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BIOENSAIOS EM MEIO AEROBIO



* Base conceitual: testes realizados com micro-
organismos encontrados comumente nos
sistemas biologicos de tratamento ou
representativos do corpo d’agua receptor,
visando avaliar o 1mpacto do langamento do
efluente nao domestico.

* Permite avaliar o efluente como um todo pelos
efeitos sobre o0s organismos-teste € que ja
traduzem o resultado final das acoes aditivas,
sinérgicas ¢ antagonicas das substancias
biodisponivels que o compoe.



CLASSIFICACAO DOS TESTES DE
TOXICIDADE

* Testes bioquimicos:
* Testes enzimaticos;
* Ensaios com Adenosina Trifosfato (ATP).

* Testes bacterianos:
* Ensaios de bio-luminescéncia bacteriana;

* Ensaios baseados na i1nibicdo do crescimento,
respiracao ¢ viabilidade das células;

* Ensaios de efeitos ecologicos.



ENSAIOS COM ADENOSINA
TRIFOSFATO (ATP)

* base do teste: medida da luz emitida pela
reacao da luciferina de vagalume com o ATP.
Reacao catalisada pela luciferase e pelo ion
magneésio (Mg?").



TESTES DE TOXICIDADE

DISSERTACAO DE JADER VIEIRA LEITE
DISSERTACAO DE GABRIELA NENNA FERRARESI
DISSERTACAO DE ROSANGELA APARECIDA CESAR
TESE DE MURILO DAMATO

DISSERTACAO DE ROSELI SPOSITO

TESE DE ROBERTO CAFFARO FILHO



METODO OECD 209

* Substancia referéncia: 3,5-diclorofenol (pelo menos
3 concentracoes)

e Validade do teste:

— diferenca entre duas taxas de respiracao do
controle for inferior a 15%:

— EC50 (3 horas) do 3,5-diclorofenol entre 5 a 30
mg/L
* Concentragdes do poluente toxico: pelo menos
CINCO



e Substrato sintético
— 16 g de peptona;

— 11 g de extrato de carne;

— 3g de ur€ia;

— 0,7 g de NaCl;

— 0,4 g de CaCl,.2H,0;

— 0,2 g de MgS0,.7H,0;

— 2,8 g de K,HPO, em 1000 mL de agua

* Inoculo: conteudo do tanque de aeracao do
sistema de lodos ativados tratando esgotos
predominantemente domesticos




Lavar o lodo com agua de torneira
Centrifugar o sobrenadante
Repetir o procedimento 3 vezes

SSV do lodo

Re-suspender em agua at¢ a concentracao
alcancar 4 g/L

Duracao do teste: 30 minutos e/ou 3 horas
Agua: 4gua de torneira sem cloro residual

Ar: vazao: 0,5 a 1 L/min.
Reator: frasco de DBO



Medidor de oxigénio dissolvido com
registrador grafico

nutrientes: esgoto domestico

substancia a ser testada: preparada no
instante da realizacao do teste

controle: amostra inoculada sem a
substancia testada

temperatura: 20 = 2° C

Procedimento

— adicionar 16 mL de substrato sintético a 300
mL de agua



Introduzir 200 mL do 1noculo na mistura

aerar a mistura (vazao: 0,5 a 1 L/min) por 3
horas

apOs 15 minutos do primeiro teste, em outro
becker, introduzir 100 mL de solucao da
substancia problema em 16 mL de substrato
sintético, 300 mL de agua e diluir a 500 mL
com 0 1noculo

repetir o mesmo procedimento descrito
anteriormente

seguir o mesmo procedimento para as demais
diluicoes



* Preparar um segundo controle;

* ApOs 3 horas, o conteudo do primeiro reator
¢ introduzido no frasco de DBO ¢ ¢
determinada a taxa de utilizacdo de oxigénio
(10 minutos);

* Repetir o mesmo procedimento para as
demais diluicoes;

* 1dem para substancia referéncia

| = 2R, 100

RC +RC
1 2




METODO OECD 209 MODIFICADO
ELEMENTO OU COMPOSTO
TOXICO

Realizado em becker de 150 mL, fechado com
tampa de politetrafluoretileno

Re-aeracao: 40% do valor de saturacao

DQO =375 mg0O,/L

SSV =75 mg/L



e Substrato sintético
— 16 g de peptona;

— 11 g de extrato de carne;

— 3 g de urcia

— 0,7 g de cloreto de sodio;

— 0,4 g de cloreto de calcio di-hidratado;

