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RESUMO

Os efluentes industriais que sdo despejados de maneira incorreta no meio ambiente de grandes
centros urbanos podem propiciar a contaminacao do solo e dos recursos hidricos, comprometendo a
qualidade de vida da populacdo. Dentre os diferentes tipos de contaminantes gerados nas industrias,
tem se destacado os compostos organicos com caracteristica fendlica. Estes contaminantes séo
facilmente encontrados em industrias como a de papel e celulose, petroquimica, pesticidas, tintas e
resinas entre outras. Nos locais onde a geracdo de efluentes ndo é controlada a presenca de
poluentes organicos como o fenol e p-nitrofenol pode resultar em impactos relevantes no meio
ambiente devido sua alta toxicidade, prejudicando a fauna, flora e causando efeitos deletérios a
salde humana. Sob esta perspectiva o desenvolvimento e uso de tecnologias que propiciem o
tratamento adequado dos efluentes é de extrema relevancia, sempre com o intuito de reduzir e
controlar a poluicdo. Entre as diversas tecnologias empregadas atualmente a biodegradacdo tem se
mostrado como uma opcdo a fim de minimizar a contaminagdo de &guas e areas poluidas por
efluentes tdxicos. Sendo assim, o presente trabalho objetivou avaliar a eficiéncia de remog¢édo do
fenol e p-nitrofenol de &guas residuais sintéticas, utilizando a biodegradacdo em reator batelada,
tendo como material de imobilizacdo para a formacéo do biofilme a casca de ovo. As concentracdes
de fenol e de p-nitrofenol avaliadas foram: 5, 10 e 15 mg L™ e pH inicial na faixa de 6,84 - 6,97
para o fenol e entre 7,23 — 7,63 para o p-nitrofenol. Os resultados obtidos demonstram que o
biorreator contendo fenol apresentou melhor desempenho de remocdo, possivelmente devido a
maior quantidade de biomassa aderida ao suporte (23,24 mg g suporte™), chegando a 100 % de
biodegradacdo do fenol, para a maior concentracdo analisada em 420 minutos de reacdo, quando
comparado ao biorreator contendo p-nitrofenol que apresentou a menor quantidade de biomassa
aderida ao suporte (19,03 mg g suporte™), chegando a remocdo maxima de biodegradagdo em
aproximadamente 660 minutos. Com relacdo aos parametros cinéticos, o valor de Ka do composto
fenol indicou maior afinidade pelo efluente de menor concentragdo, no entanto, para 0 composto p-
nitrofenol, o valor de K, indicou maior afinidade pelo efluente mais concentrado. No que tange a
varidvel a,Rma, para o composto fenol, ela foi maior para 0 composto mais concentrado, ou seja,
para 0 composto mais concentrado o consumo de substrato foi mais rapido, no entanto para o
composto p-nitrofenol, a variavel foi maior para 0 composto menos concentrado, indicando que o
consumo de substrato foi mais rapido pelo composto de menor concentracdo. Avaliando-se 0s
resultados obtidos, pode-se concluir que hé eficiéncia no uso de biofilmes suportados em casca de
ovo para remogédo de contaminantes toxicos como o fenol e o p-nitrofenol, em sistema em batelada
de agitacdo mecanica, observou-se também que a quantidade de biofilme suportado interfere na
remocdo do contaminante, e consequentemente do material contendo biofilme utilizado na remocéo
dos compostos fenolicos. A tecnologia de biodegradacdo pode ser apontada com boa eficiéncia para
o tratamento de efluentes contendo compostos fendlicos.

Palavras-chave: biorreator em batelada, biodegradacdo, biofilme, casca de ovo, biomassa.



ABSTRACT

Industrial effluents that are dumped incorrectly in the environment in large urban centers can cause
contamination of soil and water resources, compromising the quality of life of the population.
Among the different types of contaminants created in the industries, organic compounds with a
phenolic characteristic have been highlighted, these contaminants are easily found in industries such
as cellulose paper, petrochemicals, pesticides, paints and resins, and others. In places where the
generation of effluents is not controlled the presence of organic pollutants such as phenol and p-
nitrophenol may result in significant impacts on the environment due to their high toxicity,
damaging the fauna, flora and causing deleterious effects on human health. From this perspective,
the development and use of technologies that provide adequate treatment of effluents is extremely
relevant, always with the aim of reducing and controlling pollution. Among the various
technologies currently used, biodegradation has been shown as an option in order to minimize the
contamination of waters and areas polluted by toxic effluents. therefore, the present work aimed to
evaluate the efficiency of the removal of phenol and p-nitrophenol from synthetic wastewater, using
batch reactor biodegradation, having as immobilization material for the formation of the biofilm the
egg shell. The phenol and p-nitrophenol concentrations evaluated were: 5, 10 and 15 mg L™ and
initial pH in the range of 6.84 - 6.97 for phenol and between 7.23 - 7.63 for p- nitrophenol. The
results show that the phenol-containing bioreactor presented better performance in the removal of
phenol, possibly due to the higher amount of biomass adhered to the support (23.24 mg g™ support),
reaching 100% phenol biodegradation, concentration analyzed in 420 minutes of reaction, when
compared to the bioreactor containing p-nitrophenol that presented (19.03 mg g support™) the
maximum removal in the three concentrations was obtained in approximately 660 minutes.
Regarding the kinetic parameters, the Ka value of the phenol compound indicated higher affinity
for the effluent of lower concentration, however, for the compound p-nitrophenol, the Ka value
indicated higher affinity for the more concentrated effluent. As regards the variable a,Rma, for the
phenol compound, it was higher for the more concentrated compound, that is, for the more
concentrated compound the consumption of substrate was faster, however for the compound p-
nitrophenol, the variable was higher for the less concentrated compound, indicating that substrate
consumption was faster by the compound of lower concentration. Evaluating the results, it can be
concluded that there is efficiency in the use of biofilms supported in eggshell for the removal of
toxic contaminants such as phenol and p-nitrophenol, in a batch system of mechanical agitation, it
was also observed that the amount of biofilm supported interferes with the removal of the
contaminant, and consequently of the biofilm-containing material used in the removal of the
phenolic compounds. The biodegradation technology can be pointed out with good efficiency for
the treatment of effluents containing phenolic compounds.

Key words: bioreactor in batch, biodegradation, biofilm, egg shell, biomass.
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1. INTRODUCAO

A &gua é o constituinte mais abundante da matéria viva e também é considerada como um
solvente universal capaz de solubilizar a maioria das substancias, sendo de fundamental importancia
para a sobrevivéncia das espécies (DEZOTTI, 2008). A disposicdo da agua tem gerado
preocupacdes tanto no ambito social quanto no cientifico, devido a desenfreada degradacdo desse
recurso hidrico nas Gltimas décadas (HELLER e DE PADUA, 2010). O aumento da concentragio
urbana em fungéo do desenvolvimento econdmico tem resultado numa maior geracdo de efluentes
liquidos e de residuos solidos (BELTRAME et al., 2016).

Os efluentes liquidos na grande maioria sdo gerados pelo setor industrial, que tem se tornado
um grande responsavel pela polui¢cdo dos corpos hidricos receptores (DEZOTTI, 2008). Sendo
assim, o lancamento de efluentes tem gerado muita preocupagdo no ambito social e cientifico, tendo
em vista a degradacdo dos recursos hidricos nas ultimas décadas, como impacto deste aumento tem-
se diversos problemas ambientais dos quais podem ser destacamos 0s impactos sobre a fauna, a
flora e sobre a propria populacdo. Dentre os diversos contaminantes presentes em efluentes
industriais e que podem chegar aos corpos d’agua, destacam-se 0s compostos fendlicos, os quais
tém sido utilizados em grande escala e tém tido efeitos desastrosos na biodiversidade (RIPA et al.,
2017).

Compostos fendlicos e seus derivados sdo facilmente encontrados nos corpos hidricos e
muitas vezes devido as descargas industriais, tais como, industrias de papel e celulose, industrias
siderdrgicas, de agroquimicos, de plasticos, resinas, tintas e vernizes, além de outras que utilizam
fendis como produtos intermediarios (AGARRY e SOLOMON, 2012). Efluentes que contém fenol
e p-nitrofenol apresentam grandes problemas ambientais devido a alta toxicidade e mesmo em
baixas concentragdes apresentam textura e odor caracteristicos. Para o ser humano causa efeitos
crénicos como, vomito, dificuldade de respirar, anorexia, dores de cabeca, dentre outros disturbios
fisicos e mentais (BRANCO, 2013; BARBOSA et al., 2014).

A biodegradacdo de compostos fendlicos tem sido estudada por diversos pesquisadores
(BANERJEE e GHOSHAL, 2010; EL-NAAS et al., 2010; PRADEEP et al., 2015;
SIVASUBRAMANIAN e NAMASIVAY AM, 2015; FELSHIA et al., 2017; RIBEIRO, 2018) com
0 objetivo de reconhecer as interagdes presentes na degradacdo de misturas de substratos. Os efeitos

de interacdo, sendo eles sinergéticos e/ou antagonicos, durante a biodegradacdo de compostos
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fendlicos podem ser conferidos a toxicidade e formagdo de intermediarios toxicos por enzimas ndo
especificas (WANG e LOH, 2000), e a inibi¢cdo competitiva (BIELEFELDT e STENSEL, 1999).

O fenol é o membro mais simples de uma classe de compostos organicos conhecidos
coletivamente como fenois. Os membros desta classe contém um ou mais grupos hidroxilas ligados
a um anel aromaético. A presenca da hidroxila fendlica provoca deslocalizacdo do par de elétrons de
oxigénio no anel benzénico devido & eletronegatividade. Este fendmeno conhecido como
"ressonancia” é responsavel pela acidez do fenol e, que o torna diferente dos alcoois. O fenol possui
formula molecular CgHsOH, massa molecular de 94,1 g gmol™, densidade especifica de 1,071 g
mL™ e pressdo de vapor de 0,35 mmHg. Na forma pura possui ponto de fusdo de 43°C e ponto de
ebulicdo de 182°C. Solubilidade em &gua de 6,7 g 100 mL™ a 16 ° C. O fenol é muito soltvel na
maioria dos solventes organicos: éter etilico, alcool metilico, alcool etilico, tetracloreto de carbono,
glicerol, di6xido de enxofre liquido e benzeno. E ligeiramente acido com pK, de 9,9 em solucdes
aquosas a 25°C (K, = 1,3 x 10™'°) (USEPA, 1986).

Entre uma ampla variedade de compostos fendlicos, encontra-se o p-nitrofenol (PNF) que é
um importante membro deste grupo (VELEZ-LEE et al., 2015). Também chamado de p-nitrofenol,
paranitrofenol ou 4-hidroxinitrobenzeno. Possui formula molecular C¢HsNOs, peso molecular
139,11 g mol™, densidade relativa do liquido (ou sélido) 1,48 g mL™, ponto de fusdo 113 a 114 °C,
ponto de ebulic&o de 279 °C e solubilidade em 4gua de 16 g L™ a 25 °C. A presenca de um receptor
para prétons (o grupo nitro) e um doador para prétons (o grupo OH) na mesma molécula podendo
afetar também a estrutura da molécula como o arranjo molecular no estado solido.

A agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) requer um limite menor que
1 mg L™ para o fenol (BUSCA et al., 2008; LUENLOI et al., 2011) e ndo tem estabelecido uma
concentracdo de referéncia para o p-nitrofenol (USEPA, 2000; LIU et al., 2007). A acdo tdxica do
p-nitrofenol é parecida com a acdo téxica da anilina, que converte a hemoglobina para
metemoglobina, na qual é causada pela oxidagdo do ferro Il para ferro Ill, resultando em uma néo
transposicdo do oxigénio no corpo pela hemoglobina. Esta condicdo é caracterizada pela cianose e
cor marrom-escura do sangue. Concentracdes fendlicas entre 5 e 25 mg L™ podem apresentar
efeitos letais em espécies marinhas (MOLLAEI et al., 2010). Dentre os efeitos adversos sobre 0s
organismos aquaticos destacam-se a inibicdo ao crescimento e na reproducdo, diminuicdo dos
reflexos, alteracdes do metabolismo intermediario, anomalias histopatologicas, dano tecidual e
estresse oxidativo (DUAN, 2017).
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Segundo a Resolugdo CONAMA 430/2011, o nivel maximo permitido de fendis totais em
4guas residuérias é de 0,5 mg L™, ja em &guas utilizadas para abastecimento humano apés tratadas,
0s niveis de referéncia utilizados séo de 0,003 mg L™ para aguas doces classe 1 e 0,01 mg L™ para
aguas doces classe 3, de acordo com a Resolucdo CONAMA 357/2005. A Figura 1 apresenta as

caracteristicas estruturais e quimicas dos contaminantes fenol e p-nitrofenol.

Figura 1: Estrutura e peso molecular dos compostos, fenol e p-nitrofenol.

Substrato Estrutura Molecular Peso Molecular (g gmol™)

OH

Fenol 94.1

OH

P-nitrofenol 139.11

NO,

Fonte: AUTORA, 2018.

Os compostos organicos fenol e p-nitrofenol sdo poluentes representativos de efluentes da
industria quimica, sendo hidrocarbonetos aromaticos, de elevada massa molecular e cadeia de baixa
densidade, sdo sollveis em agua e apresentam um potencial de poluicdo maior pelo fato de serem
compostos hidrossoltveis do efluente (GRIEM et al., 2009). O fenol e o p-nitrofenol representam
um sério risco ao ser humano e ao meio ambiente, devido ao fato de serem considerados poluentes
de prioridade e por serem toxicos (USEPA, 2002; HUSSAIN e DUBEY, 2014).

Devido a necessidade cada vez maior de preservagdo dos recursos hidricos, € crescente a
procura por novas tecnologias que busquem reduzir os impactos causados pela presenca de
compostos tdxicos no meio ambiente (LUZ et al., 2013). A necessidade de processos mais

eficientes na remocdo dos contaminantes € uma das buscas das industrias que necessitam de
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unidades mais compactadas que operem com maior flexibilidade e bom desempenho na remogéo de
compostos toxicos (ULSON DE SOUZA et al., 2008).

Dentre as técnicas mais empregadas para a remoc¢do de compostos fendlicos, podemos
destacar, a biodegradacdo (PASSOS et al., 2009; RIBEIRO, 2018), a adsorcdo (RIPA et al., 2017),
a oxidacdo e coagulacdo quimica (ORTEGA et al., 2016), a floculagdo idnica (CAVALCANTE,
2016), entre outras. Apesar da capacidade destes processos em remover compostos fendlicos,
alguns séo tecnicamente menos atrativos pelo fator econémico e por razdes de seguranca. Dentre
estas tecnologias, a biodegradacdo vém despontando como técnica bastante eficaz, podendo ser
utilizada como complemento as tecnologias convencionais, permitindo o reuso da dgua (FARIA et
al., 2009; ULSON DE SOUZA et al., 2009).

Uma alternativa eficaz e potencialmente rentavel para o tratamento de compostos toxicos é
o tratamento bioldgico (BERTIN et al., 2007; MASSALHA et al., 2007). O tratamento bioldgico
tem como vantagem a destruicdo permanente dos residuos e eliminacdo dos riscos de futuras
contaminagdes através da mineralizacdo (LITTLEJOHNS e DAUGULIS, 2008). Apesar do
aumento do nivel de aceitacdo por parte da opinido publica, o tratamento bioldgico possui algumas
limitaces, devido a toxicidade de alguns compostos, ou a formacdo de produtos parcialmente
oxidados que podem vir a ser mais tdxicos e mutagénicos do que o composto de origem, 0 que
acaba por tornar mais lento o processo de biodegradacgéo, principalmente para altas concentragdes
do contaminante (PRPICH e DAUGULIS, 2005).

A biodegradacdo é uma opcdo de minimizar a contaminacdo de areas poluidas por
efluentes toxicos. Esta técnica ndo necessita da adicdo de produtos quimicos, e é definida pela
degradacdo de compostos organicos através do metabolismo de organismos vivos. Este processo
biol6gico permite o tratamento de uma larga variedade de efluentes industriais (PRPICH e
DAUGULLIS, 2005; MASSALHA et al., 2007).

A biodegradacdo de um substrato organico pode ser obtida através de micro-organismos
que crescem em funcdo do substrato especifico como unica fonte de energia ou crescem utilizando
outro nutriente organico como fonte de carbono e energia (MELLO, 2007). A Figura 2 apresenta de
maneira simplificada um esquema da degradagdo aerobia de uma substancia orgénica por micro-

organismos.
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Figura 2: Esquema da degradacdo de uma substancia orgéanica por um micro-organismo.

Microrganismo

Substancia H0e COy

P4 cgaire / N ‘
Od-@-H-B-@ -0

.

Microrganismo ingerindo  Microrganismo transformando Microrganismo liberando
a substancia organica a substancia orginicaem HyOe HyOe CO;
CO,

Fonte: Adaptado de EPA, 1996.

Segundo Petrozo et al. (2002) a velocidade de biodegradacéo dos hidrocarbonetos depende
de diversos fatores que afetam a velocidade de biodegradagédo dos quais pode destacar: o pH ideal
para a biodegradacdo que deve ser proximo do neutro (6 a 8); a temperatura também influencia a
biodegradacdo pelo efeito na natureza fisica e quimica dos componentes presentes nos efluentes, a
temperatura 6tima de biodegradacdo varia de 18°C a 30°C; a concentracdo de nutrientes também
afeta a velocidade, sendo que alguns dos macro e micronutrientes sdo essenciais para manter o
crescimento microbiano dos quais destaca-se o0 nitrogénio, fésforo, potassio, sédio, enxofre, célcio,
magnésio, ferro, manganés, zinco e cobre; a velocidade de biodegradacdo também é afetada pelo
volume de produto liberado para o meio ambiente; o teor de oxigénio, dois dos ciclos
biogeoquimicos desempenham importante papel na remocéo de matéria organica: o aerébio, no qual
0s micro-organismos utilizam oxigénio como aceptor final de elétrons para realizar a decomposi¢ao
da matéria organica e o anaerdbio, no qual o oxigénio ndo esta presente.

Pesquisas e estudos relacionados a biodegradacdo dos compostos fendlicos tem sido
realizadas por diversos pesquisadores (PASSOS et al., 2009; EL-NAAS et al., 2010; BANERJEE e
GHOSHAL, 2010; PRADEEP et al., 2015; SIVASUBRAMANIAN e NAMASIVAYAM, 2015;
FELSHIA et al., 2017) com o objetivo de identificar as interagdes presentes na degradacédo de
misturas de substratos. Os principais motivos que levam aos efeitos de interacdo (sinergéticos e/ou
competitiva (BIELEFELDT e STENSEL, 1999), a toxicidade e formacéo de intermediarios toxicos
por enzimas ndo especificas (WANG e LOH, 2000), além da indugdo enzimética (DEEB et al.,
2001).
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Avancos expressivos na area de tratamento bioldgico de efluentes foram alcancados através
de processos que utilizam biofilmes suportados em materiais inertes particulados. Processo este que
vem se tornando cada vez mais popular devido as suas vantagens de alta concentracdo de biomassa.
De acordo com Xavier et al. (2003), o biofilme pode ser definido como um conjunto de micro-
organismos e de produtos extracelulares que se aderem sobre um suporte sélido, formando uma
camada volumosa e espessa, com uma estrutura externa ndo totalmente regular e uniforme. Sua
formacdo e acumulacdo em superficies solidas é um fenémeno natural que acontece em meios
aquosos e resulta de processos fisicos, quimicos e bioldgicos que ocorrem simultaneamente.

De acordo com Xavier et al. (2003) a Figura 3 apresenta as diferentes etapas envolvidas na
formacédo de um biofilme sobre uma superficie s6lida em contato com um meio aquoso:

1. Transporte de células livres do meio liquido para uma superficie sélida seguida de sua fixacéo.

2. Crescimento e divisdo de células fixas devido ao consumo dos nutrientes advindos do liquido
circundante, em conjunto com a producao e excrecao de EPS (poliestireno expandido);

3. Fixacdo de células bacterianas flutuantes (e outras particulas), colaborando na acumulagdo do
biofilme;

4. Libertacdo de material celular segundo dois mecanismos diferentes: (a) perdas por erosao (perda

de células individuais) ou (b) perda de agregados maiores.

Figura 3: Etapas envolvidas na formacéo de biofilmes.
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Fonte: XAVIER et al., 2003.

O biofilme proporciona, aos micro-organismos que o constituem, importantes beneficios,

tais como: aumento da concentracdo de nutrientes nas interfaces liquido-biofilme, protecdo contra
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fatores ambientais agressivos (flutuagcbes de pH, concentragdes de sais e metais pesados,
desidratacdo, forcas de tensdo de corte, substancias quimicas agressivas, bactericidas, antibidticos e
predadores), possibilidade de troca de material genético devido ao longo tempo de retencdo dos
micro-organismos, bem como a utilizacdo de substratos de dificil degradacdo (XAVIER et al.,
2003; MASSALHA et al., 2007; MELLO, 2007).

As principais vantagens dos biorreatores com biofilme aderido sobre os biorreatores
convencionais sdo: maior concentracdo de biomassa retida com maior atividade metabdlica; elevada
eficiéncia na remocdo de DBO (Demanda Bioquimica de Oxigénio); aplicacdo de maior carga
organica; coexisténcia da atividade metabdlica anoxica e aerdbia dentro do mesmo ecossistema de
biomassa; inexisténcia da necessidade de retornar o lodo ao reator bioldgico; instalagdes mais
compactas; possuem grande area de transferéncia de massa entre as fases; tém maior capacidade de
tolerar poluentes recalcitrantes e tdxicos, assim como outras condi¢des ambientais adversas (MOCE
e MATA-ALVAREZ, 2002; XAVIER et al., 2003; MASSALHA et al., 2007; MELLO, 2007,
RIBEIRO, 2018).

Elementos como densidade, rugosidade, porosidade, tamanho dos poros e forma da
superficie podem afetar o biofilme, a velocidade de coloniza¢do microbiana no suporte e a estrutura
do biofilme. Sendo que a adesdo dos micro-organismos a superficies depende das propriedades
superficiais dos suportes, das propriedades microbioldgicas dos micro-organismos e das
propriedades do meio aquoso (XAVIER et al., 2003). Diferentes materiais porosos tém sido
utilizados como suporte para imobilizacdo de biomassa. Dos quais pode-se citar: carvao ativado,
suportes poliméricos, espuma de poliuretano, areia, entre outros. (VOICE et al., 1992; GUERIN,
2002; BERTIN et al., 2004;).

Neste trabalho o biofilme foi aderido no residuo de cascas de ovos, a composi¢ao quimica
das cascas de ovos permite a ela uma morfologia porosa que atualmente tém sido muito estudadas
pelo seu potencial em processos de adsor¢do (KOSE E KIVANC, 2011; BOUKHLIFI et al., 2013;
CHRAIBI et al., 2016). A casca de ovo consiste tipicamente em materiais cerdmicos constituidos
por uma estrutura de trés camadas: a cuticula na superficie exterior, uma camada calcaria e uma
camada lamelar no interior. As camadas calcaria e lamelar formam uma matriz composta por fibras
proteicas ligadas a cristais de carbonato de calcio (BOUKHLIFI et al., 2013).

