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RESUMO

ALVES, I. Efeito das taxas de recirculacdo e das cargas organicas nos granulos da manta
de lodo de reatores UASB utilizados no processamento da vinhaga de cana-de-aguicar
visando a producdo de metano. 2019. 194 p. Tese (Doutorado) — Escola de Engenharia de
Séo Carlos, Universidade de S&o Paulo, Sdo Carlos, 2019.

Quatro reatores anaerobios de fluxo ascendente com manta de lodo (UASB), em escala piloto,
foram utilizados neste estudo para processamento anaerobio da vinhaca, proveniente da
producdo de alcool de cana-de-agucar. Os reatores, R1, R2, R3 e R4, foram inoculados com
lodo anaerdbio granulado; submetidos a diferentes taxas de recirculacéo - 50, 100, 200 e 400%,
respectivamente - e a0 aumento gradativo da carga organica volumétrica (COV) de 0,3 a 20
gDQOLd?. O objetivo do estudo foi o acompanhamento do efeito que essas mudangas
operacionais provocam na manta de lodo granular e associar as caracteristicas dos granulos a
eficiéncia global do sistema. Para tanto, realizaram-se andlises fisicas, quimicas e bioldgicas na
manta de lodo, durante o incremento da COV. Estudaram-se a distribuicdo de dimenséo, a
resisténcia, a composicdo de metais e a estrutura microbiana dos granulos em diferentes
condigGes operacionais. O tamanho dos granulos analisados variou de 0,4 a 5,0 mm em todas
as amostras, no inoculo e nos quatro reatores. Os reatores submetidos as maiores porcentagens
de recirculacdo, R3 e R4, apresentaram na COV mais baixa analisada (5 gDQOL*d) maior
frequéncia de granulos na faixa entre 1,6 e 2,0 mm de didametro, com 39,4 e 37% de frequéncia,
respectivamente. O continuo aumento de carga organica e velocidade ascensional provocou
reducdo do diametro granular para a menor faixa estabelecida (0,4 a 1,0 mm). Na maior COV
analisada (20 gDQOLd?), R3 e R4 apresentaram 63,6 e 79,1% de granulos com didmetro
médio na faixa 0,4 a 1,0 mm, respectivamente. Os reatores submetidos a menores porcentagens
de recirculacdo, R1 e R2, em todas as COV analisadas, apresentaram diametro médio de
granulos na menor faixa estabelecida (0,4 a 1,0 mm). O incremento gradativo de carga organica
e velocidade ascensional provocou aumento da frequéncia de granulos na menor faixa de
didmetro: R1 passou de 47,8 para 87,9% e R2 de 39,4 para 52,1%. A agitacio de 770 s aplicada
aos granulos reforgou que a agitacao hidraulica dentro do reator causou reducdo no diametro
granular. Em todos os reatores foram visualizados organismos metanogénicos do género
Methanosarcina e Methanosaeta. Na quantidade fornecida e devido a lenta exposicdo dos
microrganismos a agua residuaria, os metais presentes na vinhaca ndo foram prejudiciais a
atividade microbiana. Zinco, ferro, magnésio, calcio, sodio e potéassio apareceram de forma
expressiva dentre as substancias encontradas na dgua residuaria. As anéalises de PCR e DGGE
mostraram que a populagdo metanogénica foi mais estavel que a de bactérias para os reatores.
Foi possivel concluir que a recirculagdo do efluente auxiliou a operacéo dos reatores e que 0
reator R2 mostrou ser mais estavel, em relacdo aos demais reatores, quando avaliado todos os
pardmetros conjuntamente.

Palavras-chaves: granulos, dimensdo granular, resisténcia granular, estrutura granular, manta
de lodo, UASB, vinhaga, metano.






ABSTRACT

ALVES, I. Effect of recirculation rates and organic loads on the granules of the UASB
reactor sludge blanket used in the processing of sugarcane vinasse for the methane
production. 2019. 194 p. Tese (Doutorado) — Escola de Engenharia de Sdo Carlos,
Universidade de S&o Paulo, Séo Carlos, 2019.

Four pilot-scale upflow anaerobic sludge blanket (UASB) were used in this study for anaerobic
processing of vinasse from the production of sugarcane alcohol. The reactors, R1, R2, R3 and
R4, were inoculated with granulated anaerobic sludge; submitted to different recirculation rates
of 50, 100, 200 and 400%, respectively, and to the gradual increase of the volumetric organic
loading rate (OLR) from 0.3 to 20 gCODLd. The objective of the study was to monitor the
effect of these operational changes on the granular sludge blanket and to associate the
characteristics of the granules with the overall efficiency of the system. For this purpose,
physical, chemical and biological analyzes were performed on the sludge blanket during OLR
increment. The size distribution, resistance, metal composition and microbial structure of the
granules in different samples were studied. The size of the granules ranged from 0.4 to 5.0 mm
in all samples, in the inoculum and in the four reactors. In the lowest OLR (5 gCODLd?), the
reactors submitted to the highest percentages of recirculation, R3 and R4, had a higher
frequency of granules in the range of 1.6 to 2.0 mm in diameter, with 39.4 and 37 % of
frequency, respectively. The continuous increase in organic load and ascending velocity caused
a reduction of the granular diameter to the lowest established range (0.4 to 1.0 mm). At the
highest OLR analyzed (20 gDQOL*d?), R3 and R4 presented 63.6 and 79.1% of granules with
a mean diameter in the range of 0.4 to 1.0 mm, respectively. While the reactors submitted to
lower percentages of recirculation, R1 and R2, in all OLR analyzed, presented mean diameter
of granules in the lowest range (0.4 to 1.0 mm). The gradual increment of organic load and
ascending velocity caused an increase in the frequency of granules in the smallest diameter
range: R1 increased from 47.8 to 87.9% and R2 from 39.4 to 52.1%. The 770 s agitation
applied to the granules reinforced that hydraulic agitation within the reactor caused reduction
in the granular diameter. In all reactors methanogenic organisms of the genus Methanosarcina
and Methanosaeta were visualized. In the quantity supplied and due to the slow exposure of the
microorganisms to the wastewater, the nutrients aided the microbial activity. Zinc, iron,
magnesium, calcium, sodium and potassium appeared expressively among the substances found
in wastewater. PCR and DGGE analyzes showed that the methanogenic population was more
stable that the bacteria population. It was possible to conclude that the effluent recirculation
aided the operation of the reactors and that R2 reactor seemed to be more stable, in relation to
the other reactors, when all parameters were evaluated together.

Keywords: granule, granular dimension, granular resistance, granular structure, sludge
blanket, UASB, vinasse, methane.
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1. INTRODUCAO

Urbanizacdo, industrializacdo, praticas agricolas, entre outras atividades da atualidade,
aumentam a demanda de agua e, portanto, a quantidade de efluentes gerados. O tratamento de
aguas residuarias tem como foco a reducdo da poluicéo e, consequentemente, a protecdo ao
ambiente e a saude publica, através da remocdo do material biodegradavel, nutrientes e
patdégenos. O destaque da atualidade é a possibilidade de sistemas de tratamento de aguas
residudrias serem fornecedores de energia limpa.

As agroindustrias sdo contribuintes significativos para a poluicdo. Com o crescente
desenvolvimento de biotecnologia sustentavel, pesquisas substanciais foram dedicadas
recentemente a lidar com os residuos gerados pelas agroindustrias. Para este fim, a digestdo
anaerdbia é uma ferramenta potencial para o tratamento destes residuos e para producdo de
energia sob a forma de metano (Rajagopal et al. 2013).

A obtencdo de energia a partir de residuos agroindustriais € uma das estratégias que
pode auxiliar a expansdo das energias renovaveis no Brasil. Entre os varios tipos de residuos, a
vinhaca, originaria da industria da cana-de-agucar, muito importante para a economia brasileira,
tem potencial energético e é gerada em abundancia devido a producdo de grandes quantidades
de etanol (Bernal et al. 2017). A vinhaca apresenta as seguintes caracteristicas principais: baixo
pH e elevados niveis de demanda quimica de oxigénio (DQQO), demanda bioldgica de oxigénio
(DBO), potassio, sulfato e cor. Essas caracteristicas podem apresentar variacdes, dependendo
do seu processo de geracdo (Wilkie, Riedesel e Owens 2000).

Reatores anaerobios de fluxo ascendente com manta de lodo (UASB) estdo sendo
utilizados com éxito no tratamento de agua residuaria de elevada carga organica. A principal
caracteristica do reator UASB é seu mecanismo interno, responsavel pela separacéo de solido,
liquido e biogas. O desempenho eficiente desse sistema esta vinculado a formacdo de lodo
granular. Os parametros que afetam o fenbmeno de granulacdo sdo, principalmente, as
caracteristicas da agua residuaria a ser tratada, a selecdo do material de inoculagéo (Show et al.
2004) e a fluidodinamica do reator.

Os granulos anaerdbios sdo agrupamentos microbianos que interagem entre si com o
propdsito de degradar a matéria organica. Essas estruturas, complexas e heterogéneas, sao
formadas por comunidades microbianas, que coexistem e exercem funcdes diferentes e
complementares, e seus produtos metabdlicos (Miqueleto 2006). A granulacdo da biomassa €
um processo natural devido a tendéncia dos microrganismos de se agrupar, eliminando assim a

necessidade de material suporte.
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O arranjo espacial dos microrganismos no granulo anaerébio oferece vantagens, como,
por exemplo, proliferagdo microbiana mais eficiente; acesso a recursos e nichos que ndo podem
ser utilizados por células isoladas; defesa coletiva; e geracdo de efluente de reator com baixa
concentracdo de sélidos suspensos (McHugh et al. 2003a). O sintrofismo microbiano nos
granulos favorece o tratamento de &guas residuarias, sobretudo as de dificil tratamento devido
aos compostos potencialmente deletérios, como o caso da vinhagca.

Os estudos realizados no intuito de analisar a granulacdo da manta de lodo dos reatores
sdo antigos e, em sua maioria, utilizaram agua residuaria mais simples, como acidos organicos,
glicose ou sacarose (Zeeuw, 1984; MacLeod, Guiot e Costerton, 1990; Chen e Lun, 1993). As
pesquisas mais atuais que trataram de avaliar reatores UASB submetidos a aguas residuérias
complexas, como a vinhaca, tiveram objetivo no funcionamento geral dos reatores, ndo
especificamente na manta de lodo. Além disso, os ensaios foram realizados, majoritariamente,
em tempos curtos de operacdo (um a seis meses) (Hashemian et al., 2005; Mirsepasi et al., 2006;
Leenawat et al., 2016; Petta et al., 2017; Cruz-Salomon et al., 2017).

No Brasil, 0 processamento anaerdbio da vinhaca em reatores UASB tem sido alvo de
pesquisa desde a década de 80. Atualmente, a crescente producdo de etanol no pais, o
consequente aumento da geracdo da vinhaca e o interesse mundial pelo aproveitamento
energético do metano vém estimulando o interesse de pesquisadores em estudos de
aprimoramento da degradacdo anaerdbia desta dgua residuéria.

Apesar de existirem estudos que utilizaram reatores UASB no processamento da
vinhaca, essa tecnologia ainda apresenta pontos que necessitam ser elucidados. Entre eles estdo
a capacidade de aplicacdo de taxas hidraulicas e organicas altas, 0 comportamento da manta de
lodo granular submetida a efluentes industriais de elevada carga organica e com compostos
potencialmente deletérios e a manutencdo da biomassa e da eficiéncia do sistema em tempos
prolongados de operagéo.

Embora o sucesso da digestdo anaerdbia e da producdo de energia em reatores UASB
esteja condicionado a sustentabilidade da manta de lodo, estudos que abordem o
comportamento da biomassa, tratando efluentes concentrados, ainda sdo escassos na literatura
cientifica. Em geral, o desempenho de sistemas UASB é avaliado por caracterizacdes fisico-
quimicas do afluente e efluente dos reatores. No entanto, os problemas que podem influenciar
a operacéo e o desempenho desses reatores podem estar associados a manta de lodo.

Como as analises de monitoramento usuais ndo sdo suficientes para informar sobre as
variagOes das caracteristicas e da estabilidade do lodo granular, torna-se evidente a importancia

de analisar a biomassa, sua estrutura, suas caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas.
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As andlises fisico-quimicas convencionais associadas as caracterizacgdes fisica, quimica
e bioldgica do lodo granular podem ser ferramentas eficientes no monitoramento, na otimizagao
de parametros de projeto, na operacdo, e no desempenho de reatores UASB. Neste trabalho,
pretende-se estudar o efeito da elevacdo de taxas hidraulicas e cargas organicas na manta de
lodo granular de reatores UASB, visando relacionar as alteracbes das caracteristicas fisico-

quimicas e bioldgicas da manta de lodo com os parametros operacionais.
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2. OBJETIVO

Investigar as caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas da manta de lodo granular de
reatores UASB, tratando vinhaca da cana-de-acucar, em escala piloto, submetido a crescentes

cargas hidraulicas e organicas.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obtencdo de metodologia de medicdo da dimenséo dos granulos.

- Estudo da influéncia das taxas de recirculacdo do efluente associadas ao aumento de carga
organica volumétrica nas caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas da manta de lodo:

- Estudo das caracteristicas fisicas - distribuicdo da dimens&o e analise da resisténcia mecanica
dos granulos.

- Estudo das caracteristicas quimicas - determinacdo dos metais presentes na manta de lodo.

- Estudo das caracteristicas bioldgicas - analise da estrutura microbiana dos granulos,
identificacdo da morfologia das células e determinacdo da diversidade microbiana nas

diferentes fases de operacéo.
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4. REVISAO DA LITERATURA

4.1 Producao de acUcar e etanol a partir da cana-de-agucar

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-agUcar, agucar e etanol, e conquista, cada
vez mais, 0 mercado externo com o bicombustivel como alternativa energética. Na safra de
2017/2018 foram produzidos mais de 641 milhdes de toneladas de cana-de-agucar, com
producdo de mais de 38 milhdes toneladas de agucar e mais de 27 bilhdes de litros de etanol
(Tabela 1).

A cana-de-agUcar é cultivada em todas as regifes do pais, sendo o estado de S&o Paulo o
responsavel pela maior producdo brasileira. De acordo com dados referentes a safra de
2017/2018, foram processados s6 em Sao Paulo mais de 357 milhdes de toneladas de cana-de-
acucar, com producao superior a 24 milhdes de toneladas de agucar e mais de 13 bilhdes de
litros de etanol (UNICA 2018b) (Tabela 1).

