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RESUMO

PIRES, Aline Mara Barbosa, M.S., Universidade Federal de Vicosa, maio de 2005.

Efeito de agentes quimicos no tratamento anaerdbio de efluentes. Orientador:
Frederico José Vieira Passos. Conselheiros: Ismael Maciel de Mancilha e Nélio
José de Andrade.

A digestdo anaerdbia representa uma alternativa vidvel para tratamento de
efluentes de alta carga organica, como os gerados pelas industrias de alimentos.
Contudo, sua aplica¢do ainda ¢ limitada devido ao conceito erroneo de que processos
anaerobios nao sdo capazes de tolerar a toxicidade de produtos quimicos que possam
estar presentes em efluentes industriais. No caso da industria de alimentos, a maioria
das substancias toxicas origina-se dos sistemas de limpeza e sanificagdo como
detergentes e sanificantes. Neste estudo avaliou-se o efeito de agentes quimicos na
eficiéncia de remocao de Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), utilizando-se reatores
anaerdbios em batelada tratando um meio sintético. Representantes de cada classe de
agentes detergentes como alcalinos, d4cidos, tensoativos e complexantes, foram
avaliados isoladamente e na forma combinada, por meio de duas formulacdes:
detergente basico e detergente acido. Além disso, foram avaliados dois sanificantes
quimicos e combinagdes desses sanificantes com as formulagdes de detergente. As
concentragoes testadas foram definidas com base nas concentragdes recomendadas em
procedimentos de higienizagdo e em fatores de dilui¢do resultantes dos procedimentos
de enxagiie. O acompanhamento da performance dos reatores foi realizado avaliando-se
o pH e a DQO solavel. Os sistemas contendo EDTA, hexametafosfato de sédio e

hipoclorito de s6dio ndo apresentaram efeito inibitério em nenhuma das concentragdes

xiii



avaliadas, enquanto 60 mg.L" de 4acido peracético reduziu a eficiéncia do processo. Os
surfactantes apresentaram efeitos diferenciados: a digestdo anaerobia foi inibida por
concentragdes acima de 150 mg.L™" de dodecil sulfato de sédio (surfactante anibnico),
enquanto Tween 80 (surfactante ndo i6nico) estimulou o processo em concentragdes de
15 mg.L". Os efeitos inibitérios mais relevantes foram atribuidos ao agente alcalino
(hidroxido de sodio) e ao agente acido (acido nitrico) devido a grande influéncia do pH
na performance do sistema. Nao foi observado sinergismo entre os componentes das
formulagdes de detergente, predominando o comportamento do agente principal de cada
formulagdo, em todas as concentracdes testadas. A avaliagdo das associagOes entre
detergentes e sanificantes confirma a relevancia do efeito do pH sobre os
microrganismos anaerobios e sobre a atividade antimicrobiana dos sanificantes

quimicos avaliados.
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ABSTRACT

PIRES, Aline Mara Barbosa, M.S., Universidade Federal de Vicosa, May 2005.
Effect of chemical agents on anaerobic wastewater treatment. Adviser:
Frederico José Vieira Passos. Committee members: Ismael Maciel de Mancilha and
Nélio José de Andrade.

Anaerobic digestion represents a feasible option for the treatment of high
strength organic effluents such as food-processing industries wastewater. However, its
application is still limited due to a common misconception that anaerobic process
cannot tolerate toxicity of chemical products that may be contained in industrial
wastewaters. In the food industry, most toxic substances come from cleaning and
sanitizing systems like detergents and disinfectants. This study evaluated the effect of
chemical agents on efficiency of chemical oxygen demand (COD) removal in batch
anaerobic reactors treating a synthetic media. Groups of each detergent class as alkaline,
acid, surfactants and chelating agents, were evaluated separately and mixed using two
formulations: alkaline detergent and acid detergent. Moreover, two chemical sanitizers
and mixtures of these sanitizers with the detergent formulations were evaluated. The
evaluated concentrations were defined based on concentration recommended in
sanitation procedures and dilution factors by rinse procedures. The performance of the
reactors was evaluated by pH and soluble COD. Systems containing EDTA, sodium
hexametaphosphate and sodium hypochlorite did not manifest inhibition at any
concentration evaluated while peracetic acid at 60 mg.L™" reduced the performance of
the process. Surfactants showed different effects: anaerobic digestion was inhibited by

sodium dodecylsulfate (anionic surfactant) at concentrations above 150 mg.L™ while
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Tween 80 (non-ionic surfactant) stimulated the process at 15 mg.L”. The greatest
inhibitions were attributed to alkaline agent (sodium hydroxide) and acid agent (nitric
acid) due to intense influence of pH on system performance. There was no synergism
among components of detergent formulations with the behavior of the main agent of
each formulation predominating, at all evaluated concentrations. The assessment of
detergents and sanitizer mixtures confirms magnitude of effect of pH on anaerobic

microorganisms and antimicrobial activities of evaluated chemical sanitizers.
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1 INTRODUCAO

A questdo ambiental destaca-se como uma das maiores preocupacdes atuais em
todo o mundo, visto que o controle da polui¢do estd diretamente relacionado com a
protecdo da saude, garantia do meio ambiente ecologicamente equilibrado e a melhoria
da qualidade de vida.

Como exigido para todas as fontes poluidoras, os efluentes de industrias de
alimentos s6 podem ser lancados nos corpos receptores apoOs tratamento adequado.
Devido a sua alta biodegradabilidade s3o considerados candidatos ideais ao tratamento
biologico, que tem se tornado uma alternativa cada vez mais atrativa considerando-se a
crescente busca por uma sociedade sustentavel.

Dentre os processos biologicos empregados no tratamento de efluentes
destacam-se os sistemas anaerdbios que vem ganhando destaque em nivel mundial e
principalmente em paises tropicais, como o Brasil, representando uma alternativa
atrativa para tratamento de varios tipos de efluentes, principalmente os que apresentam
carga organica acima de 1000 mg DQO.L", como os gerados pelas indistrias de
alimentos. Além disso, os sistemas anaerobios representam uma fonte alternativa de
energia, devido a producdo de metano, enquanto auxiliam no controle da polui¢ao por

meio da diminui¢ao da carga de matéria organica presente no efluente.



Os sistemas anaerobios de tratamento de efluentes envolvem a conversdo dos
compostos organicos complexos presentes no efluente em biogas, constituido de metano
e dioxido de carbono, por meio de uma seqiiéncia de transformagdes microbianas
realizadas por um consoércio de microrganismos. Por se basear em catdlise microbiana,
diversos fatores ambientais afetam o processo, dentre eles temperatura, pH, composi¢ao
quimica do efluente, presenca de nutrientes, competicdo das arqueobactérias
metanogénicas com as bactérias redutoras de sulfato e presenca de substancias que
podem ser toxicas a microbiota presente nas unidades de tratamento. No caso da
industria de alimentos, a maioria dessas substincias origina-se dos procedimentos de
limpeza e sanitizagdo como detergentes e sanitizantes.

A toxicidade tem sido considerada uma das principais razdes da ndo utilizacao
mais generalizada da digestdo anaerobia e do baixo aproveitamento de suas diversas
vantagens. Assim, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito de agentes
quimicos empregados nos procedimentos de higienizacao de industrias de alimentos, na

eficiéncia global do processo de digestao anaerobia.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Geraciao de residuos em industrias de alimentos

A descarga dos efluentes gerados pela agricultura e industrias de alimentos
constitui um dos principais problemas ambientais em todo o mundo. A presente
tendéncia de globalizacdo tem levado a constru¢do de fabricas cada vez maiores,
implicando na descarga de grandes volumes de efluente no ambiente
(LOPEZ-FIUZA et al., 2002).

Os residuos de industrias de alimentos normalmente sdo biodegradaveis e muito
variaveis em sua composi¢do, podendo incluir sélidos e liquidos, alimentos ricos em
proteina ou ricos em carboidratos, alimentos gordurosos e residuos quimicos
provenientes tanto do processamento como dos procedimentos de limpeza. No entanto,
a quantidade de efluente gerada e seu alto teor de matéria organica podem desencadear
sérios problemas ambientais, caso nao receba algum tipo de tratamento antes da
disposicdo nos corpos receptores. Os padrdes para efluentes exigidos pelas autoridades
locais ou regionais variam muito e dependem do local de descarga do efluente, do grau
de dilui¢do no corpo receptor, dentre outros fatores (HAYES, 1995).

A Resolucao do Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA n° 357,
de 17 de margo de 2005, dispde sobre a classificagdo e diretrizes ambientais para o
enquadramento dos corpos de agua superficiais, bem como estabelece as condi¢des e
padroes de lancamento de efluentes. Segundo o artigo 34 desta Resolugdo, os efluentes

de qualquer fonte poluidora somente poderdo ser langados, direta ou indiretamente, nos



corpos de agua desde que obedegam aos padrdes apresentados no QUADRO 1 e as
seguintes condi¢des:

-pHentre 5a9;

- temperatura inferior a 40 °C, sendo que a variagdo de temperatura do corpo
receptor nao devera exceder a 3 °C na zona de mistura;

- materiais sedimentaveis at¢é 1 mL.L" em teste de 1 hora em cone Imhoff.
Para o lancamento em lagos e lagoas, cuja velocidade de circulagdo seja praticamente
nula, os materiais sedimentaveis deverao estar virtualmente ausentes;

- regime de langamento com vazdo maxima de até 1,5 vezes a vazdo média do
periodo de atividade didria do agente poluidor, exceto nos casos permitidos pela
aurtoridade competente;

- dleos e graxas: 1) 6leos minerais até 20 mg.L™'; 2) dleos vegetais e gorduras
animais até 50 mg.L"'; e

- auséncia de materiais flutuantes.

QUADRO 1 — Padrdes de lancamento de efluentes estabelecidos pela Resolugdo CONAMA
n°® 357, de 17 de margo de 2005.

Padroes

Parametros Inorganicos Valor Maximo Parimetros Orginicos Valor Maximo

Arsénio total 0,5mg.L" As Cloroformio 1,0 mg.L"
Bario total 50mg.L"' Ba Dicloroeteno 1,0 mg.L"
Boro total 50mg.L"' B Fenois totais 0,5 mg.L"' C6H50H
Cadmio total 02mgL"'Cd  Tetracloreto de carbono 0,5 mg.L"
Chumbo total 0,5 mg.L" Pb Tricloroeteno 0,5 mg.L"
Cianeto total 0,2mg.L"' CN

Cobre dissolvido 1,0 mg.L" Cu

Cromo total 0,5mg.L" Cr

Estanho total 4,0 mg.L" Sn

Ferro dissolvido 15,0 mg.L" Fe

Fluoreto total 10,0 mg.L"' F

Manganés dissolvido 1,0 mg.L"' Mn

Mercurio total 0,01 mg.L"' Hg

Niquel total 2,0 mg.L™" Ni

Nitrogénio amoniacal total 20,0 mg.L' N

Prata total 0,1 mg.L"' Ag

Selénio total 0,30 mg.L"' Se

Sulfeto 1,0 mg.L'1 S

Zinco total 50mg.L" Zn




2.2. Tratamento de efluentes de industrias de alimentos

A sociedade poés-industrial vem pressionando a indUstria e os o6rgdos
governamentais a implementarem sistemas de gerenciamento ambiental rigidamente
estruturados. Para todos os residuos, particularmente os liquidos e gasosos, as
exigéncias crescentes estdo relacionadas a reutilizagdo maxima e dissipacdo minima
para a atmosfera (VERSTRAETE, 1999).

A busca por uma sociedade sustentavel exige uma reducdo da dependéncia de
combustiveis fosseis e diminuicdo da poluicdo gerada. O tratamento bioldgico de
efluentes consegue atingir essas duas metas simultanecamente, uma vez que muitos
bioprocessos podem fornecer bioenergia ou compostos quimicos valiosos enquanto
alcangam o objetivo de controle da poluicdo. Dentre esses bioprocessos destaca-se a
digestao anaerdbia metanogénica, onde o metano produzido pode ser utilizado como
combustivel ou convertido a metanol para utilizagdo na producao de biodiesel
(ANGENENT et al., 2004).

Efluentes agroindustriais como os provenientes de industrias de alimentos,
bebidas ou mesmo criacdo de animais sdo considerados candidatos ideais ao tratamento
biologico devido aos altos niveis de matéria organica facilmente biodegradavel
(ANGENENT et al., 2004). Dentre as vantagens dos processos microbiologicos estao
incluidos o baixo custo da catdlise microbiana, sua capacidade de adaptagdo a condigdes
variadas ou homeostase, ¢ o fato da biotecnologia ambiental ser classificada como
“verde”, ou ecologicamente correta (GROMMEN e VERSTRAETE, 2002).

O tratamento biologico, que pode ser aerdbio ou anaerdbio, implica na
conversdo da matéria organica em didéxido de carbono e 4gua, no caso da digestdo
aerdbia, ou em metano e didoxido de carbono na digestdo anaerdbia. Em adi¢do a esses
produtos finais, solidos na forma de material celular também s3o produzidos

(CHERNICHARO, 1997).



2.3. Tratamento anaerobio de efluentes

Frente ao crescente interesse por assuntos ambientais e relacionados a energia, a
tecnologia do tratamento anaerobio de efluentes representa um método atrativo que esta
sendo amplamente aceito e utilizado em todo o mundo. Atualmente, a tecnologia
anaerdbia ¢ reconhecida como um método de pré-tratamento util e bem estabelecido,
para efluentes organicos e residuos solidos que apresentam média e alta carga organica
(acima de 1000 mg DQO.L"), o que inclui efluentes de industrias de alimentos
(SEKIGUCHI, KAMAGATA ¢ HARADA, 2001).

O emprego da tecnologia anaerébia tem crescido na América Latina,
principalmente no Brasil, tanto em numero quanto em volume de reatores, constituindo
uma importante contribuicdo ao desenvolvimento desta tecnologia, o que se deve
principalmente as condi¢des climaticas favoraveis (BORZACCONI et al., 1995).

As principais vantagens e desvantagens dos processos anaerobios de tratamento

de dguas residudrias sao apresentadas no QUADRO 2.

QUADRO 2 - Vantagens e desvantagens dos processos anaerobios de tratamento de aguas

residudrias.
Vantagens Desvantagens
« baixa producao de solidos « a partida do processo pode ser lenta
« baixo consumo de nutrientes como « necessidade de pos-tratamento
nitrogénio e fosforo
« baixo consumo de energia » remocao insatisfatoria de nitrogénio, fosforo e
organismos patogénicos
« produgdo de gas metano « possibilidade de geragdo de maus odores

« tolerancia a elevadas cargas organicas e e« possibilidade de geracao de efluente com

volumétricas aspecto desagradavel
« baixa demanda de area « inibigdo das bactérias anaerdbias por alguns
compostos
« baixos custos de implantagdo « a bioquimica e a microbiologia da digestao

anaerdbia ainda sdo pouco conhecidas
« aplicabilidade em pequena e grande
escala
« possibilidade de biodegradagao de
compostos xenobidticos e recalcitrantes

Fonte: BITTON, 1994; CHERNICHARO, 1997.




2.4. Microbiologia da digestao anaerobia

A digestdo anaerobia, anteriormente mais utilizada para estabiliza¢do de lodos,
recentemente tem sido empregada no tratamento de efluentes industriais, o que so se
tornou possivel devido a melhor compreensdo da microbiologia do processo e ao
aperfeicoamento das configuracdes de reatores (BITTON, 1994).

A transformac¢do dos compostos organicos complexos em metano envolve uma
seqiiéncia de transformagdes microbianas realizadas por um consorcio de
microrganismos composto principalmente de bactérias, embora alguns fungos e
protozodrios possam ser encontrados em digestores anaerdbios. Bactérias anaerdbias
facultativas e estritas (Bacteroides, Bifidobacterium, Clostridium, Lactobacillus,
Streptococcus) estdo envolvidas no processo, havendo interagdes de sinergismo entre os
diversos grupos de microrganismos incluidos (BITTON, 1994).

O processo de digestao anaerdbia (FIG. 1) pode ser subdividido em quatro fases
principais: hidrdlise, acidogénese, acetogénese e metanogénese (BITTON, 1994; VAN
HAANDEL e LETTINGA, 1994; CHERNICHARO, 1997).

Organicos Complexos
(Carboidratos, Proteinas, Lipideos)

Bactérias Fermentativas
(Hidrdlise)

Y

Organicos Simples
(Agucares, Aminoacidos, Peptideos)

Bactérias Fermentativas
(Acidogénese)

Y

Acidos Organicos
(Propionato, Butirato, etc.)

Bactérias Acetogénicas
(Acetogénese)
- v -
Bactérias acetogénicas produtoras de hidrogénio

H, + CO. — — - »  Acetato
Bactérias acetogénicas consumidoras de

hidrogénio

Bactérias Metanogénicas
(Metanogénese)

CH, + CO,
Metanogénicas Metanogénicas
hidrogenotroficas acetoclasticas

FIGURA 1 - Seqiiéncias metabolicas e grupos microbianos envolvidos na digestdo anaerdbia
(CHERNICHARO,1997).



Hidrolise

Nesta primeira etapa, um consoércio de bactérias anaerdbias hidrolisa moléculas
organicas complexas como proteinas, carboidratos e lipideos, em mondémeros como
aminoacidos, glicose, acidos organicos e glicerol que sdo compostos de menor peso
molecular capazes de serem assimilados pelas bactérias fermentativas. Normalmente, a
fase hidrolitica ¢ catalisada por enzimas extracelulares excretadas pelas bactérias
fermentativas como proteases, celulases e lipases (CHERNICHARO, 1997).

A taxa de hidroélise ¢ lenta e pode ser limitante para todo o processo de digestao
anaerobia (VAN HAANDEL e LETTINGA, 1994). Diversos fatores podem afetar o
grau e a taxa em que o substrato ¢ hidrolisado, entre eles a temperatura operacional do
reator, tempo de residéncia do substrato no reator, composicao do substrato, tamanho
das particulas, pH do meio, concentragdo de N- NH;" e concentracio de produtos da

hidrélise como acidos organicos (LETTINGA, HULSHOF e ZEEMAN, 1996).

