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* Nivel 1 - avaliar o efeito do poluente toxico sobre as
transformacoes de um substrato basico (etanol);

* Nivel 2 - Avaliar o efeito do poluente toxico sobre a
cine¢tica das transformacdes acetogénicas e
metanogeénicas do substrato basico;

 Nivel 3 - determinacdao da cinética das reacoes ¢
transformacoes do poluente toxico. A cultura ¢
adaptada e os parametros cinéticos sao obtidos pela
medida do residual toxico e pela producao de
metano, sob condicoes controladas;



* Nivel 4 - ainda em desenvolvimento e consiste
na avaliagao do efeito de misturas de poluentes
toxicos sobre as transformacoes, em meio
anaerobio, do substrato basico (etanol);

* Nivel § - ainda em desenvolvimento e refere-se
ao estudo de tratabilidade de aguas residuarias
industriais contendo poluentes toxicos em meio
anaerobio.
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Nivel 1

* Reator-mae: Frasco de 3 a 12 litros
— tempo de detenc¢ao hidraulico: 20 dias;
— Temperatura: 35 °C;
— carga organica aplicada: 1 g DQO/L.d1a.
* Reatores alimentados uma vez ao dia ( retirada de 5%
do volume), seguida pela adicao de 1gual volume de

solucao estoque de alimentagao (DQO de 20.000
mgO,/L) - etanol dissolvido no meio de cultura.

 Transferéncia de 100 a 400 mL da cultura do reator-
mae para reatores-teste (150 a 500 mL).



Composicao do meio de cultura

Nutrientes:

KH2P04 500
Na,SO4 150°
NH,C1 530
cisteina 100°
Tampao:

NaHCO; 6000
Sais minerais:

CaC12.2H20 150
MgCl,.6H,0 200
F€C12.4H2O 20
MnC12.4H20 0,50
H;BO; 0,25
/nCl, 0,25
CuCl, 0,15
N&2M004.2H20 0,05
CoCl,.6H,O 2,50
NiCl,.6H,0 0,25
Na,SeO, 0,25

a- 150 mg Na,SO,/L corresponde a 5 mg SO,%/1000 mg DQO.
b - 100 mg cisteinal/L representa 5 mg cisteina/ 1000 mg DQO.




* reatores-teste operados da mesma forma que
o reator-mae por 3 a S5 dias

* escolhidos aqueles que consistentemente
produzem a quantidade esperada de gas

* Os reatores-testes escolhidos sao dosados
com o substrato € o poluente toxico.



Sub-nivel 1

poluente toxico introduzido nos reatores-teste em
se1s a o1to concentracoes diferentes

Ao menos uma concentragao ¢ repetida para
garantir um controle de qualidade.

prova em branco (somente inoculo)
reator-controle, onde nao ¢ adicionado o poluente
toxico.

producao de gas medida num periodo superior a 5
dias.

producao acumulada de gas nos reatores-testes no instante t) 100

AR(%) = ( — - _ :
produgao acumulada de gas no reator-controle no instante t
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Sub-nivel 2

poluente toxico adicionado nos reatores-teste em tres
concentracoes (atividades relativas 1guais a 75, 50 €
25% das determinadas no sub-nivel 1).

Amostras de 10 mL sao retiradas de cada reator-teste
em intervalos de 0, 2, 4, 8, 12, 24, 36,48, 96 ¢ 120
horas.

Em cada um destes intervalos de tempo, determinam-
se as concentragoes do substrato soluvel (etanol e
acidos organicos) e em alguns casos, o residual do
poluente toxico.