Tabela 1. Moagem de cana-de-agUcar e producéo de agucar e alcool no Brasil, safra 2017/2018

Estados Cana-de-aglicar Acucar Etanol (mil m?*)
mil foneladas mil toneladas Anidro Hidratado Total

Acra 0 1] i} ] [1]
Alagoas 13.734 1.072 218 112 ]
Amazonas 222 12 0 5 5
Bahia 3,540 160 75 106 181
Cears 0 1] i} ] [1]
Espirite Santo 2381 127 80 11 al
Goids To22 2235 1.323 3205 4618
Maranh&o 2220 23 143 20 163
Mato Grosso 16.134 411 530 aE0 1.490
Mato Grosso do Sul 48040 1.402 878 1.754 2832
Minas Gerais 64888 4237 1.067 1.642 2708
Para arr 46 43 ] 52
Faraiba 5000 159 184 187 an
Parana ar.o4t 2021 570 L] 1.268
Pernambuco 10.863 757 az 20 321
Piaui B850 63 20 1 20
Riio de Janeiro 1.062 s 0 46 46
Rio Grande do Norte 2518 161 3z 45 7
Rio Grande do Sul a5 ] ] 2 2
Rondénia 78 ] ] a4 4
Santa Cataring [i] 1] 0 ] 1]
S8o Paulo 357142 24501 5.963 T.280 13.223
Sergipe 1.718 a6 24 A6 TO
Tocantins 2188 1] 116 &1 176
' Regido Centro-Sul 506.260 36048 10.418 15.660 26.088
Reglio Norte-Nordeste 44 806 2 548 o947 823 1771
Brasil 64 1.066 38.506 11.366 16.402 27850

Fonte: UNICA (2018b)
Nota: ! - toneladas; 2 - milhares de litros.
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No acumulado, desde o inicio da safra 2018/2019 até 1° de novembro de 2018, na regido
Centro-Sul, a moagem de cana-de-agucar somou 508,3 milhdes de toneladas - queda de 4,3%
em relacdo as 531,4 milhdes de toneladas registradas no ciclo 2017/2018 e a producao de agucar
atingiu 24,35 milhdes de toneladas, frente as 33,22 milhdes de toneladas, no mesmo periodo de
2017. No caso do etanol, a producdo acumulada alcangou 27,26 bilhdes de litros, dos quais 8,40
bilhdes de anidro e 18,86 bilhGes de hidratado. Este ultimo apresenta crescimento de 45,96%
em relacdo ao acumulado da safra 2017/2018 (Tabela 2). Apesar da reducdo da moagem, o
aumento na qualidade da cana e 0 menor direcionamento da matéria-prima para agucar visam
permitir uma producdo elevada de etanol, garantindo o abastecimento em todo periodo de
entressafra (UNICA 2018a).

Tabela 2. Safra 2017/2018 e 2018/2019: posi¢do acumulada entre 1° de abril até 1° de novembro de 2018

Centro-Sul S0 Paulo Demais Estados
Produtos 2017/2018 2018/2019 Var. (%) 201772018 2018/2019 Var. (%) 201712018 2018/2019 Var. (%)
Cana-de-agticar ' 531.447 508.339 W -4,35% 318.627 209.720 W -5,93% 212820 208619 W -1.97%
Aglicar ' 33219 24 350 W -26.70% 22607 16.703 W -2601% 10.522 7557 W -28,19%
Etanol anidro * 9741 8402 W 1375% 5.536 4.896 W -11,56% 4205 3.506 W -16,63%
Etanol hidratado * 12.920 18.858 A 45.96% 5.907 9.488 A 58.22% 6.923 9.370 Ak 35.34%
Etanol total 2 22661 27.260 A 20.29% 11.533 14.384 A 24.72% 11.129 12.876 A 1570%
ATR? 73.209 71.235 W -2.70% 43,555 42.001 W -3,36% 29.654 29144 W -1.72%
ATR! tonelada de cana ? 137,75 140,13 A 1.73% 136,70 140,44 A 273% 139,34 139,70 A 0.26%
Wix (%) aglicar 47,62% 35,87% L] 54,60% 41,87% 1] 37.24% 27.21% L]
etanol 52,38% 64,13% [ 45 31% 58,13% [ 62,76% 72,79% [
Litros etanol/ tonelada de cana 42,25 52,90 i 2520% 36,20 47,99 A 32.59% 51,32 59,96 i 16,83%
Kg aglicar/ tonelada de cana 62,51 47,90 W -2337% 71,23 56,03 W -21,34% 4944 36,22 W -26,74%

Fonte: UNICA (20189).

Nota: - mil toneladas; 2 - milhdes de litros; 3 - kg de ATR/ tonelada de cana; ATR - Acucar Total Recuperavel.

A producéo de acucar e alcool de cana-de-agUcar comeca com a lavagem e moagem
da matéria-prima, na etapa de preparagdo. O suco extraido nesse processo, por apresentar
impurezas, deve ser submetido a tratamento para adequacdo aos padrdes de qualidade. A
primeira etapa é destinada a remocéo, por meio de filtros, dos solidos como areia, argila e
bagacilho; a segunda, ao tratamento quimico. Nesse, realiza-se a remog&o das impurezas que
ainda restaram por meio de coagulacio, floculacio e sedimentagio. E necessario, ainda, fazer
a correcdo do pH para evitar inversdo e decomposi¢do da sacarose. O caldo tratado pode ser
enviado para fabricacdo de aclcar ou etanol. O agucar € produzido da evaporagdo, cozimento
(necessério para cristalizacdo da sacarose), centrifugacdo (geracdo de melago) e secagem. O
etanol pode ser produzido por meio da fermentacdo do suco e/ou do melaco gerado na

producdo do acgucar (Figura 1).
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O processo de producdo de agucar e alcool gera subprodutos: bagaco, tortas de filtro
(geradas na etapa de tratamento do suco) e vinhaga. Essa Ultima é gerada em grande
quantidade na destilacdo de etanol depois da fermentacdo do caldo extraido - cerca de 15 litros
de vinhaca por litro de etanol produzido (van Haandel 2005). Considerando a estimativa de
geracdo de vinhaga para cada litro produzido de etanol e a produgdo de alcool na safra de
2017/2018 (Tabela 1), o volume de vinhaga gerado, s6 no estado de S&o Paulo, foi cerca de
198 bilhdes de litros.

Uma das alternativas encontradas, e que ja vem sendo utilizada durante a geracao do
residuo, é a utilizacdo da vinhaca para fertilizar os canaviais onde a cana-de-agUcar €
cultivada. Por conter nutrientes, a vinhaca ajuda a incrementar a producgdo e também reduz a
utilizacdo de outros fertilizantes, porém essa técnica pode salinizar o solo e prejudicar 0s
aquiferos se realizada de forma indiscriminada (Moraes et al. 2014; UNICA 2016).

Em prol da conservagdo dos recursos naturais, a legislacdo brasileira tem se tornado
cada vez mais rigida quanto ao descarte desse residuo, por meio de normas que estabelecem
a aplicacdo controlada da vinhaca no solo e normas com parametros de qualidade
relativamente altos para descarte do efluente industrial nos corpos de agua. Estudos de novas
alternativas para tratamento e possivel utilizacdo desse residuo para outros fins tornam-se cada

Vez mais necessarios.
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Figura 1. Processo de producéo de acucar e etanol
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| ¢ | | — |
| | | |
I I
| Producdo de Acticar ‘ | Produgdo de Etanol |

Fonte: elaborada pela autora

4.2 Legislacdo referente a vinhaca

A principio, o langcamento da vinhaca era efetuado em corpos hidricos e/ou no solo de
forma indiscriminada. Devido aos impactos ambientais decorrentes desta pratica e a
preocupacao crescente com o meio ambiente e com as consequéncias de sua degradacdo para a
sociedade e para salde humana, novas leis foram formuladas, tanto em dmbito federal quanto
estadual, com objetivo de proteger o solo e os corpos hidricos.

O Ministério do Interior (MINTER) instituiu a Portaria n® 323, de 29/11/1978, que visa
a prevencdo de poluicdo hidrica e, portanto, proibe o lancamento direto ou indireto da vinhaca
em colec¢des de agua; a Portaria n® 124, de 20/08/1980, estabelecida pelo MINTER, mantém a
proibicdo do langamento direto ou indireto de vinhaca em qualquer colecdo hidrica; a Resolucao
CONAMA n° 0002, de 05/06/1984, determina a realizacdo de estudos contendo normas que
possibilite o controle da poluicdo causada pelos efluentes das destilarias de alcool; a Resolugéo
CONAMA n° 0001, de 23/01/1986, obriga novas industrias instaladas a fazer estudo de
avaliagdo de impacto ambiental (AlA) e o relatério de impacto ambiental (RIMA); a lei n° 6134
de 02/06/1988 proibe langamento de residuos liquidos, solidos ou gasosos, provenientes de

atividades agropecudrias, industriais, comerciais ou de qualquer outra natureza que possam
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poluir 4guas subterraneas; e a Norma técnica P4. 231 de 12/2006, da Companhia Ambiental do
Estado de S&o Paulo (CETESB), estabelece critérios e procedimentos para 0 armazenamento,

transporte e aplicacdo da vinhaca no solo.

4.3 Caracteristicas de vinhaca proveniente da cana-de-acucar

A cana-de-agucar tem sido usada como matéria-prima para a producdo de etanol no
Brasil, em grande escala, desde a década de 80. Atualmente, a maioria das usinas de cana-de-
acucar tem producdo integrada de acucar e etanol (Dias et al. 2015). A &gua residuéria
proveniente dessas usinas, denominada vinhaca, é utilizada para irrigacdo de culturas de cana-
de-acucar e, parte dela é, por muitas vezes, descartada sem o devido tratamento diretamente nas
aguas superficiais.

A vinhaca apresenta pH acido (3-4), altos teores de matéria organica (Robles-Gonzalez
et al. 2012; Cruz-Salomon et al. 2017), concentracdes significativas de nitrogénio e outros
nutrientes, que sao caracteristicas interessantes para producao de biogéas por digestdo anaerobia.
Por apresentar alto indice de biodegradabilidade (IB), em torno de 0,8, o que significa que 80%
da vinhaca é matéria orgénica biodegradavel, esse residuo da agroindustria € considerado
passivel de ser tratado biologicamente (Cruz-salomon et al. 2017).

Outro fator a se considerar € o indice de competitividade (IC), que € calculado de acordo
com arelagéo de DQO e SO4%. Se 0 IC é maior que 10, considera-se ausente a competicdo entre
0s microrganismos redutores de sulfato e os metanogénicos. Os indices de biodegradabilidade
e competitividade da vinhaca, além do conteido de nutrientes considerados importantes, como
nitrogénio, potassio e céalcio, tornam atraente a aplicacdo da digestdo anaerdbia para o
tratamento dessa agua residuaria (Cruz-Salomon et al. 2017).

No trabalho de Alves (2015), dentre os macronutrientes avaliados, o potassio foi
predominante (1140 mgL™?), com teores razoaveis de calcio (773 mgL™?), sulfato (625 mgL™?) e
nitrogénio total Kjeldahl (614 mgL™), e pobre em magnésio (134 mgL™). O ferro foi o
micronutriente de maior concentracio (59,8 mgL™); manganés, cobre, zinco, chumbo, cadmio,

niquel e cromo total apareceram em baixas concentracdes (valores entre 0,03 e 5,61 mgL™).

As caracteristicas fisico-quimicas da vinhaca de cana-de-acUcar estdo intrinsecamente
relacionadas com o tipo e origem da matéria-prima utilizada; preparo do mosto, dependente do
tipo de industria; método de fermentacéo; eficiéncia do processamento; insumos adicionados
como produtos quimicos, acidos, antibioticos e nutrientes a base de nitrogénio e fosforo;

qualidade da agua; sistema de trabalho; e influéncia dos operadores (Neto 2008).
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Vinhaga mais concentrada € gerada na producdo de alcool a partir do melago ou da
mistura de melago e caldo (mosto misto) em usinas de agucar e alcool. A vinhaca gerada em
destilarias apresenta concentracbes mais reduzidas de matéria organica, potassio, célcio e
magnésio. A caracterizacao da vinhaca depende, portanto, do tipo de mosto de cana-de-agucar
(Tabela 3).

A dimenséo do potencial poluidor da vinhaga pode ser percebida pela concentracéo de
matéria organica presente, que pode vir a exceder 100 gL, em termos de DQO (Wilkie et al.
2000). A digestdo anaerdbia desse residuo é alternativa interessante, visto que € possivel
converter parte significativa do material organico da vinhaca em biogés rico em metano
(Christofoletti et al. 2013), reduzindo, a0 mesmo tempo, 0 seu impacto negativo no ambiente.

O biogéas produzido a partir da digestdo anaerdbia pode ser usado para compensar a
energia consumida no pré-tratamento e no processo de producdo de etanol (Tian et al. 2013).
Além disso, apds a biodigestdo, esse residuo ainda pode ser utilizado para fertirrigacdo, pois
ndo perde sua caracteristica fertilizante (Agler et al. 2008).

Tabela 3. Caracteristicas da vinhaca resultante de mostos de melaco, de caldo de cana e misto

N P

Referéncia Tl\l/ﬁ) (()Jslt:())e pH (ZE?) 88?) ((tgolfall)) (38411) %Oiall)) (g:f'l)
iy Cb 35 12 2 o4 02 os |
"Vejentoog) O 35 122504 02 08
(Drielsggz)et Al Melago 39 39 100 103 003 7 95
(Costa et al. 1986) Caldo 42 165 33 0,7 009 1,74 0,76
(Costa et al. 1986) Misto 45 198 45 0,71 0,09 3,82 3,73
(Costa et al. 1986) Melago 46 25 65 1,61 0,13 6,5 6,4
(Souza, Fuzaro e Misto 39 / 315 0,37 0,03 1,3 0,42

Polegato 1992)

Fonte: Longo (2015)

4.4 Aspectos gerais da digestdo anaerobia

A digestdo anaerdbia é um processo ecoldgico balanceado, envolvendo complexos

processos metabolicos, que ocorrem em etapas e que dependem da atividade de, pelo menos,

trés grupos de microrganismos: bactérias fermentativas, bactérias acetogénicas e



41

microrganismos metanogénicos. Cada grupo microbiano tem comportamento fisioldgico
diferente e, portanto, funcédo especifica, mas trabalham interativamente na conversdo da matéria
organica complexa em biogas, composto principalmente de metano, gas carbonico e gas
sulfidrico. A Figura 2 apresenta as principais etapas do processo anaerobio e os subprodutos

gerados em cada uma delas.

Figura 2. Etapas da digestdo anaer6bia

Compostos organicos complexos

(Carboidratos, Proteinas, Lipideos)

Bactérias fermentativas (Hidrolise)

\/

Compostos organicos simples
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Metanogénicas

CH4 + CO2 Acetoclasticas

Hidrogenotroficas

Fonte: adaptado de Gujer e Zehnder (1983)

Hidrolise e acidogénese

Na primeira fase da digestdo anaerdbia, em que atuam as bactérias fermentativas, ocorre
a conversdo dos compostos organicos complexos (carboidratos, proteinas e lipideos) em outros
compostos simples. A conversdo de material particulado em material dissolvido (agUcares,
aminoacidos e acidos graxos) é conseguida através da acdo de exoenzimas excretadas pelas

bactérias fermentativas hidroliticas.
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O material dissolvido, oriundo da fase de hidrolise, pode ser metabolizado no interior
das células, pois esse consegue atravessar a membrana celular. A maioria dos microrganismos
fermentativos acidogénicos utiliza o material produzido na etapa de hidrélise e produz diversos
compostos mais simples como os acidos organicos (acético, propionico e butirico, entre outros),

dioxido de carbono e hidrogénio.

