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Talent is something you make bloom, instinct is
something you polish.
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RESUMO GERAL

O método tradicional de detec¢do da Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) mede
as diferencas nas concentracdes de oxigénio dissolvido (OD) antes e depois de um
periodo de 5 dias de incubacdo, a uma temperatura constante de 20°C. Apesar de
extremamente tradicional e aceito na comunidade cientifica, o método (DBO520)
apresenta grandes dificuldades experimentais, sendo a maior delas o tempo
necessario para obtencéo dos resultados (5 dias), dificultando de forma expressiva o
monitoramento ambiental. A quantificacdo da DBO é de extrema importancia para
muitas empresas, laboratérios de pesquisa e 6rgdos ambientais, que comumente
encontram-se em situagcbes emergenciais (como acidentes ambientais as
degradacfes naturais do ambiente) que requerem tomadas de decisdes operacionais
rapidas e eficazes em busca da diminuicéo de possiveis danos ao ambiente; tornando
necessaria a obtencao de resultados em periodos de tempo menores do que 0s cinco
dias estipulados pela metodologia tradicional. Dessa forma, esta dissertagéo divide-
se em dois capitulos que buscam alternativas para a realizacao da analise, reduzindo
o tempo estipulado para completar o experimento. O primeiro capitulo revisa trabalhos
ciéntificos das mais diversas areas de ensino que foram desenvolvidos buscando a
reducdo do tempo de analise. Ap0s uma extensa revisao bibliogréfica, observou-se
um aumento constante no desenvolvimento de métodos e tecnologias sustentaveis
para estimar a DBO. As diversas metodologias e tecnologias disponiveis, como 0s
biosenssores, ja fornecem alternativas para reduzir o tempo de analise e realizar o
monitoramento ambiental em tempo real ou reduzido, acrescentando vantagens
exclusivas aos novos métodos. A partir do segundo capitulo desenvolve-se um
experimento que avalia diferentes cenarios para a utilizagdo do método, considerando
a elevacao da temperatura de acordo com a localizacdo geografica de realizacdo do
teste, reduzindo o periodo de incubacdo das amostras. Dessa forma, o trabalho
estudou o efeito da temperatura no tempo de determinacdo da DBO, de acordo com
as condicbes climaticas de paises tropicais, nos quais o Brasil insere-se. Os
resultados demonstraram que o aumento da temperatura diminui o periodo de
incubacdo para 3 dias e produz resultados semelhantes aos da metodologia
tradicional para rios e riachos (p=0,941; f=0,07). De forma extremamente simples e
concisa corrobora-se que o aumento de temperatura pode ser aplicado para a
realizacdo do método em ambientes tropicais, sem comprometimento dos dados.
Dessa forma demonstra-se que tudo o que foi estudado, incluindo a alteracao de
temperaturas, a criacdo de biossensores e o0 desenvolvimento de tecnologias
sustentaveis aplicadas exclusivamente ao método, geraram respostas extremamente
positivas. A reducdo do tempo de andlise torna possivel qualificar corpos d’agua e
estacdes de tratamento de forma mais fiel e precisa, além de fornecer dados mais
frequentes, facilitando o monitoramento ambiental e fornecendo beneficios
incalculaveis ao meio ambiente e a todos os consumidores da extensa cadeia que
depende de recursos hidricos de qualidade.

Palavras-chave: DBO; Temperatura; Qualidade de Agua; Interdisciplinaridade.



ABSTRACT

The traditional Biochemical Oxygen Demand (BOD) detection method measures
differences in dissolved oxygen (DO) concentrations before and after a 5-day
incubation period at a constant temperature of 20°C. Despite of being extremely
traditional and accepted in the scientific community, the method (DBO520) presents
larges experimental difficulties being the biggest of them the time needed to obtain the
results (5 days), significantly hindering environmental monitoring. The quantification of
BOD is extremely important for many companies, research laboratories and
environmental agencies, which commonly find themselves in emergency situations
(such as environmental accidents or natural degradations of the environment) that
require quick and effective operational decision-making in search of reduction of
possible damage to the environment; making it necessary to obtain results in shorter
periods of time than the five days stipulated by the traditional method. Thus, this
dissertation is divided into two chapters that seek alternatives for carrying out the
analysis, reducing the time stipulated to complete the experiment. The first chapter
reviews scientific works from the most diverse areas of education that were developed
in order to reduce the analysis time. After an extensive literature review, there has
been a steady increase in the development of sustainable methods and technologies
to estimate BOD. The various methodologies and technologies available, like the
biosensors, already provide alternatives to reduce analysis time and perform
environmental monitoring in real or reduced time, adding unique advantages to the
new methods. From the second chapter on, an experiment is developed to evaluate
different scenarios for using the method, considering the temperature rise, according
to the geographic location of the test, reducing the incubation period of the samples.
Therefore, the work studies the effect of temperature on the time needed to determine
BOD, according to the climatic conditions of tropical countries, in which Brazil is
located. The results show that increasing the temperature decreases the incubation
period for 3 days, producing similar results to traditional methodology for rivers and
streams (p=0,941; f=0,07). In a simple and concise way, it is corroborated that the
temperature increase can be applied to perform the method in tropical environments,
without compromising the data. Thus, it is shown that all that was studied, including
the temperature change, the creation of biosensors and the development of
sustainable technologies applied exclusively to the method, generated extremely
positive responses. The reduction in analysis time enables the qualification of water
bodies and treatment stations with more accurately and precisely, in addition to
providing more frequent data, facilitating the environmental monitoring and providing
incalculable benefits to the environment and all consumers in the extensive chain that
depends on quality water resources.

Keywords: BOD; Temperature; Water Quality; Interdisciplinarity.
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INTRODUCAO GERAL

Dentre todos os atuais problemas da humanidade esperando por solucdes, a
crescente demanda por agua limpa e de qualidade tornou-se um dos temas em
discussao de extrema urgéncia.

De acordo com o CEBDS (2020), 83% dos brasileiros tém acesso a agua potavel,
mas nédo de forma regular. O relatorio mostra que o sistema de coleta e tratamento de
esgoto é um dos mais carentes, atendendo somente 46% da populacdo. De acordo
com Oliveira et al. (2015), a rede de tratamento de esgoto insuficiente aumenta os
riscos de transmisséo de diversas enfermidades.

Para gerir uma estacdo de tratamento de agua e de esgoto ndo € necessario
somente dinheiro. O Brasil precisa de mao de obra especializada, mais investimentos
em pesquisas e a revisdo constante de legisla¢cdes, aumentando os indices de
fiscalizacdo. Porém, toda essa caréncia tém levado nossos recursos hidricos a uma
constante perda de qualidade.

No mundo, existem diversos parametros-chave responsaveis por demonstrar de
forma pratica e objetiva a qualidade ambiental e sanitaria de um sistema. A Demanda
Bioquimica de Oxigénio (DBO) é uma delas, sendo uma medida indireta da carga
organica de sistemas aquaticos, considerada como um dos parametros principais da
CONAMA 357 (2005), que “dispde sobre a classificacdo dos corpos de agua e
diretrizes ambientais para o seu enquadramento, bem como estabelece as condi¢des
e padroes de langamento de efluentes [...]".

Comumente, utilizam-se as concentracdes de oxigénio dissolvido para se
estimar o material organico degradado por microrganismos aerébicos, como parte de
seus processos metabdlicos essenciais em um certo periodo (PND, 2015; EATON,
2017). Quanto mais elevadas as concentracfes de material organico, menores 0s
valores de oxigénio disponiveis no meio, levando a perda de biodiversidade e a
degradacdo de ambientes aquaticos (FERREIRA et al., 2017), prejudicando 0s usos
primordiais da agua. Grande parte da deterioracdo de sistemas de agua doce é
decorrente de fontes antropogénicas e as taxas de material organico flutuam devido a
efluentes de residuos domeésticos, industriais e agropecuarios (VIGIAK et al., 2019).

A DBO é um parametro utilizado como indicador do grau de poluicdo organica
na agua, refletindo possiveis concentracdes de poluentes organicos biodegradaveis

(SAWYER et al., 2003). Sendo assim, a tomada de decisdo perante os provaveis
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efeitos negativos causados ao meio ambiente & extremamente necesséria. Muitas
empresas e 6rgaos ambientais usualmente encontram-se em situacdes emergenciais
que requerem tomadas de decisdes operacionais rapidas e eficazes, tornando
necessaria a quantificacdo da demanda bioquimica de oxigénio em periodos menores
do que os cinco dias estipulados pela metodologia tradicional.

Do ponto de vista de alguns pesquisadores, existem grandes entraves na
metodologia. A falta de uniformizacdo de comunidades bacterianas, as temperaturas
gue ndo se ajustam a diferentes ambientes e o proprio tempo de analise podem
acarretar limitacoes, fornecendo variagdes significativas nos resultados (GUYARD,
2010).