A composicao quimica da casca de ovo é formada por cerca de 94 % de carbonato de calcio,
1% de carbonato de magnésio, 1% de fosfato de calcio 4% de materiais organicos (STADELMAN,

2000) . Tendo em vista a utilizagdo sustentivel da casca do ovo e sua estrutura intrinseca de poros
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(BOUKHLIFI et al., 2013), a caracterizacdo do biomaterial € muito escassa na literatura. Neste
trabalho, a reutilizagdo de residuos de casca de ovo foi investigada do ponto de vista da reciclagem
de residuos e remocao de fenol e p-nitrofenol em solucdo aquosa.

Desta maneira, o presente estudo buscou avaliar atraves de procedimentos experimentais a
eficiéncia de remoc&o do fenol e do p-nitrofenol de aguas residuais sintéticas, utilizando biorreator
em batelada e como suporte utilizou-se para a adesdo da biomassa um residuo da agroindustria, a
casca de ovo, que nos dias atuais também é considerada um problema ambiental devido as grandes

quantidades produzidas.
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2. OBJETIVOS

Com base no exposto anteriormente, pdde-se estabelecer os objetivos que buscou-se

alcancar através da execucao do trabalho, os quais sdo descritos a seguir.

2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral para este estudo € realizar a biodegradacdo em reator batelada de fenol e p-

nitrofenol presente em aguas residuais sintéticas, utilizando biofilme suportado em casca de ovo.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Visando atingir o objetivo geral proposto, alguns objetivos especificos sdo necessarios, tais

como:

e Realizar o crescimento dos micro-organismos na superficie da casca de ovo em meios
contendo fenol e p-nitrofenol utilizando reatores em batelada;

e Obter as cinéticas de biodegradacdo do fenol e do p-nitrofenol em reator batelada para as
diferentes condicBes experimentais;

e Obter os parametros cinéticos da biodegradacdo do fenol e do p-nitrofenol em reatores

batelada.
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nas dependéncias do Laboratorio de Efluentes e
Residuos, e do Laboratério de Quimica da Universidade Federal da Fronteira Sul — UFFS Campus
Erechim. Todos os experimentos foram feitos em duplicata utilizando-se um limite de confianca de
95%.

3.1. MATERIAIS

3.1.1 Aguas residuais sintéticas

Neste estudo foi utilizado na formulacdo das aguas residuais sintéticas os seguintes
reagentes: Fenol e p-nitrofenol em grau analitico (99%). Sendo as concentrac@es utilizadas diluidas
em aguas destilada, ndo houve ajuste de pH antes dos ensaios, trabalhou-se assim em pH natural da

solucgéo na faixa de 6,8- 6,9.

3.1.2. Inéculo

O indculo contendo a biomassa microbiana foi obtido na Estacdo de Tratamento de
Efluentes da empresa Ouro Verde Papéis e Embalagens Ltda, situada no municipio de Paulo Bento
— RS, os quais contém micro-organismos tolerantes a ambientes com a presenca de compostos

fendlicos.

3.1.3 Suporte para fixagdo do biofilme

Para a imobilizacdo da biomassa o material utilizado como suporte foi a casca de ovo, um
residuo oriundo de incubatdrios de aves da regido. Seguindo adaptagdo metodoldgica de Slimani et
al., (2014), as cascas foram primeiramente higienizadas em agua corrente para retirada da pelicula
interna que pode inibir o crescimento dos micro-organismos, posteriormente as mesmas foram
lavadas com agua destilada e postas para secar em uma estufa (Solab, modelo SL100 - 180) durante
12 horas, a uma temperatura de 100 °C. Com as cascas devidamente secas ocorreu a etapa de

trituramento, onde o suporte utilizado apresentou a granulometria entre 10 e 20 mesh. O material
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resultante foi novamente condicionado & um regime de secagem, durante 24 horas, & uma
temperatura de 105 °C. O suporte sélido tem a funcdo de acumular quantidades de biomassa

gerando um aumento do tempo de retencéo celular no reator.

3.1.4 Solucdo mineral utilizada para o crescimento do biofilme

A solucdo mineral que recria as condi¢cdes ambientais do meio in situ foi realizada segundo
adaptacdo da metodologia usada por Mello (2007). A solucdo foi composta por macro e
micronutrientes, uma fonte de nitrogénio e outra de oxigénio, além de ser integrada com uma
solucdo tampdo, que estabiliza o pH em numa faixa neutra. No tocante ao pH deve-se levar em

consideracdo a seguinte reacdo que ocorre com o carbonato de calcio em meio aquoso:

CaCO; + H,0 & Ca*t + HCO3~ + OH~

A presenca dos ions OH™ leva a alcalinizacdo do meio (PETTINATO et al., 2015), sendo
desfavoravel para um processo de biodegradacdo em reatores, que possui indculos adaptados a um
pH préoximo a 7.

Os macros nutrientes presentes na solugdo foram o CaCl, (7,40 mg L™) e 0 MgS04.6 H0
(463,00 mg L™), os micronutrientes foram o MnSO,.H,0 (10,00mg L™) e 0 ZnS04.7 H,0 (2,00 mg
L™Y). A solucéo tampéo foi composta pelo sal 4cido KH,PO, (0,50 g L™) e a sua base conjugada
K,HPO,4 (0,50 g L™). A fonte de nitrogénio foi o composto (NH,),SO, (0,50 g L™) e a fonte de
oxigénio foi 0 H,0, 30% (100 pL).

3.1.5 Biorreatores

Os experimentos, para obtencdo da cinética de biodegradacdo do fenol e do p-nitrofenol,
foram realizados utilizando-se biorreatores em batelada, em escala de bancada, que operaram em
temperatura ambiente entre 20 — 25 ° C com sistema de agitacdo em velocidade pré-determinadas.
Foram utilizados como biorreatores béqueres de 400 mL fechados com papel filme e com abertura
no centro para entrada de ar, colocados em agitador mecénico (Mesa Aditadora SL - 180/DL) em

velocidade de 60 rpm.
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Tendo em posse o0 material para indculo, as cascas de ovo como suporte foram constituidos

os dois biorreatores, com 40g de casca de ovo em cada um deles.

3.1.6 Imobilizacdo e adaptacao da biomassa aerdbia

Para imobilizacdo e adaptacdo da biomassa foram adicionados aos biorreatores 40 g de casca
de ovo, 230 mL do meio mineral, 50 mL do inéculo, 150 mg L™ de sacarose (fonte de carbono) e
em média de 50 a 100 pL de perdxido de hidrogénio (como fonte de oxigénio).

Os biorreatores foram colocados em um agitador mecanico (Mesa Agitadora) a temperatura
ambiente, durante o experimento, com a finalidade de uma melhor homogeneizacdo do meio,
impedindo gradientes diferenciados de concentragdes internas no biorreator.

Num periodo inicial de 30 dias houve trocas e reposicao das solucdes nutrientes dos
biorreatores. Em cada procedimento realizados, diariamente, foram retirados 100 mL da solucdo
nutritiva integral com reposicdo de 100 mL da solugdo de meio mineral, de 100 pL de perdxido de
hidrogénio e 1 mL de glicose concentrada como fonte de carbono. Este processo objetivou a fixacéo
da biomassa no suporte. Em cada procedimento foram realizadas analises de DQO para certificar de
gue 0s micro-organismos estavam adaptando-se ao meio.

Foram medidas, diariamente, a concentracdo de oxigénio dissolvido no meio, com o auxilio
de oximetro, para certificar que a concentracdo de oxigénio dissolvido (OD) no meio manteve-se
acima de 2 mg L. Além da concentracdo de oxigénio dissolvido foram realizadas, em cada
biorreator, analise de pH e de condutividade. Apds este periodo, iniciou-se a adi¢do dos compostos
fenolicos aos biorreatores com consequente reducédo do teor de glicose.

A introducdo gradativa dos compostos fenolicos nos biorreatores, sempre utilizando a
mesma variabilidade de concentracdo em todos. Inicialmente a reducdo da quantidade de glicose,
com adicdo de fonte de carbono com compostos fendlicos ao meio, foi equivalente a 10%, e o
restante dos 90% permaneceu como glicose.

Na sequéncia os biorreatores foram alimentados durante 10 dias com essas proporcoes.
Durante esse periodo foram feitas diariamente analises de oxigénio dissolvido (OD), pH e
condutividade. Apds, completados 10 dias desta fase, a quantidade dos compostos fendlicos no
meio aumentou para 20% e a concentracdo de glicose passou para 80%, continuando nesta
proporcdo por 10 dias. E assim sucessivamente, a concentracdo de carbono procedente dos

compostos fenolicos foi sendo aumentada de 20 em 20% até alcancar 100% nos mesmos espagos de
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tempo. A adaptacdo as fontes fendlicas de carbono foram realizadas conforme o cronograma da
Tabela 1.

O periodo de substituicdo dos nutrientes com aumento gradativo da alimentacdo com
compostos fendlicos durou em torno de trés meses. Depois de passados 10 dias de alimentagdo com
0s compostos fendlicos, como Unica fonte de carbono, iniciaram-se as cinéticas de biodegradagédo
conforme metodologia adaptada de Ribeiro (2018).

Tabela 1: Configuracdes das fontes de carbono durante o periodo de adaptacao.

Dias Biorreator 1 Biorreator 2
1-30 100% glicose 100% glicose
31-40 80% glicose, 20% fenol 80% glicose, 20% p-nitrofenol
41 -50 60% glicose, 40% fenol 60% glicose, 40% p-nitrofenol
51 -60 40% glicose, 60% fenol 40% glicose, 60% p-nitrofenol
6170 20% glicose, 80% fenol 20% glicose, 80% p-nitrofenol
71-80 100% fenol 100% p-nitrofenol

A Figura 4 mostra a aparéncia dos biorreatores ap6s o periodo de adaptacéo.

Figura 4: Biorreatores em batelada na mesa agitadora, apds o periodo de adaptacao

Fonte: AUTORA, 2018.
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Este procedimento de adaptagdo dos compostos fendlicos é imprescindivel, devido a sua alta
toxicidade para os seres vivos. A opcao por um procedimento de adaptacdo gradativa da biomassa
aos compostos buscou impedir um processo agudo de toxicidade evitando a possibilidade de morte

ocasional ou inibicdo das células microbianas.

3.2. PROCEDIMENTO E METODOS ANALITICOS

3.2.1 Sdélidos suspensos totais, suspensos fixos totais e suspensos volateis

A determinacdo de sélidos suspensos totais (SST), solidos suspensos fixos (SSF) e solidos
suspensos volateis (SSV) foi realizada conforme a Norma Técnica Interna SABESP NTS 013
(1999).

3.2.2 Concentracdo de oxigénio (OD)

A concentracdo de oxigénio dissolvido (OD) foi medida diariamente, durante o processo de
degradacdo dos compostos fendlicos pela biomassa, com auxilio de um oximetro digital
microprocessado (Alfakit - modelo AT - 160).

323 pH

Os valores de pH em cada biorreator foram medidos diariamente, durante o processo de
degradacdo dos compostos fenolicos pela biomassa, por um pHmetro digital (Hanna Instruments —
modelo HI -2221).

3.2.4 Condutividade elétrica

A condutividade elétrica permite 0 monitoramento do consumo dos nutrientes no biorreator,
e foi medida diariamente, durante o processo de degradacdo dos compostos fendlicos atraves de um

condutivimetro digital (Digimed — modelo DM - 32) em unidade de medida puS cm™.
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3.2.5 Analise de DQO

A analise de DQO (Demanda Quimica de Oxigénio), em cada biorreator foi realizada
durante o crescimento com o intuito de observar se 0s micro-organismos removiam 0S COmpostos
toxicos, e realizada pelo Método Colorimétrico. Para digestdo das amostras foi utilizado um bloco
digestor Thermo Digest marca Policontrol, e para leitura da absorbancia foi utilizado um
espectrofotdmetro da marca Nova Instrumentos, modelo 1600 UV., com leituras feitas em um
comprimento de onda A = 500 nm, seguindo padrdes adotados pela American Public Health
Association — Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005)
Norma 5220 D.