Acetogénese

Na segunda etapa da digestdo anaerobia, as bactérias acetogénicas oxidam os compostos
intermediarios gerados pelas bactérias fermentativas e produzem hidrogénio, dioxido de
carbono e acetato. Os microrganismos acetogénicos sdo chamados de sintroficos por
dependerem da acdo de outros grupos microbianos.

As reacdes acetogénicas s6 ocorrem se a concentracdo de hidrogénio e acetato no meio
for mantida baixa. Os microrganismos metanogénicos, atuantes na ultima etapa da digestdo
anaerdbia, sdo 0s principais responsaveis pelo consumo do excesso de hidrogénio e acetato e,

portanto, sao responsaveis, também, pelo equilibrio do sistema.

Metanogénese

As argueias metanogénicas sdo essenciais no processo de digestdo anaerdbia.
Fisiologicamente, 0s microrganismos metanogénicos sdo divididos em acetoclésticos e
hidrogenotréficos. Os acetoclasticos usam acetato como fonte de carbono e produzem metano
e gas carbdnico. Os hidrogenotréficos utilizam hidrogénio como fonte de energia, € 0 gas
carbdnico como fonte de carbono e aceptor de elétrons (respiracdo anaerébia), obtendo como
produto final 0 metano, sdo também os responsaveis por remover o excesso de hidrogénio e de
outros produtos da fermentacdo, mantendo a pressdo de hidrogénio baixa, de forma a
possibilitar que as rea¢Oes das bactérias acetogénicas ocorram.

A grande maioria das espécies de microrganismos metanogénicos é capaz de utilizar
hidrogénio e gas carbbnico para produzir metano, pertencendo, portanto, ao grupo de
microrganismos metanogénicos hidrogenotréficos. Enguanto que poucos microrganismos
conseguem formar metano a partir do acetato. Apesar disso, a rota acetoclasticas é responsavel
por 60 a 70% da producdo de metano. Os dois géneros principais sao Methanosaeta, que utiliza
acetato exclusivamente, e Methanosarcina, mais versatil, que pode utilizar, além do acetato,

hidrogénio e compostos metilados (Soubes 1994).
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Sulfetogénese

O processo de digestdo anaerdbia pode incluir, ainda, a rota sulfetogénica: fase onde
ocorre a reducdo de sulfato (e outros compostos a base de enxofre) para sulfeto pela acdo de
bactérias anaerdbias estritas, denominadas bactérias redutoras de sulfato (BRS) ou bactérias
sulforedutoras. O produto final gerado pelas redutoras de sulfato séo sulfeto de hidrogénio e
dioxido de carbono. As BRS sdo capazes de utilizar uma variedade alta de substrato,
competindo, assim, com o0s demais microrganismos do processo de digestdo anaerdbia. A
concentracdo de sulfato no meio delibera qual dos processos sera predominante, se
metanogénese ou sulfetogénese, pois 0s dois grupos microbianos envolvidos nesses processos
competem por acetato e hidrogénio (Chen et al. 2008). Em condic¢des de escassez de sulfato,

as BRS podem atuar como bactérias acetogénicas (Danianovic e Foresti 2009).

Equilibrio do processo de digestdo anaerdbia

Na digestdo anaerdbia, os microrganismos produtores de acido e metano diferem
amplamente em termos de fisiologia, necessidades nutricionais, cinética de crescimento e
sensibilidade as condi¢bes ambientais. Falhas na manutencdo do equilibrio entre esses dois
grupos de microrganismos é a principal causa da instabilidade do reator (Chen et al. 2008). Para
manter a eficiéncia do processo de digestdo anaerodbia, é necessario que a formacao e consumo
dos produtos metabdlicos intermediarios estejam em equilibrio. Caso contrario, pode ocorrer
queda do pH e inibicdo das atividades das arqueias metanogénicas (Ribas 2006).

A faixa de pH ideal estabelecida na literatura para bom desempenho de microrganismos
metanogénicos se aproxima do pH neutro. A alcalinidade do sistema €, basicamente, a
capacidade de neutralizar os &cidos, formados na digestdo anaerdbia, e de tamponar o pH, caso
haja acumulacdo de acidos volateis. A alcalinidade total do sistema é dividida em parcelas de
alcalinidade a bicarbonato, ou alcalinidade parcial (AP), e de alcalinidade a acidos volateis, ou
alcalinidade intermediaria (Al). O desbalanceamento da relacdo AI/AP indica distarbio no
processo anaerdbio, devido a sobrecarga organica. Nesses casos, a taxa de geracdo de metano
ndo acompanha a taxa de producgéo de acidos, ocasionando desequilibrio da digestdo anaerdbia
e falha do sistema (Ripley, Boyle e Converse 1986).

O processo anaerdébio ocorre pelo sintrofismo dos grupos microbianos atuantes nas
diferentes fases da digestdo anaerdbia (fermentativa, acetogénica e metanogénica). Se as
arqueias metanogénicas, grupo mais sensivel as mudancas operacionais, ndo estiverem
adaptadas as condigdes do meio, o consumo dos produtos intermediarios, gerados nas primeiras

fases da digestdo anaerdbia, sera reduzido. Consequentemente, ocorrera aumento da pressdo de
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hidrogénio e de &cidos - afetando diretamente a atividade acetogénica -, queda do pH, reducéo
da eficiéncia de remogdo da matéria organica e da producdo de metano. As principais condi¢des
ambientais que interferem no metabolismo metanogénico séo pH, alcalinidade, temperatura e
presenca de substancias toxicas no substrato.

Chatterjee e Ghangrekar (2017) analisaram o perfil do reator quanto ao pH e observaram
que o pH na parte inferior do reator foi menor em relagéo ao pH na porcédo superior. O baixo
pH na zona do lodo provavelmente ocorreu devido a ligeira acidificacdo da matéria organica
nesta zona. A medida que a &gua residuéaria se movia para cima, os &cidos intermediarios
produzidos foram utilizados pelos microrganismos acetogénicos e metanogénicos, resultando
em aumento de pH devido a alcalinidade gerada a partir dessas reacBes. A variacdo na
inclinacdo do perfil de pH indica presenca de reacdes bioquimicas dentro do reator. As
principais reac6es bioquimicas ocorreram na base do reator, isto €, na zona de reacdo ou manta
de lodo. Lu et al. (2015) fizeram analises verticais no perfil de reator UASB (escala de bancada),
tratando agua residuaria com amido como fonte de carbono, concluindo que as principais
reacOes - abrangendo hidrolise, acidificacdo e metanogénese - ocorreram na parte inferior do
reator, zona de reacdo principal.

Os produtos quimicos geralmente utilizados para regular o pH, com objetivo de proteger
as células e fornecer alcalinidade a bicarbonato, podem ser hidroxido de sédio (NaOH),
bicarbonato de sédio (NaHCOs3) e bicarbonato de aménio (NH4HCOs); 0s que reagem com gas
carbbnico para produzir alcalinidade a bicarbonato sdo éxido de célcio (também chamado de
cal virgem - Ca0), hidréxido de célcio (Ca(OH)2) e amoénia (NHs). A recirculacdo do efluente
do reator também pode ser adotado com objetivo de recircular a alcalinidade do sistema,
estratégia interessante para reducédo de custos com alcalinizante quimico (Van Haandel 2005).

A temperatura influencia no processo de digestdo anaerdbia, pois € diretamente
vinculada ao metabolismo microbiano. Faixas diferentes de temperatura sdo apontadas como
adequadas para a digestdo anaerdbia. Essa divergéncia ocorre devido a combinacdo da
temperatura com outros fatores interferentes no processo, principalmente o tipo microbiano
predominante. Embora variem, faixas de temperaturas mesofilica e termofilica sdo geralmente
consideradas adequadas para producdo de metano a partir da degradagdo anaerobia da vinhaca
(Ribas 2006).

Estudo realizado aponta temperatura abaixo de 25°C como um dos principais problemas
no processo de digestdo anaerdbia de agua residuéria proveniente da industria de agucar. Ainda,
segundo 0 mesmo estudo, temperaturas acima de 40°C também podem causar redugdo da

eficiéncia do sistema de tratamento e da producdo de metano (Leenawat et al. 2016). Ao
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relacionar temperatura e concentragdo de amonia, pesquisa concluiu que a fermentacéo
anaerobia de residuos com alta concentracdo de amonia é mais facilmente inibida e menos
estavel em temperaturas termofilicas que em temperaturas mesofilicas (Chen et al. 2008).
Além de temperatura, pH e alcalinidade, determinadas substancias podem influenciar
no desempenho do sistema. Substincias consideradas inibidoras sdo encontradas em
concentragOes significativas nos residuos industriais, a exemplo de alguns metais pesados
observados na vinhaca. A concentracdo inadequada de metais pesados no substrato pode ser
inibidora da atividade dos microrganismos metanogénicos e acetogénicos, que sdo

fundamentais no processo de tratamento bioldgico (McHugh et al. 2003b).

4.5 Tecnologia anaerdbia e reator UASB

Os sistemas anaerobios oferecem vantagens especificas para o tratamento de diversas
aguas residuarias, principalmente as oriundas de processos agroindustriais. Essas vantagens
estdo relacionadas a relativa simplicidade da tecnologia, baixa demanda de area e de energia
para implantacdo e operacgéo, reduzida producdo de lodo e geragdo de metano como produto
final util e economicamente valioso (Cruz-salomdn et al. 2017).

Um dos avancgos mais significativos na area da tecnologia de tratamento anaerdbio de
alta taxa ocorreu na década de 70. Neste periodo, esforcos consideraveis foram aplicados no
desenvolvimento de um processo que fosse mais sofisticado e que promovesse o tratamento
anaerdbio com tempo de detencdo hidraulica (TDH) de 3-4 horas para residuos de baixa carga
organica. O empenho resultou em um novo tipo de sistema, atualmente utilizado em escala real,
chamado reator anaerobio de manta de lodo, do inglés upflow anaerobic sludge blanket, ou
simplesmente UASB (Lettinga et al. 1976). Na primeira planta, escala completa, de reator
UASB (200 m®), cargas organicas de até 16 gDQOL'd' puderam ser tratadas de forma
satisfatoria, em tempos de detencdo hidraulica de 4 horas, utilizando como fonte de carbono o
residuo do processamento da beterraba para producédo de acutcar (Lettinga et al. 1980).

A conFiguracdo do UASB apresenta dispositivo de separacdo do gas-solido-liquido com
as seguintes funcgdes: separar e recolher o biogas produzido (a area de superficie gas-liquido
dentro do dispositivo deve ser suficientemente grande, de modo que o gas possa evadir
facilmente); separar as particulas de lodo através do mecanismo de sedimentagdo; evitar a
expansdo da manta de lodo em direcdo ao compartimento de gas; evitar perda da biomassa junto

ao efluente por arraste (van Lier et al. 2015).
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Nesta tecnologia, a maior parte da matéria organica € biodigerida pelo lodo sedimentado
no fundo do reator (Christofoletti et al. 2013). A medida que a 4gua residuaria passa pela manta
de lodo, entrando em contato com 0s microrganismos, ocorre a degradacdo anaerdbia dos
residuos organicos. O biogas gerado provoca turbuléncia hidraulica devido ao seu fluxo
ascendente, proporcionando mistura adequada (McHugh et al. 2003b).

O sistema UASB foi um dos primeiros a contar com o estabelecimento de biomassa
granular e é atualmente a tecnologia mais amplamente aplicada para o tratamento anaerdbio de
alta taxa de efluentes industriais (McHugh et al. 2003b). A retencdo da biomassa permite
aplicacdo de taxa de carga organica volumétrica (COV) elevada, maior contato entre o granulo
e 0 substrato (Lettinga et al. 1980; McHugh et al. 2003b) e, também, curto TDH, comparado a
outras tecnologias. Essas vantagens fazem do UASB um sistema relativamente compacto e
econdmico.

A formacdo de lodo granular depende das caracteristicas da agua residuaria a ser tratada
e da selecdo do material de inoculagdo (Show et al. 2004). Atualmente, a grande maioria das
instalacBes de tratamento de residuos anaerobios é baseada na formacdo e manutencdo de
granulos/flocos no reator (McHugh et al. 2003b).

A retencdo de lodo, nessa conFiguracdo de reator, ocorre por meio da formacédo de
agregados bem sedimentaveis (flocos ou granulos) e na aplicagdo de um dispositivo interno de
separacdo gas-liquido-sélido em forma de funil reverso. Alguns conceitos de reatores com
manta de lodo foram reunidos (van Lier et al. 2015):

- Lodo anaerdbio tem ou adquire boas propriedades de sedimentacéo, desde que 0 processo seja
operado corretamente. As particulas pequenas ou instaveis serdo lavadas do sistema.

- O contato necessario entre os granulos e as aguas residudrias nos reatores UASB geralmente
é conseguido alimentando o sistema com aguas residuarias, tdo uniformemente quanto possivel,
evitando caminhos preferenciais.

- Com aguas residuarias contendo compostos inibitérios biodegradaveis, uma estratégia seria
aplicar a mistura hidrodindmica atraves de fluxo de recirculacdo de liquido. Como resultado,
pode-se obter reducdo do potencial de inibicao.

Importantes estudos foram realizados utilizando reatores UASB desde a década de 70.
Os resultados mostram o potencial tecnolégico que o sistema UASB oferece no tratamento
bioldgico para vasta gama de aguas residuarias. Aplicacbes bem-sucedidas desta tecnologia,
desde o tratamento de agua residuaria relativamente diluida (esgoto doméstico, por exemplo) a
reatores submetidos a carga organica elevada, resultou no estabelecimento de milhares de

reatores em escala real em todo o mundo (Lim e Kim 2014; Nnaji 2014). No entanto, desafios
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foram encontrados no decorrer da aplicagdo desta técnica, evidenciando que apesar de
promissora, a tecnologia anaerdbia apresenta diversas variaveis que contribuem para o
equilibrio/desequilibrio desse sistema. Algumas destas aplicacOes estdo apresentadas no
Quadro 1 e sdo brevemente comentadas a seguir.

Pesquisas demonstram a viabilidade técnica da aplicagéo de reator UASB no tratamento
de diferentes tipos de vinhaga. Hashemian et al (2005) avaliaram a capacidade de tratamento
anaeradbio de vinhaca, proveniente do processamento da beterraba para producédo de alcool, em
reator UASB e concluiu que, mesmo com o aumento gradual de COV até 16 gDQOL*d?, o
sistema de tratamento alcancou 95% de eficiéncia de remocéo de DQO.

Cruz-Salomon et al. (2017) compararam dois reatores UASB, um tradicional e outro
modificado. A inovacdo do UASB modificado consistiu em um segundo leito de manta de lodo,
suportado por uma placa metalica multiperfurada, que ndo bloqueou o fluxo hidrodinamico. O
biorreator UASB modificado e o convencional operaram eficientemente no tratamento de
vinhaca, oriunda de destilaria de agave (DQO de 120 gL™), e apresentaram remogao de matéria
organica de 93% e 91%, respectivamente. O desenho do biorreator modificado aumentou a
proporcdo de metano na mistura de biogas produzido e aumentou o valor calorifico do biogas
em comparagdo com o bioreator convencional (Cruz-Salomon et al. 2017).

