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Abstract

Biofilms have been object of extensive studies, mainly focused on the study of the kinetic
process (reaction, diffusion or both) and modelling, or on the study of its characteristics
(structure, density, thickness), Boaventura e Rodrigues, (1998), Deront et al., (1998), Hinson
et al., (1996), e Seker et al., (1995), Wasche et al., (2002).

With the exception of some strict kinetic formalisms, the biofilm thickness constitutes a basic
parameter for analysis of the mechanisms of mass transfer, namely implications to the
penetration (total or partial) of liquid and gaseous phases in the colonies that constitute the

biofilm itself.

Although incorporating biofilm thickness, most of the works on this domain, are based on
biofilm thickness increase with time, in result of microbiological growth, i.e. the biofilm

thickness is a self-controled parameter.

The present work aimed at the study of the influence of the biofilm thickness in the
degradation process of an organic substrate. The work included the construction of a special
experimental device to perform with biofilms with constant (in time) thicknesses. The
measure of biofilm thickness was also made indirectly by introducing the concept of biofilm

age.

The degradation of a simple organic substrate was studied by keeping constant the biofilm
age, through a set of parallel reactors, and with the substitution of the support with pre-

formed biofilms.

Another objective of this work was the development of a non-destructive, on line, method for
biofilm thickness evaluation. The method is based on the mesurement of the electric
capacitance of a field that includes the biofilm. This method has allowed for the analysis of
the biofilm without its removal from the support, avoiding the limitations of other methods that

perform separately from the biorecators (Gjaltema, et al., 1995).

Results have shown the importance of biofilm age and consequently its thickness as a
relevant parameter in the biodegradation process and that it might be advantageous to

operate fixed biomass systems where thickness is a controlled parameter.
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Resumo

Os biofilmes tém sido objecto e extensa actividade de investigacéo, principalmente centrada
quer no estudo do tipo de cinética (reaccional, difusional ou mista) e respectiva modelacéo,
guer no conhecimento das suas caracteristicas (estrutura, densidade, espessura) de que se
salientam os trabalhos de Boaventura e Rodrigues, (1998), Deront et al., (1998), Hinson et
al., (1996), e Seker et al., (1995), Wasche et al., (2002)

Exceptuando os formalismos cinéticos estritamente reaccionais, a espessura do biofilme
constitui um parametro fundamental para analise dos mecanismos de transferéncia de
massa, designadamente das implicacdes da penetracdo (total ou parcial) da fase liquida e

gasosa has colénias que constituem o biofilme.

A generalidade dos trabalhos de teorizacdo deste dominio, embora incorporem a influéncia
da espessura do biofilme, tém-se baseado em resultados de experiéncias em que a
espessura aumenta progressivamente no tempo, em resultado do crescimento

microbioldgico verificado no filme, isto €, a espessura € um parametro que se autocontrola.

O presente trabalho pretendeu estudar a influéncia da espessura do biofilme no processo de
degradacao de um substrato organico, através de espessuras constantes no tempo, obtidas
com um dispositivo experimental especialmente concebido para produzir biofilmes de
determinada espessura. Utilizando-se o tempo como medida indirecta deste parametro,

introduziu-se o conceito de “idade do biofilme”.

Assim, através de um conjunto de reactores em paralelo, e por substituicdo do suporte com
filmes pré-formados, estudou-se a degradacdo de um substrato organico simples mantendo

constante a idade do biofilme.

O presente trabalho teve também como objectivo o desenvolvimento de um método de
medi¢do “on-line”, ndo invasivo, da espessura do biofilme. O método, baseado na medigcéo
da capacidade eléctrica de um campo que incorpora o biofilme, para além de n&o implicar a
remocdo da biomassa do suporte para efectuar medi¢des, ndo tem as limitagbes de outros

realizados em dispositivos separados do reactor em estudo (Gjaltema, et al., 1995).

Os resultados obtidos, permitiram constatar que a idade do biofilme e, consequentemente, a
sua espessura, € um parametro que desempenha um papel fundamental na degradacao de
um substrato organico, podendo ser vantajoso explorar sistemas de biomassa fixa em que a

espessura se regule e ndo seja determinada apenas pelo natural autocontrolo.
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1. Introducédo

1.1. Aspectos gerais do tratamento de aguas residuais

A preservacdo do Ambiente, nos seus multiplos aspectos, tornou-se uma questdo
incontornavel para a sociedade moderna, face as ameacas de destruicdo que impendem

sobre o planeta e, consequentemente, sobre o Homem.

Todas as comunidades produzem residuos, sélidos, liquidos e gasosos. Os residuos
liguidos (Adguas residuais) sdo constituidos por efluentes provenientes de habitagGes,
instituicdes e estabelecimentos comerciais e industriais e, também, por infiltracbes de agua
nas redes de drenagem. Quando se verificam acumulacbes de aguas residuais,
conducentes a condi¢des de septicidade, ocorre naturalmente a decomposi¢cdo da matéria
orgéanica que provoca efeitos indesejaveis, nomeadamente a producdo de maus cheiros. Por
outro lado, a descarga de aguas residuais néo tratadas em meios aquaticos implica, pelos
nutrientes que contém, o desenvolvimento da fauna e flora daqueles meios, com os
inerentes inconvenientes. E, portanto, necessaria e imprescindivel a recolha e tratamento

das aguas residuais de modo a proteger o ambiente e a salde publica.

Embora s6 a partir do século XIX se tenha atribuido ao tratamento de aguas residuais a
importancia que lhe é devida, no &mbito do ciclo urbano da agua, foram diversas as razfes

pelas quais se materializou ao longo do tempo.

1.2. Evolucgao dos sistemas de tratamento de dguas residuais

Até ao século V d.C., o problema das aguas residuais foi encarado numa perspectiva dos
inconvenientes estéticos. Basicamente, a solu¢do passava pela recolha das aguas residuais

e, nalguns casos, na sua aplicacdo em campos agricolas (Burks e Minnis, 1994).

Com a queda do Império Romano verificou-se um retrocesso, voltando a ser aceitavel a
rejeicdo das aguas residuais para a rua, o que esteve na origem do eclodir de epidemias,
como foi o caso da colera. No entanto, e apesar de todos os constrangimentos causados por
esta pratica, s6 quando (meados do século XIX) se conseguiu relacionar a transmisséo de
epidemias pela 4gua é que o tratamento de aguas residuais ganhou maior atencdo. Nesse
tempo, 0s aspectos estéticos deram lugar a aspectos relacionados com a saulde publica e a
tecnologia aplicada para o tratamento de aguas residuais teve uma importancia irrefutavel

na promoc¢éo do controlo de doengas e na protec¢cdo do ambiente.



Assim, na segunda metade do século XIX, comecaram a surgir os primeiros sistemas de
tratamento de aguas residuais, sendo neste periodo, e no inicio do século XX, que se

registaram os maiores desenvolvimentos tecnoldgicos a este nivel.

Em 1870, Alexander Mueller demonstrou que uma agua residual podia ser tratada por
microrganismos através de um sistema de filtros intermitentes de areia (Peters e Alleman,
1983). No entanto, s6 posteriormente é que este sistema foi reconhecido como um processo
biolégico de tratamento de 4guas residuais e ndo como um sistema fisico de separacéo de

materiais.

Segundo Kiersted (1894), o valor pratico dos sistemas de tratamento através de filtracdo
intermitente, utilizado na purificacdo de um esgoto doméstico, foi pela primeira vez
reconhecido a Sir Edward Frankland, em 1870. Nesses estudos, foi utilizado um meio
filtrante composto por varios materiais, nomeadamente cascalho e solo, e feita variar a dose
de agua residual aplicada aos filtros, conseguindo deste modo controlar a eficiéncia do
tratamento (Peters e Alleman, 1983). A necessidade destes filtros funcionarem em regime
intermitente, implicou a introducdo de um novo conceito extremamente importante no
tratamento biolégico de 4guas residuais, o do tempo de retencéo, ou tempo para arejamento
entre aplicacbes de agua residual no filtro. A semelhanca do que tinha acontecido com os
filtros intermitentes de areia e com os sistemas de Alexander Mueller, também estes
sistemas foram considerados como fisico-quimicos e ndo de natureza biolégica, como mais

tarde veio a ser reconhecido (Peters e Alleman,1983).

A par com estes estudos sobre filtracdo intermitente, foram realizados outros semelhantes,
em diferentes paises, nomeadamente na Alemanha e em Inglaterra (Seeger, 1999 e Brown,
2005).

Em Inglaterra, na sequéncia do aparecimento da epidemia de febre tiféide e de célera e
guando se relacionaram estas epidemias com a contaminacdo dos reservatérios de agua
com as aguas residuais ndo tratadas, foi criada a Royal Commission of England on
Treatment and Disposal of Sewage a qual foi atribuida a responsabilidade da investigagéo,

controlo e estudo do tratamento de aguas residuais.

Nos Estados Unidos da América o percurso foi idéntico, na medida em que também se
criaram equipas que se ocuparam de estudar formas de tratar efluentes domésticos, sendo
a Massachusetts State Board of Health uma das mais conhecidas (Commission on life
Sciences, 1977) e onde mais tarde se vieram a desenvolver os estudos designados por

“Estudos da Estagdo Experimental de Lawrence”.



Da equipa da Estacdo Experimental de Lawrence, destaca-se um conjunto de
investigadores, entre os quais, Hiram F. Mills, Sedwick, Drown e Allen Hazen, o qual
realizou diversos ensaios de filtracdo utilizando um regime intermitente de alimentacéo de
agua residual, que Ihes permitiu constatar a existéncia de uma relacdo entre a actividade

microbiologica e a degradagédo de uma agua residual (Peters e Alleman, 1983).

A actividade destas equipas levou a producao de multiplos relatérios onde se pode constatar
ndo sO a evolugdo dos sistemas de tratamento de aguas residuais (substituicdo das fossas
sépticas por sistemas de filtracdo intermitente), bem como a proteccdo dos sistemas de
distribuicdo e armazenamento de agua, tendo estes desenvolvimentos como objectivo a
proteccdo da saude publica (Royal Commission on Sewage Disposal, 1908, Johnston, 1913
e Johnston, 1915).

Quase uma década depois de Alexander Mueller ter apresentado os resultados dos seus
estudos, varios foram os investigadores que exploraram o conceito de tratamento bioldgico
de aguas residuais. Schloesing and Muntz, Warrington e Winogradsky apresentaram
resultados que demonstraram a capacidade de nitrificacdo do solo, tendo inclusivamente

sido identificada a bactéria Nitrosomonas (Peters e Alleman, 1983).

De acordo com Melosi (2000), no século XIX os engenheiros sanitaristas ingleses foram
lideres no estabelecimento de normas e desenvolvimento de novos tratamentos para agua e
para aguas residuais podendo distinguir-se o trabalho de Sir Edwin Chadwick, membro da

Royal Commission on Sewage Disposal.

Ainda no final do século XIX, destaca-se o estudo apresentado por F. Wallis Stoddart
(Stoddart, 1893), cuja inovacao se prendeu com o modo de alimentacdo dos reactores, que
embora iniciado com um pequeno fluxo, “gota a gota”, constituia jA um exemplo de
funcionamento em continuo. Da evolugdo e aperfeicoamento destes estudos surgiram 0s

actuais sistemas de tratamento por leitos percoladores.

Outro estudo que se destacou foi o de W. J. Dibdin (1907), intitulado “The Disposition and
Analysis of sewage Debris in Contact Beds”, onde foi introduzido o conceito de leitos de
contacto, também com diferentes meios de enchimento mas com a alimentacdo do efluente

ainda em regime fechado.

Nos anos seguintes foram estudadas intensivamente as formas e regimes de alimentagéo
de aguas residuais a estes tipos de sistemas de tratamento (leitos percoladores e leitos de

contacto).

Waring e Lowcock, em 1892, desenvolveram um sistema de alimentacdo de aguas residuais

para filtros de regime intermitente com distribuicdo uniforme. Este sistema consistiu na



instalacdo de uma camada superficial de gravilha para promover a distribuicdo do efluente
(Peters e Alleman, 1983). No estudo apresentado por Lowcock (1894) é ainda apresentada
a relacdo entre a quantidade de amdnia inicial e a eficiéncia de remocéo de azoto final,
como uma medida alternativa para medir a eficiéncia de tratamento do efluente. Neste
estudo é ainda constatada a evidente necessidade do uso de arejamento, bem como de
outros aspectos menos importantes, como a influéncia da presenca de luz na eficiéncia de
tratamento. Mais tarde, na sequéncia destes estudos, Waring, veio a patentear um sistema

de tratamento de leitos percoladores que incorporavam um sistema de arejamento forgado.

Outra importante inovacdo foi desenvolvida por Whittaker e Bryant com a introducdo do
distribuidor rotativo, “sprinkler”, intermitente. Este sistema para além de introduzir um pulso e
um fluxo de alimentacéo intermitente, também permitia aquecer o afluente. No entanto, este
sistema utilizava tubagens perfuradas que rapidamente colmatavam (Peters e Alleman,
1983).

Devido as investigacdes de Hazen, Stoddart, Corbett e Dibdin, os anos que se seguiram
foram, principalmente, dedicados a aplicacdo pratica destes sistemas e ao seu
aperfeicoamento. Foram propostos varios modelos, tendo sido conseguidos diversos

aperfeicoamentos (Peters e Alleman, 1983).

Na Alemanha, apesar da evolugdo dos sistemas de tratamento de aguas residuais ter sido
mais lenta do que nos Estados Unidos da América e do que em Inglaterra, e de, até ao inicio
do século XX apenas se terem construido sistemas de tratamento meramente fisicos, em
1906, Karl Imhoff, patenteou um érgdo que consistia num tanque cilindrico de decantacao,
na parte superior, e um tanque para digestdo de lamas, na parte inferior, conhecido por
tanque Imhoff. Esta configuracdo permitia a realizacdo de duas etapas de tratamento no
mesmo 6rgédo, introduzindo a digestdo anaerdbia de lamas, tendo sido o tratamento mais

comum na Alemanha até a segunda guerra mundial (Seeger, 1999).

A. Prescott Folwell (1916), descreveu um avanco relativo a um aspecto complementar do
tratamento de aguas residuais, nomeadamente relata a crescente preocupac¢do com odores,

traduzida pela incorporacdo de mecanismos, embora rudimentares, de desodorizacéo.

E interessante verificar que, até ao inicio do século XX, os sistemas de tratamento biolégico

desenvolvidos se socorriam, essencialmente, de sistemas de biomassa fixa.

Em 1914, William Lockett e Edward Ardern (1915) comecaram o histérico estudo dos
sistemas de tratamento com biomassa em suspensdo — Lamas Activadas. Estes primeiros

estudos consistiram em sistemas intermitentes de alimentagdo de &gua residual (“batch”),



que se distinguiam dos anteriores apenas pela utilizacdo de biomassa em suspensao, em

vez de biomassa fixa.

Apesar da fantastica inovagéo verificada, s6 mais tarde este tipo de sistema de tratamento

mereceu a atencao que lhe era devida.

Os sistemas de lamas activadas, ainda em fase de aperfeicoamento, acarretavam custos
elevados de investimento e manutencdo exigente, o que tornou a sua utilizacdo quase

proibitiva (Seeger, 1999).

Em Leipzig, em 1927, foi registada uma inovacao relativa a digestdo de lamas que passava
a ser efectuada em érgéo dedicado, aquecido, o que conduziu a eficiéncias muito superiores
as anteriormente registadas. Com este avanco tecnolégico comegou a surgir o interesse
pelo aproveitamento de biogas, tendo sido registado em 1924, em Essen Recklinghausen

(Alemanha), a sua primeira utilizacdo como combustivel (Seeger, 1999).

Até 1950, verificou-se um abandono dos sistemas de filtracdo intermitente e a intensificagédo
do desenvolvimento de sistema de leitos percoladores, nomeadamente o aumento da sua
capacidade hidraulica, o aperfeicoamento dos sistemas rotativos de distribuicdo de agua
residual e a utilizacdo de novos meios de enchimento (nomeadamente plasticos) (Peters e
Alleman, 1983).

Apesar de haver registos da utilizacdo de discos biolégicos, como sistemas de tratamento
de &guas residuais, que datam de 1928, s6 em 1958, com a generaliza¢édo da utiliza¢do do
plastico € que a sua aplicacdo se expandiu na Alemanha (Dutta, 2007). Em 1968, estes

sistemas foram exportados para os E.U.A, sob a marca de Bio-Disc (Smith e Bandy, 1980).

Apesar das vantagens apresentadas por este tipo de sistemas de tratamento, quando
comparados com o0s sistemas de lamas activadas, ao tempo, ndo conseguiam ser

competitivos, devido ao elevado custo de investimento (Dutta, 2007).

A partir da década de 70, com a crescente preocupac¢do da poluicdo dos meios receptores,
0s sistemas de tratamento tiveram de se adaptar as novas exigéncias de descarga, tendo-se
tornado ainda mais eficientes, passando a conseguir remover outros compostos para além
dos carbonatados, nomeadamente azoto, fésforo, etc., de que sdo exemplos os estudos

desenvolvidos por Barnand, na Africa do Sul (Cooper 2000).

Os avancos tecnolégicos mais significativos registados na década de 90 estédo directamente
ligados ao desenvolvimento de reactores com membranas que, apesar de terem surgido

ainda nos anos 60, a sua generalizacdo s6é foi possivel com o reactor biolégico de



membranas desenvolvido pela Kubota (Japao) — (MBRs), devido ao seu relativo baixo custo

de investimento e manutenc¢éo (Cooper 2000).

O tratamento de aguas residuais com biomassa fixa teve um papel inquestionavel na histéria
da evolucado dos sistemas de tratamento, na medida em que permitiu materializar de forma
consistente a despoluicdo de aguas residuais. A biomassa fixa dominou a tecnologia de
tratamento de aguas residuais durante varias décadas, comecando com leitos percoladores,
passando por filtros intermitentes e por discos biolégicos. Embora mais recentemente tal
relevo tenha sido assumido por sistemas de biomassa em suspensao, € inquestionavel o
interesse que as aplicagbes de sistemas de biomassa fixa voltaram a suscitar,
nomeadamente com o0s biofiltros, ou em combina¢cdes com biomassa em suspensao, nos

designados sistemas mistos.

1.3. Biofilmes

1.3.1 — Introducéo

Um biofilme é um conjunto de microrganismos, principalmente bactérias, que num ambiente
aquoso aderem a uma dada superficie. Na verdade, pode-se formar um biofilme em
gualquer superficie que esteja exposta ao contacto com bactérias e com um meio liquido,
razao porgue o crescimento de biofilmes mereceu o interesse de diversas areas (medicina,
limnologia, bio-corrosdo, bio-conversdo etc.), tendo permitido descrigbes muito
desenvolvidas de conversdo de substratos solubilizados pelos biofiimes, bem como do
conhecimento da distribuicdo dos microrganismos nos biofilmes (Characklis e Marshall,
1989).

Um biofilme pode ser constituido por uma Unica espécie de bactérias ou, na maior parte de
casos, por varias espécies, incluindo, fungos, protozoarios e algas. Uma vez formado, no
biofilme desencadeia-se uma série de reac¢Bes microbioldgicas, que podem ser benéficas
ou ndo (tendo em consideracéo aspectos relacionados com a saude humana), dependendo

das condi¢Bes ambientais envolventes.

Na Figura 1, mostram-se, esquematicamente, as etapas de formac¢édo de um biofilme.



Figura 1 - Etapas de formacgdo de um biofilme (Adaptado de Center for

Biofilm Engineering)

1.3.2. Estrutura dos biofilmes

Ao longo do tempo, foram admitidas varias interpretacfes para o tipo de estrutura dos
biofilmes, desde configuragbes em monocamada a estruturas extremamente complexas,
densas, espessas e gelatinosas. Alias, qualquer organizacdo microbiolégica foi considerada

um biofilme (Costerton et.al., 1981).

Até a década de 80, considerou-se que os biofilmes possuiam uma estrutura plana e com
uma espessura relativamente constante (Costerton et.al., 1981). No entanto, € com o
avanco das técnicas analiticas, foram surgindo davidas em relagcdo aquele tipo de estrutura

e também guanto a homogeneidade dos biofilmes.

Apesar de todos os constrangimentos de observacdo, de um modo geral concluiu-se que a
estrutura de um biofilme é influenciada por parametros relacionados com o tipo de reactor
em que se desenvolve e com o tipo de microrganismos presentes, ou com 0 Seu grupo
fisiolégico. Entre os parametros relacionados com o tipo de reactor destacam-se as

condic¢Bes hidrodinAmicas e a carga orgéanica (substrato) disponivel a superficie do biofilme.

A influéncia do tipo de reactores na estrutura do biofilme tem sido estudada em diferentes
areas (ex. engenharia, medicina, limnologia, microbiologia, bioquimica), ndo sendo féacil
comparar os diferentes trabalhos realizados sobre o assunto, (van Loosdrecht et al., 1995).

No entanto, e por essa razdo, alguns aspectos continuam a ser mal conhecidos.

Por outro lado, e mesmo utilizando as técnicas mais avancadas para analise da estrutura do
biofilme, a sua forma ainda ndo é consensual em todas as areas, existindo trés correntes

distintas de investigagéo.



Uma das correntes, maioritariamente desenvolvida por investigadores na area da medicina e
utilizando a microscopia de transmissdo de electrdes (TEM), assentou numa teoria
tradicional, em que o biofilme tem uma estrutura plana e homogénea (Nyvad e Fejerskov,
1997)

A segunda corrente de investigacdo foi desenvolvida pela equipa de Keevil e Walker, (1992)
gue utilizou a microscopia DIC (Differential Interference Contrast) aplicada ao crescimento
de biofiimes em tubagens de distribuicdo de agua. Nestes estudos foram identificadas
colénias de bactérias ligadas entre si através de substancias poliméricas extracelulares
(EPS) rodeadas de uma fase liquida, na qual existiam também diversos protozoarios. Por
baixo desta camada, foi ainda identificada uma outra, constituida por um conjunto de células

fixadas ao suporte. Este tipo de estrutura foi denominado “modelo de mosaico heterogéneo”.

A terceira corrente foi desenvolvida maioritariamente por microbiologistas que conceberam o
“modelo de cogumelo ou tulipa”. As técnicas de analise utilizadas foram o CLSM (confocal
laser scanning microscopy) e marcadores de fluorescéncia. Como o préprio nome do
modelo indica, a estrutura do biofilme tem a forma de um cogumelo. A estrutura é penetrada
por canais por onde passa uma fase liquida que transporta oxigénio, nutrientes e
subprodutos gerados pelos microrganismos. Porém, a influéncia da fase liquida que circula
no interior dos canais ainda nao é totalmente conhecida (de Beer et al.,1994 e Xavier, et al.,
2003).

Apesar de as trés correntes de investigacdo referidas utilizarem diferentes técnicas
analiticas, a concentracdo de substrato utilizada em cada uma delas também foi distinta, o

gue poderé estar na origem da heterogeneidade das respectivas conclusoées.

No caso do modelo do mosaico heterogéneo, a concentracdo de substrato € muito baixa, da
ordem dos pg/l ou de 1mg/l, enquanto na primeira corrente de investigacdo a concentracao
de substrato é bastante superior (100g/l). Nas estruturas de cogumelos foram verificadas

concentracdes de substrato de valor intermédio relativamente as referidas anteriormente.

Contudo, em qualquer dos casos, os biofimes sdo descritos como estruturas muito

complexas de elevada heterogeneidade.



1.3.3. Métodos de analise de biofilmes
Seguidamente, revéem-se os principais métodos de observacgao e analise de biofilmes.

Actualmente existe um elevado namero de técnicas de microscopia que permitem adquirir
um conhecimento muito alargado acerca da formagéo e estrutura dos biofilmes. No entanto,
todas as técnicas desenvolvidas tém problemas de interpretacdo de imagem, sendo por isso
necessario utilizar algumas técnicas adicionais para poder produzir imagens finais com

leitura aceitavel (Wimpenny et al., 2000).

Basicamente, um biofilme pode ser analisado de trés formas: desidratado, parcialmente

hidratado e hidratado.

