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Inativacdao de Microorganismos Patogenos Durante o Processo de
Biogaseificacao: Estimando os Parametros Cinéticos Pelo Problema
Inverso.

Abstract

The health risk of sludge from wastewater is associated to possible presence of pathogens
microorganisms. These microorganisms are derived from human and animal waste contaminated.
Many authors have studied the mechanism of microbial inactivation taking into account an isothermal
process. Recently, authors are studding non-isothermal microbial inactivation which approaches of the
real process. The objective of this work is to study the kinetics of microbial inactivation, specifically
in process of aerobic digestion using the sludge sewage. Thus, the posterior treatment in the sludge
sewage is very important to eliminate the possible health risk. The model of inactivation was applied
in order simulate of the microbial inactivation, by Arrhenius equation. Using the inverse problem, the
Arrhenius parameters were estimated by use of minimization of lest squares norm, Levenberg-
Marquardt method, and then validates with experimental data. The model was applied in three
microorganisms and, each one, with different heating rates. The range of applicability for the
parameters estimated was defined. Analyzing the results some restrictions was observed. The model
describes the “classical” comportment in the graphic of inactivation in the regions of heating and
isothermal.

Introducao

No contexto atual de preocupacdo com a degradacdo progressiva do meio ambiente, pesquisas
sobre 0 uso sustentavel dos recursos naturais em pequenas localidades sdo claramente apresentadas
como uma solugdo duradoura. Em inimeros paises o biogés, j& como combustivel estabelecido, vem
sendo utilizado para cozimento e ilumina¢do em comunidades agricolas. A producdo de biogés pode
contribuir para a criacdo de "ilhas de sustentabilidade”, que é hoje, um movimento natural em direcéo
as Técnologias Ambientais na agricultura familiar local.

Muitos tipos de residuos de biomassa podem ser convertidos em combustiveis ndo sélidos através
do processo de biogaseificacdo. O objetivo deste processo de conversdo € valorizar o conteudo
energético da biomassa crua na fonte, assim como o de capturar os gases que sdo produzidos
naturalmente pela degradacéo bioldgica. A biogaseificacdo, também conhecida como metanizagdo, € a
transformacdo da matéria organica em um biogas composto principalmente de CH, e CO,. Essa
conversdo é um fendmeno que ocorre naturalmente em pantanos, lagos, intestinos de animais e seres
humanos.

Digestores anaerobicos produzem uma série de reagdes quimicas, decompondo a matéria organica
pela acdo de bactérias na auséncia de ar. Este tipo de conversdao produz um método efetivo para
transformar residuos orgénicos (de processamento de comida, de tratamento agricola e residuos
domeésticos, como o lodo de fossa séptica) em Biogés.

O processo de digestdo ocorre num recipiente selado sem ar (digestor). O digestor precisa ser
aquecido e misturado cuidadosamente para propiciar as condi¢cdes necessarias a fim de que as
bactérias convertam a matéria organica em biogas. Esse processo é dividido basicamente em duas
etapas:

e A etapa mesofilica, onde o digestor é mantido entre 30 — 35 °C e a matéria prima
permanece no digestor normalmente por 15 — 30 dias. Este tipo de digestdo tende a ser
mais robusta e tolerante do que o processo termofilico, entretanto a producdo de gas é
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menor, os tanques de digestdo sdo maiores e é necessario um tratamento posterior na massa
de substrato.

e Na etapa termofilica, o digestor ¢ mantido em 55 °C e o tempo de residéncia sdo,
normalmente, entre 12 — 14 dias. Este tipo de sistema oferece uma maior producdo de
metano, menor tempo de processo e uma melhor inativacdo de microorganismos
patdgenos. No entanto, requer uma tecnologia mais cara, maior gasto de energia e um
maior grau de operagdo e monitoramento.

O posterior tratamento do processo de digestdo é muito importante para controlar a presenca de
patdgenos na lama residual, tendo como finalidade a protecdo de humanos, animais e plantas
(Lepeuple et al. 2004) de possiveis contaminacdes. O grau de desinfec¢do é influenciado por uma
interacdo de variaveis operacionais e condigdes, que sdo altamente dependentes do tempo e
temperatura (Pepper and Gerba 2004).