Acidogénese

Os compostos dissolvidos gerados no processo de hidrélise como por exemplo
aminoacidos, agucares e acidos organicos, sdo absorvidos pelas células das bactérias
fermentativas e, apds a acidogénese, excretados na forma de substancias organicas
simples como acidos organicos (dcido férmico, acético, propidnico, butirico, latico,
succinico), alcoois (etanol, glicerol, propanol, butanol), cetonas (acetona) e compostos
minerais, como CO,, H,, NH3, H,S, dentre outros. A formagdo dos produtos varia com
o tipo de bactéria presente no reator e com condi¢des do meio como temperatura, pH e
potencial de oxi-reducdo, sendo o acetato o principal produto da fermentacdo de
carboidratos (BITTON, 1994).

A fermentac¢do acidogénica ¢ realizada por um grupo diversificado de bactérias,
a maioria anaerobia estrita. Algumas espécies, como as bactérias entéricas, sio
anaerdbias facultativas e podem metabolizar o material organico pela via oxidativa,
sendo de extrema importancia nos sistemas de tratamento de residuos, uma vez que o
oxigénio dissolvido eventualmente presente poderia se tornar uma substancia toxica aos
anaerobios estritos, caso ndo fosse removido (VAN HAANDEL e LETTINGA, 1994).

Os valores 6timos de temperatura e pH especificos para esta etapa sao de 35 °C e

4,0 a 6,0, respectivamente.



Acetogénese

Bactérias acetogénicas, como Syntrobacter wolinii e Syntrophomonas wolfei,
convertem os produtos da acidogénese em acetato, CO, e H,, que sdo substratos para a
produgdo de metano. Esse grupo de microrganismos requer baixa tensdo de hidrogénio
para conversao de acidos organicos. Sob pressao parcial de hidrogénio relativamente
alta, a formacdo de acetato ¢ reduzida e o substrato ¢ convertido a 4cido propiodnico,
acido butirico e etanol em maior propor¢do do que em metano. Existe, portanto, uma
relacdo simbidtica entre bactérias acetogénicas e arqueobactérias metanogénicas, sendo
as metanogénicas auxiliares na manuten¢do da baixa tensdo de hidrogénio requerida

pelas bactérias acetogénicas (BITTON, 1994).

Metanogénese

A etapa final do processo global de degradacdo anaerdbia de compostos
organicos em metano e didoxido de carbono ¢ efetuada por microrganismos
metanogénicos, anaerobios estritos, que utilizam um numero limitado de substratos
compreendendo acido acético, hidrogénio/dioxido de carbono, acido formico, metanol,
metilaminas e monoxido de carbono (CHERNICHARO, 1997).

Do ponto de vista taxondmico, as metanogénicas pertencem ao dominio
Archaea, sendo os microrganismos pertencentes a este dominio denominados
arqueobactérias. As principais diferencas e similaridades entre arqueobactérias,

eubactérias e eucariotos sdo apresentadas no QUADRO 3 (WHITE, 2000).

QUADRO 3 — Comparagao entre eubactérias, arqueobactérias e eucariotos.

Caracteristica Bacteria Archaea Eukarya
Peptideoglicano Sim Nao Nao
Lipideos Ligacdes éster Ligacdes éter Ligacdes éster
Ribossomos 70S 70S 80S
RNA polimerase 1 Varias 3

(4 subunidades) (8-12 subunidades) (12-14 subunidades)
Sensibilidade do ribossomo a Sim Nao Nao

cloranfenicol, estreptomicina

Fonte: WHITE, 2000.




Em funcao de sua afinidade por substrato e magnitude de producao de metano,
as arqueobactérias metanogénicas sdo divididas em dois grupos principais:
metanogénicas acetoclasticas, que formam metano a partir de acido acético ou metanol,
e metanogénicas hidrogenotroficas, que produzem metano a partir de hidrogénio e

didxido de carbono.

Metanogénicas acetoclasticas

Embora este grupo envolva poucas espécies, normalmente sdo o0s
microrganismos predominantes na digestdo anaerébia. Sdo responsaveis por cerca de 60
a 70% de toda a produgcdo de metano, a partir do grupo metil do é4cido acético.
Pertencem a dois géneros principais: Methanosarcina, que possui espécies capazes de
utilizar também o hidrogénio e as metilaminas, e Methanosaeta (Methanothrix), que

utiliza exclusivamente o acetato (BITTON, 1994; CHERNICHARO, 1997).

Metanogénicas hidrogenotroficas

Ao contrario das acetoclasticas, praticamente todas as espécies conhecidas de
arqueobactérias metanogénicas sao capazes de produzir metano a partir de hidrogénio e
dioxido de carbono. Os géneros mais freqiientemente isolados em reatores anaerdbios
sdo0: Methanobacterium, Methanospirillum e Methanobrevibacter.

Tanto as metanogénicas acetoclasticas quanto as hidrogenotroficas sdo muito
importantes na manutengdo do curso da digestdo anaerdbia, visto que sdo responsaveis
pela fungdo essencial de consumir o hidrogénio produzido nas fases anteriores. O
consumo de hidrogénio proporciona o abaixamento da pressao parcial de hidrogénio no
meio, tornando possivel as reagdes de producao das acidogénicas e acetogénicas.

As arqueobactérias metanogénicas sao os organismos chave no processo de
digestdo anaerdbia e, devido a sua baixa taxa de crescimento, alta especificidade para
substrato e relativamente alta susceptibilidade ao stress ambiental, freqiientemente a
metanogénese ¢ considerada a fase mais critica do processo. Além disso, uma eficiéncia
satisfatoria do processo de tratamento de efluente s6 ¢ alcancada apds a conclusdo dessa

etapa (KOSTER e LETTINGA, 1984).
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A caracteristica metabodlica mais relevante do processo de digestdo anaerdbia ¢
que as conversoes fermentativas de matéria organica a acidos organicos sao muito mais
rapidas que os estagios posteriores de conversdo de acidos a acetato e formacdo de
metano. Portanto, se por alguma razdo, a taxa de remog¢ao de acidos volateis por meio
da metanogénese ndo acompanha a taxa de producao dos mesmos, pode surgir uma
situacdo de instabilidade: a produgdo liquida de 4cido resulta na tendéncia de
diminui¢do do valor do pH, o que poderd causar uma reducdo adicional da atividade
metanogénica e o aumento da produgdo liquida de acido. Na pratica esse aumento da
acidez, conhecido como “azedamento” no reator anaerobio, ¢ a causa mais comum de
falha operacional de sistemas anaerobios. Este perigo pode ser evitado mantendo-se o
equilibrio entre as fermentacdes acida e metanogénica, a capacidade metanogénica alta,
e uma boa estabilidade do pH, por meio de uma alta capacidade tamponante (ADAMS,
1986; BITTON, 1994).

A temperatura e faixa de pH Otima para as arqueobactérias metanogénicas sao de
35°Ce 7,0 a 7,8, respectivamente. Uma composicao tipica do biogas ¢ 70 a 75% CHa,
20 a 25% CO; e 5% H,S e outros gases como NO,, H,, CO (SHULER e KARGI, 2002).

2.5. Fatores que afetam a microbiologia da digestao anaerdbia

O crescimento microbiano ¢ influenciado por caracteristicas fisicas e quimicas
do ambiente. Em geral, fatores fisicos atuam como agentes seletivos de
grupos microbianos enquanto fatores quimicos podem ou nd3o ser seletivos
(CHERNICHARO, 1997).

A digestao anaerdbia ¢ particularmente suscetivel a variagdes nas condigdes
ambientais, uma vez que o processo requer a interacdo das bactérias fermentativas e
metanogénicas. Atencdo especial deve ser dispensada as arqueobactérias
metanogénicas, consideradas as mais vulneraveis a alteragcdes das condigdes do meio
(LETTINGA, HULSHOF ¢ ZEEMAN, 1996).

Fatores ambientais importantes no controle da digestio anaerdbia de aguas
residudrias sdo temperatura, pH, composicdo quimica do efluente, presenca de
nutrientes, competi¢do entre metanogénicas e bactérias redutoras de sulfato e presenga

de materiais toxicos (BITTON, 1994; VAN HAANDEL e LETTINGA, 1994).
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Temperatura

A possibilidade de controlar a temperatura do efluente pelo aproveitamento da
energia quimica do metano ainda ¢ muito limitada, e a utilizagdo de outra forma de
energia para controle da temperatura no reator também ¢ incomum. Assim, a
temperatura no reator dependeréd do processo produtivo da industria e do clima na regido
onde o efluente ¢ produzido, sendo quase sempre um valor abaixo da temperatura 6tima
para a digestdo anaerobia que se encontra na faixa de30 a 35 °C (VAN HAANDEL e
LETTINGA, 1994).

A digestao anaerdbia do efluente depende fortemente da temperatura, visto que
0s microrganismos nao possuem meios de controlar sua temperatura interna e, dessa
forma, a temperatura no interior da célula ¢ determinada pela temperatura ambiente
externa (CHERNICHARO, 1997).

A produgdo microbiana de metano pode ocorrer numa faixa ampla de
temperatura de 0 a 97 °C, observando-se dois niveis 6timos associados a digestao
anaerobia, um na faixa mesofilica de 30 a 35 °C e o outro na faixa termofila de 50 a
55 °C. A digestdo termofilica permite a aplicacdo de cargas mais elevadas, além de
conduzir a uma maior destruicdo de patégenos; porém, ¢ mais susceptivel a substancias
toxicas. A digestdo anaerobia € possivel a temperaturas em torno de 10 °C, porém a
eficiéncia e a taxa de digestdo diminuem muito com a redu¢do da temperatura. Dessa
forma, o processo ¢ mais atrativo para aplicacdo em regides tropicais e subtropicais,
onde a temperatura do efluente normalmente ndo atinge valores inferiores a 18 °C (VAN
HAANDEL e LETTINGA, 1994; CHERNICHARO, 1997).

O efeito da temperatura nos dois primeiros estdgios do processo de digestdo
anaerobia, hidrdlise e acidogénese, ndo ¢ muito relevante visto que em uma populagao
mista sempre existe alguma bactéria com seu 6timo na faixa de interesse. Os dois
ultimos estagios da decomposi¢ao sdo mais sensiveis a alteragdes na temperatura por
serem realizados por microrganismos especificos envolvendo bactérias acetogénicas e

arqueobactérias metanogénicas (RAJESHWARI et al., 2000).
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pH

O efeito do pH sobre o processo anaerdbio se manifesta de duas formas:
diretamente, afetando por exemplo atividade de enzimas por meio de alteragcdes em sua
conformacdo; ou indiretamente, afetando a toxicidade de diferentes compostos
(LETTINGA, HULSHOF ¢ ZEEMAN, 1996).

O valor e a estabilidade do pH no reator anaerébio sdo extremamente
importantes. Para reatores de fase unica a faixa recomendada encontra-se entre 6,0 e 8,0
(ARCHER, 1983). Uma taxa elevada de metanogénese so6 pode se desenvolver quando o
pH se mantém em uma faixa estreita préxima a neutralidade, sendo a faixa 6tima de 7,0
a 7,8 (VAN HAANDEL e LETTINGA, 1994; SHULER e KARGI, 2002).

As populacdes microbianas responsaveis pela fermentacio 4cida sdao bem menos
sensiveis a alteracdes de pH, podendo prevalecer sobre a fermentagdo metanogénica, a
um pH baixo, resultando no aumento acentuado de acidez no reator. Assim, um
aumento do nivel de acidos volateis serve como indicador de perturbagdes no sistema.
Nesse caso, o reator somente comecgard a funcionar novamente apds a adigdo de
alcalinidade externa, por meio da introducdo de quimicos como cal, amoénia, hidréxido
de sodio ou bicarbonato de sddio.

O valor do pH no reator se estabelece apds o equilibrio i6nico dos diferentes
sistemas 4acido-base presentes. Os sistemas de 4cidos fracos ndao completamente
ionizados sdo os mais importantes para estabelecer o pH e, em particular, o sistema
carbonico (CO, - HCO3™ - CO5) pode ser determinante para o valor e estabilidade do

pH no reator (VAN HAANDEL e LETTINGA, 1994).

Composicao quimica do efluente

O consoércio de microrganismos envolvido na digestdo anaerdbia ¢ capaz de
produzir metano a partir de carboidratos, proteinas, lipideos, podendo ainda alguns
grupos utilizar compostos aromaticos complexos como fonte de carbono. Contudo,
certos compostos como lignina e n-parafinas dificilmente sdo degradados pelas bactérias

anaerdbias.
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Para manutengcdo de uma digestdo anaerobia adequada, o efluente deve ser
nutricionalmente balanceado com relagdo aos teores de nitrogénio, fosforo, enxofre,
dentre outros. Metanogénicas utilizam amonia e sulfeto como fontes de nitrogénio e
enxofre, respectivamente. Embora o sulfeto na forma ndo-ionizada em niveis superiores
a 150-200 mg.L™" seja toxico para as metanogénicas, essa substdncia ¢ requerida como

fonte de enxofre (SPEECE, 1983).

Presenca de nutrientes

As necessidades nutricionais das populagdes microbianas envolvidas nos
processos biologicos de tratamento s3o usualmente estabelecidas a partir da composicao
quimica das células microbianas. Como a composi¢do exata ¢ raramente conhecida, os
requisitos de nutrientes sdo determinados com base na composi¢do empirica das células
microbianas (CHERNICHARO, 1997).

Para que os processos bioldgicos de tratamento sejam operados com sucesso, 0s
nutrientes inorganicos necessarios ao crescimento dos microrganismos devem ser
fornecidos em quantidades suficientes. O ndo suprimento de nutrientes deve ser
compensado de alguma forma, seja por meio da aplicagdo de menores cargas ao sistema
de tratamento, ou permitindo que a eficiéncia do sistema seja reduzida

(CHERNICHARO, 1997; RAJESHWARI et al., 2000).

Competicao entre arqueobactérias metanogénicas e bactérias redutoras de sulfato

Arqueobactérias metanogénicas e bactérias redutoras de sulfato competem pelo
mesmo doador de elétrons, acetato e Hy, sendo o resultado dessa competicdo dependente
das condigdes ambientais impostas aos microrganismos. Os fatores mais importantes
sdo o pH e a concentracdo de sulfeto no meio de reacao.

Visto que bactérias redutoras de sulfato e arqueobactérias metanogénicas
apresentam diferentes faixas de pH otimo e pH para crescimento, o pH do reator
desempenha uma importante fun¢ao na determinagdo do grupo tréfico predominante.
Além disso, assumindo-se que a molécula de sulfeto de hidrogénio nio-dissociada ¢
agente de toxicidade, o pH do sistema determina qual a fracdo da concentracao total de
sulfeto de hidrogénio encontra-se na forma ndo dissociada (BITTON, 1994;

O'FLAHERTY et al., 1998).
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O estudo cinético do crescimento desses dois grupos de microrganismos mostra
que as bactérias redutoras de sulfato apresentam uma maior afinidade por acetato que as
metanogénicas. Assim, em baixas concentracdes de acetato, bactérias redutoras de
sulfato competirdo com as metanogénicas, desviando elétrons da geragdo de metano
para a reducgdo de sulfato (McFARLAND e JEWELL, 1990). Metanogénicas e bactérias
redutoras de sulfato sdo muito competitivas a proporgoes de DQO/SO,4 de 1,7-2,7. Um

aumento dessa razdo favorece as metanogénicas, enquanto uma diminuicao ¢ favoravel

as redutoras de sulfato (BITTON, 1994).

Materiais toxicos

Normalmente, muitos produtos quimicos estdo presentes em efluentes
industriais, podendo conduzir a dois tipos de fendmenos: inibicdo do crescimento
microbiano ou morte dos microrganismos presentes nas unidades de tratamento. A
toxicidade de efluentes complexos ¢ dificil de ser julgada pela avaliagdo de compostos
isolados, devido a possivel ocorréncia de efeitos antagénicos ou de sinergismo. Além
disso, um determinado composto pode exercer diferentes efeitos em diferentes grupos
de microrganismos presentes nas unidades de tratamento de efluentes como bactérias
anaerobias, nitrificantes, denitrificantes dentre outras (LOPEZ-FIUZA et al., 2002).

A sensibilidade a compostos toxicos tem sido considerada uma das principais
razdes da ndo utilizagdo mais ampla da digestdo anaerdbia e do ndo aproveitamento de
suas diversas vantagens, uma vez que existe uma percep¢do difundida de que os
processos anaerdbios ndo sdo capazes de tolerar a toxicidade (PARKIN e SPEECE,
1982; PARKIN et al., 1983; KHALIL et al., 1988; FANG e CHAN, 1997). Visto que
qualquer composto, quando presente em concentracdes suficientemente elevadas pode
ser toxico, a toxicidade deve ser discutida em termos de niveis toxicos ao invés de
materiais toxicos. Consideragdes pertinentes como as concentragdes requeridas para
causar toxicidade, reversibilidade do efeito toxico e potencial de aclimatacdo dos
microrganismos, devem ser observadas (CHERNICHARO, 1997).