Em uma anélise comparativa de dois reatores UASB, escala completa, com parametros
operacionais diferentes: um dos reatores (UASB-1) teve a gua residudria inserida diretamente
no sistema; no segundo caso (UASB-2), antes de submetida ao reator, a agua residuaria passou
por tanque de condicionamento onde foram regulados parametros como pH, carga organica e
temperatura. A falta de controle nos parametros do UASB-1 prejudicou a eficiéncia do sistema;
no reator UASB-2, a qualidade do funcionamento foi melhor do que no reator UASB-1, mas
ndo foi suficiente, sugerindo necessidade de maior controle de alcalinidade e &cidos volateis
(Mirsepasi et al. 2006).

Petta et al. (2017) analisaram a possiblidade de utilizar, estrategicamente, um sistema
UASB como preé-tratamento de vinhaca, oriunda do processamento de uva, no intuito de reduzir
a fracdo organica facilmente biodegradavel e produzir metano. A agua residuaria de entrada,
caracterizada por pH &cido, necessitou de correcdo preliminar para obter um valor de 6,2. Os
resultados mais estaveis ocorreram em COV de 4,5 gDQOL*d?, com uma eficiéncia de
remocdo de matéria organica e eficiéncia total de remocdo de fendis de 97,2 e 75,0%,
respectivamente. No entanto, os valores mais elevados de COV (no intervalo de 6,2 e 11,5
gDQOL*d?Y) resultaram em formacgdo bioldgica de escuma com consequente reducdo da

producdo de biogas e relativa instabilidade do processo.
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Leenawat et al. (2016) analisaram faixas de temperatura entre 29 e 42°C em reator
UASB tratando &gua residuaria da industria de acucar. O sistema apresentou melhor eficiéncia
de remocao de carga organica, aproximadamente 92%, com temperatura entre 30 e 40 °C e a
producdo maxima de metano ocorreu a 39°C (0,38 LCH1gDQO™). A concentragdo de metano
diminuiu com temperaturas entre 40 e 42 °C, com pior producdo de metano a 42 °C (0,22 LCH4
gDQO™).

Muitas sdo as aplicacOes possiveis para o reator UASB. O desafio esta relacionado ao
controle das diversas variaveis que interferem no resultado como, por exemplo, temperatura,
pH, carga organica, TDH, presenga de nutrientes e/ou metais no substrato, lavagem de
biomassa, curto-circuito, sobrecarga, inibi¢cbes do processo e qualidade do biogés. Ainda é
desafiador controlar tantas variaveis e, por isso, dependendo da dgua residuaria e das condicdes
ambientais, mais pesquisas serdo necessarias para otimizacédo do processo.

Aspectos importantes que devem ser melhorados no sistema: (i) reducéo do tempo de
partida e da granulacdo em reatores UASB; (ii) acoplamento com unidade de pds-tratamento;
(iii) melhoria da eficiéncia de remocao da matéria organica, nutrientes e patdgenos no efluente
final; (iv) compreensdo da dindmica de formacdo e funcionamento da biomassa; (v) estudo de
estratégias para evitar zonas mortas, geralmente causadas por baixos fluxos; (vi) analise de
formas de evitar a lavagem de biomassa ativa (vii) estudo da adaptacéo de diversos compostos
possivelmente toxicos para, assim, diminuir a sensibilidade do lodo granular a essas substancias
(Rajagopal et al. 2013; Robles-gonzalez et al. 2012).

Alguns fatores podem atenuar as desvantagens, entre os quais a inocula¢do do reator
com um lodo ja adaptado, reduzindo assim o tempo de partida desses sistemas. A carga
hidraulica deve ser estudada e aplicada de forma que evite caminhos preferenciais e também a
lavagem da biomassa por arraste. Quanto ao fator de toxicidade, a gradual exposi¢do da
biomassa ao substrato € capaz de proporcionar a adaptacdo do lodo as condigdes adversas e,
dessa forma, manter a estabilidade do processo.

Apesar de existirem limitagdes, o tratamento anaerdbio é uma tecnologia madura, com
potencial para ser utilizado em estacGes de tratamento mais sustentaveis, visando, além do
tratamento da &gua residuéria em si, a producao de energia. Embora o uso de energia de biogas
ainda seja incipiente no Brasil, existem vantagens inerentes a essa pratica, tais como a producgéo
de energia descentralizada; cogeracao para produzir eletricidade e calor; reducdo das emissoes
de metano; e, possivelmente, lucro extra da comercializacdo da energia produzida. Além disso,

o lodo gerado em reatores anaerdbios, mistura complexa de substancias organicas e inorganicas,
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apresenta valioso potencial de uso agricola ou, ainda, de recuperagdo, também, na forma de
energia (Rosa et al. 2018).
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Quadro 1. Reunido de estudos realizados em reator UASB

Atividade
Temp Metanogénica DQO Eficiéncia de
Escala/ 3 ) Carga . Producéo de metano no o Tempo de .
Residuo Inéeulo ] TDH Vazéo pH média L Especifica de remocao (%) - . Referéncia
Volume organica metano biogéas% operagéo
(°C) (AME) entrada DQO
. 600 L de lodo
Vinhaca .
mesofilico do 4,5
) (beterraba) Gradualmente . 1000 a .
Piloto fundo de uma 5 Ajustado ) (Hashemian et
gerada na . de 1 até 16 6h - 30 - - 11000 95 180 dias
(1300 L) B lagoa anaerdbia para: 7- al. 2005)
produgéo de i gDQOL*d mgL*
) tratando residuos 75
alcool L
de laticinios
Complexo 3,89 2130 0,51
Bancada . . . o 80 o .
. Vinhaca microbiano +0,01 (modificado) e o (modificado) e 93 (modificado) )
modificado e . - 100 (modificado) e 120+18 . (Cruz-Salomén
) (destilado do anaerébio - - Valor 30 1840 0,49 91 60 dias
convencional mLh! ) ] 67 ] gLt ] etal. 2017)
agave) adaptado ajustado (convencional) . (convencional) (convencional)
4L (convencional)
2,5gSTmL? mLd* gDQOgSSV1d?t
UASB-1 ) .
. 50 (Mirsepasi et
Real/ Vinhaca - - >200h 50 4-5 20-25 - - - <55 3 meses
gL? al. 2006)
430 m3

Continua
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Conclusdo
Atividade .
Temp . DQO Eficiéncia
Escala/ . i . o Producgdo metano no Metanogénica Tempo de o
Residuo Inéculo Carga orgénica TDH Vazéo pH média L o de de remogao Referéncia
Volume de metano biogés % Especifica (AME) operagéo
(°C) entrada | (%) - DQO
UASB-2 (Mirsepasi
. 10 30 8-12
Real/ Vinhaca - 20h 480 7+0,5 - - - 55 3 meses et al. 2006)
gDQOL*d? *2 gL?
430 m3
Lodo
. 3,8+0,05
anaerdbio 340 446 +
Bancada . L 3-115 16-4 (real) (Petta et al.
Vinhaga (uva) submetido a . - 37 LCH, 60 - 94,5 97 4 meses
24 L 3 gDQOL*d? dias 7,3-8,0 2017)
residuo de . KgDQO™! gL?!
(ajuste)
frutas (159 L)
Agua residuéria
de industria de
92%
Bancada acucar e agua de 0,38 . (Leenawat
B - 140 kgDQOd* - - 6,5-85 29-42 - - - (entre 30 e 35 dias
145L estacdo de m3CH, kg'DQO 40°C) et al. 2016)
bioenergia
elétrica

Fonte: elaborado pela autora.
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4.6 Retencdo de biomassa nos sistemas anaerobios

A retencdo da biomassa é fundamental para o sucesso da operacdo nos reatores
anaerobios. O inicio da operacdo dos reatores demanda cuidado e deve ser realizado com
cautela para promover a adaptacdo da comunidade microbiana as condi¢fes impostas. Como
ndo é possivel avaliar todas as variaveis do processo, principalmente no tratamento de aguas
residuarias concentradas, com elevada carga organica e substancias potencialmente deletérias,
a estratégia seria buscar a adaptacéo do lodo anaerébio as condi¢cbes ambientais.

Adaptacdo é um termo que, de forma geral, descreve o processo de resposta de um
organismo submetido as mudancas em seu ambiente. Ou seja, é a capacidade do organismo em
se ajustar as alteracGes impostas pelo meio, tornando-se menos suscetivel a essas variacoes.

A zona ativa do reator, onde se concentra o lodo anaerdbio, é a area que necessita de
maior atencdo, pois é o coracdo do sistema. Além de promover a adaptacdo da biomassa,
também é importante avaliar os pardmetros operacionais que podem influenciar na sua
manutencdo. Segundo Lu et al. (2015) fatores como carga organica elevada (maior que 8
gDQOL*d?) e TDH baixo (em torno de 3 h ou menor) podem ser prejudiciais para as particulas
de lodo por reduzir a taxa de transferéncia de massa e prejudicar a atividade especifica da
metanogénese.

As células microbianas se distinguem de varias maneiras: em tamanho, morfologia,
fases de crescimento, metabolismo, resisténcia, tempo de multiplicagdo/reproducéo,
caracteristicas de agregacao, entre outras particularidades. A diferenca entre os grupos celulares
tem carater pratico na digestdo anaerdbia, pois tais caracteristicas tém efeito importante na
sobrevivéncia dos organismos e na transferéncia de nutrientes interespécies.

O processo de agrupamento celular, que se inicia quando microrganismos se tornam
sensiveis aos parametros ambientais ou as condicbes de estresse, constitui em importante
estratégia de sobrevivéncia, pois, assim, as células se protegem contra agressdes externas.

O fenbmeno de agregacdo multicelular depende de diversos fatores quanto a
organizacdo microbiana dentro da estrutura e envolve a faixa de tamanho das células, a
localizacdo da célula no agregado e o meio de crescimento. A disposi¢cdo de cada célula na
estrutura granular esta relacionada a troca de nutrientes e ao mecanismo de proteg&o.

O sintrofismo microbiano, que a imobilizacdo da biomassa proporciona, é requisito
fundamental para o desenvolvimento do processo de digestdo anaerdbia, mantendo a conversédo
dos compostos organicos balanceada. A imobilizacéo da biomassa pode ocorrer aderida a algum

tipo de material suporte inerte, fixo ou flutuante, ou pode ocorrer sem material suporte. De
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forma geral, a imobilizacéo é entendida como a aderéncia de microrganismos sobre particulas
muito finas inertes ou organicas presentes nas aguas residuarias.

A retencdo de microrganismos em reatores biologicos pode ocorrer por meio da formacéo
de biofilmes, flocos ou granulos densos. Os biofilmes sdo camadas de microrganismos que se
desenvolvem aderidos a superficie de algum material suporte, fixo ou mdvel (Campos 1999).
Diversos materiais podem ser utilizados como suporte, como, por exemplo, espuma, areia,
argila expandida e poliestireno. Os microrganismos se aderem formando um biofilme no
entorno do material.

Os microrganismos aderidos uns aos outros, sem necessidade de material suporte, podem
formar lodo floculento, quando o agrupamento microbiano é disperso; ou lodo granulado, no
qual o aglomerado microbiano tem caracteristica densa. O agrupamento de microrganismos em
flocos ajuda na sedimentacdo do lodo no sistema, importante para manutencdo da biomassa no
reator e, consequentemente, para manter a concentracdo de sélidos baixa no efluente do sistema.

O crescimento ocorrera principalmente como biomassa dispersa (lodo floculento) em
condicdo de baixa pressao de selecdo, resultando na formacao de um tipo de lodo volumoso.
Em reatores anaerdbios, o organismo do tipo Methanosaeta pode formar filamentos muito
longos (200-300 pum). Quando esses organismos crescem, na auséncia de particula de suporte
solida (organica ou inorganica), caracteristicas pobres de sedimentacgdo séo obtidas. Além disso,
devido as bolhas de géas produzidas, esses lodos constituidos de filamentos vagamente
entrelacados tendem a flotar (Hulshoff Pol et al. 1983).

O crescimento microbiano em granulos, formacdo mais comumente observada em
reatores UASB, parece ocorrer principalmente no tratamento de aguas residuérias ricas em
carboidratos e &cidos volateis. A formacao dos granulos esta sujeita a fatores fisicos, quimicos
e bioldgicos como caracteristicas do substrato, condi¢cGes que beneficiem o crescimento de
arqueias metanogénicas, fuidodinamica, temperatura, pH, entre outros fatores (Hulshoff Pol et
al. 2004; Alves 2015). Lodo granulado possui, em geral, melhor capacidade de estabilizacéo,
maior densidade, estrutura microbiana mais forte, maior retencdo de biomassa e melhor
capacidade de remocéo de nutrientes em comparagdo com lodos floculentos (Liu et al. 2014).

Todas as formas de reten¢do microbiana sdo positivas para melhoria da eficiéncia do
tratamento, pois a manutencdo da biomassa traz beneficios, tais como maior concentracdo de
biomassa no sistema; capacidade de tratamento de maior volume de agua residuéria e efluente
do reator clarificado devido a menor concentracdo de sélidos (Xing et al. 2015). No entanto, 0
mecanismo de granulagdo é mais eficiente. Sua estrutura permite troca simbidtica entre a massa

microbiana de maneira a potencializar a capacidade de tratamento. Alguns estudos tém
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investigado e ndo medido esforgos para compreender esse mecanismo (Hulshoff Pol et al. 2004;
Alves 2015; van Lier et al. 2015), que é chave do tratamento em reatores UASB de alta taxa.

4.7 Teoria sobre o processo de formacéo de granulos anaerdbios

O reconhecimento do processo de granulacdo foi um marco significativo no tratamento
anaerobio de aguas residuérias, visto que esse fendbmeno aumenta a eficiéncia e aplicabilidade
da tecnologia, podendo ser considerado o principal motivo do éxito da introducdo do reator de
manta de lodo anaerdbio de fluxo ascendente para tratamento anaerébio de efluentes industriais
(McHugh et al. 2003b; Hulshoff Pol et al. 2004).

A granulacdo é um processo dinamico sem um ponto de partida claro. No entanto,
descobriu-se que o inicio do processo de granulagdo € identificavel em condi¢des de laboratdrio
pelo aparecimento, dentro de um periodo de alguns dias, de aglomerados de lodo macroscopicos
(Hulshoff Pol et al. 1983). De forma geral, os granulos anaerdbios sdo formados por
agrupamentos de microrganismos que interagem entre si, num complexo consércio microbiano
altamente estruturado, a fim de degradar a matéria organica. Tal agregado é um arranjo
metabdlico estavel que cria condi¢cdes ambientais étimas para todos os seus membros (Guiot,
Pauss e Costerton 1992).