Dessa forma, de acordo com o classico trabalho de Van't Hoff e Arrhenius (1915)
sobre reacdes quimicas, 0 aumento da temperatura resulta no aumento da velocidade
das reacdes. Consequentemente, aplicando esta teoria aos processos bioldgicos, o
aumento da temperatura promoveria 0 aumento da atividade enzimética dos
microrganismos autoctones, aumentando exponencialmente as taxas de crescimento
e de consumo do oxigénio, reduzindo o tempo final da reacao.

O oxigénio € um dos gases dissolvidos em &gua mais importantes, por
apresentar um papel fundamental nos processos respiratorios de diversos organismos
(TUNDISI, 2008), mantendo todos os processos metabdlicos necessarios para o pleno
desenvolvimento dos organismos estabilizados (NOBREGA, 2014). As baixas
concentracfes dessa substancia decorrentes de fontes difusas e pontuais de poluicao
podem levar a perda de biodiversidade e a degradacdo de ambientes aquaticos
(FERREIRA et al., 2017), afetando ndo somente o0 meio ambiente, mas a sociedade
dependente dos diversos usos da agua como um todo.

Ao esmiucar o0 método e criar alternativas para otimiza-lo, soluciona-se
problemas relacionados principalmente ao diagnéstico da qualidade da &agua,
facilitando e encurtando o tempo necessario para a tomada de decisédo. Ao encurtar o
tempo, mitigar os possiveis problemas relacionados torna-se menos custoso, tanto
para empresas, como para os futuros consumidores de agua, de forma a diminuir
possiveis impactos ambientais e socioeconémicos.

A dissertacao divide-se em dois capitulos que buscam alternativas aplicaveis
para a realizacdo da DBO, reduzindo o tempo necessario para completar o
experimento. O primeiro, aponta trabalhos ciéntificos das mais diversas areas de

ensino que foram desenvolvidos baseados na premissa da reducdo do tempo de
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andlise, com a conseguinte proposta de métodos sustentaveis, baratos e com baixa
necessidade de manuten¢édo, como 0s biossensores especificos para DBO.

No segundo capitulo sdo avaliados diferentes cenarios para a utilizacdo do
meétodo, considerando a elevacdo da temperatura de acordo com a localizagéo
geografica, a estacdo do ano e o clima base da regido, reduzindo o periodo de
incubacdo das aliquotas. Dessa forma, este estudo busca estudar o efeito da
temperatura no tempo de determinacdo da Demanda Bioquimica de Oxigénio, de

acordo com as condicdes climaticas de paises tropicais.
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CAPITULO 1

Preparado e publicado de acordo com as normas da Revista Ibero-Americana de Ciéncias
Ambientais - ISSN 2179-6858.

Aspectos Historicos da Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) e métodos alternativos com

reducdo no tempo de andlise.

RESUMO: No método tradicional de detec¢do da Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) mede-se a
diferenca na concentragdo de oxigénio dissolvido (OD) antes e depois de um periodo de 5 dias de
incubacdo a uma temperatura constante de 20°C. O método é consideravelmente demorado e nao
permite tomada de decisOes rapidas na remediacdo de possiveis eventos ambientais em um curto
periodo de tempo. Esta revisdo aponta trabalhos das mais diversas areas de ensino que foram
desenvolvidos baseados na premissa da reducdo do tempo de andlise com a proposta de apresentar
métodos sustentaveis, baratos e com baixa necessidade de manutencdo. Essa novas iniciativas podem
contribuir na busca por métodos inovadores e biossustentdveis, como os atuais biossensores. A
constante busca por melhorias do método envolvendo a colaboracdo de varios pesquisadores com
areas de atuacdo completamente diferentes, com contribuicGes extremamente importantes para um
objetivo comum, demonstram na prdtica a importancia da interdisciplinaridade na pesquisa
académica. Para a DBO, a busca por fontes acerca de novos métodos, tecnologias sustentdveis e de
facil aplicabilidade foi elevada. As diversas metodologias disponiveis fornecem alternativas para a
reducdo do tempo de analise e para o monitoramento ambiental em tempo real ou reduzido.

Palavras-chave: DBO; Interdisciplinaridade; Biossensores; Sustentabilidade, Tratamento de Agua.

Historical and Methodological Aspects of Biochemical Oxygen Demand (BOD) and alternative

methods with reduced analysis time.

ABSTRACT: In the traditional method of detecting Biochemical Oxygen Demand (BOD), the difference
in the concentration of dissolved oxygen (DO) is measured before and after a period of 5 days of
incubation at a constant temperature of 20°C. The method is considerably time-consuming and does
not allow making quick decisions on remediation of possible environmental events in a short period of
time. This review shows works from various areas of teaching that have been developed based on the
premise of reducing the analysis time with the proposal to provide sustainable methods, inexpensive
and with low maintenance. These new initiatives can contribute to the search for innovative and
biosustainable methods, such as the current biosensors. The constant search for improvements in the
method involving the collaboration of several researchers with completely different areas of expertise,
with extremely important contributions to a common goal, demonstrate in practice the importance of
interdisciplinarity in academic research. For the BOD, the search for sources about new methods,
sustainable technologies and easily applied was high. The various methods available provide
alternatives to reduce the analysis time and for environmental monitoring in real-time or reduced.

Keywords: BOD; Interdisciplinarity; Biosensors; Sustainability, Water Treatment.
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INTRODUGAO

Existem diversos parametros-chave responsdveis por demonstrar de forma pratica e objetiva
a qualidade de um sistema. A Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) é uma delas, tratando-se de
uma medida indireta da carga organica de sistemas aquaticos, considerada como um dos pardametros
principais da legislacdo vigente brasileira, a Resolugdo n. 357 - CONAMA (2005).

A DBO utiliza as concentracdes de oxigénio dissolvido para estimar o material organico
degradado por microrganismos aerdbicos, como parte de seus processos metabdlicos essenciais em
um certo periodo (PND, 2015; EATON, 2017). A analise indica a quantidade de compostos organicos
biodegradaveis presentes na d4gua, sendo utilizada principalmente para quantificar o grau de
contaminacdo organica presente em sistemas hidricos e esta¢des de tratamentos (DI LOREZO, 2016).
Quanto mais elevadas as concentracbes de material organico, menores os valores de oxigénio
disponiveis ao meio, levando a perda de biodiversidade e a degradacdo de ambientes aqudticos
(FERREIRA et al., 2017), prejudicando os usos primordiais da dgua.

De acordo com Guo e Liu (2020), a técnica é demorada, deixando de exibir resultados em
tempo real. Muitas empresas e drgdos ambientais frequentemente encontram-se em situacdes
emergenciais que requerem tomadas de decisdes operacionais rapidas e eficazes, tornando necessaria
a quantificacdo da Demanda Bioquimica de Oxigénio em periodos menores que os cinco dias
estipulados pela metodologia tradicional (ISO 5815-1: 2019).

Em situagBes praticas, a estimativa da DBO com feedbacks rdpidos é extremamente
importante para gerenciar estagdes de tratamento (GUO et al., 2021) e evitar possiveis contaminagdes
ambientais. Durante anos, pesquisadores buscaram encontrar diferentes possibilidades para a
realizacdo do método em periodos reduzidos, aumentando a frequéncia de analises e evitando o uso
de compostos insustentaveis ao ambiente. Solu¢des abrangentes foram encontradas em conceitos
interdisciplinares que, de acordo com Moraes (2005), foram introduzidos na pesquisa cientifica em
meados da década de 90. A autora ressalta que a interdisciplinaridade permite tratar de forma
conjunta assuntos comuns as diversas areas de conhecimento, “mediante o estudo de temas comuns,
estabelece-se um didlogo entre disciplinas, embora sempre considerando a especificidade de cada
area.” (MORAES, 2005, pp. 38-54).

Dessa forma, este artigo revisao comenta a histéria por tras do desenvolvimento desta antiga
metodologia e levanta diversas possibilidades para a realizacdo da andlise em periodos de tempo

reduzido, introduzindo e comentando métodos que foram trabalhados de forma interdisciplinar.
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Aspectos Histéricos da Demanda Bioquimica de Oxigénio

O rio Tamisa, o mais longo da Inglaterra, percorre um total de 346 km desde as colinas de
Costwold até sua foz, no estudrio do Mar do Norte. Ao longo dos séculos o rio fora cercado pela Grande
Londres, evoluindo com grandes ocupacdes espaciais de forma densa e desordenada (OLIVEIRA, 2015).

A combinacdo de grandes aglomeracdes, formas de uso do solo e infraestruturas precdrias
levaram a um declinio acentuado da qualidade da agua desse rio e seus afluentes, agravando a situacao
precdria da saude publica (OLIVEIRA, 2015).