As principais técnicas de microscopia para observacdo e andlise de um biofilme séo: (i) a
Microscopia Optica Tradicional, que permitiu a identificacdo de uma grande variedade de
bactérias, baseada nas suas caracteristicas morfolégicas (Henrici, 1933 e Hirsch e Pankratz,
1970). Contudo, e devido a grande complexidade da estrutura de um biofilme, esta técnica
nao permitiu obter um conhecimento mais aprofundado, sendo por isso praticamente
abandonada nos estudos que requerem maior detalhe e um maior grau de complexidade;
(ii) Microscopia Electrénica que se divide em (iia) Microscopia Electrénica de Transmissao
(TEM) e em (iib) Microscopia Electrénica de Varrimento (SEM). Um dos pré-requisitos da
microscopia electronica consiste na fixacdo e desidratacdo da amostra. Relativamente a
técnica de Microscopia Electronica de Transmissao (TEM) esta permite uma analise
detalhada das células, nomeadamente a sua morfologia, distribuicdo e alguns aspectos da
sua ultraestrutura. Se combinada com alguns marcadores, permite ainda a identificacdo de
algumas substancias poliméricas extracelulares (EPS) e, dessa forma, a identificacdo de
algumas bactérias. Uma vez que esta técnica requer um passo de desidratacdo da amostra,
prevalecem duvidas quanto a identificacdo de algumas caracteristicas das células. A
informacao obtida é baseada na andlise de seccdes cruzadas (Nyvad e Fejerskov, 1997) e,
apesar de ter algumas limitacdes, ainda é muito utilizada para o estudo da estrutura de
biofiimes (Costerton, 1985). Relativamente a Microscopia Electronica de Varrimento (SEM) é
uma técnica que produz uma imagem em 3D, permitindo obter uma informac&o detalhada
em relagdo a estrutura superficial do biofilme (Richard e Turner, 1984). A semelhanca da
TEM, requer uma preparacdo da amostra que envolve uma desidratacdo e um passo de
fixacdo, 0 que pode ser vantajoso por permitir analisar as células e a sua distribuicdo. Por
outro lado, se existirem EPS, estas facilmente secardo com o processo de desidratacédo e,
consequentemente, a informacédo produzida é limitada. Se o microscopio estiver equipado
com acessorios que produzam vacuo fraco (baixa presséo), poder-se-ao examinar amostras
frescas, mas a informagédo é meramente informativa, uma vez que o biofilme est4 associado

as EPS e a imagem obtida é muito pouco nitida (Xavier et al., 2003); (iii) Microscopia
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Atémica (AFM), é também uma técnica muito utilizada porque permite obter imagens de alta
resolucdo da estrutura superficial e atomica do biofilme e das células individualizadas que o
constituem (Xavier et al.,, 2003); (iv) Microscopia laser confocal de varrimento (CLSM) é
considerada a técnica mais avancada e completa de todas. Apesar do primeiro equipamento
de medigao ter surgido em 1957, por Marvin Minski (1988), s6 30 anos mais tarde surgiu a
forma comercializada (Inoue, 1995), aplicado a area da medicina. Em 1993, Lawrence et al.,
(1991) utilizaram a CLSM para andlise de biofilmes. A CLSM veio permitir obter uma
informacdo multidimensional muito aprofundada de amostras de biofilme totalmente
hidratadas. A estrutura do biofilme, em forma de cogumelo ou tidlipa, bem como toda a
dindmica de fluidos dentro do biofilme foi obtida através desta técnica. Contudo, e devido a
complexidade desta técnica e da propria heterogeneidade da estrutura dos biofilmes
(Flemming et al., 2000) ainda existe um longo caminho a percorrer, nomeadamente da

interac¢do dos microrganismos que constituem o biofilme com o ambiente que os rodeia.

Na Figura 2 mostram-se exemplos das diferentes formas registadas através das técnicas

analiticas anteriormente indicadas.

Figura 2 — Diferentes formas registadas através de A — AFM; B - CLSM; C -SEM; D - TEM
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Outro método de analise de biofilmes baseia-se na utilizagdo de microeléctrodos. A
espessura dos biofilmes, em mono ou multi-camada, pode variar de 1 a 2 um a varias
centenas de um, o que suscitou o desenvolvimento de microsensores para a determinagao
de alguns parametros fisico-quimicos. Os primeiros estudos com microeléctrodos aplicados
a biofilmes surgiram em 1969, por Bungay et al. (1969). Outros investigadores seguiram o
seu trabalho aplicando-o a outros tipos de biofilme. Foi o caso de Chen e Bungay (1981) e
de Wimpenny e Coombs (1983), que desenvolveram microeléctrodos que permitiram
determinar a profundidade e a forma como se processava a penetragdo de oxigénio num

biofilme.

Devido a informacéo fornecida pela CLSM acerca da irregularidade da estrutura da maior
parte dos biofilmes, verificou-se que a transferéncia de substrato para o biofilme ndo era
exclusivamente realizada por difusdo molecular, mas também devido ao transporte

convectivo.

Foram desenvolvidos iniUmeros tipos de microeléctrodos, nomeadamente medidores de
Oxidos de azoto e oxigénio (Nielsen et al.,, 1990); de pH, H,S e oxigénio (Jorgensen e
Revsbech, 1983); de substratos e produtos da nitrificacdo (de Beer et al., 1993); de reducéo

e oxidacado de sulfato e sulfito, respectivamente (Kuhl e Jorgensen, 1992).

Os Métodos Moleculares séo outra forma de estudo dos biofilmes. Com a aplicacdo de
técnicas moleculares, especialmente as técnicas in situ de hibridizagdo com 16S ou 23S
rRNA (sonda directa de oligonucleotideos), resolveram-se problemas como a
impossibilidade de replicar a maior parte das bactérias constituintes dos biofilmes (cerca de
99,9%).

A hibridizacéo in situ permitiu a detec¢do de sequéncias especificas de acidos nucleicos de
células eucaridticas e procaridticas. A analise comparativa em sequéncia de uma
subunidade do rRNA permitiu ndo s6 a base de toda a taxonomia das bactérias (Woese
1987 e Woese e Fox, 1977) como também, através de sondas de oligonucleotideos

sintéticos, a determinacdo dos seus grupos filogenéticos (Olsen et al., 1986).

A hibridizag&o in situ combinada com técnicas avancadas de microscopia, como a CLSM,
constitui um importante suporte analitico para a identificacdo e localizacdo de

microrganismos em ambientes complexos (Amann et al., 1995).

1.3.4. Modelacao de biofilmes

A modelagédo de determinado sistema, processo ou mecanismo, pode ser definida como a

identificacdo de quantidades e subprocessos relevantes e respectiva descricdo em formato
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matematico, ou logico (equacgBes, regras etc.). J& por simulacdo se entende o que se verifica
quando as equac¢Bes do modelo sdo convertidas em algoritmos numéricos discretos (Dutta
2007).

Apesar dos mecanismos biol6gicos presentes em reactores de biomassa fixa ou suspensa
serem semelhantes, a sua modelacdo por vezes € bastante diferente. Uma das grandes
diferencas é a necessidade de incluir equagfes que descrevam 0s processos de transporte
de compostos de e para o biofilme e para a interface entre o biofilme e a fase liquida, isto é,
equacbes que descrevam fendmenos de difusdo molecular, adveccdo, aderéncia e
desprendimento. Por outro lado, as reaccdes biolégicas dentro do biofilme podem ser

modeladas de forma semelhante as utilizadas em reactores de biomassa suspensa.

Os modelos de biofiilmes podem ser classificados, basicamente, em duas categorias,

consoante os seus objectivos (Noguera et al., 1999):

(1) modelos para aplicagBes préaticas de engenharia, como por exemplo modelos

relacionados com dimensionamento, operac¢do, simulacao de varios problemas;

(2) modelos desenvolvidos para investigacdo de forma a permitir uma melhor
compreensado de fenémenos especificos do biofilme, nomeadamente estrutura,

dindmica populacional, heterogeneidade de estruturas etc.

Durante o desenvolvimento de um biofilme ocorre simultaneamente um grande nimero de
fenbmenos. Como resultado da conversdo de nutrientes, verifica-se uma expansao do
biofilme baseado no crescimento microbiolégico e na producdo de EPS, para além da
necessidade de transportar compostos quimicos de e para o interior do biofilme, através de
processos de difusdo e conveccdo. Adicionalmente, existe a necessidade de criacdo de um
equilibrio de concentracdes de produtos e substratos. Esse equilibrio é obtido pelos fluidos
gue atravessam a estrutura do biofilme. A juncdo de todos estes fendémenos cria a imagem
dindmica da estrutura tridimensional do biofilme. Contudo, é extremamente complicado

simular e analisar todos estes fendmenos simultaneamente.

Os modelos matematicos tornaram-se muito Uteis porque permitiram néo so testar hipoteses
de dmbito mais abrangente, como também simular situa¢des de operagdo muito complexas.
Apesar da palavra modelacdo ser utilizada em diferentes situa¢gBes (como ja foi referido
anteriormente), o resultado final é invariavelmente o0 mesmo — um modelo matematico é uma
representacdo simplificada da realidade baseada em hipéteses e equacdes utilizadas para
racionalizar observacdes. Alids, a modelacdo deve privilegiar a simplificacdo maxima

possivel dos seus algoritmos e incorporar, até ao nivel de detalhe que for necessario,
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fenbmenos complexos - “models should be as simple as possible and as complex as
needed” (Wanner 1995).

Nas ultimas duas décadas, verificou-se um grande esforco da comunidade cientifica para o

desenvolvimento da modelagéo de biofilmes, numa perspectiva da sua total generalizacao.

Na Figura 3, mostra-se a evolucao histdrica conceptual da modelagdo da estrutura dos
biofiimes (Adaptado de Veluchamy, 2006).

Figura 3 — Evolugéo conceptual da modelacao de biofilmes. (A) — Biofilme com estrutura homogénea;
(B) Biofilme multinutriente e multiespécie; (C) Biofilme heterogéneo composto por coldnias de biomassa

separadas por canais (Adaptado de Veluchamy, 2006).

1.3.5. Evolucao da modelacao de biofilmes

A modelagéo de biofilmes tem vindo a ser desenvolvida desde a década de 70. Os primeiros
modelos basearam-se em biofilmes uniformes contendo apenas um Unico tipo de
microrganismos e controlados exclusivamente por transporte de massa e transformacdes
bioquimicas, admitindo apenas uma dimensdo (1D) e na sua maioria incorporando
fendbmenos de difusdo molecular (Rittmann e McCarty, 1980, Atkinson e Davies, 1974,
Harremoes, 1978, La Motta, 1976 e Williamson e McCarty, 1976).

Estes modelos mostraram que a remocdo de compostos organicos € controlada pela
resisténcia a difusdo destes compostos para o interior do biofiime, mesmo antes da sua
degradacao. A simplicidade foi uma caracteristica destes modelos, tendo também, na sua
maioria, sido desenvolvidos pressupondo um estado estaciondrio. A cinética de reacc¢éo
dentro do biofilme baseava-se no conceito de substrato limitante, sendo descrita por
diferentes formalismos consoante as abordagens dos diferentes autores, por exemplo

através das equacdes de Monod para cinéticas de ordem zero e de primeira ordem.
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O modelo de Williamson e McCarty, (1976) considerou o transporte de massa e a
biodegradacdo no interior do biofilme, sendo o transporte para a interface filme
liquido/biofilme e para o biofilme propriamente dito, descritos por processos de difusédo (12

Lei de Fick — eq. 1), com base nos diferentes gradientes de concentracdo existentes.

dCg
Jg=-D; =5 eq. 1
s o q

Jg - Fluxo de substrato (M L* T™)
D¢ — Coeficiente de difuséo (L* T
Z - Distancia na perpendicular ao meio de suporte (L)

Cs — Concentracao de substrato (M L)

Para a taxa de utilizacdo do substrato admitiu a cinética de Monod, em que a concentragao
de microrganismos presente € funcdo da concentracdo de substrato, através da seguinte

equacéo (eq.2).

d’s, _ kXS,
"dZZ Kg+S

eq. 2

- S — Concentragdo do substrato no biofilme (M L)
- X; — Densidade celular (M L?®)

- Ks— Constante de saturacdo de Monod (M L)

O modelo baseou-se numa matriz uniforme com uma distribuicdo homogénea no biofilme,
conforme se mostrou na Figura 3 (A). Contudo, neste modelo foi incorporado o fenémeno de

substrato limitante.

Rittmann e McCarty, em 1980 (1980 e 1981), desenvolveram modelos do tipo anteriormente
indicado, tendo introduzido expressdes que descreviam o crescimento e morte das células
gue constituem o biofilme e, admitindo um regime estacionario, obtiveram a expressao a

seguir indicada para o calculo da espessura do biofilme (Ly) (eq. 3).

YJ

L, =—— .3
f bX, €q

- Y —taxa de conversao biomassa / substrato eliminado (rendimento)

- b —taxa de respiracdo endégena (T™)
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Outro avanco importante deste modelo foi a introducao do conceito de concentragdo minima
(Smin), isto é, concentragdo abaixo da qual os microrganismos ndo conseguem utilizar
substrato. A remocdo de substrato e o crescimento da espessura do biofilme diminuem
assim que a concentracdo de substrato (acetato, neste caso) se aproximam de Spi,

(0,66mg/l para o caso do acetado) (eq. 4).

b
Smin = KS - eq. 4
-b

max

- Hmax — Taxa especifica méaxima de crescimento (T™)

Apesar da maior parte das conclusdes retiradas deste modelo pressuporem um biofilme em
estado estacionario, isto é, quando o crescimento e a perda de biomassa se igualam, foi
considerada também a situacdo em que esse estado ndo é atingido. Os resultados deste
modelo mostravam que determinados compostos organicos persistiam no meio aquatico, em
parte, porque a sua concentracdo ndo era suficiente para fornecer energia para a

sobrevivéncia dos microrganismos, isto €, a sua concentracdo era inferior a Spin.

Apesar deste modelo ja incluir expressbes para a perda de biomassa, s6 Rittmann (1982),
posteriormente, prop6s uma expressao que veio a considerar aquele fenémeno, designado

por desprendimento da biomassa (eq. 5).

|'|053 =- b’Xf eq. 5

A inclusé@o do fenémeno de desprendimento do biofilme constituiu um avan¢o importante na
modelagdo de biofilmes, na medida em que se refere ao transporte de particulas do biofilme
para a interface fase liquida / biofiime ou para a fase liquida propriamente dita, o qual
permite estabelecer um balanco entre o crescimento e morte do biofiime e,
consequentemente, verificar condicfes de estado estacionédrio e relativas a actividade do

biofilme.

Considerando que o crescimento dos microrganismos depende de varios nutrientes
(carbono, azoto, substancias minerais etc.), a modela¢do procurou incorporar este aspecto
(Chaudhry e Beg, 1998), tendo Bader (1978), MeGee et al., (1972) e Rittmann e Dovantzis
(1983) introduzido o conceito de dupla limitacdo na cinética de crescimento do biofilme. No
modelo proposto por Rittmann e Dovantzis (1983) foi assumido que a dupla limitacdo no
biofilme ocorre quando um dos substratos é limitante proximo da interface fase liquida /
biofiime e o segundo substrato € limitante na zona junto ao suporte. Desta forma, neste

modelo foi previsto que cada substrato (nutriente) assume uma funcdo fundamental no
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desenvolvimento do biofiime, baseada nos seus parametros cinéticos (nutrientes

heter6logos ou complementares).

A par destes desenvolvimentos surgiram designa¢gbes para os fendmenos de dupla
limitacdo, tendo-se classificado os tipos de nutrientes, isto €, o0s nutrientes que
desempenhem a mesma funcéo fisiolégica, (e.g. para organismos heterotroficos dois tipos
de compostos de carbono organico) sdo classificados de homoélogos ou substratos
perfeitamente substituiveis. Por outro lado, nutrientes que s&do usados para fungles
fisiolégicas distintas séo classificados como néo interactivos ou ainda de nutrientes
complementares. A glucose e a aménia sdao um exemplo de nutrientes complementares,

uma vez que um néo pode substituir o outro (Zinn et al., 2003).

Assim, foram propostos modelos de crescimento com dois substratos limitantes, admitindo
gue o respectivo comportamento poderia ser descrito pela cinética de Monod (eq. 6) relativa

a um unico substrato, mas adaptada para dois.

ﬁ: S % eq 6
Hn \Ki+§)\K;+S, -

- 1 — Taxa especifica de crescimento dos microrganismos (T)

- Um — Taxa especifica maxima de crescimento dos microrganismos (T™)
- S; — Concentracéo do substrato 1 (M L)

- S, — Concentracéo do substrato 2 (M L)

- K1 — Constante de saturagéo de Monod relativa ao substrato 1 (M L)

- K, — Constante de saturagéo de Monod relativa ao substrato 2 (M L®)

A teoria cinética em biofilmes é baseada na diferenca de gradientes de concentracdo de
uma determinada substancia a ser transportada de, ou para o biofilme. Por exemplo nos
processos de remocdo de CBO soluvel (biodegradagcdo de carbono), ou de converséo de
NH;" - N em NOs - N (nitrificacdo) e subsequente remocdo de NO3; - N (desnitrificagéo),
ocorrem, (um ou mais destes processos) dentro de um unico reactor. No entanto, todas as
reaccdes envolvidas requerem o transporte de dois componentes sollveis da fase liquida
para o biofilme, que actuardo como dadores ou receptores de electrbes nas respectivas
reaccdes. Na biodegradacéo de carbono, o CBO soluvel actua como um dador de electrbes
e 0 oxigénio como receptor final. No processo de nitrificacdo o NH," - N e o oxigénio actuam
como dador e receptor de electrdes respectivamente. J& no processo de desnitrificacdo o
dador de electrdes sera constituido por compostos organicos e o NHs" - N como receptor
final (Chaudhry e Beg, 1998).
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Desta forma, nos fenémenos de difuséo interna (interior do biofilme), quando a concentragéo
de dadores e receptores de electrbes é nula (situacdes de biofilmes muito espessos), chega-
se a situagbes de taxas limitantes. Por outro lado, se forem analisados os fenémenos de
difusdo externa (transporte da fase liquida para o biofiime), altamente influenciados pela
resisténcia difusional, poder-se-4 chegar a situagBes de aumento de concentracdo de
dadores e receptores de electrdes. Com o objectivo de explicar estes fenbmenos, varios
investigadores desenvolveram critérios tedricos de forma a determinar qual o substrato
limitante. Contudo todas estas teorias foram baseadas no conceito de que o substrato

limitante é aquele que menos penetra no biofilme (Chaudhry e Beg, 1998).

Sendo a nitrificacdo um processo que produz acidez, Szwerinski et al., (1986)
desenvolveram um estudo que permitiu estudar a diminuicdo do pH em biofilmes
nitrificantes. Para isso, desenvolveram um critério para determinacdo do substrato limitante
e a transicdo dessa limitagcdo de um substrato para outro através de trés pares de
combinacdes (exemplo da combinacéo entre o oxigénio e 0 azoto na eq. 7) de substratos

limitantes (amonia, oxigénio e bicarbonato).

S =1 Do eq. 7
SDO* Upo Dy

- S\ - Concentragéo de azoto (M L)

- Spor - Concentracdo de oxigénio (M L)

Apesar deste estudo ter sido realizado em biofilmes desenvolvidos num tambor rotativo
plano, em condi¢Bes controladas, chegou-se a conclusdo que se a raz&o entre as duas
concentracdes (Sn+ / Spor) no biofilme for menor que a indicada na equacdo (eq. 7) o
oxigénio sera o substrato limitante e se, por outro lado, a razao for maior, entdo o substrato
limitante sera o azoto (Chaudhry e Beg, 1998). Por outro lado, este estudo permitiu ainda
verificar que as bactérias que constituem o biofilme podem degradar determinado substrato,
mesmo a valores de pH muito inferiores aos registados na fase liquida (Szwerinski et
al.,1986).

Apesar de ser desenvolvido num reactor distinto do anterior (biofiltro de leito expandido de
areia), Tanaka e Dunn (1982) realizaram uma analise semelhante. Neste estudo foi,
considerado apenas o oxigénio e NH4" - N como substratos limitantes. Este modelo mostrou
que se a razdo entre O,; NH;" - N no biofime for menor que o seu coeficiente
estequiométrico (3,4mg/mg) entdo o oxigénio é o substrato limitante. Foi demonstrado ainda

que, quando a concentracdo de oxigénio € baixa a taxa de reaccdo de NO, diminui muito
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mais do que a taxa de reaccdo do NH,', resultando numa maior concentragdo NO, no

efluente, quando o tempo de residéncia é baixo.

O estudo das interaccdes em sistemas de culturas mistas tem sido um assunto que tem
recebido uma especial atencdo por parte da comunidade cientifica. De inimeras interac¢des
possiveis entre 0os microrganismos, destacam-se a competi¢cdo por fontes de nutrientes, a

competicdo pelo espaco e os fenébmenos de predacéao.

Quando se verificam interac¢des competitivas para um determinado substrato € muito dificil
atingir o estado estacionario. Este facto é facilmente explicado pela possibilidade limitada de
se obter uma concentracdo de substrato tal que suporte a taxa especifica de crescimento de
organismos em competicdo, isto é, a probabilidade de existir uma concentracdo de um
determinado substrato de forma a suprir as necessidades das espécies em competicdo

simultaneamente é muito pequena (Yoon et al.,1977).

O comportamento de uma cultura mista com substratos mistos depende da afinidade que
esses organismos tenham para 0s substratos presentes. Se duas espécies tém preferéncia
semelhante por um determinado substrato, irdo competir por ele até que uma delas seja
eliminada do sistema. Por outro lado, se tiverem preferéncias diferentes, isto é, se a
sobreposicdo for reduzida, coexistirdo, uma vez que irdo ocupar nichos ecologicos
diferentes (Chaudhry e Beg, 1998).

Yoon et al. (1977) desenvolveram estudos sobre o crescimento de organismos na presenca
de varios substratos, assumindo que cada substrato tem um efeito inibitério de competicdo
quando substituido por outro. Os resultados destas investigacbes mostraram que a
coexisténcia de varias espécies, em estado estacionario, em culturas continuas, é possivel
mesmo quando todos os organismos tém a mesma afinidade por um determinado substrato.
A explicacéo reside na diversidade de fontes de nutrientes presentes no sistema, capazes

de suportar uma populagédo microbiana heterogénea.

A meio da década de 80, surgiram os primeiros modelos em estado transitério (Rittmann e
Brunner (1984); Chang e Rittmann, (1987 (a) e 1987 (b)), Benefiel e Molz (1985). Ao mesmo
tempo surgiram os modelos dindmicos que descreveram a distribuicdo e interaccdo de
diferentes espécies presentes no biofiime (Wanner e Gujer, 1985, Wanner e Gujer, 1986,
Kissel et al., 1984).

Benefiel e Molz (1985) desenvolveram um modelo matematico para biofilmes em condigbes
pseudo-estacionéarias (transitérias) considerando: dupla limitacdo (oxigénio e substrato
organico); transporte no filme liquido; transporte difusional de oxigénio e substrato organico

no biofilme; populagé@o heterotréfica; reac¢des bioquimicas de células individuais dentro do
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biofilme; crescimento do biofilme; altera¢des na densidade celular dentro do biofilme devido

a morte dos microrganismos.
Contudo, este modelo n&o incorporou qualquer tipo de interac¢do entre microrganismos.

As aplicagBes numéricas deste modelo mostraram que o tempo de contacto, espessura do
biofilme, e espessura da interface fase liquida / biofiime sdo factores que influenciam e

interagem com a remocao de substrato.

Os modelos de biofilmes apresentados por Wanner e Gujer (1985, 1986) e por Kissel et. al.,

(1984) incorporaram a interac¢do entre microrganismos.

Kissel et. al., (1984) desenvolveram um modelo multi-espécies e multi-substratos para
descrever o crescimento simultdneo de bactérias autotrdficas e heterotréficas. O modelo
incorporou: transferéncia externa de massa; transporte de massa através de difuséo;
cinética de Monod para a determinacgdo interna dos nutrientes limitantes (receptores e,ou
dadores de electrbes); reaccdes competitivas; fracgdes biolégicas inertes e activas, que
variam no espaco; um reactor de mistura completa; oxidacdo de uma fonte orgénica de
carbono; nitrificacdo; desnitrificacdo; competicdo entre organismos heterotréficos e

autotroficos;

Devido a complexidade e rigidez inerentes ao modelo, ndo foi possivel resolver
simultaneamente as equacdes que o constituem. Contudo, foi realizada uma analise
dimensional para identificacdo dos periodos -caracteristicos dos varios fendémenos
presentes. Com a identificacdo destes periodos caracteristicos e com a separacdo dos
processos lentos dos processos rapidos conseguiu-se construir um modelo matematico em
estado ndo estacionario. Através de varias simulacdes numeéricas do modelo verificou-se
que tanto a transferéncia de massa, como a competi¢do pelo substrato, como ainda as taxas
de crescimento e morte dos microrganismos desempenham um papel fundamental na

determinacédo da cultura heterotréfica dominante (Chaudhry e Beg, 1998).

De forma a melhorar o modelo, Kissel et. al., (1984) desencadearam uma série de estudos
com o objectivo de aproximar 0 maximo possivel da realidade a expanséo, ou contrac¢ao do
volume do biofilme, isto é, tentaram por interaccbes sucessivas descrever o crescimento
espacial dos microrganismos que formam o biofilme . Para isso, dividiram o biofilme num
conjunto de elementos espaciais com iguais comprimentos entre si, mas variaveis entre
estudos, integrando-os no tempo. ApOs cada integracdo os comprimentos dos elementos
foram recalculados de acordo com a expanséo, ou contrac¢do do seu volume (Chaudhry e

Beg, 1998).
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Wanner e Gujer (1985, e 1986) desenvolveram um modelo matematico de biofilme multi-
espécies e multi-substratos, a uma dimenséo, muito semelhante ao apresentado por Kissel
et. al., (1984) considerando: gradientes perpendiculares ao meio de suporte compostos por
diferentes espécies microbiolégicas; utilizacdo e difusdo de substrato dentro do biofilme;
resisténcia externa de transferéncia de massa da fase liquida para o biofilme; crescimento
da biomassa proporcional a utilizacdo do substrato (cinética de Monod); perda de biomassa
devido a respiracdo endogena e desprendimento (cinética de Monod simples); diferentes
densidades microbianas para as varias espécies, mas constantes ao longo do biofilme;

formacédo de biomassa inerte.

O modelo permitiu simular alteracdes na espessura do biofilme, bem como a distribuicdo
espacial dos microrganismos e dos substratos no interior deste. Permitiu ainda simular o
desprendimento (“detachment”) do biofilme, transferéncia externa de massa e alteractes da

concentracdo de nutrientes na massa de agua.

O modelo permitiu verificar, de novo, que a relacdo entre a producdo de biomassa e a
expansdo do volume do biofilme era efectiva. Foram admitidas, no entanto, algumas
simplificacdes, nomeadamente: (1) biomassa continua, tendo sido negligenciados aspectos
relacionados com a forma, dimensédo e localizagdo dos microrganismos; (2) uma Unica
direccdo espacial e (3) ndo foram incorporados, deliberadamente, aspectos especificos

relativos a cinética dos microrganismos (Chaudhry e Beg, 1998).

A semelhanca do modelo anterior, o0 modelo de Wanner e Gujer incluiu o fenébmeno de
crescimento espacial dos microrganismos. Este modelo baseou-se numa aproximagao
continua através de médias espaciais de pequenas frac¢Bes volumicas do biofilme. Para
melhorar a sua analise e discusséo, foram assumidas vérias simplificacbes de forma a

permitir que o modelo tivesse um tratamento numérico.

