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RESUMO

MENDONCA, Robson Rodrigues de. Avaliacdo de método de imobilizacdo de lodo
anaerébio. Rio de Janeiro, 2017. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia de
Processos Quimicos e Bioquimicos) - Escola de Quimica, Universidade Federal do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

Reatores anaerébios de alta taxa do tipo UASB (upflow anaerobic sludge blanket),
empregados no tratamento de efluentes, mantém altas concentracbes de
biomassa em seu interior por meio da granulacdo dos microrganismos. Em
algumas situagdes, ndo se consegue atingir uma boa granulagcéo, levando a uma
acentuada perda de biomassa e a um efluente de m& qualidade. A busca por
novos métodos de imobilizacdo para retencédo de altas concentracbes de lodo
nestes reatores se faz necessaria. Uma forma alternativa de imobilizacao seria por
encapsulamento dos microrganismos em uma matriz polimérica estavel, densa,
com durabilidade, resisténcia mecanica, e alta difusividade para uma boa
assimilacdo dos substratos presentes no meio. Neste trabalho, um polimero
sintético formado por alcool polivinilico (PVA) e alginato de sddio foi avaliado como
método de imobilizacdo de lodo anaerdbio. A mistura de 10% (m/v) de PVA, 2%
(m/v) de alginato de sodio e lodo (5 mL de lodo em 15 mL da mistura), gotejada em
solucao de cloreto de calcio (7% m/v), resultou em particulas esféricas de gel com
diametro médio de 3 a 4 mm, que se deterioraram em 7 dias de incubacao a 30 °C
no meio sintético empregado para producdo de biogas (a base de sacarose e
fontes de N e P). A adicdo de nitrato de sodio (50% m/v) a solucdo de cloreto de
calcio (4%) na formacéo do polimero com mistura de 10% PVA, 1% alginato de
sédio e lodo aumentou a resisténcia mecanica do polimero por reticulacao quimica
com nitrato de sodio, verificando-se que as esferas se mantiveram integras
durante 10 dias de incubacdo, maior producdo de biogas e menores valores de
demanda quimica de oxigénio (DQO) final, indicando menor solubilizacdo do
polimero. No entanto, o volume final e a taxa inicial de producéo de biogas com
lodo imobilizado foram muito baixos comparados ao experimento controle (com
células livres), ainda indicando uma limitacdo difusional que reduz
consideravelmente a assimilacdo do substrato pelo lodo imobilizado. O efeito da
viscosidade do PVA na formacao do polimero foi avaliado com 10% PVA (de alta e
baixa viscosidade), 1% alginato de sodio, 4% cloreto de célcio e 50% nitrato de
sédio, sendo verificado que a adigdo de PVA de alta ou baixa viscosidade néo fez
diferenca em termos de volume final de biogas. Foi feita uma avaliagéo do efeito
das variaveis de imobilizacdo, através de um planejamento experimental
fracionado tendo como variaveis independentes as concentracdes de PVA,
alginato de sédio, cloreto de calcio e nitrato de sodio, enquanto as variaveis
dependentes foram o volume de biogas produzido e a DQO final, que indicou uma
maior producao de biogas com alginato e cloreto de calcio no nivel inferior, 1% e
5%, respectivamente, e para nitrato de sédio no nivel superior 50%. A matriz
polimérica apresentou, em geral, uma resisténcia mecanica nao prolongada, pouca
durabilidade em alguns casos e baixa difusividade, dificultando a assimilagéo de
substratos presentes no meio sintético. Os resultados revelaram que o método de
imobilizagdo de lodo anaer6bio em matriz de PVA/Alginato de sodio ndo se
mostrou uma alternativa viavel, devendo ser melhorado para aumentar a
resisténcia e difusividade das esferas.

Palavras-chave: Alcool polivinilico, Alginato de sédio, Biogas, Imobilizag&o, Lodo
anaeraébio.



ABSTRACT

MENDONCA, Robson Rodrigues de. Evaluation of anaerobic sludge immobilization
method. Dissertation (Master of Science in Biofuels Engineering and
Petrochemical) — Chemical School, Federal University of Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2017.

Upflow anaerobic sludge blanket (UASB) reactors, used in the wastewater treatment,
maintain high concentrations of biomass in the interior through the granulation of the
microorganisms. In some situations, good granulation cannot be achieved, leading to a
marked loss of biomass and a poor-quality effluent. The search for new immobilization
methods for retention of high concentrations of sludge in these reactors is necessary.
An alternative form of immobilization would be by encapsulation of the microorganisms
into a stable, dense polymer matrix with durability, mechanical strength, and high
diffusivity for a good assimilation of the substrates present in the medium. In this work,
a synthetic polymer formed by polyvinyl alcohol (PVA) and sodium alginate was
evaluated as an anaerobic sludge immobilization method. The mixture of 10% (w/v)
PVA, 2% (w/v) sodium alginate and sludge (5 ml of anaerobic sludge in 15 ml of the
mixture), dripped in calcium chloride solution (7% w/v) resulted in spherical gel
particles with a mean diameter of 3 to 4 mm, which deteriorated within 7 days of
incubation at 30 °C in the synthetic medium used to biogas production (sucrose and N
and P sources). The addition of sodium nitrate (50% w/v) to the calcium chloride
solution (4%) in the formation of the polymer with a mixture of 10% PVA, 1% sodium
alginate and sludge increased the mechanical strength of the polymer by chemical
crosslinking with sodium nitrate, verifying that the spheres remained intact for 10 days
of incubation, higher biogas production and lower values of final chemical oxygen
demand, indicating lower solubilization of the polymer. However, the final volume and
the initial rate of biogas production with immobilized sludge were very low compared to
the control experiment (with free cells), still indicating a diffusional limitation that
considerably reduces the assimilation of the substrate by immobilized sludge. The
effect of PVA viscosity on polymer formation was evaluated with 10% PVA (high and
low viscosity), 1% sodium alginate, 4% calcium chloride and 50% sodium nitrate, it
being verified that the addition of PVA from high or low viscosity did not make a
difference in terms of the final volume of biogas. An evaluation of the effect of the
immobilization variables was carried out through a fractional experimental design with
PVA, sodium alginate, calcium chloride and sodium nitrate as independent variables,
while the dependent variables were the volume of biogas produced and the final
chemical oxygen demand, which indicated a higher production of biogas with alginate
and calcium chloride at the lower level, 1% and 5%, respectively, and for sodium nitrate
at the upper level 50%. The polymer matrix showed, in general, a non-prolonged
mechanical strength, low durability in some cases and low diffusivity, making it difficult
to assimilate substrates present in the synthetic medium. The results showed that the
method of immobilization of anaerobic sludge in PVA / sodium alginate matrix is not a
viable alternative and should be improved to increase the resistance and diffusivity of
the spheres.

Keywords: Polyvinyl alcohol, Sodium alginate, Biogas, Immobilization, Anaerobic
sludge.
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS
1.1. INTRODUCAO

Existe um crescente interesse em fontes alternativas de energia como
resultado do aumento da demanda e do custo dos combustiveis disponiveis.
Por outro lado, uma elevada taxa de industrializacdo tem resultado na geracao
de grande quantidade de efluentes com alto conteddo organico que, se
tratados adequadamente, podem resultar em uma fonte de energia perpétua.
Apesar da existéncia de um impacto ambiental negativo associado a
industrializagéo, tal impacto pode ser minimizado por meio do aproveitamento
da energia gerada na digestdo anaerobia dos efluentes industriais (SALEH &
MAHMOOD, 2004).

A construcdo de uma sociedade sustentavel exigird reducdo da dependéncia
dos combustiveis fosseis e da quantidade de poluicdo gerada. O tratamento de
residuos e aguas residuarias € uma area em que esses dois objetivos podem
ser abordados simultaneamente. Ao longo dos anos, tem se observado uma
mudanca de paradigma, desde a eliminacao de residuos até a sua utilizacao.
Existem varias estratégias de processamento biolégico que produzem
bioenergia ou bioguimicos a partir de diferentes residuos e aguas residuarias
domésticas, industriais e agricolas, incluindo a producdo de metano por
digestdo anaerobia, a producdo biolégica de hidrogénio, células-combustivel
microbianas e a producao de produtos de alto valor agregado por fermentacao.
No entanto, existem barreiras cientificas e técnicas para a implementacao
dessas estratégias (ANGENENT et al., 2004).

O potencial energético dos residuos e efluentes domésticos, agricolas e
industriais pode ser considerado um caminho viavel de producdo de energia
sustentavel. A partir da utilizagcdo de reatores anaerObios como agentes
transformadores de matéria organica obtém-se biogas, cujo conteudo de
metano pode ser aproveitado como insumo energético, ao mesmo tempo em

gue se reduz a carga organica dos residuos (MARIOT et al., 2013).

A digestdo anaerdbia é um processo de tratamento de efluentes e residuos
sélidos com alto conteddo organico, que ocorre na auséncia de oxigénio, e

produz uma fonte de energia renovavel — o biogas - composto de CH4, CO,, Ho,
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N2, H,S e vapores de agua. O biogas pode ser um substituto aos combustiveis
tradicionalmente utilizados, como madeira, carvdo, querosene, gasolina e
residuos vegetais, mudando o atual suprimento de energia, que é altamente
dependente das fontes mencionadas (SUGUMAR et al., 2016).

Dentre os reatores anaerobios de alta taxa empregados no tratamento de
efluentes, destaca-se o reator anaerobio de manta de lodo e fluxo ascendente
ou upflow anaerobic sludge blanket — UASB, no qual consegue-se manter altas
concentracbes de biomassa em seu interior por meio do processo de
granulacdo dos microrganismos. Tal processo € resultado de condicdes
operacionais, em especial a velocidade ascensional do liquido, e da
composi¢cdo do efluente alimentado (CHERNICHARO, 2007). Em muitas
situacbes de tratamento, no entanto, ndo se consegue atingir uma boa
granulacéo do lodo, que se torna floculento e € arrastado para fora do reator. A
nao granulacdo do lodo leva a uma acentuada perda de biomassa e a um
efluente de ma qualidade. Assim, a busca por novos meios de imobilizacdo do
lodo para sua retencdo em altas concentracfes nos reatores de alta taxa,

independente do fluxo ascensional, se faz necessaria.

Uma forma de imobilizacdo do lodo nesses reatores seria através de
encapsulamento dos microrganismos em uma matriz polimérica estavel densa,
com durabilidade, resisténcia mecanica, e alta difusividade para uma boa
assimilacdo dos substratos presentes no meio. Estudos vém sendo realizados
para a utilizacdo de matrizes poliméricas na imobilizacédo de diversos materiais.
Muitos polimeros séo utilizados para esse fim, em especial o alcool polivinilico
(PVA) e o alginato de sodio, por apresentarem propriedades de
biodegradabilidade e baixa toxicidade. Em conjunto com agentes reticulantes,
estes polimeros podem formar estruturas com boas propriedades mecanicas e
térmicas (NARDI, 2014).

Os hidrogéis sao materiais que possuem propriedades muito atraentes para
serem usados em varias aplicacdes, e vém sendo usados na medicina para
liberacdo de drogas, na agricultura para encapsulamento de sementes e
retencdo de agua em solos, e na biotecnologia para aprisionamento e
imobilizagdo de enzimas, microrganismos ou células animais. Uma aplicagéo

interessante e promissora € o uso de lodo ativado imobilizado em hidrogéis
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para remocdo de componentes biodegradaveis de aguas residuarias industriais
ou domeésticas (DORIA-SERRANO et al., 2001). No entanto, ndo existem
relatos na literatura de aplicagcdo destes hidrogéis com lodo anaerodbio
imobilizado com a finalidade de obtencéo de altos tempos de retengéo celular
nos reatores anaerobios de alta taxa. Assim, neste trabalho foi estudada a
obtencdo de esferas a base de PVA e alginato de sédio, para imobilizacdo de
lodo anaerdbio. Além das propriedades mecéanicas desejadas, as esferas

também foram avaliadas quanto ao potencial de producéo de biogas.

1.2. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL
Avaliar a imobilizacdo de lodo anaerébio em matriz de alcool polivinilico e

alginato de sédio para tratamento de efluentes com producao de biogas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter esferas com lodo anaerébio imobilizado por gotejamento, em cloreto
de calcio, de mistura de alginato de sodio com lodo anaerébio e diferentes
concentracfes de PVA,

e Avaliar a adicdo de nitrato de sédio e do congelamento/descongelamento
como meétodos de reticulacdo do PVA no polimero formado com PVA,
alginato de sodio e cloreto de calcio;

e Avaliar o efeito de diferentes viscosidades do PVA no polimero formado
com PVA, alginato de sédio, cloreto de célcio e nitrato de sodio;

e Obter as melhores proporcdes de PVA, alginato de sédio, cloreto de calcio e
nitrato de sodio na formacédo das esferas de lodo imobilizado por meio de

planejamento experimental;

Avaliar a producédo de biogas em solucao sintética a base de sacarose,

com lodo livre e imobilizado nos polimeros formados.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo serdo apresentados primeiramente os fundamentos, etapas e
fatores de influéncia do processo de digestdo anaerdbia. Em seguida, sera feita
uma abordagem sobre a importancia da retencdo de soélidos nos reatores
anaerobios, e a apresentacdo do emprego de lodo imobilizado desenvolvido
nesta dissertacdo como alternativa para a retencdo do lodo. Também sera
apresentada a imobilizagdo celular, sendo colocados os diferentes métodos,
exemplos de processos biotecnolégicos empregando biomassa imobilizada e
uma explicacdo mais detalhada dos procedimentos de imobilizacdo utilizados

nesta dissertagao.

2.1. DIGESTAO ANAEROBIA

A digestdo anaer6bia € um processo em que, na auséncia de oxigénio,
diversos grupos de microrganismos transformam matéria organica complexa
em gases e novas células (VAN HAANDEL & LETTINGA, 1994;
CHERNICHARO, 2007). A mistura de gases produzidos é conhecida como
biogas e sua composicdo depende do tipo de matéria-prima submetida ao
processo de digestdo e do método de conducdo. Normalmente, sua
composicdo se situa dentro das seguintes faixas: metano - CHj (50-75%),
diéxido de carbono - CO, (25-45%), sulfeto de hidrogénio - H,S (0-1%),
hidrogénio - H, (0-1%), monéxido de carbono - CO (0-2%), nitrogénio - N, (O-
2%), amodnia - NH3 (0-1%), oxigénio - O, (0-2%) e agua - H,O (2-7%). O biogas,
dependendo do volume produzido e composicdo, pode ser usado para geracao

de calor e/ou energia em varios setores da economia (ALI SHAH et al., 2014).

Uma das aplicacdes da digestdo anaerObia é no tratamento de efluentes
organicos de origem industrial, doméstica, comercial e agricola, podendo ser
considerada uma tecnologia bem estabelecida e com grande variedade de
aplicacbes, em especial em industrias agricolas, alimenticias e de bebidas
(CHERNICHARO, 2007).

Este processo também pode ser muito util para tratar residuos com alta
concentracdo de matéria organica, como lodo de esgoto, residuos agricolas

organicos, residuos solidos municipais, residuos verdes / botanicos e residuos
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organicos industriais e comerciais (MONNET, 2003). A digestdo anaerobia,
além de ser um método de reducédo da poluicdo, pode contribuir para a reducéo
do consumo de combustiveis fésseis em diversas opera¢bes (CHEN et al.,
2008).

Ao contrario dos processos biolégicos aerdbios, a conversdo anaerobia de
matéria organica em gas metano produz pouca energia para 0S
microrganismos. Assim, sua taxa de crescimento € baixa e apenas uma
pequena porgao do carbono do residuo € convertida em novas células, sendo a
maior parte degradavel convertida em metano. Essa conversao a gas metano
representa a estabilizacdo dos residuos, uma vez que este gas € pouco soluvel
em agua e é retirado da fase aquosa (McCARTY, 1964). Assim, apenas uma
parte do material organico € convertida em biomassa microbiana (lodo), como

apresentado na Figura 2.1.

Figura 2.1. Balanco de massa de DQO na digestao anaeroébia (adaptado de CHERNICHARO,

2007).
Metano (50-70%)
Digestao
DQO Afluente(100%) anaerébia DQO Efluente (10°30%)

Lodo (5-15%)

Processos biolégicos aerdobios também utilizam quantidades consideraveis de
energia ndo renovavel para aeracdo e geram grande quantidade de lodo
residual. Comparada aos processos aerébios, a digestdo anaerGbia é um
tratamento mais ambientalmente sustentavel (KISPERGHER, 2013). Na Tabela
2.1 sdo apresentadas vantagens e desvantagens dos processos biologicos

anaerobios.
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Tabela 2.1. Principais vantagens e desvantagens dos processos bioldgicos anaerdbios.

Vantagens Desvantagens
e Baixa producéo de lodo e Efluente nem sempre atende a
biolégico legislacao.
e Dispensa energia para aeracéo e A partida dos reatores pode ser
lenta devido a lodo ndo adaptado
e H& producéo de metano ¢ Falta de tradicdo em sua aplicacao
¢ H& pouca necessidade de ¢ Remocao de nitrogénio, fosforo e
nutrientes patdgenos insatisfatéria
e Tolerancia a elevadas cargas e Bioquimica e microbiologia da
organicas digestéo anaerdbia precisam ser
melhor estudadas
e A biomassa pode ser ¢ Instabilidade dos reatores devido a
preservada por varios meses choques de carga organica e
sem alimentagéo hidraulica, presenga de compostos

toxicos ou auséncia de nutrientes

Fonte: CHAN et al., 2009; CHERNICHARO, 2007.