Em 1898, a Comissdo Real do Reino Unido elaborou uma série de relatérios sobre a situacao
sanitaria do pais, contudo, diagndsticos, propostas de acdo de longo prazo e a regulacdo do
lancamento de efluentes industriais e domésticos deu-se somente entre 1951 e 1964 (OLIVEIRA, 2015;
ATTRILL, 1998).

Os relatérios e estudos acarretaram efeitos positivos na qualidade da dgua, com uma série de
altos e baixos ao passar dos anos (OLIVEIRA, 2015), porém a continuidade dos estudos levou ao
surgimento de métodos classicos de pesquisa, como a Demanda Bioquimica de Oxigénio. Em 1909,
pesquisadores concluiram que o periodo de autodepuracdo de corpos d’dgua e efluentes
completavam-se em um prazo médio de cinco dias, em um ambiente com uma temperatura média de
202 C. O valor encontrado a 202 C e o tempo expresso em dias foi determinado por Phelps (1909), pela
reacdo do azul de metileno para o esgoto de Boston e, posteriormente, pela determinagdo indireta da
demanda bioquimica de oxigénio do esgoto de Washington. Resultados similares também foram
computados com os resultados obtidos por Lederer (1914), em Chicago, na comparag¢ado dos métodos
de diluicdo e incubagdo de salitros, usando azul de metileno.

Dessa forma, a DBO foi selecionada como um indicador concreto de polui¢do organica. Ao
longo das décadas diversas metodologias foram descritas e replicadas em inimeros livros e normas,

seguindo o padrdo proposto pela Comissdo Real no inicio do século XX.

METODOLOGIA

Atualmente, a DBO é determinada pelo método descrito nas Normas Internacionais 1ISO 5815-
1: 2019. O valor encontrado é expresso em miligramas de oxigénio consumido por litro de amostra
durante cinco dias de incubacao a 20 2C.

Primordialmente, o processo é governado pelas popula¢des de microrganismos e pela
temperatura (SABESP, 1997), sendo a temperatura uma caracteristica fisica que afeta todos os

processos metabdlicos dos microrganismos (PRICE e SOWERS, 2004). O grande nimero de substancias
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nocivas encontradas no ambiente (de origem natural e antropogénica, organicas e inorganicas),
moveram pesquisadores na busca por alternativas mais rapidas e eficazes para avaliar a qualidade dos
ambientes naturais e artificiais, como estacdes de tratamento de efluentes.

A base de dados utilizada para a realizacao desta revisao foi o Science Direct. Ao todo cinco
palavras-chaves nortearam a busca: Biochemical oxygen demand; Assessment methods; Biosensor;
Microbial fuel cell biosensors; Water Treatment. Além disso, em posse dos artigos disponibilizados pela
plataforma, observou-se os estudos citados e correlacionados. Apds prévia leitura, foram escolhidos
estudos que prezassem pelo critério de busca pela reducao do tempo de analise.

Os métodos escolhidos para contextualizagdo variam entre dois principais critérios: o oxigénio
consumido e a atividade celular de diferentes microrganismos.

Além disso, todos os estudos citados se baseiam no principio de obter resultados rapidamente,
melhorando o potencial do monitoramento ambiental ao elevar a frequéncia de analises.

(JOUANNEAU, 2014)

Biossensores

Os biossensores sdo dispositivos utilizados para aferir de forma quantitativa ou qualitativa
alvos de interesse, empregando elementos de reconhecimento bioldgico alocados com um sistema de
transducdo (ANTONACCI e SCOGNAMIGLIO, 2020). Todo biossensor é composto por trés
componentes: o elemento bioldgico imobilizado, responsavel por detectar diferentes compostos e
gerar um sinal de resposta; o sinal gerado pelo elemento bioldgico é transformado em uma resposta
detectavel pelo segundo componente: o transdutor; o terceiro componente é o detector que amplifica
e processa os sinais antes de exibi-los (PARKHEY e MOHAN, 2019).

Essa técnica é excessivamente atrativa por unir dreas interdisciplinares, para qual os limites
nitidos ndo podem ser facilmente mensurados (COULET, 1991). Com o passar dos anos, inUmeros
biossensores foram desenvolvidos para auxiliar na deteccao de metais pesados, tdxicos organicos,
téxicos inorganicos e microrganismos patogénicos (EJEIAN et al., 2018).

A partir da década de setenta foram desenvolvidos detectores extremamente sensiveis as
substancias organicas e inorganicas (KARUBE et al., 1977a, b.; HIKUMA et al., 1979; HIKUMA e YASUDA,
1988; KULYS e KADZIAUSKIENE, 1980; RIEDEL e COLS, 1988, STRAND e CARLSON, 1984, KIM e KWON,
1999, LEHMANN et al., 1999), cujos sensores estimam a DBO com bactérias imobilizadas em contato
direto com o eletrodo de medida.

Diferentes modos de imobilizagdo de microrganismos nos sensores foram utilizados, porém,

poucos preconizavam materiais inertes e estdveis no meio ambiente. As mudangas comegaram a partir
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da utilizacdo de hidrogéis biodegradaveis como forma de imobilizar os microrganismos. Hidrogéis de
alginato (KUMLANGHAN et al., 2008) e agarose (RAUD et al., 2012; RAUD e KIKAS, 2013) sdo de facil
manuseio, mas insuficientes quanto a estabilidade mecanica (CHAN et al., 1999). O solegel (KWOK et
al., 2005; LIU et al., 2009; LIU et al., 2011) é um polimero mais complexo, porém mais resistente
mecanicamente, descrito como quimicamente e fotoquimicamente inerte, além de termicamente
estdvel. Segundo os autores, por meio dessas técnicas consegue-se estimar a DBO em até 90 minutos.
Estes resultados comparados ao método atualmente utilizado acrescentam um avango significativo
guanto a agilidade do teste. Ao comprovar sua eficiéncia e demonstrar reducdo de custos, atrai-se o
interesse de implantacao de tecnologias semelhantes no mercado.

Suportes sdlidos também sdo considerados como uma opg¢do sustentavel para imobilizar
microrganismos, a partir da adsorcdo das células a esses componentes. Fibras de vidro e nailon foram
utilizadas por Arlyapov et al. (2012); Rastogi et al. (2003a); Rastogi et al. (2003b). Compostos sélidos
podem ser uma alternativa sustentdvel para a imobilizagdo de microrganismos e a prévia
determinacdo da DBO (em até 22 minutos), ao utilizarem matéria prima proveniente da reciclagem
para o desenvolvimento do material. Além disso, os préprios custos de produgdo podem diminuir
significativamente, acrescentando ainda mais vantagens ao processo.

Por fim, o sistema desenvolvido por Liu et al. (2012) é baseado em um biofilme microbiano
cultivado na superficie interna de um simples tubo de vidro. O principio difere, uma vez que os
microrganismos ndo entram em contato direto com a sonda de oxigénio. A aliquota circula em fluxo
continuo dentro do tubo de vidro e o consumo de oxigénio é medido na saida do tubo, que contém o
biofilme microbiano, reduzindo o tempo de andlise para no maximo 8 minutos. Esta nova técnica, além
de fornecer uma redugdo significativa no tempo de andlise, trabalha com processos de simples
desenvolvimento em laboratdrio, levando a uma diminuicdo de custos e aumentando o potencial de
implanta¢do no mercado.

Contudo, segundo Jouanneau (2014), em mais de 30% dos estudos citados, os resultados sdo
irrelevantes para o monitoramento ambiental por ndo apresentarem dados validados. O autor
continua e comenta que em 60% dos casos, os biossensores utilizam apenas uma cepa microbiana,
contrariando o método de referéncia (sementes com combinag¢des de cepas microbianas para estimar
a DBO de aliquotas com altas concentragées de material organico). Além de todos esses pequenos
entraves nas pesquisas, a estabilidade operacional é baixa e a faixa de medi¢dao ndo consegue englobar
grandes concentraces de material organico (MODIN e WILEN, 2012).

Apesar dos primeiros estudos ndo fornecerem resultados excelentes, a forma interdisciplinar
de trabalho e os resultados preliminares podem ser considerados como um grande avang¢o para a

pesquisa académica. Ao unir pesquisadores das mais diversas dreas de ensino, o trabalho torna-se mais
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diverso e completo. Todos os resultados contribuem de forma significativa para o desenvolvimento de

novas tecnologias, de forma ilimitada.

Biossensores Bioluminescentes

As técnicas rdpidas, econdmicas, simples e em tempo real para o monitoramento de ambientes
impactados sdo possiveis gracas aos métodos de deteccdo de luminescéncia, fluorescéncia,
fosforescéncia e quimioluminescéncia. A fluorescéncia tém sido amplamente utilizada ao longo dos
anos na realizagdo de analises ambientais em tempo real. (WANG et al., 2009)

De acordo com Valeur (2002), a fluorescéncia ocorre quando radiacdo eletromagnética incide
em uma molécula. Segundo o autor, ao absorver um fdton, determinada molécula é levada a um
estado de excitacdo eletronica, transitando um elétron de seu estado fundamental para um orbital
nao ocupado. Essa molécula pode voltar ao seu estado fundamental com a emissao de fluorescéncia,
ou seja, ao emitir fétons.

