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RESUMO

Um dos indicadores para 0 monitoramento de reatores bioldgicos de leito mdvel (moving bed biofilm reactors-
MBBRs) utilizados no tratamento de efluentes é a avaliacdo do biofilme aderido aos meios-suporte,
especialmente nos tanques aerados. Para tanto, faz-se necessaria a escolha de método apropriado para extragéo
da biomassa aderida as midias. Diferentes métodos vém sendo utilizados sem padronizacdo. Com objetivo de
estabelecer um método pratico, baixo custo e ambientalmente adequado (sem uso de produtos quimicos ou
geracdo de residuos perigosos) para extragdo da biomassa aderida aos meios-suporte de MBBRs, foram
conduzidos experimentos com agitacdo mecénica e ultrassom utilizando Desenho Experimental com
Planejamento Fatorial (DoOE) para otimizacdo de processos em quatro fases. Na primeira comparou-se as
eficiéncias de extracdo entre Agitacdo Mecanica e Ultrassom. Na segunda, apenas com Ultrassom, comparou-
se a eficiéncia na extracdo de biomassa utilizando membranas com porosidade de 0,7um e 1,5um. Na terceira,
verificou-se a influéncia de agitacdo manual durante a extracdo por Ultrassom. Na quarta e Ultima, foi
identificado o menor tempo de exposigdo ao Ultrassom com a menor dispersdo nos dados (maior
reprodutibilidade). Os resultados indicam que o método mais adequado inclui Ultrassom, sem diferenca
significativa entre membranas de 0,7 e 1,5um, 6 agitacbes manuais e tempo minimo de sonicacgdo de 30 min.

PALAVRAS-CHAVE: Tratamento de Efluentes, Processos Biologicos, Quantificacdo de Biofilme, Reator
Bioldgico de Leito Movel

INTRODUCAO

A tecnologia de Reatores Bioldgicos de Leito Moével — MBBR foi desenvolvida originalmente na Noruega,
com objetivo de aumentar a eficiéncia de Estagdes de Tratamento de Esgotos ja existentes, realizado através
do preenchimento de reatores convencionais por meios suporte méveis sobre os quais cresce um biofilme,
resultando no aumento da quantidade de biomassa ativa por m3 (RUSTEN et al., 2006; ANDREOTTOLA et
al., 2000; GDEGAARD et al, 2006) seja em condicBes aerdbias, andxicas ou anaerdbias (BARWAL &
CHAUDHARY, 2014). Assim como em outros sistemas bioldgicos de tratamento a quantificacdo de biomassa
ativa é fundamental para o controle adequado do processo, em especial para a relagdo alimento/microrganismo
(A/M). Portanto, além da quantificacdo convencional dos S6lidos Volateis em Suspensdo (SVS) no liquido é
necessario quantificar os Solidos Volateis Aderidos (SVA) aos meios suporte. Para isso sdo utilizadas
diferentes técnicas que transferem a biomassa dos meios suporte para agua destilada, que em seguida €
analisada seguindo metodologia convencional para Sélidos Suspensos (APHA, 2004).

Diferentes autores utilizam métodos distintos para extra¢do de biofilme dos meios suporte, tais como agitacéo
(FERRAI et al., 2010), ultrassom (NOGUEIRA et al., 2002; WANG et al.,, 2005; OLIVEIRA, 2008),
raspagem manual (MAHENDRAN et al., 2012; ZHANG et al., 2013a; ZHANG et al., 2013b), lavagem com
agua (OLIVEIRA, 2008) e lavagem quimica (OLIVEIRA, 2008; LEVSTEK & PLAZL, 2009; SHORE et al.,
2012; FALAS et al., 2013; CAO, 2014; BASSIN et al., 2016). Entretanto, ha grande variagio até mesmo em
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métodos que usam uma mesma técnica, e.g. tempos de ultrassom que vao de 2 min (NOGUEIRA et al., 2002)
a 60 min (OLIVEIRA, 2008), o que pode resultar em grande variagdo nos resultados de extragdo e
consequentemente de quantificacdo da biomassa aderida, inviabilizando qualquer comparacdo. Nao foram
encontradas publicacGes que comparassem as eficiéncias de diferentes métodos.

O objetivo deste trabalho foi comparar duas técnicas diferentes e ambientalmente sustentaveis de extracdo que
permitam a quantificacdo de orgénicos volateis (agitacdo mecéanica e ultrassom), identificando combinagdes de
variaveis dentro da técnica selecionada que resulte em extracdo satisfatoria de biomassa de forma rapida e
reprodutivel.