2.1.1. Etapas do Processo Anaerdbio

Uma variedade de microrganismos coexiste nos reatores anaerobios e sua
combinacdo apropriada € necessaria para a conversdao dos compostos
organicos em metano (HORI et al., 2006). Assim, a bioconversao anaerobia de
material organico complexo é desenvolvida em uma sequéncia de
transformacdes realizadas por uma populacdo microbiana diversa, na qual
pode-se distinguir quatro fases: hidrolise, acidogénese, acetogénese e

metanogénese (ANGENENT et al., 2004), conforme apresentado na Figura 2.2.

Como os microrganismos ndo sdo capazes de assimilar matéria organica nao
dissolvida, existe a necessidade de uma primeira fase de hidrélise, na qual
materiais organicos mais complexos (polimeros) sao convertidos em moléculas
de menor massa molecular, dissolvidas, que podem permear a membrana
celular. O processo de hidrélise requer a mediacédo de enzimas secretadas por
bactérias fermentativas hidroliticas. Nesta fase, proteinas sdo degradadas a
aminoacidos, carboidratos em agucares simples (mono e dissacarideos) e 0s

lipideos em acidos graxos de cadeia longa e glicerol (CHERNICHARO, 2007).

Na fase acidogénica, 0s compostos soluveis gerados na etapa de hidrdlise, ja
no interior da célula, sdo convertidos (por bactérias formadoras de acidos) em
acidos volateis (principalmente acético, propiénico e butirico), alcoois (etanol),

dioxido de carbono e hidrogénio, além de novas células bacterianas. E uma
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fase de cinética rapida, em que a assimilacdo da matéria organica e conversao
a biomassa microbiana € maior (CHERNICHARO, 2007).

Figura 2.2. Sequéncia metabdlica e grupos microbianos envolvidos na biodegradagao
anaerobia (adaptado de CHERNICHARO, 2007).

Organicos complexos
(Carboidratos, Proteinas, Lipidios

Hidrélise

Bactérias Fermentativas Hidroliticas

!

Organicos Simples
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Acidogénese

Bactérias Fermentativas Acidogénicas

i

Acidos Organicos Volateis
(Propibnico, Butirico, etc)

Acetogénese
Bactérias acetogénicas produtoras de hidrogénio

Bactérias acetogénicas consumidoras de hidrogénio
H, + CO» Acetato

Metanogénese

CH4 + CO»

Metanogénicas Metanogénicas
Hidrogenotroficas Acetoclasticas
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De acordo com Chernicharo (2007), bactérias sintréficas acetogénicas sao
responsaveis pela oxidacdo dos produtos gerados na fase acidogénica em
substrato apropriado para as arqueias metanogénicas - hidrogénio, diéxido de
carbono e acetato. A metanogénese, etapa final do processo de degradacédo
anaerobia de compostos organicos em metano e dioxido de carbono, é
efetuada pelas arqueias metanogénicas. A producdo de metano segue duas
rotas distintas: arqueias metanogénicas acetoclasticas convertem acetato em
metano, sendo responsaveis por 70% da producdo de metano; enquanto
arqueias metanogénicas hidrogenotroficas produzem metano a partir da
reducdo de dioxido de carbono e hidrogénio ou formiato, sendo responsaveis
pelos 30% restantes da producéo de metano (NGES et al., 2012).

As arqueias metanogénicas e a maioria das bactérias envolvidas na hidrélise,
acidogénese e acetogénese sdo anaerbbias estritas, mas também estéo
presentes espécies facultativas, importantes na remocao do oxigénio dissolvido
presente no material em fermentacdo anaerébia e que pode afetar

negativamente o processo (SPEECE, 1983).

2.1.2. Fatores que Influenciam o Processo Anaerébio

As caracteristicas fisiologicas dos microrganismos, como, por exemplo, a baixa
taxa de crescimento e alta susceptibilidade a condi¢cdes externas, como pH,
temperatura ou produtos téxicos e/ou inibidores, tornam todo o processo
sensivel a mudancas ambientais (HORI et al.,, 2006). Em seguida, sao
descritos alguns desses fatores.

Temperatura

A digestdo anaerébia é fortemente influenciada pela temperatura e pode ser
agrupada em uma das seguintes categorias: psicrofila (<20 °C), mesofila (20-
42 °C) e termofila (42-75 °C). Os processos bacterianos estdo bem
estabelecidos em todas as trés faixas de temperatura, embora grande parte
dos trabalhos relatados na literatura tratem da operacdo mesofilica. Mudancgas
de temperatura sdo bem suportadas por bactérias anaerébias, desde que néo
excedam o limite superior, definido pela temperatura em que a taxa de

decaimento celular excede a taxa de crescimento. Na faixa mesofilica, a



24

atividade bacteriana diminui cerca de 50% para cada 10 °C de reducdo de
temperatura. Assim, para uma determinada eficiéncia de digestdo a ser
alcancada, quanto menor a temperatura, maior o tempo de digestédo (SALEH &
MAHMOOD, 2004).

O efeito da temperatura nas primeiras etapas do processo de digestédo
anaerodbia (hidrélise e acidogénese) ndo € muito significativo. A segunda e
terceira etapas de decomposicdo sé podem ser realizadas por certos
microrganismos  especializados (bactérias acetogénicas e arqueias
metanogénicas) muito mais sensiveis a mudancas de temperatura (SALEH &
MAHMOOD, 2004).

pH

As reacdes anaerdbias sdo altamente dependentes do pH. O pH ideal para os
microrganismos produtores de metano é de 6,8 a 7,2, enquanto que para
bactérias formadoras de acido, um pH mais acido é desejavel. O pH de um
sistema anaerodbio é tipicamente mantido entre os limites adequados para as
arqueias metanogénicas, a fim de evitar a predominancia de bactérias
formadoras de éacido e o acumulo de &cidos volateis. E essencial que o
contetdo do reator forneca capacidade tampao suficiente para neutralizar
qualquer eventual acumulo de acidos volateis e para evitar o aparecimento de
zonas acidas localizadas no digestor. Em geral, bicarbonato de soédio é
utilizado para suplementar a alcalinidade, uma vez que € o Unico produto
quimico que desloca suavemente o pH para o valor desejado sem perturbar o
equilibrio fisico e quimico da populacdo microbiana mais sensivel (SALEH &
MAHMOOD, 2004).

Nutrientes

Os microrganismos atuantes no processo de digestdo anaerdbia requerem
macro e micronutrientes como nitrogénio, fésforo, enxofre, potassio, calcio,
magnésio, ferro, niquel, cobalto, zinco, manganés e cobre, para um
crescimento oOtimo. Embora esses elementos sejam necessarios em

concentracbes extremamente baixas, a falta desses nutrientes tem efeito
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adverso sobre o crescimento e o desempenho dos microrganismos nha
degradacdo anaerobia (SALEH & MAHMOOD, 2004).

Tempo de Retencdo Hidraulica (TRH) e Tempo de Retencdo de Soélidos
(TRS)

Estes parametros sdo fundamentais nos processos anaerébios para uma
conversao eficiente da matéria organica e devem ser escolhidos de acordo com

o tipo ou composicao do substrato (SPEECE, 1996).

No caso de poluentes organicos complexos gradualmente degradaveis, o TRH
€ um fator decisivo (SPEECE, 1983). Quando o processo é operado com baixa
taxa de alimentagdo e alto TRH, o rendimento de metano é constante e
maximo. Ao contrario, quando a taxa de alimentacédo € alta ou o TRH é baixo,
ocorre uma diminui¢cdo do rendimento. Quanto menor o TRH, menor o volume

necessario para a digestdo e menor o custo de instalacdo dos reatores.

Ja os TRS devem ser suficientemente altos para permitir que populacdes
microbianas ativas permanecam no reator, especialmente as arqueias
metanogénicas para nao limitar a metanogénese, que geralmente é a etapa
limitante da conversdo geral de substratos complexos a metano (SPEECE,
1996).

2.1.3. Retencdo de Sélidos em Reatores Anaerdbios

A digestdo anaerdbia pode ser realizada em diferentes tipos de reatores,
também chamados digestores ou biodigestores. Desde o final da década de 70,
vem sendo dada uma atencédo consideravel ao desenvolvimento de reatores de
alta taxa, também conhecidos como reatores de segunda geragdo, para o
tratamento biolégico anaerobio com alta carga organica de residuos. No
entanto, a eficiéncia do tratamento nesses reatores € sensivel a composicéo
dos residuos, especialmente a concentragdo de varios ions e compostos
toxicos. A temperatura e o pH também sdo conhecidos por afetar o
desempenho do reator, o grau de acidificacédo do efluente e a formacao de
metano (SALEH & MAHMOOD, 2004).
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Um importante avanco foi feito, com o desenvolvimento dos Reatores
Anaerébios de Manta de Lodo e Fluxo Ascendente (RAFA), mais conhecidos
como Upflow Anaerobic Sludge Blanket (UASB). O processo UASB vem sendo
usado com sucesso para tratar uma variedade de aguas residuarias industriais
e domeésticas. A presenca de biomassa granulada e/ou floculada ativa é um
dos fatores-chave na manutencdo do tempo de retencdo de sélidos projetado
em um reator e no bom funcionamento do processo. Isso pode ser alcangado
se as condicdes fisicas e quimicas no reator forem favoraveis a geracao,
granulacdo e sustento da biomassa. Na maioria dos reatores UASB, a

biomassa é observada em forma granular (GHANGREKAR et al., 1996).

De acordo com Chernicharo (2007), o funcionamento de reatores de manta de
lodo acontece com a alimentacdo do afluente pelo fundo do reator, que em seu
movimento ascendente atravessa uma camada de lodo biolégico que se
encontra em sua parte inferior e passa por um separador de fases enquanto
escoa em direcdo a superficie. Acima do leito do lodo, desenvolve-se uma zona
de crescimento bacteriano denominada de manta de lodo. Com o movimento
ascendente das bolhas de gas ocorre o carreamento de lodo, sendo necessaria
a instalacdo de um separador trifasico (que garante a retencdo de grande
quantidade de biomassa) na parte superior do reator, de modo a permitir a
retencdo e o retorno do lodo. Acima do separador trifasico configura-se uma
camara de sedimentacdo, onde o lodo mais pesado é removido da massa
liquida e retorna ao compartimento de digestdo, enquanto as particulas mais
leves sédo perdidas do sistema com o efluente final (Figura 2.3).

Como resultado desta operacdo, nos reatores UASB o tempo médio de
retencdo de sélidos (TRS), isto €, o tempo médio que uma célula microbiana
tipica permanece no reator, € muito maior do que o tempo de retencao
hidraulica (TRH), o tempo médio que os efluentes permanecem no reator.
Portanto, nestes reatores pode-se converter eficientemente compostos
organicos presentes nos efluentes em metano em pequenos reatores de "alta

taxa".

Este reator, em geral, conserva de forma eficiente o consorcio microbiano
complexo sem a necessidade de imobilizagcdo em um material suporte (como,

por exemplo, nos reatores de biofilme). A retencdo de lodo no reator é
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conseguida por meio de granulacdo ou autoimobilizacdo dos microrganismos,
que formam granulos com boas caracteristicas de sedimentagdo (OLIVA,
1997).

Figura 2.3. Desenho esquematico de um reator UASB (Fonte
https://o2engenharia.com.br/index.php/atuacao/projetos).
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O sucesso de qualquer processo anaerdbio, especialmente os de alta taxa,
depende fundamentalmente da manutencdo, dentro dos reatores, de uma
biomassa adaptada com elevada atividade microbiolégica e resisténcia a
choques de carga (Pontes & Chernicharo, 2009). E que um bom contato entre
0S constituintes das aguas residuarias e o lodo também seja garantido
(SAYED, 1987).

Deste modo, pode-se reduzir a concentracdo de matéria organica em menores
tempos de retengcdo hidraulica (TRH), ocupando menos volume e area. Por
conta disto, os projetistas tém buscado varias formas de concentracdo da
biomassa dentro dos reatores, tais como sedimentacédo de lodos floculentos e
recirculacdo (nos reatores de contato anaerobio), imobilizagdo em materiais

sélidos inertes (em filtros anaerdbios) e, mais recentemente, com o0 uso de
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membranas (nos reatores biologicos de membrana) (Pontes & Chernicharo,
2009).

A retencdo de biomassa ativa no interior de reatores anaerobios é fator
decisivo para o sucesso do processo de tratamento e depende de varios
fatores operacionais e ambientais. A perda da biomassa com o efluente
influencia negativamente o desempenho do tratamento. Uma forma de se evitar
essa perda é sua imobilizacdo em material suporte. Assim, desvincula-se
efetivamente o tempo de retencdo celular do tempo de retencédo hidraulica,
havendo uma maior permanéncia dos microrganismos no reator (ZAIAT &

ABREU, 2008).

Qualquer processo biolégico de tratamento é considerado econémico, se puder
ser operado a baixos tempos de retencao hidraulica e com tempos de retencéo
de solidos suficientemente longos para permitir o crescimento dos
microrganismos. A biotecnologia anaerébia para tratamento de aguas
residuarias tem se desenvolvido de forma extraordinaria com a introducdo de
reatores contendo biomassa imobilizada. Essa imobilizacdo ocorre através da
formacdo de um biofilme aderido a um material suporte ou pela formacao de
lodo granular (CHERNICHARO, 2007).

Alguns reatores anaerdbios foram projetados para operarem em bateladas
sequenciais, com as seguintes etapas de operacdo: enchimento, reacéo,
sedimentacao e descarga do efluente tratado. Como o tempo de sedimentacéo
€ alto em relacdo ao tempo total e, muitas vezes, a retencdo de sélidos no
sistema é insatisfatéria, surgiu a proposta de uma configuracdo contendo
suporte inerte para imobilizacdo da biomassa com o objetivo de suprimir a
etapa de sedimentacao e com isso reduzir o tempo de processo (MIQUELETO,
2003).

Outra forma de retencédo de lodo muito utilizada é o processo de granulacdo
(nos reatores UASB e seus derivados) que, no entanto, depende de varios
fatores, tais como composicdo do efluente e condi¢des de partida do reator. De
modo que muitas vezes a granulacdo ndo acontece e um lodo floculento é
desenvolvido, prejudicando a operacdo do reator UASB. Por este motivo a
pesquisa de novas formas de retencdo dos microrganismos nos reatores

anaerobios, em especial nos reatores UASB, é necessaria.
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2.2. PROCESSOS FERMENTATIVOS COM CELULAS IMOBILIZADAS

A imobilizacdo celular pode ser definida como o confinamento ou localizac&o
de células microbianas viaveis em uma regiao definida do espaco, na qual sdo
mantidas as atividades cataliticas. Esta regido exibe caracteristicas diferentes
daquelas do meio ao seu redor em processos de operacdo continua ou
descontinua, possibilitando a reutilizacdo das células (COVIZZI et al., 2007;
CUNHA, 2006).

O desenvolvimento da tecnologia de imobilizacéo teve inicio em 1950, quando
Green e colaboradores produziram corantes microencapsulados por
coacervacao complexa de gelatina e goma arabica, para a fabricacdo de papel
autocopiativo. As tecnologias desenvolvidas para papel de copia levaram ao

desenvolvimento de varios produtos a base de microcapsulas em anos
posteriores (MISHRA, 2015).

As principais vantagens do uso de células imobilizadas em comparacédo ao uso
de células livres nos diferentes processos biotecnologicos consistem ha
capacidade de operacdo na presenca de uma maior densidade celular, no
aumento da estabilidade e do tempo de atividade das células (COVIZZI et al.,
2007).

Além disso, Kourkoutas et al. (2004) citam outras vantagens para o uso de
células imobilizadas: a imobilizacdo pode atuar como agente protetor contra 0s
efeitos fisico-quimicos de variacdes de pH, temperatura, solventes ou mesmo
metais pesados; maior facilidade de processamento continuo; aumento da
tolerancia a alta concentracdo de substrato e a inibicdo do produto final,
capacidade de usar biorreatores menores com projetos simplificados e,

portanto, menores custos de capital.

O microrganismo imobilizado, dependendo de sua viabilidade, €& mais
facilmente reutilizado em bioprocessos subsequentes, sem a necessidade de
remocdo dos mesmos dos tanques fermentativos ou reatores, diminuindo
assim o custo de equipamentos e demandas de energia (COVIZZI et al., 2007),
sendo esta outra grande vantagem da imobilizagdo celular, principalmente
guando os suportes escolhidos para imobilizagéo s&o inertes e apresentam alta
resisténcia mecanica (DEVI e SRIDHAR, 2000).
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O aperfeicoamento e desenvolvimento de novas técnicas de imobilizacédo
celular, associadas ao uso de novos materiais como suporte, tém permitido que
0os processos fermentativos com células imobilizadas sejam realizados em

condicOes adversas de pH, esterilidade e agitacdo (COVIZZI et al., 2007).

E a imobilizacdo celular que ajuda a preservar a atividade catalitica para
aplicacbes industriais e permite a reutilizacdo da célula imobilizada. Esse
método foi desenvolvido com o intuito de diminuir o custo do processo, pois ao
contrario da imobilizacdo de enzimas, ndo precisa passar pelas etapas de
extracdo, isolamento e purificacdo. Alguns exemplos de processos em que

essa ferramenta é utilizada sdo mostrados na Tabela 2.2.

Como desvantagem da técnica de imobilizacdo celular pode-se citar possiveis
obstaculos no transporte de substratos e produtos e limitacdes na transferéncia
de oxigénio. Além disso, a matriz de imobilizacdo pode romper-se devido ao

crescimento celular e evolucéo de gases (MILESSI, 2012).

A selecdo de uma matriz adequada para imobilizacdo celular é essencial para a
aplicacdo bem sucedida das células imobilizadas em bioprocessos. Varios
polimeros naturais (agarose, alginato e quitosana) e sintéticos (pré-polimero de
poliacrilamida, poliuretano e poli(etilenoglicol) foram utilizados com sucesso
para imobilizacdo celular. No entanto, cada polimero pode ter inconvenientes,
como a fraca resisténcia mecanica e a durabilidade, a toxicidade para os

microrganismos, ou um elevado custo (TAKEI et al., 2011).