Virios fatores influenciam a a¢do de quimicos sobre microrganismos, dentre eles
a natureza especifica do agente quimico, natureza especifica dos microrganismos,
concentracdo do agente quimico, tempo de contato, temperatura, presenca de matéria

organica e tensdo superficial (GAINEY e LORD, 1952).
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A inibi¢do toxica por quimicos organicos € inorganicos ¢ o principal problema
encontrado durante o tratamento biologico de efluentes industriais. Dentre os quimicos
inorganicos, destacam-se:

- Amonia, que na forma ndo-ionizada ¢ téxica aos microrganismos
metanogénicos. Contudo, visto que a producao de amonia nao-ionizada depende do pH,
pouca toxicidade ¢ observada em pH neutro (BITTON, 1994);

- Metais pesados como Cu™, Pb"", Cd"™, Ni"", Zn"", Cr'® encontrados em
efluentes e lodos de origem industrial sdo inibidores da digestdo anaerdbia. A toxicidade
dos metais ¢ reduzida por meio da reagdo com sulfeto de hidrogénio, que conduz a
formagdo de precipitados insoluveis de metais pesados. Contudo, alguns metais como
niquel, cobalto e molibdénio podem estimular as arqueobactérias metanogénicas em
concentragdes trago (BITTON, 1994; VAN HAANDEL e LETTINGA, 1994);

- Sulfeto, um dos maiores inibidores da digestdo anaerobia. O sulfeto pode ser
formado dentro do reator pela reducdo de sulfato. No entanto, a faixa de concentragao
de sulfeto para uma toxidade consideravel encontra-se entre 150 ¢ 200 mg.L”, muito
acima da concentra¢do normalmente presente em aguas residuarias, entre 2 e 20 mg.L™
(VAN HAANDEL e LETTINGA, 1994).

O grupo de quimicos organicos inclui compostos organicos clorados, compostos
fenolicos, surfactantes, pesticidas, dentre outros. Alguns desses compostos,
denominados xenobidticos, sdo estranhos aos sistemas bioldgicos como hidrocarbonetos
clorados, compostos fendlicos, acidos graxos de cadeia longa, taninos (BITTON, 1994).

Os compostos xenobidticos, em sua maioria, sdo recalcitrantes, ou seja,
resistentes a biodegradacdo. Algumas das razdes mais comuns para essa recalcitrancia
sdo substituicdes ndo usuais, como cloro e outros halogénios; ligacdes quimicas nao
usuais, como atomos de C tercidrio e quaternario; anéis aromadticos altamente
condensados e de tamanho molecular excessivo (WALTER e CRAWFORD, 1996).

Existem duas preocupacdes com relacdo ao destino dos quimicos organicos
toxicos nas unidades de tratamento de efluentes: biodegradagdo desses compostos,
sabendo-se que ¢ desejavel a mineralizacdo de xenobidticos a CO; ou, no minimo, a
metabolitos menos toxicos; e toxicidade dos xenobidticos a organismos do tratamento
de efluentes, com subseqiiente reducdo na remoc¢ao de DBO ou inibi¢do da nitrificacdo e

produgdo de metano (BITTON, 1994).
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Neste estudo, o fator ambiental enfatizado ¢ a presenca de substancias toxicas,
mais especificamente, agentes quimicos normalmente utilizados nos procedimentos de

higienizagao de industrias de alimentos.

2.6. Agentes quimicos empregados nos procedimentos de higienizaciao

Os processos de higienizacdo nas industrias de alimentos geralmente se
constituem de duas etapas: limpeza e desinfeccdo. A eficiéncia com a qual essas
operagdes sdo realizadas afeta diretamente a qualidade do produto final.

De forma resumida, as etapas basicas envolvidas no procedimento de limpeza
sao: remocdo da sujidade grosseira; remog¢ao da sujeira residual com auxilio de
detergentes e enxaglie para remocdo do detergente e da sujidade. Porém,
freqiientemente a limpeza ¢ sucedida por um procedimento de sanificacdo ou
esterilizagdo, que envolve dois passos adicionais: a desinfeccdo ou esterilizagdo de
superficies, com agentes adequados para destruir microrganismos, € o enxagiie desses
agentes. O enxaglie se faz necessdrio somente quando agentes quimicos sdo
empregados. Métodos fisicos como calor e radiagdo também podem ser utilizados na
etapa de sanificacdo (HAYES, 1995).

O modo de realizacdo da limpeza depende da natureza da sujidade ou
contaminag¢do a ser removida, do tipo de superficie a ser limpa, dos materiais utilizados
para a limpeza, do grau de dureza da agua utilizada e do padrdo de limpeza requerido. A
limpeza adequada de equipamentos, utensilios, pisos, paredes ¢ do ambiente ¢
responsavel por até 90% da eficiéncia do processo de higienizagdo, visto que uma
limpeza eficiente da superficie € essencial para remover sujidades que podem proteger o
microrganismo da a¢do do sanitizante e propiciar condi¢des para formagao de biofilmes

(BERUBE e OXBORROW, 1991; HAYES, 1995).

2.6.1. Detergentes

A funcdo dos detergentes ¢ auxiliar na remocdo de sujidades por meio do
amolecimento da sujeira presente em uma determinada superficie, mantendo-a em
solugdo de modo que possa ser removida durante o enxagiie. Este procedimento também
reduzird o numero de microrganismos presentes no equipamento, porém a funcao

primaria dos agentes de limpeza ¢ auxiliar na remog¢ao de sujidades (ICMSF, 1995).
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Dentre as caracteristicas desejaveis para um detergente ideal destacam-se:
solubilidade em 4gua a temperatura desejada; ndo corrosivo a superficies de
equipamentos; nao irritante a pele e aos olhos; ndo toxico; inodoro; biodegradavel;
econdmico; facil enxagiie; estavel durante periodos prolongados de estocagem; efetivo
para todos os tipos de sujidades (HAYES, 1995).

Além dessas caracteristicas, devido ao amplo espectro de substancias a serem
removidas, os detergentes devem apresentar as seguintes propriedades:

. umedecer a superficie da sujidade, facilitando assim a penetracdo da solugdo
de higienizagdo em locais de dificil acesso ¢ a remocgao da sujeira da superficie;

. dispersar materiais insoliiveis que, caso contrario podem formar agregados,
mantendo-os em suspensdo de modo que serdo enxaguados antes que possam se
depositar novamente sobre a superficie limpa;

. dissolver sujidades soluveis, independente de sua natureza, orginica ou
inorganica. Quanto mais rapida a dissolugao, melhor o detergente;

. emulsificar o6leos e gorduras, quebrando-os em glébulos menores e,
conseqlientemente, dispersando-os e mantendo-os suspensos em solugao;

. saponificar gorduras, convertendo-as em sabdes soluveis;

« seqiiestrar, removendo ou inativando, sais de calcio e magnésio dissolvidos em

aguas duras impedindo assim sua precipitacao.

Em geral, propriedade bactericida ndo ¢ uma caracteristica esperada nos
detergentes, porém alguns apresentam este atributo. No entanto, detergentes removem
fisicamente um grande numero de bactérias durante a limpeza facilitando assim o
processo subseqiiente de desinfec¢ao.

Visto que nenhum quimico apresenta todas as propriedades citadas, faz-se
necessaria a combinagdo de diferentes quimicos para formulagdo de detergentes
corretamente balanceados especificos para uma determinada necessidade de limpeza.

Os agentes detergentes sao convenientemente classificados como:

1. Alcalinos inorgéanicos: causticos e nao-causticos;

2. Acidos: organicos e inorganicos;

3. Agentes tensoativos: anidnicos, catidnicos, nao-ionicos e anfoteros;

4. Agentes complexantes: organicos e inorganicos.
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Alcalinos inorgdnicos

Muitos detergentes apresentam um alcali como um de seus principais
ingredientes, devido a sua funcdo de deslocamento de residuos por saponificacdo e sua
capacidade de solubilizar proteinas. Os detergentes alcalinos, em geral, precipitam os
sais insoluveis de célcio e magnésio presentes na agua dura. Portanto, agentes
seqiiestrantes devem ser incorporados as formulacdes de todos os detergentes alcalinos
(WALKER e LAGRANGE, 1991; HAYES, 1995). Os principais compostos incluidos

neste grupo e suas respectivas caracteristicas sdo apresentados no QUADRO 4.
Acidos orgdnicos e inorgdnicos

Os é4cidos ndo sao muito utilizados em industrias de alimentos devido a sua
corrosividade e falta de versatilidade como limpadores. Além disso, muitos sdo
perigosos e podem causar graves queimaduras a pele. No entanto, controlam o depdsito
de minerais e atuam no abrandamento da agua. Dentre os inorganicos, os acidos nitrico
e fosforico sdo comumente utilizados pois sdo mais fracos e menos corrosivos. Os
acidos organicos, que apresentam acdo bacteriostatica, sdo mais suaves que os acidos
inorganicos e sdo, portanto, mais seguros para manusear. Dentre os acidos organicos
comumente incorporados as formulagdes estdo acidos gluconico, hidroxiacético, citrico
e tartarico. Detergentes acidos normalmente incluem inibidores de corrosdo e agentes
tensoativos (HAYES, 1995). As principais caracteristicas de alguns compostos

pertencentes a este grupo também sdo apresentadas no QUADRO 4.
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QUADRO 4 — Principais propriedades de importantes componentes de formulagdes de detergentes”.

Detergente Poder de Poder de Poder de Poder Poder de Poder Enxdgiie Nio- Poder

Classe Componente molhagem dispersao dissolucio emulsificante saponificacio seqiiestrante corrosivo” bactericida
Hidroxido de sédio 1 1 4 1 4 0 1 0 4
Alcalinos  Metassilicato de sodio 2 3 3 3 3 1 3 2 2
inorganicos  Carbonato de sodio 1 1 2 1 2 0 1 2 1
Fosfato trissodico 2 3 2 3 3 2 3 1 2
Acidos /%;cido sulfamico 1 1 3 1 1 3 1 0 3
Acido hidroxiacético 1 1 2 1 1 3 2 2 2
Alquil benzeno sulfonato de so6dio 4 4 2 4 0 0 4 4 0
Surfactantes Lauril sulfato de sodio 4 4 2 4 0 0 3 4 0
Nonil fenol etoxilato de sddio 4 4 2 4 0 0 2 4 0
Dodecil diaminoetil glicina 4 3 2 4 0 0 3 4 1
Pirofosfato tetrassodico 1 2 2 2 2 3 3 4 1
Seqiiestrantes Tripolifosfato de sddio 1 3 3 2 1 3 2 4 0
Hexametafosfato de sddio 1 3 1 2 1 3 3 4 0

% 4 = excelente; 3 = bom; 2 = moderado; 1 = pouco; 0 = nenhuma atividade

b . . . ~ .
0 nesta coluna representa produto corrosivo altamente indesejavel, 4 representa nao corrosivo

Fonte: HAYES, 1995.
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Agentes tensoativos

Os agentes tensoativos reduzem a tensao superficial da dgua, facilitando assim a
molhagem. Um agente tensoativo classico ¢ o sabdo, normalmente composto de sais de
sodio ou potassio de acidos graxos como acido estearico, palmitico e oléico. Os sabdes
sdo razoavelmente efetivos em agua mole mas sua solubilidade reduzida em agua fria
constitui uma desvantagem. Além disso, sabdes formam precipitados com o célcio
presente em agua dura. Por essas razdes ¢ cada vez mais freqiiente sua substitui¢do por
detergentes sintéticos, que podem ser anionicos, catidnicos, nao-ionicos ou anfoteros,
dependendo de sua carga elétrica ativa quando em solugdo. Quando cargas negativas
predominam, o surfactante ¢ classificado como anidnico. Quando as cargas
predominantes sdo positivas, cationico. Agentes tensoativos que ndo se dissociam em
solucdo sdo designados ndo-idnicos, enquanto aqueles cuja carga predominante varia de
acordo com as condi¢coes do meio sdo denominados anféteros. Na FIG. 2, sdo

apresentadas estruturas de alguns agentes tensoativos (HAYES, 1995).

CH,
_ . |
SO, (CH,),,
|
CH,
Na* | Na*
6}
(CH,), |
0=S=0
CH, |
B B 6}

(@) (b)

CH,, O (OCH,CH,) —OH  C,H,,.NH.(CH,),. NH (CH,), . NH . CH,. COOH

(c) (d)

FIGURA 2 — Formula estrutural de alguns agentes tensoativos: (a) alquil benzeno sulfonato de
sodio - anidnico, (b) lauril sulfonato de sddio — aniénico, (c¢) nonil fenol etoxilato

- ndo-16nico; (d) dodecil diaminoetil glicina - anfotero.
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A estrutura molecular dos agentes tensoativos apresenta uma por¢ao hidrofilica e
uma porcao hidrofobica. Assim, uma extremidade da molécula ¢ atraida pela agua e a
outra por 6leos e gorduras. Estabelece-se, portanto, uma ligacdo entre a agua e o 6leo,
que ¢ a base da acao de limpeza dos surfactantes (HAYES, 1995).

Os surfactantes normalmente sao altamente soliiveis em agua fria, ndo sao muito
afetados por 4gua dura e muitos sdo estaveis em condi¢des acidas e basicas. Ainda que a
atividade bactericida de detergentes anidnicos e ndo-idnicos seja fraca, alguns
detergentes catidnicos apresentam excelente atividade bactericida, embora ndo sejam
tdo bons como detergentes. Por essa razdo, os surfactantes cationicos sdo utilizados
como desinfetantes. Outras particularidades de alguns dos agentes tensoativos mais
empregados nos procedimentos de limpeza sdo apresentadas no QUADRO 4.

As concentragdoes de surfactantes no ambiente tém  aumentado
consideravelmente, considerando-se a ampla utilizagdo de detergentes sintéticos para

fins industriais e domésticos nas ultimas décadas (MEZZANOTTE et al., 2003).
Agentes complexantes

Agua mole possui propriedades de limpeza que sdo progressivamente
enfraquecidas quanto maior a presenca de sais de calcio e magnésio dissolvidos. Uma
maior dureza da agua estd associada a uma tendéncia aumentada de precipitacao dos
sais, formando incrustagdes. Os agentes complexantes, também denominados
seqiiestrantes, sdo adicionados aos detergentes para impedir a precipitagdo do sal porém,
em longo prazo, a utilizagdo de um tratamento para abrandamento da agua de
abastecimento pode ser uma opc¢ao mais barata que a adi¢do de altas concentracdes de
seqiiestrantes aos detergentes. Obviamente, a quantidade de seqiiestrante adicionada
depende do grau de dureza da dgua e da formulagdo total do detergente (HAYES, 1995).

Os agentes complexantes inorganicos mais utilizados sdo os polifosfatos de
sodio que, além das propriedades desejadas, sdo bons agentes emulsificantes, agentes de
dissolucdo, agentes de dispersdo e melhoram o enxagiie. Os principais seqliestrantes
organicos, também  conhecidos como agentes quelantes, s3o  4acido
etilenodiaminotetraacético (EDTA), 4cido nitrilotriacético (NTA), seus sais de sodio e

potassio, e os sais de sddio dos acidos gluconico e heptdnico.
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Apesar do custo relativamente elevado, os agentes quelantes sdo muito utilizados
devido a sua alta solubilidade em formulacdes liquidas de detergentes. Caracteristicas
de alguns dos agentes complexantes mais utilizados sdo apresentadas no QUADRO 4, e

suas formulas estruturais, na FIG. 3.

ONa ONa ONa ONa ONa ONa
| | | | | |
NaO— P —0O —P —O— P — ONa NaO — P —O0—P— O— P —ONa
I I | I I |
) 0 0 0 o )
2
(a) (b)
ON ON
| 2 | 2 NaOOC . CHZ\ /CH2 . COONa
NaO— P —O—P —ONa N— CH,—CH, —N
[ | NaOOC . CH; \CH,. cooNa
o 0

(©) ()

CH,OH . (CHOH), . COONa
(e
FIGURA 3 - Formula estrutural de alguns agentes complexantes inorganicos:
(a) hexametafosfato de sodio, (b) tripolifosfato de sodio, (c) pirofosfato

tetrassodico; e organicos: (d) acido etilenodiaminotetraacetato de sodio,

(e) gluconato de sodio.

As formulagdes de detergentes sdo, portanto, misturas combinadas de diferentes
quimicos, cada qual contribuindo para as propriedades desejadas. Sendo o custo um
fator importante, os ingredientes devem ser aproveitados da melhor forma possivel e
utilizados em concentragdes que alcancem, economicamente, o grau de limpeza

desejado.

2.6.2. Sanitizantes

Para desinfeccdo de superficies de equipamentos e tubulacdes em contato com
alimentos raramente se faz necessario alcancar esterilidade total. Normalmente, o
objetivo ¢ reduzir o nimero de microrganismos alteradores em niveis considerados
seguros e eliminar patdgenos, garantindo assim a qualidade microbiolégica do produto

que entre em contato com essas superficies (HAYES, 1995).
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Calor ou agentes quimicos podem ser utilizados nas operacdes de desinfecgao,
mas ¢ importante salientar que esse procedimento deve ser precedido pela etapa de
limpeza. A eficiéncia dos desinfetantes quimicos ¢ afetada pela presenca de sujidades e,
assim, quanto mais limpa a superficie mais efetivo sera o desinfetante (HAYES, 1995;
ICMSF, 1995).

Os desinfetantes aplicados em superficies que entram em contato com alimentos
devem, idealmente, apresentar as seguintes caracteristicas (HAYES, 1995):

o capacidade de eliminar microrganismos rapidamente e, em particular,
igualmente efetivo contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. A maioria dos
esporos de fungos deve ser eliminada e a destruicao de esporos bacterianos deve ser
uma vantagem adicional;

. estabilidade razoavel na presenca de residuos organicos e, se necessario,
efetivo na presenca de sais de agua dura;

« ndo-corrosivo e nao causar manchas em superficies de qualquer tipo;

« inodoro ou possuir odor inofensivo;

« ndo-toxico e nao causar irritacdes na pele e nos olhos;

« prontamente solivel em agua e de facil enxagiie;

. estavel durante periodos prolongados de estocagem na forma concentrada e
estavel durante curto tempo de estocagem na forma diluida;

« preco competitivo € econdmico no uso.

Os fatores que influenciam a eficiéncia dos desinfetantes convencionais apos a
limpeza imida incluem: concentracdo do desinfetante, tempo de contato, temperatura,
pH, dureza da 4gua, detergentes residuais, quantidade e tipo de matéria organica
presente, tipo de superficie e tipos e niveis de microrganismos a serem eliminados
(ICMSF, 1995).