Apesar dos modelos de Kissel et al. e de Wanner e Gujer serem muito semelhantes, e terem
sido desenvolvidos para estados ndo estacionéarios, apresentaram descri¢cdes diferentes da

forma como se processa o crescimento da biomassa num biofilme.

Apesar de todas as limitacbes destes modelos, foi através deles que se conseguiu pela
primeira vez representar um biofilme estratificado e dindmico e, simultaneamente,

incorporando os conceitos de multi-substrato e de multi-espécie.
S&o as seguintes as equag¢8es fundamentais do modelo:

- Balango de massa para a espécie microbiol6gica
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aCyx _ aly
— N = 2 4 eg. 8
ot 9z X a

Jy= Ug CX eq. 9

- Ji- Fluxo de massa (M L2 T%)
- rx— Taxa de reaccao relativa & espécie microbiolégica (M L= T

- Z - Direccao perpendicular ao suporte (L)

Onde, Cx é a concentracdo de biomassa (M L?) e U € a velocidade com que a biomassa

(L T é desprendida do meio de suporte, dada por

1dv 1

Adt UFT S X
CxXtotJo i%rxidz

eq. 10
A dt a

O desenvolvimento, ao longo do tempo, da espessura do biofilme (L) é obtida por

dL,
—=Uu eq. 11
dt L q

onde U é a velocidade na superficie do biofilme (L ™

- Balan¢o de massa a uma dimenséao (1D) para um substrato dissolvido no biofilme

aC—S = a‘]—s +rg eq. 12
ot 0Z
- rs — Taxa de reacc¢éo do substrato (M L T™)
- Js — Fluxo de substrato (M L2 T™?)

- Fluxo de Substrato (difusdo) — Lei de Fick (eq. 1)

Rittmann e Manem (1992) foram responsaveis por um grande avan¢o na modelacdo de
biofiimes, conseguindo desenvolver um modelo multi-espécie em estado estacionario. O
modelo incorporou multiplas espécies activas, biomassa inerte, utilizacdo e difusdo do
substrato no biofilme, transferéncia externa de massa e o desprendimento do biofilme. O
modelo permitiu prever, em estado estacionario, valores para a espessura do biofilme, para

a distribuicdo de espécies e para os fluxos de substratos.
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Uma avaliacdo experimental do modelo, num reactor de mistura completa, permitiu verificar
interac¢cBes entre espécies (bactérias nitrificantes e bactérias heterotroficas consumidoras
de acetato) em competicdo pelo espaco, ndo incluindo, no entanto, a competicdo por um
substrato (ex. Oxigénio). Permitiu verificar ainda, que a concentracdo de NH4-N a saida do
reactor aumentava com o incremento de substrato. A explicacdo apresentada para este
aumento da concentracdo de NH4-N, residiu no aumento da resisténcia interna de
transferéncia de massa, devido a acumulacdo de microrganismos autotréficos (bactérias

nitrificantes) nas camadas mais interiores do biofilme.

Gadani et. al. (1993) aperfeicoaram os modelos anteriores, incluindo condi¢Bes transitorias.
Foi também introduzida uma aproximacao do fenbmeno de desprendimento de biomassa, a
semelhanca do modelo de Rittmann e McCarty (1980, 1981). O modelo incorporou
biomassa inerte, difusdo e taxas de utilizacdo de substrato dentro do biofilme e vérias
camadas de difusdo, permitindo simular a evolucdo da espessura do biofilme e diferentes
distribuicbes espaciais das espécies microbiolégicas e da concentracdo do substrato no
interior do biofilme. Gadani et al., (1993) apresentaram ainda uma descricdo do modelo a 0D
(modelo de dimenséo zero - porque nao foi introduzida qualquer coordenada espacial) em
estado transitério. No entanto, mesmo sendo um modelo com algumas limitagbes, permitiu
prever a evolucdo da espessura do biofilme, a concentragdo de substrato na fase liquida e
biofilme e a fraccao activa de biomassa ocupada por cada espécie (bactérias nitrificantes de

crescimento lento e bactérias heterotroficas consumidoras de acetato) (Wimpenny, 1997).

Furumai e Rittmann (1994) desenvolveram um modelo simplificado multi-espécie com uma
distribuicdo por camadas da biomassa, tendo-o aplicado para verificar a estabilidade do

processo de nitrificacao, tanto em biofilmes como em biomassa em suspenséo.

O modelo procurou incorporar a resisténcia na transferéncia de massa para todos os
substratos, bem como a formagdo e consumo de compostos sollUveis resultantes da

actividade microbiolégica (Chaudhry e Beg, 1998).

Das simulacBes deste modelo concluiu-se que os processos de biomassa fixa sdo mais
estaveis do que os que utilizam biomassa em suspensdo, dado que 0S organismos
nitrificantes (caracterizados por terem um crescimento mais lento) estdo protegidos pelos
organismos heterotroficos (localizados na superficie exterior do biofilme) o que impede, ou
retarda, o desprendimento dos primeiros (Nogueira et al., 2005). Contudo, verificou-se que
se o0 crescimento dos organismos heterotroficos for muito intenso, devido a cargas de
substrato elevadas, poderd ocorrer um retrocesso da nitrificacdo devido a limitagbes de
oxigénio dissolvido e ao aumento da resisténcia difusional para as camadas mais interiores.

Desta forma, a camada superficial de organismos heterotréficos tem vantagens e
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desvantagens para 0 processo de nitrificacdo, dependendo das condigbes de

desprendimento da biomassa e do fornecimento de oxigénio (Nogueira et al., 2002).

Wanner e Reichert (1996) aperfeicoaram o modelo de Wanner e Gujer (1985 e 1986), tendo
adoptado uma descricdo mais flexivel para o transporte de compostos dissolvidos para o
biofilme, considerando ainda: transporte difusional de compostos particulados para a matriz
sélida do biofilme; altera¢des na porosidade do biofilme; fendmenos de desprendimento e

agregacao simultanea de células e particulas a superficie do biofilme.

O modelo foi ainda implementado no programa AQUASIN de forma a poder-se discutir a

introducdo destes novos processos no modelo classico de biofimes de culturas mistas.

O conceito da existéncia de biomassa “adormecida” no biofiime foi pela primeira vez
abordado por Imai et al. (1994 e Chaudhry e Beg, 1998), para caracterizar a fraccdo que se
encontra inactiva embora podendo restabelecer a sua actividade pelo fornecimento de
substrato. O aparecimento deste conceito surgiu através da medicdo, em ensaios “batch”,
da actividade especifica de cada tipo de biomassa, homeadamente consumo de substrato
presente no biofilme. Surgiu assim o modelo que descreve o biofilme através de camadas e

incorporando a fraccao de biomassa “adormecida”.

A utilizacdo de microeléctrodos para demonstrar a competi¢cdo pelo espaco e pelo substrato
dentro do biofilme foi efectuada por Zhang et al. (1994). As experiéncias mostraram que (i)
um aumento da carga organica conduz a uma diminuicdo da concentracdo do oxigénio
dissolvido no biofilme, contudo quando se atinge um determinado valor, o perfil da
concentracdo de oxigénio dissolvido no biofiime deixe de se alterar, (i) as bactérias
heterotréficas competem com as bactérias nitrificantes por oxigénio, resultando numa
inibicdo do processo de nitrificacdo e (iii) a competi¢do por substrato nos biofilmes conduz a
uma estrutura de biofilme estratificada. Foi ainda possivel verificar que a distribuicao
espacial de componentes bidticos e abidticos, afecta de facto a transferéncia de substrato

para o biofilme e a competi¢do entre espécies.

Outro estudo experimental que veio confirmar a existéncia de varias camadas no biofilme,
ocupadas por diferentes espécies, e a importancia da incorporagdo deste fenbmeno nos
modelos matematicos, foi desenvolvido por van Loosdrecht et al., (1995), que estudou a
distribuicdo populacional de organismos nitrificantes e heterotroficos, recorrendo a um
eléctrodo de oxigénio. Foi observado que a estrutura interna do biofilme era extremamente
heterogénea com muitos poros e protuberéncias, isto &, o perfil de oxigénio diferiu muito de
local para local (de colénia para col6nia) e entre particulas (colénias) da mesma amostra,
guando o atrito provocado pela passagem de ar e agua era baixo. Por outro lado, quando

estas forcas de atrito aumentavam, van Loosdrecht et al. verificaram que apenas uma parte
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de biofilme se desenvolvia, isto €, em estado estacionario, para além da densidade do
biofiime ser regulada pelo atrito, o crescimento deste também é balanceado pelo seu

desprendimento.

Skowlund (1990) tinha chegado a mesma conclusao de van Loosdrecht et al. quando
estudou o efeito do crescimento do biofilme em estado estacionario, utilizando o modelo
desenvolvido por Wanner e Gujer (1985 e 1986), tendo demonstrado que a utilizacdo deste
procedimento se justificava em biofilmes limitados e nao limitados através do atrito, isto €,
em biofilmes cujo crescimento (aumento da sua espessura) ndo é maior porgue estao
sujeitos a forcas de atrito (ex. biofiimes que crescem em reactores que estdo em

movimento).

Para biofilmes nao limitados, Skowlund mostrou que apesar de a espessura total continuar a
aumentar ao longo do tempo, o volume de biofilme activo atinge um valor constante. Para
além disso, os perfis de microrganismos activos dentro do biofilme e na interface fase liquida
/ biofilme também se mantém constantes. Da mesma forma, para um biofilme limitado por
atrito, assim que a espessura atinge um determinado limite, o volume activo do biofilme, o
consumo de substrato e os perfis de microrganismos activos tornam-se independentes da

espessura.

Relativamente ao desprendimento do biofilme foi desenvolvido por Stewart (1993) um
modelo matematico que, através de uma base teoérica, permitiu a resolu¢cdo de muitas das
expressdes empiricas propostas na literatura relativas a este fenémeno (Chaudhry e Beg,
1998).

Por outro lado, um avanco significativo na modelacdo de biofiimes foi obtido com a
incorporacao de interacgdes idnicas e do efeito do pH, na descri¢cdo do transporte de massa
e da reaccéo bioldgica Flora et al. (1993, 1995 (a), 1995 (b) 1995 (c)).

Este modelo incluiu: equacéo de Nernst — Plank — equacgédo para definir o fluxo de difusé@o de
espécies idnicas; lei de Fick — equacdo para o representar o fluxo difusional de espécies
neutras; resisténcia de transferéncia externa de massa; modelo em estado estacionario em

gue o carbono era limitante (Chaudhry e Beg, 1998).

1.3.6. Desenvolvimento recente da modelacéo de biofilmes

Como anteriormente referido, na ultima década observou-se um certo redireccionamento na

modelagdo de biofilmes.
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Os modelos iniciais descreviam os biofilmes como materiais homogéneos, em estado
estacionario e como se contivessem uma Unica espécie bacteriana, incorporando
fendmenos de transporte de massa e transformacdes bioquimicas. Sdo modelos a 1D que

se socorrem apenas de uma dimensao face a uniformidade que assumem.

Posteriormente, foram desenvolvidos formalismos dindmicos, estratificados, capazes de
descrever biofiilmes multi-espécie e multi-substrato. Contudo, nao incorporaram a
heterogeneidade da estrutura do biofilme, isto é, o tipo de estrutura do biofilme era uma

condicao inicial.

No entanto, através de técnicas sofisticadas (CSLM), Costerton et al.,, (1994) vieram
demonstrar que os biofilmes s&o estruturas muito heterogéneas, constituidas por
agrupamentos de células, que se desenvolvem de forma mais ou menos independente,
materializando poros e canais de dimensdo micrométrica. Estas observacdes mostraram
ainda que a concentracdo de oxigénio varia consideravelmente entre os grupos de células e
0s canais de maior dimensdéo, levando a uma interpretacéo tridimensional da estrutura do

biofilme, o que implica dispor de uma informacéao de base muito exigente.

A compreensédo da estrutura do biofilme tornou-se ainda mais importante ndo s6 devido a
aspectos relacionados com uma melhor caracterizacdo da respectiva morfologia, mas
porque tal era necesséario para a descricdo de fendmenos de transferéncia de massa no

interior e na superficie de contacto do biofilme com a fase liquida (Hermanowicz, 2001).

Picioreanu et al., (1998 (a), 1998 (b) e 1999) e Noguera et al., (1999) apresentaram
descric6es microbiologicas do biofilme, incorporando ndo sé o transporte de massa, como
também aspectos hidrodindmicos e da dindmica das populacdes. Nos modelos de
Picioreanu et al., foi incluido o conceito de “cellular automaton” (CA), em que as células séo
tratadas como entidades discretas. Estas entidades sdo associadas ao espaco que esta
dividido numa quadricula uniforme, de dimensées conhecidas e que constituem as unidades
basicas do modelo. As unidades podem ser atribuidos diferentes estados, isto €, ocupado
ou vazio, permitindo desta forma o seu tratamento isoladamente no tempo. A mudanca do
estado destas unidades é controlada através de regras dependentes das condic¢des locais,
nomeadamente que envolvem o fornecimento de nutrientes as unidades em analise, embora
cada unidade possa ser regida de forma independente. Desta forma, este modelo permite
prever o crescimento do biofilme numa perspectiva tridimensional conseguindo relacionar
esse crescimento com, por exemplo, o fluxo de substrato em cada unidade basica do

modelo.

Recentemente, surgiram os chamados modelos hibridos, que combinam aproximac¢des do

modelo do “cellular automaton” (CA) com o fluxo de substrato nas varias zonas do biofilme.
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Esta evolucdo na complexidade dos modelos foi possivel devido aos avancos muito
significativos de ferramentas informaticas, como é o caso do programa AQUASIM e
MATHLAB.

Hermanowicz (2001), desenvolveu um modelo 2D baseado no conceito de “cellular
automaton” (CA), o qual considera apenas uma Unica espécie de microrganismos e a
limitacdo de um nutriente. Os resultados deste modelo mostraram que uma pequena
alteracdo na concentracdo do nutriente considerado poderd influenciar o desenvolvimento
do biofilme. Para além disso, este modelo veio ainda mostrar que quanto menor for a
interface fase liquida /biofilme, mais denso e compacto é o biofilme, devido a resisténcia de
transferéncia de massa, que neste caso é menor. Nesta situacdo foram observadas, em
maior numero, formas em cogumelo e tdlipa das colénias do biofilme. O modelo permitiu ndo
s6 simular uma série de distintas morfologias de biofilme, como também sugeriu que a
diversidade verificada poderd resultar da organiza¢do individualizada das unidades
consideradas, as quais sao reguladas através de regras simplificadas e localizadas. As
diferencas estruturais do biofilme obtidas resultaram da alterac@o de caracteristicas basicas

ambientais, ndo tendo sido impostas a partida.

Estes modelos sdo muitas vezes referidos na literatura como baseados na biomassa
(“biomass based models — BbMs”), ou modelos de populacdo espacialmente estruturada
(Kreft et al., 2001). Esta classificac@o deve-se ao facto de neste tipo de modelos a estrutura
do biofilme ser uma caracteristica resultante das acc¢des e interaccbes das unidades

consideradas entre elas e com o ambiente que as rodeia.

Kreft et al., (2001), desenvolveram um modelo baseado nos BbMs, no qual as accoes,
interac¢cBes e propriedades descritas, ndo sdo as da biomassa mas sim as de individuos
(células bacterianas) de forma a poder compreender a populacdo ou a comunidade. Em
contraste com os modelos BbMs, estes séo, designados por modelos baseados em
individuos (“individual-based modelling — IbM”), permitiram interpretar individualmente os

organismos, células bacterianas neste caso, considerados como entidades fundamentais.

Este modelo foi aplicado a duas espécies bacterianas (bactérias que oxidam amonia e
nitrito), e simulado em 2D e 3D, isto é, para a difusdo e reaccao do substrato foi utilizada
uma definicdo espacial a 2D e para as bactérias, de forma a permitir o0s mesmos graus de
liberdade do movimento celular que existem na realidade, um espac¢o a 3D. No modelo foi
considerada a equacdo de Monod para descrever a taxa de consumo de azoto (vy),
admitindo uma dupla limitagdo de substrato (azoto e oxigénio) (eq. 13) e uma relacdo entre

esta taxa e a de consumo de oxigénio (vo), através da eq. 14,
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Cn Co

VN = Mx V max, N >
KS,N +CN +CN/Ki,N KS,O+CO

eqg. 13

sendo My a quantidade de biomassa (matéria seca), V max, n @ taxa maxima especifica de
consumo de azoto, Cy e Co as concentragdes dos respectivos substratos, Ks a constante de

saturacdo de Monod e K; a constante de inibicdo do substrato.

Y
Vo = VN N eq. 14

Yo
YN € o rendimento de crescimento celular devido ao azoto (dador de electrGes) e Yo € o

rendimento de crescimento celular devido ao oxigénio (receptor de electrdes).

A concentragdo de substrato sollvel e os produtos de reac¢do sdo dados através do

balan¢co de massa descrito pela eq. 15.

aCi _ D'(62Ci N 82Ci

ot Cox2 972

)+ eq. 15

sendo D o coeficiente de difuséo e r a taxa de reac¢éo para cada composto.

Y

Analisando estes dois tipos de modelos (BbM e IbM), chegou-se a conclusdo que o
comportamento do modelo BbM é melhor quando se trata de sistemas a uma escala
macroscopica, o que é particularmente importante quando se esta a caracterizar
heterogeneidades a nivel global do sistema. Conclui-se também que durante o crescimento
do biofilme a sua forma é muito influenciada por fenédmenos de reaccdo e difusdo de
substrato e pelo mecanismo de crescimento da biomassa (forma de ocupacgédo e expansao

da biomassa no espaco).

Aquele modelo foi ainda aperfeicoado por Kreft e outros investigadores que introduziram a
influéncia da producdo de substéncias extracelulares poliméricas (EPS) na estrutura do
biofiime (Kreft e Wimpenny, 2001 (a) e Kreft e Wimpenny, 2001 (b)).

Chang et al.,, (2003) desenvolveram um modelo IbM, 3D, CA, incorporando a difusao
discreta Browniana, utilizando varias técnicas (transporte de nutrientes independente) que
permitiram a simulacado tridimensional do transporte destes produtos, de forma a permitir

uma melhor interpretacdo dos efeitos provocados pela heterogeneidade da concentragédo de
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nutrientes. Este estudo englobou dois cendrios, sendo o primeiro relativo a limitagdo de
transporte de nutrientes dentro do biofiime e, com o segundo, pretendeu-se avaliar a
influéncia do fendbmeno de auto-inibic&o (inibicdo provocada pelos produtos finais da sintese

metabdlica).

Nesse estudo verificou-se que tanto as limitagcbes de transporte de nutrientes, como a
producdo de metabolitos auto-inibitérios influenciam a formacdo dos canais constituintes da

estrutura do biofilme.

Por outro lado, os modelos IbM permitem incorporar e analisar espécies e fenédmenos
especificos, (ex. fendbmenos de mutacdo) proporcionando um maior grau de detalhe e um
aprofundamento significativo do conhecimento relativo & formacao do biofilme. Contudo, o
elevado detalhe necessério para a descricdo do biofilme pode ser uma desvantagem, nos
casos de modelacdo de sistemas heterogéneos a uma escala macroscépica. Para além
disso, é evidente que os modelos IbM requerem recursos computacionais mais expeditos do

gue, por exemplo, os modelos BbM.

Para tentar reconciliar a extensdo e grau de detalhe dos modelos IbM com o0s recursos
disponiveis, foi proposto por Picioreanu et al., (2004) um modelo baseado em particulas,
multi-dimensional e multiespécie, vindo a traduzir-se numa versao ampliada de um IbM. O
modelo inclui os seguintes factores: (i) trés categorias de biomassa activa (bactérias
aerObias oxidativas de amoénia, bactérias aerdbias oxidativas de nitrito e bactérias
anaer@bias oxidativas de amaénia); um Unico tipo de biomassa inerte — resultante da morte
da biomassa activa; representacdo 3D da estrutura do biofilme, através de esferas que
representam as particulas de biomassa. Cada esfera contém apenas um tipo de biomassa
activa e uma fraccao de biomassa inerte. Foi considerada uma densidade constante para as
particulas, podendo variar a massa e o volume da particula ao longo do tempo; crescimento
diferenciado da biomassa (para cada tipo de biomassa (representadas por “b” na eq. 16))

descrito através de um balanco de massa para cada particula (p) (eq. 16);

dm§<'°)b
T’: rX’b p = 1,2,...., Np e b: 01112!-"! NB eq 16

mg(p)b representa o somatério da biomassa activa da particula p
(i) divisdo da biomassa — em que prevalece uma determinada direccdo para o crescimento
celular consoante o tipo de microrganismo; expansao da biomassa (“biomass spreading”) —
este fenbmeno ocorre devido ao crescimento da biomassa; desprendimento da biomassa —

consistiu na remocdo de todas as particulas, que ao se sobreporem umas as outras,
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impunham uma espessura ao biofilme superior a que é assumida a partida, isto é, foi
considerada uma espessura constante do biofilme; balancos de massa para os substratos
solaveis (n) no biofilme. A distribuicdo espacial da concentracdo de substratos, de produtos,
etc, influencia a taxa de crescimento de cada tipo de biomassa e, consequentemente, a
distribuicdo espacial das bactérias. Devido ao crescimento, divisdo, expansdo e
desprendimento da biomassa, a distribuicdo espacial dos microrganismos varia ho tempo, o
que origina uma variacdo também da concentracdo de substrato. Por esta razéo, a eq. 17,
inclui expressdes de reaccdo e difusdo relativas aos balancos de massa em estado

dinamico.

2 2 2

- n )+rs,n n_l,z, ...... y NS eq. 17
at X2 av?  az?

(i) balancos de massa para os substratos soluveis (n) na fase liquida (eq. 18)

dC (b) Lx Ly Lz
T (C('”) (b))+VL¢FLZ é [ frs H(X.Y,Z)dzdYdX . eq.18
n=1,2,..Ns

Através deste modelo foi possivel ndo s6 descrever processos fisico-quimicos, como sejam
0 transporte e reac¢do de substratos, mas também caracterizar o comportamento da
biomassa de uma forma mecanistica e extremamente abrangente a partir de accdes e
interac¢gBes (crescimento, divisdo e movimento) a escala da particula (colénia) ou até

mesmo individual.

Simultaneamente com o modelo de Picioreanu et al., (2004), surgiu o trabalho de Laspidou e
Rittmann (2004) que desenvolveram um modelo 2D, baseado no conceito CA, multi-
componente e unificado (UMCCA), que permitiu quantificar a heterogeneidade do biofilme,
tendo considerado todas as componentes que o constituem, nomeadamente trés espécies
sélidas (biomassa activa, biomassa morta ou inerte e EPS) e trés componentes sollveis

(substratos soluveis e dois tipo de produtos microbiolégicos (SMP)).

O modelo utilizou uma representacéo discreta da fase solida através do conceito de CA e os
métodos classicos continuos para os componentes sollveis, vindo permitir unificar e integrar
varias componentes e as suas respectivas densidades, nomeadamente os varios tipos de
biomassa (activa e inerte), as EPS e os SMP, que até entdo eram tratadas de forma
individualizada, propondo o conceito de densidade composta, ou seja a densidade que inclui

as varias componentes. No entanto, e apesar das componentes poderem estar integradas,
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foi possivel também analisa-las individualmente, isto €, 0 modelo também permite verificar a
distribuigdo, no espaco e no tempo, das varias componentes.

O modelo considera ainda os seguintes aspectos: cinética dupla de Monod para representar
a taxa de consumo de oxigénio e substrato; balancos de massa independentes para o
substrato (dador), produtos associados a utilizacdo de substrato (UAP), produtos associados
a biomassa (BAP), biomassa activa (X,), biomassa inerte (Xis), € EPS incluindo em todas

as expressbes um termo para o estado nao estacionario; um perfil para o oxigénio e a

definicdo da densidade composta (CompDeni' ] ),
CompDen'J = X;’ J Xmax + EPS" jepsmax +X Légxres,max eq.19

Xamax: €PSmax € Xres max, FepPresentam as densidades maximas de cada compartimento.

7

A densidade composta é obtida multiplicando a frac¢do de cada espécie sélida pela sua
maxima densidade, isto é, cada compartimento incorpora os trés componentes da biomassa,
cada um com uma Unica frac¢do na sua densidade méaxima. Foi considerado ainda que cada

compartimento era homogéneo no que respeita as componentes da biomassa.
- definicdo da raz&o de consolidagéo (Uc) (eq.20);

U, =1-0,9820exp(-0,0315t,) eq 20

t. — tempo de consolidagéo (T)

Ao incluir forcas horizontais e verticais, bem como vibracdo, o modelo simulou a
consolidacdo do biofilme (através da introducdo de U, que aumenta com a idade da
biomassa), ou seja, simulou uma maior densidade do biofilme. A introducdo deste fenbmeno
permitiu representar as diferencas de densidade ao longo do biofilme, o que tem sido

confirmado experimentalmente.