Com o intuito de determinar o tempo requerido para um dado processo de inativacdo, é necessario
conhecer a taxa de aquecimento que deve ser aplicada a massa de substrato que se encontra dentro do
digestor. A taxa de aquecimento é medida por um termopar colocado no centro do digestor. Além
disso, o0 conhecimento da resisténcia ao calor do microorganismo é importante, tendo por finalidade de
definir um tempo e uma temperatura adequada ao processo de inativacao.

Existe uma variedade de modelos para a descrigdo de inativagdo de microorganismos nocivos aos
seres humanos. O modelo comumente usado é dado por (Heldman and Singh 2001), que prediz a
populacdo sobrevivente quando a populacao inicial foi exposta a temperaturas elevadas durante um
tempo. Este modelo considera a hip6tese na qual todos 0s microorganismos tém sua prépria
caracteristica de resisténcia ao calor, definido como o tempo requerido para que a populacao se reduza
em 90% da populacdo inicial a uma temperatura constante (Brennan 2006). Assim, esse tipo de
modelo é conhecido como modelo isotérmico. No entanto, o processo de digestdo ndo € realizado a
uma temperatura constante, mas envolve periodos distintos — modelos ndo-isotérmicos (Holdsworth
and Simpson 2007).

Atualmente, técnicas de modelos e simulagdes estdo sendo desenvolvidos para transferéncia de
calor, crescimento de microorganismos e sua inativacdo. Modelos para crescimento de bactérias com a
variagdo de temperatura também sdo propostos na literatura. Um desses modelos € o proposto por
(Ratkowsky et al. 1982) que desenvolve uma formula empirica, na qual relaciona a raiz quadrada entre
a taxa maxima de crescimento especifico e a temperatura.

Modelos mais realisticos sdo dependentes do tempo e temperatura, cOmo 0S pPropostos por
(Zwietering et al. 1991; Van Impe et al. 1995; Valdramidis et al. 2005; Gil et al. 2006; Valdramidis et
al. 2006). Trés principais hipoteses, nesses tipos de modelos, sdo necessarias para um primeiro passo
no desenvolvimento, como sublinhado em (Valdramidis et al. 2005): (i) nenhum crescimento de
microorganismos ocorre durante o periodo de aquecimento, (ii) existe uma temperatura limite na qual
a inativacdo comega, (iii) o histdrico de temperaturas ndo afeta a resisténcia do microorganismo ao
calor. Ainda, (Valdramidis et al. 2006) desenvolveu um modelo integrado, usando a equacdo de
Arrhenius, para descrever a influéncia da temperatura. A validacdo foi obtida pelo confronto de
informacBes experimentais usando a Listeria Monocytogenes. Os experimentos usados foram
carregados em duas taxas de aquecimento: 16.0 e 90.0 K min™ com um gradiente de temperatura de 15
°C até 90 °C. Os autores admitiram uma cinética de inativacdo de primeira ordem e como principal
concluséo reconheceram que a maioria das curvas de microorganismos de células vegetais ndo segue a
cinética de inativacdo de primeira ordem, logo esse tipo de aproximacdo deve ser considerada com
cuidado.
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Alguns autores, com o intuito de confrontar seus modelos, usam comumente dados pseudo-
experimentais. Esse tipo de aproximacdo sempre foi usado em estudos de cinética de inativagdo
(Haralampu et al. 1985; Nunes et al. 1991). Em (Gil et al. 2006) os dados pseudo-experimentais, para
a Listéria Monocytogenes, foram gerados usando o modelo modificado de Gompertz (Zwietering et al.
1991). Utilizaram-se taxas de aquecimento de 18.3 e 110.0 K min™, com temperatura final de 60 °C
para ambos 0s processos. Concluiu-se que o periodo de aquecimento afeta consideravelmente a
inativagdo de microorganismos.