Diaz et al. (2006) associaram a idade e caracteristica do granulo anaerdbio a sua aparéncia
e cor. Essa associacdo ocorreu diante da avaliacdo das caracteristicas de reator UASB tratando
efluentes de cervejaria. Tipos diferentes de granulos coexistiram nesse sistema e a distin¢do
visual principal estava nas cores: pretos, cinzas ou marrons. Além da cor, os agregados
microbianos diferiam na taxa de sedimentacdo e tamanho. Os granulos pretos eram pequenos e
compactos. Os granulos marrons eram menos compactos e porosos. Os granulos cinzentos, mais
abundante no lodo, eram compostos por camadas concéntricas definidas de microrganismos.

Embora a formacao de granulos venha sendo estudada, e ja se saiba da importancia que
esse ecossistema microbiano com arquitetura interna caracteristica apresenta em sistemas de
tratamento bioldgico, a literatura é, muitas vezes, contraditoria sobre 0s mecanismos
responsaveis por sua formagéo e atuacao. Isto porque nao ha apenas um caminho para formacao
de granulos e os diversos fatores ambientais podem contribuir para sua dindmica, impondo, aos
mesmos, caracteristicas diferentes que resultardo em respostas diferentes as alteragdes no meio.

O fenbmeno de granulacdo e os principais fatores para formacdo de granulos sao
tratados por diversos enfoques na literatura. Hulshoff Pol et al. (2004) reuniram informacdes

sobre as teorias existentes e as dividiram em fisicas, microbianas e termodindmicas. Parametros
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como velocidades ascensionais do liquido e dos gases, forcas de cisalhamento e a remog&o do
excesso de lodo sdo considerados como principais responsaveis pelo fenémeno da granulagéo
na teoria fisica. A teoria microbioldgica é baseada nas caracteristicas de microrganismos
especificos e a teoria termodinamica parte do principio da energia e interacGes fisico-quimicas

entre as paredes celulares ou entre paredes celulares e outras superficies.

Teoria de granulacéo - Fisica

Na abordagem fisica, o fenémeno de granulacéo € explicado em termos das condicdes
fisicas prevalecentes no reator. Velocidades de fluxo ascendente do liquido e gas, sélidos
suspensos no afluente ou lodo, atrito e remocdo do excesso de lodo dos reatores séo
considerados os fatores responsaveis pela granulacdo (Hulshoff Pol et al. 2004). Nesta
perspectiva, duas teorias foram apontadas por Hulshoff Pol (2004): a teoria de selecdo de
Hulshoff Pol (1983) e a de crescimento de sdlidos colonizados de Pereboom (1994). Os autores
nédo descartam a importancia da disponibilidade de concentracdo adequada de nutrientes, o pH
e a temperatura.

Na teoria da pressdo de selecédo, acredita-se que a base do processo de granulacdo seja
a selecdo continua de particulas de lodo que ocorre no reator, em que o lodo leve e disperso é
expulso do sistema, enquanto componentes mais densos permanecem. Essa selecdo seria
governada tanto pela taxa de producdo de gas, que dependente da taxa de carga organica
aplicada ao lodo, quanto pela taxa de carga hidraulica.

Em cargas organicas mais altas, a crescente producdo e liberacdo de gas desempenha
papel importante no processo, proporcionando mistura no sistema devido a agitacdo provocada
pelo desprendimento de gas. A maior producdo de biogas também pode provocar o
encapsulamento de granulos pelo gas produzido. O granulo encapsulado pode ser levado por
flotacdo, sendo os granulos maiores 0s mais susceptiveis, pois os agregados microbianos
volumosos, com uma superficie especifica elevada, tém maior propensdo em aderir as bolhas
de biogés e a escuma gerada no sistema, o que pode vir a reduzir a propriedade de sedimentagéo
e causar flotacdo.

Taxa de carga hidraulica apropriada é necesséria para a retencdo seletiva da fracéo de
lodo mais densa. Como se trata de um processo dinamico, fortemente dependente do tipo de
residuo, nimeros ndo podem ser estabelecidos em relag@o ao regime recomendado para a taxa
hidraulica e de carga organica aplicada ao lodo. No entanto, os autores indicam a aplicacdo de
pelo menos 0,6 kgDQO kgSSV-1d?! e alertam que a taxa de granulagdo serd baixa em

concentragdes de DQO abaixo de 1gL™?, resultando em lavagem dréstica do lodo.
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Com o carreamento do lodo menos denso, o crescimento do lodo finamente disperso é
minimizado e o desenvolvimento microbiano é delegado a um ndmero limitado de nucleos de
crescimento, que pode consistir em materiais inertes organicos e inorganicos. Esses nucleos de
crescimento aumentam em tamanho até um determinado limite maximo, geralmente 5 mm.
Apos esse limite, partes dos granulos se destacam, produzindo uma nova geragdo de ndcleos de
crescimento e assim por diante.

A primeira geracgdo consiste em agregados relativamente volumosos, mas naturalmente
eles se tornam gradualmente mais densos devido ao crescimento microbiano no exterior e no
interior dos agregados, pois o0 crescimento microbiano é estimulado nos agregados menos
volumosos, ja que o substrato pode penetrar mais profundamente nesses devido a menor
limitacdo de difusdo e menor atividade bacteriana.

Na proposi¢do de crescimento de sélidos suspensos colonizados, Pereboom (1994)
sugere que a formacao dos granulos ocorre devido ao atrito e colisdo de sélidos finos suspensos
presentes no afluente e que o aumento do tamanho dos granulos é explicado apenas pelo
crescimento microbiano. Nessa hipdtese, a forca de cisalhamento ndo contribui
significativamente para quebra ou desintegracdo dos aglomerados. O desenvolvimento dos
granulos ocorre, portanto, apenas pelo crescimento de pequenas particulas formadas pelo atrito.

Nas teorias fisicas, o tempo de retencdo celular esta diretamente relacionado com o
tamanho das particulas: granulos maiores estdo ha mais tempo no sistema e por isso tiveram
oportunidade para multiplicacdo celular, o que explica seu crescimento. A limitacdo do tamanho
méaximo do granulo em operacdo, por sua vez, é dada pela descarga regular de biomassa

excedente.

Teoria de granulacéo — Microbiana

As teorias agrupadas nesta se¢do explicam a granulagédo fundamentada, principalmente,
nas caracteristicas de determinados microrganismos. Nessa abordagem, os fatores fisicos, tal
como velocidades de fluxo ascendente do liquido e gas, solidos suspensos, atrito e remogéo do
excesso de lodo dos reatores sdo frequentemente integrados. A observacao de caracteristicas
granulares, estrutura de granulos e microbiologia correspondente, acoplada as condicGes
prevalecentes no reator, constituem a base dessas teorias.

Alguns estudos observaram a organizagdo estrutural dos granulos e constataram
estratificacdo microbiana em camadas sobrepostas, enquanto que em outros ndo foram
identificadas camadas bem definidas (MacLeod, Guiot e Costerton 1990; Guiot, Pauss e
Costerton 1992; Chen e Lun 1993; Del Nery et al. 2008; Alves 2015).
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Nas pesquisas desenvolvidas por MacLeod, Guiot e Costerton (1990), os granulos obtidos
de um reator mesofilico, alimentado durante um més com sacarose, exibiu uma estrutura de trés
camadas em que cada camada predominava uma morfologia distinta. A camada exterior
continha uma variedade de organismos, incluindo aglomerados de grandes organismos cocoides
que se assemelhavam a cocos metanogénicos da ordem Methanococcales, filamentos finos
similares a0 Methanospirillum sp. também estavam presentes; a segunda camada consistia de
grande nimero de microrganismos em forma de bastfes. Entre esses estavam organismos muito
densos em elétrons a semelhanca de Methanobrevibacter sp. e outros a Syntrophobacter sp. A
terceira camada continha um grande nimero de hastes com extremidades planas, que ocuparam
grandes areas do centro dos granulos.

A teoria estabelecida por meio destas observacdes é que a camada mais externa é formada
por possiveis bactérias acidogénicas, bactérias redutoras de sulfato (ocorrem na presenca de
sulfato no substrato), além de Merhanosarcina; provaveis bactérias acetogénicas, e, também,
arqueias metanogénicas, consumidoras de hidrogénio, s&o encontradas na camada
intermedidria; o ndcleo acetoclastico, composto quase exclusivamente de organismos
semelhantes a Methanosaeta (Guiot et al. 1992).

Segundo essa abordagem, o substrato em contato com a superficie do granulo é utilizado
pelas bactérias acidogénicas presentes na primeira camada; em seguida, difunde-se no granulo,
onde é transformado em acidos organicos e hidrogénio. Em resposta aos gradientes, os acidos
organicos e o hidrogénio adentram cada vez mais para o centro dos granulos. A producédo de
metano e didxido de carbono, efetivada por microrganismos metanogénicos consumidores de
acetato, ocorre mais fortemente no centro desses granulos e depois escapa para 0 meio liquido
do sistema (Figura 3). A complexidade e beleza do sistema granular estdo na capacidade de um

unico granulo incluir todo o processo de digestdo anaerdbia.
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Figura 3. Estrutura granulométrica
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Fonte: adaptado de Guiot, Pauss e Costerton (1992).

No estudo de Alves (2015), foi verificado que em granulos de UASB utilizado no
tratamento de vinhaga da cana-de-aclcar, analise de microscopia eletrénica de varredura
mostrou que, de maneira geral, as amostras de granulos se comportaram de duas formas: nas
menores cargas organicas analisadas (2,5 e 5 gDQOLd?), as Methanosaeta parecem se
concentrar no interior do granulo, enquanto as outras morfologias se apresentam na superficie
granular (bacilos de dimensdes variadas e poucos arranjos de cocos semelhante a
methanosarcina.). E nas COV mais altas (7,5 e 10 gDQOL*d}), as Methanosaeta afloraram na
superficie. O diametro dos granulos reduziu com o aumento da carga organica, o que pode ter
influenciado o surgimento desses microrganismos na superficie.

Em grénulos oriundos de UASB, tratando residuo de abatedouro de aves, ndo foi
observado distribuicdo microbiana em camadas. Diferentes tipos morfoldgicos de células se
entrelacaram aparentemente de forma aleatéria ao longo da secdo transversal. Células
semelhantes a Methanosaeta e Methanosarcina, bastonetes e colonias de cocos foram
observadas na superficie, camada interna e centro dos granulos. Provavelmente, a
complexidade do substrato, devido principalmente as proteinas e gorduras, levou a distribuicdo
microbioldgica uniforme nos granulos analisados (Del Nery et al. 2008).

Chen e Lun (1993) verificaram que trés tipos de granulos de lodo foram cultivados com
diversos substratos e em diferentes condicdes, todos com boa capacidade de estabilizagdo em
condi¢des normais de operagdo. Na condigdo 1 foi utilizado &cido acético como substrato; na

condicdo 2, glicose e na 3, vinhaca. Os grénulos cultivados como &cido acético como Unica
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fonte de carbono mostraram predominancia de Methanosaeta na superficie e nas partes internas
aglomerados de Methanosarcina. Os granulos alimentados com glicose apresentaram
macrozonas com distribuicdo de variados morfotipos microbianos na superficie e
predominancia de Methanosaeta no centro. Nos granulos submetidos a vinhaca as
Methanosarcina e Methanosaeta foram responsaveis pela formacao dos ndcleos. Comparado
com o granulo submetido ao &cido acético, o granulo alimentado com glicose é mais complexo,
isto ocorre devido a digestdo anaerdbia da glicose envolver mais processos que a digestdo do
acido acético. Os autores verificaram que o granulo cultivado em vinhaga possui a maior
complexidade microbioldgica devido aos constituintes do substrato.

Hulshoff Poll et al. (2004) reuniram diversos estudos sobre granulagdo no que diz
respeito a abordagem microbiana e dividiram as teorias embasadas na fisiologia e ecologia. As
teorias agrupadas, referente a fisiologia, foram as de Sam-Soon et al. (1987); Wiegant (1987) e
de Chen e Lun (1993); e as de ecologia foram de Zeeuw (1984) e de Morgan, Evison e Forster
(1991).

Segundo Sam-Soon et al. (1987), a granulacao depende de um grupo de microrganismos
do género Methanobacterium, um organismo que utiliza H> como sua Unica fonte de energia e
pode produzir todos os seus aminoacidos, com excecdo de cisteina. Quando esse microrganismo
estd em ambiente de alta pressdo parcial de Ho, isto €, excesso de substrato, o crescimento
celular e a producdo de aminoécidos sdo estimulados. Em condicfes de alta carga, a taxa de
absorcdo de Hz pelos organismos consumidores de H2 € menor que a taxa de producgdo de H»
resultando numa regido de alta pressao parcial de Ha.

Wiegant (1987) prop0s uma "teoria do espaguete” sobre a granulacéo de lodo no UASB
tratando aguas residuérias acidificadas, solucbes de acetato ou misturas de acidos organicos
com microrganismos predominantemente de Methanosaeta. Essa teoria divide a formacao dos
granulos em duas fases: formacdo de precursores e crescimento dos granulos a partir dos
precursores. Inicialmente, os microrganismos do género Methanosaeta formam agregados
muito pequenos. A selegéo de agregados é feita impondo uma velocidade ascensional crescente,
os precursores sdo formados e a granulagdo é inevitdvel. O crescimento individual dos
microrganismos e o aprisionamento dos microrganismos dispersos levam ao crescimento das
particulas precursoras formando granulos, que devido as forcas de cisalhamento causadas pela
carga hidraulica e pelo biogéds produzido adquirem uma forma esférica. Granulos jovens
apresentam aparéncia filamentosa. Com o tempo, os granulos vao ficando mais robustos devido

ao aumento da densidade pelo crescimento microbiano. Segundo essa teoria, a concentragéo de
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solidos em suspensdo ndo deve ser muito alta, caso contrario, 0 aumento no tamanho dos
agregados ocorrera muito lentamente.

Chen e Lun (1993) formularam uma hipotese semelhante a “teoria do espaguete” para a
granulacdo de lodo anaerobio em um UASB alimentado com vinhaca. Nessa teoria,
microrganismos do género Methanosaeta e Methanosarcina séo considerados 0s organismos
responsaveis pela formacdo do nucleo. O primeiro, devido a qualidade de aderéncia e o ultimo
por sua capacidade de crescer em pacotes envolvidos por polimeros extracelulares (PEC), sobre
0S quais o0s organismos de Methanosaeta podem se anexar. A pressdao de selecdo e a
concentracdo de acido acético sao as forgas motrizes para a formagéo do nucleo. Apds formacéo
do ndcleo, o granulo se desenvolve com varios outros microrganismos. Nessa teoria, 0S
microrganismos metanogénicos ndo predominam na superficie de granulos maduros, mas, em
vez disso, sdo misturados com uma variedade de bactérias.

Segundo Morgan, Evison e Forster (1991), os granulos se desenvolvem a partir de um
precursor que consiste em um pequeno agregado predominantemente constituido de
Methanosaeta e bactérias. Nos filamentos de Methanosaeta se aderem outros microrganismos
metanogénicos e ndo metanogénicos.