No Quadro 1 mostra-se, resumidamente, algumas das principais caracteristicas dos

modelos referidos anteriormente.
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Quadro 1 — Resumo dos principais modelos e respectivas caracteristicas

Cresc. e : Outro fenémeno Ano
Autor N Formalismo perda de Es'pef;sura Geo'mejtrla
substratos biofilme do biofilme
células
Atkinson e Davies 1 Monod - Constante Plana-1D - 1974
no tempo
Williamson e 1 Monod - Constante Plana—1D 1 Subs. limitante 1976
McCarty no tempo
Rittmann e 1 Monod v Constante Plana — 1D Smin . 1980
McCarty o tempo Crescimento e morte
celular
Eq. da espessura do
biofilme
McGee et al. 2 Monod (“double v Constante Plana—-1D  Subs. limitantes — Dupla 1972
Monod — no tempo limitagdo
interactive”)
Szwerinski et al. 2 Monod (“double - Constante Plana—-1D  Subs. Limitantes - 1986
Monod — no tempo Transferéncia de subs.
interactive”) limitantes; O,; N;
bicarbonato.
Tanaka e Dunn 2 Monod (“double - Constante Plana—-1D  Subs. limitantes - Dupla 1982
Monod — no tempo limitag&o; NH,; O,
interactive”)
Ritrmann e 1/2 Monod - Constante Plana—-1D  Subs. limitantes - Dupla 1983
Dovantzis no tempo limitagdo
Benefield e Molz 2 Monod (“double v Constante Plana—- 1D Espécie heterotréficas 1985
Monod — no tempo pseudo-estacionario
interactive”)
Kissel et al. Multiplos Monod (“double v Variavel no Plana—-1D  Multi-substrato 1984
Monod — tempo Multi-espécie
interactive”) Interacgdo entre micror.
Estratificado
Dinamico
N&o estacionario
Wanner e Gujer Multiplos Monod (“double v Variavel no Plana—-1D  Multi-substrato 1985
Monod — tempo Multi-espécie e
interactive”) Interacgdo entre micror. 1986
Estratificado
Dinamico
Desprendimento da
biomassa
Rittmann e Multiplos Monod (“double V. Variavel no Plana—-1D  Multi-substrato 1992
Manem Monod — tempo Multi-espécie

interactive”)

InteracgOes entre
microrganismos
Estratificado
Dinamico

Estado estacionario
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Quadro 1 — Resumo dos principais modelos e respectivas caracteristicas (cont.)

Autor

NO
substratos

Formalismo

Cresc. e
perda

Espessura Geometria

biofilme do modelo

Outro fenémeno Ano

Gadani et al.

Multiplos

Monod (“double
Monod —
interactive”)

v

Variavel no Plana - 1D

tempo

Multi-substrato
_ o 1993
Multi-espécie
InteracgOes entre
micror. Estratificado
Dinamico
Estado estacionario
Desprendimento da

biomassa

Furumai e

Rittmann

Multiplos

Monod
(Formulagéao

multiplicativa

Variavel no Plana - 1D

tempo

Multi-substrato

. . 1994
Multi-espécie
InteracgOes entre

microrganismos

Estratificado
Dinamico

Estado estacionario
Desprendimento da
biomassa

Wanner e Reichert

Multiplos

Monod (“double
Monod —
interactive”)

Variavel no Plana - 1D

tempo

Multi substrato
Multi-espécie 199
InteracgOes entre
micror. Estratificado
com alteragdes da
porosidade Dinamico
Desprendimento e
agregacéo simultanea
de células

Transporte difusional
de compostos
particulados para a

matriz

Imai et al.

Multiplos

Monod
(associada ao
consumo de
cada substrato)

Variavel no Plana - 1D

tempo

Multi-substrato
. . 1994
Multi-espécie
Estratificado
Dinamico
Introducéo do conceito
de biomassa

adormecida

Flora et al.

Multiplos-
moléculas e

ides

Monod (depend.

do pH)

Constante Plana - 1D

no tempo

Multi-substrato
1993

Multi-espécie
1995

InteracgOes idnicas e
efeito do pH

Picioreanu et al.

1

Monod

Variavel no 2D e 3D

tempo

Multi-espécie
~ 1998
Interacgées
aprofundadas entre
microrganismo.
Introducéo do conceito
de Automato Celular
Modelo baseado na

biomassa
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Quadro 1 — Resumo dos principais modelos e respectivas caracteristicas (cont.)

Ne . Cresc. e Espessura Geometria Outro fenémeno Ano
Autor Formalismo o
substratos perda biofilme do modelo
. Multi-espécie
Noguera et al. 1 Monod V. Variavel no 3D 5 1999
InteracgGes aprofundadas
tempo . .
entre microrganismos,
nomeadamente ao nivel da
dinadmica de populacdes
Modelo baseado na
biomassa
. . Modelo baseado na
Hermanowicz 1 Monod v Variavel no 2D ) 2001
biomassa
tempo ]
Conceito de Automato
Celular
Mono-espécie
. Introdugao do conceito de
Kreft et al. 2 Monod v Variavel no 2D e 3D 2001
modelo baseado em
tempo o
individuos
. y Modelo baseado em
Chang et al. Multiplos v Variavel no 3D o 2003
individuos
tempo )
Conceito de Automato
Celular
Efeito de auto-inibicéo
Mono-espécie
= . . Modelo baseado em
Picioreanu etal.  Multiplos Monod v Variavel no 3D . L 2004
particulas Varios
tempo . ) .
tipos de biomassa  Multi-
espécie Fenémeno
de expansédo da biomassa
. . y Conceito de Automato
Laspidou e Multiplos Monod v Variavel no 2D . 2004
. Celular multi-componente
Rittmannl. tempo

unificado

Defini¢éo de densidade
composta

Defini¢do de razao de
consolidacédo

(Adaptado de Chaudhry e Beg, 1998)

Apesar de actualmente a investigagdo sobre biofilmes lidar com fenédmenos microbiolégicos

extremamente complexos, a compreensdo das cinéticas envolvidas ainda se restringe a

degradacao de substratos soltveis. No entanto, tém sido desenvolvidos esfor¢cos para que a

modelagdo possa incorporar informacédo sobre a degradacdo de matéria organica coloidal

em reactores de biomassa fixa (Larsen et al., 1994).
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1.3.7. Cinética de reacc¢do biolégica

Nos processos biolégicos, o conhecimento da cinética de remocéao de substrato é importante
para a respectiva concepc¢do e dimensionamento, na medida em que permite a interpretacao
da reaccdo envolvida, nomeadamente das suas limitacdes e potencialidades. A avaliacdo da
cinética €, normalmente, efectuada através de ensaios especificos, realizados sob
condi¢Bes experimentais conhecidas, o que permite simular o comportamento da populacéo
biol6gica, ou mesmo promover a predominancia de espécies com maior afinidade para o
substrato (Wanner, 1994).

Tratando-se de culturas mistas, as condi¢ces impostas, antes ou durante a realizacao dos
ensaios, tem ainda maior importancia, uma vez que poderdo determinar a selec¢do de
algumas espécies (Domingos, 1999). Com efeito, pela andlise dos valores de constantes
cinéticas, referenciadas em diversos estudos, constata-se que sdo pouco homogéneos,
especialmente quando obtidos em ensaios realizados em reactores “batch”, o que se admite
poder estar relacionado com a histéria da cultura, para além das espécies bacterianas
presentes (Grady et al., 1996 e Templeton e Grady, 1988). A historia da cultura, englobando
aspectos relativos a selec¢cdo dos microrganismos, a sua afinidade para o substrato e a
respectiva capacidade de adaptacdo a novos ambientes, pode alterar o estado fisiolégico
inicial da cultura que, conforme demonstrado por Daiger e Grady (1982 (a) e 1982 (b)), tem

impacte significativo na cinética de biodegradacéo.

Monod, e mais tarde Chudoba (Chudoba, 1989, Grady et al., 1996, Okpokwasili, e Nweke,
2005), nos estudos relativos a formulagdo do seu modelo cinético tinha ja evidenciado que
as culturas bacterianas passam por “crises”, que modificam, profundamente, as suas
propriedades, verificando ainda que a idade das culturas pode influenciar a morfologia das
células bacterianas. Em geral, a dimenséo das células altera-se ao longo do crescimento,
dentro da mesma cultura, passando por um maximo no fim da fase de laténcia,
permanecendo constante na fase exponencial e diminuindo de seguida. Estas razdes,
levaram Monod a questionar a forma como a biomassa é avaliada, a qual pode, variar da
simples enumeracdo a quantificacdo, centrada em caracteristicas especificas, o que pode

conduzir também a informacao pouco homogénea.

Relativamente a descricdo da cinética de biodegradacdo, para além de aspectos
conceptuais de base, esta requer, necessariamente, a quantificacdo das constantes
cinéticas envolvidas, constatando-se que se lhe podem associar questdes matematicas e de

terminologia.

Quanto ao primeiro tipo de questBes, a quantificacdo de constantes estd dependente da

capacidade de rotinas matematicas disponiveis para estimarem 0s respectivos valores,
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sendo comuns as dificuldades de validacdo de alguns valores, como por exemplo quando
ha parametros que nao sao independentes. Nestes casos, a validade das estimativas é

guestionavel, independentes do rigor que possa ter sido posto nos ensaios laboratoriais.

A base matematica para estimar parametros cinéticos dos processos microbioldgicos tem
utilizado formas derivadas, e integradas, das equacdes associadas as reaccdes de catélise
enzimética, o que tem sido realizado por ajustamento de funcdes a dados gerados
experimentalmente, como nos estudos de Counotte e Prins (1979), Duggleby e Morrison
(1977) e por Robinson et al., (1983), entre outros. A equacdo de Monod pode ser utilizada
para estimar parametros cinéticos de crescimento, tendo, no entanto, presente que as
respectivas estimativas poderao estar influenciadas pela histéria do crescimento do inéculo.
Para além disso, a adopcao de valores estimados devera ser precedida da realizacao de

analises de sensibilidade para testar a fiabilidade do ajustamento paramétrico.

Geralmente, os métodos de determinacéo das constantes cinéticas podem ser divididos em
dois grupos, de acordo com o modo de cultura: cultura em reactor “batch” e cultura em
continuo, sendo o primeiro predominantemente usado, designadamente na obtencdo de
dados sobre biodegradabilidade de compostos organicos (Gates e Marlar, 1968, Simkins e
Alexander, 1984, Simkins e Alexander, 1985, Braha e Hafner, 1987, Lewandowski, 1990,
Ellis et al., 1986).
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2. Objectivos

O presente trabalho teve por objectivo contribuir para o estudo da cinética de degradacao de
um substrato organico em biofilmes de espessura controlada, ou seja, constante no tempo,
obtidos com um dispositivo experimental especialmente concebido para produzir biofilmes
de determinada espessura. Utilizando-se o tempo como medida indirecta deste parametro,
introduziu-se o conceito de “idade do biofilme (Id)”, entendido como o tempo maximo (ty)
gue a biomassa se encontra fixa a um suporte, normalmente definido por um intervalo (t., - €;

tm), sendo ¢, tal como t,, valores de tempo previamente adoptados.

Apesar dos inameros trabalhos ja realizados sobre biofilmes, considera-se inovadora a
abordagem adoptada, na medida em que esses trabalhos foram realizados com biofilmes

em crescimento continuo.

De modo complementar, o trabalho incorporou o desenvolvimento de um método “on-line”

nao destrutivo para determinar a espessura do biofilme, baseado na capacidade eléctrica.

Assim, para prossecucdo do objectivo principal do trabalho, adoptaram-se o0s seguintes

objectivos especificos:

- estudo da cinética de degradacdo de um substrato organico utilizando biofilmes

de diferentes idades;
- desenvolvimento de um método de medic&o da espessura do biofilme;

- analise da estrutura do biofilme através de microscopia electrénica.
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3. Plano Experimental

3.1. Descricao geral

Para satisfacdo dos objectivos a que o presente trabalho se propés, foi fixado um Plano

Experimental que comportou quatro Fases, como a seguir se indica (Quadro 2).

Quadro 2 — Resumo do Plano Experimental

Fase Objectivo Descrigdo sumaria

Estudos preparatérios necessarios a - Estudo de um biofilme com espessura (e idade)
execucdo das fases seguintes crescente (processo normal de crescimento de

um biofilme), utilizando duas concentracdes de

0 substrato: 500 e 1000 mg/l - CQO
- Verificag@o da eventual existéncia de adsorcéo
do substrato ao meio de suporte
Desenvolvimento de um método de - Estudo da relagdo entre a espessura do biofilme
medicao da espessura do biofilme e a variacdo da capacidade eléctrica entre duas
placas paralelas dispostas a igual distancia do
1 biofilme
- Estudo da melhor frequéncia para medir a
variagdo da capacidade eléctrica em funcao da
espessura do biofilme
Estudo da cinética de degradagdo de um - Estudo da degradacao de um substrato
substrato orgénico (concentragdo organico a uma concentragdo de 500 mgO./I-
2 média*) através de biofilmes de CQO, através de biofilmes com idades
espessura constante compreendidas entre 0,5 e 6 dias
Estudo da cinética de degradagdo de um - Estudo da degradacao de um substrato
3 substrato orgénico (concentragdo alta*) organico a uma concentragdo de 1000mgO,/l -

através de biofilmes de espessura

constante

CQO, através de biofilmes com idades

compreendidas entre 0,5 e 6 dias

* - Caracterizacao indicativa do teor de matéria organica do substrato, relativamente a uma agua residual doméstica
No Quadro 3, indicam-se 0s ensaios correspondentes a Fase 1

Quadro 3 — Plano Experimental (Fase 1)

Ensaio Caudal (I/h) So (MgOa/l) Frequéncia (KHz)
11 0,5 500 1
1.2 0,5 500 10
1.3 0,5 500 100

So — Concentracao de substrato na alimenta¢&o do reactor, medida em CQO.
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No Quadro 4, indicam-se os ensaios correspondentes as Fases 2 e 3

Quadro 4 — Plano Experimental (Fases 2 e 3)

Ensaio Id (d) Caudal (I/h) So (MgO,/l) Ensaio Id (d) Caudal (I/h) So (MgO,/l)
2.1 05-1 0,5 500 3.1 05-1 0,5 1000
2.2 1-2 0,5 500 3.2 1-2 0,5 1000
2.3 2-3 0,5 500 3.3 2-3 0,5 1000
2.4 3-4 0,5 500 3.4 3-4 0,5 1000
2.5 4-5 0,5 500 3.5 4-5 0,5 1000
2.6 5-6 0,5 500 3.6 5-6 0,5 1000

Id — Idade do biofilme; Sp — Concentracédo de substrato na alimentacdo do reactor, medida em CQO;



4. Materiais e Métodos
4.1. Materiais
4.1.1. Substrato

O substrato utilizado foi adaptado de Santana, F. (1986) e consistiu em leite em pé
desnatado (Molico — Nestlé) diluido para se obterem concentra¢cdes de CQO de 500 e 1000

mgO./I.

No Quadro 5, indicam-se as caracteristicas principais do substrato utilizado, constatando-se
que satisfazem os requisitos basicos de nutrientes, sendo a relagdo de CQO/N/P de 25/1/0,9

para ambas as concentracdes (500 e 1000 mgO,/I).

Quadro 5 — Principais caracteristicas do substrato

So (MgO2/l — CQO)

Parametro
500 1000
pH 6.7 6,9
SST (mgll) 32 38
CQO (mg O, /l) 500 1000
Azoto total (mg N /1) 20 40
Fosforo total (mg P /1) 18 36

As caracteristicas indicadas para as solucdes de alimentacdo correspondem,
respectivamente, a uma diluicdo de 0,55 g e 1,2 g de leite em p6 desnatado por litro de

agua.

4.1.2. Dispositivos experimentais

4.1.2.1. Para a obtencao de biofilmes de idade constante

No diagrama apresentado na Figura 4 mostra-se a instalacdo piloto utilizada para obtencgéo

de biofilmes, constituida por reactores isolados de discos bioldgicos, que incluia:

a) Sistema de alimentacdo de substrato e de recolha de efluente, incorporando o seguinte
equipamento:

- dois reservatorios de armazenamento da solucdo de alimentacdo com uma

capacidade individual de 65 litros, instalados em dois frigorificos, marca “Sharp”,

(Japéo);

- seis bombas peristalticas de débito variavel, marca “Watson — Marlow”
(Inglaterra), tipo 302S e 503S.
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dois reservatdrios para recolha da descarga da instalacdo piloto com uma

capacidade individual de 50 litros.

b) Reactores de discos biolégicos

NUMENO A€ FEACLOIES ..ooiiiieiieeieee e 6
VOIUME UNILATIO (). e 0,9
namero de discos / reactor (Teflon) .........cccceveeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeee, 4
didmetro dos diSCOS (M)..uuuuiiiiieiiiiiiiici e e 0,12

accionamento dos discos através de moto-redutor, marca “Oriental Motor”
(Japao) 5IK60GS — CFE

Velocidade de rotac@o dos diSCOS (F.P.M.)...eeeeeeieieeieiiieiiiiiiieeieeeeeenee. 10

c) Controlo de temperatura aproximadamente a 20°C, por sistema de ar condicionado

instalado na sala onde se encontrava a instalacao piloto.
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Na Figura 5, mostram-se 0s Varios sistemas constituintes da instalacao piloto.

Figura 5 — Aspectos da Instalacéo Piloto (A — Vista geral: B — Sistema de alimentacéo; C —
Dispositivo para medi¢@o da espessura de biofilme; D — Detalhe dos reactores de
discos bioldgicos

4.1.2.2. Para medicado da espessura do biofilme

A espessura do biofilme foi medida através de observacao directa, utilizando um micrémetro

com uma ampliagédo de 12 x, conforme se mostra na Figura 6.

Figura 6 — Micrémetro utilizado para medicao da espessura de biofilme.
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4.1.2.3. Para medicdo da capacidade eléctrica

Na Figura 7 mostra-se o dispositivo experimental desenvolvido para medir a capacidade

eléctrica “on-line”, de forma néo invasiva para o biofilme.

1 - Placas de circuito impresso de dupla face
2 — Bloco em acrilico

3 — Fios condutores

4 — Haste para suporte do dispositivo

5 - Disco bioldgico

6 - Medidor de capacidade eléctrica

Figura 7 — Dispositivo experimental para medicao da capacidade eléctrica

Para as vérias experiéncias construiu-se um dispositivo de medicdo constituido por duas
placas (1) espacadas de 17mm, através de um bloco espacador em acrilico (2). O
comprimento e largura das placas era de 100 e 85 mm respectivamente, correspondendo
por isso a uma area de 8500mm?®. O dispositivo foi construido tendo em consideracdo que
entre as placas ficaria colocado o disco rotativo (5), meio de suporte para o crescimento do
biofiime, fixado através de uma haste (4) e de uma garra. Foi utilizada uma ponte “RLC
QuadTech” (EUA), modelo 7600 (6), para medir a impedancia, cuja gama de medicdo de
capacidade variava de 1 pF a 10 pF, com frequéncia de excitacdo programavel entre 10Hz e

2 MHz. A tensao aplicada entre as placas foi, em todas experiéncias, de 1 V.

44



4.1.2.4. Para verificacdo de eventuais processos de adsorgdo de substrato ao meio de

suporte

Com o objectivo de verificar se durante as primeiras horas de ensaio o fenébmeno de
adsorcdo de substrato ao meio de suporte era significativo, foram realizados ensaios
isolando o ambiente envolvente do reactor, através de uma tampa, e aplicando um fluxo de

azoto para substituicdo do ar, por forma a impedir a presenca de oxigénio.

Durante o ensaio manteve-se a rotacao dos discos, de modo a simular condi¢des préximas

das de realizag¢do dos ensaios principais deste estudo.

Na Figura 8 mostra-se a instalacdo construida para a realizagdo dos testes de adsorcdo ao

meio de suporte utilizado.

Figura 8 — Adaptacéo da instalacdo para ensaios de verificacdo de adsorcéo
de substrato ao meio de suporte
4.2. Métodos

Todas as determinacfes analiticas foram realizadas de acordo com as técnicas descritas no
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005). A frac¢éo

soluvel das amostras foi obtida por filtrac&o através de filtros “Whatman” GF/C (EUA).
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4.2.1. Carbono Organico Total (DOC)

O carbono orgénico total foi determinado na frac¢do sollvel das amostras, através de um
analisador de carbono total “TOC — 5000 A” da “Shimadzu” (Japéao).

O equipamento usado mediu separadamente o carbono total (CT) e o carbono inorganico

(CI), tendo-se obtido o DOC por diferenca daqueles valores.

Na determinacdo do carbono total, a amostra passava por um tubo de combustido, que
continha o catalizador de oxidagcé@o, sendo o carbono convertido para CO,, o qual era
seguidamente detectado, através de um analisador de infravermelhos nao dispersivo (“NDIR
Non — Dispersive Infrared Gas Analyzer”). O analisador emitia um sinal analégico que
gerava uma variacdo, sendo a area sob a curva, calculada por um processador de dados,

proporcional a concentracdo em carbono total da amostra.

Na determinacdo do carbono inorganico, a amostra foi misturada com um reagente
inorgénico (acido fosférico), sendo o carbono inorganico decomposto e transformado em

CO,, 0 qual era detectado através do “NDIR”, como referido.

4.2.2. Caréncia Quimica de Oxigénio (CQO)

A determinacdo da CQO na fraccdo sollvel das amostras, foi efectuada pelo método

colorimétrico de refluxo fechado.

A amostra foi mantida em refluxo a aproximadamente 150°C durante duas horas, em tubos
de digestdo fechados, numa mistura de acido sulflrico com nitrato de prata, a qual se
adicionou dicromato de potassio em excesso. Para a digestao utilizou-se um aparelho marca
“Vittadini Record/19”. Depois da digestdo determinou-se o oxigénio consumido na oxidagéo
da matéria orgénica da amostra, por espectrofotometria a 620nm, através de um aparelho
marca “Hach DR/2000” (EUA). Os valores de absorvancia registados foram entdo

convertidos em CQO, através de uma curva de calibragdo CQO = f(Absorvancia)

4.2.3. S6lidos Suspensos Totais (SST), S6lidos Suspensos Volateis (SSV)

Para a analise dos SST e SSV foram utilizados filtros de papel “Whatman” GF/C (EUA) de
47mm de didmetro. Os SST foram determinados filtrando a amostra e secando o residuo
retido no filtro, tarado a 103-105°C até peso constante, correspondendo o0 aumento de peso
no filtro aos SST presentes no volume de amostra filtrado. Os SSV foram determinados por

incineracao, a 500 + 50°C, do papel de filtro usado para determinar os SST.
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4.2.4. pH

O pH foi determinado pelo método potenciométrico, utilizando um aparelho marca “Orion”
(EUA), modelo SA 720.

4.2.5. Oxigénio dissolvido

O Oxigénio dissolvido foi determinado através de um eléctrodo de oxigénio marca “Orion”
(EUA), modelo 97-08.

4.2.6. Capacidade eléctrica

O método de medicao da capacidade eléctrica baseou-se na aplicacdo de uma diferenca de
potencial entre duas placas paralelas separadas por um material ndo condutor. A
quantidade de carga em cada placa depende: (1) da diferenca de potencial aplicada, (2) da
separacdo de cargas que ocorre no interior do material entre eléctrodos e (3) de factores
geométricos, tais como a area das placas, e da distancia entre elas. A razdo entre a tensao
aplicada e a carga em cada uma das placas denomina-se capacidade eléctrica da camada
isolante (Fraden, 1995).

A capacidade eléctrica (C) medida entre duas placas paralelas a distancia d e com
superficie A (area das placas), é dada por,
C=egg (eq. 21)

[o]

A
d

sendo &, a permitividade do vazio (isto é 8,854x10" F/m) e ¢ a constante dieléctrica do meio

(F/m).

Na Figura 9 mostra-se, esquematicamente, o principio de determinacdo da capacidade

eléctrica.
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Ponte RLC Quad Tech 7600

— [IlEléctrodos de medigdo
B Eléctrodos de blindagem

Meio liquido (substrato)

N

Disco com Biofilme

Figura 9 — Esquema do dispositivo construido para medicdo da capacidade eléctrica

Na Figura 10 mostra-se a instalacdo construida para a medicdo e registo da capacidade

eléctrica.

Figura 10 — Medi¢&o e registo da capacidade eléctrica e da espessura do biofilme. (A — Micrometro; B — Medidor
registador de capacidade eléctrica)

4.2.7. Microscopia electrénica

A textura, e outras caracteristicas, do biofilme foram observadas através de microscopia
electrénica, utilizando um microscépio “Jeol” (Japao) T330A com uma acelerating voltage de
20 KVA.

As amostras de biofilme foram previamente revestidas a ouro e secas num evaporador
“Poleron Equipment KDT”, durante dois minutos a 15000 A, formando uma pelicula

metalizada, que foi posteriormente cortada para subsequente observacéo.
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4.3. Modo Operatério

Procedimento de base, comum a todas as fases

Para cada um dos ensaios, a exploracdo da instalacdo piloto utilizada para obtencédo de

biofilmes de espessura controlada incluiu as seguintes operagdes:

— preparacdo da solucdo de alimentacdo para o0s reservatérios de
armazenamento, através de: diluicdo de leite em p6 com agua e verificacéo e, ou
acerto de pH. Esta operacdo, foi realizada diariamente e a solucdo mantida a
4°C;

— verificacdo e controlo diarios da temperatura do tanque de alimentacéo e da sala

onde decorreram 0S ensaios;

— calibragdo dos débitos das bombas peristalticas, através de proveta graduada e

cronometro. Esta operacao foi realizada diariamente;

— recolha de amostras da fase liquida de cada um dos reactores em ensaio

(minimo duas por dia);

— pré-tratamento e preservacdo das amostras recolhidas, incluindo filtracao;
adicao de acido sulfarico concentrado, até pH = 4, e conservacao em frigorifico a
=~ 4°C;

— determinacdo da CQO e do DOC dos SST e dos SSV das amostras recolhidas

diariamente;

— determinacdo diaria do pH e do oxigénio dissolvido na fase liquida dos reactores;

— determinacdo e registo “on line” em suporte informético da capacidade eléctrica.

O ensaio considerou-se terminado logo que se observou o desprendimento do filme
bioldgico fixado sobre os discos (ensaios continuos). Nas restantes experiéncias os ensaios
foram terminados quando a taxa de degradacdo do substrato estabilizava

(aproximadamente 10 dias).