MATERIAIS E METODOS

Os meios suporte foram coletados no tanque aerado de um sistema piloto experimental que combina o
principio do MBBR com um sistema do tipo PHOREDOX - processo desenvolvido pelo professor James
Barnard da Africa do Sul cujo objetivo é remover biologicamente Nitrogénio e principalmente Fosforo
(JORDAO E PESSOA, 2014) — que esté4 instalado em uma elevatéria da Companhia Estadual de Aguas e
Esgotos (CEDAE) no centro da cidade do Rio de Janeiro. O sistema é alimentado (60 L/h) a partir de um
tanque de equalizagdo (400 L) e é dividido em cinco tanques: Anaerébio (40 L), Andxico 1 (40 L), Aer6bio
(240 L), Andxico 2 (40 L) e Sedimentador (40 L), sendo 50% deste volume preenchido por meios suporte. Os
meios suporte sdo da marca ENVIROMEX, fabricados em PEAD, tém formato cilindrico com diametro
externo de 26 mm, densidade de 0,96 g/cm? e &rea protegida de 500 m?/m3. Cada rodada de extracdo envolveu
seis unidades de meio suporte, que apds coletados eram imediatamente acondicionados em frascos de PEAD
contendo diferentes volumes de agua destilada, e acondicionadas (0 a 4°C) por no maximo 5 h, até 0 momento
dos ensaios de extracdo, que foi realizada por agitagdo mecéanica (mesa agitadora com movimento orbital, 200
rpm) ou Ultrassom (40 kHz, com agita¢Bes manuais durante 0 processo de sonicagao).

PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

O estudo foi dividido em 04 etapas, de modo que nas 03 primeiras Etapas (Tabelas 1,2 e 3) se utilizou
planejamento experimental (DoE) fatorial para otimizagdo de processos (RODRIGUES & IEMMA, 2009)
com objetivo de identificar as combinagBes de variaveis e respectivos niveis que resultassem nas melhores
taxas de remocdo de biomassa dos meios suporte. As variaveis e respectivos intervalos avaliados foram
selecionados a partir de dados obtidos na literatura, bem como cada etapa foi planejada em funcdo dos
resultados da etapa anterior. Os softwares comerciais Statistica® e Minitabl8® foram utilizados para a
confecgdo dos graficos e das analises estatisticas respectivamente.

ETAPA | - ULTRASSOM VERSUS AGITACAO MECANICA

As variaveis independentes testadas foram as mesmas para as duas técnicas, i.e., tempo e volume de agua nos
frascos (Tabela 1). Para ensaios com Ultrassom os frascos foram submetidos a 40 kHz (Figura 1a) e agitados
manualmente a cada 5 minutos ao longo do processo de sonicagdo; e para agitagdo mecénica os frascos foram
submetidos agitagdo continua com movimento orbital a 200 RPM (Figura 1b)

o ]

.' ..‘.t. i R s e
Figura 1: (a) Ultrassom Unique Modelo UltraCleaner 1400A, 40kHz; (b) Mesa agitadora - Ethik
Technology Mod. 109-1, 200 rpm movimento orbital.
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Tabela 1: Etapa | — Planejamentos Fatoriais completos para dois fatores com triplicatas nos pontos
centrais. Ultrassom e Agitacdo Mecanica.

Rodada Variaveis Independentes
Tiessin Aglt:alg_ao Combnjag.oes de Tempo Volume de H;0O

Mecanica Niveis (min) (mL)
A H (-1,-1) 15 100
B | (+1,-1) 60 100
C J (-1,+1) 15 400
D K (+1, +1) 60 400
E L (0,0 37,5 250
F M (0, 0) 37,5 250
G N (0, 0) 37,5 250

ETAPA Il — INFLUENCIA DA POROSIDADE DAS MEMBRANAS

Esta etapa foi planejada em fungdo dos resultados obtidos na Etapa I. Foi utilizado apenas Ultrassom para
extracao do biofilme, e utilizou-se planejamento fatorial para comparar a quantificacdo de sélidos suspensos
usando membranas de fibra de vidro com diferentes tamanhos de poro (Tabela 2). As variaveis independentes
utilizadas foram as mesmas da Etapa I, com intervalo amplificado para variavel “Tempo’, e foram adicionadas
02 rodadas aos pontos centrais. Durante cada rodada foram realizadas 03 agitacfes manuais de 03 segundos
cada, distribuidas em intervalos iguais.