Em particular, os materiais poliméricos a serem aplicados na imobilizacdo de
microrganismos no tratamento biolégico de &guas residuarias devem
apresentar alta durabilidade em agua, promover alta viabilidade celular e ser

de baixo custo.

Existem diferentes tipos de suportes e a escolha destes, bem como do método
de imobilizagdo a ser empregado, € geralmente feita empiricamente, testando-
se varias possibilidades e comparando-se os resultados obtidos com relacdo

ao desempenho do biocatalisador imobilizado (CUNHA, 2006).
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Tabela 2.2. Microrganismos imobilizados e suportes utilizados em processos biotecnoldgicos

(adaptada de COVIZZI et al., 2007).

Produto/Processo Microrganismo Suporte Utilizado
Pigmentos M. purpureus alginato, PUF, carvao, perlita
G. fujikuroi Alginato
Proteinas S. cerevisiae PVA
Enzimas N. frowardii PUF
T. turnirae Alginato
Biodegradagéao Bacillus sp. alginato, PUF
P. stutzeri alginato, areia, carvao
E. coli e B. subtilis auto-imobilizacdo
P. chrysosporium PUF, ceramica, serragem
Biotransformacéao R. minuta agar, clara de ovo, la de vidro/PEI
T. versicolor Nylon
Acido latico L. casei Bucha vegetal
Etanol S. cerevisiae Bucha vegetal
Antibiético S. clavuligerus Alginato, néilon

PVA: alcool polivinilico; PUF: fibra de poliuretano; PEI: polietilenoimina

Na Figura 2.4 sédo apresentados diferentes métodos de imobilizacdo celular.
Pode-se resumir o método de imobilizagdo na superficie do suporte pela
interacéo (adesao) entre a superficie celular e a superficie do suporte através
de ligacbes ibnicas (eletrostaticas). E um método simples e de baixo custo,
tendo como principal desvantagem a vulnerabilidade e possivel perda de
células para o meio reacional. Como exemplos de suportes, pode-se citar

serragem e vidro poroso.
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Figura 2.4. Métodos basicos de imobilizagéo de células (adaptado de KOURKOUTAS et al.,
2004).
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A utilizacdo da técnica de aprisionamento em matriz porosa tem como
fundamento a difusdo celular em matriz porosa, pré-formada ou sintetizada in
situ, que contenha poros menores do que as células usadas, tornando possivel
a permanéncia destas células na matriz e a troca de fluidos no compartimento.
Uma vantagem é a formacéo de esferas que possuem uma grande superficie
de contato, minimizando a limitagcdo de transferéncia de massa. Um dos

métodos mais frequentemente utilizados € a imobilizacdo em alginato de calcio.

A técnica de floculacdo celular esta baseada no potencial de adesédo e
agregacdo que alguns tipos de células apresentam quando estdo em
suspensao, de modo que as células figuem ligadas entre si sem que seja
necesséria a utilizacdo de um suporte. Essa floculacdo pode acontecer de
forma natural ou artificial. A desvantagem esta no fato de que sem a presenca
de um suporte, ocorre instabilidade e baixa resisténcia a tensdo de
cisalhamento (KOURKOUTAS et al., 2004).

Existe também a técnica de barreiras de contencdo mecanica, também
chamada de técnica de contencdo de membranas, que € realizada pelo uso de
uma membrana microporosa, pela compartimentalizacdo das células em uma
microcapsula, ou ainda, através de uma superficie originada da interacéo entre
dois liquidos imisciveis. A desvantagem estd na limitacdo da transferéncia de
massa e ocorréncia de bioincrustacdo na membrana pelo crescimento celular
(VERBELEN, 2006; KOURKOUTAS et al., 2004).

Outra técnica de imobilizacdo de células muito utilizada pode ser realizada
através de hidrogéis, que sao facilmente preparados, biodegradaveis e com
estabilidade prolongada. (AHMED, 2015).

2.3. IMOBILIZACAO EM MICROESFERAS DE HIDROGEL

Os hidrogéis podem ser definidos como redes poliméricas que podem reter
uma quantidade significativa de agua dentro de suas estruturas e inchar sem
dissolver em agua. O teor de &gua relativamente alto, a hidrofilicidade, a
capacidade de expansdo, a permeabilidade seletiva, a consisténcia de
borracha macia e a baixa tensédo interfacial estdo entre as vantagens dos
hidrogéis, permitindo que se assemelhem a tecidos vivos macios (Hua, Ma, Li,
Yang, & Wang, 2010).
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A resposta dos hidrogéis as mudancas ambientais, simulando mudancas em
sistemas bioldgicos, como pH, temperatura, campo elétrico, for¢a ibnica, tipo
de sal, etc., € uma area de pesquisa ativa. O inchaco, encolhimento, flexdo e
degradacdo estdo entre as respostas Unicas dos hidrogéis sensiveis ao meio
ambiente (Hua et al., 2010).

O emprego intensivo desses produtos na area industrial e ambiental é
considerado de primordial importancia. Como esperado, os hidrogéis naturais
foram gradualmente substituidos por tipos sintéticos devido a sua maior
capacidade de absorcdo de agua, longa vida util e amplas variedades de
recursos quimicos brutos. A literatura sobre este assunto foi expandida,
especialmente nas é&reas cientificas de pesquisa. Ahmed (2015) examinou
varias publicacdes e relatérios técnicos sobre os produtos de hidrogel do ponto
de vista da engenharia para visualizar os aspectos tecnolégicos que abrangem

esse crescente campo de pesquisa multidisciplinar (AHMED, 2015).

Os hidrogéis podem ser divididos em duas categorias com base na natureza
quimica ou fisica das juncbes de reticulagdo. As redes quimicamente
reticuladas tém juncBes permanentes, enquanto as redes fisicas tém juncdes
transitérias que surgem de emaranhados de cadeia polimérica ou interacfes
fisicas, como interacdes ibnicas, ligacbes de hidrogénio ou interacdes
hidrofébicas (Ahmed, 2015).

Os polimeros naturais que formam hidrogel incluem proteinas (colageno e
gelatina) e polissacarideos (amido, alginato e agarose). Os polimeros sintéticos
que formam hidrogéis sdo tradicionalmente preparados usando métodos de
polimerizacdo quimica (Ahmed, 2015), como, por exemplo, o alcool polivinilico

e o0 alginato de sodio.
2.4. IMOBILIZACAO COM ALCOOL POLIVINILICO E ALGINATO
2.4.1. Estrutura e Propriedades do alcool polivinilico (PVA)

O Alcool polivinilico (PVA) é um gel sintético amplamente utilizado na
imobilizacdo celular, devido a sua propriedade de preservacdo da atividade
bioldgica porque nédo é toxico e é muito estavel (PATTANAPIPITPAISAL et al.,
2001). De acordo com Trampus (2016), o PVA € um polimero hidrossolavel,

anfifilico, com uma estrutura quimica relativamente simples com grupos
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hidroxila laterais e passivel de sofrer modificacbes por meio de reacbes

quimicas simples. A sua estrutura esta representada na Figura 2.5.
Figura 2.5. Molécula de PVA e representacao quimica (Fonte: (Ogur, 2005).
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As propriedades do PVA s&o conhecidas pelos cientistas ha muito tempo. Este
polimero foi preparado pela primeira vez em 1924, por Hermann e Haehnel, na
Alemanha (Ogur, 2005). O monémero, alcool vinilico, ndo existe em uma forma
estavel. O PVA é produzido pela polimerizacdo do acetato vinilico para acetato
polivinilico (PVAc), seguido pela hidrolise do PVAc para PVA, conforme
apresentado na Figura 2.6. A reacdo de hidrélise ndo é completa, resultando
em polimeros com diferentes graus de hidrélise, dependendo da extensao da
reacdo. Em esséncia, o PVA é sempre um copolimero de PVA e PVAc
(HASSAN & PEPPAS. 2000).

Figura 2.6. Esquema de obtencdo de PVA (Fonte: TRAMPUS, 2016).
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O grau de polimerizacdo e o grau de hidrolise conferem diferentes
propriedades aos diversos tipos de PVA, afetando a solubilidade em agua, a
cristalinidade e a viscosidade intrinseca. O aumento do grau de hidrolise e da

massa molar do PVA, por exemplo, aumenta a viscosidade e a resisténcia a
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agua e a tracdo, mas diminui a solubilidade e a flexibilidade (HASSAN &
PEPPAS. 2000). Diferentes propriedades do PVA permitem que este seja
utilizado em um grande numero de aplica¢6es industriais (ARANHA & LUCAS,
2001).

Devido a diversidade de produtos comerciais, os diferentes tipos de PVA sao
classificados em relagdo ao grau de hidrélise em parcialmente hidrolisados e
completamente hidrolisados. Com relacdo a massa molar (grau de
polimerizacdo), os diferentes tipos de PVA séo classificados como de baixa
viscosidade (5 cp), média viscosidade (20-30 cp) e alta viscosidade (40-80 cp)

(Aranha & Lucas, 2001).

A resisténcia quimica e as propriedades fisicas do PVA levaram ao seu amplo
uso industrial. No entanto, as propriedades fisicas do PVA dependem mais do
método de preparacdo do que outros polimeros. E muito dificil atribuir
propriedades fisicas especificas para o sélido de PVA, pois estas sédo
influenciadas pelas condi¢cdes de polimerizacdo do acetato de vinila, pelas
condicBes operacionais da etapa de hidrélise e pelos processos de secagem e
moagem do produto final (KRUMOVA et al., 2000).

De acordo com (Pham & Tho Bach, 2014), como o PVA ¢ altamente hidrofilico,
deve ser reticulado quimica ou fisicamente para se tornar insoltvel. Ariga et al.
(1987) usaram a técnica de congelamento e descongelamento de PVA para
formar um gel adequado para imobilizac&o celular. Os autores descobriram que
esta técnica produziu um gel de baixo custo com elasticidade de borracha e
alta forca. Hashimoto e Furukawa (1987) usaram um método mais simples e de
menor consumo de energia para imobilizacdo de PVA, reticulando o PVA com
uma solugdo de acido bdrico. Esta técnica constitui um método facil de
imobilizagéo celular, produzindo granulos elasticos de alta forga e durabilidade.
No entanto, existem dois potenciais problemas com esta técnica: a solucéo de
acido bédrico usada para reticular o PVA é altamente acida (pH de
aproximadamente quatro), e pode prejudicar a manutencdo da viabilidade
celular; e o PVA é um material extremamente pegajoso e tem tendéncia a

aglomerar, sendo um problema na aplicacao de células imobilizadas com PVA.
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2.4.2. Estrutura e Propriedades do Alginato

O alginato € um polissacarideo natural extraido com &lcalis diluidos de varias
espécies de algas marrons marinhas (Classe Phaeophyceae, espécies Fucus
serratus, Ascophyllum nodosum, Laminaria digitata, Laminaria cloustonii,
Ecklonia maxima e Macrocystis pyrifera), sendo constituido por residuos de
acidos a-L-gulurénicos e acidos B-D-manurbnicos (Figura 2.7) unidos por
ligacbes 1—4 de composicdo e estrutura sequencial amplamente variada. Os
alginatos comerciais apresentam um grau de polimerizacdo oscilando entre 100
e 1000 e sua massa molecular costuma encontrar-se no intervalo
compreendido entre 32.000 e 200.000 Dalton. Os grupos carboxilicos possuem
valores de pKa entre 3,4 e 4,4. A Figura 2.7 exemplifica as unidades
constituintes dos alginatos (SHILPA et al., 2003; REIS, 2009).

Figura 2.7. Molécula de alginato (Fonte: ALE BORJA et al., 2015).
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De acordo com Ching et al. (2015), o alginato € comumente usado na inddstria
de alimentos para modificar ou conferir propriedades como reologia
(espessamento), capacidade de ligacdo com a &gua, formacdo de emulséo
estabilizadora e filmes. Além disto, o alginato também é usado na tecnologia de
liberagdo lenta de substéncias bioativas. Como ingrediente natural, as
particulas de gel de alginato sdo atraentes para a producao biologica, porque
sdo biocompativeis, ndo toxicos, biodegradaveis e de custo relativamente

baixo.

As particulas de gel de alginato tém propriedades quimicas e mecanicas
ajustaveis que dependem do tipo de agente de reticulacdo utilizado.
Comparado com outros polissacarideos, tais como gelatina ou agar, o alginato

é capaz de formar gel independente da temperatura. A formacdo de géis de
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alginato pode ser conseguida por dois métodos: reticulacdo idbnica com cations

(géis idnicos) ou precipitacdo &cida (géis acidos) (CHING et al., 2015).

Os fatores que podem influenciar a viscosidade das solugdes com alginato sédo
a concentracdo e a massa molar do polimero. Os polimeros com maior massa
ou maior concentracdo de alginato formardo solugcbes mais viscosas.
Considerando a temperatura, a viscosidade diminui com o aumento da mesma
(SHILPA et al., 2003).

De acordo com Reis (2009), a propriedade mais util dos alginatos € sua
habilidade em reagir com cations polivalentes, especialmente ions calcio (como
apresentado na Figura 2.8), para produzir géis fortes ou polimeros insollveis
utilizados na industria de alimentos e em biotecnologia (imobilizacdo de células

e enzimas).

Figura 2.8. Formacéao de gel de alginato de célcio por imobilizacéo (Fonte: COVIZZI, 2007).
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Os cations polivalentes se ligam ao biopolimero sempre que houver dois
residuos de acido gulurénico vizinhos, produzindo uma gelacao ionotropica de
alginato. O sal de calcio dos alginatos é insoluvel como resultado da reacéo
auto-cooperativa entre os ions calcio e as regides de bloqueio G da cadeia. Os
furos formados entre duas cadeias de bloco G sdo cavidades que se ligam aos

s

ions de calcio. O resultado € uma zona de juncdo denominada arranjo de
"caixa de ovo" (Figura 2.9) com os ions calcio sendo comparados aos 0vos nos
bolsos de uma caixa de ovo. A forca do gel depende do contetdo de blocos G

no alginato e da concentracéo de ions calcio (SILVA & QUEIROZ, 2004).
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Figura 2.9. Estrutura caixa de ovo do alginato (Fonte: REIS, 2009).
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A imobilizagdo com alginato € um dos métodos mais simples de se fazer
material encapsulado. As microesferas sdo compostas por uma rede de gel de
biopolimero que aprisiona um ativo. O gel de alginato de calcio € o mais
conhecido sistema de gelificacdo utilizado para a preparacdo de granulos de
gel para encapsular uma grande variedade de agentes ativos, tais como
goticulas de éleo contendo aroma, células microbianas, probiéticos, enzimas,
etc. (Mishra, 2015).

A imobilizacdo com alginato em presenca de cations divalentes ou trivalentes
pode ser facilmente controlada. Os polimeros, como o alginato ou o pectinato,
sdo produzidos pela dissolugdo do polimero em solu¢do aquosa, seguida da
suspensao do ingrediente ativo ha mistura e extrusao através de um dispositivo
(a ferramenta de gotejamento pode ser simplesmente uma pipeta, seringa,
bocal vibratorio, bico de pulverizacéo, cortador de jato, disco de atomizacdo)
que produz microgotas. Estas microgotas sdo endurecidas através da ligacao
cruzada do material da parede ou da cadeia de polimero usando um metal di
ou multivalente, como solu¢cBes aquosas de cloreto de calcio. O tamanho de
particula das microesferas pode ser controlado usando varios tipos de
extrusoras com tamanhos diferentes, ou variando as taxas de fluxo da solugéo
de polimero (Mishra, 2015).

O alginato também apresenta a capacidade de formar gel sem a presenca de
tais ions, porém em condi¢Bes de pH igual ou inferior a 3,0. Entretanto, para a
formacdo homogénea de géis, € necessario que a reacdo ocorra lentamente
(SHILPA et al., 2003).
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2.4.3. Métodos de Imobilizacdo com PVA e Alginato

Os polimeros de PVA e alginato de sodio, quando usados separadamente,
encontram extensa aplicacdo na imobilizacdo de enzimas e células, mas suas
propriedades precisam ser melhoradas para aplicagdes industriais. A
instabilidade das esferas de alginato em tampdes citrato ou fosfato e a baixa
transferéncia de massa em polimeros de PVA limitou a aplicacdo desses
polimeros em biorreatores (SILVA & QUEIROZ, 2004).

Ao contrario dos inumeros estudos realizados sobre as propriedades fisicas e
aplicacOes biotecnolégicas de géis de alginato como matriz para imobilizacao
enzimatica, existem poucos estudos sobre este polissacarideo em mistura com
outros polimeros sintéticos. A mistura de polimeros € um método importante
para a modificacdo ou melhoria das propriedades fisicas dos materiais
poliméricos. A hibridacdo de polimeros naturais com macromoléculas sintéticas
pode ser de grande importancia para atingir as propriedades fisicas desejaveis

para aplicacdes industriais.

A menor resisténcia a transferéncia de massa do PVA em comparacdo com
esferas de alginato sugere que sua mistura com alginato de sédio parece ser
uma metodologia interessante para obter microesferas estaveis (AlgNa/PVA) e
com melhor difusdo para uso em processos biotecnoldgicos (SILVA &
QUEIROZ, 2004).

Alguns métodos de imobilizacdo de células utilizando como suporte PVA e
alginato tém sido relatados no intuito de melhorar suas propriedades, tais como
congelamento e descongelamento, adicdo de acido bdrico e nitrato de sodio
(Chang & Tseng, 1998). Na Tabela 2.3 pode-se verificar que o PVA é utilizado
em mistura com varios outros agentes, dos quais os mais utilizados seréo

brevemente comentados a seguir.
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Tabela 2.3. Métodos de imobilizagdo com PVA e/ou alginato de saédio.