Em (Corradini et al. 2007), foram realizados experimentos para a Escherichia Coli, com o intuito
de comparar a evolugdo da inativagdo com o modelo Weibullian (ou lei da poténcia — power law),
(Peleg and Cole 1998). O principal parametro controlado foram as taxas de aquecimento, sendo esses
0s respectivos valores: 1.56, 0.76, 0.52 e 0.14 K min™ e todos os processos com a temperatura final de
55 °C. Os autores relataram que as inativa¢es seguem uma cinética de primeira ordem, e enfatiza as
facilidades da solucdo para problemas de primeira ordem, pela eliminacdo de um pardmetro
desconhecido.

Outro tipo de modelo, reparametrizacdo do modelo de Gompertz (Gil et al. 2006; Char et al. 2009;
Huang 2009), foi usado em (Miller et al. 2011) e validado contra trés taxas de aquecimento para a
inativagdo da Listeria Innocua. Os experimentos foram realizados em um meio liquido que é similar
para a situagdo observada na biogaseificagdo da lama de estacdo de tratamento. As taxas de
aquecimento usadas para a inativacdo de microorganismos foram 1.50, 1.80 e 2.60 K min™, tendo
como temperatura final de 65 °C. Os parametros para os diferentes meios foram estimados e os autores
observaram que o meio afeta, consideravelmente, a resisténcia térmica dos microorganismos.

A obtencdo de um melhor entendimento da cinética de inativacdo de microorganismos no processo
de biogaseificacdo, utilizando diferentes taxas de aquecimento, torna-se necessaria. Para isso, um
procedimento numérico baseado em algoritmo que utiliza a técnica de problema inverso, para estimar
0s parametros de Arrhenius no processo de inativagdo é implementado e em seguida validado,
comparando-se a dados experimentais disponiveis na literatura.

Metodologia

O modelo matematico usado, para descrever a inativacdo de microorganismos, € um modelo
classico comumente aplicado em mecanismos de reacdes quimicas, onde o negativo do produto de um
exponencial (relacdo de Arrhenius da temperatura) e a lei da poténcia (power Law) é proporcional a
taxa de inativagdo. O processo ndo acontece a uma temperatura constante e envolve periodos distintos,
consequentemente, o processo de inativacao é tratado como uma reagdo quimica irreversivel, Eq. (1)

k
bacteria,. . —bacteria,

viva inativada (1)

entdo, a velocidade da taxa de inativagdo € dada por, Eq. (2)

k(D) = Aexp /7O ¥

onde A é o fator pré-exponencial, E é a energia de ativacdo, R é a constante de gés ideal e T é um perfil
de temperatura definido como linear. Entdo, a equacao da taxa de inativacdo para uma ordem | é dado
pela Eq. (3)
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dN (1) |
S = kKON -

onde N é o logaritmo da populagdo de microorganismos no instante t. A condicéo inicial para a Eq. (3)
é N(0) que é populacéo inicial de um dado microorganismo no tempo zero.

A Eq. (3) é entdo resolvida para obter uma expressdo numérica em fungdo dos pardmetros de
Arrhenius. Essa expressdo é chamada de solucdo do problema direto. Esse procedimento é um passo
inicial para a aplicagdo do problema inverso. A solucdo do presente problema de estimagdo de
pardmetros pode ser obtida pela minimizacdo da norma de minimos quadrados (Dantas et al. 2002),

Eq. (4).
S(P)=[Y -N(P)I'LY -N(P)] @

onde P=[Ag, Eg, Ig], com g=1,2 e 3, denota o vetor dos parametros desconhecidos. O termo [Y-N(P)] €
a diferenca entre as medigdes e o resultado do problema direto — a solucdo da equacéo diferencial Eq.
(3). O sobrescrito T denota a transposta dada pela, Eqg. (5).