Apés cada ensaio procedeu-se a manutencdo de todo o material e equipamento,

nomeadamente:

- lavagem com agua de todo o sistema, isto €, dos reservatorios de
armazenamento da solucdo de alimentacdo, das tubagens e dos reactores,
efectuando-se previamente a raspagem do biofilme.
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De modo a ter biofilmes com idade constante durante 0s ensaios incorporou-se um
procedimento paralelo que permitiu desenvolver biofimes com as caracteristicas

pretendidas.

Sendo o biofiilme uma estrutura fragil, optou-se por transferir conteldos do reactor
(transferéncia do reactor em analise para o reactor com o biofilme de idade pretendida) e
nao o suporte com o biofilme, conforme se mostra nas Figuras 11, 12 e 13 e nos Quadros 1

e 2 do Anexo 1.

FASE O
Ensaios de degradacdo de um substrato organico num regime de crescimento da

biomassa continuo e ndo controlado (Ensaios Continuos)

Ensaios Continuos 1 e 2

Nestes ensaios foi utilizada uma solucdo de alimentagdo com concentracdes de CQO de
500 mgO,/l e 1000 mgO,/l. Foram realizadas experiéncias onde se analisou a taxa de
degradacdo do substrato com um bioflme de espessura (e idade) crescente. O
procedimento utilizado pretendeu simular a exploracao deste tipo de sistemas nas estagdes
de tratamento de 4guas residuais e obter informacao para comparar as taxas de degradacéo

registadas, do mesmo substrato, com as dos ensaios realizados durante as Fases 2 e 3.

Ensaios de verificacdo da eventual existéncia de adsor¢cdo do substrato ao meio de

suporte

Para o ensaio de verificacdo de eventuais processos de adsor¢do ao meio de suporte
construiu-se um dispositivo experimental conforme se mostrou no ponto 4.1.2.4. que
permitiu isolar o reactor e o ambiente envolvente, através de uma tampa e de um fluxo de
azoto (para que a pressdo dentro do reactor ndo permitisse a entrada de ar e,
consequentemente, de oxigénio). Estes ensaios foram realizados para as duas
concentracdes de solugcdo de alimentagdo anteriormente referidas, isto €, concentracbes de
CQO de 500 mgO,/l e 1000 mgO,/l, de modo a poder controlar as condicbes de ensaio

utilizadas durante as Fases 2 e 3.

Com efeito, o fendmeno de adsor¢do ao meio de suporte poderia falsear resultados tidos
como de degradagcdo do substrato, uma vez que a concentracdo a saida do reactor
diminuiria, fazendo pressupor uma degradacdo que néo teria ocorrido. Desta forma, foram
analisadas as concentracfes do efluente a saida do reactor ao longo do tempo, observando

procedimentos especificos, nomeadamente:
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- Solugdo de alimentacdo autoclavada, de forma a eliminar microrganismos

presentes, potenciadores de crescimento biolégico no suporte;
- Reactor estanque e meio de suporte previamente esterilizado;

- Aplicacdo de um fluxo de azoto na atmosfera confinada do reactor, de forma a
manter uma pressao positiva, para evitar a entrada de ar e, consequentemente,

de oxigénio potenciador de crescimento bioldgico no meio de suporte.

FASE 1

Ensaios de calibracdo e correlacdo entre a espessura do biofilme e a correspondente

capacidade eléctrica

Foram realizados varios ensaios onde se analisou a correlacdo entre os valores da
espessura do biofilme e da respectiva capacidade eléctrica. Estes ensaios permitiram o
desenvolvimento de um método indirecto, “on-line” e ndo destrutivo da espessura do
biofilme. Para a realizacdo destes ensaios foi construido um dispositivo proprio conforme se

descreveu no ponto 4.1.2.3.

Foram ainda realizados ensaios de calibracdo da frequéncia de medicdo da capacidade
eléctrica, nomeadamente medi¢des a 1 kHz, 10 kHz e 100 kHz com o objectivo de procurar

identificar qual a frequéncia mais adequada para a realizacao desta medicéo.

A solucéo de alimentagéo utilizada nestes ensaios foi de 500 mgO,/I — CQO.

FASE 2

Foram realizados seis ensaios, utilizando uma concentracdo de substrato na alimentagéo do
reactor aproximadamente constante (500 mgO,/l — CQO) e seis intervalos diferentes de

idade de biofilme.

Esta fase experimental teve por objectivo determinar um conjunto de situacbes de
funcionamento dos reactores em regime continuo mantendo constante no tempo (para cada
ensaio) a idade do biofilme. Esta fase teve ainda como objectivo a determinacéo das taxas

de degradacdo de um substrato organico para diferentes idades de biofilme.

FASE 3

Foram realizados seis ensaios, utilizando uma concentracdo de substrato na alimentagéo do
reactor aproximadamente constante (1000 mgQO,/l — CQO) e seis intervalos diferentes de

idade de biofilme.
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Esta fase experimental teve por objectivo determinar um conjunto de situacbes de
funcionamento dos reactores em regime continuo mantendo constante no tempo (para cada
ensaio) a idade do biofilme. Esta fase teve ainda como objectivos a determinacdo das taxas
de degradacdo de um substrato organico para diferentes idades de biofilme e verificar a

influéncia para aquelas taxas da variagdo da concentracao de alimentacao dos reactores.

Com os diagramas das Figuras 11, 12 e 13 exemplifica-se o0 modo operatério para obtencéo

de biofilmes com idades compreendidas entre 0,5 e 1 dia, 3 e 4 dias e 5 e 6 dias.

(d)

Figura 11 - Exemplificacdo do modo operatério para obtengéo de biofilmes com idades compreendidas

entre 0,5 e 1 dia

(d)

Figura 12 - Exemplificacdo do modo operatério para obtengdo de biofilmes com idades compreendidas

entre 3 e 4 dias
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(d)

Figura 13 - Exemplificacdo do modo operatério para obtengdo de biofilmes com idades compreendidas

entre 5 e 6 dias
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5. Resultados

5.1. Introducgéo

Em cada experiéncia considerou-se atingida a situacdo de eficiéncia préxima do regime

estacionario (*) no periodo em que se verificava a estabilizacdo dos valores da concentracao

do substrato da fase liquida, como se exemplifica na Figura 14.

250

DOC (mgCl/l)
= = [N)
o (o] o
o o o

a1
o

Id

05a1l

DOC Valores médios diarios - S;=500 mgO,/I

° [ ]

[]

2 3
la2

4 5

6

Tempo de ensaio (d)

® 2a3

3a4

< (*) >

n a = ™
s . | g
7 8 9 10

B 4a5 5e6

Figura 14 — Exemplo da evolucdo da concentragdo de substrato num reactor

Para facilidade de analise dos resultados, nos Quadros 6 e 7 reproduzem-se as principais

condicBes das fases experimentais e a notacdo utilizada nos diferentes ensaios.

Quadro 6 — Principais Condi¢6es das Fases Experimentais

Caudal
Fase Experimental (I7/h) So (mgO2/l) - CQO
0 0,5 500 e 1000
1 0,5 500
2 0,5 500
3 0,5 1000

Quadro 7 — Notac¢do utilizada nos diferentes ensaios

Idade do biofilme Notacéo
Idade entre 0,5 e 1 (dias) Ido,5a1l
Idade entre 1 e 2 (dias) ldia2
Idade entre 2 e 3 (dias) Id2a3
Idade entre 3 e 4 (dias) Id3a4
Idade entre 4 e 5 (dias) Id4as
Idade entre 5 e 6 (dias) Id5a6

Média diaria md
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5.2. Resultados da Fase 0

Nos Quadros 8 e 9 indicam-se os resultados obtidos durante os ensaios de crescimento
continuo de biofilme para as duas concentra¢cfes da solucéo de alimentacéo utilizadas (500
e 1000mgO,/l — CQO), calculando-se a variagdo dos fluxos massicos, quantidade de
substrato degradado por unidade de area, ou de volume, de biofilme na unidade de tempo.
Os fluxos massicos, por unidade de area e por unidade de volume, foram calculados através

das seguintes expressdes, respectivamente:

Fluxo massico gea = Q (So-S1)/A

Fluxo massico yvoume = Q (So-S1)/V

Sendo: Q — Caudal (m*h); A — Area de biofilme (m? ; V — Volume de biofime (m°. O
volume de biofilme foi calculado multiplicando a area de biofilme pela respectiva espessura,

considerada constante e igual a espessura da maior das idades de biofilme para cada

intervalo analisado.

Quadro 8 — Ensaio Continuo — Sp = 500mgO,/l - CQO

Tempo, d S;, md Fluxo mAassico srea Fluxo massico voiume
DOC (mgCll) (m%%?") (@DOC/m%h)  (gCQO/MZ.h) (@DOC/M®h)  (9CQO/m3h)
1 230 502 0,00 0,03 1,52 159,34
2 214 431 0,09 0,43 198,33 944,78
3 187 336 0,24 0,95 398,35 1584,95
4 174 250 0,31 1,43 342,01 1584,69
5 170 103 0,33 1,74 277,23 1449,40
6 166 173 0,35 1,85 159,88 841,70
7 161 151 0,38 1,97 173,32 896,46
8 142 128 0,48 2,10 220,04 953,08
9 111 114 0,66 2,18 208,54 989,40
10 107 110 0,68 2,20 309,97 998,57

Quadro 9 — Ensaio Continuo — Sp = 1000mgO3/l — CQO

Tempo, d S;, md Fluxo mAassico srea Fluxo massico voiume
DOC (mgCll) (m%%?") (@DOC/m%h)  (gCQO/MZ.h) (@DOC/M®h)  (9CQO/m3h)
1 496 903 0,08 0,54 395,82 2693,94
2 301 578 0,66 2,33 1318,55 4669,39
3 247 432 1,45 3,14 1612,12 3494,20
4 171 313 1,87 3,80 1702,58 3456,23
5 157 270 1,95 4,04 886,83 1834,49
6 136 245 2,07 4,18 516,70 1044,48
7 126 221 2,12 431 530,31 1077,22
8 124 197 2,13 4,44 532,93 1110,58
9 124 183 2,13 452 533,21 1129,51
10 124 180 2,13 4,54 533,49 1134,28
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Nas Figuras 15 e 16 mostra-se a variacao da concentracdo de CQO do substrato no reactor,
e nas Figuras 17 e 18 os resultados expressos em DOC, obtidos nos ensaios continuos para

concentracdes de substrato de 500mgO,/l — CQO e 1000mgO.,/l — CQO, respectivamente.

¢ Valores registados ® Média diaria
600
500 oo

400

00

300
200 ¢

CQO (mg O,/l)

100

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tempo de ensaio (d)

Figura 15 - Ensaio Continuo com Sp de 500mgO./I
— CQO. Valores registados em CQO
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Figura 16 - Ensaio Continuo com Sp de 1000mgO./l —
CQO. Valores registados em CQO
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Figura 17 — Ensaio continuo com Sp de 500mgO»/l — Figura 18 - Ensaio continuo com Sg de 1000mgO./l —

CQO. Valores registados em DOC CQO. Valores registados em DOC

Durante a Fase 0 foram realizados ensaios de verificacdo de eventuais processos de
adsorcdo ao meio de suporte, tendo-se obtido os resultados apresentados nos Quadros 10 e
11 (alimentacdo a 500mg/l - CQO e a 1000mg/l — CQO). As medicdes foram efectuadas

analisando o carbono total (CT) e carbono inorganico (Cl).

Os valores de CT das solugdes de alimentagéo para uma concentragéo de 500mg/l — CQO e
de 1000mg/l — CQO foram de 236 mgC/lI e 517 mgCl/l, respectivamente. Os valores de CI

foram de 1,09 mg C/l e 1,06 mg C/I para as referidas concentra¢des de alimentacao.
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Quadro 10 — Resultados do ensaio de verificagéo da existéncia de adsor¢do ao meio
de suporte — Concentracéo da solugdo de alimentagdo de 500mgO./l - CQO

Tempo de Ensaio (min) CT (mgCl/l) Cl (mgC/l)

0 234 0,99
238 1,20

15 232 0,95
234 1,14

30 235 1,20
236 0,94

45 235 1,34
233 0,98

60 235 1,23
233 0,86

120 235 1,04
236 1.12

180 234 1,16
237 1,16

240 235 1,21
238 1,20

300 237 1,23
238 1,20

360 237 1,10
236 1,18

Quadro 11 — Resultados do ensaio de verificagéo da existéncia de adsor¢éo ao meio
de suporte — Concentracéo da solugdo de alimentagdo de 1000mg O/l -CQO

Tempo de Ensaio (min) CT (mgCl/l) Cl (mgC/l)

0 516 0,90
518 1,22

15 517 1,05
518 1,12

30 516 1,29
517 0,95

45 515 1,30
518 0,99

60 517 1,23
515 1,36

120 516 1,01
517 1.00

180 517 1,11
518 0,90

240 516 1,21
516 1,23

300 518 0,90
517 1,20

360 516 0,91

517 1,22




Nas Figuras 19 e 20 mostram-se os valores médios de carbono total (CT) registados no

reactor, para as duas concentragcfes de alimentacao utilizadas.
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Figura 19 - Valores médios de CT no reactor.
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Figura 20 - Valores médios de Cl no reactor

Apesar das ligeiras variacdes detectadas nos valores de CI, os resultados obtidos para
qualquer das concentragcfes utilizadas mostram que a adsorcdo de substrato ao meio de
suporte terd sido muito pouco significativa, o que devera permitir validar os resultados
obtidos para idades de biofilme entre 0,5 e 1 dia, confirmando que a reducdo de substrato

no reactor que foi observada devera efectivamente resultar de degradacao biolégica.
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5.3. Resultados da Fase 1

No Quadro 12 e na Figura 21 mostram-se 0s resultados que relacionam a espessura do

biofilme (mm) e os valores de capacidade eléctrica (pF) para as frequéncias estudadas.

Quadro 12 — Espessura do biofilme e capacidade eléctrica a diferentes frequéncias

Espessura Capacidade eléctrica (pF)
mm
(mm) Frequéncia (1 KHz) Frequéncia (10 KHz) Frequéncia (100 KHz)
0,0 3,674 3,934 4,338
0,0 3,673 3,933 4,338
0,2 3,660 3,920 4,328
0,4 3,590 3,900 4,264
0,4 3,588 3,900 4,167
0,5 3,547 3,879 4,160
0,5 3,520 3,860 4,148
0,6 3,510 3,851 4,140
0,7 3,493 3,818 4,088
0,7 3,488 3,821 4,078
0,9 3,478 3,787 4,058
1,4 3,430 3,790 4,053
1,4 3,420 3,719 4,040
15 3,399 3,739 4,035
1,6 3,353 3,659 4,020
1,7 3,335 3,647 4,016
1,8 3,310 3,606 3,999
1,8 3,307 3,583 3,986
2,0 3,192 3,438 3,850
2,1 3,166 3,438 3,843

Frequéncia
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Figura 21 — Evolucdo da capacidade eléctrica do biofilme a diferentes frequéncias

60



Na Figura 22, indicam-se os resultados obtidos da variagdo no tempo da capacidade

eléctrica (pF), para uma frequéncia de 1kHz, com a espessura do biofiime (mm).

Espessura (mm) W Capacidade
2,5 3,7
=R g
2 g 3.6
~— . ~—~
c L
£ " s 35 &
< 15 u ©
= 3
7 'l 34 ©
o 1 L &
o [ Q.
n 33 ®©
L @)
0,5 [ 3,2
" E E B
0 31
0O 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8
Tempo (d)

Figura 22 — Variagdo da capacidade eléctrica com a espessura do biofilme.

Para o estudo das caracteristicas dos biofilmes foram desenvolvidos inidmeros métodos de
analise, qualitativos e quantitativos, muitos dos quais invasivos e implicando a remoc¢éo do
biofilme do suporte para permitir a determinagdo da respectiva espessura, da biomassa
total, da actividade e da composicdo microbiolégica. Para além disso, esses métodos
requerem grandes quantidades de biofiilme para que a amostra seja representativa
(Gjaltema e Griebe, 1995).

Por outro lado, existem varios métodos “on-line” que, embora sendo nao invasivos, tém
algumas limitacdes, decorrentes de ndo serem aplicados nos reactores onde se encontram
os biofilmes, o que os torna, por vezes, incompativeis com algumas aplicacdes (Gjaltema e
Griebe, 1995).

Apesar da espessura do biofilme constituir um dos parametros determinantes da eficiéncia
de reactores de biomassa fixa (Gibbs e Bishop, 1995), como os discos hiolégicos ou os
leitos percoladores, 0 seu controlo ndo é normalmente efectuado, quer devido a dificuldades
inerentes a sua materializacao, quer porque € assumido que a espessura se autocontrola

naturalmente.
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Verificou-se que, e como era de esperar, a espessura do biofilme aumentou ao longo do
tempo, devido ao crescimento da biomassa, tendo este crescimento sido mais acentuado
entre 0 4,5° e 6° dias de ensaio, o que foi acompanhado por uma redu¢do da a capacidade

eléctrica.

Na Figura 23, mostra-se que € significativa a correlacdo entre a capacidade eléctrica (pF) e
a espessura do biofilme (mm), a uma frequéncia de 1kHz, o que indicia o potencial de
aplicacdo do método desenvolvido. De facto, com a regresséo linear aplicada aqueles dados
obteve-se um coeficiente de correlacdo de 0,9495. Dos valores da regressao concluiu-se
também, que a sensibilidade deste tipo de medi¢&o foi de -0,2065 pF/mm, sendo negativa

devido ao facto da capacidade diminuir quando a espessura aumenta.

Contudo, para que as medicBes sejam representativas, ha que ter em consideracdo dois
aspectos: (i) a precisdo do instrumento de medicéo, isto é, a ponte de RLC deve permitir
obter centésimas de picofarads e (ii) eliminacdo, quanto possivel, de todas as fontes de
ruido que possam afectar a medigdo. Em relagdo ao primeiro aspecto verificou-se que a
ponte RLC da “QuadTech” utilizada permitiu efectuar medidas de capacidade com o grau de
precisdo adequado, isto é ao nivel das centésimas de picofarads. Em relagdo ao segundo
aspecto foram recolhidas cerca de 500 medi¢Bes (num periodo relativamente curto, cerca de
10 minutos), com as quais foi calculada a respectiva média, valor que se assumiu como
sendo da capacidade eléctrica real, sendo dessa forma atenuado o efeito negativo de

eventuais fontes de ruido presentes.

3,8
3,7 y =-0,2065x + 3,6651
b R?=0,94955

3,6 °

3,5 ® 9 °
3,4

3,3 °

Capacidade (pF)
[ J
[ )

3,2 °

31
0 02 04 06 08 1 12 14 16 18 2

Espessura (mm)

Figura 23 — Correlagdo entre a espessura e a capacidade eléctrica do biofilme
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Contrariamente ao que seria de esperar, a capacidade eléctrica ndo variou directamente
com o aumento da espessura de biofiime. Na verdade, e pela expressao numérica da
capacidade eléctrica, verifica-se que a capacidade de um determinado meio é proporcional a
sua constante dieléctrica. Como em geral todos os meios sélidos tém uma permitividade
superior a de um gas e, no caso presente, o crescimento do biofilme corresponde
efectivamente a substituicdo de um meio gasoso (i.e. o ar) por um meio sélido(ou liquido)
seria de esperar, um aumento da capacidade eléctrica com o aumento da espessura do
biofilme (Mauricio et. al., 2006).

Efectuaram-se duas outras experiéncias com os objectivos de (i) compreensdo da
diminuicdo da capacidade eléctrica com o aumento da espessura do biofilme e (i) verificar
se haveria, eventualmente, uma outra frequéncia de medi¢cdo da capacidade eléctrica que
fosse mais adequada do que a de 1 kHz, conforme se mostrou no Quadro 12 e na Figura
21. Concluiu-se que o comportamento dos valores de capacidade eléctrica para estas trés
frequéncias testadas ndo era substancialmente diferente. Por outro lado, constatou-se que a
diminuicdo da capacidade eléctrica com o aumento da espessura do biofilme também se
verifica a diferentes frequéncias (1 kHz,10 kHz e 100 kHz). No entanto, a melhor correlagéo

foi obtida com a frequéncia de 1 kHz (Mauricio et. al., 2006).

Uma possivel explicacdo para a diminuicdo da capacidade eléctrica com o aumento da
espessura do biofilme, tendo em conta as propriedades do meio aquoso, podera basear-
-se no seguinte mecanismo. Quando, no inicio, ndo existe biofilme e, essencialmente,
apenas ar, o0 campo eléctrico estd mais ou menos uniformemente distribuido no espaco
inter-eléctrodos. No entanto, quando o biofilme comeca a crescer e a desenvolver-se, e
devido as propriedades do meio que tem uma concentracdo idnica elevada, o campo
eléctrico deixa de se distribuir uniformemente pelo espago para se concentrar

essencialmente na polarizacao das espécies idnicas hum efeito denominado de blindagem.

Este efeito é tanto maior quanto maior for o nimero de espécies idnicas e a espessura do

biofilme levando & diminuic&o do valor da capacidade eléctrica (Mauricio et. al., 2006).
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5.4. Resultados da Fase 2
Apresentacao de resultados

Nos Quadros 13 a 18 indicam-se os resultados obtidos durante a Fase 2 de ensaios, bem
como os fluxos massicos por unidade de area e de volume do biofilme.

Todos os valores registados séo indicados no Anexo 2.

Quadro 13— Fase2-1d0,5a1

1 227 494 0,00 0,02 1,38 99,01

2 184 383 0,07 0,37 341,24 1855,89
3 105 199 0,65 1,39 3254,94 6944,61
4 102 152 0,68 1,97 3406,91 9868,90
5 92 147 0,74 1,96 3710,44 9792,91
6 85 120 0,78 2,07 3916,57 10373,16
7 78 110 0,85 2,19 4257,39 10960,32
8 79 87 0,88 2,30 4388,09 11478,41
9 7 82 0,81 2,35 4072,82 11731,69
10 7 82 0,85 2,35 4264,72 11766,23

Quadro 14 —Fase2-Idl1a?2

1 221 469 0,05 0,21 109,91 473,84
2 215 293 0,08 1,18 186,66 2633,14
3 195 262 0,19 1,36 429,82 3022,02
4 169 221 0,34 1,59 752,18 3526,54
5 135 180 0,52 1,81 1166,03 4028,51
6 116 178 0,63 1,83 1399,36 4055,63
7 105 127 0,69 2,10 1536,16 4676,30
8 98 117 0,73 2,16 1627,16 4802,69
9 98 115 0,73 2,17 1619,18 4829,81
10 105 108 0,69 2,21 1539,36 4910,14

Quadro 15— Fase2-1d2a3

1 220 446 0,06 0,34 92,10 570,27
2 198 302 0,18 1,14 291,97 1892,73
3 181 259 0,27 1,38 449,00 2291,84
4 169 171 0,34 1,86 565,52 3105,42
5 138 169 0,51 1,87 845,05 3120,78
6 115 171 0,64 1,86 1063,80 3105,42
7 109 162 0,67 1,91 1114,73 3182,18
8 94 117 0,75 2,16 1254,22 3604,32
9 101 97 0,71 2,27 1187,86 3780,85
10 104 99 0,69 2,26 1156,73 3765,50




Quadro 16 —Fase2-1d3 a4

1 204 401 0,15 0,59 161,18 655,73
2 170 276 0,33 1,28 366,88 1421,46
3 161 241 0,38 1,48 423,37 1641,49
4 123 172 0,59 1,86 657,19 2064,40
5 102 135 0,71 2,06 788,84 2290,31
6 100 125 0,72 2,12 801,18 2351,71
7 105 117 0,69 2,16 767,53 2397,00
8 95 109 0,75 2,20 829,98 2447,40
9 92 115 0,76 2,17 845,42 2411,58
10 98 82 0,73 2,36 813,46 2617,79
Quadro 17 —Fase2-1d4 a5
1 175 340 0,31 0,93 255,13 772,52
2 80 261 0,83 1,37 693,29 1137,67
3 82 106 0,82 2,22 683,34 1849,55
4 86 101 0,80 2,25 664,55 1874,50
5 86 103 0,80 2,24 663,77 1866,25
6 86 79 0,79 2,37 661,95 1974,28
7 85 72 0,80 2,41 669,98 2005,55
8 81 78 0,83 2,37 688,68 1977,54
9 83 78 0,82 2,38 679,47 1979,46
10 83 78 0,81 2,37 676,55 1978,12

Quadro 18 —Fase2-1d5a6

1 146 405 0,39 0,57 179,20 258,10
2 79 178 0,83 1,82 378,95 828,09
3 78 188 0,84 1,77 380,84 804,44
4 82 155 0,82 1,95 371,78 885,45
5 79 124 0,83 2,12 378,90 964,26
6 78 100 0,84 2,25 381,62 1023,61
7 78 77 0,84 2,38 381,30 1083,26
8 79 77 0,84 2,38 380,22 1081,17
9 79 76 0,83 2,39 379,15 1084,31
10 79 77 0,84 2,38 379,84 1082,22




Nas Figuras 24 a 47 mostram-se os valores de DOC, CQO, SST e SSV registados e os

valores médios diarios obtidos durante a Fase 2 de ensaios

Figura 24 — Valores de DOC registados e médios Figura 25 — Valores de DOC registados e médios
diarios para Id 0,5 a 1. Fase 2 diarios parald 1 a 2. Fase 2
Figura 26 — Valores de DOC registados e médios Figura 27 — Valores de DOC registados e médios
diarios para Id 2 a 3. Fase 2 diarios para Id 3 a 4. Fase 2
Figura 28 — Valores de DOC registados e médios Figura 29 — Valores de DOC registados e médios
diarios parald 4 a 5. Fase 2 diarios para ld 5 a 6. Fase 2
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Figura 30 — Valores de CQO registados e médios

diarios para Id 0,5 a 1. Fase 2

Figura 32 — Valores de CQO registados e médios

diarios para Id 2 a 3. Fase 2

Figura 34 — Valores de CQO registados e médios

diarios para ld 4 a 5. Fase 2

Figura 31 — Valores de CQO registados e médios

diarios parald 1 a 2. Fase 2

Figura 33 — Valores de CQO registados e médios

diarios para Id 3 a 4. Fase 2

Figura 35 — Valores de CQO registados e médios

diarios parald 5 a 6. Fase 2
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Figura 36 — Valores de SST registados e médios

diarios para Id 0,5 a 1. Fase 2

Figura 38 — Valores de SST registados e médios

diarios para Id 2 a 3. Fase 2

Figura 40 — Valores de SST registados e médios

diarios para ld 4 a 5. Fase 2

68

Figura 37 — Valores de SST registados e médios

diarios parald 1 a 2. Fase 2

Figura 39 — Valores de SST registados e médios

diarios para Id 3 a 4. Fase 2

Figura 41 — Valores de SST registados e médios

diarios para ld 5 a 6. Fase 2



Figura 42 — Valores de SSV registados e médios

diarios para Id 0,5 a 1. Fase 2

Figura 44 — Valores de SSV registados e médios

diarios para Id 2 a 3. Fase 2

Figura 46 — Valores de SSV registados e médios

diarios para Id 4 a 5. Fase 2

Figura 43 — Valores de SSV registados e médios

diarios parald 1 a 2. Fase 2

Figura 45 — Valores de SSV registados e médios

diarios para Id 3 a 4. Fase 2

Figura 47 — Valores de SSV registados e médios

diarios para Id 5 a 6 Fase 2
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5.5. Resultados da Fase 3
Apresentacéo de resultados

Nos Quadros 19 a 24 indicam-se os resultados obtidos durante a Fase 3, bem como os
fluxos méssicos por unidade de &rea e de volume do biofilme.