3.2.6 Analise dos compostos fendlicos

A concentracdo de fenol e p-nitrofenol foi medida pelo método fotométrico direto (APHA,

2005), com leitura em espectrofotdmetro da marca Nova Instrumentos, modelo 1600 UV.

3.2.6.1 Analise de fenol pelo método fotométrico direto

Para a determinacdo do fenol presente nas amostras do efluente antes e apds os tratamentos,
bem como no preparo da curva padrdo adotada nas andlises utilizou-se o método fotométrico direto
por UVvis, através de espectrofotdbmetro em 500 nm, metodologia esta apresentada no Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater (1995).

3.2.6.2 Analise de p-nitrofenol pelo método fotométrico direto
Para a determinacdo do p-nitrofenol presente nas amostras do efluente antes e apds 0s
tratamentos, bem como no preparo da curva padrdo adotada nas analises utilizou-se o método

fotométrico direto por UVvis, através do espectrofotdbmetro em 400 nm, metodologia apresentada
em Al-Asgeh, et al., (2004).

3.2.7 Analise do biofilme suportado - quantificacdo da biomassa
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Para a quantificacdo da biomassa foi realizada a extragdo da proteina, por meio da biomassa
aderida ao suporte e da biomassa livre (em suspensédo) no reator. Estas foram analisadas em termos
de concentracdo de proteinas, pelo método de Lowry, conforme metodologia proposta por
Bergamasco (1996) e Sélidos Suspensos Volateis (SSV) conforme APHA, 2005.

3.2.8 Cinética de biodegradacao

Apbs a adaptacdo dos micro-organismos com alimentacdo de 100% dos compostos fenolicos
como Unica fonte de carbono, realizou-se as cinéticas de biodegradacdo de fenol e de p-nitrofenol
nas concentracdes de 5, 10 e 15 mg L™, o primeiro ponto da cinética, considerado como o tempo
zero (0), foi coletado logo ap6s a adicdo do efluente sintético nos biorreatores. Os demais pontos
foram coletados a cada 30 minutos, durante as 2 (duas) primeiras horas, e posteriormente a cada 60
minutos até se completar a cinética, ou seja, as curvas cinéticas foram obtidas durante o tempo
necessario para que todo o composto fosse biodegradado.

Durante os experimentos das cinéticas de biodegradacdo do fenol e do p-nitrofenol foram
constantemente avaliadas a concentracdo de oxigénio dissolvido (OD), bem como os valores de pH
e de condutividade elétrica. A Tabela 2 abaixo apresenta a composi¢do do sistema utilizado para
avaliar a biodegradacdo do fenol e do p-nitrofenol presente no efluente sintético. Os ensaios foram
realizados em duplicata, sendo que os resultados foram apresentados em um valor de concentragéo

média.

Tabela 2: Composicdo sistema presente nos biorreatores.

Composicao Biorreator 1 Biorreator 2
Fonte de carbono Fenol (165,0 pL) p-nitrofenol (165,0 puL)
Fonte de oxigénio H,0, 30% (100,0 pL) H,0, 30% (100,0 L)

Matriz de CO* 40,09 40,0¢
Efluente de celulose 50,0 mL 50,0 mL
Solucéo Mineral 230,0 mL 230,0 mL
Total liquido 280,0 mL 280,0 mL

* CO = casca de ovo
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO INOCULO

A Tabela 3 apresenta a caracterizacdo fisico-quimica do lodo. A caracterizacdo dos
parametros fisico quimicos do lodo foi realizada considerando-se a analise de pH, o OD, a
Condutividade, a DQO, os Sélidos Totais e os Sélidos Suspensos Volateis. A temperatura inicial

obtida para o inéculo foi de 26 °C.

Tabela 3: Dados fisico-quimicos do indculo obtido na estacdo de tratamento de efluentes (ETE) da

industria de papel e celulose.

Parémetros Média
pH 6,9
Oxigénio Dissolvido (mg L™) 0,6
Condutividade (uS cm™) 7714
Fenol (mg L™) 65,1
P-nitrofenol (mg L™) 1,03
DQO (mg O, L™) 1.185,9
Sélidos Totais (mg L™) 4.152,3
S6lidos Suspensos Volateis (mg L™) 3.306,7

O indculo adicionado na obtencdo do biofilme com suporte de casca de ovo no sistema de
crescimento e imobilizacdo da biomassa, realizada em biorreator de agitacdo mecénica, continha
uma concentracdo inicial de 65,1 mg L™ de fenol e 1,03 mg L™ de p-nitrofenol, assim acredita-se
que as espécies microbianas presentes no indculo ja apresentam certa resisténcia aos compostos

estudados.

4.2 DESENVOLVIMENTO DA BIOMASSA ADERIDA

A quantidade de biomassa nos biorreatores é devida a presenga dos micro-organismos.
Quanto maior a quantidade de biomassa aderida no suporte maior € o consumo do substrato. Para 0s

dois compostos fendlicos estudados, o consumo do substrato foi mais rapido no sistema contendo
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fenol se comparado ao sistema contendo p-nitrofenol. A Tabela 4 apresenta as quantidades de
biomassa presentes nos biorreatores de fenol e de p-nitrofenol, em suporte e suspensao, obtida por
meio da analise de proteinas, sendo que estas foram realizadas em triplicatas da amostra, com a
mesma massa de cada reator. Os calculos dos resultados obtidos foram apresentados no Apéndice
D.

Tabela 4: Resultados obtidos das quantidades de proteina, em mg L™, para o biorreator contendo

fenol (BCF) e para o biorreator contendo p-nitrofenol (BCP).

Parametro/Amostras BCF BCP
Massa da Particula Seca® (g) 0,60 0,59
Concentragdo Proteina aderida 2.788,57 2.245,71
ao suporte (mg L™)
Proteina (Mg Qsuporte ) 23,24 19,03
Proteina em suspenséo (mg L™) 0,46 2,17

a . o
Massa da particula seca (casca de ovo mais biofilme) em gramas.

Através da Tabela 4 foi possivel observar a quantidade de biomassa aderida ao suporte e
relacionar com o consumo do fenol e do p-nitrofenol. No biorreator contendo fenol, a quantidade
obtida de biomassa aderida foi de 23,24 mg gsuporte'l, enguanto que no biorreator contendo p-
nitrofenol a quantidade de biomassa encontrada foi de 19,03 mg gsuporte'l. No que se refere a
biomassa em suspensao foi encontrado um menor valor para o biorreator contendo fenol, 0,46 mg
L, se comparado ao biorreator contendo p-nitrofenol, 2,17 mg L™, assim constatou-se que houve
uma maior adesdo dos micro-organismos a casca de ovo no biorreator que operava com o fenol, e
por isso uma menor quantidade de biomassa em suspensdo, este resultado condiz com a analise de

proteina aderida ao suporte (2.788,57 mg L™).
4.3 CURVAS DE BIODEGRADAC}AO DOS COMPOSTOS FENOLICOS EM BATELADA
4.3.1 Biorreator contendo fenol

Apbs o periodo de adaptacéo, analisou-se o consumo dos compostos fenolicos pelos micro-

organismos por meio da biodegradacdo. Nos ensaios cinéticos de biodegradacdo, em batelada, de

agua residuaria sintética contendo fenol, cada biorreator foi submetido a trés diferentes
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concentragdes: 5, 10 e 15 mg L™, estas concentracdes foram escolhidas com base em dados da
literatura, visto que, concentragbes maiores podem inibir o crescimento dos micro-organismos
(SANTOS e LINARDI, 2003; BERA et al., 2017), além disto, estas concentracfes sdo superiores as
permitidas pela legislacdo. Os resultados do consumo do fenol nas diferentes concentracdes
analisadas em funcdo do tempo estdo apresentados na Figura 5 as barras vermelhas representam o

desvio padréo de cada ensaio em diferente concentragéo.

Figura 5: Cinética de biodegradacédo do fenol em diferentes concentragdes iniciais.
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Observando-se o grafico da Figura 5, verifica-se que a quantidade de substrato consumido
pela biomassa varia em funcéo do tempo. Quando a concentragdo de substrato diminui a velocidade
de degradacdo também tende a diminuir, demostrando que a velocidade de degradacdo é
diretamente proporcional & concentracdo do substrato. J& no inicio do processo ha uma maior
concentragcdo do substrato que é consumida em uma velocidade relativamente maior. 1sso ocorre
porque, nesta fase, o substrato estd presente em quantidades ideias para a biomassa (YANG e
HUMPHREY, 1975).

O pH inicial dos experimentos realizados em duplicata variaram entre 6,90 - 6,95 para 5 mg
L™, entre 6,84 - 6,94 para 10 mg L™ e 6,90 - 6,94 para 15 mg L™, esperava-se resultados de pH
constantes e proximos ao pH obtido nos testes para o inoculo. A concentragdo do oxigénio
dissolvido (OD) em todas as amostras analisadas apresentou diminui¢do ao longo do experimento.

Os valores experimentais de pH e oxigénio dissolvido (OD), este ultimo adicionado, na forma de
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peréxido somente no inicio dos experimentos para as concentragdes de fenol de 5 mg L™, 10 mg L™

e 15 mg L™, respectivamente, sdo apresentados nas Figura 6 e Figura 7.

Figura 6: Valores das concentracdes de pH na biodegradacdo em batelada do fenol, para diferentes

concentragdes iniciais.
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Figura 7: Valores das concentraces de OD na biodegradagdo em batelada do fenol, para diferentes

concentragdes iniciais.
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Cabe salientar que no inicio do ensaio cinético em batelada foi adicionado ao biorreator o
peroxido de hidrogénio (H,O,, 30%), isso explica os altos valores de oxigénio dissolvido nos
primeiros pontos de coleta (Figura 7). O comportamento observado no monitoramento do oxigénio
dissolvido presente no sistema leva a crer que além do consumo por parte dos micro-organismos
presentes no biofilme, podem ter ocorrido perdas para o ambiente, visto que a 25° C a quantidade
méxima dissolvida em meio liquido de oxigénio é de cerca de 8 mg L™.

A condutividade elétrica dos experimentos realizados em duplicata variaram entre 2028 —
2104 uS cm™ para o ensaio realizado utilizando 5 mg L™, entre 2.028 — 2.070 uS cm™ para o de 10
mg L™ e 2.026 — 2.210 uS cm™ para o de 15 mg L™. O gréfico da condutividade em funcdo do
tempo para as concentracdes de fenol de 5, 10 e 15 mg L™, respectivamente, séo apresentados nas
Figura 8. A condutividade elétrica possibilita 0 monitoramento do consumo dos nutrientes no
biorreator, a variacdo de sais, 0 consumo pode mudar de acordo com a presenca dos ions, quanto

mais fons, maior a condutividade elétrica.

Figura 8: Valores das concentracdes de Condutividade elétrica na biodegradacdo em batelada do
fenol, para diferentes concentraces iniciais.
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A Tabela 5 apresenta um resumo dos valores experimentais obtidos na cinética de

biodegradacdo do fenol em diferentes concentracdes iniciais.
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Tabela 5: Valores obtidos na cinética de biodegradacdo do fenol em diferentes concentracGes

iniciais.
Concentracéao Degradacao Tempo pH oD Condutividade
(mg L™ (%) (min) (nS em™)
(mg L™
5 100 180 6,90 — 6,95 15,12 - 4,55 2.028 —2.104
10 100 240 6,84 — 6,94 14,17 - 4,82 2.028 — 2.070
15 100 420 6,90 — 6, 94 15,01 - 2,88 2.026 — 2.210

Com base nos resultados obtidos, foi possivel verificar que a biomassa foi capaz de
degradar quantidades de fenol em diferentes concentragdes iniciais. Os experimentos foram
realizados em duplicata e em diferentes datas, no espago de 180 minutos, houve o consumo de 100
% do fenol pela biomassa na concentracdo de 5 mg L™. Para as concentracdes de 10 e 15 mg L™ o
substrato também foi consumido em sua totalidade (100 %) num espaco de tempo de 240 minutos e

420 minutos, respectivamente.