[Y-N(P)]TE[(\?l-ﬁl],(\?z—ﬁzj,...,(\?n—I\Tnﬂ (5)

O subscrito n refere-se ao nimero de medi¢fes tomadas em um tempo t. Portanto, o problema
inverso é resolvido pelo uso do algoritmo baseado no método de Levenberg-Marquardt. Esse método é
bastante estavel, poderoso e simples (Ozisik and Orlande 2000), e tem sido usado para uma
diversidade de situagdes. A Eq. (6) mostra sua forma discreta.

p(K+l) — p(K) + [(J(K))TJ(K) + #(K)Q(K)]fl(J(K))T[Y _ M(P(K) )] ©)
onde o sobrescrito (&) define o nimero de iteragdes. Os parametros |1 e £ sdo o0 parametro suavizagdo
e a matriz suavizagdo do método, respectivamente, e sdo usados para suavizar algumas oscilacdes e
instabilidades que podem dificultar a convergéncia do processo, diminuindo o tempo computacional.
Finalmente, J representa a matriz sensibilidade definida pela Eq. (7),

ON, N, |
o’ op,
J_[aN'e)]
P | ™
oN, N,
o Py

0s elementos da matriz sensibilidade sdo os coeficientes sensibilidade. Eles sdo definidos como a
primeira derivada da populagdo de microorganismos com respeito a cada parametro desconhecido, Py,
onde m é o nimero de pardmetros a serem determinados. Também, eles podem fornecer uma visdo
consideravel do problema de estimacdo e do design do experimento para uma 6tima precisdao na
estimacdo. Um procedimento iterativo torna-se necessario devido a natureza ndo linear do problema,
por causa da dependéncia dos coeficientes sensibilidade com os pardmetros desconhecidos a serem
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estimados. A iteracdo continua até que a estimagdo seja alcangada, i.e. quando ndo existem mudancas
significativas em qualquer componente da matriz J.

Diferentes versdes do método de Levenberg-Marquardt podem ser encontradas na literatura. A
diagonal da matriz de suavizacdo Q% e a forma de variacdo do parametro p X usados aqui sdo
intrinseco do Software Mathematica.

Resultados

Aplicou-se 0 procedimento para trés diferentes microorganismos: Listeria Innocua, Listeria
Monocytogenes e Escherichia Coli. Esses microorganismos foram escolhidos pela disponibilidade de
dados experimentais encontrados na literatura. Para cada microorganismo os parametros de Arrhenius
(A, E e ) foram estimados para somente uma taxa de agquecimento e depois foram testados em outras
taxas de aquecimento para verificar o intervalo de aplicabilidade.

Um conjunto de dados experimentais € necessario para a obtengdo do termo [Y-N(P)], iniciando
assim o procedimento de estimacdo (Eq. 4). Para a L. innocua a taxa de aquecimento utilizada na
estimacdo foi de 1.80 K min™, para a L. Monocytogenes foi de 90.00 K min™ e para a E. coli foi de
1.56 K min™,

Na Fig. 1, é apresentado o comportamento transiente dos coeficientes sensibilidade. Para a analise
da sensibilidade foram utilizados os valores aleatorios iniciais, conforme relata a Tabela 1.

Tabela 1. Valores iniciais dos pardmetros.

L. Innocua L. Monocytogenes E. Coli
. N(0) A; E; I N(0) A; E, I, N(0) A; E; Iz
Parametros 4 1 1 a 1 1 El 1 1
(Log cfu mL™) (min™) (J mol™) (-) (Log cfumL™) (min™) (J mol™) (-) (Log cfu mL™) (min™) (J mol™) (-)
Valores 7.913 3.33x10° 752511 1 7.577 5 5000 1 7.913 250 27000 1

Na Fig. 1a o menor coeficiente sensibilidade observado é o coeficiente A;, onde se verificou
maiores dificuldades em sua estimacéo. Na Fig. 1b e 1¢c 0 mesmo comportamento foi observado para
A, e As, respectivamente. Outro importante aspecto que precisa ser ressaltado é a aparente dependéncia
linear entre os parametros A,/1;, A)/l; e As/l;, mas um cuidadoso exame das diferentes taxas de todos 0s
coeficientes mostra que eles ndo séo linearmente dependentes e, desta forma, a estimacdo simultanea é
possivel.