Tabela 2: Etapa Il - Planejamentos fatoriais completos para dois fatores com quintuplicatas nos pontos
centrais — Extracdo de biofilme por Ultrassom e quantificacdo por membranas com poros de tamanhos

diferentes.
Rodada Variaveis Independentes
Membrana 0,7 um Membrana 1,5 um Comblr)a(_;_oes de Tempo Volume de H,O

Niveis (min) (mL)

A J (-1,-1) 5 100
B K (+1,-1) 90 100
C L (-1, +1) 5 400
D M (+1, +1) 90 400
E N (0, 0) 47,5 250
F @) (0, 0) 47,5 250
G 0) (0,0 47,5 250
H Q (0,0) 47,5 250
I R (0, 0) 47,5 250

ETAPA Il - INFLUENCIA DA FOMA DE AGITACAO MANUAL DURANTE ULTRASSOM

Assim como na Etapa Il, as variaveis da Etapa Il foram selecionadas em funcdo dos resultados obtidos na
etapa anterior. Nesta etapa foi utilizado membrana com porosidade de 0,7 um e o volume de &gua foi fixado
em 250 mL. As variveis testadas foram Tempo de exposicdo ao Ultrassom e o0 nimero de agitacdes manuais
(3 segundos cada) ao longo do processo de sonicagdo, distribuidas em intervalos iguais.
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Tabela 3: Etapa Il1: Planejamento fatorial completo para dois fatores com triplicata no ponto central -
extracdo por Ultrassom e diferentes niimeros de agita¢cfes manuais (3 segundos cada)

Rodadas Variaveis Independentes
Membrana 0,7 pm Combinagdes de Niveis JEEe e el PGS
(min) Manuais
A (-1,-1) 5 2
B (+1,-1) 90 2
C (-1, +1) 5 10
D (+1, +1) 90 10
E (0,0 47,5 6
F (0,0 47,5 6
G (0,0) 47,5 6

ETAPA IV — IDENTIFICAR TEMPO DE ULTRASSOM QUE FORNECE BAIXA DISPERSAO DE
RESULTADOS

Nesta etapa a Unica variavel testada foi o Tempo de exposicdo a Ultrassom, de modo que as outras variaveis
foram fixadas: membrana com poros de 0,7 um, volume de 4gua igual a 250 mL e 06 agitagdes manuais. Para
cada tempo de exposicdo foram realizadas quintuplicatas (Tabela 4).

Tabela 4: Etapa IV - Extracéo de biofilme por diferentes tempos de Ultrassom em quintuplicata.
Tempo de Ultrassom

10 min 30 min 50 min
A F K
B G L
C H M
D | N
E J )

QUANTIFICAGAO DA BIOMASSA EXTRAIDA DOS MEIOS SUPORTE

Apos ultrassom/agitacdo uma aliquota da mistura “H,O + Biofilme Extraido” de cada frasco era analisada
para Soélidos Suspensos (SS) conforme APHA (2017), enquanto que as 6 pecas foram removidas para
quantificacdo de Biofilme Remanescente (BR), que corresponde a diferenca de peso seco (60°C, 24h) do
grupo de 6 pegas antes e depois de lavagem quimica com NaOH (1M, 100 mL, 100°C, 30 min). A eficiéncia
de extracdo foi calculada considerando-se que a biomassa total de cada grupo de 6 pecas era igual ao
somatorio entre Biofilme Remanescente e Biofilme Extraido (Representado por SS).

RESULTADOS E DISCUSSAO
ETAPA | — ULTRASSOM VERSUS AGITACAO MECANICA

Os percentuais de extragdo variaram entre 56 e 70% para Ultrassom (Tabela 5, Figura 2a) e entre 33 e 43%
para Agitacdo Mecanica (Tabela 5, Figura 2b). Apesar de ter promovido maior extracdo do que Agitacdo
Mecénica, o0 modelo gerado para extragéo por Ultrassom apresentou coeficiente de determina¢do muito baixo
(R2=0,33), indicando que sob tais condigdes a reprodutibilidade da extracao é maior para Agitacdo Mecanica
(R2=0,76).
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Tabela 5: Etapa | — Eficiéncia de extracéo por Ultrassom e Agitacdo Mecénica — Planejamentos
Fatoriais Completos para duas variaveis e trés niveis, com triplicata nos pontos centrais

Roeket S Volume de H,0O Tempo %Ext Aog/(i)g)é; .
Ultrassom A?\;lt:gao (mL) (min) Ultrassom Mecanica
A H 100 15 56 38
B | 400 15 59 43
C J 100 60 66 33
D K 400 60 65 41
E L 250 37,5 73 41
F M 250 37,5 64* 41
G N 250 37,5 70 43

*Qutlier.
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Figura 2. Superficies de resposta - %SST extraido por (a) Ultrassom e (b) Agitacdo Mecénica.