4.3.2 Biorreator contendo p-nitrofenol

Nos ensaios cinéticos de biodegradacdo, em batelada, de agua residuaria sintética contendo
p-nitrofenol, novamente cada biorreator foi submetido a trés diferentes concentracdes: 5, 10 e 15
mg L, estas concentraces foram escolhidas com base em dados da literatura, além disto estas
concentragdes sdo superiores as permitidas pelas legislagdes. Os resultados do consumo do p-
nitrofenol nas diferentes concentracfes analisadas em funcdo do tempo séo apresentados na Figura

9. As barras vermelhas representam o desvio padrdo de cada concentracao.
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Figura 9: Cinética de biodegradacdo do p-nitrofenol em diferentes concentracdes iniciais.
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Os resultados obtidos mostram que o p-nitrofenol é totalmente consumido a partir de 600
minutos de reacdo, sendo este valor de tempo menor para os ensaios utilizando as menores
concentracdes (5 e 10 mg L™). Através da Figura 9 é possivel observar que a afinidade dos micro-
organismos pelo contaminante p-nitrofenol é menor que a observada para o fenol, sendo que em
todos os ensaios realizados 0s tempos necessarios para 0 consumo total do contaminante foram
superiores aos obtidos para o fenol, mostrando assim que a toxicidade deste composto pode
apresentar um efeito inibitério retardando seu consumo como fonte de carbono pelas células
microbianas, o consumo em menor velocidade do p-nitrofenol também pode estar associado a
menor quantidade de células aderidas formando o biofilme conforme é possivel constatar nos
resultados de proteina em mg g™* de suporte (Tabela 4).

Quanto ao monitoramento do pH durante o processo de biodegradacéo, ndo observaram-se
variagfes expressivas no periodo. O mesmo manteve-se na faixa entre 7,44 — 7,51 para 0 ensaio
utilizando 5 mg L™, entre 7,48 - 7,63 para o de 10 mg L™ e 7,26 - 7,52 para 0 de 15 mg L™. Os
valores experimentais de pH e oxigénio dissolvido (OD), este ultimo adicionado, na forma de
peroxido, sempre e somente no inicio do experimento para as concentragdes de p-nitrofenol de 5, 10

e 15 mg L™, respectivamente, sdo apresentados nas Figura 10 e Figura 11.
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Figura 10: Valores das concentracGes de pH na biodegradacéo em batelada do p-nitrofenol, para

diferentes concentragdes iniciais.
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A concentracdo do oxigénio dissolvido (OD) nas trés diferentes concentragdes (Figura 11)
analisadas apresentou diminui¢cdo ao longo do experimento, o que era esperado, visto gque, parte do
oxigénio ¢é perdida para o ambiente externo devido a temperatura utilizada nos ensaios, e parte é
consumida pelos micro-organismos, que possivelmente sejam facultativos, pois o sistema utilizado
neste estudo é o de batelada aerdbio, no entanto por ndo haver uma agitacdo vigorosa, podem
ocorrer regides com baixa taxa de oxigenacdo no fundo dos reatores. Cabe novamente salientar que
no inicio do experimento em batelada foi adicionado ao biorreator o peréxido de hidrogénio (H,Oo,
30%), isso explica os altos valores de oxigénio dissolvido nos primeiros pontos de coleta. O
comportamento observado no monitoramento do oxigénio dissolvido presente no sistema leva a crer
que além do consumo por parte dos micro-organismos presentes no biofilme, podem ter ocorrido
perdas para o ambiente, visto que a 25° C a quantidade maxima dissolvida em meio liquido de

oxigénio é de cerca de 8 mg L™.



39

Figura 11: — Valores das concentracGes de OD na biodegradacdo em batelada do p-nitrofenol, para

diferentes concentragdes iniciais.
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A condutividade elétrica possibilita o monitoramento do consumo dos nutrientes no

biorreator, e quanto maior a quantidade de ions, maior a condutividade. Sendo assim, condutividade

elétrica dos experimentos realizados em duplicata variaram entre 2.119 — 2.256 uS cm™ para 0s

ensaios com 5 mg L™ de p-nitrofenol, entre 2.009 — 2.110 uS cm™ para o de 10 mg L™ e 1.990 —

2.111 pS cm™ para o de 15 mg L™. O gréfico da condutividade em funcdo do tempo para as

concentracdes de p-nitrofenol de 5, 10 e 15 mg L™, respectivamente, sdo apresentados nas Figura

12.
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Figura 12: Valores das concentracdes de Condutividade elétrica na biodegradacdo em batelada do

p-nitrofenol, para diferentes concentragdes iniciais.
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A Tabela 6 apresenta um resumo dos valores experimentais obtidos na cinética de

biodegradacdo do p-nitrofenol em diferentes concentracées iniciais.

Tabela 6: Valores obtidos na cinética de biodegradacédo do p-nitrofenol em diferentes concentractes

iniciais.
Concentragdo Degradagéo Tempo pH oD Condutividade
(mg L™ (%) (min) . (uS em™)
(mglL-)
5 100 360 7,44 —7,51 11,34-3,80 2.119-2.256
10 100 480 7,48 — 7,63 12,79 - 3,04 2.009 - 2.110
15 100 660 7,26 — 7,52 14,72 - 2,55 1.990 - 2.111

4.3.3 Desempenho dos parametros cinéticos

Os valores dos parédmetros cinéticos relativos a cada composto fenolico em diferentes
concentragdes de fenol e p-nitrofenol foram obtidos através da linearizagdo dos pontos
experimentais presentes nos graficos das Figuras 5 e 9 (os gréficos da linearizagdo das curvas de

degradacdo dos compostos fenol e p-nitrofenol encontra-se no Apéndice E). Os célculos realizados
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para obtencdo dos pardmetros cinéticos sdo apresentados no Apéndice F, e de forma resumida, nas
Tabelas 7 e 8 que também apresenta a quantidade de biomassa presente nos biorreatores obtida

atraves da analise de proteinas (a metodologia da anélise de proteinas encontra-se no Apéndice D).

Tabela 7: Valores da velocidade de degradacdo, concentracao celular e constante de meia saturagao

experimentais dos biorreatores contendo fenol, para diferentes concentraces.

Parametro Fenol [Concentracdo (mg L™)] ?

S) 10 15

Velocidade de degradacdo (a,Rma)
[mg mgssy™ 5]
Velocidade de degradagdo (a,R
(g L 5] (@Rma) 0,01709 0,02099 0,03684

Velocidade de degradacdo (a,Rma)

0,0000003669 0,0000004507 0, 0000007922

1 0,00004229 0,00005194 0,00009129
[MY Jeasca 7]
Concentragdo celular (X)® 115.95 11525 115 25
[mgSSV-gsuporte-l] 1 ’ ,
Concentragdo celular (X)® 46577 1 46,577 1 46,577 1
[mgssv L.l] . y . y . y
Constante de meia saturacédo (Ka)
[mg L] 6,297 7,584 32,577

& A concentragéo celular foi mantida nos biorreatores e durante a cinética em batelada, no entanto as concentrag@es iniciais de fenol
em5mg L% 10 mg L™ e 15 mg-L™, respectivamente, foram variando.

Tabela 8: Valores da velocidade de degradacdo, concentragdo celular e constante de meia saturagéo

experimentais dos biorreatores contendo p-nitrofenol, para diferentes concentragdes.

Parametro P-nitrofenol [Concentracdo (mg L™)]®
5 10 15

Velocidade de degradacio (a,Rma)
[mg mgssv ™ s™]
Velocidade de degradacio (a,Rma)

[mg ! S—l] 0,01636 0,006125 0,006118

Velocidade de degradacio (a,Rma)

0,0000003685 0,0000001379 0, 0000001377

a1 0,00004049 0,00001516 0,00001514

[MQg geasca ™ S 7]
Concentragéo celular (X)? 109 89 109 89 109.89

[mgSSVN-gsuporte_l] , ' ' '
Concentragdo celular (X) 44.410,90 44.410,90 44.410,90

[mgssv L] ’ ’ ’
Constante de meia saturagdo (Ka)
[mg L-l] 12,471 6,058 1,282

& A concentracdo celular foi mantida nos biorreatores e durante a cinética em batelada, no entanto as concentragdes iniciais de p-
nitrofenol em 5 mg L™, 10 mg L™ e 15 mg-L™, respectivamente, foram variando.
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Neste trabalho, para o composto fenol, o valor de Ka foi maior para as maiores
concentragdes estudadas, indicando maior afinidade pelo efluente com menor concentragéo,
possivelmente sendo esta concentracdo a que apresentou menor efeito inibitério ao crescimento e
consumo pelos micro-organismos, no entanto, para 0 composto p-nitrofenol, o valo de K, foi maior
para as menores concentracdes estudadas, ou seja, para o p-nitrofenol, a maior afinidade é pelo
efluente com maior concentracdo do contaminante. No que refere-se a varidvel a,Rna, para o
composto fenol, ela foi maior para as maiores concentracfes de fenol, ou seja, nestas condi¢bes o
consumo de substrato foi mais rapido, no entanto para o composto p-nitrofenol, a variavel foi maior
para a menor concentracdo, indicando que o consumo de substrato foi mais rapido quando da
concentracdo de 5 e 10 mg L™.

Ajustando-se os dados obtidos experimentalmente para o consumo do fenol nos
biorreatores em batelada utilizou-se 0 modelo cinético de Michaelis-Menten (Equacdo E.1 —
Apéndice E), onde foram obtidas as Equacdes (1), (2) e (3), para diferentes concentragdes iniciais,
5,10 e 15 mg L™, respectivamente de fenol nos biorreatores.

0,01709

r fenol (5 ppm) = 6,2977+S Eq. (1)
0,02099 S

r fenol (10 ppm) = > sg41s Eqg. (2)
0,03684 S

r fenol (15 ppm) = 32’57715 Eq. (3)

Da mesma forma também foram obtidas as Equacdes (4), (5) e (6), para concentracdes
iniciais de p-nitrofenol nos biorreatores contendo 5 mg L™, 10 mg L™ e 15 mg L™, respectivamente.

. 0,01636 S
rp —nitrofenol (5ppm) = 247175 Eq. (4)
rp —nitrofenol (10 ppm) = % Eq. (5)

rp —nitrofenol (15 ppm) = %ﬁis Eqg. (6)
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Comparando-se os resultados analisados, para os dois compostos fendlicos percebeu-se
que o biorreator contendo fenol (BCF), apresentou resultados superiores, se comparado ao
biorreator contendo p-nitrofenol (BCP), com relacdo a biomassa quantificada em proteina. Ao
considerarmos que o biorreator com fenol apresentou maior concentracdo de proteina e menor
quantidade de soélidos em suspensdo, demonstrando, assim, uma melhor formacdo do biofilme
aderido ao suporte.

E por consequéncia as velocidades de consumo do substrato foram maiores
comparativamente nas trés concentracdes consideradas para o fenol (0,01709; 0,02099; 0,03684)
em comparagdo com as velocidades de biodegradacdo para o p-nitrofenol (0,01636; 0,006125;
0,006118) além do consumo do total substrato ocorrer em tempos menores (entre 180 e 420
minutos).