Embora muitos agentes quimicos sejam bactericidas, poucos apresentam todas
as caracteristicas listadas acima. Dentre os sanitizantes quimicos mais utilizados
encontram-se os compostos clorados, compostos iodados, compostos quaternarios de
amonio, formulagdes a base de clorhexidina, acido peracético e peroxido de hidrogénio.
Esses agentes se caracterizam por apresentarem niveis variaveis de eficiéncia em
virtude das diferentes formulagdes, pH, condi¢cdes de armazenamento e residuos

contaminantes (GIESE, 1991; ANDRADE ¢ MACEDO, 1996).
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MACEDO, ANDRADE e MELLO (1996) avaliaram a acgdo sanitizante dos
principais agentes quimicos citados sobre um indicador bioldgico especifico, um isolado
psicrotrofico acidificante denominado LC-32, alterador de leite armazenado sob
refrigera¢do. A eficiéncia dos sanitizantes foi avaliada por meio das redugdes decimais
(RD) obtidas para cada solugdo sanitizante, sendo RD igual a diferenca entre o
logaritmo decimal das células aderidas nos cupons e o logaritmo decimal das células
sobreviventes determinadas por contagem de placas, usando PCA e incubacdo a 30 °C
por 48 horas. Os resultados obtidos mostram trés niveis de eficiéncia entre os

sanitizantes, pelo teste de Duncan (P < 0,05), conforme apresentado no QUADRO 5.

QUADRO 5 — Médias de reducdes decimais na populagao de psicrotrofico acidificante LC-32

submetida a acdo de sanitizantes quimicos.

Produto analisado Médias Comparacoes
Acido peracético 6,30 a
Amonia quaternaria 7,40 a
Hipoclorito de sédio 4,53 b
Peroxido de hidrogénio 4,49 b
Clorhexidina 4,42 b
Todoforo 3,35 c

Médias seguidas de pelo menos uma letra igual, ndo apresentam diferenga significativa

entre si, pelo teste de Duncan, a nivel de 5% de probabilidade.

Um resumo dos fatores a serem considerados para a selecdo de um determinado
sanitizante ¢ apresentado no QUADRO 6. Outros fatores que afetam a selecdo de um
desinfetante incluem toxicidade, efeito sobre o alimento que estd sendo produzido,
alteracdes nos equipamentos como manchas, aprovagdo governamental da composi¢ao
do desinfetante, necessidade de enxagiie com agua potavel para remocao ¢ efeito sobre
0 ambiente e o tratamento de efluentes (ICMSF, 1995).

Os sanitizantes podem afetar os microrganismos por varios mecanismos, muitos
dos quais sdo pouco compreendidos. Segundo BLOCK (1991a), de acordo com as
concentragdes, muitos agentes quimicos podem alterar a permeabilidade da membrana
citoplasmatica e até mesmo destrui-la, alguns podem destruir a parede celular e outros
podem inibir sistemas enzimaticos essenciais a célula. Alguns sanitizantes sdo ainda

capazes de oxidar componentes celulares ou mesmo inibir a sintese de dcidos nucléicos.

25



QUADRO 6 — Comparagdo dos desinfetantes comumente utilizados no processo de sanificacao.

Compostos Compostos . Peroxido de
Propriedades TIodéforos Clorhexidina Acido Peracético
Clorados Quaternarios hidrogénio
Efetivo contra bactérias Gram + Bom Bom Bom Bom Bom Bom
Efetivo contra bactérias Gram - Bom Bom Fraco Bom Bom Bom
Efetivo contra esporos Bom Regular Fraco Fraco Bom Bom
Efetivo contra bacteriéfagos Bom Bom Fraco Fraco Bom -
Corrosivo Sim Levemente Niao - A cobre, ferro e aluminio A cobre, zinco e bronze
Dependente da cadeia '
Afetado por dgua dura Nio Levemente ) Sim Nio -
alquil
Irritante a pele Sim Nao Nao Nao Sim Em altas concentragdes
Afetado por matéria orginica A maioria Alguns Poucos - Nao Sim
) ) ) Tensoativos Anions organicos e Acidos e alcalis
Incompativel com Fenois, aminas Amido, prata o ) ) -
anionicos, saboes inorgénicos concentrados, borrachas
Estabilidade da solucao de uso Instavel Instavel Estavel Estavel Instavel Muito estavel
Atividade residual Nao Sim Sim - Nao Nao
Custo Muito barato Barato Caro - Caro
Efetivo a pH neutro Sim Nao Sim Depende do organismo Sim Sim

Fonte: BLOCK, 1991b;

DENTON, 1991;

ANDRADE ¢ MACEDO, 1996;
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Compostos clorados

Os compostos clorados podem ser classificados em organicos e inorganicos,
sendo os ultimos mais utilizados para sanificacdo de equipamentos, uma vez que
apresentam hidrolise imediata em solugdo aquosa e, portanto, apresentam acao rapida,
evitando problemas de corrosdao (WEI et al., 1985). Dentre os principais compostos
classificados como inorganicos estdo os hipocloritos, cloro gas e didxido de cloro.
Cloraminas, derivados do acido isocianurico ¢ diclorodimetilhidantoina sdo os
principais compostos clorados orgéanicos (FIG. 4). Algumas das propriedades dos

compostos clorados sdo apresentadas no QUADRO 6.

Cl O
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CH, S =N —Cl. (3H,0) 0= N— Na
| N /
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FIGURA 4 - Estruturas quimicas de compostos clorados organicos: (a) cloramina T;

(b) dicloroisocianurato de sodio; (c) diclorodimetilhidantoina.

Nas industrias de alimentos, os compostos clorados sdo utilizados para o
tratamento da agua de processamento de produtos enlatados esterilizados, para a
sanificacdo de superficies de paredes, pisos, utensilios e equipamentos, para a redugao

da carga microbiana das superficies de alimentos (WEI et al., 1985).
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O poder bactericida dos compostos clorados normalmente baseia-se na
liberacdo, quando em solug¢do aquosa, do acido hipocloroso em sua forma nao-
dissociada (HCIO), com excecdo do dioxido de cloro. Cloro, como HCIO ou ClO7, ¢
definido cloro residual livre. As reagdes de hidroélise do cloro, hipoclorito de sodio,
cloraminas organicas e acido hipocloroso, em solu¢ao aquosa, sdo apresentadas nas

equacdes 1, 2, 3 e 4, respectivamente (ANDRADE e MACEDO, 1996):
Ccl, + H,0 <«  HCIO + H  + CcI- (1

NaClO + H,0 <«  HCIO + Na" + OH™ (2)

R-N-Cl + H,0 < HCIO+ =N-H+ OH ()
HCIO & H" +  ClO° (4)

A concentracdo de 4acido hipocloroso ¢é determinada pela constante de
dissociacao (pK, 7,5 a 30 °C), pelo pH e pela concentracao de cloro residual livre da
solugdo, relacionados pela equagdo 5 (ANDRADE e MACEDO, 1996). A diminuig¢io
do pH aumenta a atividade biocida, pois a reagdo ocorre no sentido de formar HCIO na
presenca de fons H'; ja o aumento do pH diminui a atividade biocida, uma vez que a

reagdo ocorre na diregao reversa na presenga de OH™ (DYCHDALA, 1991).

rng.L'1 de HCIO = mg.L™" de cloro residual livre %)
1+ 1073

Viérias teorias tentam explicar os mecanismos de acdo do cloro sobre as formas
vegetativas de bactérias, dentre elas:

. oxidacdo aparentemente irreversivel de grupos sulfidrilas (-SH) de certas
enzimas da via glicolitica. Esta ¢ a hipotese mais aceita (DYCHDALA, 1991);

« descarboxilagdo oxidativa de aminoacidos, formando nitrilas ¢ aldeidos
(ANDRADE e MACEDO, 1996);

. combinag¢do com proteinas e formagdo de compostos N-cloro téxicos (WEI et
al., 1985; DYCHDALA, 1991; ANDRADE ¢ MACEDO, 1996);

. rompimento da integridade da membrana, dificultando o transporte de
carboidratos e aminoécidos, podendo levar ao extravasamento celular (DYCHDALA,
1991; ANDRADE ¢ MACEDO, 1996; BITTON, 1994);

« destruicdo da sintese protéica (BITTON,1994);

. oxidacdo das bases purinicas e pirimidinicas dos dacidos nucléicos

(BITTON, 1994).
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Compostos iodados

O 1odo tem sido aplicado como sanificante hd mais de um século nas formas de
tintura de iodo, solucdo de iodo alcoolico e solugdes contendo iodo metélico. No
entanto, nestas formas o iodo apresenta restrigdes em sua utilizagdo devido a sua baixa
acdo de molhagem, excessiva pressao de vapor, problemas com solubilidade, dentre
outras. Por isso, o emprego do iodo como sanitizante na industria de alimentos tornou-
se viavel com o desenvolvimento de formula¢des conhecidas como iodoforos que
consistem de misturas soliveis de iodo e surfactantes tipicamente nao-idnico, embora
surfactantes anidnicos e catidnicos possam ser utilizados. A atividade bactericida
compete ao iodo, sendo os surfactantes apenas agentes veiculadores. As principais
propriedades dos iodoforos sao apresentadas no QUADRO 6.

Os iododforos sdo utilizados na diminuicdo da microbiota de manipuladores de
alimentos, sanificagdo de equipamentos ¢ utensilios, ¢ diminuicdo da microbiota
ambiental, quando aplicados na forma de nebulizacdo. Sdo muito empregados em
laticinios onde, em adi¢do ao poder bactericida, o acido fosforico atua no controle da
formacao de pedras de leite (ANDRADE e MACEDO, 1996; HAYES, 1995).

O mecanismo de a¢do antimicrobiana desempenhado pelo iodo ainda ndo foi
completamente esclarecido. Contudo, segundo GOTTARDI (1991), a hipotese mais
aceita baseia-se na oxida¢do da tirosina de enzimas essenciais e de outras proteinas
celulares cujo metabolismo esteja envolvido com a tirosina. O iodo (I;), componente do
iodoforo, reage com grupos fendlicos do aminoacido tirosina, formando
monoiododerivados ou diiododerivados. Além disso, o iodo reage também com ligagdes
dupla carbono-carbono (C=C) dos acidos graxos insaturados, com fun¢des N-H
presentes em alguns aminodcidos e nas bases de nucleotideos, e com grupos S-H do

aminoacido cisteina.
Compostos quaternarios de amonio

Compostos quaternarios de amonio, conhecidos como “quaternarios” ou “quats”,

sdo essencialmente sais de amonio com alguns ou todos os atomos de hidrogénio do ion
+ oy . A: .

[NH4] substituidos por grupos alquil. O anion normalmente ¢ o cloreto ou brometo.

Assim, a formula geral desses compostos ¢ (HAYES, 1995):
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onde R;, Ry, R3 ¢ Ry representam um ou mais grupos alquil substituindo o hidrogénio
e X representa um halogénio. A parte ativa da molécula é o cation, enquanto o
anion ¢ importante somente na solubilidade do quaterndrio. Exemplos de compostos

quaternarios normalmente utilizados na sanificacio sdo apresentados na FIG. 6.

+ +
I Ik
CiHy— T — CH, Br~ CHy— T — CH, _Q Cl~
CH, CH,

(a) (b)
FIGURA 5 — Estrutura quimica de compostos quaternarios: (a) brometo de cetiltrimetil amonio;

(b) cloreto de laurildimetilbenzil aménio.

Os quaternarios sdo agentes tensoativos catidnicos que apresentam uma
atividade germicida mais relevante que sua capacidade de atuar como detergente. Na
industria de alimentos, sdo utilizados na sanificagdo de ambientes e também de pisos,
paredes, equipamentos, utensilios e manipuladores de alimentos (ANDRADE e
MACEDO, 1996). Suas principais propriedades sdo apresentadas, resumidamente, no
QUADRO 5.

Segundo MERIANOS (1991), os compostos quaternarios de amonio atuam em
nivel de membrana celular, interferindo nas propriedades de permeabilidade e induzindo
ao extravasamento de metabdlitos e coenzimas, provocando assim a morte microbiana.
O mecanismo de agdo também interfere na inibi¢do do metabolismo e na estrutura de
proteinas, causando desnaturacdo protéica e dissociacdo das enzimas de seu grupo
prostético.

Do ponto de vista ambiental, a propriedade mais importante de compostos
quaternarios de amonio ¢ sua rapida e forte adsor¢do por uma série de materiais,
incluindo solidos suspensos de efluentes. Entretanto, dados sobre a biodegradagao
anaerobia desses compostos e sua possivel toxicidade as metanogénicas ainda sdo

escassos (GARCIA et al., 2000).
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Acido peracético

O 4cido peracético, ou peroxido de acido acético, ¢ um forte agente oxidante e
desinfetante, sendo seu potencial de oxidagdo maior que o do cloro ou dioxido de cloro.
O 4acido peracético é comercialmente disponivel na forma de uma mistura de acido
acético, perdxido de hidrogénio, acido peracético e agua, conforme demonstrado na

equacdo 6 (KITIS, 2004):

CH; - COOH + H,0, «» CH3-COOOH + H,O (6)

Acido acético Acido peracético

Por apresentarem ampla atividade antimicrobiana mesmo na presenca de matéria
organica e decomposi¢cdo em produtos nao-toxicos ao meio ambiente, as solucdes de
acido peracético tém sido crescentemente empregadas na sanificagdo de industrias de
alimentos e bebidas, principalmente laticinios e cervejarias (MARTINS e KUAYE,
1996; KITIS, 2004). As principais propriedades do &acido peracético também sdo
apresentadas no QUADRO 6.

O mecanismo de acdo das solucdes de 4acido peracético estd associado a
oxidacdo de grupos sulfidrila (-SH) e ligagdes dissulfeto (S-S) de proteinas, enzimas e
outros metabolitos, podendo também interferir em processos metabdlicos e no equilibrio

osmotico da membrana (FRASER, 1987; BLOCK, 1991b; KITIS, 2004).
Clorhexidina

A clorhexidina ¢ um composto quimico sintético pertencente a série das

bisbiguanidas, apresentando a seguinte formula estrutural (FIG. 6).

NH NH NH NH
I

I I |
Cl—@— NH— C— NH— C— NH(CH,))NH— C— NH— C— NH— Cl

FIGURA 6 — Formula estrutural da clorhexidina (1,6-di (4-clorofenildiguanida) hexano).

As solugdes aquosas deste germicida ndo possuem cor e odor, porém tém pouco
efeito de molhagem, podendo ser utilizados tensoativos catidnico € ndo-idnico na
melhora desta caracteristica. Geralmente sdo comercializadas na forma de digluconato
de clorhexidina em concentracdo de 20%p/v do principio ativo, em solugdo aquosa

(DENTON, 1991; ANDRADE e MACEDO, 1996).
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Na industria de alimentos ¢ empregada na reducdo da microbiota de
manipuladores e na sanificacdo de equipamentos e utensilios, sendo ainda recomendada
para controle microbioldgico de salmouras no processamento de queijos (ANDRADE e
MACEDO, 1996).

A acdo bactericida da clorhexidina relaciona-se com modificagdes citologicas e
fisiologicas, as quais afetam especificamente a membrana citoplasmatica. O sanitizante
¢ absorvido rapidamente e reage com compostos constituidos por fosfatos presentes na
superficie bacteriana, resultando no extravasamento de compostos de baixo peso
molecular, como ions potassio. Inibicdo de certas enzimas ligadas & membrana, como
adenosil trifosfatase (ATPase) e precipitagdo do citoplasma pela formagao de
complexos com compostos fosfatados como ATP e 4cidos nucléicos também sdo

mecanismos de sua a¢ao antimicrobiana (DENTON, 1991).
Peroxido de hidrogénio

O peroxido de hidrogénio ¢ um forte oxidante utilizado ha décadas como agente
bactericida e esporicida. Recentemente tem sido empregado na esterilizagdo de
embalagens de alimentos acondicionados assepticamente como leite e sucos de frutas. O
calor ou enzimas como catalase e peroxidase destroem facilmente o peroxido de
hidrogénio, fornecendo produtos finais indcuos, oxigénio e agua (BLOCK, 1991b;
ANDRADE e MACEDO, 1996). As principais propriedades do peréxido de hidrogénio
sdo apresentadas no QUADRO 6.

O peréxido de hidrogénio pode ser considerado um desinfetante natural, uma
vez que estd naturalmente presente no leite, mel e tecidos, como resultado do
metabolismo celular. Nas células, ¢ produzido pela redu¢do do oxigénio em uma série

de etapas enzimaticas, descritas a seguir:

O, +e — Oy ion superoxido
0, +2¢ +2H — H0, peroxido de hidrogénio
O, +3e¢e +3H — H,O + OH- radical hidroxil

0, +4¢ +4H — 2H,0

O radical hidroxil ¢ considerado o oxidante mais forte e, portanto, possui maior
poder bactericida. Por ser altamente reativo, pode atacar lipideos da membrana, DNA e
outros componentes celulares essenciais. Metais de transicdo catalisam a reacdo de

formagao do radical hidroxil.
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Embora a catalase produzida pelas células que respiram possa proteger a célula
do dano causado pelos niveis de peroxido de hidrogénio produzido metabolicamente,
essa defesa ¢ reprimida pelas concentragdes utilizadas nos procedimentos de
desinfeccdo. Os microrganismos anaerdbios sdo mais sensiveis ao peroxido de

hidrogénio, uma vez que nao produzem catalase para hidrolisa-lo.
Compostos fendlicos

Muitos compostos fenolicos apresentam forte poder bactericida e sdo largamente
empregados como desinfetante. Porém, ndo sdo utilizados em operagdes de desinfecgdo
em industrias de alimentos devido ao seu forte odor e a possibilidade de transmissdo de

sabores desagradaveis aos alimentos.

