos, sugerem uma etapa prévia
de esgotamento da matéria organica. Evitando assim, que 0s compostos provenientes da
matéria organica presente no lodo levem a erros grosseiros na medicdo de metano,
influenciando negativamente o resultado. Na condicdo do Reator 6 do ensaio sem
esgotamento, a comunidade microbiana consumiu 0s compostos provenientes do lodo,
levando ao decaimento da concentracdo das fontes facilmente degradaveis, tornando o
formiato e Ascarel as Unicas fontes disponiveis. Estes dois compostos juntos ndo foram
capazes de suprir a necessidade nutricional da comunidade microbiana, culminando na

diminuicdo da producdo de metano. Além disso, o formiato ndo possui as caracteristicas
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solventes do etanol, sendo assim, a biodisponibilidade do déleo foi comprometida. Quando o
esgotamento da matéria organica foi realizado previamente no segundo ensaio, a condi¢ao do
Reator 6 apresentou baixa producdo de metano, com pico maximo de 0,0027
mmolCH4/gSTV. Em comparacdo com o Reator 9 do ensaio com esgotamento da matéria
organica, constatou-se que a maior parte da producdo de metano foi devida ao consumo de
formiato, que possui menor participacdo na producdo de metano em ensaios anaerobios,
produzindo apenas 30% de gas CH,4 total em comparacdo com a producao proveniente da via
acetoclastica (AQUINO, 2007).

Para a condicdo do Reator 9 (Espuma de poliuretano, formiato) no ensaio sem
esgotamento, foi observado o pico de 0,0057 mmolCH,4/gSTV. NA condi¢do do ensaio com
esgotamento, o Reator 9 alcancou o pico de 0,0025 mmolCH,/gSTV. Embora a biomassa
usada como inoculo fosse predominantemente metanogénica, a presenca de formiato pouco
favoreceu a producdo de metano.

No ensaio sem esgotamento, a condicdo do Reator 7 (Carvao, Etanol, Ascarel,
Formiato) atingiu o pico de 0,0374 mmolCH,/gSTV. Ja a produgdo méaxima da mesma
condi¢do no segundo ensaio foi de 0,0146 mmolCH4/gSTV. Assim como no Reator 5, as
producdes obtidas nessa condicdo foram satisfatorias devido a presenca do etanol, atuando
como fonte de carbono e solvente, e do meio suporte carvao vegetal, que adsorveu o 6leo e
permitiu a formacdo do biofilme. Contudo, a producdo foi menor em comparagdo com as
condigdes que continham o 6leo e o solvente juntos (Reator 3 e Reator 5).

Para o Reator 8 (Carvdo, Ascarel, Formiato) foi observada producdo maxima de
metano de 0,0048 mmolCH,4/gSTV no primeiro ensaio e 0,0031 mmolCH4/gSTV no segundo
ensaio. Assim como no reator 6, as fontes de carbono Ascarel e Formiato ndo foram

adequadas as necessidades nutricionais da comunidade microbiana.
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Em relacdo ao Reator 10 (Carvéo, Formiato) foi observado 0,0046 mmolCH4/gSTV no
ensaio sem esgotamento e 0,0028 mmolCH,/gSTV no ensaio com esgotamento da matéria
organica. Da mesma forma que para a condicdo do reator 9 (Espuma de poliuretano, formiato)
a producdo de metano ndo foi favorecida na presenca de formiato, que possui rota de
degradacdo mais curta e menor, em relacdo a rota acetoclastica.

Para o Reator 11 (Suspensdo, Etanol, Formiato) foi observado o maior pico de
producdo de metano (0,0255 mmolCH4/gSTV) do ensaio com esgotamento da matéria
organica. Este resultado foi devido ao fato de as fontes de carbono adicionadas ao meio
reacional favorecerem a producdo de metano pelas principais vias metabdlicas das arqueias
metanogénicas, acetoclastica e hidrogenotréfica, beneficiando assim a producdo de metano
por numero de micro-organismos no reator (Aquino, 2007).

Para a condicdo do Reator 12 (Suspensdo, Ascarel, Formiato) foi observada 0,0023
mmolCH,4.gSTV™. Essa baixa producdo de metano foi devido & inexisténcia de suporte de
imobilizacdo da biomassa para adsorver o Ascarel, diminuindo assim o tempo de contato
entre 0 substrato e o0 co-substrato com 0s micro-organismos, e por conter apenas Ascarel e

Formiato, que nos dois ensaios pouco favoreceram a producdo de metano.