Observando-se os resultados das Figuras 5 e 9 e os resultados obtidos dos parametros
cinéticos das Tabelas 7 e 8, o reator com maior concentragdo de biomassa no suporte, o biorreator
contendo fenol (BCF), apresentou um consumo total de fenol do efluente sintético, em tempos bem
menores que o biorreator contendo p-nitrofenol (BCP). Um dos motivos de o fenol biodegradar
mais rapidamente do que o p-nitrofenol é que a molécula do p-nitrofenol apresenta maior
complexidade (maior massa molecular, maior ponto de ebulicdo, menor solubilidade em &gua)
(MARTINS et al., 2013). Sendo que, estas caracteristicas podem interferir na velocidade de acesso
do micro-organismo ao carbono que comp@e a molécula em principal a solubilidade, no entanto o
fenol (estrutura mais simples dentro deste grupo) com alta solubilidade em &gua facilita o trabalho
dos micro-organismos quanto ao ataque a molécula.

Os valores do intervalo de confianga da reta de tendéncia para cada experimento foram
obtidos através da linearizacdo dos graficos (apresentados no Apéndice E), sendo que, para o
biorreator contendo fenol (BCF), para cada concentracdo utilizada, foram obtidos os seguintes R2:
R?=0,8763 (5 mg L), R? = 0,9554 (10 mg L) e R? = 0,8663 (15 mg L™) e para o biorreator
contendo p-nitrofenol (BCP), em cada concentracéo, foram obtidos os seguintes R2: R? = 0,8613 (5
mg L), R*=0,3795 (10 mg L") e R* = 0, 9175 (5 mg L™). Percebe-se que no biorreator contendo
fenol (BCF) o modelo consegue explicar melhor os valores observados com valores altos de R?,
pois quanto maiores os valores de R2, melhor € o ajuste do modelo.

Os parametros cinéticos analisados e obtidos nesta pesquisa, de biodegradacdo de fenol,
em especial, foram defrontados com resultados obtidos por diferentes autores em ensaios com

outros procedimentos experimentais, e apesar de ser dificil de comparar estes dados, observou-se



44

que os valores obtidos nesta pesquisa foram da mesma ordem de grandeza que 0s pardmetros
cinéticos encontrados por outros pesquisadores.

Hasan e Jabeen (2015) obtiveram valores experimentais para 0s parametros cinéticos
atraves do modelo Monod (Michaelis-Menten) e outros, com espécies de Pseudomonas (IES-Ps-1),
Pseudomonas (IES-S) e Basillus (IES-B), através de biodegradacdo em batelada e por meio
nutriente contendo de 100 a 1050 mg L™ de fenol. Os resultados dos parametros cinéticos obtidos
foram: Pseudomonas (IES-Ps-1) rma = 0,30 h™' e K = 98,0 mg L™; Pseudomonas (IES-S) Fmax =
0,51 h e Ks = 71,0 mg L™ e Basillus (IES-B) rmax = 0,90 h™, Ks = 92,0 mg L™,

Mohammed e Allayla (1997) avaliaram a biodegradacdo dos compostos toxicos benzeno,
tolueno e xileno em um tanque com particulas de areia, e obtiveram os seguintes valores para a
velocidade de degradacdo, a,Rma, 1,21x10™; 1,07x10™ e 0,98x10* mg L*s? para os compostos
benzeno, tolueno e o-xileno, respectivamente. A constante de meia saturacdo, Ka, foi 30 mg L™
para ambos os compostos. Observou-se, entdo, que os valores obtidos para a velocidade de
degradacéo sdo de ordem de grandeza parecida com as dos valores obtidos para 0os compostos fenol
e p-nitrofenol desta pesquisa.

Ribeiro (2018) comparou bioreatores de agitacdo mecanica, com biorreatores de agitacao
orbinal, para diferentes concentracdes inicias de fenol: 50, 100 e 150 mg L™, utilizando carvéo
ativado como suporte, obtendo melhor desempenho na remocéo de fenol, no reator de agitacéo
mecanica, possivelmente devido a maior quantidade de biomassa aderida ao suporte, de 8,56 mg
gsuporte'l, chegando a 100 % de biodegradacdo do fenol em cerca de 300 minutos de reacdo, para o
biorreator de agitacdo mecanica, os valores da velocidade de degradacdo, da concentracdo celular e
da constante de meia saturacdo, obtidos experimentalmente para a concentracdo de 50 mg L™
foram: 0,0692 mg L™ s™; 12,94 mgssv Gsuporte - 15,29 mg L™, respectivamente. Analisando-se os
resultados obtidos pelo autor, pode-se verificar que os valores da velocidade de degradacgdo foram

semelhantes aos encontrados neste trabalho.



45

5 CONCLUSOES

O reator contendo fenol apresentou melhores resultados para a biodegradacéo, devido a ter
obtido maior quantidade de biomassa aderida no suporte, 23,24 mg g suporte™, se comparada ao
biorreator contendo p-nitrofenol que apresentou 19,03 mg g suporte™ de biomassa aderida no
suporte. A quantidade de biomassa presente nos biorreatores foi de 13.830 mg de SSV por grama de
suporte para o fenol e 12.968 mg de SSV por grama de suporte para o p-nitrofenol.

Para o reator contendo o contaminante fenol o biofilme conseguiu degradar com 100 % de
eficiéncia as trés concentraces avaliadas (5, 10 e 15 mg L™) em 180, 240 e 420 minutos,
respectivamente, tempos estes inferiores aos tempos de degradacao do p-nitrofenol, que também foi
100% degradado, em 360, 480 e 600 minutos, respectivamente. Quanto maior a quantidade de
micro-organismos contidos no reator, mais rapido foi o consumo do contaminante, pelo fato de sua
velocidade de degradacéo ser maior. Observou-se que o percentual de degradacédo relaciona-se com
a velocidade maxima de reacdo de cada composto; segundo o modelo cinético de Michaelis-
Menten, a velocidade méxima de reacdo de cada composto é diretamente proporcional a velocidade
de consumo do composto.

Com relagéo aos parametros cinéticos, o valor de K4 do composto fenol foi maior para as
maiores concentragdes estudadas, indicando maior afinidade pelo efluente de menor concentracéo
do contaminante, no entanto, para 0 composto p-nitrofenol, o valor de K, foi maior para as menores
concentracdes estudadas, ou seja, para o p-nitrofenol, a maior afinidade é pelo efluente contendo
maior concentracdo do contaminante. No que tange a variavel a,Rma, para o composto fenol, ela foi
maior para a maior concentracdo, ou seja, nestas condi¢es 0 consumo de substrato foi mais rapido,
no entanto para o composto p-nitrofenol, a varidvel foi maior para a menor concentracdo do
contaminante, indicando que o consumo de substrato foi mais rapido nas menores concentracoes.

Avaliando-se os resultados obtidos das analises experimentais, de forma geral pode-se
concluir que ha eficiéncia no uso de biofilmes suportados em casca de ovo para remogdo de
contaminantes toxicos como o fenol e o p-nitrofenol, em sistema em batelada de agitagdo mecanica.
Sendo que o processo de formagao do biofilme interfere diretamente na quantidade do recobrimento
do suporte, e em consequéncia disso, no desempenho do material contendo biofilme utilizado na
remocdo dos compostos fenolicos, cabe ressaltar também que as caracteristicas quimicas do

contaminante também interferem no processo de biodegradacdo. A tecnologia de biodegradacao
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pode ser apontada como uma tecnologia potencial para o0 uso no tratamento de efluentes e aguas
contendo compostos fendlicos.
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6 RECOMENDACOES

Ficam como sugestdes para estudos futuros:

e Aprofundamento do estudo do biofilme identificando as bactérias e os fungos;

e Utilizacao de diferentes materiais como suporte;

e Identificacdo e quantificacdo dos produtos formados pela biodegradacao;

e Caracterizar a casca de ovo contendo biofilme suportado desenvolvido em biorreator de
agitacdo mecanica;

e Analisar a capacidade de biodegradacédo do fenol e do p-nitrofenol, por biofilme suportado
em casca de ovo, em coluna de leito fixo, utilizando diferentes vazdes, de efluentes
sintéticos;

e Avaliar a toxicidade do efluente sintético final ap6s tratamento em biorreatores em batelada
utilizando biofilmes suportados em casca de ovo;

e Utilizacdo de um efluente sintético multicomponente (fenol+p-nitrofenol), pois sabe-se que
no efluente real existe uma mistura de compostos a serem removidos e estudar o efeito
competitivo e inibitério no meio;

e Realizacdo de testes de biodegradagdo com efluente real.
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APENDICE A

CURVA DE CALIBRACAO PARA ANALISE DE FENOL

A curva de calibracéo para analise de fenol foi desenvolvida através do método fotométrico
de acordo com a metodologia apresentada no Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (1995).

Figura A.1 — Curva padrdo de calibracdo para obtencéo das concentracdes de fenol nas amostras de
agua residuaria sintetica.
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APENDICE B

CURVA DE CALIBRACAO PARA ANALISE DE P-NITROFENOL

A curva de calibracdo para analise de p-nitrofenol foi desenvolvida através do método

fotométrico de acordo com a metodologia apresentada em Al-Asgeh et al., (2004).

Figura B.1 — Curva padréo de calibracdo para obtencdo das concentracfes de p-nitrofenol nas
amostras de agua residuéria sintética.
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APENDICE C

DEMANDA QUIMICA DE OXIGENIO - DQO
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A andlise de DQO — Demanda Quimica de Oxigénio foi realizada por meio do Método
Colorimétrico - Refluxo Fechado, seguindo a metodologia proposta por (APHA, 2005) Norma 5220

D, sendo que a absorbancia foi determinada em espectrofotdometro em comprimento de onda A =

600 nm.

Figura C.1 — Curva de padrao de calibracdo para obtencdo das concentracGes de DQO nas amostras

de agua residuaria sintética.
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APENDICE D
DETERMINACAO QUANTITATIVA DA PROTEINA - BIOMASSA
D.1 Dosagem de proteinas — Método de Lowry

A quantificacdo da biomassa existente nos biorreatores foi realizada por meio da analise de
proteinas, utilizando o Método de Lowry, conforme metodologia, descrita por Lowry et al., 1951.

Os Reativos utilizados foram:

- Reativo A: 2 g de Na,CO3 seco + 0,02 g de tartarato duplo de sodio e potassio em 100 mL
de NaOH 0,1 N.

- Reativo B: 0,5 g de CuSO4 + 2 gotas de H2SO4 concentrado em 100 mL de &gua
destilada.

- Solucdo C: 50 mL do reativo A + 1 mL do reativo B. Preparar imediatamente antes da
dosagem.

- Reativo de Folin: Solugéo 1 N, conservar ao abrigo da luz.

- Solugdo Padrdo de Soro Albumina Bovina (BSA) 100 mg L™: Para preparar misturar 10
mg BSA, previamente pesado, em 100 mL de &gua destilada. A agua deionizada foi adicionada
cuidadosamente no baldo volumétrico para evitar a formacdo de bolhas. A solucédo foi conservada

sob refrigeragéo (ndo agitar).
D.2 Procedimento experimental

D.2.1 Em Suspensao

Extracdo de Proteinas com NaOH 1 N a 80 °C.
Em tubos de ensaio de 15 mL, com tampa, colocar 5 mL de solucéo padrdo de BSA ou de
amostra, 5 mL de NaOH 1 N. Agitar por 5 minutos com agitador de tubos em vortex e recobrir com

papel aluminio, deixar em banho-maria a 80 °C por 30 minutos. Agitar com agitador de vortex.
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D.2.2 Curva Padréo

Preparar uma série de amostras de 10 a 100 mL L™ de BSA. A partir da solugio a 100 mg de

BSA L'l, conforme indicado na Tabela D.1.

Tabela D.1 — Dilui¢des da Albumina Bovina (BSA) para preparacdo da curva de calibracao.

BSA (mg L -1) V BSA (mL) V NaOH (mL)
0 0,0 1,0
10 0,1 0,9
30 0,3 0,7
50 0,5 0,5
80 0,8 0,2
100 1,0 0,0

D.2.3 Dosagem

- 1 mL de solucdo de proteina a dosar.