Zeeuw (1984) explica a formagdo dos diferentes tipos de granulos de UASB
alimentados com &cidos organicos volateis. Os trés tipos de granulos observados foram:
granulos esféricos compactos compostos, principalmente, de microrganismos que se
assemelham a Methanosaeta; granulos relativamente esféricos constituidos, majoritariamente,
por microrganismos filamentosos, semelhantes a Methanosaeta, frouxamente entrelacados
ligados a uma particula inerte; e granulos compactos esféricos compostos, predominantemente,
por Methanossarcinas. O desenvolvimento de cada tipo de lodo granular foi explicado com
base na selecdo do indculo, eroséo e expansdo da manta de lodo, diferenca na pressao de selecéo
e tempo medio de retengdo celular. A adicdo de pequenas quantidades de lodo granular foi
considerada vantajosa por pelo menos dois motivos: iniciar o novo sistema com lodo granular
constituido de biomassa metanogénica e ter as particulas de lodo granular como possiveis
precursores para novos granulos (Chen e Lun 1993; Hulshoff Pol et al. 1983).

Pesquisa realizada em 2002 mostrou uma abordagem dispar. Nesse estudo, a
caracterizacdo de granulos submetidos a agua residudria de cervejaria foi realizada pela
investigacao periodica do lodo de reatores em grande escala. A hipotese formada é que granulos
que apresentam microrganismos metanogénicos centralizados na camada mais profunda e
bactérias concentradas na superficie tém tendéncia a flotacdo, pois os gases formados nédo séo

liberados prontamente. Segundo o0s autores, para evitar o acuimulo de biogés dentro do granulo,
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0 nacleo deve ser rigido e funcionar como suporte metanogénico. Portanto, granulos estaveis
foram considerados os que apresentaram microrganismos metanogénicos na superficie granular
(Saiki et al. 2002).

S&o diversas as teorias de formacdo granular baseada na microbiologia. Algumas se
amparam e outras se contradizem. A estrutura granular ndo segue, necessariamente, um padréo
de organizagdo microbiana, pois a estrutura, microrganismos predominantes e outras
caracteristicas dos granulos estdo intrinsicamente ligados a parametros ambientais e
operacionais, que sdo especificos para cada tratamento.

Nos estudos analisados, e expostos no Quadro 2, foi possivel identificar quatro formas
diferentes de organizacdo da biomassa nos agregados microbianos. Nas pesquisas
desenvolvidas foram aplicadas diferentes condicGes operacionais como, por exemplo,
substratos e tempo de operacdo, que influenciam na dindmica granular de maneira ainda nao
entendida.

A maioria das teorias sobre granulagdo confirma que Methanosaeta, microrganismos
metanogénicos acetotroficos, desempenham papel fundamental na granulacdo. Alguns
acreditam que aglomerados de Methanosarcina melhoram a formacdo de granulos. A Unica
teoria, dentre as estudadas, que afirma que outros organismos causam granulacéo € o de Sam-
Soon et al. (1987), que defende que a granulacdo depende de um grupo de microrganismos do
género Methanobacterium, excessiva producdo de polimero extracelular e altas presses
parciais de Hz (Hulshoff Pol et al. 2004).
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Estrutura granular

Quadro 2. Estudos sobre estrutura e disposi¢do microbiana em granulos

Granulos com
camadas bem
definidas (A, B e
C).

lustragdes

TS

Camadas distintas (A, B, C) na se¢do transversal granular. (A) revela uma populacgéo heterogénea de hastes, filamentos
e cocos. Camada (B) exibe um empacotamento denso de biomassa, constituida predominantemente por bastonetes que

parecem estar embebidos em polimero extracelular. Camada (C) contém principalmente um morfotipo, que forma as

Granulos sem
camadas definidas,
mas com tendéncia

de maiores
concentracdes de
Methanosaeta no
centro.

paredes das cavidades internas.
I A 7

rénulo naCOV de 2, gDQOL*d*: a) Imagem panorﬁmi do grénulo; b) Iagm da superficie do granulo; c)
Imagem panordmica do corte do granulo e d) Imagem do interior do granulo.

Caracteristicas Referéncia
_UASB (MacLeod
alimentado com t al
sacarose por 1 etal.
més. 1990)
UASB
alimentado com
vinhaca da cana- (Alves
de-agucar com 2015)
N COVde25e5
5 gDQOLd,

Continua
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Estrutura granular

lHustrac6es

Granulos sem

camadas definidas,

mas com
afloramento de
Methanosaeta na
superficie.

Granulo na COV de 7,5 gDQO L*d™: a) Imagem panoramica do granulo; b) Imagem da superficie do granulo com
destaque para afloramento de Methanosaeta; c) Afloramento de Methanosaeta ampliado e d) Imagem do interior do

Granulos com
distribuicéo
microbiana

aparentemente

aleatéria.

,. granulo apresentando varledade de morfotlpos _

Imagens: (c), (d) e (e) cocos, celulas em forma de bastonetes celulas do-tlpo Methanosarcina e Methanosaeta
(superficie); (), (g) e (h) cocos, células em forma de bastonete e células do tipo Methanosaeta (camada interna); (i), (j) e
(k) cocos, células em forma de bastonete e células do tipo Methanosaeta (centro).

aves.

Caracteristicas Referéncia
UASB alimentado
com vinhaca da (Alves
cana de agucar
comcovde7s | 2015)
e 10 gDQOL*d™.
UASB operando
por 1228 dias, (Del Nery
tratando &gua et al
residuéria de :
abatedouro de 2008)

Continua
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Concluséao

Estrutura granular

Ilustragoes

Caracteristicas Referéncia
Grénulos com
predominéncia de Granulos
Methanosaeta na submetidos a (Chen e
superficie e nas acido acético
partes internas como Unica fonte Lun 1993)
aglomerado de ! de carbono.
Methanosarcina. Imagens de MEV: superficie do granulo, Methanosaeta predomlna na superf|C|e externa e aglomerados de Methanosarcina
(perfll do granulo), respectivamente.
Granulos com '-";‘ o Nt
distribuicéo de i N
diferentes P i, WA Granulos
morfotipos ‘ fi\ Z submetidos a (Chen e
microbianos na = glicose como
superficie e By Gnica fonte de Lun 1993)
predominancia de - S - i carbono.
Methanosaeta no Imagens de MEV: superficie do granulo parte interna do granulo; caracteristicas morfologlcas tlplcas de Methanosaeta; e
centro. Methanosaeta desenvolvida em cavidade no granulo, respectivamente.
Gréanulos com ‘¥z ' -
Methanosarcina e
Methanosaeta
responsaveis pela
formacéo dos UASB alimentado (Chene
nacleos e com vinhaga. Lun 1993)
predominéncia
absoluta de T e S e
Methanosaeta na Imagens de MEV: Methanosarcina cresce em aglomerados através de polimero extracelular no centro do granulo e
superficie. Methanosaeta predomina absolutamente na superficie do ndcleo.
Fonte: elaborada pelo autor
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Teoria de granulacdo - Termodinamica

Nessa teoria de granulagdo, hidrofobicidade e mobilidade eletroforética sdo
caracteristicas relevantes, além da influéncia da atividade de translocacdo de protons através
das superficies das membranas microbianas, causando a sua energizacdo (Hulshoff Pol et al.
2004). Segundo os critérios termodindmicos, o processo de granulagdo em reatores UASB pode
seguir quatro etapas de formacdo do biofilme: transporte de células para a superficie de um
material inerte ou outras células contidas no substrato; adsorcdo reversivel inicial por forcas
fisico-quimicas; adesdo irreversivel das células ao substrato por apéndices microbianos e/ou
polimeros e multiplicagdo das células (Schmidt e Ahring 1995).

As células sdo transportadas por uma combinacdo dos seguintes mecanismos: difuséo
(Movimento browniano), transporte pelo fluxo de fluidos, flotacdo de gas ou sedimentacdo. A
adsorcéo pode ocorrer ap6s uma colisdo entre células com outras células ou com agregados
microbianos presentes no indculo ou com materiais inorganicos que podem funcionar como

ndcleos de crescimento (Schmidt e Ahring 1995).

4.8 Caracteristicas gerais que influenciam na formacéo de granulos

As teorias de granulacdo, expostas na secdo 4.7, foram formuladas logo apds a
descoberta da importancia da granulacdo para o desempenho do sistema anaerdbio e sdo, a
maioria, da década de 1980 e 1990. Atualmente, poucas pesquisas tém se concentrado na manta
de lodo, mas sim nos resultados gerais do tratamento bioldgico e na possibilidade de producéo
de energia. No entanto, a estabilidade da manta de lodo é o que torna o sistema anaerébio
eficiente. Embora o enfoque ndo seja o estudo da manta de lodo, trabalhos relativamente
recentes apontam algumas caracteristicas fundamentais para o estabelecimento da formacéo
granular. Essas caracteristicas estdo relacionadas, principalmente, ao tempo necessario de
reproducdo microbiana, ao ndcleo de formacdo, ao mecanismo de defesa e as forcas externas
exercidas sobre as particulas de lodo.

O lodo granular desempenha papel importante no tratamento de aguas residuarias
devido as vantagens de sua estrutura agregada, densa e forte, que possibilita melhor retencao
celular, melhor separacdo de efluentes e solidos, maior taxa de conversdo de substrato, maior
concentracdo de biomassa e maior resisténcia as cargas de choque (Xing et al. 2015).

Os nacleos adequados para o crescimento e formacgéo dos granulos sdo materiais inertes
organicos (como, por exemplo, uma unica celula microbiana) ou inorgéanicos. Os nucleos de

crescimento aumentam ndo apenas em tamanho, mas também em densidade microbiana;
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portanto, ocorre crescimento tanto aos arredores quanto na parte interna do granulo (Van Lier
et al. 2015). Mudangas operacionais ou a propria idade do lodo, que pode vir a torna-lo menos
resistente, fazem com que os granulos se quebrem. Esses fragmentos podem servir como bases
para outras unidades de granulos ou, ainda, acabar sendo arrastados para fora do reator (Alves
2015).

A formagéo dos agregados microbianos pode ocorrer automaticamente em resposta ao
aumento da velocidade superficial do liquido e da producéo de biogas, como possivel forma de
defesa, melhorando, assim, o consorcio microbiano. O tamanho dos granulos e a espessura do
biofilme dependem de varios fatores, que ainda ndo sao claros. No entanto, sabe-se que forcas
de ligacdo quimica, forgas externas exercidas sobre as particulas, como tensdo de cisalhamento,
e cargas organicas elevadas podem influenciar no crescimento granular (Alves 2015).

Fatores operacionais e ambientais sdo responsaveis pela estabilidade do lodo e,
consequentemente, pelo desempenho do sistema de tratamento. A analise do tempo de retencao
celular, carga organica aplicada ao lodo, TDH e velocidade ascensional, presenca de
substancias toxicas e metais pesados, salinidade e disponibilidade de nutrientes, pH e
temperatura devem ser observados para garantir a estabilidade do sistema (Abbasi e Abbasi
2012).

A granulacéo, apesar de ser um processo natural em alguns sistemas biol6gicos, ocorre
apenas se 0 TDH néo prejudicar a manutencdo microbiana. O TDH e o tempo de retengéo
celular devem ser suficientes para permitir a duplicacdo dos microrganismos metanogénicos,
por serem mais sensiveis e de crescimento mais lento comparado aos das células bacterianas.

A velocidade ascensional é responsavel pela mistura interna e por promover contato
mais eficiente entre agua residuaria e microrganismos. A velocidade ascensional necessita ser
tdo grande quanto possivel, resultando no menor TDH admissivel, para um tratamento rapido e
um sistema compacto. Caso esses parametros ndo estejam adequados para o tipo de tecnologia
utilizada, é presumivel a ocorréncia de alguns problemas, tais como: perda excessiva de
biomassa, provocada pelo arraste do lodo com o efluente; reducao do tempo de retencao celular
e consequente diminuicdo da estabilizacdo da biomassa ativa; possivel falha do sistema, uma
vez que o tempo de permanéncia da biomassa ndo € suficiente para seu desenvolvimento e
estabilizag&o.

As limitacOes de transferéncia de massa externa ndao sdo importantes em condigdes de
velocidade ascensional maior 1 mh™, mas podem desempenhar papel relevante nas velocidades
de fluxo ascendente inferiores a 1 mh™. Alguns dos processos cinéticos que ocorrem dentro do

granulo sdo crescimento e decaimento de biomassa, conversdo de substrato solivel e
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desintegracdo e hidrdlise de particulas organicas. Supbe-se que a biomassa morta se comporta
como material suporte para particulas (Odriozola, Lopez e Borzacconi 2016).

A intensidade aplicavel ao lodo de carga organica varia de substrato para substrato
utilizado. Isso ocorre porque alguns podem conter mais substancias toxicas e inibidoras do
processo anaerobio que outros, fazendo necessaria a avaliacdo especifica para cada condicao.
E nesse ponto que se encontra a complexidade de sistemas de tratamento biolégico, pois uma
verdade para uma determinada condicdo de tratamento fornece indicios, mas ndo certezas. O
que, de fato, € possivel afirmar é que o in6culo e a composicdo quimica das dguas residuarias
utilizadas no tratamento tém impacto significativo na composi¢do quimica e na estrutura dos
grénulos (Batstone, Keller e Blackall 2004; Alves 2015)

Em COV superiores a 5 gDQOLd?, a mistura de lodo e &gua residuaria ocorre,
também, devido a turbuléncia provocada pela producdo do biogas (van Lier et al. 2015). O
biogas produzido, juntamente com a velocidade do fluxo ascendente do liquido e 0 movimento
descendente do lodo, sdo os responsaveis por fornecer a mistura dentro do reator, o que é
essencial para distribuicdo adequada do substrato e para evitar ou minimizar caminhos
preferenciais (Rajagopal et al. 2013; Chatterjee e Ghangrekar 2017).

A presenca de substancias toxicas e metais pesados, em determinada concentracgdo, é
conhecida por limitar o processo de digestdo anaerébia. No entanto, em quantidades especificas,
algumas substancias com potencial inibidor podem ser favoraveis para o desenvolvimento
microbiano e desempenho adequado do sistema. Macronutrientes e micronutrientes, como
calcio, magnésio, ferro, cobre, cobalto, além do aluminio, sdo de vital importancia para a
agregacdo das células (Subramanyam e Mishra 2013). Inclusive, varios tipos de inibicdo podem
ser neutralizadas aumentando a retencdo da biomassa no reator (Chen, Cheng e Creamer, 2008).

Muitos metais pesados conduzem numerosas reacdes anaerobias e, portanto, sdo
essenciais no processo. O motivo que os tornam estimulantes ou inibidores aos microrganismos
estd relacionado com a concentragdo, formas quimicas e fatores relacionados com pH e
potencial redox (Chen, Cheng e Creamer, 2008). Ademais, concentracdo da biomassa, tempo
de exposic¢do a substancia toxica, idade celular (culturas mais novas provaram ser mais robustas
e resistentes aos toxicos em relagdo as culturas mais antigas), adaptagcdo dos microrganismos e
temperatura também delimitam o nivel de toxicidade da substancia (YYang e Speece, 1986).