Todos os valores registados séo indicados no Anexos 3.

Quadro 19— Fase3-1d0,5a1

1 382 764 0,08 0,54 395,12 2694,03
2 166 457 1,81 2,86 9040,75 14322,10
3 146 424 2,01 3,11 10027,18 15565,50
4 144 373 2,02 3,34 10091,69 16716,80
5 142 309 2,03 3,72 10139,77 18604,92
6 138 262 2,05 4,01 10243,39 20055,55
7 136 221 2,06 4,21 10318,55 21045,66
8 132 172 2,08 4,49 10385,00 22473,27
9 126 163 2,11 4,60 10541,53 23002,86
10 126 163 2,12 4,67 10623,04 23348,25
Quadro 20— Fase3-Idl1a?2
1 446 801 0,35 1,11 709,01 2210,49
2 255 467 1,41 2,95 2820,58 5894,63
3 176 340 1,85 3,65 3696,48 7303,81
4 166 241 1,90 4,20 3801,48 8399,84
5 150 270 1,99 4,04 3975,01 8077,48
6 138 221 2,06 4,31 4114,27 8620,89
7 129 189 2,11 4,49 4211,53 8970,89
8 128 174 2,11 4,57 4220,37 9136,67
9 129 172 2,11 4,58 4216,50 9164,30
10 128 172 2,11 4,58 4220,37 9155,09

Quadro 21 —Fase3-1d2a3

1 435 821 0,41 0,99 460,52 1105,24
2 193 564 1,75 2,41 1946,46 2681,24
3 169 474 1,89 2,91 2095,66 3233,86
4 159 372 1,94 3,48 2155,22 3863,23
5 135 232 2,07 4,25 2301,67 4722,87
6 128 183 2,11 4,52 2345,88 5019,64
7 127 171 2,12 4,59 2351,40 5096,40
8 128 172 2,11 4,58 2346,18 5086,16
9 127 171 2,11 4,59 2348,95 5096,40
10 128 171 2,11 4,58 2345,88 5091,28




Quadro 22 —Fase3-1d3a4
1 350 657 0,88 1,90 802,56 1729,03
2 179 397 1,83 3,33 1665,65 3031,04
3 175 262 1,85 4,08 1683,23 3713,45
4 154 247 1,97 4,16 1786,73 3784,62
5 142 237 2,03 4,22 1848,27 3839,04
6 133 222 2,08 4,31 1891,82 3914,40
7 128 213 2,11 4,35 1918,30 3956,27
8 126 212 2,12 4,36 1928,07 3960,45
9 126 211 2,12 4,37 1928,90 3968,83
10 126 212 2,12 4,36 1928,95 3964,64

Quadro 23 —-Fase3-1d4ab5

1 352 932 0,87 0,38 397,64 171,65
2 185 674 1,79 1,81 815,49 820,56
3 165 437 1,90 311 865,73 1415,05
4 154 390 1,97 3,38 895,50 1534,36
5 139 332 2,05 3,69 931,29 1678,80
6 134 292 2,08 3,92 943,73 1781,37
7 129 240 2,11 4,20 958,17 1911,15
8 127 191 2,12 4,48 963,45 2034,65
9 127 177 2,12 4,55 961,44 2068,14
10 127 177 2,11 4,55 961,18 2068,14
Quadro 24 —Fase3-1d5a6

1 310 892 0,89 0,60 221,66 150,82
2 183 645 1,81 1,97 452,27 491,60
3 162 410 1,92 3,27 480,74 816,27
4 153 357 1,97 3,56 493,59 888,80
5 137 306 2,06 3,84 515,82 960,18
6 132 264 2,09 4,07 521,74 1017,74
7 128 239 2,11 4,21 528,03 1052,28
8 126 181 2,12 4,53 530,86 1132,87
9 126 177 2,12 4,55 530,38 1137,48
10 126 177 2,12 4,55 529,96 1137,48




Nas Figuras 48 a 71 mostram-se os valores de DOC, CQO, SST e SSV registados e

os valores médios diarios obtidos durante a Fase 3 de ensaios.

Figura 48 — Valores de DOC registados e médios

diarios parald 0,5 a 1. Fase 3

Figura 50 — Valores de DOC registados e médios

diarios para Id 2 a 3. Fase 3

Figura 52 — Valores de DOC registados e médios

diarios parald 4 a 5. Fase 3
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Figura 49 — Valores de DOC registados e médios

diarios parald 1 a 2. Fase 3

Figura 51 — Valores de DOC registados e médios

diarios para Id 3 a 4. Fase 3

Figura 53 — Valores de DOC registados e médios

diarios para ld 5 a 6. Fase 3



Figura 54 — Valores de CQO registados e médios

diarios para ld 0,5 a 1. Fase 3

Figura 56 — Valores de CQO registados e médios

diarios para ld 2 a 3. Fase 3

Figura 58 — Valores de CQO registados e médios

diarios para ld 4 a 5. Fase 3

Figura 55 — Valores de CQO registados e médios

diarios para ld 1 a 2. Fase 3

Figura 57 — Valores de CQO registados e médios

diarios para Id 3 a 4. Fase 3

Figura 59 — Valores de CQO registados e médios

diarios para Ild 5 a 6. Fase 3
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Figura 60 — Valores de SST registados e médios

diarios para ld 0,5 a 1. Fase 3

Figura 62 — Valores de SST registados e médios

diarios para Id 2 a 3. Fase 3

Figura 64 — Valores de SST registados e médios

diarios para ld 4 a 5. Fase 3
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Figura 61 — Valores de SST registados e médios

diarios para ld 1 a 2. Fase 3

Figura 63 — Valores de SST registados e médios

diarios para Id 3 a 4. Fase 3

Figura 65 — Valores de SST registados e médios

diarios para ld 5 a 6. Fase 3



Figura 66 — Valores de SSV registados e médios Figura 67 — Valores de SSV registados e médios

diarios para ld 0,5 a 1. Fase 3 diarios para ld 1 a 2. Fase 3

Figura 68 — Valores de SSV registados e médios Figura 69 — Valores de SSV registados e médios
diarios para Id 2 a 3. Fase 3 diarios para Id 3 a 4. Fase 3

Figura 70 — Valores de SSV registados e médios Figura 71 — Valores de SSV registados e médios
diarios para Id 2 a 3. Fase 3 diarios para Id 3 a 4. Fase 3
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Nas Figuras 72 a 77 mostram-se as observacdes da estrutura do biofilme para as varias

idades estudadas, através de microscopia electrénica — observacao a duas dimensdes.

2000 nm
2000 nm

Figura 72 — Aspecto do biofilme com Id de 0,5 a 1 dia com Sp = 500 mgO2/l - CQO e Sp = 1000 mgO,/l — CQO,

respectivamente.

5pum
5um
+—> 4—>

Figura 73 — Aspecto do biofilme com Id de 1 a 2 dias com Sp = 500 mgO,/l — CQO e Sp = 1000 mgO./l — CQO,

respectivamente.

76



5um 5um
—>

Figura 74 — Aspecto do biofilme com Id de 2 a 3 dias com Sp =500 mgO,/l - CQO e Sp = 1000 mgO./l — CQO,

respectivamente.

10 pm
—>

10 um
+—>

Figura 75 — Aspecto do biofilme com Id de 3 e 4 dias com Sp = 500 mgO,/l — CQO e Sp = 1000 mgO./l — CQO,

respectivamente.
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Figura 76 — Aspecto do biofilme com Id de 4 a 5 dias com Sp = 500 mgO,/l — CQO e Sp = 1000 mgO./l — CQO,

respectivamente.

10 um 10 um
—> +—>

Figura 77 — Aspecto do biofilme com Id de 5 e 6 dias com Sp = 500 mgO,/l — CQO e Sp = 1000 mgO./l — CQO,

respectivamente.

As figuras parecem indicar mostram que para a idade do biofilme menor (Id 0,5 a 1 d),
aparentemente estdo presentes poucas espécies de microrganismos e que existe ainda
superficie do meio de suporte que ndo foi colonizada, pelo que, ndo é expectavel a
presenca de fenbmenos de competicdo e, ou predacao e, consequentemente, de processos
inibitérios. Por outro lado, é notério que a medida que a idade do biofilme aumenta a
estrutura do biofilme altera-se, adensando-se, estando presentes diferentes formas de
estrutura, podendo esta alteracdo indicar, possivelmente, a presenca de diferentes espécies

de microrganismos no biofilme e uma alternancia destas, de idade para idade.
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5.6. Exploracdo de Resultados

Nas Figuras 78 a 85 sintetizam-se o0s resultados obtidos (valores médios diarios) nas Fases
2 e 3, relativos a evolucdo de DOC, CQO, SST e SSV.

Id Id

Figura 78 — Valores médios diarios (DOC) para as Figura 79 — Valores médios diarios (DOC) para as

idades de biofilme analisadas — Fase 2 idades de biofilme analisadas — Fase 3

Através dos resultados obtidos com DOC, constata-se que, na Fase 2, se atingiu o regime
guase estacionario em todas as experiéncias, a partir do oitavo dia, aproximadamente,
verificando-se que esta situacdo era atingida ao quinto dia nas experiéncias com idade do
biofiime mais elevada (entre 4 e 5 dias e entre 5 e 6 dias) e também na experiéncia com a

mais baixa idade do biofilme testada (0,5 e 1 dia).

Relativamente a Fase 3, verificou-se que a estabilizacdo era aproximadamente atingida a
partir do quarto dia de ensaio em todas as experiéncias. Para além de atingir o periodo de
estabilizacdo num periodo de tempo mais curto, observou-se ainda que a evolugdo de

substrato era semelhante, em todas as experiéncias, independentemente da idade do

biofilme.
Id Id
Figura 80 — Valores médios diarios (CQO) para as Figura 81 — Valores médios diarios (CQO) para as

idades de biofilme analisadas — Fase 2 idades de biofilme analisadas — Fase 3
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A semelhanca dos resultados obtidos com DOC, os resultados de CQO permitiram constatar
gue, para a Fase 2, 0 ensaio atingiu o regime quase estacionario, em todas as experiéncias,
a partir do oitavo dia, tendo-se verificado que esta situacdo era logo atingida ao sexto dia
nas experiéncias com idade do biofilme mais elevada (entre 4 e 5 dias e entre 5 e 6 dias) e
também na experiéncia com a mais baixa idade do biofilme testada (0,5 e 1 dia). Embora os
resultados com DOC e com CQO conduzam a interpretacdes semelhantes, constatou-se
que existiram diferencas, embora pouco significativas, nomeadamente na experiéncia em
gue o biofilme tinha uma idade entre 3 e 4 dias, na qual se registou um comportamento
muito semelhante as experiéncias referidas anteriormente (4 - 5 dias, entre 5 - 6 dias € 0,5 -
1 dia) nos resultados de CQO.

Relativamente a Fase 3, verificou-se que a estabilizacdo era aproximadamente atingida a
partir do oitavo dia de ensaio, em todas as experiéncias. Para além de se observar um
periodo para estabilizacdo mais curto, relativamente ao horizonte observado (10 dias),
constatou-se ainda que a evolugdo de substrato seguia, em todas as experiéncias um
padrdo semelhante, independentemente da idade do biofiime. Contudo, note-se que o
regime quase estacionario observados através de DOC e CQO néo foi detectado ao mesmo

tempo, havendo um atraso temporal de cerca de quatro dias.

Embora, para efeitos de analise dos resultados importar, fundamentalmente, os valores
estabilizados é de admitir que a diferenca detectada possa resultar de maior precisdo do

parametro DOC, face a natureza da sua determinacao analitica.

I Id

Figura 82 — Valores médios diarios (SST) para as Figura 83 — Valores médios diarios (SST) para as

idades de biofilme analisadas — Fase 2 idades de biofilme analisadas — Fase 3
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Através das Figuras 82 e 83 verifica-se, para as Fases 2 e 3, que 0s Soélidos Suspensos
Totais no reactor se mantiveram relativamente constantes ao longo do tempo, registando-se
concentragcdes mais elevadas nas experiéncias em que o biofilme era mais espesso,
aspecto facilmente explicavel devido a um maior nimero de células presentes na
experiéncia. Contudo, considera-se que aquela variacdo, tanto ao longo do tempo, como
entre experiéncias, ndo parece significativa de modo a poder alterar a interpretacdo do

comportamento de um reactor de biomassa fixa, ou mais concretamente do respectivo

biofilme.
Id Id
Figura 84 — Valores médios diarios (SSV) para as Figura 85 — Valores médios diarios (SSV) para as

idades de biofilme analisadas — Fase 2 idades de biofilme analisadas — Fase 3

A semelhanca das figuras anteriores, verifica-se, através das Figuras 84 e 85, que tanto
para a Fase 2 como para a Fase 3, os Sdélidos Suspensos Volateis no reactor se mantém
também relativamente constantes ao longo do tempo, registando-se concentracdes mais
elevadas nas experiéncias em que o biofilme era mais espesso. Considera-se que, face a
baixa concentracdo de SSV registada na fase liquida do reactor, a degrada¢éo bioldgica
verificada tera sido principalmente efectuada pela biomassa fixa ao suporte, ndo se tendo
portanto valorizado a frac¢do da degradacdo bioldgica que, necessariamente, tera ocorrido

no reactor resultante da biomassa em suspenséo.

Nas Figuras 86 e 87 mostra-se a variacdo do fluxo massico por unidade de area de suporte
(gC/m?.h e gO,/m?.h), utilizando os valores registados em DOC e CQO, respectivamente, ao

longo do tempo de ensaio, para as idades de biofilme analisadas durante a Fase 2.
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Figura 86 — Fluxo méssico, por unidade de area, ao longo do tempo de ensaio, para as idades de
biofilme analisadas. - Fluxos méssicos calculados através de valores registados em
DOC — Fase 2

Como se pode verificar através da Figura 86, detectam-se dois conjuntos de idades de
biofilme que estabilizam em patamares diferentes (embora semelhantes dentro de cada
conjunto) para além de estabilizarem em tempos de ensaio diferentes. Para as idades de
biofiime mais elevadas (entre 4 e 5 dias e entre 5 e 6 dias) e para a idade de biofilme menor
(entre 0,5 e 1 dia), a estabilizacdo ocorre mais cedo, para além do correspondente fluxo

massico méaximo ser mais elevado ((a): entre 0,8 e 0,85 g C / m2.h).

Por outro lado, para as idades de biofilme intermédias, (entre 1 e 2 dias, entre 2 e 3 dias e
entre 3 e 4 dias) a estabilizacdo € mais lenta e o fluxo méssico é, comparativamente, menor
((b): entre 0,68 e 0,75 g C / m®.h).

Note-se ainda, que a diferenca de evolucado do fluxo massico respeitante ao ensaio continuo

é bastante mais lenta.

Na Figura 87 mostram-se os resultados dos ensaios apresentados na Figura 86, mas

expressos em valores de CQO (g O./m?.h).
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Figura 87 — Fluxo méssico, por unidade de &rea, ao longo do tempo de ensaio, para as idades
de biofilme analisadas. — Fluxos massicos calculados através de valores expressos
em CQO - Fase 2.

Através da andlise da Figura 87, verifica-se que a tendéncia de separacdo em dois grupos
se mantém, a semelhanga dos resultados obtidos com DOC, embora essa separacdo seja
menos nitida. No entanto, continua a verificar-se que para as idades de biofilme mais
elevadas (entre 4 e 5 dias e entre 5 e 6 dias) e para a idade mais baixa (entre 0,5 e 1 dia) a
estabilizacdo também ocorre mais cedo e os fluxos méssicos sdo igualmente mais elevados.
Note-se também que para a idade de biofilme entre 3 e 4 dias, no Ultimo dia de ensaio, 0

fluxo massico atingido é semelhante ao das experiéncias anteriormente referidas.

Nas Figuras 88 e 89 mostram-se os resultados obtidos, expressos em DOC e em CQO, para
os valores de fluxo massico por unidade de volume de biofilme ao longo do tempo de ensaio

e para as varias idades de biofilme estudadas, durante a Fase 2.

Id

Figura 88 — Fluxo massico, por unidade de volume de biofilme, ao longo do tempo de
ensaio, para as idades de biofilme analisadas. — Fluxos massicos calculados

através de valores expressos em DOC (g C/ m3.h) — Fase 2.
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Constata-se que os valores de fluxo massico por unidade de volume de biofilme referentes a
idade de biofilme 0,5 - 1 dia sdo substancialmente superiores aos que se obtiveram para as
restantes idades analisadas, o que devera resultar da espessura de biofilme mais reduzida.
Esta constatacdo, embora evidente, ndo deixa de ser interessante uma vez que com a idade
de biofilme mais baixa se obtém sempre os fluxos massicos mais elevados, isto é, o seu
valor é sempre superior aos das restantes idades em analise, tanto quando se trata de fluxo
massico por unidade de area, como para o fluxo massico por unidade de volume de biofilme.
Por outro lado, o mesmo nao se verificou relativamente as idade de biofilme mais elevadas
(4 - 5 dias e 5 - 6 dias), uma vez que os respectivos fluxos massicos por unidade de area
atingem os valores mais elevados (embora semelhantes ao da idade de biofilme mais baixa)
€ 0 mesmo ja nao se verifica quando se analisam os fluxos massicos por unidade de volume

de biofilme.

Desta andlise, observa-se, como seria de esperar, que a espessura do biofilme desempenha
um papel fundamental na degradacdo de um substrato organico e que a idade entre 0,5 e 1
dia é aquela onde se regista o fluxo massico mais elevado (tanto por unidade de area como

por unidade de volume de biofilme).

Na Figura 89 mostram-se os mesmos ensaios da figura 88, através dos valores de CQO

(g Oo/m°.h) determinados.

Figura 89 — Fluxo massico, por unidade de volume de biofilme, ao longo do tempo de ensaio,
para as idades de biofilme analisadas. — Fluxos méssicos calculados através de

valores expressos em CQO (g Oz / m3.h) — Fase 2

Conforme se pode verificar, 0 comportamento € semelhante ao anteriormente descrito, isto
é, para a Fase 2, a idade de biofilme mais baixa (entre 0,5 e 1 dia) € a que conduz a um
fluxo massico mais elevado, tanto por unidade de area, como por unidade de volume de
biofilme.
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Com as Figuras 90 e 91, apresenta-se uma analise semelhante para a Fase 3, constatando-
-se gue ao contrario da Fase 2, ndo se observam dois conjuntos de idades de biofilme com
estabilizacdo em patamares diferentes, verificando-se que aquela ocorre praticamente a

tempos de ensaio semelhantes.

Assim, a influéncia da idade do biofilme no processo de degradacdo surge muito mais

evidente para a concentracao de substrato mais baixa, ou seja, de 500 mgO./l — CQO.

Id

Figura 90 — Fluxo massico, por unidade de &rea, ao longo do tempo de ensaio, para as
idades de biofilme analisadas. - Fluxos méassicos calculados através de valores

expressos em DOC — Fase 3.

Conforme se pode verificar através da Figura 91, com os valores de concentracdo de

substrato determinadas com CQO, o comportamento € semelhante ao anteriormente

referido, respeitante aos valores de DOC.

Id

Figura 91 — Fluxo massico, por unidade de &rea, ao longo do tempo de ensaio, para as
idades de biofilme analisadas. — Fluxos maéssicos calculados através de

valores expressos em CQO - Fase 3
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Nas Figuras 92 e 93 mostram-se o0s resultados obtidos, com DOC e com CQO,
respectivamente, para a variagdo do fluxo méssico por unidade de volume de biofilme ao
longo do tempo de ensaio, para as varias idades de biofilme estudadas, durante a Fase 3,
constatando-se um comportamento semelhante ao da Fase 2, ou seja, a idade de biofilme

0,5 - 1 dia é a que conduz ao fluxo massico mais elevado.

Figura 92 — Fluxo massico, por unidade de volume de biofilme, ao longo do tempo de ensaio,
para as idades de biofilme analisadas. — Fluxos massicos calculados através de

valores expressos em DOC (g C/ m3.h) — Fase 3.

Figura 93 — Fluxo massico, por unidade de volume de biofilme, ao longo do tempo de ensaio,
para as idades de biofilme analisadas. — Fluxos massicos calculados através de

valores expressos em CQO (g O, / m3.h) — Fase 3.
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Nas Figuras 94 a 113 comparam-se o0s valores de fluxo massico por unidade de area

(gC/m*h e gO./m>h), através dos resultados registados em DOC e em CQO

respectivamente, para cada idade de biofilme estudada e para cada dia de ensaio durante a

Fase 2.

Tempo de ensaio: 1 dia

Tempo de ensaio: 2 dias

Figura 94 - Fluxo méssico por unidade de area (DOC) Figura 95 - Fluxo méssico por unidade de area (DOC)

para as idades de biofilme estudadas e

para o 1° dia de ensaio — Fase 2

Tempo de ensaio: 3 dias

para as idades de biofilme estudadas e

para o 2° dia de ensaio — Fase 2

Tempo de ensaio: 4 dias

Figura 96 - Fluxo méssico por unidade de area (DOC) Figura 97 - Fluxo méssico por unidade de area (DOC)

para as idades de biofilme estudadas e

para o 3° dia de ensaio — Fase 2

para as idades de biofilme estudadas e

para o 4° dia de ensaio — Fase 2
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Tempo de ensaio: 5 dias Tempo de ensaio: 6 dias

Figura 98 - Fluxo massico por unidade de area (DOC) Figura 99 - Fluxo massico por unidade de area (DOC)

para as idades de biofilme estudadas e para as idades de biofilme estudadas e
para o 5° dia de ensaio — Fase 2 para o 6° dia de ensaio — Fase 2
Tempo de ensaio: 7 dias Tempo de ensaio: 8 dias

Figura 100 - Fluxo massico por unidade de area (DOC) Figura 101 - Fluxo massico por unidade de area (DOC)

para as idades de biofilme estudadas e para as idades de biofilme estudadas e
para o 7° dia de ensaio — Fase 2 para o 8° dia de ensaio — Fase 2
Tempo de ensaio: 9 dias Tempo de ensaio: 10 dias

Figura 102 - Fluxo massico por unidade de area (DOC) Figura 103 - Fluxo massico por unidade de area (DOC)
para as idades de biofilme estudadas e para as idades de biofilme estudadas e

para o 9° dia de ensaio — Fase 2 para o 10° dia de ensaio — Fase 2
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Nas Figuras 104 a 113 mostra-se uma analise semelhante a efectuada nas Figuras 94 a

103, para os resultados obtidos com CQO, Fase 2.

Tempo de ensaio: 1 dia Tempo de ensaio: 2 dias

Figura 104 - Fluxo méssico por unidade de area (CQO) Figura 105 - Fluxo méssico por unidade de area (CQO)

para as idades de biofilme estudadas e para as idades de biofilme estudadas e
para o 1° dia de ensaio — Fase 2 para o 2° dia de ensaio — Fase 2
Tempo de ensaio: 3 dias Tempo de ensaio: 4 dias

Figura 106 - Fluxo méssico por unidade de area (CQO) Figura 107 - Fluxo méssico por unidade de area (CQO)
para as idades de biofilme estudadas e para as idades de biofilme estudadas e

para o 3° dia de ensaio — Fase 2 para o 4° dia de ensaio — Fase 2
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Tempo de ensaio: 5 dias Tempo de ensaio: 6 dias

Figura 108 - Fluxo méssico por unidade de area (CQO) Figura 109 - Fluxo méssico por unidade de area (CQO)

para as idades de biofilme estudadas e para as idades de biofilme estudadas e
para o 5° dia de ensaio — Fase 2 para o 6° dia de ensaio — Fase 2
Tempo de ensaio: 7 dias Tempo de ensaio: 8 dias

Figura 110 - Fluxo méssico por unidade de area (CQO) Figura 111 - Fluxo méssico por unidade de area (CQO)

para as idades de biofilme estudadas e para as idades de biofilme estudadas e
para o 7° dia de ensaio — Fase 2 para o 8° dia de ensaio — Fase 2
Tempo de ensaio: 9 dias Tempo de ensaio: 10 dias

Figura 112 - Fluxo méssico por unidade de area (CQO) Figura 113 - Fluxo méssico por unidade de area (CQO)
para as idades de biofilme estudadas e para as idades de biofilme estudadas e

para o 9° dia de ensaio — Fase 2 para o 10° dia de ensaio — Fase 2
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Nas Figuras 114 a 133 mostram-se os valores de fluxo massico por unidade de area
(gC/m*h e gO./m?.h) obtidos com DOC e CQO, respectivamente, para cada idade de

biofiime estudada e para cada dia de ensaio, durante a Fase 3.