Os olhos humanos sé conseguem detectar a luz visivel, em um comprimento de onda entre
700 nm e 400 nm, porém, formas de radiagcdo como a ultravioleta (abaixo dos 400 nm) também sdo
emitidas por diferentes substancias (ATKINS e JONES, 2012). Polimeros, superficies sélidas, solucdes
surfactantes, membranas bioldgicas, proteinas, acidos nucleicos e células vivas sdo atualmente
utilizadas como sondas e parametros para a investigacdo de sistemas fisico-quimicos, bioquimicos e
bioldgicos (VALEUR, 2002). As técnicas sao de alta sensibilidade, ampla faixa de medicao, rapidez e
facilidade (WANG et al., 2009).

No campo da Limnologia e da Qualidade de Agua diversas analises ja foram aprimoradas gracas
as técnicas de fluorescéncia (WANG, 2009). A sensibilidade, seletividade e robustez requeridas para os
bioensaios levaram ao desenvolvimento de consércios de microrganismos isolados, geneticamente
modificados, testados e desenvolvidos especificamente para atender as necessidades de condigdes
adversas (GIROTTI et al., 2009).

Partindo desses principios, a década de noventa originaram estudos com microrganismos
bioluminescentes na busca por atalhos para a detec¢do da DBO. Com a utilizacdo de bactérias marinhas
com luminescéncia natural (Photobacterium phosphoreum) imobilizados em diferentes substratos,
Hyun et al. (1993) criaram um biossensor de alta sensibilidade, obtendo resultados em torno de 15
minutos. Segundo Lei, Chen e Mulchandani (2006), é uma técnica com alta sensibilidade porque
permite detectar concentra¢cdes muito baixas do analito de interesse, devido aos principios
instrumentais envolvidos: a intensidade da emissdo de fluorescéncia é diretamente proporcional a

concentragao.
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Nos anos dois mil, Sakaguchi et al. (2003, 2007) desenvolveram novos sistemas de
deteccdo/medicdo rapida de DBO utilizando biossensores baseados em recombinantes luminescentes
de células de Escherichia coli, com posterior introducdo dos genes lux A-E da Vibrio fischeri (sob o
controle do promotor tac, plasmideo p22luxk). De acordo com os autores, a DBO é estimada pela
intensidade de emissao da bioluminescéncia, sendo esta correlacionada com a energia produzida pela
utilizacdo de uma fonte de carbono em condicdes aerdbicas. Por esse método pode estimar-se a DBO
em 2 horas. Além disso, destacaram que se as técnicas aplicadas em seu estudo passassem por
processos de micro fabricacao, imobilizando e agrupando células em areas especificas de uma placa
para a deteccdo da DBO, seria possivel miniaturizar o sistema e torna-lo portatil. Dessa forma, a
aplicacdo do método poderia ocorrer em tempo real e no campo, aumentando a praticidade do
processo (SAKAGUCHI et al., 2003).

A Photobacterium phosphoreum (consdrcio naturalmente bioluminescente) foi utilizada para
desenvolvimento de um método com os mesmos principios do anterior, apresentando resultados mais
robustos (SAKAGUCHI et al., 2007). O tempo de resposta para a deteccdo da DBO foi reduzido em mais
de 80%, atingindo 25 minutos. O sistema ndo é de alto custo e pode ser facilmente utilizado no campo
e em locais de tratamento de dguas residuais, além de detectar as mais diferentes concentracoes.
Segundo os autores, o sistema poderia ser uma poderosa ferramenta para monitorar compostos
especificos ao utilizar um gene promotor e genes recombinantes de consércios luminescentes.

Além dos estudos citados, Kwok et al., (2005) voltaram a trabalhar com o principio de
microrganismos bioluminescentes para estimar a DBO. Os autores criaram um sensor microbiano em
miniatura especialmente para estimar as concentra¢gdes da DBO em dguas residuais. Com uma cultura
de microrganismos capazes de assimilar um amplo espectro de poluentes organicos, apds sua
imobilizacdo na ponta de um sensor sensivel ao oxigénio, foi possivel estimar as concentracdes em 20
minutos. As correlagcdes com o método tradicional sdo altas, acima de 0,9, demonstrando a efetividade
do pequeno “atalho”.

No decorrer do tempo, os grandes avancos descritos por Sakaguchi et al. (2007) e Kwok et al.
(2005) nao foram replicados em campo e em laboratdrio. Na maioria dos estudos a bioluminescéncia
foi abordada como um método viavel para avaliagdo de microrganismos patogénicos e substdncias
téxicas em corpos d’dgua, principalmente relacionadas ao controle de efluentes e a eficiéncia das
esta¢Oes de tratamento (AXELROD et al., 2016; PHILP et al., 2003).

Contudo, para a DBO, uma das analises criticas chave tratando-se do diagndstico da qualidade
de agua, o processo de implementagdao de novos métodos tem se mostrado lento e conturbado.
Segundo Ejeian et al., (2018) as espécies de Photobacterium phosphoreum e Vibrio fischeri ja sdo
utilizadas e comercializados em consdrcios para a detec¢do de componentes tdxicos. Porém, os

sensores desenvolvidos especificamente para DBO com as mesmas espécies ainda nao foram
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amplamente disseminados. De acordo com Ql et al., (2021), essas espécies apresentam limitacGes
significantes, embora possam ser cultivadas e enriquecidas em grandes quantidades, elas ndo
apresentam a capacidade de utilizacdo de diferentes tipos de matéria organica, necessitando de

compostos especificos em suas vias metabdlicas.

Células de combustivel microbiano

As células de combustivel microbiano ou microbial fuel cells (MFCs) sdo baseadas na
capacidade de oxidacdo que uma gama de microrganismos apresenta naturalmente (MODIN e WILEN,
2012).

“A célula de combustivel microbiana é um dispositivo eletroquimico no qual um
substrato é oxidado no compartimento anddico por bactérias que utilizam os
elétrons, provenientes da oxidagdo no seu metabolismo e em seguida o transferem
para o anodo. Os elétrons gerados movem-se através de um condutor externo até o
catodo onde ocorre redugdo do composto presente no compartimento catddico,

geralmente oxigénio, gerando corrente elétrica.” (LEHNEN, 2014, p. 3) (FIGURA 1).

De acordo com lJiang et al., (2018) os MFCs utilizam microrganismos como sondas, onde a
presenga de um composto ou uma mudanga nos niveis dos analitos de interesse afeta os processos de
transferéncia de elétrons dos microrganismos, criando uma corrente elétrica. Esse fluxo de elétrons
gera uma corrente proporcional a atividade de biodegradagdo microbiana, permitindo que a Demanda
Bioquimica de Oxigénio seja estimada (JOUANNEAU, 2014).

Os MFCs foram desenvolvidos especialmente para fornecer energia extra aos microrganismos,
porém suas vantagens como biossensores de DBO incluem o tempo de analise mais curto, o intervalo

de andlise mais amplo e uma manutengdo de baixo custo. (PARKHEY e MOHAN, 2019).
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Figura 1. Esquema produzido com base no esquema desenvolvido por (PARKHEY e MOHAN, 2019), detalhando

o funcionamento de um biossensor MFC comparado a um biossensor tradicional.

Esse método foi testado e aplicado por diversos autores no comeco dos anos dois mil (GRZEBYK
e POZNIAK, 2005; RABAEY e VERSTRAETE, 2005; KIM et al., 2003; CHANG et al., 2004, 2005; JANG et
al., 2004; KUMLANGHAN et al., 2007; DI LORENZO et al., 2009; MOON et al., 2004; PEIXOTO et al.,
2011; MIN e ANGELIDAKI, 2008), porém, poucos foram aplicados em ambientes reais, trabalhando-se
somente com padrdes de laboratério. Em campo, a variabilidade natural das aliquotas deve ser
considerada, e, ao trabalhar somente com padrdes conhecidos, a aplicabilidade do futuro sensor é
comprometida. Além disso, segundo Di Lorenzo (2016), para os primeiros MFCs reportados usavam-
se mediadores com problemas de consisténcia e possivel toxicidade. Sendo assim, considerados
inadequados para aplicagdes ambientais.