Temperatura e pH estdo diretamente ligados ao desenvolvimento das células nos
grénulos e, consequentemente, ao seu tipo de formacdo, pois 0s microrganismos apresentam
sensibilidade diferente a esses parametros, 0s quais, portanto, atuam como selecionadores de

microrganismos presentes no meio. Além disso, o pH também ¢ indicativo dos processos que
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estdo ocorrendo. A respeito das faixas de temperaturas mesofilica e termofilica, estas sdo
reconhecidas como adequadas na degradacdo anaerdbia. O aumento da temperatura do processo
em geral tem efeito sobre a taxa metabdlica dos microrganismos. A influéncia do pH e
temperatura na digestdo anaerdbia esta ampliada na sessdo 0, que se ateve em aprofundar a
discussdo sobre Equilibrio do processo de digestdo anaerdbia.

Ademais, substancias poliméricas extracelulares, liberadas por microrganismos durante
0 crescimento e lise celular, também desempenham papel importante na formacdo e
manutencdo de granulos devido a sua capacidade de ligacao, que esta intimamente relacionada
ao desempenho de agregados microbianos (Liu et al. 2014).

Os polimeros extracelulares sdo compostos principalmente de carboidratos, proteinas e
substancias himicas, além de pequenas quantidades de DNA liberado das células mortas apds
lise (Li et al. 2012). A cobertura de uma célula por polimero poderia alterar as caracteristicas
fisico-quimicas da superficie celular, tais como carga superficial, hidrofobicidade e outras
propriedades. O PEC também influencia o aumento de tamanho dos granulos, pois essa
secrecdo pode formar camada de gel na superficie granular contribuindo, assim, para a adesdo
e ligacdo microbiana por meio de ligacdo quimica ou emaranhamento fisico, facilitando o

acumulo de biomassa e fortalecendo a granulagdo do lodo (Wang et al. 2006).

4.9 Caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas do granulo

Os granulos resistentes e saudaveis, com alta velocidade de sedimentacdo, sdo benéficos
para operacdo bem-sucedida de reatores (Lu et al. 2013). As caracteristicas fisicas, quimicas e
bioldgicas do lodo granular, sob diversas condi¢bes, podem esclarecer possiveis causas de
instabilidade do processo UASB (Lettinga et al. 1997; Puiial et al. 2003). Ademais, a
caracterizacdo do lodo € uma oportunidade de encontrar novos parametros que possam ser
utilizados para monitorar a sua qualidade em estacfes de tratamento de aguas residuérias e,

assim, otimizar o tratamento e a produgéo de energia.

Caracteristicas fisicas dos granulos

Propriedades como tamanho, resisténcia e velocidade de sedimentacdo de granulos séo
apontadas como fundamentais para o processo de tratamento. O crescimento do granulo até
determinado tamanho estacionario é delimitado por processos de abrasao e lavagem de granulos
(Odriozola et al. 2016). A manta de lodo dos reatores € capaz de formar naturalmente granulos,

com tamanho variando entre 0,5-5 mm de diametro (Show et al. 2004; Alves 2015). No entanto
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alguns pesquisadores apontam faixa de didmetro menor como, por exemplo, de 0,5a 3 mm (Del
Nery et al. 2008) e de 0,4 a 2 mm (Lu et al. 2013).

O tamanho do granulo ndo é simplesmente um parametro para ilustrar o processo de
crescimento e envelhecimento nas organizagdes microbianas; mas também influencia na
capacidade de transporte e difusdo de massa, devido a porosidade dessas estruturas (Bishop,
Zhang e Fu 1995; Liu et al. 2014). A taxa de utilizagdo do substrato pode ser limitada pela
resisténcia a transferéncia de massa (Odriozola et al. 2016).

Pesquisadores buscaram definir o tamanho minimo das bioparticulas que poderiam ser
classificadas como granulos, ou seja, o tamanho minimo em que as vantagens do lodo granular
fossem mantidas. Para tal, analisaram granulos de UASB, escala de bancada, utilizando a teoria
da sedimentacdo, na qual as bioparticulas de didmetro minimo, que devem ser consideradas
como granulos, foram definidas por gravidade especifica de lodos variando entre 1,01 e 1,05.
Por exemplo, para a gravidade especifica de 1,035, o didmetro minimo de granulos necessarios
para uma melhor retengéo de lodo foi de 0,34 mm. Observou-se que a atividade metanogénica
especifica (AME) aumentou com o tamanho das bioparticulas testadas (0,27-3,03 mm). Esses
resultados evidenciam que o arranjo granular interfere diretamente no potencial metanogénico
do lodo (Bhunia e Ghangrekar 2007).

Alguns trabalhos cientificos relacionaram a dimensdo do granulo a propriedade de
resisténcia as forcas de cisalhamento devido a turbuléncia no reator, assim como ao descarte do
excesso de biomassa, ao processo biologico de crescimento e decaimento celular, e a
concentracdo e tipo de substrato (Kosaric et al. 1990; Grotenhuis et al. 1991; Grotenhuis et al.
1991). Outros autores associaram a dimensdo e as propriedades de resisténcia dos granulos a
velocidade ascensional do liquido, ao tempo de operacdo, ao TDH e aos microrganismos
formadores (Guiot et al. 1992; Ghangrekar et al. 1996; Pufial e Lema 1999).

Além disso, a desintegracdo do lodo granular pode estar associada ao aparecimento de
cavidade central proveniente de problemas de difusdo do substrato. Esses granulos, por
apresentarem paredes muito finas, sdo mais suscetiveis ao rompimento por forcas de
cisalhamento (Kosaric et al. 1990; Yan e Tay 1997; Saiki et al. 2002; Del Nery et al. 2008).

As técnicas apresentadas na literatura para analise da dimensdo granular, como
microscopia eletrénica de varredura (MEV) e teoria da sedimentacdo, embora sejam
interessantes e contribuam para andlise da estrutura granular, apresentam limitacdes
importantes. No primeiro caso, poucos granulos sdo utilizados na determinacdo do diametro de

granulo e o intervalo de determinados tamanhos de granulos néo pode ser mensurado usando
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essa técnica. No segundo caso, as analises realizadas ndo sdo quantitativa e qualitativamente

exatas.

Caracteristicas quimicas dos granulos

Os minerais que constituem a manta de lodo granular séo oriundos, principalmente, da
agua residuaria processada no sistema de tratamento. A concentracdo dos minerais é fator
importante ja que, dependendo dela, esses podem se comportar como nutrientes que auxiliam
0 processo anaerébio ou podem apresentar toxicidade aos microrganismos envolvidos no
processo.

As substancias inibitdrias sdo, muitas vezes, as principais causas da instabilidade e falha
do reator anaerdbio, uma vez que estdo presentes em concentrages substanciais nas aguas
residuaria e no lodo. Um material pode ser julgado inibitério quando causa uma mudanca
adversa na populacdo microbiana ou inibicdo do crescimento (Kroeker et al. 1979). A inibicéo
é geralmente indicada pela diminui¢do da taxa de estado estacionario de producdo de gas
metano e acumulagao de &cidos organicos.

Os inibidores comumente presentes em digestores anaerdbios incluem amdnia, ions de
metais leves e metais pesados. Devido a diferenca de indculo anaerébio, composicdo de
residuos, métodos e condi¢des experimentais, como pH e outros fatores e 0s resultados
apontados na literatura sobre a inibi¢do causada por toxicos especificos variam amplamente. A
codigestdo com outros residuos, a adaptacdo de microrganismos as substancias inibitérias e a
incorporacdo de métodos para remover ou neutralizar substancias toxicas, antes da digestdo
anaerobia, podem melhorar significativamente a eficiéncia do tratamento (Chen et al. 2008).

Fenbmenos como antagonismo ou sinergismo podem interferir na digestdo anaerdbia e,
assim, dificultar o entendimento do processo bioldgico, visto que sdo muitas variaveis a serem
consideradas e nem sempre é possivel identificar todas. Antagonismo quimico é o fenbmeno
em que a exposicdo a determinada substancia quimica reduz, ou até inibe totalmente, o efeito
da exposicédo a outra substancia quimica. O sinergismo, por sua vez, tem significado oposto ao
antagonismo: refere-se ao efeito resultante da acdo de varios agentes que atuam de forma
conjunta. Ou seja, trata-se da acdo combinada de duas ou mais substancias que produzem efeito
bioldgico superior a soma dos efeitos de cada substancia analisada separadamente. A presenca
de um segundo quimico potencializa, portanto, o efeito do primeiro.

Diversas pesquisas vém mostrando a influéncia de diferentes concentracdes de

substancias quimicas no sistema de tratamento, tais como amdnia, sulfeto, ions de metais leves
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e metais pesados. A amonia, substancia produzida pela degradacdo bioldgica da matéria
nitrogenada, em concentragéo abaixo de 200 mgL™! pode ser benéfica para o processo, uma vez
que o nitrogénio é um nutriente essencial para microrganismos anaerobios (Chen et al. 2008).
No entanto, concentracdo superior pode ser um problema. Outros fatores também influenciam,
como o controle de pH. Dentro do intervalo considerado 6timo para os microrganismos, o pH
possibilita a reducdo da toxicidade da aménia (Chen, Cheng, e Creamer 2008).

Varios mecanismos para controlar o efeito da amonia foram propostos, como alteracao
no pH intracelular, aumento da necessidade de energia de manutencdo e reducdo da reacéao
enziméatica. A amdnia em solucdo aquosa pode ser encontrada na forma de ion aménio ou
amonia livre, sendo a amonia livre a principal causadora de inibicdo por ser facilmente
permeével & membrana celular (Kroeker et al. 1979; Chen et al. 2008). lons como Na*, Ca’* e
Mg?* podem ser uma espécie de antidoto para inibicdo da amodnia (antagonismo). Em
concentragdes elevadas, ions de metais leves (Na, K, Mg, Ca e Al) podem interromper a funcéo
celular (Chen et al. 2008).

A respeito dos sulfetos e seus efeitos nos microrganismos, existe uma variacdo
consideravel em relacdo aos niveis de concentra¢do que podem causar inibicdo, que ficam na
faixa de 100-800 mgL™* dissolvido ou entre 50 e 400 mgL™ de H.S néo dissociado. Essa
variagao pode estar relacionada ao pH do sistema de tratamento (Chen et al. 2008; Parkin et al.
1990).

Os ions de metais leves, tal como aluminio, célcio, magnésio, sodio e potassio, estao
muitas vezes presentes nos digestores anaerébios. Eles podem ser liberados pela degradacdo da
matéria organica ou acrescidos por meio de produtos quimicos de ajuste de pH (Grady et al.
1999). A adicdo de algumas destas, com propriedade de coagulacdo, pode influenciar no
processo de agregagdo microbiana, tendo em vista que esses elementos atuam no
desenvolvimento microbiano e, consequentemente, afetam a taxa de crescimento especifico,
como qualquer outro nutriente. Concentracfes moderadas estimulam, enquanto quantidades
excessivas diminuem o crescimento microbiano ou, inclusive, causam inibicéo.

A capacidade de microrganismos metanogénicos para se adaptar a altas concentragoes
de aluminio foi investigado em reator UASB alimentado com residuo sintético, contendo
glicose como fonte de carbono. Verificou-se que a concentracdo de até 2500 mgL™* de APY
pode ser tolerada pelos microrganismos metanogénicos. No entanto, em maiores concentragoes,
ocorreu inibi¢cdo dos metanogénicos e, consequente, diminui¢do no desempenho do digestor. O
aluminio precipitou como Al(OH)s; e acumulou na manta de lodo (Jackson-Moss e Duncan,
1991).
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O calcio, por sua vez, é conhecido por ser essencial para o crescimento de certos grupos
metanogénicos, por sua importancia na formacao e resisténcia dos granulos e na retencdo da
biomassa no sistema (Huang e Pinder 1994; Graaff et al. 2011). Contudo, excessiva quantidade
de célcio conduz a precipitacdo de carbonato e fosfato, e propicia toxicidade no sistema
anaerobio. Chen, Cheng e Creamer (2008) reuniram pesquisas que mostraram concentraces
de calcio que podem dificultar a biodigestdo (Kugelman e McCarty, 1965; Jackson-Moss e
Duncan, 1991).

Kugelman e McCarty (1965) constataram que concentracdes de calcio de até 7000
mgL? ndo sdo inibitorias. Jackson-Moss e Duncan (1991), por sua vez, apontaram
concentracdes de 2500 a 4000 mgL™! como causadoras de inibicio moderada, concentracgéo de
8000 mgL* como fortemente inibitoria e concentracio abaixo 120 mgL™ de Ca?* como
estimulante para formacéo de biofilme. Outras pesquisas também reforcaram a importancia do
calcio, em concentragdes de 100 a 200 mgL™, para a granulagdo de lodo em reatores UASB
(Yu, Tay e Fang, 2001).

A concentracdo adequada de Magneésio e Potassio também ndo esta bem delimitada na
literatura. Alguns dados mostram que concentrag@es a partir de 400 mgL™ podem ser toxicas
para sistemas anaerobios, principalmente em sistemas termofilicos. O sodio, substancia
abundante em &guas residuérias oriundas de processos alimenticios, é essencial para 0s
microrganismos metanogénicos em concentrag@es na faixa de 100 a 200 mgL ™, estimulando o
crescimento anaerdbio de microrganismos mesofilos (McCarty 1964).

Gagliano et al. (2017) analisaram a estrutura do biofilme e granulos formados durante o
tratamento anaerdbio de aguas residudarias sintéticas de alta salinidade (10 e 20 gL de sddio).
O estudo mostrou que o in6culo adaptado foi capaz de realizar altas taxas de remocdo de carga
organica nos niveis de salinidade testados. Os autores concluiram que ha possibilidade de se
obter granulacdo em ambientes com alta salinidade, desde que isso ndo afete a selecdo de células
de Methanosaeta, importantes para formacdo de granulos fortes devido ao seu arranjo
filamentoso.

Os metais pesados, como cromo, ferro, cobalto, cobre, zinco, cadmio e niquel, podem
estar presentes em concentracdes significativas e prejudiciais ao processo anaerébio. Uma
caracteristica distintiva dos metais pesados é que, ao contrario de muitas outras substancias
toxicas, eles ndo sdo biodegradaveis; acumulam-se e provocam a falha do sistema (Sterritt e
Lester 1980). Todavia, a falta de alguns deles pode provocar deficiéncia no tratamento
(Fermoso et al. 2010).
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H& duas questdes principais quando se aborda a disponibilidade de nutrientes. A
primeira, aparentemente mais Idgica, é se ha ou ndo nutrientes em concentrac@es suficientes
para o desenvolvimento e multiplicacdo celular. A segunda questdo é como esses nutrientes
estdo disponiveis, ou seja, se 0 substrato a ser tratado € de facil biodegradacdo ou nao.

Se o substrato utilizado for de dificil biodegradacéo, provavelmente por apresentar
substancias com potencial inibidor (como metais pesados em concentracfes desfavoraveis), a
atividade microbiana pode ser prejudicada.

A adaptacdo da biomassa é necessaria para as duas situacGes e ocorre através da
gradativa exposicao ao substrato. Os granulos respondem bem a situa¢6es adversas desde que
estejam adaptados as condi¢des ambientais.