5.1.3.Considerac0es finais

De maneira geral, os valores obtidos para os reatores com biomassa planctonica,
imobilizada em espuma de poliuretano e imobilizada em carvao vegetal foram menores para
0S ensaios com esgotamento da matéria organica do que em relagdo aqueles sem esgotamento

da matéria organica. Provavelmente, a diversidade de outros compostos organicos
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provenientes do indculo favoreceu a producdo de metano (AQUINO, 2007; ANGELIDAKI et
al., 2009).

O desempenho dos reatores nos dois ensaios indicou que a producdo de metano foi
maior via metanogénese acetoclastica. O etanol agiu durante os ensaios como solvente do
oleo e fonte de carbono para a comunidade microbiana. Em contrapartida, a presenca do
formiato néo foi considerada crucial para a producdo de metano, levando a reduzida producéo
de metano pela via hidrogenotréfica, como descrito por Aquino (2007).

O Ascarel, presente nos reatores que continham etanol, ndo inibiu a producdo de
metano, mostrando que a concentracgdo utilizada néo foi prejudicial & comunidade microbiana.

A espuma de poliuretano possui grande area superficial, 0 que aumentou a area de
formacdo do biofilme, e a capacidade de adsorver Ascarel, aumentando o tempo de contato
entre a biomassa e o substrato. Nos reatores em que estava presente, a producdo de metano
foi favorecida. Sendo assim, este meio suporte foi eleito 0 mais adequado para imobilizacao
da biomassa.

Os reatores em que a biomassa estava suspensa apresentaram bons resultados em
ambos 0s ensaios, indicando que mesmo sem meio suporte para adsorver o 6leo, ha a
possibilidade de se alcancar boas taxas de producédo de metano. O desempenho superior destes
reatores foi devido a agitacdo continua e presenca do solvente, etanol.

A produgdo de metano nos reatores em que o Carvdo Vegetal foi menor nos reatores
que continham etanol, em ambos os ensaios, em relagcdo a espuma de poliuretano e a biomassa
em suspensdo,. Entretanto, sem o alcool no meio reacional dos reatores a producdo de metano
foi semelhante as demais formas de imobilizacdo da biomassa.

Dentre as possibilidades estudadas, a que possuiu em seu meio reacional os elementos
que favoreceram a producdo de metano foi a configuracdo do Reator 5 (Espuma de

Poliuretano, Etanol, Ascarel, Formiato), sendo esta eleita a melhor condicéo.
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5.2.  Analise da comunidade microbiana

5.2.1. Exames microscopicos

Os reatores do ensaio com esgotamento da matéria organica foram utilizados para a
extracdo do biofilme e caracterizagdo da comunidade microbiana. De acordo com Aquino
(2007), o lodo anaerdbio utilizado para inocular os reatores e as fontes de carbono etanol e
formiato levariam a producgdes de metano através de duas vias: acetoclastica, que necessita do
acetato como fonte de carbono, que provém da oxidacdo do etanol (CORREA, 2011); e
hidrogenotrdfica, que necessita de CO,/H,, tendo o formiato como redutor e fonte de CO,
(VICH, 2006).

Os exames microscdpicos expuseram, principalmente nos reatores com as maiores
producdes de metano, a presenca de morfologias semelhantes a Methanosaeta, género que
utiliza somente acetato como fonte de carbono (BERGEYS, 2001), Methanosarcina, género
que pode usar metanol, acetato, H,/CO, e metilaminas como fonte de carbono (BERGEYS,
2001), e bacilos fluorescentes, que utilizam CO,/H, como fonte de carbono (VICH, 2006)

(Figuras Figura 7, Figura 8, Figura 9 e Figura 10).



Figura 7. Bacilos fluorescentes observados em microscépio éptico (2000x)
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Figura 8. Methanosaeta em contraste de fase observada em microscopio optico (2000x)
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Figura 9. Methanosarcina em fluorescéncia observada em microscopio éptico (2000x)

Figura 10. Methanosarcina em contraste de fase observada em microscopio 6ptico (2000x)
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6. CONCLUSOES

A producéo de metano ndo foi afetada pela presenca de ascarel; a concentracdo néo foi
toxica o suficiente para inibir o crescimento da comunidade microbiana.

Foi verificado que a adi¢do de outras fontes de carbono aumentou consideravelmente a
atividade microbiana do reator. Além disso, observou-se a necessidade da adi¢cdo de um
solvente para solubilizar o dleo e disponibiliza-lo a comunidade microbiana.

A espuma de poliuretano foi a mais adequada por ter area superficial elevada, o que

permitiu o desenvolvimento de biofilme.
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