2.6.3. Detergentes sanitizantes

Os detergentes sanitizantes sdo combinacdes de ingredientes compativeis e
complementares que contém um detergente e um desinfetante de modo que as etapas de
limpeza e desinfeccdo possam ser realizadas em uma tUnica operagdo. Na pratica, as
formulagdes contém outros componentes como agentes seqiiestrantes e tampdes.

Em sua formulagdo, um detergente sanitizante ideal deve ser efetivo contra uma
variedade de sujidades e um amplo espectro de microrganismos e sua utilizagdo deve
ser possivel em vdrias situacdes, justificando sua aplicacio do ponto de vista
econdmico. Os detergentes sanitizantes normalmente sdo mais caros € menos efetivos
que seus ingredientes separados porém, caso uma simples aplicagdo demonstre ser
adequada, economias no tempo e conveniéncia podem compensar sua aplicacao

(HAYES, 1995).

2.7. Concentracoes residuais nos efluentes

Diferentes produtos quimicos estdo usualmente presentes em efluentes
industriais. No caso da industria de alimentos, a maioria desses produtos quimicos
procede das etapas de limpeza e sanificagdo de superficies em geral: equipamentos,

utensilios, tubulagdes, pisos e paredes (NAGEL et al., 1999).
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A concentragdao residual de agentes de limpeza e sanitizantes quimicos nos
efluentes ¢ variavel e ainda pouco explorada, sendo necessario para determinagdo desse
parametro o conhecimento das concentragdes de agente quimico e o volume médio de
agua utilizados nos procedimentos de higienizagdo. O QUADRO 7 apresenta as

concentragdes dos agentes comumente empregadas no procedimento de higienizagao.

QUADRO 7 — Concentragdes aproximadas de agentes de limpeza e sanitizantes normalmente
utilizadas nos procedimentos de higienizagdo de industrias de alimentos.

Agentes Quimicos Exemplos Concentragio *
Hidréxido de sodio
Alcalinos fortes Ortossilicato de sodio 1-5%
Sesquisilicato de sodio
Alcalinos moderados Carbonato de sddio 1-10%

Sesquicarbonato de sddio

Acido nitrico
Acidos inorgénicos Acido fosforico 0,5%

Acido sulfamico

Acido acético
Acidos organicos Acido hidroxiacético 0,1-2%
Acido latico
Alcoois sulfatados
Hidrocarbonetos sulfatados
Alquil-aril poliéter sulfatos
Alquil-aril sulfonatos

Surfactantes aniénicos 0,15% ou menos

Polietenoxiéteres
Surfactantes nfio-idnicos Oxido de etileno-4cidos graxos 0,15% ou menos
condensados
Aminas-acidos graxos condensados
Surfactantes catidnicos  Quaternarios de amonio 0,15% ou menos
Pir.ofo.sfato tetrassc')'di.co Variavel
Complexantes Tripolifosfato de sodio (depende da dureza da 4gua)
Hexametafosfato de sodio p £
Compostos clorados i i 5di
.P s ¢ H¥poclor¥to de sod}o . 200 mg.L"! CRL®
inorganicos Hipoclorito de potassio
Compostos clorados Aci i isocianqri
Y 108 Aqdo d1.010r01.soc1_an1%r1.co 100 mg.L"' CRL
organicos Acido tricloroisociantrico
Compostos iodados Iodoforos 25mg.L" IRLS
Compostos quaternirios Acido dodecilbengenosplf@ni@ 400 mg.L"
A . Cloreto de n-alquilbenzildimetil 1
de amoénio o 200 mg.L
amonio
Acido Peracético 700 mg.L™"!
Clorhexidina 70 mg.L™!
Peroxido de hidrogénio 30%

* Para agentes de limpeza sdo apresentadas as concentragdes aproximadas, enquanto para as solugdes
sanitizantes tém-se as concentragdes maximas; "CRL (Cloro residual livre); “IRL (Iodo residual livre).
Fonte: ICMSF, 1988.
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2.8. Efeito dos agentes quimicos na digestido anaerobia

Normalmente muitos produtos quimicos estdo presentes em efluentes industriais,
muitos deles podendo ser téxicos aos microrganismos presentes nas unidades de
tratamento. No caso da industria alimenticia, a maioria desses produtos origina-se dos
procedimentos de limpeza e sanificagdo como detergentes e sanitizantes (NAGEL et al.,
1999; LOPEZ-FIUZA et al., 2002). Os detergentes, em geral, sdo uma classe de
compostos ja conhecidos pela perturbagdo que provocam no desempenho de digestores
anaerobios (MENSAH e FORSTER, 2003).

A toxicidade de efluentes complexos ¢ dificil de ser avaliada com relagcdo ao
efeito de compostos isolados, devido a possivel ocorréncia de efeitos sinergisticos ou
antagdnicos. Além disso, um certo quimico pode exercer efeitos distintos nos diferentes
microrganismos presentes nas unidades de tratamento de efluente (LOPEZ-FIUZA et
al., 2002; MOSCHE e MEYER, 2002).

O efeito de determinada substancia toxica ou determinada mistura no processo
de digestdo anaerdbia normalmente ¢ avaliado por medidas de atividade do lodo
anaerobio, que podem ser consideradas de duas formas: uma medida global, que fornece
informacodes sobre a atividade total de degradacao, e uma medida da atividade de cada
estagio basico do processo (SOTO et al., 1993).

Na maioria dos ensaios de toxicidade a atividade do lodo anaerdobio ¢
quantificada pela atividade metanogénica, visto que uma eficiéncia satisfatoria do
tratamento anaerdbio sO € alcancada apds a conclusdo dessa etapa que freqiientemente ¢
considerada a fase mais critica do processo. LOPEZ-FIUZA et al. (2002) avaliaram o
efeito toxico de uma mistura de substancias quimicas utilizadas nas analises de controle
de qualidade do leite cru sobre lodo anaerobio pela determinagdo da atividade
metanogénica. Para avaliar a toxicidade de produtos comerciais empregados nos
procedimentos de limpeza de industrias de bebidas em uma estagdo de tratamento
anaerobio de efluentes, NAGEL et al. (1999) também utilizaram ensaios de atividade
metanogénica. Alguns estudos determinam a atividade individual de outras fases do
processo, possibilitando deteccdo de situacdes de desequilibrio e determinagdo da
relevancia das diferentes etapas do processo de digestdo. GAVALA e AHRING (2002),
por exemplo, estudaram o efeito inibitério de alquilbenzeno sulfonatos nas fases

acetogénica e metanogénica da digestdo anaerdbia enquanto LIN (1992) investigou o
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efeito de metais pesados como cromo, niquel, zinco, cobre, chumbo e cadmio na
degradagdo de acidos organicos durante o processo de digestdo anaerdbia. Estudos
envolvendo a possibilidade de tratamento de determinados efluentes por digestdo
anaerobia utilizam ainda como medida de atividade global do sistema, o
acompanhamento da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) como MENSAH e
FORSTER (2003) e ERGUDER, GUVEN E DEMIRER (2003) ou Carbono Organico
Total (COT) como FEITKENHAUER e MEYER (2002a), FEITKENHAUER e
MEYER (2002b) e FEITKENHAUER (2003).

Os ensaios de toxicidade normalmente sdo realizados por testes em batelada
e podem ser desenvolvidos utilizando-se como indculo culturas puras ou consorcio
de microrganismos. A vantagem do emprego de consércio de microrganismos reside
na relevancia dos resultados para configuracdo e opera¢do dos reatores, visto que
culturas mistas representam melhor as popula¢des microbianas presentes nos reatores

(LOPEZ-FIUZA et al., 2002).
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3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratorio de Biotecnologia e Processos
Fermentativos do Departamento de Tecnologia de Alimentos — DTA, da Universidade

Federal de Vicosa — UFV.

3.1. Formulaciao do meio sintético

Visando evitar o efeito de agentes quimicos naturalmente presentes nos efluentes
industriais, os experimentos foram conduzidos utilizando-se meio sintético. Para
pesquisas envolvendo efluentes de industrias de alimentos, que normalmente sdo muito
variaveis em sua composicao, a utilizagdo desse meio torna-se especialmente importante
devido as menores variagdes de suas caracteristicas fisico-quimicas e microbiologicas, o
que facilita a padronizacdo do efluente. Além disso, observa-se maior facilidade no
preparo, armazenamento € manuseio do meio.

O QUADRO 8 apresenta a composi¢cdo do meio empregado neste estudo.
Um estudo preliminar foi realizado por OLMI et al. (2006), com a finalidade de
observar a possibilidade de utilizacdo do meio sintético como substituto a um efluente
agroindustrial, neste caso efluente natural de suinocultura. Para tanto avaliou-se
o desempenho de reatores UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket) alimentados
com efluente natural de suinocultura, considerado reator controle, € meio
sintético, empregando-se dois niveis de cargas biologicas para cada meio

(0,2 ¢ 0,4 kg DQO kg biomassa™.d™).
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QUADRO 8 — Componentes do meio sintético.

Constituintes Concentragio (mg.L™")
Peptona 800
Glicose 2720
Extrato de carne 560
Bicarbonato de sodio, NaHCO; 2500
Cloreto de calcio, CaCl, . 2H,O 38
Sulfato de magnésio, MgSQO,4.7H,0 42
Cloreto de amonio, NH4Cl 320
Sulfato ferroso, FeSO, 32
Fosfato de potassio monobasico, KH,POy, 80
Sulfeto de sodio, Na,S . SH,O 50
pH 7.8

Fonte: YU et al. (2001).

Para sua caracterizacdo fisico-quimica foram realizadas analises da Demanda
Quimica de Oxigénio (DQO), pelo método colorimétrico e refluxo fechado, anélise de
solidos totais (ST), totais volateis (STV) e totais fixos (STF) e medida do pH, todas
realizadas conforme metodologias descritas em Standard Methods for the Examination

of Water and Wastewater (APHA, 1998).

3.2. Preparo do indculo

O lodo de semeadura utilizado foi proveniente do digestor anaerdbio estavel,
com aproximadamente dez anos de operacao, integrante da unidade de tratamento de
efluentes da Pif Paf Alimentos S/A, matadouro frigorifico de aves localizado na cidade
de Visconde do Rio Branco/MG. O lodo, coletado da parte inferior do digestor, foi
acondicionado em galdo plastico e mantido a temperatura de aproximadamente 7 °C. No
total, foram cerca de trés meses de acondicionamento.

Para obtencdo da suspensdo de células utilizada como indculo, o lodo foi
submetido a uma etapa de lavagem das células. O procedimento adotado envolveu sua
centrifugacdo (centrifuga Beckman J2-MC, rotor JA-14) a 3840 g por 15 minutos a
10 °C, com subseqiiente ressuspensdo em agua peptonada 0,1%, adicionada de sulfeto
de sodio (Na,S . 5H,0) na concentragio de 50 mg.L™' para garantir o meio redutor.

O volume de 4gua peptonada adicionado foi equivalente ao volume de sobrenadante
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retirado. Para assegurar a remocao dos residuos provenientes do reator de coleta, este
procedimento foi repetido duas vezes. Em seguida, o precipitado foi ressuspenso em
meio sintético constituindo-se, dessa forma, a suspensdo de células utilizada como
indculo nos experimentos. Andlises de solidos totais, totais volateis e totais fixos
caracterizaram essa suspensao, realizadas conforme metodologia descrita em Standard

Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 1998), em triplicata.

3.3. Procedimento experimental

O desenvolvimento deste estudo foi dividido em trés etapas: 1) adaptacdo do
in6culo; 2) determinagdao da concentracdo inicial de células; 3) estudo do efeito dos

agentes quimicos na eficiéncia de remogao de DQO.

3.3.1. Adaptacao do inéculo

Devido as diferencas de composi¢do entre o efluente do sistema de origem do
lodo e o meio sintético empregado no experimento, fez-se necessaria uma fase de
adaptacdo dos microrganismos. Nesta etapa empregou-se um processo semicontinuo
baseado na taxa de remog¢ao de DQO, com substituicdes do meio fermentado por meio
fresco apds o sistema ter alcangado 50% de remocgao de matéria organica, até a obtengao
de uma taxa de remocio da ordem de 0,2 g DQO.g STV™'.d"". Segundo SHULER ¢
KARGI (2002), esse valor corresponde a taxa tipica de remogao de DQO para digestdo
anaerobia.

Para adaptagdo do ino6culo, utilizou-se como reator um erlenmeyer com volume
total de 560 mL, vedado com tampao de borracha. O volume de trabalho foi constituido
de 500 mL da suspensdo de células, o headspace foi purgado com gés nitrogénio (White
Martins 5.0 analitico) e o reator incubado em banho-maria (Gyrotory® Water Bath
Shaker modelo G76D) a 35 °C e 100 rpm. Um tubo de vidro submerso na suspensio de
células permitiu a coleta de amostras da mistura de reagdo, por meio de seringas
hipodérmicas de vidro (B-D Yale™), em intervalos de tempo de aproximadamente
12 horas e volume aproximado de 4 mL.

A eficiéncia de remogdo de matéria organica do sistema foi acompanhada por
analises da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) soluvel, pelo método colorimétrico e

refluxo fechado (APHA, 1998), e do pH da solucao.
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3.3.2. Determinacido da concentracao inicial de células

Para definicdo da concentracdo inicial de células do sistema foram avaliadas
diferentes relagdes alimento/microrganismo (A/M) quanto a eficiéncia de remocao de
DQO: 0,50; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0 ¢ 4,0 g DQO.g STV, Empregou-se como volume final
160 mL da mistura de reagcdo, composta de meio sintético e suspensao de células. O
QUADRO 9 apresenta o volume de cada solugdo adicionada ao reator para obtengao das

relacdes A/M desejadas.

QUADRO 9 — Volumes de suspensdo de células e meio sintético adicionados ao reator para

obtenc¢ao da relagdo alimento/ microrganismo (A/M) correspondente.

Relacio A/M Volume de suspensio de Volume de meio
(gDQO.gSTV™) células (mL) sintético (mL)
0,5 60,0 100,0
1,0 37,0 123,0
1,5 27,0 133,0
2,0 21,0 139,0
3,0 14,7 145,3
4.0 11,3 148,7

Os fermentadores em escala de bancada empregados (FIG. 7) foram constituidos
de garrafas de diluicdao de polipropileno Nalgene (Nalge Company, USA) com volume
total de 215 mL. As tampas dos reatores foram perfuradas para a introducao de dois
tubos de vidro: um de aproximadamente 14 cm de comprimento que permitiu a coleta
de amostras da mistura de reacdo; e um segundo tubo, de aproximadamente 7 cm de
comprimento, para liberagdo do biogas produzido no reator. Os tubos foram firmemente
conectados a mangueiras de borracha Masterflex 25 mm, sendo a saida para coleta de
amostras vedada, enquanto a saida do biogés foi acoplada a um baldo de borracha com a
finalidade de aliviar a pressao no interior do reator. Quando necessario os baldes foram
substituidos cuidadosamente, evitando-se a entrada de gases. O volume de biogas

produzido nao foi medido neste experimento.
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(a) (b)
FIGURA 7 — Representagao esquematica (a) e fotografica (b) dos fermentadores empregados.

Na FIGURA 7b distingue-se os diferentes estagios da producdo de biogas.

Ap6s a adigdo dos volumes previamente definidos, os reatores foram vedados,
purgados com nitrogénio (White Martins 5.0 analitico) e incubados em banho-maria
(Gyrotory® Water Bath Shaker modelo G76D) a 35 °C, sob agitagdo de 100 rpm. O pH
inicial da mistura de reacao (8,3) ndo foi ajustado em virtude das possiveis reacdes da
substancia adicionada para corre¢do do parametro com os agentes quimicos avaliados
na etapa seguinte.

O acompanhamento dos sistemas foi realizado coletando-se amostras de 4 mL,
por meio de seringas hipodérmicas de vidro (B-D Yale™), em intervalos de tempo
variando de 6 a 12 horas, avaliando-se a DQO soluvel, pelo método colorimétrico e

refluxo fechado (APHA, 1998), e monitorando-se o pH da solucdo (APHA, 1998).

3.3.3. Estudo do efeito de agentes quimicos na eficiéncia de remociao de DQO

Neste estudo avaliou-se o efeito dos agentes quimicos na eficiéncia de remogao
de matéria organica do sistema, ou seja, a alteracdo provocada por essas substancias na
eficiéncia global do tratamento anaerdbio de efluentes.

Os agentes quimicos avaliados (QUADRO 10) foram selecionados segundo sua
aplicacdo nos procedimentos de higieniza¢ao na industria de alimentos. Representantes
de cada classe de agentes detergentes (alcalinos, 4cidos, tensoativos e complexantes)
foram avaliados isoladamente e, na forma combinada, por meio de duas formulagdes:
detergente basico e detergente acido. A avaliagdo das formulagdes justifica-se visto que
normalmente faz-se necessaria a utilizacdo de uma mistura de substancias quimicas para

obten¢do de um efeito de higienizagao satisfatorio.
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Os efeitos resultantes da adicdo de agentes alcalinos e agentes acidos
dificilmente sdo observados na pratica pois geralmente sdo empregadas etapas de
neutralizagdo do efluente, ou seja, o pH do efluente ¢ ajustado antes de sua introducdo
no sistema de tratamento bioldgico. Apesar disso, decidiu-se avaliar o efeito desses
agentes quimicos neste estudo devido a possibilidade de ocorréncia de eventuais
desajustes na etapa de neutralizagdo.

Além disso, foram avaliados dois sanitizantes quimicos isoladamente e
combinagdes desses sanitizantes com as formulagdes de detergente, considerando-se
que essas substancias sdo juntamente conduzidas as unidades de tratamento de efluentes
apés as operagdes de enxagiie e que algumas induastrias optam pela utilizacdo de
detergentes sanitizantes em seus procedimentos de higieniza¢cdo, que sdo combinagdes
de ingredientes compativeis e complementares contendo um detergente e um
desinfetante, permitindo a realizagdo das etapas de limpeza e sanificagdo em uma unica
operagao (HAYES, 1995).