Kim et al. (2003) produziram um MFC sem mediadores e verificaram uma 6tima correlagdo
com o método tradicional DBO5 (ISO 5815-1: 2019) (r?=0,999). Os testes foram realizados em apenas
trés amostras de agua residual, porém os autores relataram a primeira validagdo em campo de um
sensor MFC, demonstrando sua aplicagao pratica pela primeira vez. O sensor foi operado por um
periodo de 1 ano com altissima precisao e boa estabilidade. Apesar de trabalharem com um n amostral
pequeno, focaram na aplica¢do pratica e na reprodutibilidade dos resultados, conseguindo progressos

animadores.
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Segundo Modin e Wilén (2012), os sensores desenvolvidos permitem estimar a DBO em tempo
reduzido, no entanto, ndo possibilitam estimar-se com precisdo cargas organicas elevadas. Sendo
assim, estes sensores tornam-se deficientes ao serem aplicados nos mais diversos meios, como
efluentes e afluentes contaminados. Para solucionar esse problema, seguindo os mesmos principios
aplicados nos procedimentos anteriores, os autores Modin e Wilén (2012) adicionaram pequenas
mudancas aos seus experimentos: uma voltagem externa ao biossensor e um substrato de acetato,
aumentando a capacidade e a taxa de oxidacdo bioldgica dos microrganismos. Verificaram um tempo
de resposta entre 5 e 20 horas, mais longo que para a maioria dos biossensores propostos, tempo
consideravel se comparado com as demais propostas. Porém, o diferencial do proposto por esses
autores é a ampla faixa de medicdo das concentracdes de DBO. Com a adicdo de maiores
concentragdes de substrato de acetato, o tempo até a oxida¢do total aumenta (20h), mas compensa
ao permitir aferir altas concentracBes de carga organica, variando de 32 a 1280 mg/L.

Atualmente, a gama de MFCs propostos para estimar a DBO é extensa (PARKHEY e MOHAN,
2019). Os pesquisadores conseguiram validar seus resultados em campo, fornecendo dados mais
robustos e confidveis.

Testes de campo e de laboratério sugerem que esses sensores sdo promissores para substituir
a metodologia tradicional, pois oferecem aferi¢es rapidas e on-line (JIANG et al., 2018), traduzindo as
mudancas na concentracdo de matéria organica instantaneamente em sinais elétricos (KIM, et al.,
2003).

Além disso, colocar os MFCs em condi¢des de hibernagdo é um método de manutengao
simples e conveniente, que ndo afeta os resultados da DBO e prolonga a durabilidade do sensor (GUO
et al., 2021). Como os biossensores de MFCs ja requerem menos manuteng¢do, comparado a outros

biossensores comuns, isso se traduz em ganho para preservacdo do meio ambiente.

Novas tecnologias

Os primeiros biossensores desenvolvidos datam da década de 70 (KARUBE et al., 19773, b.;
HIKUMA et al., 1979). A técnica é popular e amplamente utilizada pela comunidade cientifica para
qualificar ambientes aquaticos naturais e efluentes (EJEIAN et al., 2018), mas sensores exclusivos para
analise de DBO sdo escassos no mercado.

O primeiro biossensor de DBO comercializado foi lancado pela Nisshin Denki (Electric) Co. Ltd.
em 1983 (IRANPOUR et al., 1997). Atualmente, no mercado a tecnologia de MFCs foi apresentado pela
Korbi Co., Ltd. (JOUANNEAU et al., 2014). Recentemente, um biossensor baseado em MFCs sem

mediadores foi desenvolvido para monitorar material organico biodegradavel em daguas residuais,
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apresentando grande potencial para futuramente ser usado como um biossensor comercial para aferir
a DBO (ANAM et al., 2017).

Existem varios biossensores no mercado baseados em técnicas fluorescentes (EJEIAN et al.,
2018) e, apesar dos biossensores bioluminescentes citados especificamente para a DBO (SAKAGUCHI
et al., 2003, 2007; KWOK et al., 2005) apresentarem um tempo de resposta excelente, desvantagens
ainda sdo constatadas. As espécies disponiveis apresentam limitacdes metabdlicas significantes, nao
formam biofilmes e ndo sdo capazes de fornecer um monitoramento online, em tempo real (Ql et al.,
2021).

Para suprir essas desvantagens, os pesquisadores entregaram uma nova tecnologia baseada
em MFCs (células de combustivel microbiano) (GUO e LIU, 2020; Ql et al., 2021; GAO et al., 2020). Em
um biossensor, bactérias eletroativas (EAB) fixadas no compartimento do anodo sdo capazes de oxidar
matéria organica, liberando elétrons, transferindo-os para o anodo e, posteriormente, para o catodo
através do circuito MFC (GUO e LIU, 2020). A transferéncia de elétrons no circuito pode produzir sinais
elétricos que serdo coletados com registradores de dados e convertidos em concentracdo de matéria
organica (GUO e LIU, 2020; Ql et al., 2021).

De acordo com Ql et al (2021), esses biossensores usam células inteiras como parte do sensor.
Apesar da tecnologia ser baseada em principios semelhantes aos MFCs, os EABs sao biossensores de
alerta precoce para a qualidade de sistemas hidricos. Como sdo sensiveis, os biofilmes podem servir
como biocatodos e biodnodos (Ql et al., 2021). Além disso, quando o material orgdnico entra em
contato com o biofilme, o anodo pode parar de produzir elétrons, interrompendo a corrente elétrica
e fornecendo um alerta instantaneo da presencga de possiveis poluentes no ambiente. Segundo esses
mesmos autores, os EABs oferecem pouca seletividade, por reagirem com qualquer composto, mas
permitem detectar de forma eficiente a presenca de poluicdo.

A determinag¢do da DBO5 (ISO 5815-1: 2019) ao longo dos 5 dias de incubag¢do pode indicar de
forma parcial as concentracGes de matéria organica, causando possiveis desvios dos valores reais (GUO
et al., 2021). Porém, ao conhecer a natureza dos microrganismos envolvidos no processo e utiliza-los
como um meio para obter maior precisdo, os pesquisadores tornam a analise mais simples e a
padronizam, permitindo a comparacgdo dos resultados de diferentes ambientes de forma eficaz.

Segundo Jouanneau (2019) a estimativa rapida da DBO é essencialmente importante para a
gestdo da estacdo de tratamento de dguas e de efluentes (ETAs, ETEs), uma vez que o tempo de
retencdo da dgua em estagdes de tratamento é de cerca de 3 dias.

Todos esses biossensores podem dispensar o uso de técnicos ou especialistas, dispensando
ainda o uso de reagentes analiticos. Muitas empresas e laboratdrios ndo fazem o controle de descartes

correto, dessa forma, evitar o uso de reagentes agrega muito ao processo e ao meio ambiente.
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Segundo Silva (2011), os biossensores podem ser confeccionados para uso continuo, em linha no

processo, sem descarte.

Conclusdes e as vantagens do uso da interdisciplinaridade na pesquisa cientifica

Os grandes entraves encontrados na metodologia tradicional (ISO 5815-1: 2019) envolvem
procedimentos complicados, que requerem experiéncia e habilidade substancial em trabalhos
técnicos, além de um longo periodo de espera dos resultados (KWOK et al., 2005), o que dificulta a
tomada de decisao, prejudicando os futuros usos das dguas.

A implantagao de todas as tecnologias citadas, incluindo as que nao fornecem monitoramento
online em tempo real (SAKAGUCHI et al., 2003, 2007; KWOK et al., 2005), ja sdo grandes conquistas,
uma vez que de forma indireta contribuem para a manutencdo de um ambiente saudavel. Ao conseguir
resultados em tempo recorde, mitigando possiveis problemas gerados pelas diferentes formas de
poluicdo, beneficia-se toda uma extensa cadeia dependente dos recursos hidricos.

A busca por métodos inovadores e biossustentdveis, como os atuais biossensores, envolveu a
colaboracdo de varios pesquisadores, de diferentes areas de atuacdo, demonstrando na pratica a
importancia e a necessidade da transdisciplinaridade e da interdisciplinaridade na pesquisa académica.

O trabalho em conjunto e sem limitagcdes de ideias proporciona resultados extremamente
satisfatdrios, aprimorando a gama de conhecimentos e contelddos adquiridos, contribuindo
diretamente com inovagdes tecnoldgicas na busca por um ambiente equilibrado e sustentdvel.

Para a Demanda Bioquimica de Oxigénio, a busca por links entre novos métodos, tecnologias
sustentaveis e de facil aplicabilidade foi consideravelmente numerosa. As diversas metodologias
disponiveis fornecem alternativas para a redugdo do tempo de andlise da DBO e para o monitoramento
ambiental em tempo real ou em tempo reduzido.

Ao modificar uma metodologia tdo cheia de entraves, principalmente relacionados ao tempo,
pesquisadores colaboram com o funcionamento do sistema, proporcionando um tratamento eficaz e
de qualidade em um corpo hidrico ou em uma esta¢cdo de tratamento, contribuindo para a
manutenc¢do de um ambiente saudavel.