Tempo de ensaio: 1 dia Tempo de ensaio: 2 dias

Figura 114 - Fluxo massico por unidade de area (DOC) Figura 115 - Fluxo méssico por unidade de area (DOC)

para as idades de biofilme estudadas e para as idades de biofilme estudadas e
para o 1° dia de ensaio — Fase 3 para o 2° dia de ensaio — Fase 3
Tempo de ensaio: 3 dias Tempo de ensaio: 4 dias

Figura 116 - Fluxo massico por unidade de area (DOC) Figura 117 - Fluxo méssico por unidade de area (DOC)
para as idades de biofilme estudadas e para as idades de biofilme estudadas e

para o 3° dia de ensaio — Fase 3 para o 4° dia de ensaio — Fase 3
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Tempo de ensaio: 5 dias Tempo de ensaio: 6 dias

Figura 118 - Fluxo massico por unidade de area (DOC) Figura 119 - Fluxo méssico por unidade de area (DOC)

para as idades de biofilme estudadas e para as idades de biofilme estudadas e
para o 5° dia de ensaio — Fase 3 para o 6° dia de ensaio — Fase 3
Tempo de ensaio: 7 dias Tempo de ensaio: 8 dias

Figura 120 - Fluxo massico por unidade de area (DOC) Figura 121 - Fluxo méssico por unidade de area (DOC)

para as idades de biofilme estudadas e para as idades de biofilme estudadas e
para o 7° dia de ensaio — Fase 3 para o 8° dia de ensaio — Fase 3
Tempo de ensaio: 9 dias Tempo de ensaio: 10 dias

Figura 122 - Fluxo massico por unidade de area (DOC) Figura 123 - Fluxo méssico por unidade de area (DOC)
para as idades de biofilme estudadas e para as idades de biofilme estudadas e

para o 9° dia de ensaio — Fase 3 para o 10° dia de ensaio — Fase 3
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Nas Figuras 124 a 133 mostra-se uma analise semelhante a efectuada nas Figuras 114 a

123, para os resultados obtidos com CQO, Fase 3.

Tempo de ensaio: 1 dia Tempo de ensaio: 2 dias

Figura 124 - Fluxo méssico por unidade de area (CQO) Figura 125 - Fluxo méssico por unidade de area (CQO)

para as idades de biofilme estudadas e para as idades de biofilme estudadas e
para o 1° dia de ensaio — Fase 3 para o 2° dia de ensaio — Fase 3
Tempo de ensaio: 3 dias Tempo de ensaio: 4 dias

Figura 126 - Fluxo méssico por unidade de area (CQO) Figura 127 - Fluxo méssico por unidade de area (CQO)
para as idades de biofiime estudadas e para as idades de biofilme estudadas e

para o 3° dia de ensaio — Fase 3 para o 4° dia de ensaio — Fase 3
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Tempo de ensaio: 5 dias Tempo de ensaio: 6 dias

Figura 128 - Fluxo méssico por unidade de area (CQO) Figura 129 - Fluxo méssico por unidade de area (CQO)

para as idades de biofilme estudadas e para as idades de biofilme estudadas e
para o 5° dia de ensaio — Fase 3 para o 6° dia de ensaio — Fase 3
Tempo de ensaio: 7 dias Tempo de ensaio: 8 dias

Figura 130 - Fluxo méssico por unidade de area (CQO) Figura 131 - Fluxo massico por unidade de area (CQO)

para as idades de biofilme estudadas e para as idades de biofilme estudadas e
para o 7° dia de ensaio — Fase 3 para o 8° dia de ensaio — Fase 3
Tempo de ensaio: 9 dias Tempo de ensaio: 10 dias

Figura 132 - Fluxo méssico por unidade de area (CQO) Figura 133 - Fluxo massico por unidade de area (CQO)
para as idades de biofilme estudadas e para as idades de biofilme estudadas e

para o 7° dia de ensaio — Fase 3 para o 8° dia de ensaio — Fase 3
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Com os resultados da Fase 3 pode observar-se que a partir do quarto dia de ensaio, os

valores do fluxo massico sdo semelhantes para todas as idades de biofilme.

Expressando os fluxos massicos com CQO, verifica-se que o0s respectivos valores assumem
a mesma ordem de grandeza a partir do sexto dia. No entanto, e a semelhanca da Fase 2,
no final dos ensaios os valores de fluxo massico por unidade de area mais elevados foram
registados para as idades de biofilme 4 - 5 dias e 5 - 6 dias e para a idade de biofiime 0,5 -1
dia.

Diversos estudos (de Beer et al., 1994, Stewart, 1993, Costerton et al., 1994 e Stewart,
2003) indicam que a difusdo de oxigénio e substrato em biofilmes apenas se verifica,
fundamentalmente, ao nivel da colénia de microrganismos, isto é, admitindo que todo o
biofiime é atravessado por canais, micrométricos, que transportam oxigénio e nutrientes, e
que portanto as limitagBes por difusdo ocorrem apenas no interior da colénia. Apesar das
virtualidades desta interpretacdo, considerou-se que para o presente estudo poderia ser
esclarecedor analisar a variagdo do modulo de Thiele (pressupondo uma cinética de
primeira ordem), para as diferentes condicfes experimentais utilizadas, nomeadamente a
influéncia da idade do biofilme na cinética de biodegradacdo de um substrato orgénico, com

espessuras aproximadamente constantes de biofilme.

Assim, considerando o Médulo de Thiele (®),

d=05x /r%Gx s) (eq. 22)

sendo: O - Espessura do biofilme (L)
rA — Fluxo massico por unidade de area de biofilme (M L? T™Y)
G — Coeficiente de difusdo da glucose em agua — 1,5x107° (L*T™)

S* - Concentracéo de substrato na interface biofilme / liquido (M L)

No Quadro 25 mostram-se as concentracfes adoptadas do regime quase estacionério (S*),
utilizadas para o calculo do Mdédulo de Thiele. As concentracbes sdo apresentadas em
gC / m®-DOC e em gO./m* — CQO, para as Fases 2 e 3.

Quadro 25 — Valores de S* utilizados para célculo do Médulo de Thiele

dade de Biofilme (d) S*- DOC (mg C/) S*- CQO (mg O/l)
Fase 2 Fase 3 Fase 2 Fase 3
05a1l 76 126 82 155
la2 105 128 108 172
2a3 104 128 99 171
3a4 95 126 100 177
4a5 83 127 78 177
5a6 79 127 77 180
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No Quadro 26, apresentam-se os valores dos fluxos massicos por unidade de éarea,

calculados com os valores de S* e que foram utilizados para obter o médulo de Thile.

Quadro 26 — Valores dos fluxos massicos por unidade de &rea (rA), utilizados para célculo do Mddulo de Thiele.

2 2
Idade de Biofilme (d) fA- (g Clm™h) fA- (G Ofmh)

Fase 2 Fase 3 Fase 2 Fase 3

05al 0,852 2,124 2,353 4,669

laz2 0,692 2,110 2,209 4,577

2a3 0,694 2,111 2,259 4,582

3a4 0,732 2,121 2,356 4,361

4a5 0,811 2,114 2,373 4,549

5a6 0,835 2,119 2,380 4,549

Na Figura 134, mostram-se os valores de espessura das Fases 2 e 3 registados, que foram
utilizados no calculo do Mdédulo de Thiele.

Figura 134 — Evolucao da espessura do biofilme ao longo do tempo de ensaio, Fases 2 e 3.

Nas Figuras 135 a 138 representa-se a variacdo do Modulo de Thiele com a idade do

biofiime e para as Fases 2 e 3. Os valores do médulo de Thiele foram calculados utilizando
os valores obtidos com DOC e com CQO.
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Figura 135 — Mddulo de Thiele obtido para as idades Figura 136 — Médulo de Thiele obtido para as idades
de biofilme estudadas, para a Fase 2 — de biofilme estudadas, para a Fase 2 —
DOC CQO

Figuras 137 — Mddulo de Thiele obtido para as idades Figuras 138 — Mddulo de Thiele obtido para as idades
de biofilme estudadas, para a Fase 3 — de biofilme estudadas, para a Fase 3 —
DOC CQO

Como se pode verificar, e como seria de esperar, quanto maior é a espessura, maior é o
modulo de Thiele, devendo, consequentemente, ser mais importante a limitagdo de difusédo

de substrato no biofilme.

Segundo Santana (1986), para valores de Mdédulo de Thiele superiores a 1,40 (com S*
expresso em CQO), reduz-se o factor de eficiéncia, pelo que para os ensaios da Fase 2 com
idades de biofilme superiores a 2 - 3 dias deverao existir limitacdes por difusdo. Da mesma
forma, e utilizando o mesmo critério para a Fase 3, em todas as idades de biofilme existiriam
limitacbes de difusdo de substrato, com excepc¢éo das duas idades menores (Id 0,5a 1 diae
Id 1 a 2 dias).

Contudo, e analisando os valores de fluxo massico, verificou-se que embora nas idades de
biofilme mais elevadas (entre 4 e 5 dias e entre 5 e 6 dias) se possa verificar uma situacao
de filme parcialmente penetrado (col6nias maiores e por isso nao totalmente penetradas), os
respectivos fluxos massicos sao mais elevados e estabilizam mais cedo do que nas
restantes idades estudadas, com excepcdo da idade de biofilme menor, onde foi registado

um comportamento em tudo semelhante, sendo até, nalguns casos, mais eficiente.

97



De facto, analisando os resultados obtidos, poder-se-a concluir que um biofilme
extremamente jovem, com uma idade entre 0,5 e 1 dia, podera ser mais eficiente do que os
biofilmes de idade superior, pelo que se pode admitir que haja vantagens, para a operacao
deste tipo de reactores biolégicos, em limitar o crescimento do biofilme, passando dessa
forma a ser um processo de espessura controlada e, consequentemente, com ganhos de

eficiéncia.

Para determinacéo do tipo de regime de escoamento foi calculado o nimero de Reynolds,
tendo-se obtido um valor muito inferior a 2000, o que indicia que no reactor o regime é

préximo do laminar.
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6. Discusséo

Com o presente trabalho, introduziu-se o conceito de idade de biofilme, inspirado no
parametro de controlo de sistemas de biomassa em suspenséo, idade de lamas (tempo de

residéncia de solidos).

Até aqui, o controlo da quantidade de biomassa em sistemas de biomassa fixa ndo se tem
colocado, porquanto se assume que aquela quantidade serd sempre a maxima que se
mantiver aderente a um suporte, sendo limitada por condi¢cdes de difusdo de substratos

(orgénico ou oxigénio) e, ou de atrito entre fases, sdlida e liquida.

Nestas circunstancias, na operacdo de sistemas de biomassa fixa tem-se presumido que o
biofilme tem as caracteristicas que o sistema “naturalmente” permite, declinando-se a
possibilidade do respectivo controlo. Note-se, por outro lado, que mesmo em trabalhos de
investigacdo sobre biofilmes, que como anteriormente referido se tém socorrido de
sofisticacdo diversa para a sua avaliagdo, desconhece-se que algum tivesse incidido na
analise do seu comportamento para um dada gama de espessuras constantes no tempo.
Esses estudos, embora medindo a espessura, avaliam comportamentos relativos a estados

pontuais do desenvolvimento continuo do biofilme.

Nesta perspectiva, o presente trabalho propds um sistema inovador que permite analisar
aqueles comportamentos, praticamente, para qualguer espessura de biofiime que se
pretenda. E é assim que o conceito de idade de biofilme se materializa, na medida em que a
operacdo a uma dada espessura se associa determinada biomassa resultante de um tempo

de crescimento pré-fixado, afinal uma “idade”.

Os resultados permitiram comparar o comportamento de biofilmes de diferentes idades
obtidos a partir de duas concentracfes de um substrato orgénico, tendo-se observado

diferencas significativas.

Na Fase 2 de ensaios, constatou-se que a partir do oitavo dia o regime préximo do
estacionario foi atingido em todas as experiéncias, reduzindo-se para seis dias nas
experiéncias com a idade de biofilme mais elevada (entre 4 e 5 dias e entre 5 e 6 dias) e na
experiéncia com a menor idade do biofilme (entre 0,5 e 1 dia). Contudo, na Fase 3 de
ensaios, aquele regime foi atingido logo a partir do quarto dia em todas as experiéncias.
Constatou-se assim, uma influéncia clara da concentracdo de substrato, que podera ser
consequéncia da maior abundancia de substrato, ter acelerado condi¢Bes de adaptacdo da
biomassa (Button, 1985, de Beer, et al., 2006).
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A esta eventual adaptacdo mais célere correspondeu, como seria de esperar, que na
descricdo dos ensaios através da evolugdo dos fluxos massicos degradados, por unidade de

area ou de volume, os respectivos valores maximos fossem também atingidos mais cedo.

Para a concentracdo de substrato mais elevada, Fase 3, a observacdo anterior foi bastante
menos nitida, embora pela andlise do fluxo massico por unidade de volume, referente a
idade de biofilme mais jovem, se tenha verificado que foi substancialmente superior as

restantes idades analisadas.

Considera-se que estas observagBes poderdo resultar (Chang, et al., 2003, Motlagh, et. al.,
2006, Wolf, et al., 2007, Rittmann et al., 2004 e Huston et al., 1998) de, para a menor idade
do biofilme, existir uma disponibilidade total de substrato para a biomassa existente, nao se
verificando fendmenos de inibicdo e, ou outras limitacdes, nomeadamente fenbmenos de
competicdo, predacéo, inibicdo por produtos ou mesmo de difusdo de nutrientes ou oxigénio
( Wolf, et al., 2007, Noguera e Morgenroth, 2004, Wanner e Morgenroth, 2004 e Pizarro et
al., 2004). Embora admitindo que tais fendbmenos também estardo presentes nas idades
mais elevadas, isto é, para as idades de biofilme entre 4 e 5 dias e 5 e 6 dias, podendo
influenciar negativamente a eficiéncia dos processos de degradacdo, poderdo ser
“mascarados” pelo simples facto de nas referidas idades a quantidade de biomassa
presente ser significativamente maior do que nas restantes, havendo portanto uma
compensacado. Por outro lado, e segundo Chaudhry e Beg (1998) e Yoon et al. (1977), os
biofilmes que se encontrem em estado estacionario sdo menos afectados por estes
processos de inibicdo, nomeadamente processos de competicdo e predacdo, normalmente
associados a fenbmenos de alternancia de espécies. Neste processo, algumas espécies sao
naturalmente eliminadas e as que subsistem, e que constituem o biofilme, conseguem
coexistir, tornando o processo estavel. Esta circunstancia podera explicar as elevadas
eficiéncias registadas para as idades de biofilme entre 4 e 5 dias e entre 5 e 6 dias, uma vez

que foi também nestas idades que a estabilizacdo foi atingida mais rapidamente.

Parece assim poder admitir-se que havera vantagem em explorar os sistemas de biomassa
fixa com idades de biofilme muito jovens (entre 0,5 e 1) ou superiores a 4 dias, sendo, como

observado, os efeitos mais sensiveis a baixas ou médias concentra¢des de substrato.

Embora seja aceite que todo o biofilme é atravessado por canais que transportam nutrientes
e oxigénio (Stewart, 2003) e que os fendmenos de limitacdo por difusdo se verificam,
principalmente, ao nivel da colénia de microrganismos, considerou-se que seria
interessante analisar as possiveis variagcbes do Mddulo de Thiele nas diferentes situacdes
estudadas, por forma a poder estimar eventuais limitacbes daquele tipo, assimilando o

biofilme a uma estrutura plana, conforme as interpretacdes convencionais.
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Assim, nos Quadros 27 e 28 indicam-se os valores do Mdédulo de Thiele para os ensaios

realizados, a duas concentracoes, tendo-se adoptado uma metodologia para interpretacéo

dos resultados que, embora especulativa, disponibiliza uma observacéo interessante sobre

o0 comportamento de biofiimes de determinada idade, em resultado do correspondente

crescimento.

A metodologia baseia-se em admitir que as caracteristicas da camada exterior do biofilme

se repetem para a mesma unidade de tempo, obtendo-se a respectiva espessura por

diferenca entre a espessura total (observada) e a que se verificou no periodo de tempo

anterior. Deste modo, conhecendo-se o comportamento global do biofilme, por balango

material inferiu-se o comportamento da camada interior.

Quadro 27 — Analise do comportamento do biofilme, Sp = 500 mg O/l

Id (dia)

05a1
laz2
2a3
3a4d
4a5b

5a6

8 - Espessura (m); ra — Fluxo massico por unidade de area (gO2/m>.h); ® - Médulo de Thiele; (*) — valores observados

0,0002
0,0004
0,0007
0,0010

0,0013

interna

rA

2,029
2,228
2,358
2,380

0,403

0,373
0,408
0,418
0,475

0,481

)

0,00020
0,00025
0,00025
0,00030
0,00030

0,00100

Camada

externa

ra

2,353
2,353
2,353
2,353
2,353

2,353

(]

0,461
0,502
0,524
0,626
0,709

2,379

Quadro 28 — Analise do comportamento do biofilme, Sp = 1000 mg Oa/|

Id (dia)

05a1
laz2
2a3
3a4d
4a5b
5a6

8 - Espessura (m); ra — Fluxo massico por unidade de area (gO2/m>.h); ® - Médulo de Thiele; (*) — valores observados

0,0002
0,0005
0,0009
0,0011
0,0022

interna

rA

4,439
4,512
4,293
4,429
4,451

0,437
0,442
0,424
0,431
0,428

)

0,0002
0,0003
0,0004
0,0002
0,0011
0,0018

Camada

externa

ra

4,669
4,669
4,669
4,669
4,669
4,669

()

0,472
0,673
0,899
0,442
2,431
3,945

biofilme total*

)

0,00020

0,00045
0,00070
0,00100
0,00130

0,00230

biofilme total*

)

0,0002
0,00050

0,00090
0,00110
0,00220
0,00400

ra

2,353
2,209
2,259
2,356
2,373

2,380

ra

4,669
4,577
4,582
4,361
4,549
4,549

0,461
0,876
1,234
1,880
2,847

5,263

0,472
1,110
2,004
2,349
4,800
8,654

Com base nos valores apresentados nos Quadros 27 e 28, elaboraram-se as Figuras 139 e

140, relativas as variacbes de espessuras, fluxo massico e Mdédulo de Thiele das duas

camadas de biofilme admitidas e do biofilme total, para as duas concentra¢des estudadas.
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Id (d) Id (d) Id (d)

Ci — camada interna; Ce — camada externa; BT — biofilme total

Figura 139 — Analise do comportamento do biofilme, Sg = 500mgO2/I

Id (d) Id (d) Id (d)

Ci — camada interna; Ce — camada externa; BT — biofilme total

Figura 140 — Analise do comportamento do biofilme, Sop = 1000mgO2/I

Através das Figuras 139 e 140, constata-se que a aproximacdo adoptada para interpretar o
comportamento do biofilme parece plausivel, permitindo explicar os valores mais elevados
de fluxo massicos verificados para a idade de biofilme mais baixa que foi testada, entre 0,5 e

1 dia, e para as idades entre 4 e 5 dias e 5 e 6 dias.

De facto, para qualquer das concentracbes de substrato estudadas, verifica-se que a
variacdo de fluxo méssico do biofilme total para aquelas idades é idéntico ao verificado na
camada exterior, em que o valor do fluxo massico é o mais elevado, embora com uma

concentracdo de substrato mais elevada esse efeito seja menos notério.

7

Por outro lado, observa-se que é na camada externa, e para as idades de biofilme mais
altas, que se verifica um aumento brusco do Modulo de Thiele, o que devera corresponder

ao aumento de espessura daquela camada.
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Com estas observacgdes, parece poder admitir-se que a partir de 4 — 5 dias de idade do
biofilme o seu crescimento ndo introduz qualquer vantagem para o processo, reforcando

portanto o interesse do controlo da idade, ou da espessura do biofilme.

Como oportunamente se mostrou, as observacdes efectuadas com microscopia electrénica
da estrutura do biofiime para as varias idades estudadas, de algum modo sustentam
também as hip6teses anteriormente assumidas. Com efeito, apesar do seu caracter
preliminar, foi possivel verificar pela estrutura do biofiime quando a idade é menor, que,
aparentemente, estao presentes poucas espécies e que existe ainda superficie de suporte
que nao foi colonizada, pelo que, ndo é expectavel a presenca de fendmenos de competicdo
e, ou predacdo e, consequentemente de, processos inibitérios, o que devera propiciar uma

multiplicacdo celular e correspondente remoc¢éo de substrato mais rapidas.

Por outro lado, é notério que a medida que a idade do biofilme aumenta, a estrutura do
biofiime se altera e que passam a existir diferentes formas de coldnias, indicando a
presenca no biofilme de maior nimero de espécies. Assim, embora por raz8es bioldgicas
distintas, parece de aceitar que as condi¢cdes prevalecentes para extremos da gama de

idades de biofilme estudadas podem conduzir a remoc¢des de substrato mais elevadas.

A abordagem utilizada neste trabalho e o dispositivo concebido para permitir o uso de
sistemas de biomassa fixa a diferentes idades de biofilme podera vir a proporcionar

aplicagBes interessantes no dominio da despoluicdo de meios liquidos.

Concretamente, a aplicagdo do sistema ao tratamento de &guas residuais favoreceria
significativamente a etapa final de separacéo solido / liquido. Com efeito, se se admitir um
sistema que fosse explorado, por exemplo, a uma idade de biofilme de 2 dias, por um lado
para beneficiar de melhores taxas de remocéo, relativas a filmes mais jovens, e, por outro,
para utilizar um biofilme com uma estrutura mais consolidada, os beneficios parecem
evidentes: (i) aquela idade de biofilme é de admitir que os desprendimentos de biomassa do
suporte sejam bastante reduzidos, minimizando portanto os sélidos em suspensao na fase
liguida que, posteriormente, é submetida a sedimentacdo e (ii) para controlar a idade do
biofiime, no tempo correspondente, o suporte com biomassa seria isolado da fase liquida,
entrando em funcionamento outro reactor e, consequentemente, o biofilme poderia ser
objecto de raspagem a seco, evitando matéria em suspensao nha fase liquida para posterior

separacao.

Ou seja, no processo convencional a biomassa resultante da conversao de substrato acaba,
forcosamente, na fase liquida, aguando da separacdo do suporte. No sistema proposto, a

biomassa seria removida controladamente e a seco.
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7. Conclusdes e Perspectivas de Trabalho Futuro

O presente trabalho disponibilizou uma nova abordagem para o estudo de biofilmes,
introduzindo um novo conceito, idade do biofilme, para cuja materializacdo prop6s um novo
dispositivo para operacdo de sistemas de biomassa fixa com filmes de espessura

controlada.

Nesta perspectiva, o trabalho permitiu estudar biofilmes numa gama de idades entre 0,5 - 1
dia e 5 — 6 dias, possibilitando a comparac¢do de comportamentos de reactores operados a
espessura de filme constante, contrariamente ao que é normalmente realizado em sistemas

de biomassa fixa continuos.

Os resultados permitiram concluir que a idade do biofilme pode influenciar significativamente
a remocao de substrato, tendo-se constatado que as idades de 0,5 -1 dia,4 - 5diase5-6

dias foram as que apresentam resultados mais favoraveis.

Através da metodologia proposta para interpretacdo do comportamento do biofilme,
decompondo-o em duas camadas, concluiu-se que a camada externa parece controlar a
transferéncia de massa, tendo permitido explicar as variacdes dos fluxos massicos
registados, as quais parecem encontrar alguma base nas observacgbes efectuadas com

microscopia electrénica, apesar do seu caracter preliminar.

O trabalho permitiu ainda concluir ser possivel avaliar a espessura do biofilme através da
variacdo da capacidade eléctrica de um meio previamente caracterizado, o que foi

materializado por um dispositivo de medi¢do ndo invasivo da espessura do biofilme.

Com os resultados obtidos, conclui-se que podera ser vantajosa a operacao de sistemas de
biomassa fixa com idade controlada. Para além de potenciais beneficios de eficiéncia,
principalmente correspondentes a filmes jovens, tais sistemas permitiriam também reduzir
significativamente a matéria em suspensao na etapa de sedimentacéo final. Com efeito, se o
controlo da idade do biofiime for efectuado a seco, isto é, por raspagem de biomassa
quando o reactor for retirado de servico, evitar-se-ia a passagem a fase liquida de biofilme

gue naturalmente se desprende do suporte.

Dado o caréacter inovador do trabalho, diversas perspectivas de continuidade se colocam,

podendo centrar-se em varios dominios.

Assim, desde logo, considera-se que seria interessante prosseguir o estudo para uma faixa
mais alargada de idades de biofilme e para outras concentracdes de substrato. Tal deveria
permitir consolidar tendéncias observadas e eventualmente contribuir para a modelacéo da

cinética do sistema estudado.
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Adicionalmente, admite-se que o sistema possa ter um potencial razoavel para a
biodegradacdo de xenobioticos, dada a possibilidade de efectuar adaptagBes na fase de

crescimento de biofilme até a idade pretendida.

Importaria também comparar a producdo de lamas por exploracdo do sistema a diferentes
idades de biofilme e verificar a potencial reducdo de matéria em suspensdo na etapa de

sedimentacéo final.

Relativamente ao método de medicdo “on-line” ndo destrutivo da biomassa desenvolvido
dever-se-ia, em futuros estudos, investigar melhor o efeito de blindagem, verificado

ampliando o nimero de experiéncias para assegurar a representatividade do método.