As concentracdes testadas (QUADROS 10 e 11) foram definidas com base na
concentragdo comumente empregada nos procedimentos de higienizagcdo para cada
agente quimico (QUADRO 7). Visto que normalmente a concentragdo utilizada ¢
diluida pela agua de enxagiie, para definicdo das concentragdes de trabalho foram
considerados os seguintes fatores de diluig¢do: 2, 10 e 50.

Assim, definiu-se um total de 14 tratamentos avaliando-se trés concentragdes
para cada um deles. Foram realizadas duas repeti¢des, distribuindo-se os tratamentos
aleatoriamente em seis bateladas, sendo em cada uma delas avaliados cinco tratamentos,
além de um reator controle sem adicao de qualquer agente quimico.

Os agentes quimicos avaliados neste estudo foram adicionados na forma de
solugdes concentradas das quais determinou-se o pH e, quando necessario, o teor de

matéria organica. As caracteristicas dessas soluc¢des sdo apresentadas no QUADRO 12.
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QUADRO 10 — Agentes quimicos e concentragdes avaliadas no presente estudo.

Agente Quimico Classificacido Concentragoes
Hidroéxido de s6dio (NaOH) Agente alcalino 0,02; 0,1; 0,5%
Acido nitrico (HNO») Agente acido 0,01; 0,05; 0,25%
Dodecil sulfato de sodio Tensoativo aniénico 30; 150; 750 mg.L™!
Tween 80 Tensoativo ndo-i6nico 0,6;3; 15 mg.L'1

Hexametafosfato de sodio (NaPOs), Complexante inorganico 60; 300; 1500 mg.L™

EDTA Complexante organico  10; 50; 250 mg.L™
Formulagdo 1 — 95% NaOH

4,5% EDTA Detergente basico 0,02; 0,1; 0,5%

0,5% Dodecil
Formulagao 2 — 68,7% H,O

31,0% HNO; Detergente acido 0,02; 0,1; 0,5%

0,3% Tween 80

Hipoclorito de sodio (NaClO) Sanitizante 2;10; 50 mg.L" CRT
Acido peracético (CH;CO;H) Sanitizante 2,4;12; 60 mg.L'1

: CRT - Cloro Residual Total.

QUADRO 11 - Concentragdes, no interior do reator, avaliadas no estudo das combinagdes de

detergentes e sanitizantes.

Tratamentos Detergente Hipoclorito de sodio Acido peracético
. 0,02% 2mgL"' CRT
Detergente basico e 1
. ) . 0,10% 10 mg.L”" CRT -
Hipoclorito de sodio r
, 0 mg.
0,50% 50 mg.L” CRT
. 0,02% 2,4mgL’
Detergente basico e 1
oo . 0,10% - 12 mg.L
Acido peracético 1
0,50% 60 mg.L
. 0,02% 2mg.L"' CRT
Detergente acido e 1
, ) o 0,10% 10 mg.L" CRT -
Hipoclorito de sddio 1
, (] mg.
0,50% 50 mg.L” CRT
. 0,02% 2,4mgL’
Detergente acido e 1
o . 0,10% - 12 mg.L
Acido peracético 1
0,50% 60 mg.L
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avaliados neste estudo’.

QUADRO 12 - Caracteristicas das solugdes originais dos diferentes agentes quimicos

1
Agente Quimico Concentracio pH DQO (g.L7)
Hidréxido de sodio 20,0% 12.6 -
Acido nitrico 10,0% 0,1 -
Dodecilsulfato de sodio® 0,15% 6,9 2,770 (0,024)
Tween 80 0,6% 6,3 9,100 (0,236)
Hexametafosfato de sodio 6,0% 5,5 -
EDTA 1,0% 5,2 6,100 (0,236)
19% NaOH
Detergente basico 0,9% EDTA 12,3 0,329 (0,004)
0,1% Dodecil
L 31,0% HNO;
Detergente acido nd 0,060 (0,007)
0,3% Tween 80
Hipoclorito de sodio 208.,7 rng.L"l CRT? 8,9 -
Acido peracético 2150 mg.L'* 2,5 2,670 (0,707)
Detergente basico e 1% detergente basico
. . 45 4 12,5 0,410 (0,002)
Hipoclorito de sédio 100 mg.L™ CRT
Detergente basico e 1% detergente basico
- L. s N . 12,6 1,850 (0,118)
Acido peracético 120 mg.L™ 4cido peracético
Detergente acido e 1% detergente acido
) ) s R 1,7 0,052 (0,004)
Hipoclorito de sodio 100 mg.L™" CRT
Detergente acido e 1% detergente acido
1,7 1,487 (0,047)

Acido peracético’ 120 mg.L™" acido peracético

1 ~ r 1 ~ .~
Os valores apresentados sao médias das solugdes preparadas para as repetigoes.

O dodecilsulfato de sodio ndo foi adicionado na forma de solugio. Massas do reagente
analitico (99% de pureza) foram adicionadas diretamente ao reator para obtencdo da
concentracao desejada. Os valores apresentados correspondem a uma solugdo preparada
especialmente para analise de pH e DQO.

3 A concentragdo da solugdo de hipoclorito, preparada a partir de um produto comercial com
aproximadamente 10% cloro ativo, foi determinada pelo teste iodométrico (ANDRADE e
MACEDO, 1994).

* Os principios ativos da solugdo comercial utilizada para preparac¢io da solugdo acima
foram determinados por iodometria ¢ permanganometria (ANDRADE ¢ MACEDO,
1994), encontrando-se 4,3% acido peracético e 6,6% perdxido de hidrogénio.

> Para avaliagdo dos agentes quimicos na forma combinada foram adicionadas as solu¢des
isoladas apresentadas. Os valores para as combinagdes apresentados correspondem a
solugdes preparadas especialmente para analise de DQO e pH, nas concentragdes
normalmente utilizadas nos procedimentos de higienizagdo de industrias de alimentos.

nd Nao detectavel; - Nao foi realizada analise de DQO de substancias inorganicas.
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O procedimento adotado nesta etapa foi semelhante ao descrito no item 3.3.2,
diferindo-se apenas com relagdo a composi¢do da mistura de reacdo que, além da
presenga do meio sintético e da suspensdo de células na concentragdo definida no item
anterior, adicionou-se também diferentes concentracdes dos agentes quimicos avaliados
conforme demonstrado nos QUADROS 10 e 11.

O acompanhamento deste experimento também foi realizado por meio de
analises de DQO soluvel e pH da mistura de reagdo, em intervalos de tempo variando de
6 a 12 horas, durante um total de aproximadamente 120 horas. Anélises microscopicas a

cada 24 horas permitiram observar alteracdes na estrutura dos granulos do lodo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacao do meio sintético

Os resultados do estudo preliminar descrito demostraram que o meio sintético
apresentou um comportamento bastante similar ao controle (FIG. 8), observando-se que
os reatores alcancaram o regime permanente apds aproximadamente 45 dias de
operacdo. A similaridade no comportamento, tanto em relagdo a remo¢ao de matéria
organica, quanto a estabilidade do sistema, justifica a utiliza¢do do meio sintético como

modelo para avaliagdo de sistemas de tratamento de efluentes agroindustriais.
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FIGURA 8 - Variagdo da eficiéncia de remocdo de DQO. A - Carga bioldgica de
0,2 kg DQO.kg biomassa’.d': (o) Efluente natural, (e) Meio sintético;
B - Carga biolégica de 0,4 kg DQO. Kg biomassa™.d": (o) Efluente natural,

(®) Meio sintético.
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As caracteristicas fisico-quimicas do meio sintético empregado neste estudo sao
apresentadas no QUADRO 13.

QUADRO 13 — Caracteristicas do meio sintético'.

Parametros Meio sintético
DQO (g.L™h 4,41 (0,11)
pH 7,8 (0,02)
Soélidos Totais - ST (g.L™) 12,81 (1,36)
Solidos Totais Volateis - STV (g.L™) 9,92 (0,71)
Solidos Totais Fixos - STF (g.L™) 2,89 (0,65)

!'Valores médios (desvio-padrio) de triplicatas.

4.2. Caracterizacao do inéculo

O QUADRO 14 apresenta a caracterizagao de amostras do lodo de semeadura

antes (lodo bruto) e ap6s o procedimento de lavagem das células (lodo lavado).

QUADRO 14 — Caracteristicas do lodo anaerdbio antes e apos a etapa de lavagem das células'

Parametros Lodo bruto Lodo lavado
Solidos Totais - ST (g.L™) 22,67 (0,45) 27,60 (0,80)
So6lidos Totais Volateis - STV (g.L™) 11,87 (0,51) 14,50 (0,97)
Solidos Totais Fixos - STF (g.L™") 10,80 (0,06) 13,11 (0,19)

"'Valores médios (desvio-padrio) de triplicatas.

O aumento de valores observado em todas as fracdes de solidos apos a lavagem
das células deve-se a substituigdo do liquido proveniente do reator de coleta por meio
sintético fresco, o qual apresenta em sua composi¢do alto teor de matéria organica,

responsavel pelo aumento de STV, e minerais responsaveis pelo aumento de STF.
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4.3. Procedimento experimental

4.3.1. Adaptacao do indculo

A remog¢do de DQO e variagdo de pH observados nesta primeira etapa sao

apresentados na FIG. 9.
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FIGURA 9 — Variacao da DQO (a) e pH (b) do sistema na fase de adaptagdo do lodo anaerdbio

ao melo sintético.

Observa-se que ap6s 20 horas de operacdo do primeiro ciclo, o sistema em
questdo alcangou cerca de 50% de remocao de DQO. Assim, conforme o processo
semicontinuo estabelecido no item 3.3.1, tornaram-se desnecessarias substitui¢cdes
subseqiientes do meio fermentado por meio fresco, uma vez que atingiu-se uma taxa de
remo¢io de DQO de 0,71 g DQO.g STV'.d' superior ao valor desejado de
0,2 g DQO.g STV™'.d". Conseqiientemente, etapas de ativagio do lodo precedentes a
cada batelada foram dispensadas.

A elevada taxa de remocao apresentada por este sistema deve-se a baixa relagao
AM (0,13 g DQO.g STV™") empregada sendo, portanto, o material biodegradavel
rapidamente oxidado pelo elevado nimero de microrganismos presentes. Além disso, a
glicose, fonte de carbono e energia predominante no meio sintético, ¢ um agucar

prontamente assimilavel pela microbiota.
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4.3.2. Determinacio da concentracio inicial de células

A FIG. 10 apresenta a variagdo de DQO e pH do sistema para as diferentes

relacdes A/M avaliadas. A remocdo de DQO ¢ apresentada com base na relagdo

DQO/DQOy, onde DQO, corresponde ao valor deste parametro no interior do reator no

inicio do processo e DQO, seu valor em um tempo t qualquer.
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FIGURA 10 - Variagdo de DQO (¢) e pH (A) para as diferentes relagdes A/M testadas:
(a) 0,50; (b) 1,0; (c) 1,5; (d) 2,0; (e)3,0 e (f) 4,0g DQO.g STV
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Os reatores correspondentes as relacdes A/M de 0,5 ¢ 1,0 g DQO.g STV
(FIG. 10a e 10b) atingiram, ao término da batelada, eficiéncias de remocdo de DQO
proximas e equivalentes a 85,7 e 86,1%, respectivamente. Para as relagdes 1,5 e
2,0 g DQO.g STV (FIG. 10c e 10d) o sistema alcangou, ao final da batelada,
eficiéncias de remocdo de DQO de 82,6% e 82,7%, respectivamente. O comportamento
do pH ndo apresentou grandes variagdes entre os sistemas mencionados, distinguindo-se
claramente uma queda acentuada nas 12 horas iniciais de operacdo, decorrente da
produ¢do de acidos organicos, seguida de uma lenta e pequena elevacdo do pH,
resultante da dessor¢ao de CO, pela produgao de biogas e remogao do acido acético pela
metanogénese (VAN HAANDEL e LETTINGA, 1994).

Para a relacdo 3,0 g DQO.g STV (FIG. 10e) observa-se uma redugdo da
eficiéncia de remogao de DQO apds 120 horas de operagdo do sistema, que atingiu
apenas 61%. A maior relacdo A/M avaliada (FIG. 10f) apresentou um comportamento
caracteristico de sistemas submetidos a altas cargas organicas, quando a taxa de
remocdo de acidos volateis por meio da metanogénese ndo acompanha a taxa de
produgdo dos mesmos, resultando em um acumulo desses acidos no meio e subseqiiente
diminuicdo do pH, que pode exercer um efeito inibitério sobre os microrganismos
metanogénicos (COHEN et al., 1982; HEDRICK et al., 1991; RAJESHWARI et al.,
2000; SHULER e KARGI, 2002). No sistema em questdo apenas 40,7% da matéria
organica foi completamente oxidada ao final da batelada, sendo esse consumo
observado nas 20 horas iniciais de operagdo, o que coincidiu com o periodo de redugdo
de pH do sistema resultante da fase acidogénica do processo.

O estabelecimento da relagdo A/M para continuidade do trabalho baseou-se na
eficiéncia de remoc¢do de DQO atingida pelo sistema, ao término da batelada. Deste
modo, a relagdo alimento/microrganismo assumida nas demais etapas do procedimento
foi 2 g DQO.g STV, utilizando-se desta forma para obtencdo de uma boa eficiéncia de
remocdo de DQO, um menor volume de indculo na composi¢do da mistura de reacao.
Definiu-se também nesta etapa o tempo total de operagao da batelada como 120 horas.

A relagdo alimento/microrganismo definida para este estudo, 2 g DQO.g STV,
encontra-se na faixa de valores normalmente estabelecida para avaliacdo da atividade
metanogénica especifica (AME), ou seja, valores correspondentes a atividade maxima

deste grupo microbiano, geralmente responsdvel pela etapa limitante do processo.
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Devido a variagdes na natureza do substrato, do indculo e mesmo alteragdes de
metodologia, os dados encontrados na literatura sugerem uma faixa de valores para
avaliagio da AME entre 0,5 ¢ 2,5 g DQO.g SSV™' (VALCKE e VERSTRAETE, 1983;
JAMES, CHERNICHARO e CAMPOS, 1990; CHERNICHARO, 1997,
MONTEGGIA, 1997; JAWED e TARE, 1999; LOPEZ-FIUZA et al., 2002). A relacio
definida no presente trabalho encontra-se também na faixa estabelecida para ensaios de
toxicidade segundo FEIJOO et al. (1995), FANG e CHAN (1997) e ERGUDER,
GUVEN e DENIRER (2003), variando de 1 a 2,5 ¢ DQO.g SSV™.

4.3.3. Estudo do efeito de agentes quimicos na eficiéncia de remoc¢io de DQO

Neste estudo o efeito inibitdrio e, ou toéxico dos agentes quimicos estudados foi
avaliado com base na redu¢do da eficiéncia de remocao de DQO do sistema, comparado
a um sistema controle sem a adi¢cdo de qualquer agente quimico.

O efeito dos diferentes agentes quimicos avaliados na eficiéncia de remogao de
DQO do sistema, apds 120 horas de operagao, encontra-se representado na FIG. 11.
As substancias sdo apresentadas na seguinte ordem: agentes detergentes isolados,
formulagdes de detergentes, sanitizantes quimicos isolados e combinagdes das
formulagdes de detergentes e sanitizantes quimicos. Uma vez que o desvio padrio
obtido para o reator controle apresentou um valor muito baixo, 2,73%, definiu-se como
pardmetro uma variacdo de 5% no valor médio da eficiéncia de remo¢dao de DQO do
sistema, apos 120 horas de operacdo, obtida para o controle (75,5%). Considerou-se que
sistemas com eficiéncia final de remog¢dao de DQO entre 70,5 e 80,5% ndo tiveram sua
eficiéncia alterada pela adicdo do agente quimico avaliado. A seguir, encontram-se
apresentados apenas os efeitos inibitdrios mais relevantes, sendo os demais resultados

apresentados no Apéndice.
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FIGURA 11 — Eficiéncias de remog¢ao de DQO, apds 120 horas de operacgao do sistema, para os diferentes agentes quimicos e combinagdes avaliadas. As trés
colunas visualizadas para cada agente correspondem as concentragdes testadas (QUADROS 10 e 11): m menor concentragdo; = concentracao
intermedidria € O maior concentragdo. A eficiéncia de remogao apresentada corresponde a média de duas repeticdes e valores negativos

representam aumento na DQO soluvel do sistema. As linhas tracejadas correspondem a variagdo de 5% do valor do controle.
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Para efeito de comparacdo, inicialmente serdo apresentados e discutidos os
resultados obtidos para o reator controle (FIG. 12). A taxa de remog¢ao de DQO atingiu
21,3 mg DQO.L".h"', alcangando ao final da batelada uma eficiéncia de remogdo75,5%.
Quanto a variacdo do pH, destaca-se a queda acentuada nas 11 horas iniciais da
batelada, reflexo da atividade acidogénica, seguida do lento aumento a valores proximos

a neutralidade decorrente da dessor¢cao de CO, e consumo de acido acético na fase

metanogénica.
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FIGURA 12 — Variacdo da DQO (a) e pH (b) no reator controle. Os valores correspondem a

média de seis repeticoes.

4.3.3.1. Avaliacao do efeito individual de agentes detergentes na eficiéncia de

remocio de DQO

Conforme apresentado na FIG. 11, os agentes hexametafosfato de sédio e EDTA
ndo apresentaram efeito inibitério sobre o sistema, em nenhuma das concentragdes
avaliadas.

Pode-se afirmar, portanto, que concentracdes inferiores a 1500 mg.L™' de
hexametafosfato de sddio ndo afetam consideravelmente a eficiéncia de remogdo de
DQO do sistema anaerdbio em questdao. Segundo KHALIL et al. (1988), concentragdes
até 100 mg.L" de outro polifosfato, o tripolifosfato de sodio, também nio apresentaram
efeito inibitdrio na produgdo de biogas, a partir de meio sintético rico em glicose.