As culturas nao siao adaptadas ao poluente toxico
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Sub-nivel 3

Em 4 a 5 reatores-teste, adiciona-se etanol mais o poluente
toxico - concentracoes de 2 a 10 vezes aquela que representa
50% da atividade relativa de 24 horas, obtida no sub-nivel 1.

reator-controle e reator em duplicata.
culturas ndo sao adaptadas ao poluente toxico

substrato basico mais o poluente toxico sao introduzidos uma

vez por dia apos a retirada de 5% do volume do conteudo do
reator- teste.

producao de gas e concentracdes de etanol e acidos organicos
monitoradas diariamente.

reatores operados até cessar a producao de gas
(aproximadamente 15 dias).

determinados os residuais dos poluentes organicos toxicos
volateis na fase gasosa.
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Nivel 2

reatores-teste fluxionados com uma mistura de 70% de
nitrogénio € 30% de dioxido de carbono.

transferir a cultura do reator-mae para os reatores-teste

Re-fluxionar com a mistura de nitrogénio e dioxido de
carbono

selar imediatamente ¢ manter por um periodo de 3 a 5
dias.

introduzir o substrato basico € o poluente toxico

(concentracOes correspondentes as atividades relativas de
24 horas 1guais a 25, 50 ¢ 75%)

reatores-teste incubados por 24-48 horas ou até que se
completem as reacoes.

realizam-se as analises por cromatografia gasosa.



* 10 a 15 mL removidos atraves do septo de borracha em
determinados intervalos de tempo e transferidos para
frascos selados com septo contendo uma gota de uma
solucao de 16 g/l de cloreto de mercurio.

* Amostras centrifugadas por 15 minutos.

* centrifugado transferido para frascos de 4 a 8 ml
contendo 1 gota de acido sulftrico.



dM k.S.M
= Y( )-k .M

dt "'k +S’ ¢

onde:

dS/dt - taxa de utilizacdo do substrato (mg/L.h);

dM/dt - taxa de crescimento “liquido” dos micro-organismos
(mg/L.h);

M - concentracao de micro-organismos ativos (mg/L);

S - concentracao de substrato (mg/L);

K - maxima taxa de utilizacao especifica de substrato (mg
DQO/mg SSV.h);

ks - coeficiente de saturacao (mg/L);

y - coeficiente de sintese celular (mgSSV/mgDQO
convertida) e

kd - coeficiente de auto-destruicao dos micro-organismos
(h-1) - 0,024 dia™".



| - concentracao do poluente toxico (mg/L);

|* - a concentracao do poluente toxico que causa
completa inibicao (mg/L)

m, n - expoentes.



* Para poluentes volateis - calcula-se a concentracao
real do poluente toxico na solucdo através da lei
de Henry.



Nivel 3 — sub-nivel 1: Adaptacao da cultura

reator-mae alimentado uma vez por dia.

taxa de alimentacao do poluente toxico tipica: 0,5
a 1,0% da taxa de alimentacao do etanol ou 5 a 10
mg de poluente toxico/L.d1a.

Adaptacao: poluente toxico introduzido no reator
em concentracoes gradativamente crescentes

Co-substrato: acido benzodico, por exemplo.

regime estabilizado - apds 60 dias da adaptacao.



Sub-nivel 2 — Biodegradacao do poluente toxico

pelo menos 6 reatores sdo operados em batelada
numa taxa biomassa ativa/substrato de
aproximadamente 1:100.

culturas adaptadas sao transferidas do reator-mae,
sob condi¢des andxicas, para os reatores-teste

Reatores-teste operados por 3 a 5 dias usando

solucao de etanol € o poluente toxico como
alimentacao.

controle: reator-teste que possul somente o mnoculo

controle abiotico: reator teste que recebe 160 mg/
L de cloreto mercurico.



* poluente toxico mtroduzido nos reatores-
teste em 3 a 4 concentracoes diferentes
(uma duplicata) -concentragoes

correspondentes as atividades relativas de
10, 20, 40 ¢ 60%.

e residual toxico medido diariamente

* monitoramento cuidadoso da composi¢cao
do gas do “headspace”



Sub-nivel 3: obtencao dos parametros cinéticos

Equacobes do nivel 2, substituindo:

k" =10

|2

Ko =1

+
STk kg,

| - concentracao do substrato toxico
ki,, - coeficiente de inibicao de Haldane.