— 0,2 g de sulfato manganoso heptahidratado

— 28 g de fosfato dibasico de potassio em 1000
mL de agua destilada



Becker sob agitador magnético e aecrado com pipetas
Pasteur por ~ 7 minutos

interromper a mistura € a aeragao

retirar as pipetas

introduzir o poluente toxico

Mistura re-iniciada: OD em 5 minutos e 30 minutos

pH entre 6,7 ¢ 7,3 ¢ AT <2°C
Concentragoes diferentes do poluente toxico

1= (1= %) 100
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METODO OECD 209 MODIFICADO
AGUA RESIDUARIA INDUSTRIAL

* Adaptar o lodo ao substrato sintetico
* relacao A/M=0,3 kgDBO/kgSSV



Medidor de OD

:

Substrato sintético +
lodo + agua residuaria
industrial

Tampa

Substrato de teflon

sintético +
lodo + agua
destilada

ar ar

Reator Controle Reator Teste



interromper a mistura € a acragao —
introducao da agua residuaria industrial
(teste) e agua destilada (controle)

relacao A/M=0,3 kgDBO/kgSSV
OD em 5 minutos e 30 minutos
pH entre 6,7 ¢ 7,3 ¢ AT <2°C

Diferentes quantidades de agua residuaria
industrial

1= (1= %) 100

RcC



OECD 209 MODIFICADO
Tese de Roberto Caffaro Filho

Fracdo OUR, r? OUR. | (%) | 1,(%) | IR (%)
Neutralizacao 0,423 | 0,9991 | 1,114 | 62,0 63,7 2,7
Aeracdo/pH 3,0 0,143 | 0,9995 | 0,337 | 57,6 | 66.4 13,3
Aeracdo/pH 7,0 0,154 | 0,9979 | 0,337 | 54,3 | 66,4 18,2
Aeracdo/pH 11,0 0,253 | 0,9969 | 0,337 | 24,9 @ 66,4 62,5
Adsorcao em carvao ativado em | 0,129 | 0,9998 A 0,337 | 61,9 | 66,4 6,8
pd (2 g/L, 15 h) e filtracado
Quelacdo com EDTA (2 g/L) 0,399 0,9995 1,114 | 64.2 | 63,7 -0,8

OURLt: Taxa de utilizagdo de oxigénio no reator teste; OURCc: Taxa de utilizagdo de oxigénio no
reator controle; If — inibicdo da taxa de respiragdo do controle pelo efluente fracionado; /b:
inibicdo da taxa de respiragdo do controle pelo efluente industrial; IR: Reduc¢ao da toxicidade

pelo fracionamento.
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Superposi¢cao de cromatogramas com o0s compostos
presentes na fase gasosa — stripping em pH 3 (linha azul) e
em pH 11 (linha vermelha).

Industria de fabricacao de poliéster
Classe de poluentes problema: CG-MS: Aldeidos insaturados



INIBICAO DO CONSUMO DA GLICOSE
ELEMENTO OU COMPOSTO QUIMICO

Passar amostra do conteudo do tanque de
aeracao por peneira de 16 mesh;

Determinar SST e SSV

23 mL em becker de 100 mL + 1 mL do
composto problema em diferentes
concentracoes

Colocar em mesa rotatoria (175 £ 10 rev./min)

Temperatura: ambiente



1 mL de soluc¢ao de glicose (20 mg/L);

Apos 15 minutos, 0,1 mL de HCI
concentrado

Agitar por 5 minutos
Filtrar em 0,45 wm;

1 mL do filtrado + 20 mL (1:1) de etanol ¢
6,4% (v/v) de spectrafluor PPO-POPOP em
tolueno grau de cintilagao



INIBICAO DO CONSUMO DA GLICOSE
AGUAS RESIDUARIAS INDUSTRIAIS

10 mL de agua residuaria no tubo da centrifuga
adicionar 1 mL de solucao estoque de glicose
inserir 10 mL de lodo ativado e aerar

apos 60 minutos, 2 gotas de HCI

medir a concentracao de glicose no
centrifugado com o cintilador



* Controle do lodo: 10 mL de agua
desionizada

* Controle da glicose: 30 mL de agua
desionizada+ 1 mL de solucao estoque de
glicose + 2 gotas de HCI




INIBICAO DO CONSUMO DE GLICOSE

10 mL de lodo+ 1mL de

solucao contendo 2 gotas de acido
glicose marcada+ 10 cloridrico

mL de agua residuaria

Apos 60 minutos

cintilador

 Branco: 10 mL de agua desionizada
e Controle: 30 mL de agua desionizada + 1 mL de
solucao de glicose



- _© 6D 100 (%)
Co - Cb

C: Concentracao final de glicose na solu¢ao (mg/L);

C,: Concentracdo final de glicose no controle do
lodo (mg/L);

Co: Concentrac¢ao 1nicial de glicose (controle da
glicose) (mg/L).