804 - 0 504 0
@ ? () ©)

o f 125

Coef. Sensibilidades
5

Coef, Sensibilidades

Coef. Sensibilidades

L. Innocua
A,
E,

1 —,

0 20 40 o 5 10
Tempo (min) Tempo (min) Tempo (min)

Figura 1. Coeficientes sensibilidades.

Pode-se notar que um pequeno valor da magnitude dos coeficientes indica uma grande mudanca em
seus parametros, logo maiores dificuldades no processo de estimagdo (Ozisik and Orlande 2000). De
outro lado, os valores dos coeficientes sensibilidade E; sdo maiores para o0s trés pardmetros e
analisando, nota-se um menor erro na estimagao.

A partir dos experimentos realizados para 0s seguintes microorganismos: L. Innocua (Miller et al.
2011), L. Monocytogenes (Valdramidis et al. 2006) e E. Coli (Corradini et al. 2007), os dados foram
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extraidos e os parametros foram estimados pela minimizacdo da funcdo objetivo (Método de
Levenberg-Marquardt), os resultados estdo apresentados na Fig. 2. Os valores dos pardmetros
estimados, como também os erros relativos sdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2. Pardmetros estimados.

L. Innocua L. Monocytogenes E. Coli
. A; E I A; E, I, A; E; Is
Parametros 4 4 4 4 o 4
(min™) (J mol™) (-) (min™) (J mol™) (-) (min™) (J mol™) (-)
Valores 8.808x10% 169876.0 0.997 | 151.580 17826.9 1.004 1.801x10° 63355.1 0.996
Erros (%) 0.193 0.0034 0.183 0.299 0.056 0.113 0.049 0.0018 0.028

Para a L. Innocua, Fig. 2a, 0 modelo apresenta 0 mesmo comportamento dos dados experimentais.
Como a taxa de aquecimento é devagar, o tempo para atingir a inativacdo é maior, formando um
plateau que se estende por aproximadamente 20 minutos. Observou-se que a inativacdo comeca perto
de 323 K e segue a tendéncia experimental até o final.

Na Fig. 2b, uma taxa de aquecimento de 90.0 K min™ foi usada para a inativacio da L.
Monocytogenes. O modelo mostra uma boa concordancia com os dados experimentais. Neste caso 0
plateau ndo se encontra presente, indicando que a temperatura de inativacdo € quase que
instantaneamente alcancada.

Da Fig. 2c, foi observado o mesmo comportamento quando comparado com a L. Innocua. A
temperatura de inativagio é de 305 K. E importante notar que a E. Coli tem resisténcia ao calor menor
que L. Innocua. Ressalta-se na Fig. 2a e 2c, que quando a temperatura isotérmica € alcangada, as
curvas de inativacdo tendem a ser log-linear, como relatado por (Aragao et al. 2007; Chen 2007).

10 [ 340 10 10 330
(a)

. <
T 315 =

LOG [N(t)]

L. Innocua (1.80 K min™') 3 N L. Monocytogenes (90 K min-) E. Coli (1.56 K min"')
- - Rampa de aquecimento 77 - - - Rampa de aquecimento 4 1’ - = = Rampa de aquecimento
—— Simulado e —— Simulado B —— Simulado
+ Experimental “ +  Experimental 1 +  Experimental

- 280 0
12 0

+ ]

: : . . - e - e —— 300
20 40 0 06 40 80
Tempo (min) Tempo (min) Tempo (min)

Figura 2. Evolucdo das curvas de inativacdo com suas respectivas taxas de aquecimento.

As Figs. 3-5 apresentam os resultados da comparacdo do processo de inativacao, utilizando os
pardmetros estimados, com resultados experimentais obtidos por (Miller et al. 2011), (Gil et al. 2006;
Valdramidis et al. 2006) e (Corradini et al. 2007) realizado em diferentes taxas de aquecimento.