* Determinacao da biomassa responsavel pela
degradacao do poluente toxico e do coeficiente de
sintese celular:

— Calcular o coeficiente de sintese total usando
métodos bioenergeticos e corrigi-lo pela
contribui¢ao dos intermediarios a biomassa total;

— Considerar que o coeficiente de sintese para o
poluente toxico seja 0 mesmo que aquele para a
conversao acetogénica de compostos que tenham
composicao estrutural semelhante;

— Considerar que o coeficiente de sintese para a
conversao acetogénica do poluente toxico seja a
mesma que aquela do etanol, com base na DQO.

* Nenhuma das alternativas ¢ aplicavel a compostos
parcialmente degradados.



BMP (Biochemical Methane Potential)

Determinacao da concentracao de compostos
organicos convertidos a metano em meio
anaerobio

* Avaliar a eficiéncia do tratamento anaerobio a
um despejo especifico

 Determinar a quantidade residual de matéria
organica para posterior tratamento

 ASTM E2170-01/ISO 11714



Quantidade de substrato para producao
necessaria de metano

* No minimo 100 a 150 mL CH,/frasco ou 165 a 250 mL
de biogas com 60% de metano

e Usar DQO do substrato para determinar o volume de
substrato a ser introduzido no frasco. Considerar:

— 1 g DQO removido = 395 mL CH,;
— 70% de remocao de DQO.

Para 125 mL de CH, sdo necessarios 221,5 mg DQO



Calculo da massa de substrato a ser introduzida
no frasco

221,5 mgDQO. 1000 ml =Y mL de substrato

X mgDQO
mgSV

O mL

Y mL de substrato. = A mgSV

X = massa de DQO do substrato (mg)

Y = volume de substrato necessario para obter a produgao de CH, (mL)
Z = concentracao de SV do substrato (mg/L)

A = massa de substrato para obter a produgao necessaria de CH,



Calculo do volume de indculo (V
introduzido no frasco

) a ser

indculo

_ Y mL substrato.ZmgSV/L

B B mgSV/L

B mgSV
00 mL

= C mL in6culo

in6culo (m )

C mL in6culo.

=D mgSV indculo

Y - volume de substrato necessario para obter a produgao de CH,
Z — concentragcao de SV do substrato (mg/L)

B — concentracao de SV do in6culo (mg/L)

C - volume mL in6culo considerando relacao 1:1

D - massa de inoculo considerando relacao 1:1



Inserir nutrientes

Fluxionar os frascos com mistura contendo 30% de
CO, e 70% N,;

Selar os fracos;

Colocar os frascos em shaker, a temperatura = 35°C,
por 30 dias.

Branco: somente inoculo + nutrientes




Diariamente medir:

Triplicatas

* a producao de biogas;
* a porcentagem de metano




Producao de metano

* Normalizar a producao de biogas e de metano
para comparar diferentes substratos

* Normalizar para mL/gSV no substrato

mL de CH4 produzido

Producao normalizada de CH4 =
g SV substrato

mL

.mL substrato no frasco
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Digestor anaerdbio (mL CH,/g SV)
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Testes de toxicidade em meio
anaerobio

1SO 13641-1

Medir pH, DQO, solidos totais e sélidos volateis
da agua residuaria
Inserir nos frascos 2 a 4 g de inoculo

— 100 mL de solidos com uma concentracao de 20 a 40
g/l
Adicionar 2 mL de substrato

— Mistura padrao de nutrientes, extrato de levedura e
d-glucose

Adicionar o material teste



Fluxionar os frascos com mistura de 30% CO, e
70% de N,

e Selar e inserir os frascos em shaker em 35°C
por 3 a 5 dias

 Medir diariamente a producao de blogas e %
de CH, = e ey
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Selecionar um tempo em que a curva € linear
(normalmente 48 horas) e calcular a % de inibicao:

CH,teste

- 100
CH,controle

1= (1

| - porcentagem de inibicao
CH, teste - volume de CH, no teste em um dado
tempo

CH, controle — volume de CH, no controle em um dado
tempo



% de inibicao
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Calculo do EC.,

% de inibicdo em 72 horas

10 100
% de material testado