- 3 mL de solugéo C. Cobrir com parafilm.

- Agitar por 5 minutos no com agitador de tubos em vortex e esperar por 10 minutos
precisos ao abrigo da luz.

- Adicionar 0,3 mL de reativo de Folin 1 N. Cobrir com parafilm.

- Agitar por 5 minutos no com agitador de tubos em vortex, deixar em repouso por 30
minutos ao abrigo da luz.

- Efetuar a medida apds os 30 minutos num comprimento de onda de 760 nm.

D.2.4 No suporte

Pesar certo nimero de suporte seco.

Extrair as proteinas com NaOH 1 N a 80 °C:

- Adicionar 5 mL de NaOH 1 N.

- Agitar por 5 minutos com agitador de tubos em vortex e recobrir com papel aluminio,
deixar em banho Maria a 80 °C por 30 minutos. Apds agitar novamente com agitador de tubos em

vortex por 5 minutos.
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D.3 Curva de calibracédo da alumina bovina
A Figura D.1 apresenta a curva de calibracdo da albumina bovina (BSA) que foi utilizada

para determinacdo dos valores de biomassa na dosagem de proteinas.

Figura D.1 — Gréfico de calibragdo da albumina bovina para obtencéo das quantidades de proteina.
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D.5 Resultados da anélise de proteinas

A quantidade de proteinas por grama de suporte é obtida através da Equacdo D. 01, que
considera a quantidade de proteina por litro obtida multiplicada pelo volume utilizado da amostra
(50 mL =0,0005 L) e seu resultado divide-se pela massa de particulas secas contendo o biofilme de

onde foram extraidas as proteinas da biomassa aderida.

Proteina (Mg Qsuporte ) = ___ Proteina (mg L™) * 0,005 L (D. 01)

Massa da Particula Seca (Qsuporte)

Os valores obtidos das quantidades de proteina presentes na biomassa, em mg.L-1, e as

guantidades de casca de ovo utilizadas nos biorreatores contendo fenol e biorreatores contendo p-
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nitrofenol para extracdo dos conteldos protéicos, obtidos pela média das triplicatas, sdo

apresentados na Tabela D.2.

Tabela D.2 — Resultados obtidos das quantidades de proteina, em mg L™, para o biorreator
contendo fenol (BCF) e para o biorreator contendo p-nitrofenol (BCP).

Parametro/Amostras BCF BCP
Massa da Particula Seca® (g) 0,60 0,59
Concentracdo Proteina aderida 2.788,57 2.245,71

ao suporte

(mg L™)
Proteina (Mg Gsuporte ) 23,24 19,03
Proteina em suspensao 0,46 2,17

(mgL™)

a . o
Massa da particula seca (casca de ovo mais biofilme) em gramas.

D.6 Calculos para obtencéo dos Sélidos em Suspensao Total, Fixos e Volateis

Através da Norma Técnica Interna SABESP NTS 013 (1999), pode-se realizar as analises

dos solidos em suspensos totais, solidos suspensos fixos e sdlidos suspensos volateis.

D.6.1 Preparagéo do cadinho

Para cada analise de solidos do sobrenadante dos biorreatores contendo fenol (BCF) e
biorreatores contendo p-nitrofenol (BCP) foram utilizados trés cadinhos comuns em triplicata. Foi
colocado o papel filtro no cadinho e filtrada uma pequena porc¢do de agua destilada até a aderéncia
do papel filtro no cadinho. Colocou-se em estufa (105 + 2°C) por 15 minutos, e em seguida foi
levado ao forno mufla (550 + 50°C) pér 30 minutos. Resfriou-se os cadinhos em dessecador até

temperatura ambiente. Em seguida foram pesadas (P1)(em g).

D.6.2 Filtracéo e secagem da amostra

A amostra foi homogeneizada em béquer de 400 mL com o auxilio de um bastéo de vidro e

filtrada em filtro de Blichner com filtro previamente pesado e seco em estufa. A filtragem de 20
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mL, medidos com o auxilio de proveta, da amostra que foi realizada em triplicata através do sistema
para filtracdo a vacuo, com os papeis filtros previamente pesados e secos em estufa (105 + 2°C) até
peso constante. Apds foram resfriados em dessecador até temperatura ambiente. Em seguida foram
pesadas (P2)(em g).

D.6.3 Calcinacdo da amostra

Apbs filtragem das amostras os papeéis filtro foram colocados nos cadinhos, previamente
calcinados e pesados. O cadinho + papel filtro + residuos da secagem foram para calcinagdo em
forno-mufla (550 + 50°C) por 30 minutos. Cada papel filtro (quanty) possui seu teor de cinza
residual (TCR) conhecido de 0,00009 g. Na sequéncia, os cadinhos foram transferidos para

dessecador até atingirem temperatura ambiente. Em seguida foram pesadas (P3)(em g).

D.6.4 Célculos

1
x 1.000.000

Sélidos em Suspensio Totais (SST) =
vol. am.

1
Sélidos em Suspensos Fixos (SSF) = x 1.000.000

vol. am
Soélidos em Suspensédo Volateis (SSV) = SSV = SST — SSF

Em que:

P, =Tara do cadinho (g)

P, = Cadinho com amostra apds filtragem e secagem (g )
P3; = Cadinho com amostra apos calcinagéo ( g )

vol. am. = Volume da amostra ( mL )

Expresséo dos resultados em mg L™

D.6.4.1 Andlise dos sélidos do biorreator contendo fenol (BCF)

Andlise de solidos suspensos totais (SST), solidos suspensos fixos (SSF) e soélidos
suspensos volateis (SSV)

Volume da Amostra = 20 mL
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Tabela D.3 — Resultados obtidos experimentalmente para Solidos Sollveis Volateis (SSV), em mg

L, para biorreator contendo fenol (BCF).

Analise/Aliquota Solidos Suspensos Totais Solidos Suspensos Fixos
(SST) (mg L™) (P2—Py) (SSF) (mg L™) (Ps-Py)
I 0,25851 0,30202
I 0,627942 0,3108
Il 0,5874 0,34216
Média 0,5874 0,3108
Calculos:

SST=0,5874 x 1.000.000 = SST =29.370 mg L™*
20 mL
SSF =0,3108 x 1.000.000 => SSF = 15.540 mg L™
20 mL
SSV =29.370 mg L*— 15540 mg L* = SSV = 13.830 mg L™

Tabela D.4 — Resultados obtidos experimentalmente para Sélidos Sollveis Totais (SST), Solidos
SolGveis Fixos (SSF) e Sélidos Soldveis Volateis (SSV), em mg L™, para o biorreator contendo
fenol (BCF).

Analise/Aliquota Soélidos Suspensos Soélidos Suspensos Soélidos Suspensos
Totais (SST) (mg L™)  Fixos (SSF) (mgL™)  Volateis (SSV) (mg L’
)
Média 29.370 15.540 13.830

D.6.4.1 Andlise dos sélidos do biorreator contendo p-nitrofenol (BCP)

Analise de solidos suspensos totais (SST), sélidos suspensos fixos (SSF) e soélidos
suspensos volateis (SSV)

Volume da Amostra =20 mL
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Tabela D.5 — Resultados obtidos experimentalmente para Sélidos Sollveis Volateis (SSV), em

mg.L?, para biorreator contendo p-nitrofenol (BCP).

Analise/Aliquota Solidos Suspensos Totais Solidos Suspensos Fixos
(SST) (mg L™) (P2—Py) (SSF) (mg L™) (Ps-Py)
I 0,63642 0,34918
I 0,60754 0,35902
" 0,57636 0,3458
Média 0,60754 0,34918
Calculos:

SST=0,60754 x 1.000.000 = SST =30.377 mg L™
20 mL
SSF =0,34818 x 1.000.000 = SSF = 17.409 mg L™
20 mL
SSV =29.370 mg L*— 15540 mg L* = SSV = 12.968 mg L™

Tabela D.6 — Resultados obtidos experimentalmente para Sélidos Sollveis Totais (SST), Solidos
SolGveis Fixos (SSF) e Sélidos Soltveis Volateis (SSV), em mg L™, para o biorreator contendo p-
nitrofenol (BCP).

Analise/Aliquota Soélidos Suspensos Soélidos Suspensos Soélidos Suspensos
Totais (SST) (mg L™)  Fixos (SSF) (mg L™)  Volateis (SSV)(mg L™)

Media 30.377 17.409 12.968
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APENDICE E
PARAMETROS CINETICOS
E.1 Linearizagdo da Equacéo de Michaelis-Menten

A linearizacdo, baseada nos trabalhos de Mello (2007) e Ribeiro (2018), se utiliza da

equacao que obedece a cinética de Michaelis-Menten que é expressa como:

_ [Cal
—1r =ayRna Katlcal (E.1)

Neste modelo existem dois parametros a serem ajustados ao conjunto de dados
experimentais: K, e ayR,,4. O ajuste foi obtido por uma regressdo linear (y = ax + b), que
estabelece relagdes com o inverso da velocidade especifica [-r~1] com o inverso da concentragdo

de substrato [C; ], conhecido como o gréafico de Lineweaver-Burk, em que o coeficiente angular é

Ka

.. R , 1
e o coeficiente linear é )
ayRma ayRma

descrito por

A linearizacdo da Equacdo (E.1), com a proposta de Hans Lineweaver e Dean Burk, a

equacdo de Lineweaver-Burk pode ser expressa por:

—= A= (E2)

—r ayRma [Cal ~ avRma

1 1
Transformando-se os pares de valores ([C,], —7), em pares de valores (E ,—T), e
1=

tracando um grafico ir em funcdo de ﬁ como apresentado na Figura (E.1). O coeficiente angular
- A

Ka 1

é , @ expressdo

, . -1, . .
é o valor da ordenada na origem e — é o valor da abscissa na origem.
ayRma ayRma Ka
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Figura E.1 — Gréfico de Lineweaver-Burk .

—_ melinagde =
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Fonte: MELLO, 2007.

E.2 Cinéticas de biodegradacao

E.2.1 Cinética para os biorreatores contendo fenol (BCF)

Os parametros cinéticos (K, e ayR,,4) de cada um dos experimentos para andlise de
biodegradabilidade do fenol, para o modelo cinético de Michaelis-Menten, foram obtidos com
relacdo ao tempo de consumo do substrato em trés diferentes concentracdes iniciais de fenol, a
partir da evolucdo temporal do consumo do composto, em termos de concentracdo. Os resultados

obtidos estdo apresentados nas Figuras E.2 a E.4.



Figura E.2 — Cinética de biodegradacéo do fenol com concentracéo inicial de 5 mg L™.
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Figura E.3 — Cinética de biodegradacéo do fenol com concentracéo inicial de 10 mg L™.
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Figura E.4 — Cinética de biodegradaco do fenol com concentragéo inicial de 5 mg L™
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E.2.2 Cinética para os biorreatores contendo p-nitrofenol (BCP)

Os parametros cinéticos (K, e ayR,,4) de cada um dos experimentos para analise de
biodegradagdo do p-nitrofenol também foram realizados, segundo o modelo cinético de Michaelis-
Menten, foram obtidos com relacdo ao tempo de consumo do substrato em trés diferentes
concentracgdes iniciais de p-nitrofenol, a partir da evolug¢do temporal do consumo do composto, em
termos de concentragdo. Os resultados obtidos estdo apresentados nas Figuras E.5 a E.6. Deve-se
salientar que o grafico E.6 teve um valor de R? abaixo do considerado bom para uma linearizag&o,
sendo assim, constata-se que para a concentragdo inicial de 10 mg L™ a curva no se ajustou ao

modelo, por isso teve-se poucos pontos de plotagem.