Método de Imobilizacao Me.todo d~e Referéncia
Reticulacéo
Lodo ativado imobilizado em gel de PVA, por gotejamento de uma mistura de lodo e PVA em solucéo HASHIIMOTO &
saturada de acido borico por 24 h. FURUKAWA (1987)

Imobilizagdo de lodo ativado em esferas de gel de PVA obtidas pelo gotejamento em solugédo de acido
bdrico e posterior esterificagdo do PVA com ortofosfato de sodio. O tempo de imerséo na solugéo de acido
bérico foi reduzido de 15-24 h para 10 min e usaram solugdo de ortofosfato de sédio para aumentar a
forca do gel.

Imobilizagdo de Saccharomyces cerevisiae em PVA e alginato de sodio utilizando cloreto de célcio, acido
bérico e sulfato de s6dio como agentes gelificantes em tempo menor de formacdo do gel para diminuir a
toxicidade do &cido borico.

CHEN & LIN (1994)

Com écido bérico

TAKEI et al. (2011)

Células de Candida guilliermondii imobilizadas em PVA criogel para producéo de xilitol.

Imobilizagdo de Acidithiobacillus ferrooxidans com PVA e alginato de sddio utilizando cloreto de célcio e
nitrato de calcio como agentes gelificantes, além de congelamento e descongelamento.

Imobilizac&o de lodo ativado e Escherichia coli EIO6 com PVA submetido a sequéncia de 7 congelamentos
e descongelamentos. A atividade de células livres e imobilizadas diminuiu durante a sequéncia entre
congelamento e posterior descongelamento, a adicdo de crioprotetores como glicerol e leite desnatado
foram efetivos para prevenir a diminui¢cdo da atividade.

Imobilizacdo de lodo biolégico com a bactéria de decomposicdo de DMF (N,N-dimetilformamida)
preparada através de congelamento e descongelamento foi testado para efluentes contendo DMF.

CUNHA (2006)

YUJIAN et al. (2006)

e descongelamento

OKAZAKI et al. (1995)

Alcaligenes eutrophus imobilizados em gel de PVA e alginato de sédio, utilizando cloreto de célcio e nitrato
de sddio como agentes gelificantes em substituicdo ao acido boérico

Trés tipos de particulas imobilizadas com PVA de lodo ativado, foram preparadas.

, CHANG & TSENG (1998)
Com nitrato de

sodio
ZHANG et al. (2007)
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2.5 Métodos de reticulacéo do alcool polivinilico
2.5.1 PVA Criogel

O mecanismo envolvido no método é a gelificacdo do PVA puro e a formacao
de pontos de reticulacdo que ddo origem a uma estrutura tridimensional em
gue cadeias de polimero individuais sao conectadas por ligacées de hidrogénio
(Figura 2.10) ou interaces eletrostaticas (DORIA-SERRANO et al., 2001).

7

A mistura reacional contendo agentes formadores do gel € congelada a
temperaturas de alguns graus centigrados abaixo do ponto de cristalizacao do
solvente. O sistema congelado, apesar de se parecer com um unico bloco
sélido, permanece essencialmente heterogéneo juntamente com os cristais do
solvente congelado. O agente formador do gel encontra-se concentrado na
fase liquida. Como esta fase representa apenas uma pequena fragdo do
volume inicial, a concentragdo do precursor do gel aumenta drasticamente,
promovendo a gelificacdo. Os cristais do solvente congelado funcionam como
um agente formador de poros, pois quando fundidos déo origem a cavidades,
macroporos preenchidos com o solvente. Durante o congelamento os cristais
de solvente crescem até encontrarem as faces de outros cristais e entdo apos
0 descongelamento um sistema de poros interconectados surge no interior do
gel (LOZINSKY et al., 2003).

Figura 2.10. Ligacdes entre as moléculas de PVA por pontes de hidrogénio (Fonte: CUNHA,
2006).
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Lozinsky et al. (1996) descrevem algumas formas de imobilizacdo de biomassa
microbiana neste gel, o congelamento de uma mistura de PVA e suspensao
celular em um molde especial e posterior sublimacao parcial do gelo da mistura
congelada, seguida de descongelamento e intumescimento em meio liquido
apropriado. Em outro método o0s autores avaliam varios ciclos de
congelamento-descongelamento da mistura PVA-células, que tem como
objetivo aumentar a forca mecénica do gel. A ultima forma de imobilizagdo
consiste de um Unico ciclo de congelamento-descongelamento sem
procedimento de liofilizacdo. Nesta ultima, um descongelamento lento leva a

obtencdo de um gel mais resistente.

De acordo com o estudo de Lozinsky et al. (1996), resumindo os aspectos
fisicos, quimicos e qualidades biolégicas de um criogel, pode-se dizer que
essas matrizes possuem um conjunto de vantagens em relagcdo a outros

hidrogéis conhecidos empregados em aprisionamento celular, tais como:

() criogéis de PVA tém micro e macro porosidades muito altas, favorecendo a

transferéncia de massa de substratos e metabdlitos;

(I) caracteristicas reolégicas de criogéis ndo quebradicos sdo excelentes e
permitem que sejam usados na maioria dos tipos de reatores, sendo uma
propriedade benéfica em comparacdo com as matrizes muito menos estaveis

com base em géis de alginato ou poli(acrilamida) relativamente frageis;

(111) a termoestabilidade dos criogéis excede a de outros transportadores de gel

termorreversiveis comumente empregados (carragenano, agar);
(IV) criogéis de PVA séo resistentes a degradacéo bioldgica;

(V) consequentemente, do ponto de vista fisico-quimico, esses materiais de gel

tém alto potencial de uso em células e em tecnologias de aprisionamento.

Alguns pesquisadores realizaram estudos sobre o PVA-criogel como suporte
de imobilizagdo, como Cunha (2006), que produziu xilitol imobilizando Candida
guilliermondi. Ariga (1987) verificou 0 aumento da atividade de Escherichia coli
ElO6 quando foi utilizado um crioprotetor. Okazaki et al. (1995) imobilizou lodo
biolégico com a bactéria de decomposi¢cdo de DMF (N,N-dimetilformamida) e

testou o material imobilizado no tratamento de efluentes contendo DMF.
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2.5.2. PVA - Acido Borico

Este método de imobilizacdo é caracterizado pela gelificacdo da biomassa por
PVA em uma solucdo saturada de &acido bédrico. Esta reacdo € uma
polimerizacdo, onde as esferas de lodo biolégico imobilizado sé&o facilmente
formadas. A reacdo de PVA com acido borico € mostrada na Figura 2.11
(HASHIMOTO & FURUKAWA, 1987).

Figura 2.11. Reacéo de gelificacdo do PVA e acido bérico (Fonte: HASHIMOTO &
FURUKAWA, 1987).
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Hashimoto & Furukawa (1987) demonstraram que uma carga organica foi
continuamente removida no tratamento de &aguas residuéarias sintéticas com
esferas contendo lodo ativado imobilizado em PVA-acido bodrico, sem
destruicdo das esferas ou diminuicdo de gel. As esferas contendo lodo ativado

demonstraram ser Uteis por um longo prazo.

2.5.3. PVA - Nitrato de Sédio

De acordo com Chang e Tseng (1998), a aglomeracéo de pérolas de PVA e a
toxicidade do acido borico sé&o dois problemas encontrados quando se utiliza o
método PVA com &cido boérico. A adi¢cdo de pequena quantidade de alginato de
sédio ao gel de PVA impede a aglomeracdo de pérolas de PVA e melhora a

permeabilidade ao gas da mesma, mas a toxicidade do acido bodrico ndo é
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resolvida. O método PVA com nitrato de sédio é muito simples, sendo o
processo de gelificacdo realizado em uma Unica etapa, a solucéo de gelificacédo
(nitrato de sédio) utilizada € de baixa toxicidade e o custo muito baixo. O tempo
de imersao para solidificacdo € muito curto e a resisténcia mecéanica e atividade
das células imobilizadas nas esferas obtidas por esta técnica é maior do que a

obtida pelos outros métodos estudados.

Uma comparacdo dos resultados obtidos nos varios métodos utilizados é

mostrada na Tabela 2.4.

Tabela 2.4. Comparagédo entre métodos de reticulacéo e propriedades do polimero.

Reticulacdo
Propriedade Congelamento . Ly f -
Nitrato de sddio Acido bérico
Descongelamento
Resisténcia + + +
Toxicidade - - ++
Atividade + + -
Economia - ++ ++

Fonte: Prépria. (-) = baixo valor, (+) = valor alto, (++) = valor muito alto.

De acordo com os resultados relatados, embora a resisténcia seja maior
quando se congela e descongela o polimero perde-se na economia pela
necessidade do uso de energia para realizar o método; o acido bérico perde na
toxicidade do reagente e consequentemente a atividade também é
influenciada; o nitrato de sodio parece ser o método mais atrativo, pois
apresenta boa resisténcia do polimero combinado com a economia, por nao

usar energia para sua realizacéo e ser de baixo custo.

Diante do exposto na revisao bibliografica, pode-se resumir que:

e 0S processos biolégicos anaerobios sdo recomendados para tratamento
de efluentes com alto conteddo organico biodegradavel, pois
apresentam boa eficiéncia e aumentam a possibilidade de

aproveitamento do metano produzido;

e no entanto, uma das dificuldades dos processos anaerébios € a

necessidade de retencao de elevada massa microbiana nos reatores de
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alta taxa para superar a baixa taxa de crescimento dos microrganismos

anaerobios;

e uma forma de superar tal dificuldade €é a imobilizacdo dos
microrganismos através de formacdo de biofilme ou granulacdo, que

apresentam limitacoes;

e outro método alternativo é a imobilizagdo de células em géis de PVA,
que geralmente é aplicado em mistura com outros agentes para

melhorar as propriedades do material imobilizado;

e apesar de alguns estudos na literatura citarem a aplicacdo de tal
método para imobilizacdo de lodo ativado e culturas puras, tal método

ainda nao foi avaliado com lodo anaerdbio.

Portanto, o estudo desenvolvido nesta dissertacdo pretende justamente avaliar
este Ultimo método de imobilizacdo com a intencdo de produzir esferas com
lodo anaerdbio imobilizado para semeadura de reatores do tipo UASB. A

seguir, sdo apresentados a metodologia e os resultados obtidos no estudo.
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3. MATERIAL E METODOS

Todos os experimentos foram realizados no Laboratério de Tecnologia
Ambiental e Laboratério de Microbiologia Industrial, ambos localizados na
Escola de Quimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro. Neste capitulo
serdo apresentados o0s materiais e metodologias empregados durante as

etapas desta pesquisa.

A Figura 3.1 apresenta um diagrama de blocos dos procedimentos adotados no
desenvolvimento da dissertacédo, desde o preparo do lodo até a caracterizacéo

do biogas.

Figura 3.1.Etapas realizadas na pesquisa.

Preparo do lodo
anaerdébio para
imobilizacéo

Imobilizacao do lodo
anaerobio com os
polimeros PVA e
alginato de sédio

Digestdo anaerobia de
solucéo sintética com
lodo imobilizado

Avaliacdo da producéo de biogas,
caracterizacao fisico—quimica da solucdo
sintética final e do lodo imobilizado
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3.1. MATERIAIS
3.1.1. Origem e caracteristicas do lodo anaerébio

O lodo anaerdbio utilizado nos experimentos de imobilizacdo foi coletado em
reator anaerébio em operacdo em industria de abate de aves localizada no Rio
de Janeiro, e selecionado por apresentar boa atividade metanogénica
(DAMASCENO, 2013).

No entanto, por se encontrar na forma granular, foi necesséario desintegrar os
granulos em liquidificador industrial (marca CEMAF), sendo misturado em
velocidade maxima por 30 segundos e armazenado sob refrigeracdo até o

momento de uso.

Este lodo foi caracterizado em termos de solidos volateis totais (SVT),

apresentando 24120 mg/L.

3.1.2. Reagentes

A imobilizacdo do lodo anaerdbio foi conduzida com éalcool polivinilico (PVA) e
alginato de sodio. Dois tipos de PVA foram empregados: PVA da marca
Proquimios (com grau de hidrélise de 86,5 — 89,5%, grau de polimerizacdo de
aproximadamente 600, massa molecular de 124.000-130.000 e viscosidade 4-6
mPas) e PVA da marca Vettel Quimica (com grau de hidrélise de 86,5 — 89,5%,
grau de polimerizacédo de aproximadamente 2450, massa molecular de 27.000-
32.000 e viscosidade 38-55 mPas).

O alginato de sodio era P.A., da marca Proquimios. Outros reagentes
empregados nos experimentos e analises quimicas realizadas foram de grau
analitico (P.A.).

3.2. PROCEDIMENTOS DE IMOBILIZACAO DO LODO ANAEROBIO
3.2.1. Imobilizagdo em PVA, alginato de sodio e cloreto de célcio

O método de imobilizacdo avaliado envolve a formacéo de géis (em forma de
esferas) produzidos a partir de uma mistura de &alcool polivinilico (PVA),
alginato de sodio, lodo anaerdbio e solugdo aquosa de cloreto de calcio. O

meétodo requer a formacdo de um material insolivel em agua através de uma
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reacdo de troca idnica, na qual o Na* do alginato é substituido pelo Ca** da
solugcdo aquosa, seguida de reticulacdo fisica do PVA (DORIA-SERRANO et
al., 2001).

Foram misturados 5 mL de lodo anaerébio com 15 mL de solugdo contendo
PVA e alginato de sodio. O PVA foi utilizado em concentracfes de 6%, 8%,
10% e 12% (m/v), sendo o alginato de sédio mantido na concentracdo de 2%
(m/v) (NARDI,2014; CUNHA,2006). A mistura de PVA, alginato de sddio e lodo
assim obtida foi gotejada em 50 mL de solucdo aquosa estéril de CaCl, (7%
m/v). Para realizar o gotejamento da mistura de polimeros (PVA e alginato de
sédio) com lodo anaerdbio, foi usada uma ponteira plastica e um bécher
contendo a solucdo de CaCl,, que era mantida sob agitacdo (200 rpm) em
agitador magnético (marca Lab 1000) a temperatura ambiente. A Figura 3.2
apresenta a sequéncia dos procedimentos de formacdo das esferas de lodo
imobilizado.

Figura 3.2. Dispositivo para imobiliza¢do de lodo com PVA e alginato de sédio (A), mistura de

PVA, alginato de sd6dio e lodo (B) e gotejamento da mistura de polimeros e lodo anaerdbio (na

ponteira) em solugéo de cloreto de célcio no bécher (C).

(A) (B) ©)

As esferas com lodo imobilizado (Figura 3.3) foram mantidas na solucao de
CaCl; a 5°C por 2 horas. Logo depois, foram separadas desta solugédo com o

auxilio de uma peneira, lavadas com agua destilada e deixadas em repouso
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por 2 dias, sob refrigeracdo, em um bécher contendo agua, para posterior

utilizacdo em ensaios de biodegradabilidade anaerdbia. (CUNHA, 2006)

Figura 3.3. Aspecto das esferas de PVA, alginato de sddio e lodo anaerdbio.

3.2.2. Imobilizagdo em PVA, alginato de sddio, cloreto de célcio e nitrato
de sodio

De acordo com Chang & Tseng (1998), o método PVA-nitrato de sodio é muito
simples, tendo o processo de imobilizagdo somente uma etapa. A solucdo de
nitrato de sodio utilizada é de baixa toxicidade e baixo custo, o tempo de
imersao para solidificacdo € muito curto e a forca mecanica das esferas obtidas

nesta técnica é maior do que aquelas obtidas com PVA e cloreto de calcio.

O mesmo procedimento usado no item 3.2.1 foi realizado, com trés
modificacdes: a concentracdo de PVA foi fixada em 10% m/v, a concentracao
de alginato de sédio em 1% (m/v) e a substituicdo da solucdo de cloreto de
calcio (7% m/v) por uma solucdo de nitrato de sédio (50% m/v) e cloreto de
calcio (4 % m/v)(CHANG&TSENG,1998). As esferas obtidas foram mantidas
nesta solugcdo a 5°C por 2 horas, sendo entdo coletadas com auxilio de uma
peneira, lavadas com agua destilada, deixadas em repouso por 2 dias e
utilizadas nos ensaios de biodegradabilidade anaerdbia.

Nesta etapa do trabalho, foram também conduzidos experimentos para

avaliacdo do efeito da viscosidade do PVA na formacao do polimero.
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3.2.3. Imobilizacdo em PVA, alginato de sdédio, cloreto de calcio e nitrato

de sodio com congelamento — descongelamento

As esferas obtidas, conforme descrito no item 3.2.2, foram mantidas na solugéo
de cloreto de calcio e nitrato de sédio a 5°C por 2 horas, sendo entédo coletadas
com auxilio de uma peneira, lavadas com agua destilada, e submetidas ao
congelamento. Na etapa de congelamento as esferas foram armazenadas em
placa de Petri, espalhadas de forma que ficassem uma ao lado da outra, sem
aglomeracdo das mesmas, e entdo submetidas & temperatura de -10°C (em
congelador) por 10 horas, seguido de descongelamento por 2 horas. Este ciclo
de congelamento — descongelamento foi repetido por trés vezes (CUNHA et al.,
2005).

Em todos os métodos de imobilizacdo estudados, logo apds o procedimento de
imobilizacdo, as esferas foram caracterizadas quanto ao diametro, medido em

esferas Umidas com o auxilio de um paquimetro.

3.2.4. Avaliacdo das melhores condicdes de imobilizacéo

Para definir as melhores condicbes de imobilizacdo do lodo anaerdbio na
matriz de PVA, foram realizados experimentos de acordo com um
planejamento fatorial fracionado 2*! com trés pontos centrais, totalizando 11
condicbes avaliadas em 2 réplicas ou 22 experimentos. A matriz do

planejamento encontra-se na Tabela 3.1.