A comparagdo das medianas das extracfes (%SST) através do teste Mann-Whitney (Minitab18®) revelou que
a extracdo por Ultrassom foi significativamente maior (p< 0,05), e por este motivo decidiu-se utilizar apenas

Ultrassom nas etapas seguintes, e explorar uma faixa maior do tempo de sonicacdo para melhor compreenséo
dos efeitos desta variavel.

ETAPA Il - MEMBRANA 0,7 um VERSUS 1,5 pm

Nesta etapa foi realizada uma comparagéo entre membranas com porosidades diferentes dentre as aceitas pelo
Standard Methods, considerando a hip6tese de que menor porosidade poderia resultar em maior retengdo de
SS e consequentemente em maior percentual de extracdo. O percentual de extracdo variou de 55-75% para
filtracdo com membranas de 0,7 um (Tabela 6, Figura 3a) e 55-75% para membrana de 1,5 um (Tabela 6). A
comparacao das medianas das extracdes (%SST) através do teste Mann-Whitney (Minitab18®) mostrou que
ndo houve diferenca significativa (a. = 0,05) entre os resultados, e por este motivo serdo discutidos resultados
apenas para membranas de 0,7 um, que por questdo de disponibilidade serd adotada nas etapas seguintes.

A ANOVA mostrou que o modelo gerado apresentou ajuste satisfatorio e boa reprodutibilidade (R2 = 0,84)
apesar da grande variacdo nos resultados das réplicas do ponto central, para 0s quais a extracao foi de 66 a
77%. Assim como indicado na etapa anterior, nesta etapa o diagrama de Pareto (Figura 3b) ilustra a maior

influéncia do tempo de Ultrassom sobre a extracdo, com p =0,02 contra p =0,09 para a variavel volume de
H,0.
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Tabela 6: Etapa Il — Extragéo com Ultrassom - membranas com poros de 0,7 um e 1,5 pm.
Planejamentos Fatoriais completos para duas variaveis e trés niveis, com quintuplicatas nos pontos

centrais.
A J 100 5 62 62
B K 100 90 75 76
C L 400 5 55 55
D M 400 90 70 69
E N 250 47,5 69 67
F @] 250 47,5 66 67
G P 250 47,5 72* 72*
H Q 250 47,5 77> 78*
| R 250 47,5 69 71

*Qutliers.

Apesar de esta varidavel ndo ter influéncia significativa, observou-se que a extracdo foi levemente superior
(~7%) quando se usa menores volumes de 4gua (100 mL) tanto para maiores quanto para menores tempos de
US, para as duas membranas testadas (Tabela 6). Uma explicagdo seria 0 maior movimento e energia nas
colisdes das pecas plasticas dentro de frascos com menor volume de agua, j& que todos os frascos tinham
volume total de 500 mL e quando preenchidos com 400 mL de H.O restava menos espago para agitagdo em
comparacédo aos frascos preenchidos com 100 mL, favorecendo a absorcdo de impacto das pecas pela agua,
dificultando a soltura do biofilme das pecas plasticas.

s
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[ <70
© <66
it D = £8 (2)Tempo (min) 5929
76 & i
= I; “‘\‘
z 7 o
@ g8
D6
9 e (1)Volume de H,O (mL) -1,44254
s
2%
5& [+
o
o~ s 1by2 2404235
=, T | M
e s p=,05

Figura 3: (a) Superficies de resposta - %SST extraido e (b) Diagrama de Pareto — Estimativa dos efeitos
padronizados das variaveis volume (mL), tempo (min), e da interagéo volume x tempo.

ETAPA Ill — INFLUENCIA DA AGITAGAO MANUAL DURANTE ULTRASSOM

Nesta etapa foram usadas apenas membrana 0,7 um, o volume de H;O foi fixado em 250 mL e foi adicionada
como variavel independente o nimero de agitacfes dos frascos durante o processo de sonicacdo. As extracdes
variaram de 30,8 a 91,3% (Tabela 7, Figura 4a).

A ANOVA mostrou que a falta de ajuste do modelo gerado foi bastante significativa (p = 0,003) e apresentou
R2 relativamente baixo (0,69), mas apesar de 0 modelo ndo representar bem os dados observados, o diagrama

de Pareto (Figura 4b) sugere que o tempo de ultrassom tem influéncia muito maior sobre o resultado do que o
ntmero de agitacGes.
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Tabela 7: Etapa 111 — Extracdo com diferentes tempos de exposicdo a Ultrassom e diferentes nimeros
de agita¢cBes manuais. Planejamento Fatorial completo para duas variaveis e trés niveis, com triplicata

no ponto central.