A forma transdisciplinar de trabalho, apesar de disfarcada em grande parte dos estudos,
contribui de forma notavel na formacdo de mdo de obra especializada. O sujeito torna-se
transdisciplinar ao conseguir trabalhar em equipe, identificando seu papel em um todo e contribuindo
com o aprimoramento da ciéncia, sem fronteiras.

Ao diminuir os efeitos negativos causados a biodiversidade, contribuir para o uso otimizado de

investimentos necessarios para tratar um ambiente impactado e fornecer diversos beneficios indiretos
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para instituicGes, organizagGes, empresas, estacdes de tratamento e consumidores finais, a juncdo de

saberes necessarias para estabelecer uma nova metodologia no mercado vence e cumpre o seu papel.
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Aspectos climatologicos da Demanda Bioguimica de Oxigénio (DBO) e as

implicacdes do aumento da temperatura na realizacédo da analise
Climatological aspects of the Biochemical Oxygen Demand (BOD) and the implications
of the increase in temperature in carrying out the analysis

Aspectos climatologicos de la Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO) y las
implicaciones del aumento de temperatura en la realizacion del analisis

Resumo

A Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) ¢ um dos parametros chave para determinagdo da
qualidade de um ambiente aquatico perante as concentragdes de materiais organicos distribuidos na
coluna d’agua. O método tradicional (DBOS5,) apresenta grandes entraves, porém o maior deles ¢ o
tempo necessario para obtengdo dos resultados e a subsequente aplicacdo de medidas mitigatorias em
possiveis ambientes impactados. O clima temperado, encontrado nos paises europeus, foi o principal
responsavel pela defini¢do da temperatura de 20°C e dos 5 dias de incubag@o para concluir a analise.
Contudo, paises tropicais apresentam dindmicas climaticas completamente diferentes, tornando
essencial a existéncia de métodos que se adequem as condi¢des impostas pelo ambiente. Dessa forma,
neste estudo, buscou-se reduzir o tempo de determinagdo da Demanda Bioquimica de Oxigénio, de
acordo com as condigdes climaticas de paises tropicais, consequentemente elevando a temperatura
(25°C; 28°C) de incubagao das aliquotas. Os resultados demonstraram a efetividade da mudanga para
as temperaturas de incubag@o a 28°C (p=0,941; £=0,07) para 3 dias, corroborando de forma simples e
concisa que o aumento de temperatura pode ser aplicado para a realizagdo do método em ambientes
tropicais.

Palavras-chave: DBO; Temperatura; Qualidade de Agua.

Abstract

Biochemical Oxygen Demand (BOD) is one of the key parameters for determining the quality of an
aquatic environment in view of the concentrations of organic materials distributed in the water
column. The traditional method (DBO520) presents major obstacles, but the biggest one is the time
needed to obtain the results and the subsequent application of mitigation measures in possible
impacted environments. The temperate climate, found European countries, was primarily responsible
for the 20°C temperature setting and the 5 days of incubation to complete the analysis. However,
tropical countries have completely different climatic dynamics, making it essential to have methods
that suit the conditions imposed by the environment. Thus, in this study, we sought to reduce the time
for determining the Biochemical Oxygen Demand, according to the climatic conditions of tropical
countries, consequently raising the temperature (25°C; 28°C) of the incubation rates. The results
demonstrated the effectiveness of the change to the incubation temperatures at 28°C (p = 0.941; f =
0.07), demonstrating in a simple and concise way that the temperature increase can be applied to carry
out the method in tropical environments.

Keywords: BOD; Temperature; Water Quality.

Resumen

La Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO) es uno de los pardmetros clave para determinar la calidad
de un medio acudtico en vista de las concentraciones de materiales orgénicos distribuidos en la
columna de agua. El método tradicional (DBO520) presenta grandes obstaculos, pero el mayor es el
tiempo necesario para obtener los resultados y la posterior aplicacion de medidas de mitigacion en
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posibles ambientes impactados. El clima templado, encontrado en los paises europeos, fue el principal
responsable de la definicion de la temperatura de 20°C y de los 5 dias de incubacién para concluir el
analisis. Sin embargo, los paises tropicales tienen dindmicas climaticas completamente diferentes, por
lo que es fundamental contar con métodos que se adapten a las condiciones impuestas por el medio
ambiente. Asi, en este estudio se busco reducir el tiempo de determinacion de la Demanda Bioquimica
de Oxigeno, de acuerdo con las condiciones climaticas de los paises tropicales, elevando
consecuentemente la temperatura (25°C; 28°C) de las tasas de incubacion. Los resultados demostraron
la efectividad del cambio a temperaturas de incubacion a 28 ° C (p = 0.941; f = 0.07) durante 3 dias,
confirmando de de manera simple y concisa que el aumento de temperatura se puede aplicar para
realizar el método en ambientes tropicales.

Palabras clave: DBO; Temperatura; Calidad del agua.

1. Introducéo

A Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) é uma das andlises chave responsaveis por demonstrar de
forma pratica e objetiva a qualidade de um sistema, sendo considerada como uma medida direta da carga organica
de sistemas aquaticos. As concentragdes de oxigénio dissolvido no primeiro dia e no quinto dia sdo utilizadas para
estimar o material organico degradado por microrganismos aerébicos, como parte de seus processos metabélicos
essenciais em um certo periodo (PND, 2015; APHA, 2017). Quanto mais elevadas as concentra¢fes de material
organico, menores os valores de oxigénio disponiveis ao meio, levando a perda de biodiversidade e a degradacéo
de ambientes aquaticos (Ferreira et al., 2017), prejudicando os usos primordiais da agua.

A DBO convencional (5 dias, 20°C) é uma técnica controlada de tempo e consumo, baseada no tempo de
consumo de organismos aerébicos em uma temperatura constante. Do ponto de vista de Guo e Liu (2020) existem
grandes entraves na metodologia, relacionados principalmente a falha em reproduzir resultados rapidos ou em
tempo real. Além disso, a falta de uniformizagdo de comunidades bacterianas e temperaturas que ndo se adequam
a diferentes ambientes fornecem variaces significativas nos resultados (Guyard, 2010) (Guo et al., 2021).

A quantificagdo da Demanda Bioquimica de Oxigénio é de extrema importancia para muitas empresas e
6rgdos ambientais que comumente encontram-se em situacdes emergenciais (como acidentes ambientais) que
requerem tomadas de decisdes operacionais rapidas e eficazes, tornando necesséria a quantificacdo da demanda
bioguimica de oxigénio em periodos de tempo menores do que os cinco dias estipulados pela metodologia
tradicional.

O clima temperado encontrado em paises europeus foi o principal responsavel pela definigdo da
temperatura de 20°C para a realizagdo do método. Em 1909, Phelps concluiu a partir de estudos com o Rio Tamisa
(346 km), que o periodo de autodepuragdo completava-se um prazo médio de cinco dias, desde a nascente até a
foz, em um ambiente com temperatura média de 20° C (condi¢des baseadas em um verdo quente da Gra-Bretanha
do século XX) (Oliveira, 2015).

Contudo, a dindmica climatica de cada regido difere significativamente devido as variagc@es na constante
solar e na drbita da Terra (UFPR, 2020; Fiocruz, 2020). O Brasil apresenta um clima subtropical Gmido e
mesotérmico, com estaces de verdo e inverno bem definidas. Em média, as temperaturas no més mais quente
ultrapassam o0s 22°C, atingindo ainda médias acima dos 30°C, superando de forma expressiva as temperaturas
encontradas na atual Inglaterra.

Segundo Van’t Hoff e Arrhenius (1915) as elevacdes de temperatura levam ao aumento da velocidade
das reacdes quimicas. Consequentemente, aplicando a teoria aos processos bioldgicos, a elevacdo da temperatura
promoveria 0 aumento da atividade enzimatica dos microrganismos autéctones, aumentando exponencialmente as

taxas de crescimento e de consumo, reduzindo o tempo final da reacéo.
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Dessa forma, este estudo busca avaliar o efeito da temperatura no tempo necessario para determinar a
Demanda Bioquimica de Oxigénio, de acordo com as condi¢cdes climaticas de paises tropicais. Comprovada a
influéncia da temperatura no tempo necessario para obter resultados, contribui-se de forma significativa para os
avancos da técnica. Além disso, soluciona-se problemas relacionados ao tratamento de agua, facilitando e
encurtando o tempo necessario para a tomada de decisdo. Dessa forma, mitigar possiveis problemas relacionados

torna-se menos custoso, com beneficios incalculaveis para o meio ambiente e todos os usuarios.