O delineamento experimental foi analisado utilizando o programa
computacional Statistica 7.1. As varidveis independentes estudadas foram
concentracdo de PVA, concentracdo de alginato de sodio, concentracdo de
cloreto de célcio e concentragdo de nitrato de sodio, enquanto as variaveis
dependentes foram o volume de biogas produzido e a demanda quimica de

oxigénio final.

Os niveis das variaveis independentes foram definidos com base nos
experimentos preliminares de imobilizagdo e em dados da literatura (CHANG &
TSENG, 1998; CUNHA, 2006).
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Tabela 3.1. Matriz do planejamento fatorial fracionado 2** com 3 pontos centrais e 2 réplicas.

Ensaios Réplicas Variaveis codificadas Variaveis reais (% m/v)
PVA Alginato CaCl, NaNO; PVA Alginato CaCl, NaNO;
1 1 -1 -1 -1 -1 5 1 5 30
2 1 -1 -1 1 1 5 1 15 50
3 1 -1 1 -1 1 5 3,5 5 50
4 1 -1 1 1 -1 5 3,5 15 30
5 1 1 -1 -1 1 15 1 5 50
6 1 1 -1 1 -1 15 1 15 30
7 1 1 1 -1 -1 15 3,5 5 30
8 1 1 1 1 1 15 3,5 15 50
9 1 0 0 0 0 10 2,25 10 40
10 1 0 0 0 0 10 2,25 10 40
11 1 0 0 0 0 10 2,25 10 40
1 2 -1 -1 -1 -1 5 1 5 30
2 2 -1 -1 1 1 5 1 15 50
3 2 -1 1 -1 1 5 3,5 5 50
4 2 -1 1 1 -1 5 3,5 15 30
5 2 1 -1 -1 1 15 1 5 50
6 2 1 -1 1 -1 15 1 15 30
7 2 1 1 -1 -1 15 3,5 5 30
8 2 1 1 1 1 15 3,5 15 50
9 2 0 0 0 0 10 2,25 10 40
10 2 0 0 0 0 10 2,25 10 40
11 2 0 0 0 0 10 2,25 10 40
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3.3. ENSAIOS DE BIODEGRADABILIDADE ANAEROBIA COM BIOMASSA
LIVRE E IMOBILIZADA

Ensaios de biodegradabilidade anaerdbia foram conduzidos em batelada, em
frascos tipo penicilina de 100 mL com um volume util de 90 mL, composto de
lodo anaerobio proveniente de reator UASB — upflow anaerobic sludge blanket
em operagcdo em industria de abate de aves, imobilizado ou nédo (controle) e
solucéo sintética diluida. O lodo, com concentragéo de solidos volateis totais de
24120 mg/L, foi adicionado aos frascos para uma relacdo DQO/SVT inicial de
2:1.

A solucéo sintética foi preparada com a composicdo apresentada na Tabela
3.2, e apresentava pH 7 e DQO de 35200 mg/L. Esta solucéo foi diluida para

obtencéo de uma DQO inicial nos frascos penicilina em torno de 1000 mg/L.

Tabela 3.2. Composicéo da solucéo sintética com DQO = 35200 mg/L e pH = 7.

Componente Concentracao (g/L)
Sacarose 32
Bicarbonato de sddio 40
Fosfato de potassio dibasico 24
Fosfato de potassio monobasico 16
Cloreto de amoénio 4

Para calcular a quantidade de esferas utilizadas em cada frasco penicilina,

foram realizados os seguintes calculos:

15 mL mistura (PVA + alginato de sédio) + 5 mL lodo = rendimento médio de
230 esferas de 4 mm de diametro aproximadamente;

Considerando que o lodo contém 24120 mg SVT/L, um volume de 5 mL contém
120,6 mg SVT. Esta massa de lodo em 20 mL (15 mL mistura + 5 mL lodo),
leva a uma concentracdo de 6030 mg SVT/L. Ou 120,6 mg SVT em 230
esferas leva a uma concentracdo média de 0,524 mg SVT por esfera;

Portanto, em cada frasco penicilina de 100 mL foram colocadas 100 esferas,
dando aproximadamente 52,4 mg de SVT. Em 90 mL, tem-se 582 mg SVTIL,
obtendo-se uma relacdo DQO / SVT de 2:1.

Apoés introducao de lodo ndo imobilizado (controle) ou imobilizado (100 esferas)

e solucdo sintética nos frascos, estes foram fechados com batoques de



54

borracha e selos de aluminio e incubados em sala climatizada a 30°C sem
agitacdo. A producdo de biogas foi monitorada pelo deslocamento do émbolo
de seringas plasticas conectadas aos frascos (Figura 3.4). Medidas de pH e
DQO soluvel foram realizadas no inicio e ao final dos ensaios, que foram

encerrados ao se verificar a estabilizacdo da producao de biogas.

Figura 3.4. Ensaio de biodegradabilidade anaerébia com esferas de lodo imobilizado e lodo

suspenso (controle) em frascos penicilina.

A atividade do lodo livre (nos experimentos controle) e do lodo imobilizado foi
avaliada por meio da medida de DQO final no meio sintético e da producéo de
biogas acumulada no periodo de incubacdo. Uma outra forma de avaliar a
atividade, relacionada a difusdo do substrato nos géis de polimero e lodo, foi
através da medida de uma taxa inicial de producdo de biogas. Medida através
do coeficiente angular de linha reta ajustada aos pontos experimentais da curva
de volume de biogas acumulado versus tempo, nos primeiros dois a trés dias

de incubacéo.

3.4. METODOS ANALITICOS

Foram empregados meétodos fisico-quimicos conduzidos sob condi¢des
padréao, segundo o Standard Methods (APHA, 2005).

3.4.1. pH
O pH foi determinado na mistura de solug&o sintética e lodo no inicio e final da

digestado anaerobia, por leitura direta em potenciémetro de bancada (QUIMIS),
de acordo com o método 4500-H+B (APHA, 2005).
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3.4.2. Sélidos Volateis Totais (SVT)

Os soélidos volateis do lodo foram determinados por gravimetria, utilizando
capsulas de porcelana previamente calcinadas em mufla a 550°C durante 30
minutos, esfriadas em dessecador e pesadas, sendo este peso denominado Py,
Um determinado volume de lodo foi adicionado em cada capsula e secas em
estufa por 105°C até peso constante, sendo este peso denominado de P;. As
capsulas foram, entdo, novamente levadas a mufla a 550°C por 30 minutos,
esfriadas em dessecador e seu peso identificado como P,. A concentracédo de
sélidos volateis totais (SVT) do lodo foi calculada através das Equacdes 3.1 e
3.2 a seguir (APHA, 2005).

SVT (%9) = (P1- P2) *% (3.1)
SVT (g) = P1 — P2 (3.2)

Sendo:

P1 = massa ap0s estufa a 105°C (g)
P2 = massa apés mufla a 550°C (g)
V = volume de lodo (mL)

3.4.3. Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

A medida da DQO foi determinada por método padrao colorimétrico de refluxo
fechado, com K,Cr,O; em meio &cido, contendo Ag,SO, como catalisador e
HgSO, para eliminar a interferéncia de cloretos presentes na amostra. Dois mL
das amostras, diluidas de forma adequada para as faixas de DQO
contempladas pelo método, foram acrescentados aos reagentes e a mistura
digerida a 150°C durante 2 horas. Apos resfriamento, a absorvancia foi lida a
600 nm em espectrofotdmetro Hach DR 2000, sendo os valores de absorvancia
obtidos convertidos em DQO por meio de uma curva-padréo previamente
preparada, empregando-se biftalato de potassio como substancia padrao
(APHA, 2005).

Para DQO soluvel o mesmo procedimento € empregado, com diferenca no
preparo da amostra, que antes da adicdo das solucdes reagentes, é filtrada em
membranas de éster de celulose de 0,45 um. As analises de DQO soluvel da

solucdo sintética antes e apdés a digestdo anaerdbia foram realizadas em
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triplicata e o branco reacional foi preparado pela adicdo de agua em

substituicdo a amostra.

3.4.4. Composicao do biogas

O biogas produzido foi injetado diretamente em cromatografo VARIAN MICRO
GC 4900 usando metodologia de referéncia do Laboratorio de Tecnologia
Ambiental (LTA/UFRJ), para determinacéo e quantificagédo de CH4, CO, e H,S.
As condicdes utilizadas na cromatografia foram (DUARTE, 2013): Coluna —
PPQ — 10 m x 0,32 mm; Temperatura da coluna — 50°C; Detector —
Condutividade Térmica; Temperatura do detector — 250°C; Temperatura do
injetor — 80°C; Gas de arraste — Hélio; Tempo de andlise — 1 minuto. A
quantificacdo de metano, diéxido de carbono e gas sulfidrico foi realizada

através da curvas-padrao, conforme descrito por Garcia (2016).

3.4.5. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) / Espectroscopia de

Energia Dispersiva de Raios-X (EDS)

Os ensaios de MEV foram realizados em amostras de esferas sem lodo
anaeroébio, esferas com lodo anaerdbio estocadas em agua destilada e esferas
com lodo anaerobio coletadas do meio sintético apos 5 dias de incubacdo. As
amostras estavam Uumidas e foram usadas em baixo vacuo, com tenséo de 20
kV. Esta analise tem como objetivo verificar as caracteristicas da superficie do
polimero formado. As amostras analisadas tinham composicao de 10% (m/v)
de PVA, 1% (m/v) de alginato de sddio, gotejada em solucédo de 4% (m/v) de
cloreto de calcio e 50% (m/v) de nitrato de sodio, escolhidas devido a sua maior
resisténcia mecanica, conforme resultado mostrado na secao 4.2.2. Para tal, foi
empregado o equipamento QUANTA 450 marca FEI no laboratério de ensaios
mecanicos e microestruturais do SENAI/RJ (Maracand, Rio de Janeiro). O
ensaio EDS foi realizado por detector EDS Bruker x sense em conjunto com o
MEV.

3.4.6. Alcalinidade Total

Esta andlise foi realizada em amostras do sobrenadante de frascos penicilina

ao final da digestdo anaerébia. O pH inicial de uma amostra foi medido quando
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50 mL de amostra foi transferida para um bécher de 100 mL. A titulacdo da
amostra foi realizada com solugéo padrao de H,SO,4 0,1N até atingir pH 5,75,
sendo o volume de 4cido anotado e denominado V;. Essa alcalinidade é
chamada parcial, uma vez que compreende 80% de bicarbonato e 20% de sais
de acidos organicos volateis. A titulacdo continuou até pH 4,3, e o volume da
solucdo titulante foi anotado e denominado V,. A alcalinidade total é a soma
dos dois volumes de H,SO,4 encontrados (V3 + V;). Esta metodologia foi
adaptada de Ripley et al. (1986) e o calculo da alcalinidade € descrito na

Equacédo 3.3 (APHA, 1999).

V3.N.50000
Vam

Atotal = (3.3)

Onde:

Aot = Alcalinidade Total (mg/L, como CaCOg)
50.000 = equivalente-grama de CaCO3, em mg
N = Normalidade do H,SO, usado na titulacdo
Vam = Volume de amostra (mL)

V3 = soma dos volumes V3 e V, (mL).

3.4.7. Acidos Volateis

Esta analise foi realizada em amostras do sobrenadante de frascos penicilina
ao final da digestédo anaerdbia. De acordo com Damasceno (2013), o pH 4,3 da
amostra utilizada na alcalinidade total € reduzido para 3,3 com H,SO, para
eliminar ions bicarbonato. A seguir, a amostra foi aquecida até a temperatura
de ebulicdo por 3 minutos para remoc¢do do acido carbbnico da solugdo. A
solucdo foi resfriada até temperatura ambiente, e o pH da amostra foi entdo
corrigido para pH 4 com solucdo de NaOH (0,1N), sendo este volume

desprezado. Uma nova titulacdo foi feita com a mesma solucéo titulante até pH

7. A concentracdo de acidos volateis presentes na amostra foi calculada pela
Equacéo 3.4 (APHA, 2005).

V.N.60000
Vam

A acidos volateis = (3.4)

Onde:

Ascidos volateis = Acidos Volateis (mg/L, como HAc)
V = Volume de NaOH gasto de pH 4 para 7

Vam = Volume de amostra utilizada para analise.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Serdo apresentados, neste capitulo, os resultados obtidos na imobilizacdo de
lodo anaerdbio e sua atividade em solugéo sintética. O objetivo principal foi a
obtencdo de esferas sem aglomeracdo, com boa distribuicdo de tamanho e

boas caracteristicas do polimero para a producao de biogas.

4.1. IMOBILIZACAO EM PVA, ALGINATO DE SODIO E CLORETO DE
CALCIO

4.1.1. Caracteristicas das esferas com lodo imobilizado

A producédo das esferas se deu através do gotejamento da suspenséo de PVA,
alginato de sddio e lodo anaerébio em solucéo de cloreto de célcio, conforme
descrito no item 3.2.1.

Um primeiro ensaio foi conduzido com 6% (m/v) de PVA e 2% (m/v) de alginato
de so6dio na composicdo do gel, de acordo com o trabalho de Nardi (2014).
Nesta concentracdo de PVA foram obtidos resultados insatisfatorios, obtendo-
se esferas visualmente frageis e pouco estaveis, embora a viscosidade do gel
esteja mais relacionada a concentracdo de alginato de sddio na composicao
das esferas (DORIA-SERRANO et al., 2001).

Hashimoto & Furukawa (1987) mostraram que a utilizacdo de PVA na formacgao
das esferas serve para melhorar a estabilidade dimensional (resisténcia
mecanica) e obter uma esfera de alto desempenho. Os autores avaliaram
concentracdes de PVA de 2,5 a 15% e verificaram que a concentracao de PVA
tem relagdo com a resisténcia mecanica do gel, obtendo melhores resultados

de resisténcia mecanica na concentracado de 12,5%.

Assim, neste estudo, foram avaliadas, em seguida, maiores concentracdes de
PVA (8%, 10% e 12% m/v), conforme o trabalho de Cunha (2006). Nestas
maiores concentracbes de PVA, verificou-se estruturas visualmente mais
consistentes e estaveis que, possivelmente, seriam consequéncia de uma

maior resisténcia mecanica do gel.

Nesta primeira etapa do estudo foram produzidas particulas de gel contendo
lodo, com 10% m/v de PVA, na forma de esferas com diametro meédio entre 3 e
4 mm (Figura 4.1).
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Figura 4.1. Aspecto das esferas formadas com 10% (m/v) de PVA, 2% (m/v) de alginato de

sédio e 7% (m/v) de cloreto de célcio, contendo lodo anaerdbio.

4.1.2. Ensaios de biodegradabilidade anaerObia com esferas de lodo

anaerobio imobilizado em PVA, alginato de sddio e cloreto de calcio

Foram realizados ensaios de biodegradabilidade anaerdbia com meio sintético
a base de sacarose e lodo imobilizado ou ndo (controle), conforme descrito no
item 3.3. Na Figura 4.2 e Tabela 4.1 sédo apresentados os resultados obtidos

nos ensaios de biodegradabilidade anaerdébia.

Primeiramente, a atividade do lodo anaerobio livre sobre o meio sintético foi
avaliada, verificando-se uma remocdo de DQO de 90,5% (Tabela 4.1).
Considerando o volume de biogas produzido e a massa de DQO removida
durante o periodo de incubacédo (10 dias), obteve-se uma produgéo especifica
de biogas de 331,9 mL biogas/g DQO removida. Como nesta etapa nado foram
determinados 0s percentuais de metano no biogas, adotou-se o valor
normalmente encontrado nos ensaios conduzidos no laboratério com este
mesmo meio sintético — 70%. Assim, pbde-se estimar uma Producgdo
Especifica de Metano (PEM) de 232,3 mL CH4/g DQO removida (ou 203,9 NmL
CH4/g DQO removida), que corresponderia a cerca de 60% do valor de
referéncia tedrico (350 NmL CH,/g DQO removida (CHERNICHARO, 2007).
Portanto, com base nestes resultados, considerou-se que o lodo anaerébio
utilizado nos ensaios de biodegradabilidade apresentava boa atividade e que
menores volumes de biogas nos ensaios com lodo imobilizado poderiam ser
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atribuidos a outros fendmenos e ndo a uma baixa atividade do lodo usado na

imobilizag&o.

Tabela 4.1. Resultados dos ensaios de biodegradabilidade anaerdbia com lodo livre (Controle)

e lodo imobilizado em alginato de sddio (2% m/v) e diferentes concentraces de PVA.

Experimento pH pH DQO DQO Volume Taxa inicial de
inicial final inicial final biogas producéo de biogas

(mg/L) (mg/L) (mL) (mL biogas/d)

Controle 7,43 6,70 1292 122 23 7,5

PVA (6%) 7,50 6,69 1292 2754 22 3,0

PVA (8%) 7,45 6,45 1285 7845 12 2,0

PVA (10%) 7,50 6,87 1285 6336 29 2,3

PVA (12%) 7,45 6,88 1292 8290 7 1,7

Figura 4.2. Producdo acumulada de biogas com lodo livre (Controle) e imobilizado com

diferentes concentracdes de PVA e 2% (m/v) de alginato de sédio.
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Em seguida, avaliou-se os volumes de biogas produzidos com o lodo

imobilizado em diferentes concentracdes de PVA, obtendo-se melhores

resultados com 6% e 10% (m/v) de PVA, destacando-se a producédo de biogas

encontrada com 10% de PVA, com volume final de biogas superior ao obtido

no experimento controle (Figura 4.2). No entanto, parte do biogas quantificado
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pode ter sido formado a partir da atividade dos microrganismos sobre o PVA

solubilizado e liberado no meio.