Figura E.5 — Cinética de biodegradacéo do p-nitrofenol em concentraco inicial de 5 mg L™.
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Figura E.6 — Cinética de biodegradac&o do p-nitrofenol com concentracéo inicial de 10 mg L™.
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Figura E.7 — Cinética de biodegradacéo do p-nitrofenol com concentracéo inicial de 15 mg L™.
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APENDICE F

CALCULOS DA VELOCIDADE DE DEGRADACAO

Neste apéndice sdo apresentados os célculos efetuados para converter a velocidade de
degradacdo dos micro-organismos para 0s compostos fenol e p-nitrofenol considerando cada
concentracdo adotada, para cada composto nas unidades de medida adequadas.

Os valores da velocidade de degradacdo do fenol e do p-nitrofenol, obtidos de forma
experimental, nas analises de diferentes concentra¢@es inicias sdo mostrados nas Tabelas de F.1 a
F.6 deste apéndice.

Tabela F.1 — Valores experimentais das analises das quantidades de proteina e de biomassa no
biorreator contendo fenol (BCF) e no biorreator contendo p-nitrofenol (BCP).

Parametro/Amostras BCF BCP
Massa da Particula Seca® (g) 0,60 0,59
Concentracédo Proteina aderida 2.788,57 2.245,71

ao suporte
(mg L™)
Proteina (Mg Gsuporte ) 23,24 19,03
Proteina em suspensédo 0,46 2,17
(mg L™)
Sélidos Volateis Suspensos 13.830 12.968

(SSV) (mg L)

F.1. Célculo da velocidade de degradacéo dos biorreatores contendo compostos fenolicos

Neste apéndice, serdo apresentados os desenvolvidos dos célculos da velocidade de
degradacéo do biorreator contendo fenol (BCF) e o desenvolvimento da avaliagéo para a velocidade
de degradacéo do biorreator contendo p-nitrofenol (BCP), € realizado seguindo o mesmo formato,
sendo assim, para este ultimo composto, os resultados sdo apenas apresentados nas Tabelas F.5 e
F.6.
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Com base nos dados da velocidade de biodegradacdo do fenol foram obtidos, a partir
equacdo E.2 (Apéndice E), os valores da taxa de degradacdo, lembrando-se que foram utilizadas 40
g de casca de ovo em cada biorreator, os valores experimentais encontram-se na Tabela F.2.

Tabela F.2 — Valores experimentais da velocidade de degradacdo do fenol, para diferentes
concentragdes dada em [mg gsyp ™ 5]

Fenol [Concentragdo (mg L™)]
Parametro

5 10 15

Velocidade de degradacio (ayRma)

a4 1 0,00004229 0,00005194 0,00009129
[MQ easca ~ S7]

Considerou-se a massa de suporte igual a 40 g.

Para obter a relagdo proteinas em células, assume-se que 0s micro-organismos presentes no
biofilme s&o os mesmos que estdo em suspensdo (MELLO, 2007). Por meio de uma amostra da
solucdo contendo biomassa em suspensdo realizou-se a andlise de proteinas e Solidos Suspensos
Volateis (SSV), obteve-se a relacéo de 2.788,5 mg de proteina L™ para 13.830 mg de células L™. Os
valores experimentais da velocidade de degradacgao foram obtidos da equagdo E.2 (Apéndice E).

De acordo com Bertin et al. (2004), é possivel calcular a quantidade de SSV L™ através da

seguinte relacdo proposta:

2.788,5 mg de proteina L™ > 13.830 mg de células L™
23,24 mg de proteina g suporte > X mg de células g* de suporte
Entéo, X = 115,25 mg de células (g de suporte)™

Dividindo-se a velocidade de degradagdo do fenol, com concentracdes inicias de 5 mg L™,
10 mg L™ e 15 mg L™, respectivamente, pela concentracio de células é possivel obter-se a massa
degrada de SSV, em mg s™:

mg g de suporte

(9,1296 x 1075) x =7,9216 x 10~7 mg (mgssv 5)*

g de suporte segundo 115,25 mg de células

mg g de suporte

(5,1904 x 107°) x =4,5068 x 107 mg (Mgssv 5)*

g de suporte segundo 115,25 mg de células
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mg g de suporte

(4,2292 x 1075) x =3,6696 X 10~7 mg (Mgssv 5)*

g de suporte segundo 115,25 mg de células

De acordo com a metodologia utilizada por Ribeiro (2018), para obter-se a velocidade de
biodegradagdo do fenol nas unidades de mg L™ s, considerou-se o volume do reator de 1 litro
(Vreator = 0,001 m®) e a porosidade do material de suporte para ancoragem da biomassa, onde
utilizou-se casca de ovo, obtido a partir de relacdo entre volume de vazios e volume total
considerando a porosidade da fase liquida para esta casca de ovo, considerado aqui COMO &syporte =
0,53 (obtido experimentalmente).

Tem-se entdo, que:

Volume de casca de ovo no reator = volume total do reator x porosidade sélida

Vparticulas = 0,001 (1-0,53) = 0,00047 m®

A densidade aparente do suporte = massa do suporte/volume total que ocupa, considerando

0s vazios existentes (obtido experimentalmente) é dada por:

_ 859873 g
P suporte 1o mL

=0,859873 g mL™! = 859,873 Kg m™3

A massa de casca de ovo contida no suporte € dada pela densidade aparente do suporte
multiplicada pelo volume de casca de ovo no reator, ou seja:

M particulas = 859,873 Kg m™3 x 0,00047 m*® = 0,40414 Kg = 404,14 g

Como a densidade do leito ndo varia, a massa de casca de ovo por litro de reator é sempre a
mesma.

Para encontrar a quantidade de biomassa presente em um reator com capacidade de um litro,

tem-se que:
1,0 g de suporte > 115,25 mg de células L™
404,14 g de suporte > Y mg de células
Entéo, Y =46.577,135 mg SSV L™

Multiplicando-se a velocidade de degradagdo obtida em mg (mgssv S)™ pela quantidade de
biomassa presente em um litro de reator, obtém-se a velocidade de degradacdo em mg L™ s, para

concentragdes inicias de 5mg L™, 10 mg L™ e 15 mg L™, respectivamente,

46.577,135mg SSV L™ x 7,9216 x 10~7 mg (mgssv 5)*=0,03684 mg L™ s*
46.577,135mg SSV L x 4,5068 x 107 mg (mgssv 5)*=0,02099 mg L™ s
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46.577,135mg SSV L x 3,6696 x 10~7 mg (mgssy 5)=0,01709 mg L™ s™

Na Tabela F.3 séo apresentados os valores da velocidade de degradacgéo, da concentragdo
celular e da constante de meia saturacdo utilizados nas simulacdes do fenol nas diferentes

concentragdes utilizadas no biorreator.

Tabela F.3— Valores da Velocidade de degradagdo [mg L™ s)] e da concentracdo celular em
[mgssv L™] e da constante de meia saturacio [mg L™] para o biorreator contendo fenol.

Parametro Fenol [Concentracdo (mg L™)]
5 10 15
Velocidade de degradagdo (a,R
9edpee0 (aRmay 0,01709 0,02099 0,03684
[mg L™ s7]
Concentracéo celular (X)" 46.577,1 46.577,1 46.577,1
[mgSSV L ] ] ] ]
Constante de meia saturagdo (Ka)
[mg L'l] 6,297 7,584 32,577

& A concentragao celular foi mantida nos biorreatores e durante a cinética e foram variando as concentrag@es iniciais de fenol em 5
mg L, 10 mg L™ e 15 mg L™, respectivamente, em cada anélise.

Na Tabela F.4 sdo apresentados todos os resultados obtidos para o fenol, tais como
velocidade de degradacéo, concentragédo celular e constante de meia saturacdo experimentais, para
diferentes concentragdes.

Tabela F.4 — Valores da velocidade de degradacdo, concentracdo celular e constante de meia
saturacdo experimentais dos biorreatores contendo fenol, para diferentes concentracdes.

Parametro Fenol [Concentracdo (mg L™)]
5 10 15

Velocidade de degradacdo (ayRma)
[mg mgssv™ 5]
Velocidade de degradacao (a,R
g L0 sT] (®FRma) 0,01709 0,02099 0,03684

Velocidade de degradacio (a,Rma)

0,0000003669 0,0000004507 0, 0000007922

M0 gt o] 0,00004229 0,00005194 0,00009129
casca
x a
Conc[erﬂgfffgfﬂil-?{ (X) 115,25 115,25 115,25
‘Ysu
x a
Concentragao celular (X) 46.577.1 46.577.1 46.577.1

[mgssv L]
Constante de meia saturagdo (Ka)
[mg L™ 6,297 7,584 32,577
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A partir dos valores obtidos através dos pardmetros cinéticos e da velocidade de
biodegradagdo do p-nitrofenol, assumiu-se novamente que, para a determinacdo do conteudo
protéico nas células do biofilme produzido nos biorreatores, de acordo com Mello (2007), que os
micro-organismos presentes no biofilme sdo 0os mesmos que estdo em suspensdo. Foi coletada uma
amostra do sobrenadante, em cada biorreator, contendo biomassa em suspensdo e foram realizadas
analises de proteinas e Sdlidos Suspensos Volateis (SSV), conseguindo-se a proporcdo de 2.245,71
mg de proteinas L™ para 12.968 mg de células L™

Deste modo, a continuacdo dos célculos segue de maneira idéntica aos valores obtidos para
0 biorreator contendo fenol. Sendo assim, na Tabela F.5 s&o apresentados os resultados obtidos para
os célculos da velocidade de degradacdo, da concentracéo celular e da constante de meia saturacao

utilizados nas simulagdes do p-nitrofenol nas diferentes concentragdes utilizadas no biorreator.

Tabela F.5 — Valores da Velocidade de degradagdo [mg L™ s™)] e da concentracdo celular em
[mgssv L™] e da constante de meia saturacdo [mg L™] para o biorreator contendo p-nitrofenol.

Parametro P-nitrofenol [Concentracéo (mg L™)] ®
5 10 15
Velocidade de degradacdo (ayRma)
[mg L s™] 0,01636 0,006125 0,006118
Concentragéo celular (X)" 44.410,90 44.410,90 44.410,90
[mgSSV L ] 1 1 1
Constante de meia saturacdo (Ka)

& A concentragao celular foi mantida nos biorreatores e durante a cinética e foram variando as concentragdes iniciais de p-nitrofenol
em5mgL? 10mg L™ e 15 mg L™, respectivamente, em cada anélise.

Na Tabela F.6 sdo apresentados todos os resultados obtidos para o p-nitrofenol, tais como
velocidade de degradacéo, concentragédo celular e constante de meia saturagdo experimentais, para

diferentes concentracdes.
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Tabela F.6 — Valores da velocidade de degradacdo, concentracdo celular e constante de meia

saturacdo experimentais dos biorreatores contendo p-nitrofenol, para diferentes concentracoes.

Parametro

P-nitrofenol [Concentracéo (mg L™)] ®

S 10 15

Velocidade de degradacdo (a,Rma)
[mg mgssy™ 5]
Velocidade de degradacdo (a,Rma)
[mg L*s]
Velocidade de degradacdo (a,Rma)
[MQ Jeasca ™ S
Concentragdo celular (X)®
[mgSSV-gsuporte-l]
Concentragdo celular (X)®
[Mgssy L]

Constante de meia saturacédo (Ka)
[mg L]

0,0000003685 0,0000001379 0, 0000001377

0,01636 0,006125 0,006118
0,00004049 0,00001516 0,00001514
109,89 109,89 109,89
44.410,90 44.410,90 44.410,90
12,471 6,058 1,282

& A concentracdo celular foi mantida nos biorreatores e durante a cinética em batelada, no entanto as concentragdes iniciais de p-
nitrofenol em 5 mg L™, 10 mg L™ e 15 mg-L™, respectivamente, foram variando.