O trabalho futuro deveria também incidir na caracterizagdo de espécies de microrganismos
presentes em biofilmes de diferentes idades, bem como fenbmenos de interac¢do entre
espécies. Seria igualmente interessante obter informacédo sobre a estrutura do biofilme, para
diferentes idades, nomeadamente a 3D, por forma a aprofundar mecanismos de

transferéncia de massa e, eventualmente, detectar outras caracteristicas dos biofilmes.
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ANEXO 1

Quadros 1 e 2 — procedimento (exemplo) para desenvolvimento de biofilmes
com idade entre 0,5 e 1 dia, e entre 5 e 6 dias (casos extremos) de modo a
analisar as taxas de degradacdo do substrato. Para os ensaios com idades
intermédias, o procedimento foi idéntico havendo, no entanto, necessidade de
alterar o nimero de reactores em funcionamento consoante a idade de biofilme

pretendida.
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Quadro 1 - Procedimento experimental para o Ensaio com idade de biofilme entre 0,5 e 1 dia.

Reactor 1 Reactor 2 Reactor 3 Reactor 4 Reactor 5 Reactor 6
Tempo de Ensaio Operacéo gont'rplo Operacéo Cont'rplo Operacéo Cont'rplo Operacéo Cont'rplo Operacéo Cont'rplo Operacéo Cont'rplo
nalitico Analitico Analitico Analitico Analitico Analitico

Oh-12h v X X X
12h-24h v v v X
24h-36h v X v v
36h-48h v v v X
48 h—-60h v X v v
60h—-72h v v v X
72h-84h v X v v
84h-96h v v v X
96 h—-108h v X v v
108 h—120 h v v v X
120h-132h v X v v
132h-144h v v v X
144h-156 h v X v v
156 h— 168 h v v v X
168 h—180h v X v v
180 h-192h v v v X
192 h-204h v X v v
204h-216h v v v X
216 h—228 h v X v v
228 h-240h v v v X

Operacédo — O reactor estd em funcionamento para promover o crescimento da biomassa da espessura em analise, (determinada idade).

Controlo Analitico — o reactor esta em funcionamento e em andlise, isto é, durante este periodo sdo recolhidas amostras do efluente para
determinacdo do CQO, TOC, SST e SSV.
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Quadro 2 - Procedimento experimental para o Ensaio com idade de biofilme entre 5 e 6 dia.

Reactor 1 Reactor 2 Reactor 3 Reactor 4 Reactor 5 Reactor 6

Controlo Controlo Controlo Controlo Controlo Controlo

Tempo de Ensaio Operagdo Analitico Operagdo Analitico Operagdo Analitico Operagdo Analitico Operagdo Analitico Operagdo Analitico

<
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x
x

Oh-12h

12h-24h

24h-36h

36h-48h

48 h—-60h

60h-72h

72h-84h

84h-96h

96 h—108 h

108 h—120 h

120h-132h

132h-144h

144 h-156 h

156 h— 168 h

168 h—-180 h

180 h-192 h

192 h-204 h

204h-216h

A Y Y Y I R Y N Y Y Y N Y Y Y Y Y
XIX|IX[X[X]| ] XX | X|X|[X[X|X]|X[X|X]|X|X
RS 2 ) R XXX
XIX|X| | X|X|IX|X|X|[X[X|X]|X[X|X]|X|X
RS ) I XX XXX
XIS S X[X|X|X|X|X|X|[X[X|X|X[X|X]|X]|X

216 h—228 h

A YRR R Y Y I I Y Y R Y Y Y Y Y S
XIX|X[X[X|X|X|X| || X|[X[X|X|X[X|X]|X]|X
2 )2 [ X XXX | XXX
XXX X|X|X|[X|X|X[X[X|X]|X[X]|X]|X|X
I X XXX XX XXX
NXIX|X|[X[X|X|X|X|X|X|X|X[X|X|X[X|X]|X|X

<.
<.
<.

228 h-240h X X X

CONTINUACAO DO PROCEDIMENTO ATE 10 DIAS DE CONTROLO ANALITICO EFECTIVO

Operacédo — O reactor estd em funcionamento para promover o crescimento da biomassa da espessura em analise, (determinada idade).
Controlo Analitico — o reactor esta em funcionameno e em andlise, isto é, durante este periodo séo recolhidas amostras do efluente para
determinacdo do CQO, TOC, SST e SSV.
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ANEXO 2

Quadros 1 a 7 — Resultados obtidos durante a Fase 2 para as varias idades de
biofilme analisadas e para o ensaio continuo.

- Valores expressos em DOC e CQO (valores registados e valores
médios diarios).

Fluxos massicos por unidade de area e por unidade de volume de
biofilme.
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Quadro 1 — Fase experimental2—-1d0,5a 1

Dia de Horade  DOC (mgC/l)  DOC md cQO CQO md Q (S0-S1)/A Q (SO-S1)/A Q (SO-S1)V Q (SO-S1)V
Ensaio Recolha (mgCl/l) (mgO2/l) (mgO2/l) (mgDOC/m?.h) (mgCQO/m?.h) (mgDOC/m?.h) (mgCQO/m®.h)

22:00 230 500
=00 20 221 20 494 0,00 0,02 1,38 99,01

1 10:00 229 500
16:00 225 482
22:00 221 487
4:00 223 452

5 10:00 213 184 S L — 383 0,07 0,37 341,24 1855,89
16:00 178 400
22:00 122 285
4:00 105 220

3 10:00 102 105 22 198 0,65 1,39 3254,94 6944,61
16:00 102 195
22:00 111 150
4:00 106 150

4 10:00 102 ot 180 152 0,68 1,97 3406,91 9868,90
16:00 102 154
22:00 96 154
4:00 95 152

5 10:00 % i — 152 e 0,74 1,96 3710,44 9792,91
16:00 88 143
22:00 88 137
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Dia de Hora de DOC md CQO CQO md Q (S0-S1)/A Q (SO-S1)/A Q (SO-S1)V Q (SO-S1)V

) DOC (mgCl/l) 5 5 3 3
Ensaio Recolha (mgCl/l) (mgO2/1) (mg0O2/1) (mgDOC/m*®.h) (mgCQO/m*.h) (mgDOC/m®.h) (mgCQO/m™.h)
4:00 88 128
® 10:00 88 85 127 119
: 0,78 2,07 3916,57 10373,16
16:00 88 106
22:00 74 116
4:00 85 116
. 77
7 10:00 n 106 109 0,85 2,19 4257,39 10960,32
16:00 75 106
22:00 72 110
4:00 76 108
10:00 70 78 74 87 0.88
8 : _— ; 2,30 4388,09 11478,41
16:00 85 81
22:00 82 83
4:00 78 81
10:00 82 77 82 81 081
9 : — % ; 2,35 4072,82 11731,69
16:00 76 81
22:00 70 82
4:00 79 79
10:00 81 77 82 82 0.85
10 e — ; 2,35 4264,72 11766,23
16:00 78 82
22:00 20 g5

125



Quadro 2 — Fase experimental 2 —-I1d 1 a 2

Dia de Hora de DOC (mgC/l) DOC md CQO CQO md Q (S0-S1)/A Q (SO-S1)/A Q (SO-S1)IV Q (SO-S1)IV
Ensaio Recolha (mgC/l) (mgO/l) (mgO/l) (mgDOC/m?.h) (mgCQO/m?.h) (mgDOC/m®.h) (mgCQO/m°.h)

1 10:00 230 221 507 469 0,05 0,21 109,91 473,84
22:00 212 430

5 10:00 225 214 323 293 0,08 1,18 186,66 2633,14
22:00 204 263

3 10:00 200 195 278 261 0,19 1,36 429,82 3022,02
22:00 189 245

4 10:00 185 168 220 220 0,34 1,59 752,18 3526,54
22:00 152 220

5 10:00 151 135 177 179 0,52 1,81 1166,03 4028,51
22:00 118 181

6 10:00 116 116 181 177 0,63 1,83 1399,36 4055,63
22:00 115 173

7 10:00 114 104 115 127 0,69 2,10 1536,16 4676,30
22:00 95 138

8 10:00 97 97 148 116 0,73 2,16 1627,16 4802,69
22:00 97 85

9 10:00 100 98 71 114 0,73 2,17 1619,18 4829,81
22:00 96 157

10 10:00 104,1 104,6 102 108,0 0,69 2,21 1539,36 4910,14
22:00 105,2 113
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Quadro 3 — Fase experimental 2 —1d 2 a 3

Dia de Hora de DOC (mgC/l) DOC md CQO CQO md Q (S0-S1)/A Q (SO-S1)/A Q (SO-S1)IV Q (SO-S1)V
Ensaio Recolha (mgC/l) (mgO/l) (mgO/l) (mgDOC/m?.h) (mgCQO/m?.h) (mgDOC/m®.h) (mgCQO/m°.h)

1 10:00 230 220 507 446 0,06 0,34 92,10 570,27
22:00 210 384

5 10:00 195 198 324 302 0,18 1,14 291,97 1892,73
22:00 201 280

3 10:00 195 181 259 259 0,27 1,38 449,00 2291,84
22:00 167 259

4 10:00 168 168 170 170 0,34 1,86 565,52 3105,42
22:00 168 170

5 10:00 158 138 144 169 0,51 1,87 845,05 3120,78
22:00 118 194

6 10:00 120 114 164 170 0,64 1,86 1063,80 3105,42
22:00 108 177

7 10:00 124 108 162 162 0,67 191 1114,73 3182,18
22:00 93 162

8 10:00 105 93 154 116 0,75 2,16 1254,22 3604,32
22:00 82 79

9 10:00 84 101 82 97 0,71 2,27 1187,86 3780,85
22:00 117 112

10 10:00 109 104 74 99 0,69 2,26 1156,73 3765,50
22:00 98,9 124
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Quadro 4 — Fase experimental 2 —1d 3 a 4

Dia de Hora de DOC (mgC/l) DOC md CQO CQO md Q (S0-S1)/A Q (SO-S1)/A Q (SO-S1)IV Q (SO-S1)V
Ensaio Recolha (mgC/l) (mgO/l) (mgO/l) (mgDOC/m?.h) (mgCQO/m?.h) (mgDOC/m®.h) (mgCQO/m°.h)

1 10:00 230 203 507 401 0,15 0,59 161,18 655,73
22:00 177 294

5 10:00 188 170 248 276 0,33 1,28 366,88 1421,46
22:00 152 304

3 10:00 171 161 249 240 0,38 1,48 423,37 1641,49
22:00 150 231

4 10:00 150 123 207 171 0,59 1,86 657,19 2064,40
22:00 96 135

5 10:00 93 101 135 134 0,71 2,06 788,84 2290,31
22:00 109 134

6 10:00 103 99 127 124 0,72 2,12 801,18 2351,71
22:00 95 122

7 10:00 103 105 134 117 0,69 2,16 767,53 2397,00
22:00 106 100

8 10:00 95 94 103 109 0,75 2,20 829,98 2447,40
22:00 94 115

9 10:00 95 92 124 115 0,76 2,17 845,42 2411,58
22:00 89 106

10 10:00 94 97 105 81 0,73 2,36 813,46 2617,79
22:00 101 57
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Quadro 5 — Fase experimental 2 —1d 4 a5

Dia de Hora de DOC (mgC/l) DOC md CQO CQO md Q (S0-S1)/A Q (SO-S1)/A Q (SO-S1)IV Q (SO-S1)V
Ensaio Recolha (mgC/l) (mgO/l) (mgO/l) (mgDOC/m?.h) (mgCQO/m?.h) (mgDOC/m®.h) (mgCQO/m°.h)

1 10:00 230 174 507 340 0,31 0,93 255,13 772,52
22:00 119 172

5 10:00 82 79 246 260 0,83 1,37 693,29 1137,67
22:00 76 275

3 10:00 90 81 136 106 0,82 2,22 683,34 1849,55
22:00 73 75

4 10:00 74 85 79 100 0,80 2,25 664,55 1874,50
22:00 96 122

5 10:00 74 86 126 102 0,80 2,24 663,77 1866,25
22:00 97 79

6 10:00 90 86 137 79 0,79 2,37 661,95 1974,28
22:00 82 206

7 10:00 97 84 67 72 0,80 2,41 669,98 2005,55
22:00 72 77

8 10:00 91 80 76 78 0,83 2,37 688,68 1977,54
22:00 69 80

9 10:00 91 82 90 78 0,82 2,38 679,47 1979,46
22:00 73 66

10 10:00 92 83 77 78 0,81 2,37 676,55 1978,12
22:00 73 79
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Quadro 6 — Fase experimental 2 —1d5a 6

Dia de Hora de DOC (mgC/l) DOC md CQO CQO md Q (S0-S1)/A Q (SO-S1)/A Q (SO-S1)IV Q (SO-S1)V
Ensaio Recolha (mgC/l) (mgO/l) (mgO/l) (mgDOC/m?.h) (mgCQO/m?.h) (mgDOC/m®.h) (mgCQO/m°.h)

1 10:00 230 145 507 405 0,39 0,57 179,20 258,10

22:00 87 302
5 10:00 84 177

22:00 73 79 179 178 0,83 1,82 378,95 828,09
3 10:00 85 189

22:00 71 78 186 187 0,84 1,77 380,84 804,44
4 10:00 83 190

22:00 80 82 120 155 0,82 1,95 371,78 885,45
5 10:00 95 124

22:00 62 79 123 124 0,83 2,12 378,90 964,26
6 10:00 73 122

22:00 82 78 77 100 0,84 2,25 381,62 1023,61
7 10:00 81 77

22:00 75 78 76 76 0,84 2,38 381,30 1083,26
8 10:00 85 77

22:00 72 78 77 77 0,84 2,38 380,22 1081,17
9 10:00 85 75

22:00 72 79 77 76 0,83 2,39 379,15 1084,31
10 10:00 76 76

22:00 81 78 77 77 0,84 2,38 379,84 1082,22
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Quadro 7 — Fase experimental 2 — Ensaio Continuo

Dia de Hora de DOC (mgC/l) DOC md CQO CQO md Q (S0-S1)/A Q (SO-S1)/A Q (SO-S1)IV Q (SO-S1)V
Ensaio Recolha (mgC/l) (mgO/l) (mgO/l) (mgDOC/m?.h) (mgCQO/m?.h) (mgDOC/m®.h) (mgCQO/m°.h)
10:00 230 230 507 502 0,00 0,03 1,52 159,34
22:00 229 496
10:00 215 213 432 431 0,09 0,43 198,33 944,78
22:00 212 429
10:00 196 186 367 335 0,24 0,95 398,35 1584,95
22:00 177 304
10:00 175 174 259 249 0,31 1,43 342,01 1584,69
22:00 173 239
10:00 170 169 204 193 0,33 1,74 277,23 1449,40
22:00 168 181
10:00 167 166 177 172 0,35 1,85 159,88 841,70
22:00 165 167
10:00 162 161 158 151 0,38 1,97 173,32 896,46
22:00 159 143
10:00 154 142 139 128 0,48 2,10 220,04 953,98
22:00 130 116
10:00 115 111 115 113 0,66 2,18 298,54 989,40
22:00 107 112
10:00 107 106 110 110 0,68 2,20 309,97 998,57
22:00 106 110
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ANEXO 3

Quadros 1 a 7 — Resultados obtidos durante a Fase 3 para as varias idades de
biofilme analisadas e para o ensaio continuo.

- Valores expressos em DOC e CQO (valores registados e valores
médios diarios).

Fluxos massicos por unidade de area e por unidade de volume de
biofilme.
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Quadro 1 — Fase experimental 3—1d0,5a 1

Dia de Hora de DOC DOC md CQO CQOmd Q (S0-S1)/A Q (S0-S1)/A Q (S0-S1)V Q (S0-S1)V
Ensaio Recolha (mgCll) (mgC/l) (mgO2/l) (mgOy/l)  (MgDOC/m?.h)  (MgCQO/m>h)  (mgDOC/m®h)  (mgCQO/m°.h)
22:00 510 999
4:00 500 844
764 0,08 0,54 395,12 2694,03
1 10:00 481 805
16:00 227 381 662
22:00 190 510
4:00 184 Y/ A
5 10:00 175 _ 44 456 1,81 2,86 9040,75 14322,10
16:00 155 165 450
22:00 148 445
4:00 148 434
3 10:00 145 429 423 2,01 3,11 10027,18 15565,50
16:00 145 146 424
22:00 145 407
4:00 144 392
4 10:00 144 __ 384 373 2,02 3,34 10091,69 16716,80
16:00 144, 144 372
22:00 143 344
4:00 142 335
5 10:00 142 3810 308,58 2,03 3,72 10139,77 18604,92
16:00 142 142 304
22:00 140 284
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Dia de Hora de DOC (mgCl/l) DOC md CQO CQO md Q (SO-S1)/A Q (S0-S1)/A Q (SO0-s1)IV Q (SO0-s1)IV

Ensaio Recolha (mgCl/l) (mgO2/l) (mgO/l) (mgDOC/m?.h) (mgCQO/m?.h) (mgDOC/m®.h) (mgCQO/m°.h)

4:00 139 272

® 10:00 138 265 262 2,05 4,01 10243,39 20055,55
16:00 138 260
22:00 137 138 250
4:00 136 239

7 10:00 136 227 221 2,06 4,21 10318,55 21045,66
16:00 135 214
22:00 135 136 204
4:00 133 179,

8 10:00 132 170 171 2,08 4,49 10385,00 22473,27
16:00 131 170
22:00 131 132 165
4:00 127 174

9 10:00 126 10 163 2,11 4,60 10541,53 23002,86
16:00 125 126 155
22:00 125 152
4:00 126 159

10 10:00 125 159 163 2,12 4,67 10623,04 23348,25
16:00 125 165
22:00 125 126 169
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Quadro 2 — Fase experimental 3—-1d 1 a2

Dia de Hora de DOC (mgC/l) DOC md CQO CQO md Q (S0-S1)/A Q (SO-S1)/A Q (SO-S1)IV Q (SO-S1)V
Ensaio Recolha (mgC/l) (mgO/l) (mgO/l) (mgDOC/m?.h) (mgCQO/m?.h) (mgDOC/m®.h) (mgCQO/m°.h)

10:00 510 445 1000 800 0,35 1,11 787,79 2456,09
22:00 381 600

10:00 294 254 525 467 1,41 2,95 3133,98 6549,59
22:00 215 409

10:00 175 175 347 339 1,85 3,65 4107,20 8115,35
22:00 175 332

10:00 164 166 240 240 1,90 4,20 4223,87 933316
22:00 167 240

10:00 159 150 212 269 1,99 4,04 4416,67 8974,98
22:00 141 327

10:00 140 137 259 220 2,06 4,31 4571,41 9578,77
22:00 135 182

10:00 129 129 179 189 2,11 4,49 4679,47 9967,65
22:00 128 199

10:00 127 128 172 174 2,11 4,57 4689,30 10151,86
22:00 128 175

10:00 129 128 175 171 2,11 4,58 4685,00 10182,56
22:00 128 167

10:00 127 128 185 172 2,11 4,58 4689,30 10172,33
22:00 128 159
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Quadro 3 — Fase experimental 3—-1d 2 a 3

Dia de Hora de DOC (mgC/l) DOC md CQO CQO md Q (S0-S1)/A Q (SO-S1)/A Q (SO-S1)IV Q (SO-S1)V
Ensaio Recolha (mgC/l) (mgO/l) (mgO/l) (mgDOC/m?.h) (mgCQO/m?.h) (mgDOC/m®.h) (mgCQO/m°.h)

1 10:00 510 435 1000 820 0,41 0,99 690,78 1657,86
22:00 360 640

5 10:00 215 193 574 564 1,75 2,41 2919,68 4021,86
22:00 170 554

3 10:00 175 168 494 474 1,89 2,91 3143,49 4850,79
22:00 161 454

4 10:00 161 159 415 371 1,94 3,48 3232,83 5794,85
22:00 156 327

5 10:00 143 135 245 231 2,07 4,25 3452,50 7084,30
22:00 127 217

6 10:00 126 128 192 183 2,11 4,52 3518,82 7529,47
22:00 129 174

7 10:00 125 127 185 170 2,12 4,59 3527,11 7644,60
22:00 128 155

8 10:00 128 128 200 172 2,11 4,58 3519,28 7629,24
22:00 127 144

9 10:00 126 127 179 170 2,11 4,59 3523,42 7644,60
22:00 128 162

10 10:00 128 128 175 171 2,11 4,58 3518,82 7636,92
22:00 127 167

136



Quadro 4 — Fase experimental 3—1d 3 a 4

Dia de Hora de DOC (mgC/l) DOC md CQO CQO md Q (S0-S1)/A Q (SO-S1)/A Q (SO-S1)IV Q (SO-S1)V
Ensaio Recolha (mgC/l) (mgO/l) (mgO/l) (mgDOC/m?.h) (mgCQO/m?.h) (mgDOC/m®.h) (mgCQO/m°.h)

1 10:00 510 350 1000 656,5 0,88 1,90 980,90 2113,26
22:00 190 312

5 10:00 178 178 524 397 1,83 3,33 2035,80 3704,61
22:00 178 270

3 10:00 175 175 262 261 1,85 4,08 2057,29 4538,66
22:00 175 260

4 10:00 159 154 249 247 1,97 4,16 2183,78 4625,65
22:00 149 245

5 10:00 144 142 242 236 2,03 4,22 2258,99 4692,16
22:00 140 230

6 10:00 136 133 225 221 2,08 4,31 2312,23 4784,27
22:00 130 217

7 10:00 128 128 214 213 2,11 4,35 2344,59 4835,44
22:00 127 212

8 10:00 126 126 212 212 2,12 4,36 2356,53 4840,55
22:00 126 212

9 10:00 126 126 212 210 2,12 4,37 2357,54 4850,79
22:00 126 209

10 10:00 126 126 210 211 2,12 4,36 2357,61 4845,67
22:00 126 212
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Quadro 5 — Fase experimental 3—-1d4 a5

Dia de Hora de DOC (mgC/l) DOC md CQO CQO md Q (S0-S1)/A Q (SO-S1)/A Q (SO-S1)IV Q (SO-S1)V
Ensaio Recolha (mgC/l) (mgO/l) (mgO/l) (mgDOC/m?.h) (mgCQO/m?.h) (mgDOC/m®.h) (mgCQO/m°.h)

1 10:00 510 351 1000 932 0,87 0,38 729,00 314,69
22:00 193 864

5 10:00 188 185 767 674 1,79 1,81 1495,07 1504,36
22:00 182 580

3 10:00 167 165 462 437 1,90 3,11 1587,17 2594,25
22:00 163 412,

4 10:00 157 153 399 389 1,97 3,38 1641,75 2813,00
22:00 149 380

5 10:00 142 139 337 332 2,05 3,69 1707,37 3077,79
22:00 136 327

6 10:00 136 134 299 291 2,08 3,92 1730,17 3265,84
22:00 132 284

7 10:00 131 128 254 239 2,11 4,20 1756,65 3503,77
22:00 126 225

8 10:00 128 126 197 190 2,12 4,48 1766,32 3730,19
22:00 124 184

9 10:00 125 127 177 177 2,12 4,55 1762,63 3791,60
22:00 129 177

10 10:00 127 127 177 177 2,11 4,55 1762,17 3791,60
22:00 127 177
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Quadro 6 — Fase experimental 3—1d5a 6

Dia de Hora de DOC (mgC/l) DOC md CQO CQO md Q (S0-S1)/A Q (SO-S1)/A Q (SO-S1)IV Q (SO-S1)V
Ensaio Recolha (mgC/l) (mgO/l) (mgO/l) (mgDOC/m?.h) (mgCQO/m?.h) (mgDOC/m®.h) (mgCQO/m°.h)

1 10:00 510 309 1000 891 0,89 0,60 403,01 274,22

22:00 189 782
5 10:00 185 727

22:00 180, 182 562 644 1,81 1,97 822,31 893,82
3 10:00 163 429

22:00 160 162 390 409 1,92 3,27 874,07 1484,12
4 10:00 155 367

22:00 150 152 347 357 1,97 3,56 897,43 1616,00
5 10:00 140 320

22:00 133 136 290 305 2,06 3,84 937,86 1745,78
6 10:00 132 274

22:00 132 132 254 264 2,09 4,07 948,62 1850,44
7 10:00 130 250

22:00 125 127 227 239 2,11 4,21 960,05 1913,24
8 10:00 127 197

22:00 124 125 164 180 2,12 4,53 965,20 2059,77
9 10:00 125 174

22:00 126 126 180 177 2,12 4,55 964,32 2068,14
10 10:00 126 174

22:00 126 126 180 177 2,12 4,55 963,57 2068,14
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Quadro 7 — Fase experimental 3 — Ensaio continuo

Dia de Hora de DOC (mgC/l) DOC md CQO CQO md Q (S0-S1)/A Q (SO-S1)/A Q (SO-S1)IV Q (SO-S1)IV
Ensaio Recolha (mgCl/l) (mgO2/l) (mgO2/l) (mgDOC/m?.h) (mgCQO/m?.h) (mgDOC/m?.h) (mgCQO/m®.h)
10:00 510 496 1000 903 0,08 0,54 395,82 2693,94
22:00 481 805
10:00 399 391 600 578 0,66 2,33 1465,06 5188,21
22:00 381, 555
10:00 285 247 463 431 1,45 3,14 2418,18 5241,31
22:00 209 399
10:00 175 171 329 312 1,87 3,80 2080,93 4224,28
22:00 166 295
10:00 160 157 287 270 1,95 4,04 1625,86 3363,24
22:00 153 253
10:00 140 136 249 244 2,07 4,18 939,46 1899,05
22:00 131 239
10:00 127 126 222 221 2,12 4,31 964,20 1958,58
22:00 125 219
10:00 124 126 200 197 2,13 4,44 968,97 2019,24
22:00 124 193
10:00 124 124 185 183 2,13 4,52 969,47 2053,66
22:00 124 180
10:00 124 124 179 179 2,13 4,54 969,98 2062,32
22:00 124 179
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