A excecdo do experimento Controle, em todos os demais experimentos
verificou-se uma DQO final maior que a inicial (Tabela 4.1). A Figura 4.3 mostra
a relacao entre DQO final e a concentracéo de PVA nas esferas, verificando-se
um aumento da DQO final em funcdo da concentracdo de PVA, com excecao
do experimento com PVA 8%. Isto indica que uma fragdo consideravel da DQO
ao final dos experimentos era devido a solubilizacdo e liberagcdo da matriz de

imobilizacdo no meio.

Figura 4.3. Relacéo entre DQO final no meio e concentracdo de PVA empregada na

imobilizagéo.
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De fato, foi visualizado ao final dos ensaios que as esferas estavam
deterioradas. Em todas as concentragbes de PVA avaliadas na formacdo do
polimero de PVA com alginato de sodio e cloreto de calcio, as esferas se
romperam completamente ap6s 7 dias. Na Figura 4.4 é mostrado o aspecto
das esferas, integras aos 3 dias de incubacdo no meio sintético a 30°C e

completamente dissolvidas aos 7 dias.
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Figura 4.4. Aspecto das esferas com PVA 10% (m/v), 2% (m/v) de alginato de sédio (m/v) e 7%

(m/v) de cloreto de calcio apés 3 dias (A) e 7dias (

—

pIR

B) de incubacédo a 30°C em meio sintético.
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A solubilizagdo do polimero em agua destilada, a 30°C, foi confirmada em um

experimento com esferas de PVA 10% (m/v), 2% (m/v) de alginato de sédio

(m/iv) e 7% (m/v) de cloreto de célcio, sem lodo imobilizado. O aumento da

DQO soluvel em agua destilada, visualizado na Figura 4.5, confirma a

solubilizacdo da matriz de imobilizacdo na agua destilada. Apés 1 dia, ocorre

um aumento menor que, em seguida, passa a ser praticamente linear até 5

dias de experimento. Foi observado também que, embora as esferas néo

estivessem totalmente danificadas, pareciam apresentar volume menor que o

inicial.

Figura 4.5. Aumento da DQO soluvel ao longo do tempo, em experimento com esferas de
PVA/Alginato/CaCl,, sem lodo, imersas em 4gua destilada a 30°C.
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Segundo Shindo & Kamimura (1990), neste método, o alginato de sodio tem o
papel de apoiar a formacgéo dos géis. As pérolas de gel foram preparadas pelos
autores a partir de varias concentracfes de alginato de sédio e 8% de PVA.
Para concentragdes de alginato de sédio < 1,5%, a forma do gel era discoidal
(plana e circular) e sua forca de ruptura muito baixa (medida por um durémetro
como o0 peso da carga no ponto em que as pérolas comegaram a se romper
antes do congelamento). Quando a concentracao de alginato de sodio foi > 2,0
%, formou-se um gel esférico e a sua forca de ruptura era alta. Considerando
que a concentracdo de alginato de sodio nos experimentos realizados na
dissertacdo foi 2% (m/v), e que ainda assim as esferas se deterioraram,
reforca-se a hipotese de uma alteracdo da estrutura das esferas devido ao

metabolismo do lodo em seu interior.

Cabe destacar também que nos experimentos com o lodo imobilizado, as taxas
iniciais de producado de biogas (medidas até o 3° dia) eram bem menores que
no Controle (Tabela 4.1), indicando também a dificuldade de difusdo do
substrato até os microrganismos imobilizados dentro das esferas e tornando o

processo de degradacao muito mais lento.

Shindo & Kamimura (1990) imobilizaram células da levedura Saccharomyces
cerevisiae em esferas de PVA e alginato de sddio por gotejamento em solugdo
de cloreto de célcio e estudaram sua atividade fermentativa. As esferas foram
congeladas a - 40°C por 30 minutos e liofilizadas por 7h. Os autores testaram
concentracbes de PVA de 4%, 6%, 8% e 10% (m/v) em 2% (m/v) de alginato
de sbdio e também observaram alteracdes da atividade da levedura frente a
mudancas na concentracdo de PVA. Na concentracdo de 8% PVA, obteve-se
atividade maxima. A imobilizacdo com 10% PVA e 6% PVA resultou em 83% e

62% da atividade maxima, respectivamente.

Os resultados do presente estudo foram comparados com os obtidos por
Shindo & Kamimura (1990) porque esses autores realizaram uma imobilizac&o
de céluas em PVA e alginato de sodio gotejando em solucdo de cloreto de
calcio. No entanto cabe ressaltar que as esferas nesse trabalho foram
congeladas e liofilizadas.

Estes mesmos autores avaliaram a influéncia do raio (entre 1,0 e 2,5 mm) dos

géis de alginato de calcio e PVA-alginato na difusividade efetiva, verificando
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gue esta diminuia com o aumento do raio. Portanto, outra explicacdo para a
menor atividade do lodo imobilizado na dissertacdo poderia estar ligada ao raio
médio das esferas, entre 1,5 e 2,0 mm, o que dificultaria a difusdo as partes
mais internas da esfera.

Dong et al. (2017) imobilizaram bactérias oxidantes de amonia em esferas de
PVA (12 % m/v) e alginato de sodio (1,1 % m/v) por gotejamento em solucéo
de cloreto de célcio (1 % m/v). Os autores estudaram a atividade nitrificante de
1,3 esferas / mL de meio sintético (simulando esgoto) a pH 8,0-8,2 e 30°C,
obtendo altas atividades, mesmo ap0s as esferas serem recicladas por quatro
vezes. A taxa de remocgdo de nitrogénio amoniacal das bactérias oxidantes
imobilizadas atingiu 90,3% nas condi¢des 6timas de imobilizacdo (12% PVA,
1,1% alginato de sédio e 1 % cloreto de calcio). Em comparac¢do com bactérias
oxidantes de amoénia imobilizadas apenas em alginato de sédio, as bactérias
imobilizadas em PVA e alginato de sédio foram superiores em termos de
resisténcia ao pH, numero de reutilizagbes, custo de material, resisténcia ao
calor e a capacidade de oxidacdo de amébnia. Os autores, no entanto, néo
mencionam qualquer degradacao das esferas, que poderia diminuir a atividade

das bactérias, como aconteceu neste estudo.

No presente estudo, a formacéo de alginato de calcio insoltuvel no polimero ndo
foi suficiente para evitar a dissolu¢do das esferas no meio. Para conferir uma
maior resisténcia fisica as esferas faz-se necessario um método que aumente a
forca mecanica do polimero. Segundo Pham & Tho Bach (2014), o PVA, que é
altamente hidrofilico, pode se tornar insoltivel por meio de reticulacdo quimica
ou fisica. O método de luz ultravioleta (UV), descrito por Imai et al. (1986),
avalia a imobilizacdo de enzimas como amiloglicosidase, invertase e celulase
em membrana de PVA reticulado por meio de UV. Ariga et al. (1987) usaram a
técnica de congelamento e descongelamento para reticulacdo de PVA.
Enquanto Hashimoto & Furukawa (1987) usaram acido boérico como agente

reticulante para obtencao de esferas de PVA com alta durabilidade.

No presente estudo, decidiu-se aumentar a forca mecénica do PVA por
reticulacdo quimica com adicdo de nitrato de sédio a mistura de polimerizacao.

Além de ser mais econdémico, pois ndo requer o uso de energia como no
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método de congelamento/descongelamento, este método € menos toxico
porque ndo usa o acido bérico (CHANG & TSENG, 1998).

4.2. IMOBILIZACAO EM PVA, ALGINATO DE SODIO, CLORETO DE
CALCIO E NITRATO DE SODIO

4.2.1. Caracteristicas das esferas com lodo imobilizado

O acréscimo de nitrato de sédio se deu com base no trabalho de Chang &
Tseng (1998), no qual o nitrato de sodio foi utilizado como agente gelificante.
Foi observado que, apos a adicdo deste agente, ocorreu uma maior resisténcia
mecanica do gel (verificada através de teste de resisténcia mecanica relativa),
comparada a obtida com outros métodos de imobilizacdo (utilizando acido
bdrico como agente reticulante).

A producédo das esferas se deu através do gotejamento da suspensao de PVA,
alginato de sodio e lodo anaerébio em solucéo de cloreto de calcio e nitrato de
sodio, conforme descrito no item 3.2.2. Nas esferas imobilizadas com nitrato de
sédio como agente para aumento de resisténcia fisica do polimero, verificou-se
gue estas mantiveram-se integras durante 10 dias, tempo maior que os 7 dias
da condicdo anterior com somente cloreto de calcio, demonstrando uma maior
resisténcia mecanica do polimero PVAl/alginato de sédio com a adicdo de
nitrato de sédio, conforme esperado.

4.2.2. Ensaios de biodegradabilidade anaerébia com esferas de lodo
anaerdbio imobilizado em PVA, alginato de sédio, cloreto de célcio e
nitrato de sédio

Na Tabela 4.2 e Figura 4.6 sdo apresentados os resultados obtidos nos
ensaios de biodegradabilidade anaerdbia.

Tabela 4.2. Resultados dos ensaios de biodegradabilidade anaerébia com lodo livre (Controle)
e lodo imobilizado em alginato de sédio (1% m/v), PVA (10% m/v) e cloreto de calcio

combinados com diferentes concentracdes de nitrato de sédio.

pH pH DQO DQO Volume Taxa inicial de
Experimento inicial final inicial final biogds  producéo de biogas
(mg/L) (mg/L) (mL) (mL biogéas/d)?
Controle 7,55 7,05 1100 122 25,0 53
NaNO; (25%) 7,50 6,19 1100 1080 55 1,0
NaNO; (50%) 7,55 6,41 1100 692 8,0 1,3

% medida em 3 d de incubacéo.
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Figura 4.6. Producdo acumulada de biogas com lodo livre (Controle) e imobilizado com
PVA/alginato e diferentes concentracdes de nitrato de sddio.
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O experimento controle manteve resultados similares aos obtidos no
experimento anterior, com remoc¢do de DQO de 88,9% e producdo de biogas
de 25 mL (equivalente a 284 mL biogas/ g DQO removida) apds 10 dias de
incubacdo a 30°C. A DQO final diminuiu nos experimentos com lodo
imobilizado, em especial com 50% (m/v) de nitrato de sddio. Nesta condicao,
verificou-se uma remogéo de DQO de 37,1%. No entanto, o volume final e a
taxa inicial de produc@o de biogds com lodo imobilizado foram muito baixos
comparados ao experimento controle, ainda indicando uma limitagédo difusional

gue reduz consideravelmente a assimilacao do substrato pelo lodo imobilizado.

Quando se compara com os resultados obtidos na secdo 4.1.2 com 10% PVA,
nota-se que as esferas ganharam mais resisténcia, mas tiveram a difusividade
reduzida ainda mais, pois tanto o volume de biogas quanto a taxa inicial de
producdo de biogas (de 29 mL e 2,3 mL/d) foram reduzidos de 4 e 2 vezes,

respectivamente (para 6,8 mL e 1,2 mL/d, em média).

No trabalho de Yujian et al. (2006) foram comparadas solucdes de cloreto de
calcio e nitrato de célcio (ambas 1-5% m/v) na formacao e reticulacdo de géis
de 9% (m/v) de PVA, 0,9% (m/v) de alginato de sédio e 10° células/mL de
Acidithiobacillus  ferrooxidans, @ combinadas com  congelamento e

descongelamento. As esferas de PVA-nitrato de calcio apresentaram maior
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forca mecanica e eram muito mais dificeis de quebrar em comparacdo com as
esferas de PVA-cloreto de céalcio. Com relacdo as atividades dos dois géis,
verificou-se valores baixos, de 59,1% e 53,9% da atividade obtida com células
suspensas, ndo imobilizadas, para o PVA-nitrato de calcio e PVA-cloreto de

calcio, respectivamente.

Zhang et al. (2007) imobilizaram lodo ativado com 10% (m/v) de PVA, 1% (m/v)
de alginato de sodio e 20 g/L de microrganismos usando trés diferentes
meétodos de reticulacdo. O primeiro, por gotejamento em solucdo de acido
borico saturado e cloreto de calcio (1% m/v), o segundo com solucdo de nitrato
de sédio (50% m/v) e cloreto de célcio (1% m/v) e o terceiro com solucdo de
acido borico saturado e cloreto de calcio (1% m/v) e posterior imersdo em
solucdo 0,5 mol/L de ortofosfato de sédio. Os autores tinham como obijetivo
melhorar o método de imobilizacdo de PVA usando diferentes tipos de agentes
de reticulacdo (4cido bdrico, nitrato e ortofosfato). A atividade do lodo foi
avaliada através da medicdo da taxa de absorcdo de oxigénio. O método
usando ortofosfato foi o que apresentou melhor resultado em relacdo a
atividade do lodo. No entanto, uma comparacéo entre acido bdrico e nitrato de
sédio revelou que os géis de PVA-nitrato de sodio apresentaram atividade trés
vezes maior que os de PVA-4cido borico. No presente estudo, o ortofosfato ndo
foi avaliado, mas a maior atividade do PVA-nitrato de sédio em comparacao
com PVA-acido bérico foi o motivo pelo qual o nitrato de sodio foi empregado

para reticulacao.

Chang & Tseng (1998) empregaram uma mistura de 8% (m/v) de PVA, 0,6%
(m/v) de alginato de sédio e 171 mg/L de Alcaligenes eutrophus e gotejamento
em solucbes de 50% (m/v) de nitrato de sédio e 1% (m/v) de cloreto de célcio
para formar esferas de PVA-nitrato de sodio. Estas apresentavam estrutura
mais forte e eram dificeis de quebrar. Quando imersas em agua aumentavam
seu diametro de cerca de 4,0 mm antes da imersdo para 5,0 mm apos 1 h de
imersdo. As esferas formadas com PVA/alginato combinado com cloreto de
calcio e acido bdrico, no lugar de nitrato de sodio, tinham cerca de 4,5 mm de
diametro antes da imersao e apos 1 h de imersao eram quase completamente
dissolvidas devido a uma insuficiente reticulagdo do PVA pelo acido boérico. Ja

as esferas formadas com PVA/alginato combinado com acido bdrico e
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ortofosfato de sddio, quando imersas em agua, aumentavam seu diametro de

cerca de 4,5 mm antes da imersao para 6,0 mm apds imerséo.

A atividade das esferas com nitrato de so6dio e PVA contendo Alcaligenes
eutrophus foi maior do que a das esferas de PVA com ortofosfato de sédio.
Este resultado pode ser devido a baixa toxicidade da solucdo de nitrato de
sédio empregada como agente reticulante, enquanto a solu¢cdo contendo
ortofosfato de sodio foi preparada combinada com acido bérico, que é toxico
(CHANG & TSENG, 1998).

Quan et al. (2011) utilizaram concentracfes similares as empregadas neste
estudo na imobilizac@o de células, sendo as esferas formadas por uma mistura
de 7,5% (m/v) de PVA, 1% (m/v) de alginato de sédio e 1,67% (m/v) de lodo
bioldgico. As esferas de PVA-nitrato de sodio foram formadas por gotejamento
em solucdes de 50% (m/v) de nitrato de sodio e 2% (m/v) de cloreto de célcio.
Foram utilizados como substratos agua residuéaria sintética e agua residuéria
suplementada com nutrientes. ApGs 22 dias de operacéo, verificou-se taxas de
remocdo de nitrogénio estaveis e altas (> 8,0 kg N/m®.d), valores mais altos
quando comparados com reatores usando células livres. As esferas de
PVA/alginato tinham diametro de 4 mm, densidade de 1,1 g/cm® boa
sedimentacdo, e apresentavam estrutura macroporosa que poderia facilitar a
transferéncia de substratos e metabdlitos. Além disso, as pérolas de gel de
PVA mostraram uma excelente resisténcia mecanica sob condicbes de

agitacao durante todo o experimento.

Uma comparacao entre os métodos descritos anteriormente pode ser vista na
Tabela 4.3. Foram comparadas, qualitativamente, a resisténcia e a atividade
microbiana de sete diferentes tipos de géis de PVA, mostrando a diferenca
guando se utiliza somente cloreto de calcio na formacéo das esferas e quando
se utiliza cloreto de calcio combinado com nitrato de sédio. No caso de Yujian
et al. (2006), utilizou-se nitrato de calcio ao invés de nitrato de sédio. Dong et
al. (2017), diferentemente deste estudo, conseguiu uma boa resisténcia quando
utilizou somente cloreto de calcio na formagéo das esferas, além de excelente
atividade das bactérias imobilizadas. Os resultados mostram que a resisténcia
e a atividade aumentam em todos os casos onde o nitrato foi usado, a excecéo

de quando se utiliza nitrato de céalcio, em que a atividade diminui.
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Tabela 4.3. Comparacéo da resisténcia e atividade microbiana do gel formado em diferentes estudos.

Referéncia Resisténcia Atividade

Com Com CaCl, Com CacCl, + Com Com CaCl, + Com CaCl, +

CaCl, + NaNO; Ca(NOs), CacCl, NaNO; Ca(NOs),
Yujian et al. (2006) + na ++ - na -
Zhang et al. (2007) + ++ na + ++ na
Chang & Tseng (1998) na ++ na na ++ na
Quan et al. (2011) na ++ na na ++ na
Shindo & Kamimura (1990) + na na + na na
Dong et al. (2017) ++ na na ++ na na
Neste estudo - + na + - na

Fonte: Prépria. Nota: (-) = baixa resisténcia mecanica ou atividade, (+) = boa resisténcia mecanica ou atividade, (++) = elevada resisténcia mecanica ou

atividade. na = ndo avaliado.
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4.2.3. Comparacdo da biodegradabilidade de PVAs de alta e baixa
viscosidade

De acordo com Leimann (2008), o grau de hidrélise e a massa molar sédo
responsaveis por algumas caracteristicas fisico-quimicas importantes do PVA
como, por exemplo, sua solubilidade em &agua. Para graus de hidrdlise

elevados, a solubilidade do PVA aumenta com a temperatura.