2. Metodologia
A pesquisa é de natureza quantitativa (Pereira et al., 2018) e gerou uma quantidade consideravel de dados
analiticos, possibilitando uma analise com alta acuracia. O presente artigo encaixa-se em uma categoria de Estudo
de Caso (EC), trabalhando um fenémeno relevante e de grande interesse para 6rgaos de fomento e de pesquisa.
A DBO ¢ de extrema importancia e amplamente discutida mundialmente (Poersch et al., 2021), porém as
modifica¢des e discussdes propostas por este trabalho ndo sdo amplamente trabalhadas, sendo assim seguem um

padrdo de ideias desenvolvido com extensa coleta de dados e leitura.

2.1 Modificacdes propostas na analise

As escolhas das temperaturas foram baseadas nas temperaturas médias do ar ao longo de todo o ano
(2020), obtidas na estagdo meteoroldgica do InPAA (Instituto de Pesquisa em Aquicultura Ambiental), com
afericBes de temperatura do ar realizadas com regularidade (de 2h em 2h). Em posse destes dados, foi possivel
realizar uma media das temperaturas encontradas em cada estacdo do ano e propor este estudo, buscando o efeito
da temperatura no tempo de anéalise.

Para iniciar os experimentos e incubacbes a 25°C foram realizadas 7 coletas de 5 litros de dgua de rios,
como 0s da bacia Baixo Iguagu, Rio S8o Francisco Verdadeiro, Rio Marreco, Rio Tibagi e Rio ljui. Todas as
coletas foram realizadas pelo Laboratorio de Qualidade de Agua e Limnologia do INEO/GERPEL (Instituto
Neotropical de Pesquisas Ambientais/ Grupo de Pesquisas em Recursos Pesqueiros e Limnologia), e seguiram o
padrdo estipulado pela ISO/IEC 17025. As amostras foram coletadas e preservadas em caixas térmicas com
temperatura controlada de 6°C + 2, até a chegada ao laboratdrio, visando promover resultados confiaveis e
comparaveis. Os pontos de amostragem foram escolhidos buscando englobar ambientes heterogéneos e reais ao

experimento, dessa forma foram analisados 35 pontos de coleta para as incubac@es a 25°C (Figura 1).



Figura 1. Esquema detalhando a metodologia de coleta e analise.
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Fonte: os Autores.

Seguindo os mesmos pressupostos, foram realizadas mais 7 coletas de 5 litros de 4gua nos mesmos
ambientes citados anteriormente, porém somente 18 pontos de coleta foram selecionados para as incubagdes a
28°C. Previamente ap0s a coleta as amostras foram submetidas ao processamento de dilui¢do (quando necessario)
e envase. As aliquotas diluidas seguiram um padrdo 1/1 (150 ml de amostra e 150 ml de agua de diluicdo) e 1/3
(75 ml de amostra e 225 ml de agua de diluicdo) (APHA, 2017). Sendo assim, foram realizadas aferi¢cbes com 48
e 72 horas de experimento respectivamente.

Para ambas as temperaturas foram incubadas 3 aliquotas em cada ponto, além da incubacéo tradicional
de 2 aliquotas como controle (20°C).

Inicialmente foi realizada a determinag&o do oxigénio dissolvido (OD) inicial (APHA, 2017) (Figura 1).
Em cada coleta foram transferidas cerca de 150 ml de amostra e 150 ml de 4gua de dilui¢do para 12 frascos de
incubacdo (frascos de Winkler), 2 desses frascos foram utilizados para determinar o OD inicial dentro de 30
minutos. Os demais frascos foram incubados com parametros previamente definidos, para determinar a OD final.

As andlises foram realizadas empregando-se 0 método lodométrico (Figura 2), pela praticidade disposta
pelo Laboratério de Qualidade de Agua e Limnologia do INEO/GERPEL. Para garantir o controle dos resultados
seguiu-se um padrdo de controle de qualidade (CQ). Sem os resultados de CQ e das amostras, a confianca nos
resultados dos testes analiticos € minima. Medidas de CQ essenciais para a realiza¢do das analises de DBO incluem
a calibracdo do método, padronizacao de reagentes, calibracdo de equipamentos e duplicatas (em 5% das amostras)
para cada experimento realizado. Todas as medidas de CQ citadas foram seguidas para obtencdo de dados com

confianca analitica e estatistica.
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Figura 2. Método lodométrico para determinagdo da Demanda Bioquimica de Oxigénio.
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Fonte: Istituto, 2014.

2.2 Analises estatisticas

Para a verificacdo inicial e andlise estatistica dos experimentos realizados, foram utilizados os softwares
Mini Tab e Statistica. Inicialmente, foram calculadas as médias encontradas entre as aliquotas. Posteriormente, 0s
desvios padrbes e os erros relativos dos conjuntos de dados. Seguindo 0s pressupostos de independéncia,
aleatoriedade e normalidade dos conjuntos de dados, os mesmos foram analisados com o teste T pareado. O teste
T pareado é extremamente (til para analisar um mesmo conjunto de dados que foram submetidos a duas condi¢des
diferentes. Além disso, as médias dos tratamentos foram comparadas por meio do Teste de Tukey. O nivel de

significancia foi de 5% (p = 0,05).

3. Resultados e Discussao

3.1 Variacdes de temperatura na regiao

Em média, a temperatura no inverno foi de 20°C + 1°C. Outono e primavera apresentaram médias
similares (25°C + 2°C) e o verdo destacou-se por temperaturas elevadas (28°C + 1°C) (Gréfico 1). A temperatura
do ar é frequentemente utilizada como uma variavel preditiva em modelos de regressao da temperatura da agua,
por ser um componente importante em célculos relacionados as mudangas liquidas do fluxo de calor na superficie
d’agua, além de (Webb et al., 2003; Webb et al., 2008). Dessa forma, pressupdem-se uma forte correlacdo entre

as temperaturas da agua e do ar (Van Vliet et al., 2011).
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Gréfico 1. Temperaturas minimas, maximas, médias + desvio padréo verificadas para cada estacéo

(n=600).
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Fonte: os Autores.

Dessa forma, a proposta de modificacdo das temperaturas de incubacdo foi aplicada para o outono e
primavera simultaneamente (25°C + 2°C), enquanto a temperatura de incubacdo no verdo foi mantida em 28°C +
1°C. As alteragdes ndo foram propostas para o inverno porqué a média encontrada coincide com a temperatura de

incubacéo tradicional da metodologia.

3.2 Analises estatisticas

Os melhores resultados foram encontrados com amostras incubadas a 28°C, demonstrando com um teste
simples e robusto que 0 aumento de temperatura nao interfere no resultado final da analise (t= 0,07; p= 0,941), e
reduz o tempo para 3 dias de incubacéo. Os resultados comprovaram a efetividade ou o efeito da mudanca da

temperatura para as amostras incubadas & 28°C (Tabela 1) (Gréfico 2).

Tabela 1. Estatisticas Descritivas referentes ao teste T pareado para os tratamentos de 20°C e 28°C
respectivamente.

Desvio
Amostra N Média Padrao EP Média
DBO 20°C (5DIAS) 16 1.842 1.140 0.285
DBO 28°C (3DIAS) 16 1.840 1.081 0.270
Fonte: os Autores.
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Gréfico 2. Grafico de Intervalos com o plot de médias e intervalos de confianca (95%) para os tratamentos de
20°C e 28°C.
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Fonte: os Autores.

Os resultados mostraram-se insatisfatorios quanto as amostras incubadas a 25° (t= -2,33; p=0,033),

demonstrando que as diferencas encontradas entre os diferentes tratamentos foram significativas (Tabela 2).

Tabela 2. Estatisticas Descritivas referentes ao teste T pareado para os tratamentos de 20°C e 25°C
respectivamente.

Desvio
Amostra N Meédia Padrdo EP Média
DBO 20°C (5 DIAS) 34 12729 0.4707 0.0807
DBO 25°C (3DIAS) 34 1.3641 0.4432 0.0760
Fonte: os Autores.

Uma das causas das diferencas encontradas pode estar relacionada ao tempo de incubagdo. Como
esperava-se reduzir o tempo de anélise em até dois dias, 0 aumento de 5°C pode ndo ter sido suficiente. Caso as
amostras permanecessem incubadas por mais um dia, as diferencas seriam menores (Grafico 2), adequando-se aos
resultados obtidos pelo controle (20°C). Contudo, segundo Jouanneau et al., (2019), o tempo de reten¢do da agua
em estagdes de tratamento (ETAS) é de cerca de 3 dias, dessa forma tornaria-se invidvel realizar os testes finais no

quarto dia de incubac&o.
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Gréfico 3. Grafico de Intervalos com o plot de médias e intervalos de confianca (95%) para os tratamentos de
20°C e a 25°C.
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Fonte: os Autores.

3.3 Implicacdes das mudancas de temperatura na analise

Estudos conduzidos com a ampliacdo da faixa de temperatura do método ja mostravam-se promissores
ha alguns anos (Chaudhari et al., 1992). O controle estatico de temperatura ndo é mais utilizado pela Bureau Of
Indian Standards (BIS), agéncia governamental indiana responsavel por atividades de normalizacao e certificagao
de qualidade. A agéncia trabalha com uma temperatura de 27°C e 3 dias de analise desde 1993. A modificagdo foi
sugerida e implementada pela nota técnica publicada no ano anterior (Chaudhari et al., 1992).