FED BATCH REACTOR (FBR)

Bomba peristaltica
Microcomputador
Medidor de OD
Impressora
Solucao de alimentacao
Bomba de aquario
Sonda de OD
Banho termostatizado
. Reator cilindrico de 4 L
10.Controle da rotacao
11.Controle do aquecimento
12.Controle do resfriamento
13.Paleta do misturador
14.Mostrador da
temperatura e rotacao
15.Cronémetro

WCoNGOhwNh=




Dois litros de lodo ativado
Vazao de alimentacao: 100 mL/h

DQO filtrada e taxa de utilizacao de
oxigénio a cada 20 minutos por 3 horas

SSV a cada hora



Concentracao de

substrato no reator

Inibicao ou
~_ Alimentagio toxicidade

\,, 4
' Maxima utilizacao do
substrato (nenhuma
M inibicao)

N

Crescimento biologico

Tempo

Resposta teorica do FBR



200

400 T

o
+ O
f=
Om
|IO(
i -8
£ =
= o)
< —
@) @)
S m o .
) () T ©
| | | | | | | - ©
o o o o o o o o
tp} o 0 (@] 0 o 0
(49] (4] AN AN ~ ~—

(U-ASS B/ 20bw ) 0L x ON3L
(1/20 bw ) oA



1

0,60 -

0,50 -

T

o
~
o
|
I

o
N
o
|
T

T

0,10 -

|

d (Do)
d ()

2,42 x SSV

x 1440

0,00
10,0

40,0
Fenol (mg/l)



45 + { O Piloto

l 0 ¢ Barueri
B Suzano
35+ 99 © o) (o) A Jesus Netto

0 20 60 80 100 120 140
Fenol (mgl/l)



¢ Barueri
B Suzano

A Jesus Netto

Fenol (mg/l)



REFRACTORY TOXICITY
ASSESSMENT MODIFICADO - RTA

Esgoto doméstico
+ lodo ativado

Esgoto doméstico +

)

efluente industrial +
lodo ativado ‘

Primeiro reator Segundo reator

Esgoto doméstico +
efluente industrial +
lodo ativado

Terceiro reator

ar




TESTES DE TOXICIDADE AQUATICA

Para avaliacdao do impacto do lancamento de efluentes nao
domésticos nos corpos d’agua

\

Ceriodaphnia dubia Daphnia magna

| © Peter J. Unmack




REFRACTORY TOXICITY ASSESSMENT MODIFICADO —
RTA — Dissertacao de Gabriela Nenna Ferraresi

! )t
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Relagao entre volume do esgoto
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Relagao entre volume do esgoto
domestico e efluente industrial =
0,04%; DQO do efluente industrial
= 378.000 mgO,/L; DQO do
esgoto domeéstico = 648 mgO,/L



Nitrogénio amoniacal (N-NH3/L)
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Teste de avaliacao da toxicidade refrataria
modificado - Dissertacao de Roseli Dutra Sposito

Reator ETE Reator 1 Reator 2
Situagao Atual Situagao Futura Situacao Futura
S /
VT
Condigao Normal Situacéo Critica:
de Recebimento do E.|. Vazao Maxima do E.I.

Pré-tratado
e Vazao Minima de
Esgoto domeéstico



Resultados do RTA modificado
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MICROTOX®

Photobacterium
phosphoreum



BIOENSAIO COM ROTIFEROS

Brachionus
calyciflorus



RESPIROMETROS
“ON LINE”

00 ©p

Fonte de

oxigénio ©
o o

/

Sensor de
oxigénio

== Saida de gas
o
Saida de agua
— —— . ¢ =
o residudrnia

) o /G< /;P-

Compu-
tador




RESPIROMETROS “ON LINE”




RESPIROMETRO DE GOVIND

Vai para o medidor de condutividade

e para o computador para analise
dos dados

«——

«——

O, proveniente do respirometro

Frasco do Respirometro

Sonda de condutividade

Agitador magnético para aumentar a taxa
de reacao do CO, na solugao de Ba(OH),

—— Barra magnética para agitacao



INIBICAO A NITRIFICACAO

Adicionar CAP a agua residuaria (30 a 100 mg/L)
Misturar o carvao e o despejo por 2 horas
Adicionar lodo ativado a mistura despejo/carvao

Aerar por 24 horas com amostragem para determinacao
das concentracoes de nitrito e nitrato

Repetir o procedimento para diferentes dosagens de
carvao