O PVA pode ser classificado, quanto ao grau de hidrolise, em parcial e
completamente hidrolisado. E quanto ao grau de polimerizacdo, em baixa
(5cp), média (20-30 cp) e alta viscosidade (40-50 cp) (ARANHA & LUCAS,
2001). Hashimoto & Furukawa (1987) afirmam que a concentracao final do PVA
foi o fator mais importante na imobilizagdo. Os autores relataram ser muito
dificil imobilizar lodo com PVA em alta concentracéo, devido a alta viscosidade
da mistura. Seis misturas de lodo com PVA foram testadas com diferentes
concentracoes finais de PVA (de 2,5 a 15%), sendo a formacao de gel e sua
forca examinados. A partir dos resultados obtidos, foi observado que a for¢a do
gel do lodo imobilizado com esferas de concentracdo final de PVA abaixo de
7,5% (m/v) foi de baixa intensidade, e que a formacdo das esferas tornou-se
impossivel com concentracdo final de PVA acima de 15% (m/v). A melhor
condicao para formacdo das esferas foi possivel com concentracéo final de
PVA em 12,5% (m/v). As células foram imobilizadas com sucesso em PVA-
acido bérico sem dissolucdo ou diminuicdo do tamanho das esferas e sem
perda de atividade bioldgica do lodo ativado, medido pela remocao de carbono
organico total (93%) e nitrogénio total (30-40%) de aguas residuarias.

A fim de avaliar o efeito da viscosidade do PVA, no presente estudo foi
realizado um experimento com esferas formadas com PVAs de viscosidade
diferente. Foram fixadas as concentracbes de 10% (m/v) de PVA (de alta e
baixa viscosidade), 1% (m/v) de alginato de sodio, 4% (m/v) de cloreto de
calcio e 50% (m/v) de nitrato de sodio. Esta ultima selecionada em funcdo dos
melhores resultados em termos de DQO final no experimento anterior. Na
Figura 4.7 e Tabela 4.4 sao apresentados os resultados obtidos nos ensaios de

biodegradabilidade anaerobia.
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Figura 4.7. Producao acumulada de biogas com lodo livre (Controle) e lodo imobilizado em
PVA de alta (Av) e baixa (Bv) viscosidade (10% m/v) com alginato de sédio (1% m/v) em

solucao de cloreto de célcio combinado ou ndo com nitrato de sddio.

18
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Tabela 4.4. Resultados dos ensaios de biodegradabilidade anaerébia com lodo livre (Controle)
e lodo imobilizado em alginato de sddio (2% m/v), PVA de alta (Av) e baixa (Bv) viscosidade

(10% m/v) e cloreto de calcio combinado ou ndo com nitrato de sddio.

Experimento pH pH DQO DQO Volume Taxa inicial de
inicial  final inicial final biogas producéo de
(mg/L) (mg/L) (mL) biogas

(mL biogéas/d)?

Controle 7,56 6,87 1210 104 17 4,0

PVA Bv c/ NaNO; 7,56 6,51 1210 752 15 3,0

PVA Bvs/ NaNO; 7,56 6,52 1210 992 8 3,5

PVA Av c/ NaNO; 7,56 6,30 1210 1010 14 4,0

PVA Av s/ NaNO3 7,56 6,28 1210 1240 7 2,5

# medida em 2 d de incubacéo.

O experimento controle apresentou remocdo de DQO de 91,4% e produgédo de
biogas de 17 mL (equivalente a 170,8 mL biogas/g DQO removida) apos 8 dias
de incubacao a 30°C. O decaimento do rendimento de biogas (de 331,9 para
284 e 170,8 mL biogas/g DQO removida), assim como da taxa inicial de
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producdo de biogas (de 7,5 para 53 e 4,0 mL/d) ao longo dos trés
experimentos realizados indica uma alteragéo da atividade do lodo. No entanto,
como a cada lote de experimentos com lodo imobilizado era feito um controle
simultaneo com o lodo livre, a comparacdo dos resultados obtidos ainda €&

valida.

Em termos de volume final de biogas, verificou-se que a adi¢cdo de PVA de alta
ou baixa viscosidade néo fez diferenca. J4 a adicdo de nitrato de sédio resultou
em maior producdo de biogas, verificando-se com PVA de alta e baixa
viscosidade sem nitrato valores de 7 e 8 mL apds 8 dias de incubacdo,
enquanto com adicdo de nitrato este valor aumentou para 14-15 mL. Nesta
condicao, esferas formadas com nitrato de sddio, também se verificou menores
valores de DQO final, devido a uma maior resisténcia do polimero. Enquanto
nas esferas formadas sem nitrato de sodio a producdo de biogas foi menor
provavelmente devido a uma solubilizacdo mais rapida das esferas no meio

sintético inibindo as bactérias anaerobias.

4.3. IMOBILIZACAO EM PVA, ALGINATO DE SODIO, CLORETO DE
CALCIO E NITRATO DE SODIO COM CONGELAMENTO -
DESCONGELAMENTO

Com a finalidade de aumentar a resisténcia mecanica das esferas, foi realizado

um experimento incluindo o congelamento e descongelamento do gel com o

lodo imobilizado, conforme descrito no item 3.2.3. Na Figura 4.8 e Tabela 4.5

sdo apresentados o0s resultados (média e desvio padrdo) de ensaios

conduzidos em duplicata.

Segundo Doria-Serrano et al. (2001), microrganismos oriundos de lodo ativado
sedimentado, constituidos por bactérias e fungos, morrem em grande
quantidade durante o tratamento de congelamento e descongelamento. No
entanto, com um tempo adequado de incubagdo com glicose como fonte de
carbono, a populacdo de bactérias recupera sua atividade e prolifera

principalmente dentro do hidrogel.
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Figura 4.8. Produgéo acumulada de biogas com lodo imobilizado em 10% (m/v) PVA gy, 1%
(m/v) de alginato de sodio, 4% (m/v) de cloreto de célcio e 50% (m/v) de nitrato de s6dio com

congelamento e descongelamento.

Volume biogas (ml a 30<C, 1 atm)

Tempo (dias)

—l—PVA criogel —ill—Controle

Tabela 4.5. Resultados de ensaios de biodegradabilidade anaerébia com lodo livre (Controle) e
lodo imobilizado com PVA/alginato com congelamento e descongelamento (criogel).

pH inicial pH _D_Q_O D_QO Volume Taxa inigial de
Experimento final inicial final biogés prod_uc;a}o de
(mg/L) (mg/L) (mL) blpgas
(mL biogas/d)?
Controle 7,53 6,95+0,03 1292 122+7 16,0+1,4 3,0
PVA criogel 7,50 6,69+0,14 1292 1554+37 9,0+1,4 1,8

® medida em 2 d de incubacéo.

No experimento realizado no presente estudo, aparentemente, ocorreu esta
recuperacgdo, pois houve producdo de biogas. No entanto, as esferas tiveram
seu tamanho reduzido a partir do 3° dia até se solubilizarem totalmente no meio
sintético a partir do 7° dia, o que se comprova pela elevada DQO final. O
resultado esperado, uma maior reticulacdo do gel de PVA com alginato de
calcio, ndo foi obtido, verificando-se a dissolu¢do das esferas, uma provavel

inibicdo dos microrganismos e a redu¢do da producéo de biogas.
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Ariga et al. (1987), utilizando somente PVA como uma matriz de gel para a
imobilizagdo de microrganismos, submetida a sete ciclos de congelamento-
descongelamento, verificaram que a resisténcia do gel aumentou, mas a
atividade das células imobilizadas diminuiu. No presente estudo, a resisténcia

nao aumentou, mas a atividade das células também diminuiu.

Cunha (2006) imobilizou Candida guilliermondii FTI 20037 em matriz de PVA—
criogel para bioconversdo da xilose presente no hidrolisado hemicelul6sico em
xilitol e obteve consideravel capacidade de obtencédo de xilitol em todas as
condi¢cBes experimentais avaliadas, inclusive em temperaturas abaixo de 20°C,
usadas no preparo das esferas. O autor realizou até cinco ciclos de
congelamento e descongelamento para obtencéo das esferas. Diferentemente
do que aconteceu neste estudo, as células ndo sofreram perda de atividade
guando foram expostas as condi¢cdes de congelamento e descongelamento e a

estrutura do criogel ndo sofreu nenhuma instabilidade.

No estudo de Lozinsky et al. (1996), durante a exposi¢cédo prolongada a meios
aguosos, 0s criogéis macroporosos de PVA ndo sofreram alteracdes
indesejaveis significativas. Os géis foram caracterizados pela estabilidade
osmética e mantiveram uma morfologia altamente porosa, apesar do
envelhecimento do gel. No presente estudo, ao contrario, os géis de PVA
sofreram modificacdes e dissolucdo em meio aguoso, que se acentuou com O

envelhecimento dos mesmos.

4.4. AVALIACAO DO EFEITO DE VARIAVEIS DA IMOBILIZACAO

A partir dos resultados obtidos com adicdo de nitrato — esferas integras e
menor DQO ao final dos experimentos — foram realizados experimentos de
acordo com um planejamento fatorial fracionado 2*' (conforme Tabela 4.6)
para o estudo das condi¢cdes de imobilizacdo do lodo anaerdbio na matriz de
PVA — alginato de célcio — nitrato de sddio e bioconverséo da sacarose do meio

sintético em biogas.
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Tabela 4.6. Resultados do planejamento fatorial fracionado 2** com 3 pontos centrais e 2 réplicas.

Ensaios Réplicas Variaveis reais (% m/v) Variaveis resposta
PVA Alginato CaC|2 NaN03 DQOfina| (BV) DQOfinaI (AV) Vol. b|OgéS (BV) Vol. b|OgéS (AV)
Controle -- -- -- -- 112 17
1 1 5 1 5 30 1064 1282 8 5
2 1 5 1 15 50 1832 1048 7,5 5
3 1 5 3,5 5 50 2328 1960 9 11
4 1 5 3,5 15 30 2832 1392 7 3
5 1 15 1 5 50 2624 3542 9 4
6 1 15 1 15 30 3032 3514 6 4
7 1 15 3,5 5 30 3544 1109 9 6
8 1 15 3,5 15 50 3416 1235 55 3
9 1 10 2,25 10 40 1352 2128 6 6
10 1 10 2,25 10 40 1480 1664 5 7
11 1 10 2,25 10 40 1836 1864 7 9
1 2 5 1 5 30 1184 1136 9 8
2 2 5 1 15 50 2288 1161 7 5
3 2 5 3,5 5 50 2664 2120 7 8
4 2 5 3,5 15 30 3064 1312 5 3
5 2 15 1 5 50 2064 3160 10 4
6 2 15 1 15 30 3312 3392 5 6
7 2 15 3,5 5 30 3496 1096 5 9
8 2 15 3,5 15 50 3408 1240 6 3
9 2 10 2,25 10 40 1520 1754 5 7
10 2 10 2,25 10 40 1245 1736 6 7
11 2 10 2,25 10 40 1488 1584 6 10

A DQO inicial da soluc¢éo sintética foi de 1255mg/L.
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O emprego de ferramentas matematicas no estudo de bioconversbes
microbianas € importante porque otimiza o numero de experimentos
necessarios na busca de respostas e permite também avaliar um elevado

namero de variaveis ao mesmo tempo.

As variaveis independentes estudadas foram concentracdo de PVA,
concentracdo de alginato de sdédio, concentracdo de cloreto de calcio e
concentracdo de nitrato de sodio, enquanto as variaveis dependentes foram o
volume de biogas produzido e a demanda quimica de oxigénio final. Os
experimentos foram feitos em duplicata, com PVA de alta e baixa viscosidade
para comparacao de resultados. Os niveis de cada ensaio e os resultados de
DQO final e producéo de biogas para ambos os PVA avaliados estdo na Tabela
4.6.

4.4.1. Analise da producdao de biogés

Com o auxilio do programa Statistica 7.0, tendo o nivel de significancia de 10%
(p = 0,1), a Tabela 4.7 apresenta a significAncia dos efeitos das variaveis
independentes testadas, assim como a natureza dos efeitos, positivos ou
negativos, para o planejamento empregando PVA de baixa viscosidade, tendo
como variavel dependente a producédo de biogas.

Tabela 4.7. Analise estatistica do efeito das variaveis sobre a producao de biogas com PVA de

baixa viscosidade.

Efeito Erro T(16) p
Padrdo
Média 7,18750 0,27018 26,60249 0,000000
Curvatura -2,8750 1,03471 -2,77854 0,013422
PVA BV -0,5000 0,54036 -0,92530 0,368554
Alginato de sédio -1,0000 0,54036 -1,85061 0,082778
CaCl, -2,1250 0,54036 -3,93254 0,001189
NaNO; 0,87500 0,54036 1,61928 0,124927

E possivel observar, na Tabela 4.7, que as concentracdes de alginato de sodio
e cloreto de calcio apresentaram um efeito significativo negativo. Ja a

concentracdo de nitrato de sOdio apresentou efeito positivo, marginalmente



77

significativo. A variavel concentracdo de PVA de baixa viscosidade né&o

mostrou significancia.

Conforme a analise de efeitos (Tabela 4.7), maiores valores de producdo de
biogas serdo obtidas quando as concentracdes de alginato e cloreto de calcio
estiverem no nivel inferior, 1% e 5%, respectivamente. Para a variavel nitrato
de sodio maiores valores de producédo de biogas serdo obtidos com a maior
concentracdo de nitrato de s6dio empregada, 50% (m/v).

A Tabela 4.8 apresenta os valores obtidos para a variavel resposta remocao de
DQO. Conforme a andlise da tabela, a concentracdo de alginato de soédio, a
concentracdo de cloreto de calcio e a concentracdo de PVA apresentaram
efeito positivo, indicando que maior DQO final serd obtida com as maiores
concentracfes de alginato de sédio (3,5%), de cloreto de célcio (15%) e PVA
(15%). Para obter menor DQO final estas varidveis devem ser fixadas no nivel

inferior. A varidvel concentragdo de nitrato de sédio ndo mostrou significancia.

Tabela 4.8. Analise estatistica do efeito das variaveis sobre a DQO final com PVA de baixa

viscosidade
Efeito Erro T(16) p

Padrdo
Média 2634,50 73,5586 35,81500 0,000000
Curvatura -2295,3 281,707 -8,14792 0,000000
PVA 955,00 147,117 6,49143 0,000007
Alginato de sédio 919,00 147,117 6,24672 0,000012
CaCl, 527,00 147,117 3,58218 0,002491
NaNO; -113,00 147,117 -0,76810 0,453618

Considerando o estudo estatistico utilizando o PVA de alta viscosidade foram
obtidos os resultados apresentados nas Tabelas 4.9 e 4.10. E possivel
observar na Tabela 4.9 que a concentracdo de cloreto de calcio apresentou um
efeito significativo negativo. As variaveis concentracdo de nitrato de soédio,
concentracdo de PVA e concentracdo de alginato de sodio ndo mostraram
significancia. Conforme a analise da Tabela 4.9, maior producao de biogas sera
obtida com as menores concentragdes de cloreto de calcio (5%).
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Tabela 4.9. Andlise estatistica do efeito das variaveis sobre a producéo de biogas com PVA de

alta viscosidade.

Efeito Erro T(16) p
Padrdo
Média 5,40625 0,47958 11,27279 0,000000
Curvatura 4,52083 1,83666 2,46143 0,025580
PVA AV -1,0625 0,95916 -1,10773 0,284353
Alginato de sodio 0,68750 0,95916 0,71677 0,483850
CaCl, -2,9375 0,95916 -3,06255 0,007441
NaNO; -0,1875 0,95916 -0,19548 0,847477

Conforme a analise da Tabela 4.10, a concentracdo de PVA AV apresentou
efeito positivo, indicando que maior DQO final serd obtida com as maiores
concentracfes de PVA AV (15%). A variavel concentracdo de alginato de sodio
apresentou efeito negativo, indicando que a maior DQO final serd obtida com
as menores concentracdes de alginato (1%). Para menores valores de DQO
final deverd ser usado PVA no nivel inferior e alginato no nivel superior. As
variaveis concentracéo de nitrato de sédio e concentragdo de cloreto de célcio

nao mostraram significancia.

Tabela 4.10. Andlise estatistica do efeito das variaveis sobre a DQO final com PVA de alta

viscosidade
Efeito Erro T(16) p
Padrao
Média 1856,18 180,237 10,29855 0,000000
Curvatura -135,70 690,258 -0,19661 0,846612
PVA AV 859,625 360,475 2,38470 0,029813
Alginato de sodio -846,37 360,475 -2,34794 0,032066
CacCl, -138,87 360,475 -0,38525 0,705122
NaNO; 154,125 360,475 0,42756 0,674670

No estudo de Dong et al. (2017), quando a concentracéo de cloreto de célcio
era baixa, as esferas imobilizadas eram macias e facilmente quebradas. A
medida que a concentragdo de cloreto de calcio aumentou, a atividade celular
microbiana das bactérias nitrificantes diminuiu devido a alta pressdo osmotica
do sal, que causa desidratacdo celular e reduz a atividade microbiana. A
concentracéo ideal de cloreto de calcio encontrada no estudo foi de 1 %. O

resultado do planejamento experimental deste estudo, tanto para PVA de baixa
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quanto para PVA de alta viscosidade, também indica que maiores valores de
producdo de biogas serdo obtidos quando as concentracdes de cloreto de
calcio estiverem no nivel inferior (5 %), aumentando a atividade microbiana em
comparacao as condicdbes com valores maiores. Possivelmente, melhores

resultados poderiam ser obtidos com concentracdo menor que 5 %.