A alteracdes propostas pelo presente trabalho sdo semelhantes as descritas por Chaudhari et al., 1992,
demonstrando a efetividade do método em ambientes tropicais. Ao constatar que as médias encontradas entre os
tratamentos sdo semelhantes (p>0,05), aponta-se de forma simples e concisa a eficacia do método perante
mudancas de temperatura, concluindo que o controle estatico fixado em 20°C pela metodologia tradicional pode
ser modificado.

Com essa constatacdo e a consequente reducdo do tempo de analise, permite-se a obtencdo de resultados
viaveis sem comprometer a confiabilidade dos dados, adquirindo de forma préatica uma alternativa para agilizar a
tomada de decisdo, reduzindo o tempo de espera de 5 (DB0520) para 3 dias (DB0O328).

Este resultado comprova as teorias de Van’t Hoff (1984) e Arrhenius (1915) (aumento da temperatura em
10° C duplica a velocidade das reacdes). Estes resultados indicam que valores acima de 28° C, isto é, a 30° e a 40°

C torna-se provavel que o tempo de determinagdo da DBO seja ainda menor. Porém, para trabalhar e reproduzir
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resultados em temperaturas mais elevadas o conhecimento das comunidades microbioldgicas presentes na amostra
é essencial, afim de conhecer as temperaturas 6timas de crescimento e consumo.

Alguns estudos desenvolvidos com efluentes ja demonstraram a eficiéncia do aumento da temperatura na
obtencdo de resultados (Matos et al., 2014; Matos et al., 2017; Mueller et al., 2018). Contudo, fontes
correlacionadas a rios e riachos sdo escassas, restringindo a discussdo dos resultados.

O Brasil conta com uma pequena gama de legislaces que incluem a DBO como um dos pardmetros que
constantemente devem ser testados, para determinar o estado fisico e quimico de um corpo d’agua. A Resolucdo,
n. 357 - CONAMA, de 17 de marco de 2005 é uma ferramenta de controle e busca enquadrar corpos d’agua em
diferentes classes, de acordo com as condigdes de qualidade aptas a diferentes formas de uso e consumo. Os corpos
d’agua continentais passam por avaliagéo criteriosa e sdo distribuidos entre cinco classes, sendo as classes especial,
um, dois e trés destinadas ao abastecimento humano. A classe especial, a classe um e a classe dois buscam a
preservacao dos ecossistemas e das comunidades. As demais sdo destinadas a irrigacdo, recreacdo, aquicultura e
navegacdo (BRASIL, 2005, p. 4).

A resolucdo mencionada disp8e de diversos parametros para o controle e a manutencéo da qualidade da
agua, porém, as concentracfes de material organico variam constantemente e, as taxas de consumo de oxigénio
modificam-se de acordo com os dias, tornando o monitoramento ambiental regular uma ferramenta de extrema
importancia. Ao diminuir o tempo de analise e medir as concentra¢des de oxigénio dissolvido no primeiro e no
Gltimo dia com o uso de eletrodos convencionais ou do préprio método de iodométrico, as vantagens aumentam.

Apesar dos resultados demonstrarem que o efeito da temperatura na analise pode trazer indmeros
beneficios, a determinac&o da DBO é padronizada por uma Organizacao Internacional de Normalizagdo. A 1SO é
seguida de forma incontestavel por inimeros paises, tornando invidvel a aplicacdo de mudangas em laboratérios
que operem de acordo com o sistema de qualidade estabelecido. Contudo, as aplicacdes em laboratdrios de
pesquisa podem ser replicadas, buscando validacdo do método perante drgaos de controle.

Nesse caso, a implementacdo de mudangas necessita de viés econdmico. Ao possibilitar um
monitoramento ambiental mais preciso e frequente (3 dias de espera), as medidas mitigatdrias para possiveis
impactos podem ser tomadas com mais rapidez, evitando prejuizos sociais e econémicos a toda a extensa cadeia
de consumidores de agua, de forma direta ou indireta, evitando gastos desnecessarios e contribuindo para a

manutencdo de um ambiente saudavel.

4. Conclusdes

O aumento da temperatura mudanca diminui o periodo de incubagdo e produz resultados semelhantes aos
da metodologia tradicional para rios e riachos. Dessa forma, o teste DBO328 pode ser utilizado em paises tropicais
de forma segura, sem comprometimento dos dados.

As dificuldades para a implementacdo de mudancas em uma metodologia tradicional sdo enormes, porém
laboratorios de pesquisa e estacOes de tratamento podem replicar o teste para validar o método perante as
autoridades competentes.

Ao reduzir o tempo de espera necessario para completar a analise poupa-se dinheiro e evita-se futuros
prejuizos ambientais causados pelas diversas fontes de polui¢do. Qualificar um ambiente em menos tempo torna
os dados mais fiéis e precisos ao verdadeiro estado de um sistema aquatico.

Orgaos ambientais e instituicBes de pesquisa necessitam de métodos mais rapidos e eficazes para melhor
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gerenciar ambientes e estacBes de tratamento. Implantar novas metodologias e melhorar a qualidade do
monitoramento ambiental € um dos papéis da universidade, o que torna a pesquisa sobre novos métodos
extremamente necessaria.

Instituicdes como o IAT e a CETESB devem trabalhar em conjunto com pesquisadores, aumentando a
confiabilidade das mais diversas tecnologias e metodologias em desenvolvimento, corroborando de forma indireta
com o equilibrio do sistema ao trabalhar em prol do meio ambiente.

Como a DBO é uma analise extremamente complexa, estudos envolvendo os demais interferentes também
tornam-se necessarios para modificar e melhorar a performance da andlise. Além disso, sugere-se o
desenvolvimento de mais trabalhos voltados as modificag6es de temperatura em paises tropicais, em uma constante
busca por resultados comparaveis e discutiveis, que desafiem 6rgdos de fomento a utilizarem ou deliberem sobre

essas mudangas metodoldgicas no Brasil.
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CONCLUSOES GERAIS

Durante os dois anos de pesquisa foi possivel observar a complexidade de uma
analise como a Demanda Bioquimica de Oxigénio. Sao diversos interferentes e
entraves. Todos devem ser trabalhados em conjunto, mas estudé-los separados é
essencial para conhecer os processos como um todo.

Esta dissertacdo compilada em dois capitulos trabalha um dos maiores entraves
da metodologia, o tempo. Ao longo dos meses e dos experimentos foi possivel
comprovar a efetividade do aumento da temperatura na reducdo do periodo do teste,
sem comprometer ou superestimar os resultados finais. Além disso, foram destacados
diversos estudos e variacfes de métodos que demonstraram de forma préatica como
reduzir o tempo de espera.

Ao alterar temperaturas, criar biosenssores e ou cultivar organismos especificos
para produzir respostas, os pesquisadores foram além. Com estudos minuciosos e
cautelosos, englobando areas de ensino diferentes chegaram a um objetivo em
comum: aprimorar a capacidade de monitoramento ambiental, reduzindo os danos
antropogénicos causados ao ambiente aquético.

Por si s6 a reducdo no tempo da andlise fornece beneficios incalculaveis ao meio
ambientes e a todos os consumidores da extensa cadeia que depende de recursos
hidricos de qualidade. Ao reduzir o tempo, torna-se possivel qualificar corpos d’agua
e estacles de tratamento de forma mais fiel e precisa, além de fornecer dados mais
frequentes, facilitando o monitoramento ambiental.

As dificuldades para a implementacdo de mudancas em uma metodologia
tradicional sdo enormes, porém laboratorios de pesquisa e estacfes de tratamento
podem replicar os testes para validar o método perante autoridades competentes.
Métodos validados fornecem resultados fiéis e comparaveis com diferentes
laboratorios, aumentando o poder dos testes e demonstrando na pratica que é
possivel modificar sem comprometer.

Instituicbes como o IAT e a CETESB devem trabalhar em conjunto com
pesquisadores, aumentando a confiabilidade das mais diversas tecnologias e
metodologias em desenvolvimento, corroborando de forma indireta com o equilibrio
do sistema ao trabalhar em prol do meio ambiente.

Como a DBO é uma analise extremamente complexa, estudos envolvendo os

demais interferentes também tornam-se necessarios para modificar e melhorar a
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performance da analise. Além disso, sugere-se o desenvolvimento de mais trabalhos
voltados as modificacbes de temperatura em paises tropicais, em uma constante
busca por resultados comparaveis e discutiveis, que desafiem 6rgdos de fomento a

utilizarem ou deliberem sobre essas mudancas metodoldgicas no Brasil.
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