Em relagdo a L. Innocua, os pardmetros se aplicam para o seguinte intervalo de taxa de
aquecimento: préximo a 1.50 K min™ como limite inferior e préximo a 2.60 K min™ como limite
superior. Na Fig. 3a, 0 modelo mostrou ser coerente com o experimento. Ainda, o modelo reproduziu
0 “classico” plateau supracitado, e a temperatura em que a inativacdo se inicia é idéntica que a
observada na Fig. 2a. Analisando a curva obtida com os dados experimentais, observamos que as
hipoteses propostas por (Valdramidis et al. 2005) sdo razoaveis. De outro lado, no limite superior (Fig.
3b), notou-se que quando o processo de inativacdo alcanca a temperatura isotérmica, a curva tende a se
descolar dos dados experimentais.
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Figura 3. Par@metros estimados aplicados em duas taxas de aquecimento: Evolucdo da inativacéo para L.
Innocua.

Para L. Monocytogenes, os parametros se aplicam para o seguinte intervalo de taxa de
aquecimento: limite inferior com 16.0 K min™ e o limite superior com 110.0 K min™. Na Fig. 4c, 0s
parametros estimados, juntamente com o modelo, produzem um resultado satisfatorio. Mas,
analisando as Fig. 4a e 4b fica clara a discrepancia entre o experimento e a curva obtida. Isso é
explicado pela relativa diferenca entre as taxas de aquecimento usadas na estimacdo e as taxas de

aquecimento das Fig. 4a e 4b.

335

L. Monocytogenes (110 K min'')
- - - Rampa de aquecimento
— Simulado

+ Experimental

o -
s XS4 {305 X
-9 ' -
9 |
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A '
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0 . ! : s 280 0 . g : ! s 275 0 + - . : . . L 275
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Figura 4. Pardmetros estimados aplicados em trés taxas de aquecimento: Evolugdo da inativagdo para L.
Monocytogenes.

Para E. Coli, Fig. 5, em todos os casos testados 0 modelo mostrou ser eficiente na reproducdo do
comportamento das curvas, temperatura de inativacdo e tempo de processo. Os parametros se aplicam
para o seguinte intervalo de taxa de aquecimento: 0.15 a 1.56 K min™. N&o se pode determinar o limite
superior tendo em vista a auséncia de dados experimentais.

10 330 10

{3152
-

@
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LOG [N(t)

LOG [N(t)]

+ ++
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Figura 5. Pardmetros estimados em trés taxas de aquecimento: Evolucdo da inativacdo para E. Coli.
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Tempo (min) Tempo (min)

Conclusoes

Comparando o perfil de temperatura, fica evidente a influéncia da taxa de aquecimento no plateau e
no tempo de espera para iniciar a inativa¢do. Pode-se concluir que se uma taxa de aquecimento lenta é
escolhida, o tempo de processo precisa ser estendido para alcancar uma meta especifica da populacdo
de microorganismos presente na amostra, quando comparado com uma rapida taxa de aquecimento.

O modelo de inativacdo de microorganismo ilustra as duas partes do processo, nas fases de
aquecimento e isotérmica, quando o decaimento de microorganismos se aproxima do modelo de
inativacdo log-linear. E importante sublinhar que os parametros estimados, junto com o modelo de
inativacdo proposto, descrevem o processo de inativagdo em um intervalo de aquecimento. Este limite
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necessita ser testado e estudos para o entendimento do funcionamento precisam ser realizados. Alguns
estudos de inativagdo admitem uma cinética de primeira ordem, esta hipdtese é valida, pois 0s
parametros | obtiveram valores préximos a um.

O meio é um aspecto importante, como também a influéncia de outras propriedades (pH, umidade,
entre outras), pois as mudancas dessas propriedades trazem consigo fendmenos fisicos, quimicos e
bioldgicos para o processo de inativacdo. Os resultados obtidos, com o intuito de representar a
inativacdo no processo de digestdo anaerdbico, sdo satisfatdrios e seus parametros podem ser
utilizados na simulagéo do decaimento da populagéo de microorganismos.
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