O efeito do EDTA esta diretamente relacionado a sua concentragdo em solugao.
Sabe-se que, em baixas concentragdes, agentes quelantes sdo utilizados para formagao
de compostos soliveis com ions presentes no meio nutriente que, caso contrario, se

precipitam e tornam-se indisponiveis para as células (SHULER e KARGI, 2002).
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Em concentragdes elevadas o EDTA pode remover céations componentes da parede
celular de alguns microrganismos, causando desintegracdo dos granulos (SCHMIDT e
AHRING, 1996). No presente estudo pode-se afirmar que concentragdes inferiores a
250 mg.L"' do complexante organico Na,EDTA ndo resultaram em alteragdes no
processo de digestao anaerdbia em questao.

A presenga do surfactante ndo iénico Tween 80 nas concentragdes 0,6 ¢ 3 mg.L™"
ndo alterou a eficiéncia final de remocdo de DQO do sistema (FIG. 10). Contudo, a
adigdo de 15 mg.L" desse tensoativo resultou em um aumento na eficiéncia do sistema,
que atingiu uma taxa média de remogdo equivalente a 43,0 mg DQO.L™".h", alcan¢ando
uma média de 91,4% de remog¢do de DQO ao término da batelada, conforme

demonstrado na FIG. 13.
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FIGURA 13 — Variagdo de DQO (o) e pH (A) no reator controle (a) e no sistema adicionado de
15 mg.L" de Tween 80 (b). Os valores apresentados correspondem a média de

duas repetigoes.

As alteracdes observadas na estrutura dos granulos (FIG. 14) possivelmente
estao relacionadas a ligagdo do Tween 80 aos lipideos da membrana celular, alterando
diretamente as propriedades de superficie dos microrganismos, em especial a carga
elétrica (LIU et al.,, 2003; MEZZANOTTE et al.,, 2003). Segundo SCHMIDT e
AHRING (1996), as bactérias dispersas sdo carregadas negativamente existindo uma
repulsdo entre as células. A alteracdo da carga na superficie microbiana resulta em uma
maior agregacao, o que pode beneficiar a degradacao de substratos e intermediarios
facilitando assim a troca de metabolitos entre os diferentes grupos microbianos

responsaveis pela digestdo anaerobia (SCHMIDT e AHRING, 1996; LIU et al., 2003).
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FIGURA 14 — Fotomicrografias (4x) dos granulos presentes na mistura de reacdo contendo
15 mg.L"' de Tween 80 em diferentes tempos de operagdo: (a) 0 hora; (b) 24
horas; (c) 120 horas; fotografias utilizando objetiva 10x mostram melhor a

estrutura mais agregada nos tempos (d) 75 horas e (e¢) 120 horas.

Os tensoativos nao id6nicos também sao efetivos na liberagdao de enzimas ligadas
a célula, porém esse mecanismo de acdo ainda ndo foi muito explorado em
microrganismos anaerobios conforme relatado em LEE et al. (2004). Seria interessante,
portanto, avaliar o efeito deste tensoativo ndo idnico na fase hidrolitica da digestao
anaerdbia que, dependendo da natureza do substrato, pode ser a etapa limitante de todo
0 Processo.

Dentre os agentes quimicos avaliados isoladamente, os efeitos inibitorios mais
relevantes sdo atribuidos ao hidroxido de sodio, acido nitrico e dodecil sulfato de sédio.
A adicdo dessas substiancias resultou em alteracdes no sistema em todas as
concentragoes avaliadas.

A FIG. 15 apresenta as alteracdes no processo de digestdo anaerdbia resultantes
da adi¢@o de hidroxido de sodio ao sistema. O tratamento com 0,02% de hidroxido de
sodio (FIG. 15b) apresentou uma eficiéncia de remog¢do de DQO de 58,2%, apos 120

horas de operacgao do sistema.
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FIGURA 15 — Efeito de hidroxido de sodio na variacdo de DQO (o) e pH (A) em reator
anaer6bio em batelada: (a) Controle; (b) 0,02%; (c) 0,1% e (d) 0,5 % NaOH.

Os valores apresentados correspondem a média de duas repetigdes.

Para a concentragdo de 0,1% de hidroxido de sodio (FIG. 15c¢) a eficiéncia de
remocdo de DQO ao final da batelada foi de aproximadamente 17%, sendo esse
consumo observado nas primeiras 48 horas de operacdo. Apesar do elevado pH inicial
do sistema, foi possivel identificar a queda de pH decorrente da atividade acidogénica,
observando-se em seguida uma estabilizagdo no pH do sistema. Esse comportamento
confirma a menor sensibilidade das bactérias fermentativas a alteracdes nos valores de
pH do sistema, conforme descrevem ARCHER (1983), VAN HAANDEL ¢ LETTINGA
(1994) e GRADY, DAIGGER e LIM (1999). O efeito inibitorio gerado pela adicao de
0,1% hidroxido de sodio foi mais agressivo aos microrganismos, perturbando

completamente o sistema no periodo de operacao estudado.
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A adicdo de 0,5% hidroxido de sodio (FIG. 15d) resultou em uma elevagdo de
aproximadamente 20% da DQO soluvel, nas primeiras 20 horas de operacdo,
permanecendo praticamente constante apos este periodo. O aumento da DQO soluvel
possivelmente estd relacionado ao extravasamento de componentes celulares e, ou
solubilizacdo de material extracelular, fendmenos sugeridos pelas analises

microscopicas dos granulos do lodo anaerobio (FIG. 16).

(d) (e)
FIGURA 16 — Fotomicrografias (4x) dos granulos presentes na mistura de reagdo inicial do
controle (a) e na mistura contendo 0,5% de hidroxido de sédio em diferentes
tempos de operacdo: (b) 6 horas; (c) 48 horas; (d) 96 horas e (e) 120 horas;
(f) granulo deteriorado observado na mistura contendo 0,5% NaOH apos
120 horas de operacao, utilizando objetiva 10x.

As alteracdes nas estruturas dos granulos e células sdo atribuidas ao elevado
pH inicial deste sistema, que se manteve constante no decorrer da batelada.
Segundo FOSTER (1999), as proteinas periplasmaticas sdo intensamente danificadas
quando submetidas a pH alcalino. A drastica alteracio de pH desse tratamento
interfere também nas forcas atrativas e repulsivas como forcas de Van der
Waals e eletrostaticas envolvidas no processo de agregacdo das células e na
densidade e distribuicdo de cargas elétricas na superficie das células que
influenciam n3o s6 o processo de granulacdo como também a permeabilidade

da membrana celular (SCHMIDT e AHRING, 1996; LIU et al., 2003).

57



Alteragdes na atividade metabodlica das células e na solubilidade e disponibilidade de
nutrientes também se encontram entre os danos resultantes de modifica¢des no pH do
sistema (BITTON, 1994).

Um fendmeno interessante foi observado no tratamento com 0,5% de hidroxido
de sodio: ao término da batelada, o baldo conectado ao reator e o proprio reator
apresentaram-se comprimidos, possivelmente devido ao consumo de didéxido de carbono
do headspace. Segundo GRADY, DAIGGER e LIM (1999), em altas concentragdes de
NaOH, o requerimento de CO, ¢ superior a quantidade disponivel, gerando uma pressao
negativa no sistema.

O fendmeno de inibicdo observado no tratamento com 0,5% de hidroxido de
sodio pode ser resultante, além das drésticas elevagdes de pH, do efeito toxico atribuido
a elevadas concentragdes de sodio. No tratamento em questdo a concentragdo de sodio
alcangou 0,36%, considerando-se também os ions provenientes do bicarbonato de sodio
presente no meio sintético. Segundo GRADY, DAIGGER e LIM (1999), concentragdes
de 0,35 a 0,55% de s6dio inibem moderadamente o processo de digestdo anaerobia,
enquanto a presenca de 0,8% do cation inibe severamente o sistema. FEIJOO et al.
(1995) avaliaram o efeito de sodio na produgdo de metano, encontrando concentracdes
responsaveis por inibicdo de 50% da atividade metanogénica na faixa de 0,3 a 1,6 %.
RINZEMA, VAN LIER e LETTINGA (1988) também estudaram o efeito de so6dio na
formagao de metano, encontrando em pH neutro concentracdes de 0,5; 1,0 e 1,4% de
sodio responsaveis por inibicdes de 10, 50 e 100% de inibig¢do da atividade
metanogénica especifica maxima. Para valores de pH préximos a 8,0, como ocorre para
o sistema avaliado neste estudo, observou-se uma inibicdo mais pronunciada
correspondente a 0,25; 0,75 e 1,2% de sodio para inibi¢des de 10, 50 e 100%. Estudos
avaliando o efeito de s6dio em reatores com valores de pH proximos a neutralidade
podem confirmar o real efeito do cation sddio sobre o sistema empregado neste estudo.

O efeito do 4cido nitrico na eficiéncia da digestdo anaerdbia provavelmente

também esta associado as alteracdes geradas no pH da mistura de reagdo (FIG. 17).
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FIGURA 17 — Efeito de acido nitrico na variacdo de DQO (©) e pH (A) em reator anaerobio em
batelada: (a) Controle; (b) 0,01%; (c) 0,05% e (d) 0,25% HNO;. Os valores

apresentados correspondem a média de duas repetigdes.

A concentragdo de 0,01% de 4cido nitrico no meio de reacdo (FIG. 17b) permitiu
um consumo de aproximadamente 30% da DQO nas 15 horas iniciais, seguido por um
periodo de 17 horas em que o teor de DQO manteve-se praticamente constante.
Posteriormente, o consumo de DQO retornou a uma taxa de 17,3 mg DQO.L'l.h'1
atingindo-se, ao final da batelada, 70,6% de remocdo de DQO. Assim, notou-se uma
boa capacidade de adaptagdo da biomassa as alteragdes ambientais impostas por este
tratamento.

Para a concentracdo de 0,05% de acido nitrico (FIG. 17c¢) observa-se um
aumento na taxa de remocdo de DQO (29,4 mg DQO.L.h™") em relagdo ao valor
apresentado pelo controle (21,3 mg DQO.L".h"), possivelmente devido a diminui¢io
do pH inicial da mistura de reacdo. Visto que o efeito do pH na atividade das bactérias

acidogénicas ¢ menos relevante, sugere-se que o comportamento observado estd
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diretamente relacionado ao efeito do pH sobre os microrganismos metanogénicos.
DE BEER et al. (1992) estudaram o efeito do perfil de pH em agregados metanogénicos
sobre a cinética de conversdo de acetato, concluindo que uma diminui¢do do pH do
meio resulta em reducdo do pH no interior dos granulos e concomitante diminui¢cao do
valor de K (constante de saturagdo de Monod) no local, conduzindo a uma maior
atividade da biomassa.

A presenga de 0,25% de 4cido nitrico no meio de reacdo (FIG. 17d) resultou em
um consumo de aproximadamente 20% da DQO nas 22 horas iniciais de operacao,
seguido por um periodo de remogio de DQO a baixa taxa (4,8 mg DQO.L"".h™). Ao
término da batelada, o sistema atingiu uma eficiéncia de remo¢ao de DQO de apenas
37,4%. Devido ao baixo valor inicial, a diminui¢do de pH decorrente da atividade
acidogénica do sistema resultou em valores considerados extremamente baixos como
5,0, podendo justificar a baixa eficiéncia de remocdo atingida, uma vez que a
metanogénese diminui rapidamente quando o pH atinge valores inferiores a 6,0
(BITTON, 1994; VAN HAANDEL e LETTINGA, 1994).

Outro agente detergente cuja utilizagdo tem aumentado nas Ultimas décadas e
que gerou efeitos consideraveis de inibi¢do do sistema avaliado ¢ o surfactante anionico
dodecil sulfato de sodio ou lauril sulfato de sodio, conforme observado na FIG. 18.

Apbs as 120 horas de operagio, o sistema contendo 30 mg.L™" de dodecil sulfato
de sodio atingiu eficiéncia de 65,9% remog¢dao de DQO. Mesmo ndo tendo sido
alcangada a mesma eficiéncia de remog¢do do reator controle, esse comportamento
demonstra a capacidade de adaptagao dos microrganismos a concentragao de surfactante
empregada neste tratamento.

Para a concentragdo de 150 mg.L" observa-se uma inibi¢do do sistema apds
aproximadamente 24 horas de operacdo, obtendo-se ao término da batelada uma
remog¢ao de aproximadamente 23% da DQO inicial. A curva de variagao do pH deste
sistema diferenciou-se do controle apds 41 horas de operacdo, quando se observou uma
estabilizagdo do valor do pH. Esse comportamento pode indicar a maior sensibilidade
das arqueobactérias metanogénicas a toxicidade do surfactante quando comparadas as
bactérias acidogénicas, como afirma MOSCHE e MEYER (2002).

A adigdo de 750 mg.L™" do tensoativo provocou um comportamento semelhante
ao descrito para a concentragio de 150 mg.L™'. Entretanto, a inibi¢do do sistema foi
observada somente ap6s 41 horas de operagdo, sendo a remogao de DQO ao término da

batelada correspondente a 40% do valor inicial.
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FIGURA 18 — Efeito de dodecil sulfato de s6dio na variagdo de DQO (©) e pH (A) em reator

anaerébio em batelada: (a) Controle; (b) 30 mg.L"; (c) 150 mgL’' e
(d) 750 mg.L"'. Os valores apresentados correspondem a média de duas

repeticdes.

E importante ressaltar a diferenga notada com relagéo ao valor inicial de DQO

para a concentra¢io de 750 mg.L"' do surfactante, quando se observou um aumento

de 33,3% da DQO soluvel inicial do controle. Esse acréscimo estd relacionado

a natureza orgadnica da substancia, cujo teor de matéria orgdnica corresponde a

1,85 g DQO.g" dodecil, conforme apresentado no QUADRO 11. Considerando-se essa

observagio ¢ importante salientar que, apesar dos tratamentos com 150 ¢ 750 mg.L" de

dodecil apresentarem eficiéncias de remocao diferentes, 20 e 40% respectivamente, os

valores absolutos do teor de DQO ao término da batelada podem ser considerados

proximos, correspondentes a 2,53 e 2,83 g DQO.L™, respectivamente.
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As bases moleculares da atividade biologica e toxicologica dos surfactantes
anidnicos sobre o processo de digestdo anaerobia ainda ndo foram completamente
elucidadas (CSERHATI, FORGACS ¢ OROS, 2002). O mecanismo de a¢io mais
provavel estd relacionado a ligacdo de surfactantes anidnicos a macromoléculas
bioativas, mais especificamente fragmentos celulares como os fosfolipideos de
membrana, causando sua disfuncdo e gerando inibicdo da atividade microbiana por
meio de perturbagdes do transporte de ions, absor¢do de nutrientes essenciais ou
liberagdo de produtos metabdlicos toxicos a célula (JENSEN, 1999; WHITE, 2000;
FEITKENHAUER e MEYER, 2002a). Segundo DYCHDALA e LOPES (1991), em
concentragdes mais elevadas os surfactantes anidénicos podem desagregar ¢ at¢ mesmo
solubilizar componentes da membrana celular. As alteracdes observadas na estrutura
dos granulos submetidos a concentragdo de 750 mg.L" de dodecil sulfato de sédio sdo

apresentadas na FIG. 19.
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FIGURA 19 — Fotomicrografias (4x) dos granulos presentes na mistura de reacdo contendo
750 mg.L" de dodecil sulfato de sodio em diferentes tempos de operagio:
(a) 0 hora; (b) 24 horas; (c¢) 120 horas.

Embora a biodegradabilidade de alguns surfactantes anionicos sob condi¢des
anaerdbias tenha sido confirmada (FEITKENHAUER e MEYER, 2002b;
FEITKENHAUER, 2003), também foi demonstrado que seus efeitos inibitérios podem
persistir mesmo ap6s sua degradacdo devido ao acumulo de intermediarios de elevada
toxicidade, os acidos organicos correspondentes, muitas vezes até mais toxicos que as

moléculas de origem (FEITKENHAUER, 2003; MEZZANOTTE et al., 2003).
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4.3.3.2. Avaliacdo do efeito combinado de agentes detergentes na eficiéncia de

remocio de DQO

Para obtencdo de um efeito de higienizacdo satisfatorio, normalmente faz-se
necessaria a utilizagdo de uma mistura de substancias quimicas. Neste estudo, foram
avaliadas duas das formulagdes de detergentes comumente empregadas no processo de
limpeza de industrias de alimentos, sendo um detergente béasico e um detergente acido.

A influéncia do detergente basico no desenvolvimento da digestdo anaerdbia

pode ser conferida na FIG. 20.
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FIGURA 20 — Efeito de detergente basico na variagdo de DQO (o) e pH (A) em reator
anaerobio em batelada: (a) Controle; (b) 0,02%; (¢) 0,10% e (d) 0,50%.
Os valores apresentados correspondem a média de duas repetigoes.

Observando-se o comportamento do tratamento com 0,02% de detergente basico
(FIG. 20b) nota-se que, apesar do agente principal da formulacdo estar presente em

concentragdo proxima a avaliada na forma isolada, 0,019 e 0,020% NaOH
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respectivamente, a curva de remogao de DQO nao apresentou o periodo de estabilizacao
observado no tratamento 0,02% NaOH (FIG. 15b). O comportamento correspondente ao
detergente basico foi similar ao observado no controle, atingindo taxa de remocao de
21,3 mg DQO.L".h"' e eficiéncia ao final da batelada de 76%. Sugere-se, portanto, a
existéncia de um efeito antagonico entre os componentes da formulacao, visto que a
presenca de uma das substancias, por exemplo EDTA, reduziu o efeito inibitério de
outra substancia, hidroxido de sodio. Para identificagdo do real componente antagénico
sdo0 necessarios estudos complementares avaliando o efeito das combinagdes. Os valores
iniciais de pH em todos os tratamentos foram proximos aos observados na avaliagdo
isolada de hidroxido de sodio.