Ulft?:;%?n T(fnr?r?)o N° de agitacdes % Extraido
A 5 2 30,8
B 90 2 56,8
c 5 10 35,7
b 90 10 91,3
E 47,5 6 77,3
i S 6 797
G 47,5 6 76.3

e oehen A

(1)Tempo (min)

(2)N° de Agitacbes

1by2 B, 469828

11,27403

p=,05

Figura 4: (a) Superficies de resposta - %SST extraido e (b) Diagrama de Pareto — Estimativa dos efeitos
padronizados das variaveis volume (mL), tempo (min), e da interagédo volume x tempo.

ETAPA IV — TEMPO MINIMO DE ULTRASSOM E REPRODUTIBILIDADE

Foi observada grande dispersdo de dados observada na maioria dos resultados dos planejamentos fatoriais,
que fica evidente ao comparar os resultados das réplicas dos pontos centrais em cada etapa. Tal dispersdo
pode ser atribuida a algum fator que ndo é possivel controlar e que faz com que a remogao de biomassa ocorra
de formas diferentes mesmo para meios suporte submetidos as mesmas condigGes de ultrassom, agitacdo e
guantidade de &gua usada. A Figura 5 exemplifica tal diferenca, sendo possivel observar a olho nu a diferenca
no teor de biofilme remanescente entre pecas de um grupo percencente um mesmo frasco apds sonicagao.

Figura 5: Meios suporte de um mesmo grupo apresentando diferenca na quantidade de biofilme

remanescente apos extracdo por Ultrassom
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Por este motivo, nesta etapa optou-se por isolar a variavel tempo de Ultrassom com objetivo de verificar se ha
relacdo desta varidvel com a dispersdo observada nas respostas anteriores. Foram fixados o volume de H,O
(250 mL), o nimero de agitages durante o ultrassom (6 vezes), e cada um dos 3 niveis (10, 30 e 50 min) foi
testado em quintuplicata. Observou-se maior variacdo nos resultados de extracdo, tanto de SST quanto de
SSV quando usado tempo de ultrassom menor que 30 min, com diferenca de até 15% para ambos parametros
(Figura 6).
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Figura 6: Boxplot da eficiéncia de extracdo: SST e SSV. Quintuplicatas em cada nivel, Valores fixados:
volume de H20 (250 mL) e N° de agitacdes (6). Membrana = 0,7 pm

Maiores tempos de ultrassom resultaram em maior extracdo de biomassa. Ha indicios de que a extragdo
ocorra como funcdo linear do tempo de Ultrassom. Por outro lado, os resultados indicam que a partir de 30
min a disperséo nos resultados é baixa e, portanto, apesar de 50 min de ultrassom resultar em maior remocéo,
a baixa dispersdo nos resultados com 30 min, i.e. boa reprodutibilidade, justifica o uso deste tempo para o
método de quantificacdo, tanto do ponto de vista técnico quanto econémico.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos com os desenhos experimentais e intervalos selecionados das variaveis independentes
analisadas apontam Ultrassom como técnica superior a Agitagdo Mecanica na extracdo de biofilme dos meios
suporte. Quanto a quantificacdo de SS ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre 0 uso de
membranas de fibra de vidro com porosidade de 0,7 ou 1,5 um, mesmo para tempos mais longos de
Ultrassom, quando pode ocorrer maior fragmentacdo da matéria. O tempo de exposicdo ao Ultrassom foi a
variavel mais importante quanto comparado com o volume de agua usado para extragdo ou com o nimero de
agitacdes ao longo do processo de sonicagdo. A avaliagdo individual desta varidvel mostrou que tempos
abaixo de 30 min podem resultar em valores dispersos do percentual de biomassa extraida e portanto, com
pouca reprodutibilidade, sendo assim inadequados para planejamentos fatoriais como os utilizados neste
estudo por resultarem em modelos pouco representativos dos resultados reais.

PROXIMOS PASSOS

Recomenda-se uma complementacdo da etapa IV a ser realizada nos mesmos moldes, porém utilizando para a
variavel dependente tempo, os niveis 10, 20 e 30 min com 0s objetivos de confirmar os padrdes de dispersao
de resultados observados na etapa IV e de verificar como esta ocorre quando 20 min de Ultrassom € aplicado,
tendo sempre em vista a celeridade do processo de extracdo. ApoOs esta etapa, 0 tempo de Ultrassom
selecionado podera ser utilizado, por exemplo, quinzenalmente, em quintuplicatas, com o objetivo confirmar
a reprodutibilidade do método proposto para diferentes composicdes de biofilme.
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