No estudo da concentracdo de alginato de sodio, Dong et al. (2017)
observaram que quanto maior a concentracdo de alginato de sodio, maior a
forca das esferas com células imobilizadas. Se a concentracdo fosse muito
alta, as células imobilizadas ndo cresciam, e se a concentracdo fosse muito
baixa, as esferas se rompiam. Os autores apontaram uma concentragdo 6tima
de 1,1% (m/v) para alginato de sodio, valor similar ao indicado no presente
estudo. O planejamento experimental mostrou um efeito negativo da
concentracdo de alginato de sédio no PVA de baixa viscosidade, sobre a

producédo de biogas, indicando o uso do valor inferior (1 %).

De acordo com Dong et al. (2017), a concentragao ideal de imobilizacdo foi
12% (m/v) de PVA, 1,1% (m/v) de alginato de sddio e 1 % (m/v) de cloreto de
calcio. O autor concluiu que quanto maior a concentracao de alcool polivinilico,
maior a for¢ca das esferas com células imobilizadas. No entanto, o aumento da
viscosidade tornou a operacdo mais dificil e prejudicial a transferéncia de
massa e ao crescimento de bactérias. No presente trabalho, os PVAs de baixa
e alta viscosidade ndo afetaram a producao de biogas, porém, para diminuir a

DQO final do sistema, o PVA deve estar no nivel inferior (5 %).

O aumento da DQO final com o aumento da concentracdo de PVA usado
ocorre devido a deterioracdo das esferas ao longo do tempo de digestdo
anaerdbia, podendo a por¢cdo de PVA dissolvido ter inibido as arqueias
metanogénicas e reduzido a geracdo de metano, aléem de aumentar a DQO
final. O planejamento experimental indicou também que deve se manter um
valor inferior da concentracdo de alginato de sodio e cloreto de célcio quando o
PVA é de baixa viscosidade. Pode-se dizer que, como nos casos anteriores,
uma alta concentracdo de cloreto de célcio exerce uma alta pressdo osmaética
que inibe os microrganismos. Uma outra contribuicdo para a diminuicdo do
crescimento dos microrganismos pode ser causada por uma alta concentracéo

de alginato, por aumentar a forca da esfera (DONG et al., 2017). Além disto,
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caso a esfera sofra degradacdo, maiores concentracbes de compostos

organicos seréo liberadas no meio, aumentando a DQO.

A determinacdo da composi¢cdo do biogas por cromatografia em fase gasosa
revelou os valores apresentados na Tabela 4.11 para amostras coletadas em
algumas condicOes avaliadas no planejamento com PVA de alta viscosidade e
em todas as amostras do planejamento com PVA de baixa viscosidade.
Verifica-se que a producdo de metano s6 é percebida na condi¢cdo controle,
com células livres, comprovando a inibicdo completa das arqueias
metanogénicas nas esferas com lodo imobilizado. Com relacdo ao conteudo de
CO2 no biogas, que seria produzido durante a fase &cida da digestédo
anaerdbia, ocorre uma variacdo entre as condicdes, verificando-se maiores
valores nas condi¢des 7 e 9 do planejamento com PVA AV e nas condi¢des 5 e
9 do planejamento com PVA BV. Nestas condicfes, provavelmente, as esferas
apresentaram maior difusdo da fonte de carbono do meio para o seu interior,
iniciando a degradacdo das mesmas na fase acida, enquanto nas demais
condicbes, praticamente sem CH; e sem CO,, a degradacdo pode nem ter
iniciado por conta da baixa difusdo da fonte de carbono. Quanto ao H,S, este
ndo foi detectado, conforme o esperado, pois a solucdo sintética nado
apresentacao sulfato em sua composicao.

Tabela 4.11. Composi¢do de amostras de biogas (CG) coletadas ao final dos experimentos
conduzidos nos planejamentos experimentais com lodo imobilizado em PVA de alta e baixa

viscosidade.

_ Planej. Exp. com PVA AV Planej. Exp. com PVA BV
Experimentos %CH, __ %CO, %H,S %CH, %CO, %H,S
Controle 29,76 6,23 0,01 25,67 6,33 0
1 0,05 0,56 0,01 0,28 3,48 0
2 - -- -- 0,53 3,39 0
3 0,05 0,91 0,01 0,02 1,12 0
4 - - - 0,02 1,59 0
5 0,05 1,91 0,01 0,82 10,18 0
6 0,05 1,35 0,01 0,02 9,37 0
7 0,24 18,66 0,01 0,16 8,25 0
8 -- -- -- 0,03 6,89 0
9 2,11 15,62 0,01 0,02 13,88 0
10 -- -- -- 0,02 8,53 0
11 - -- -- 0,02 9,13 0
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De acordo com Chaikasem et al. (2014), o aumento da concentracao de acidos
graxos volateis no sistema anaerdbio afeta negativamente a atividade dos
microrganismos e, em particular, as arqueias metanogénicas, inibindo a
producdo de metano. A medida de alcalinidade e acidez volatil no meio foi
realizada em uma amostra de meio sintético, coletada apos sete dias de
incubacéo de esferas imobilizadas em 5% (m/v) de PVA, 1% (m/v) de alginato
de sbdio, 5% de cloreto de calcio e 30% de nitrato de sodio e lodo e em uma
amostra da solucdo sintética inicial (meio inicial), para comparacdo dos
resultados (Tabela 4.12). A solucdo sintética inicial apresentava baixa
concentracdo de acidos volateis e maior alcalinidade, resultando em uma
relacdo AV/Alc de 0,46, valor aceitavel para conducdo da digestdo anaerdbia.
Chernicharo (2007) recomenda valores entre 0,1 e 0,5 para manutencdo de
uma boa atividade metanogénica. Enquanto a amostra coletada no
experimento com esferas imobilizadas apresenta praticamente a mesma
alcalinidade inicial, mas um aumento consideravel da acidez (4 vezes mais).
Este resultado indica que a digestdo anaerdbia foi paralisada ainda na fase
acida, com acumulo de acidos volateis, reducdo do pH do meio e inibicdo da
producdo de metano, corroborando os resultados de composicdo de biogas
apresentados na Tabela 4.11.

Tabela 4.12. Concentracdo de acidos volateis e alcalinidade na solucao sintética inicial e no
meio da condicdo 1 do planejamento experimental com PVAgy, apds 7 dias de incubacao a

30°C.
Experimento pH Alcalinidade Acidez volatii  AV/Alc
(mg CaCOg/L) (mg HACc/L)
Solucéo sintética 7,67 936 426 0,46
Meio ap0s 10 dias de 6,39 1074 1817 1,69

incubacéo

4.5. OBSERVACAO EM MICROSCOPIO ELETRONICO DE VARREDURA
(MEV)

A microscopia eletrbnica de varredura € uma técnica que produz imagens
(micrografias) de alta resolugcdo para investigar a estrutura superficial das
amostras (FERNANDES, 2016). Esta técnica foi empregada para avaliacédo das

superficies de géis de PVA/alginato de s6dio em solucéo de cloreto de célcio e
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nitrato de sodio, na condicdo usada na secdo 4.2.2 que apresentou melhores
resultados. O MEV foi realizado a baixo vacuo, de acordo com Hinrichs &
Vasconcellos (2014) e conforme descrito na secéo 3.4.5.

Imagens com aumentos de 1000x e 4000x dos geéis estocados em agua
destilada sem lodo anaerobio (A), com lodo anaerdbio e sem uso (B) e apés
cinco dias de incubacao (C) a 30°C em meio sintético sdo apresentadas na
Figura 4.9, para visualizacdo da morfologia externa das esferas. Nota-se que
na imagem da esfera pura, sem lodo, aparecem fissuras e uma superficie mais
lisa e regular, quando comparada com a superficie da esfera com lodo
imobilizado que apresenta alguns pontos escuros que poderiam ser poros. As
imagens do gel com lodo imobilizado sem uso apresenta uma superficie rugosa
e alguns poros e nas imagens de esferas com lodo apds cinco dias de
incubacdo em meio sintético aparece uma superficie mais rugosa,
possivelmente devido a perda de agua para 0 meio externo, Com poucos poros.
Esse dado pode ser significativo, pois uma estrutura mais compacta e menos
porosa reduz consideravelmente a assimilacdo do substrato pelo lodo
imobilizado, como descrito na secdo 4.2.2, limitando a sua difusividade e

dificultando a liberagcdo de biogas para o meio externo.

Os pontos brancos podem ser devido ao excesso de algum componente em
determinados pontos da esfera. Foi detectado um pico de enxofre, que devera

ser melhor investigado.

As imagens da Figura 4.9 mostram que a estrutura de PVA tinha poucos
microporos, sem tamanho uniforme, na camada externa dos géis. A presenca
de microporos tornaria o gel adequado para a imobilizacdo de células
microbianas, jA que esses poros S8o 0s responsaveis pela passagem de agua
do meio externo para o meio interno do gel. A imagem também indicou que

lodo anaerdbio foi imobilizado com sucesso em géis de PVA.

No caso dos géis de PVA, pdde-se observar, com o auxilio da microscopia
eletrdnica de varredura, que as imagens mostram mudancas na estrutura
(morfologia) do gel, como resultado da exposi¢cado prolongada da amostra ao

meio sintético (Figura 4.9 C).
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Figura 4.9. Imagens de MEV de baixo vacuo, com aumentos de 1000X e 4000x, de géis
contendo PVA, alginato de sddio, cloreto de calcio e nitrato de sédio. Sem lodo anaerdbio (A),
com lodo estocado em 4gua destilada (B) e com lodo, coletados ap6s 5 dias de incubacéo (C)

em meio sintético a 30°C.
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Fernandes (2016) encontrou caracteristicas adequadas na MEV de hidrogéis
de nanocompdsitos a base de polissacarideo. As amostras foram purificadas e
foram recobertas com uma fina camada de ouro, aumentando o contraste das
imagens. Foram utilizados aumentos de 100x; 500x; 1000x; 5000x; 10000x;
20000x; 30000x. A medida que a magnitude de ampliacéo das micrografias foi
aumentando era possivel observar entre as cadeias do hidrogel a presenca de
cavidades (poros). Tais poros ndo possuiam tamanho uniforme, ou seja,
exibiam tamanhos diferentes uns dos outros. Estes poros sdo os que fornecem

a passagem da agua do meio externo para o interior dos hidrogéis e vice-versa.

Idris et al. (2008) utilizou MEV de baixo vacuo com aumentos de 150x, 500x e
650x para andlise das estruturas de PVA-alginato reticulados por acido bérico,
sendo as esferas de PVA-alginato cortadas com uma faca cirargica. As pérolas
foram colocadas posteriormente em um suporte e as imagens em secao
transversal foram obtidas. Os resultados mostraram que as estruturas das
esferas de PVA-alginato retratavam camadas de polimeros reticulados
formados dentro do gel. Uma camada instavel na estrutura foi observada,
possivelmente devido a uma quantidade insuficiente de reticulante (acido
bérico) na formacgéo do polimero. Com quantidade adequada de reticulante as
imagens mostravam uma estrutura estavel, com camadas uniformemente
distribuidas. Em uma outra amostra, a superficie da esfera parecia ser
grosseira e desigual, provavelmente devido a presenca de excesso de
reticulante. Por fim, quando foi usada uma concentracdo menor de PVA
observou-se poros formados na superficie externa das esferas uniformemente

distribuidos com um tamanho médio regular.

Cunha (2006) avaliou as esferas de PVA por MEV e observou uma estrutura
altamente porosa caracteristica das esferas de alcool polivinilico, contribuindo
para uma maior contencéo de células e maior transferéncia de massa entre o

meio e as células situadas em regides mais internas das esferas.

4.6. ESPECTROSCOPIA DE ENERGIA DISPERSIVA DE RAIOS-X (EDS)

De acordo com Fernandes (2016), a Espectroscopia de Energia Dispersiva de
Raios-X (EDS) & uma técnica analitica semiquantitativa utilizada para

determinar a fragdo elementar presente em uma amostra através da interagédo



85

entre radiacOes eletromagnéticas (de comprimentos de onda especificos) com
a matéria.

A EDS da superficie das amostras analisadas no presente estudo revelou a
composicdo dos géis em sua superficie. A diferenca na porcentagem em
massa de cada elemento, quantificada na superficie da amostra, € mostrada na
Tabela 4.13. A amostra utilizada na analise EDS era composta de 10% (m/v)
de PVA, 1% (m/v) de alginato de sédio, 4% (m/v) de cloreto de célcio e 50%
(m/v) de nitrato de sodio. Nos géis de PVA sem lodo imobilizado verifica-se a
presenca de carbono e oxigénio em maiores percentuais, uma vez que as
estruturas de alginato de sd6dio e PVA possuem o0s elementos carbono e
oxigénio. Sodio e célcio estdo presentes em menor quantidade devido ao
alginato de sodio e as reticulacfes feitas nas cadeias dos géis. O aparecimento
da prata € devido ao material utilizado para fixar o gel na peca do equipamento.
Nos géis com lodo imobilizado aparecem carbono, oxigénio, célcio e prata, e
mais ferro, aluminio e enxofre, provavelmente do lodo. No entanto, ao contrério
do esperado, nitrogénio e fosforo ndo foram detectados. Estes macronutrientes
também estariam na composi¢do do lodo. Nos géis com lodo imobilizado apo6s
5 dias de incubacao verifica-se a presenca de carbono, oxigénio, calcio, ferro,
aluminio, prata, enxofre, nitrogénio e fosforo. Aluminio, ferro e enxofre
provavelmente estdo na composicdo do lodo anaerdbio imobilizado no gel.
Enquanto fosforo e nitrogénio provavelmente foram incorporados do meio
sintético.

Tabela 4.13. Composi¢éo de cada elemento no gel de PVA, sem lodo imobilizado, com lodo
imobilizado estocado em 4gua destilada e apds 5 dias de incubag¢do em meio sintético.

Massa (%)

Elemento PVA sem lodo PVA com lodo estocado PVA com lodo ap6s 5d
em agua incubacdo

Carbono 41,73 48,52 33,08
Oxigénio 42,31 31,71 42,10
Célcio 6,11 7,42 7,72
Ferro nd 4,08 6,42
Aluminio 0,46 3,86 0,26
Prata 2,40 2,42 1,59
Enxofre nd 1,99 2,14
Nitrogénio nd nd 3,41
Silicio nd nd 0,13
Fosforo nd nd 3,16
Sadio 4,58 nd nd
Cloro 2,42 nd nd

nd = ndo detectado.
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1.

CONCLUSOES

O gotejamento da suspensdo de PVA (6% m/v), alginato de sodio (2%
m/v) e lodo anaerdbio em solucédo de cloreto de calcio formou hidrogéis

na forma de esferas, frageis e pouco estaveis;

O aumento da concentragdo de PVA para 10% (m/v) contribuiu para
estruturas uniformes, com diametro médio de 3 a 4 mm, sem
aglomeracdes, mais consistentes e estaveis, possivelmente em

consequéncia de uma maior resisténcia mecanica do gel;

Nas esferas imobilizadas com nitrato de s6dio como agente para aumento
de resisténcia fisica do polimero, verificou-se que estas mantiveram-se
integras durante 10 dias, tempo maior que os 7 dias da condicdo com
somente cloreto de calcio, demonstrando uma maior resisténcia mecanica

do polimero PVA/alginato de sédio com a adicdo de nitrato de sodio;

A adicdo de PVA de alta ou baixa viscosidade nao fez diferenca nas

propriedades do polimero formado ou na producéo de biogas;

O congelamento e descongelamento do gel com o lodo imobilizado ndo
aumentou a resisténcia mecéanica das esferas, verificando-se a dissolucao
das mesmas, inibicdo dos microrganismos e reducédo da producédo de
biogas;

O planejamento fatorial fracionado para o estudo das condicdes de
imobilizacdo do lodo anaerdbio na matriz de PVA — alginato de calcio —
nitrato de sédio indicou que, para a producdo de biogas, concentracdes
de alginato e cloreto de célcio apresentavam efeito negativo, enquanto a

variavel nitrato de sodio apresentou efeito positivo;

No entanto, apesar da técnica de planejamento experimental identificar o
efeito das varidveis da imobilizacdo, nédo foi possivel obter uma indicacéo
de condi¢bes que levassem a resultados semelhantes aos obtidos pela
biodegradagéo com lodo livre em termos de DQO final, volume de biogas

e concentracdo de metano no biogas;

Nos ensaios de producdo de biogas a partir de solugéo sintética como
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fonte de carbono e lodo anaerobio, as esferas de PVA/alginato de soédio
com lodo imobilizado produziram um volume de biogds menor que no
controle (com ceélulas livres) devido a uma possivel limitagdo difusional
provocada pelo método de reticulacéo e inibicdo causada pela dissolucéo
da matriz de PVA/alginato de sodio, comprovada pelo aumento da DQO

final;

A matriz polimérica apresentou, em geral, uma resisténcia mecanica nao
prolongada, pouca durabilidade em alguns casos e baixa difusividade,
dificultando a assimilacao de substratos presentes no meio sintético;

As andlises de microscopia eletronica de varredura de baixo vacuo
permitiram observar a presenca de poros na superficie das esferas
contendo o lodo anaerébio e alteracao desta estrutura apés incubacao no

meio sintético;

Os resultados revelaram que o método de imobilizacdo de lodo anaerdbio
em matriz de PVA/alginato de sbédio ndo se mostrou uma alternativa
viavel, devendo ser melhorado para aumentar a resisténcia e difusividade

das esferas.

5.2.SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar outros métodos de preparo da matriz PVA/alginato e de
reticulagdo com nitrato de sddio que permitam sua utilizacdo por longos

periodos, sem solubilizacdo, em meios sintéticos e em efluentes reais;
Avaliar outros métodos de imobilizacdo de lodo anaerdbio;

Avaliar condi¢des operacionais para utilizacdo da matriz PVA/alginato em

reatores anaerobios, em especial o reator UASB.
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