As demais concentragdes avaliadas de detergente basico (FIG. 20c e 20d)
apresentaram taxas e eficiéncias finais de remog¢ao de DQO semelhantes as observadas
para o tratamento individual envolvendo hidroxido de sodio, principal agente detergente
da formulagao (FIG. 15¢ e 15d). Portanto, as alteragdes resultantes da adi¢cdo de 0,1 e
0,5% de NaOH nao foram atenuadas pelos demais componentes da formulacao.

Para a formulagdo de detergente acido, os comportamentos observados em todas
as concentragdes avaliadas podem ser atribuidos exclusivamente a presenga de acido
nitrico (FIG. 11). Apesar das diferentes concentragdes de acido nitrico entre os reatores
da avaliacdo individual e da avaliagdo combinada, sistemas com valores iniciais de pH
semelhantes apresentaram curvas e eficiéncias de remocdo semelhantes. Este fato

confirma que as variagdes observadas se devem a mudangas no pH da mistura.

.4.3.3.3. Avaliagcdo do efeito individual de sanitizantes quimicos na eficiéncia de

remocio de DQO

Conforme apresentado na FIG. 11, dos sanitizantes quimicos avaliados, o
hipoclorito de s6dio ndo apresentou efeito inibitorio sobre o sistema, em nenhuma das
concentracdes avaliadas, ou seja, concentracdes de até 50 mg.L™' cloro residual total
(CRT) ndo influenciaram a eficiéncia de remocao de DQO do sistema. POELS, VAN
ASSCHE e VERSTRAETE (1984) avaliaram o efeito de desinfetantes e antibidticos na
digestdo anaerdbia de efluentes de suinocultura e também ndo observaram nenhum
fendmeno de inibicao resultante da adi¢do de solu¢des de concentragdes proximas a 50
e 475 mg.L"' cloro residual livre (CRL). A principal explicagdo para a baixa atividade

antimicrobiana do sanitizante baseia-se na inativacao deste composto pela presenca de
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matéria organica. Visto que o cloro ¢ um forte agente oxidante, quando derivados
clorados sdo adicionados em solugcdo reagem, em primeiro lugar, com a matéria
organica e substancias inorganicas reduzidas presentes no meio. Somente apds essas
reagdes, tem-se a presenca do chamado “cloro residual livre”, constituido de acido
hipocloroso e ion hipoclorito responsaveis pela ac¢do oxidante e sanitizante dos
derivados clorados (ANDRADE ¢ MACEDO, 1996; BITTON, 1994; MACEDO, 2002).
No presente trabalho, o alto teor inicial de matéria organica do sistema, cerca de
3,8 g DQO.L™, provavelmente resultou em grande perda da atividade antimicrobiana do
hipoclorito, perda que se torna altamente relevante quando sdo empregadas pequenas
quantidades de cloro (DYCHDALA, 1991). Outro importante fator que interfere na
atividade antimicrobiana dos compostos clorados ¢ o pH da solugdo sanitizante. O pH
médio das solucdes utilizadas nas diferentes repeticdes (8,9) ndo foi ajustado, evitando-
se adicdo de qualquer outro composto ao sistema que ndo a substancia teste. No pH
citado, a concentragdo de acido hipocloroso em sua forma nao dissociada, forma que
apresenta maior atividade biocida, ¢ baixa (DYCHDALA, 1991; ANDRADE e
MACEDO, 1996; BITTON, 1994). Porém, segundo ANDRADE ¢ MACEDO (1996),
apesar do hipoclorito apresentar maior eficiéncia em valores mais baixos de pH (pK, 7,5
a 30 °C), para higiene industrial ndo ¢ recomendada a utilizagao de solu¢des a pH muito
baixo. Para sanificagio de equipamentos, recomendam-se solugdes 100 mg.L" CRT pH
7,5-8,5.

Quanto ao 4cido peracético, concentragdes de 2,4 ¢ 12 mg.L™' ndo resultaram em
alteragdes consideraveis no sistema (FIG. 11). A FIG. 21 representa o efeito sobre a
remogao de DQO causado pela adi¢do de 60 mg.L™" de 4cido peracético cujo sistema, ao
término da batelada, atingiu eficiéncia de remog¢ao de DQO de apenas 33,0%.

Para este tratamento, o primeiro fator a ser considerado ¢ o efeito do pH na
atividade da substdncia. O acido peracético inclui-se no grupo de agentes
antimicrobianos que atuam dentro de uma determinada faixa de pH sendo
profundamente influenciados por mudangas relativamente pequenas no pH do meio
(KOSTENBAUDER, 1991). A forma da substancia considerada biocida ¢ a forma nao
dissociada, sendo seu pK, 8,2. Assim, em condigdes mais alcalinas como as
demonstradas pelos tratamentos com 2,4 e 12 mg.L"' de acido peracético, ha uma
predominancia da forma dissociada do acido resultando em uma diminui¢cdo em sua

atividade antimicrobiana (KITIS, 2004).
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FIGURA 21 - Efeito de acido peracético na variagado de DQO (o) e pH (A) no reator controle
(a) e no reator contendo 60 mg.L'1 de 4acido peracético (b). Os valores

apresentados correspondem a média de duas repetigoes.

Em vista disso, além do aumento da concentragdo de acido peracético, a inibigao
observada no tratamento com 60 mg.L" deve-se também ao valor do pH da solugio
apos a adicdo da substancia (média de 7,0), que se apresenta dentro da faixa onde a
atividade antimicrobiana da substancia ¢ mais elevada em relagdo aos valores obtidos
para os tratamentos de 2.4 mg.L" (média de 8,4) ¢ 12 mg.L™" (média de 8,0).

Embora os mecanismos de acdo do acido peracético ainda ndo tenham sido
completamente elucidados, sua atividade antimicrobiana baseia-se na liberacdo de
oxigeénio ativo (KITIS, 2004). Algumas teorias associam seu modo de agdo a oxidagdo
de grupos sulfidrila e ligacdes dissulfeto de proteinas, enzimas e outros metabolitos,
além da oxidagdo de ligagdes duplas. Trabalhos também sugerem atividade do &cido no
rompimento da fun¢cdo quimiosmdtica da membrana citoplasméatica e do transporte por
meio do deslocamento ou ruptura da parede celular (BALDRY e FRASER, 198S;
LEAPER, 1984). Em nivel intracelular o acido peracético pode oxidar enzimas
essenciais, prejudicando vias metabdlicas vitais, transporte ativo através da membrana e
niveis de soluto no interior das células. Atuag¢do nas bases purinicas e pirimidinicas da
molécula de DNA também foi sugerida por BLOCK (1991b) e KITIS (2004).

A FIG. 22 demonstra as alteragdes observadas na estrutura dos granulos,

resultantes do efeito da adi¢do de 60 mg.L™' de 4cido peracético ao sistema.
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FIGURA 22 — Fotomicrografias (4x) dos granulos presentes na mistura de reacdo inicial do
controle (a) e na mistura contendo 60 mg.L™" de acido peracético em diferentes

tempos de operagdo: (b) 6 horas; (¢) 72 horas; (d) 120 horas.

4.3.3.4. Avaliacdo do efeito combinado de detergentes e sanitizantes na eficiéncia

de remo¢ao de DQO

Em todas as concentracdes testadas, as combinag¢des envolvendo detergente
basico apresentaram desempenhos semelhantes quando comparado a sua avaliagdo
isolada (FIG. 11). A predominancia do efeito inibitorio do detergente basico deve-se
principalmente a baixa atividade antimicrobiana dos sanitizantes quimicos avaliados em
valores alcalinos de pH, como os resultantes da presencga da formulagdo alcalina.

Para as combinagdes envolvendo detergente acido, ¢ importante ressaltar o
comportamento observado no tratamento envolvendo 0,10% detergente acido e
10 mg.L'1 cloro residual total, demonstrado na FIG. 23b, em que o sistema alcangou ao
término da batelada uma eficiéncia de remocgao de 74,0% da DQO inicial, valor inferior
ao atingido pelo tratamento isolado com 0,10% de detergente acido (87,9%) porém
proximo a eficiéncia alcangada pelo reator controle apos 120 horas de operacao
(75,5%). A redugdo na eficiéncia do sistema em relagdo ao tratamento isolado com
detergente acido pode ser atribuida a diminuicdo do pH inicial a valores onde a

atividade antimicrobiana do hipoclorito de so6dio ¢ mais acentuada.
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FIGURA 23 — Variacdo de DQO (©) e pH (A) no reator controle (a) ¢ no sistema avaliando o
efeito combinado de 0,10% detergente acido e 10 mg.L"' CRT (b). Os valores

apresentados correspondem a média de duas repetigoes.

Para as demais combinagdes envolvendo a formula¢ao acida, observou-se a

predominancia do efeito resultante da adicdo isolada do detergente (FIG. 11). A

combinagio de 0,10% de detergente 4cido e 12 mg.L™" de acido peracético confirma a

auséncia de atividade antimicrobiana do acido peracético nesta concentragdo, mesmo

em valores de pH abaixo de seu pK,. Para as duas combinag¢des envolvendo a maior

concentragdo de detergente acido, a predominancia do efeito isolado do detergente

deve-se ao baixo valor de pH resultante da fase acidogénica, que inibe severamente a

atividade dos microrganismos metanogénicos. Esse comportamento demonstra a

magnitude da influéncia de grandes alteracdes de pH sobre o sistema.
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5 CONCLUSOES E SUGESTOES

Antes de relacionar os efeitos dos diferentes agentes quimicos sobre o sistema
anaerdbio avaliado, ¢ importante ressaltar o impacto significante do pH na performance
do processo. Este pardmetro pode influenciar o desempenho do sistema de dois modos:
diretamente, afetando a atividade microbiana por meio de alteragdes enzimaticas,
modificagdes nas vias metabolicas ou mesmo na estrutura da membrana; ou
indiretamente, afetando a atividade antimicrobiana dos agentes quimicos avaliados.
Além disso, vale ressaltar que o efeito observado para cada agente quimico, nas
concentragcdes avaliadas, estd diretamente relacionado ao pH inicial do sistema em
questao.

Os efeitos dos agentes alcalino e 4cido avaliados isoladamente foram
correlacionados a influéncia do pH na performance do sistema.

O efeito resultante da adicdo de surfactantes depende da natureza da molécula,
podendo resultar em alteracdes benéficas ou prejudiciais ao sistema. Neste estudo,
concentragdes acima de 150 mg.L"' do surfactante aniénico dodecilsulfato de sodio
causaram inibicdo do sistema, enquanto concentragdes de 15 mg.L™" do surfactante nio
16nico Tween 80 estimularam o processo de digestao anaerdbia.

Os agentes complexantes avaliados, independente de sua natureza organica
(EDTA) ou inorganica (hexametafosfato de so6dio), ndo resultaram em alteracdes

consideraveis no sistema nas concentragdes avaliadas.
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Nas concentragdes avaliadas, a adicdo de hipoclorito de sddio ndo resultou em
efeito inibitorio, podendo esse comportamento estar relacionado a uma série de fatores
como pH da solucdo sanitizante, pH da mistura de rea¢do, inativagdo do hipoclorito pela
presenga de matéria organica ou acessibilidade dificultada do composto a estrutura
granular do lodo. Para um maior esclarecimento do efeito deste sanitizante quimico
sobre os microrganismos do lodo sdo sugeridos estudos complementares explorando
essas diferentes varidveis. Apesar de apresentarem mecanismos de acdo semelhantes, o
acido peracético reduziu a performance do sistema quando adicionado na concentragdo
de 60 mg.L™".

Para as formulagdes de detergentes a maioria dos comportamentos observados
foi similar aos resultantes da adicdo isolada do agente principal da formulacdo, ndo
havendo portanto sinergismo entre seus componentes. Deve-se ressaltar contudo o
efeito antagonico observado para o tratamento com 0,02% de detergente alcalino, em
que foi notada uma atenuacdo do efeito inibitorio gerado pela presenca de 0,02%
hidroxido de sodio.

Para as associagOes entre detergentes e sanitizantes, a predominancia do efeito
gerado pela presenca isolada da formulacdo de detergente confirma a magnitude da
influéncia de alteragdes do pH sobre a microbiota do sistema e sobre o efeito
antimicrobiano dos sanitizantes quimicos avaliados.

Os resultados deste estudo permitiram a identificacdo dos agentes quimicos e das
concentragdes desses compostos que interferem na eficiéncia de remog¢do de matéria
organica do sistema, ou seja, na eficiéncia global do tratamento anaerobio de efluentes.
Porém, um determinado agente quimico pode exercer efeitos distintos nos diferentes
grupos de microrganismos envolvidos no processo de digestdo anaerdbia. Sugere-se
portanto, a avaliagdo do efeito dos agentes quimicos que influenciaram
consideravelmente a eficiéncia global do processo sobre as atividades hidrolitica,
acidogénica e metanogénica do lodo anaerdbio.

Outro fator a ser explorado ¢ o potencial de aclimatagdo dos microrganismos.
Dependendo da natureza, concentragdo e mecanismo de a¢do do composto, a exposicao
do lodo a substancias consideradas toxicas ou inibitorias resulta na selecdo de
microrganismos resistentes ou adaptacdo microbiana as condigdes adversas por

meio de sintese de novas enzimas ou alteragdes nas vias metabolicas.

70



Assim, sdo sugeridos estudos avaliando a reagdo do sistema a alimentagdes sucessivas
de substrato sintético contendo as mesmas concentragdes de agentes quimicos avaliadas,
para avaliacdo do potencial de aclimatagdo dos microrganismos em questao.

Estudos de reversibilidade também sdo recomendados visto que, para algumas
substancias toxicas, pesquisas tém demonstrado que a remog¢do do composto do meio
liquido implica em uma aceleracdo na recuperagao do sistema.

Todos esses esclarecimentos podem ajudar a dissipar a referéncia que a presenca
de substancias potencialmente tdxicas elimina o tratamento anaerdbio como alternativa
viavel. Além disso, modelos descrevendo o efeito da toxicidade em sistemas anaerobios
podem auxiliar na selecao de configuragdes e estratégias de operacdo para tratamento

eficiente de efluentes industriais contendo substancias toxicas.
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FIGURA 1A - Efeito de hexametafosfato de s6dio na variagao de DQO (o) e pH (A) em reator
anaerobio em batelada: (a) 60 mg.L™; (b) 300 mg.L"; (c) 1500 mg.L".

Os valores apresentados correspondem a média de duas repetigdes.
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FIGURA 2A - Efeito de EDTA na variagdo de DQO (©) e pH (A) em reator anaerobio em
batelada: (a) 10 mg.L"; (b) 50 mg.L™"; (c) 250 mg.L". Os valores apresentados
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correspondem a média de duas repetigdes.
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FIGURA 3A - Efeito de Tween 80 na variacdo de DQO (o) e pH (A) em reator anaerébio em

batelada: (a) 0,6 mg.L"; (b) 3 mg.L™". Os valores apresentados correspondem

média de duas repeticoes.
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FIGURA 4A - Efeito de detergente acido na variagdo de DQO (o) e pH (A) em reator

anaerobio em batelada: (a) 0,02%; (b) 0,1%; (c) 0,5%. Os valores

apresentados correspondem a média de duas repeticdes.
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FIGURA 5A — Efeito de acido peracético na variagdo de DQO (o) e pH (A) em reator

anaerdbio em batelada: (a) 2,4 mg.L™"; (b) 12 mg.L™". Os valores apresentados

correspondem a média de duas repetigdes.
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FIGURA 6A - Efeito de hipoclorito de sddio na variagdo de DQO (o) e pH (A) em reator

anaerébio em batelada: (a) 2 mg.L"'CRT; (b) 10 mg.L"' CRT; (c) 50 mg.L"

CRT. Os valores apresentados correspondem a média de duas repetigoes.

1,2 14
1.0 L 12
S 081 °
g o L 10
2 06 ° o
o ' 'y °
<} 0 L8
8 041, san 288 gas an
At o9
021 °oo 8
00 - 4
0O 20 40 60 8 100 120 140

Tempo (horas)

(a)

DQO/DQO,

1,2 14
10 L 12
081 “,0 0900
% ©°945 00 r 10
06 - I
8
0,4 1 a
’ Aas B
It . a ab L6
0,2 | s a0 a b
0,0 T T . . . . 4
0 20 40 60 8 100 120 140

Tempo (horas)

(b)

FIGURA 7A — Efeito da combinagdo detergente acido (Da) e hipoclorito de sodio na variacao
de DQO (o) e pH (A) em reator anaerébio em batelada: (a) 0,02% Da e
2 mg.L"' CRT; (b) 0,5% Da e 250 mg.L"' CRT. Os valores apresentados

correspondem a média de duas repetigdes.
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FIGURA 8A — Efeito da combinagdo detergente basico (Db) e hipoclorito de s6dio na variacio
de DQO (o) e pH (A) em reator anaerdbio em batelada: (a) 0,02% Db e
2 mg.L" CRT; 0,1% Db e 10 mg.L" CRT; (b) 0,5% Db e 50 mg.L"' CRT.

Os valores apresentados correspondem a média de duas repetigdes.
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FIGURA 9A - Efeito da combinagdo detergente acido (Da) e acido peracético (APA) na
variacdo de DQO (o) e pH (A) em reator anaerdbio em batelada: (b) 0,02%
Dae 2,4 mg.L" APA; (b) 0,1% Da e 12 mg.L" APA; (c) 0,5% Da ¢ 60 mg.L"

APA. Os valores apresentados correspondem a média de duas repeti¢des.
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FIGURA 10A - Efeito da combinagdo detergente basico (Db) e acido peracético (APA)

na variacdo de DQO (o) e pH (A) em reator anaerdobio em batelada:
(a) 0,02% Db e 2,4 mg.L”" APA; (b) 0,1% Db e 12 mg.L" APA; (c) 0,5% Db

e 60 mg.L"' APA. Os valores apresentados correspondem a média de duas

repeticoes.
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