Os problemas causados em sistemas de tratamento bioldgico por substancias toxicas sao
passiveis de ser contornados, ja que 0s microrganismos metanogénicos tém grande capacidade
de adaptacdo. Em sistemas adaptados, 0s consorcios metanogénicos podem operar, sem perda
de eficiéncia, submetidos a concentragdo de substancias toxicas até 12 vezes maior que aquelas

gue causam inibicdo em sistemas ndo adaptados (Parkin et al. 1983).

Caracteristicas biologicas dos granulos

Diversas teorias sobre o fenémeno de granulacdo foram descritas na literatura, como
apresentado na secdo 0. A maioria dessas teorias aponta as células de Methanosaeta como
principal responsavel pela formacéo inicial de granulos. No entanto, o papel dos demais
microrganismos é fundamental para o processo de digestdo anaerdébia.

A identificacdo dos microrganismos envolvidos na formacao granular é complexa, mas
existem técnicas, ja aplicadas, que auxiliam nesse processo. A admissdo de técnicas de
avaliacdo fenotipica, como por exemplo a microscopia eletrdnica de varredura (MEV) e
microscopia de contraste de fase e fluorescéncia, permitiu observar a estrutura morfologica das
células e a arquitetura interna dos granulos. As fotografias da secdo transversal de grénulos,
cada vez com melhor qualidade de imagem, permitem a analise da estrutura, indicando a
associacdo entre microrganismos acidogénicos e metanogénicos.

Os microrganismos podem ser visualizados, por meio das técnicas de microscopia
eletrbnica de varredura e microscopia de contraste de fase e fluorescéncia (outras técnicas
também podem ser utilizadas), devido as suas morfologias caracteristicas: cocos, bacilos,
vibrides e espirilos. Os cocos podem se agrupar e formarem coldnias, nas quais dois cocos
formam um diplococo. Quando enfileirados, formam estreptococos e, em cachos, estafilococos.

De forma semelhante, os bacilos formam diplobacilo e estreptobacilos.
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Os dois géneros principais de microrganismos metanogénicos sdao Methanosaeta e
Methanosarcina. A morfologia dos organismos do grupo Methanosaeta se apresenta como
filamentos, constituidos por um conjunto de células enfileiradas, onde cada uma € circuncidada
por uma bainha nas extremidades, semelhante a um “bambu” (as imagens por MEV permitem

visualizar bem essa caracteristica) (Figura 4).

Figura 4. Célula do tipo Methanosaeta

T R - T

Fonte: Alves (2015)

ClassificacGes fenotipicas sao usualmente aplicadas na avaliagdo microbiana. Mas essa
analise celular ndo resulta em informacfes evolutivas sobre o grupo microbiano analisado.
Obtém-se a relacdo evolutiva entre 0s microrganismos por meio da comparacao de sequéncias
de nucleotideos dos respectivos genomas. Quanto maior a diferenca entre os genes, maior é a
distancia entre os microrganismos analisados no quadro evolutivo.

As técnicas de biologia molecular vém sendo aprimoradas para auxiliar na compreensao
do comportamento microbiano. Procedimentos baseados em andlises de DNA e RNA
ribossomal (RNAr), em conjunto com analises microbianas convencionais, podem ser
ferramentas complementares na determinagdo da presenca e distribuicdo de espécies
individuais em comunidades complexas, facilitando o entendimento entre estrutura microbiana
e sua funcéo fisiologica.

Técnicas importantes de biologia molecular sdo reacdo de polimerase em cadeia (PCR),
eletreforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE), clonagem e sequenciamento. A PCR
é método de amplificacdo de uma sequéncia especifica de DNA, através da enzima taq DNA
polimerase como catalisadora da reacdo de amplificacdo, na fase de extensdo de novas fitas do
DNA. As etapas dessa técnica consistem em desnaturagdo, anelamento dos primers e extensdo
das novas fitas de DNA. Os primers sdo oligonucleotideos iniciadores sintéticos de 20-30 bases

nitrogenadas de extensdo, relativamente especifico para seus sitios de ligacdo nas extremidades
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do DNA alvo. Sua conFiguracdo é baseada nas sequencias de DNA presentes em bancos de
dados (Varesche, Sakamoto e Oliveira 2013).

A eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE) de fragmentos de DNAr 16s,
amplificados pela reacdo da PCR, é uma técnica utilizada para caracterizacdo de comunidades
complexas; para inferir afiliacdo filogenética dos grupos microbianos; testar pureza de
linhagem microbiol6gica; monitorar o isolamento de bactérias e arqueias; analisar o
comportamento das populacbes especificas em funcdo das variacbes das condicdes
operacionais de sistemas biologicos, como o de tratamento de aguas residuarias. Com essa
técnica é possivel fazer a caracterizacdo da comunidade microbiana de varias amostras seguindo
as etapas de extracdo de DNA, amplificacdo do DNA (por PCR) e separagédo dos fragmentos de
DNA amplificado utilizando DGGE (Varesche et al. 2013).

A separacdo no DGGE ocorre atraves da mobilidade eletroforética da dupla hélice do
fragmento de DNA parcialmente dissociado em gel de poliacrilamida. O movimento das
particulas dissociadas ocorre formando discretas bandas no gel, em que cada uma delas
representa uma populacdo microbiana especifica. A resposta dessa andalise possibilita a
comparacdo da comunidade, o calculo do grau de similaridade e, também, da diversidade
microbiana existente nas amostras. As técnicas de PCR e DGGE, no entanto, ndo possibilitam
a identificacdo dos microrganismos. E preciso escolher o fragmento de maior interesse obtido
por esses procedimentos e, posteriormente, sequencia-lo (Varesche et al. 2013).

A clonagem e sequenciamento do gene RNAr 16S é método importante. A clonagem
consiste na transferéncia do produto da PCR para um vetor (geralmente um plasmideo)
resultando em copia fiel dos fragmentos de DNA in vivo. Os clones contém fragmentos
definidos que podem ser rapidamente sequenciados.

Considera-se de grande importancia pratica entender os fundamentos relativos ao
comportamento dos aglomerados microbianos, ndo apenas do ponto de vista bioldgico, mas
também do ponto de vista da engenharia de processo. Ainda € de dificil compreensdo como
ocorre a formacéo e a manutencdo da estrutura dos granulos de reatores UASB (Lu et al. 2015),

ressaltando a necessidade de estudos adicionais.

4.10 Considerac0es gerais
A producéo crescente de alcool e do residuo gerado (vinhaga) em grande volume no Brasil
e no mundo, associada a preocupacdo com a disposi¢do inadequada desse residuo no meio

ambiente, sdo incentivos para mais estudos e investimentos em tecnologias de tratamento.
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O potencial de aplicacdo dos reatores UASB no tratamento de vinhaca vem sendo
explorado. No entanto, o que se observa nas andlises realizadas sdo reatores funcionando sob
tempo de operacao curto e sem analise da biomassa (Quadro 1), que é a principal responsavel
pela biodigestdo da carga organica e pela producédo de biogas. Estudos prolongados dos reatores
com analises da manta de lodo e da eficiéncia dos reatores sdo imprescindiveis, pois o tempo
de exposi¢cdo delongado da biomassa a vinhaga pode proporcionar modificacbes de suas
caracteristicas e acimulo de elementos, causando mineralizacao do lodo e inibicdo da biomassa
devido a determinadas substancias presentes na vinhaca.

As analises da manta de lodo dos reatores UASB séo fundamentais para compreender o
funcionamento desses sistemas de tratamento e, assim, possibilitar a manutencdo da biomassa
ativa nos reatores. O monitoramento com analises na manta de lodo, principalmente anélises
fisicas, como tamanho de granulos e série de solidos, para a determinacdo da concentracao de
biomassa e avaliagdo da mineralizacao do lodo, sdo andlises simples e de baixo custo que podem
antecipar futuros problemas nos digestores anaerdébios. As analises quimicas sdo importantes
para a avaliacdo dos elementos que podem estar acumulando na manta de lodo e seus efeitos na
biomassa.

O monitoramento da biomassa em associacdo com as andlises de eficiéncia de remocao de
carga organica e de producdo de biogads é ferramenta eficaz e necesséaria para avaliacao
momentanea dos reatores e para a previsao de possiveis problemas nos digestores anaerobios.

Diante disso, faz-se necessario estudos para aplicacéo do tratamento da vinhaca em reatores
UASB com tempo prolongado de operacdo; determinacdo de metodologia simples de
monitoramento da granulometria da manta de lodo; monitoramento do tamanho, resisténcia e
concentracdo de biomassa ativa nos sistemas; monitoramento dos elementos quimicos e
possiveis interacdes e efeitos sobre a biomassa. Ademais, as anélises microbioldgicas, embora
ndo sejam de baixo custo e de resposta rapida, auxiliam no entendimento da causa dos possiveis

efeitos observados nos sistemas de tratamento.
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5. MATERIAL E METODO

Esta pesquisa foi dividida em cinco etapas principais, de acordo com o fluxograma
apresentado na Figura 5:
Etapa 1 - Obtencdo de protocolo de medicdo das dimensbes dos granulos provenientes dos
reatores UASB, a partir da avaliacdo da metodologia de Del Nery et al. (2008). No protocolo
foram estabelecidos a metodologia de obtencgéo de granulos e o volume adequado de amostra
para analise.
Etapa 2 — Andlises gerais da eficiéncia de remocdo de matéria organica e de producao de metano
dos quatro reatores, alimentados com vinhaca e operados sob diferentes taxas hidraulicas e
organicas, para associacdo dessas caracteristicas com as respectivas particularidades das mantas
de lodo.
Etapa 3 - Analises fisicas da manta de lodo granular dos quatro reatores estudados. O lodo foi
coletado e analisado especificamente nas COV de 5; 10; 15 e 20 gDQOLd™2.
Etapa 4 — Analise quimica da manta de lodo granular dos quatro reatores estudados. O lodo foi
coletado e analisado especificamente nas COV de 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5; 15; 17,5 e 20
gDQOL*d™.
Etapa 5 — Andlise Biol6gica da manta de lodo granular. O lodo foi coletado e analisado
especificamente nas COV de 5; 10 e 20 gDQOL*d,

A coleta das amostras da manta de lodo para as andlises realizadas nas etapas 3, 4 e 5
era feita uma semana depois dos reatores atingirem as cargas estabelecidas para coleta. O lodo
era retirado de cinco pontos do perfil vertical da area reacional (area inoculada com lodo
anaerdbio) (Figura 6). Coletava-se um litro de amostra composta, sendo 200 mL de cada um
dos cinco pontos de amostragem. A retirada era feita de cima (ponto 5) para baixo (ponto 1)
devido a reacomodacéo das particulas de lodo. Da amostra composta homogeneizada, retirava-

se a aliquota para as analises.
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Figura 5. Fluxograma das etapas de trabalho
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Fonte: elaborada pela autora
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5.1 ETAPA 1 — DETERMINACAO DA METODOLOGIA PARA ANALISE DE
DISTRIBUICAO DE DIAMETRO DE GRANULOS PROVENIENTES DE LODO
ANAEROBIO

A dimensdo de granulos anaerobios, provenientes de tratamento bioldgico anaerdbio de
diversos tipos de aguas residuarias, vem sendo investigada no intuito de compreender a
influéncia dessa caracteristica no desempenho do sistema de tratamento. No entanto, ndo ha na
literatura atual metodologia padronizada, que aponte detalhes do processo para obtencéo dos
dados, tais como volume adequado de amostra, descricdo da precisdo e limitagdo das técnicas
utilizadas. O objetivo desse protocolo, portanto, é padronizar o ensaio de granulometria capaz
de medir a dimenséo de granulos de forma precisa e rapida. Além disso, a metodologia proposta
compreende cerca de 1500 a 3000 granulos em uma Unica amostra, nimero representativo em

relacdo as técnicas apontadas na literatura.

Detalhes do método

O protocolo de determinacdo de granulos proposto se baseou na metodologia utilizada
por Del Nery et al.(2008). O software indicado para analisar a dimenséo de granulos
provenientes de lodo granulado é o Image Pro-Plus (versdo 6.0). Essa ferramenta é capaz de
verificar diametro, entre outras funcGes de analise de imagem. Na metodologia, esmiugou-se a
forma estabelecida para coleta, preparo das amostras, assim como o ensaio de determinacédo
granulométrica, calibracdo do software e procedimento para medicao do tamanho dos granulos.

Para avaliar a adequacdo da técnica de granulometria, procedeu-se a dois testes: de
afericdo do software; e de avaliacdo do volume de amostra estatisticamente representativo.
Estes testes foram realizados a fim de legitimar a metodologia desenvolvida.

Os detalhes da metodologia de granulometria estdo expostos na secédo de resultados por
se tratar de dados obtidos a partir de varios testes, atraves dos quais foi estabelecido o protocolo

de anélise granulométrica, ja publicado (Alves et al. 2018).

Equipamentos utilizados no procedimento experimental

- Software Image Pro-Plus (verséo 6.0);

- scanner HP Scanjet 3770;

- régua;

- esferas calibradas de diferentes diametros: 1, 2, 3,4 e 5 mm;
- cola;

- proveta volumétrica;
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- 6 placas de petri;

- pipeta pasteur;

- 4gua;

- Excel ou programa similar (para aquisicdo e analise dos dados).

Nota: quaisquer scanner e software analisador de imagem com caracteristica similar podem ser

utilizados.
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5.2 ETAPA 2 - MONITORAMENTO DA EFICIENCIA DE REMOGAO DE MATERIA
ORGANICA E DE PRODUCAO DE METANO DOS REATORES UASB

Reatores UASB

Foram utilizados no estudo quatro reatores do tipo UASB, reatores R1, R2, R3 e R4, em
escala piloto, para processamento da vinhaca de destilaria de alcool da cana-de-agucar. Os
reatores (Figura 6) foram construidos em coluna de PVC com altura total de 4 m, diametro
interno de 19,5 cm e capacidade de aproximadamente 120 L, equipado com separador trifasico
modificado e provido de dispositivo de recirculacao.

A unidade operacional foi composta pelos reatores e uma bomba dosadora para cada
reator. As bombas utilizadas para a alimentacdo dos reatores foram os modelos Grundfos DDC
e DDA, com controle digital e motor sequencial com velocidade variavel. Os modelos DDC e
DDA possuem vazdes de 10 e 30 Lh, respectivamente. A utilizagdo do modelo DDA ocorreu
conforme a demanda de vaz&o se tornou maior.

O sistema de medicdo do biogas produzido foi composto por captacao, selo hidrico,
distribuicdo e medicdo do volume do biogas. A captacdo do biogas pelo topo dos reatores foi
realizada por mangueiras de silicone.

Os reatores em questdo foram implantados no projeto de pés-doutorado da Dra. Valéria
Del Nery, sob superviséo do Professor Tit. Eduardo Cleto Pires, intitulado “Producao de biogas
por degradacgdo anaerdbia da vinhaca de cana-de-agUcar: investigacdo de taxas hidraulicas e de
cargas organicas aplicadas em reator anaerdbio de fluxo ascendente com manta de lodo para

otimizag¢ao do processo”.
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Figura 6. Dimens&o do reator do tipo UASB
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Fonte: elaborada pela autora

Inoculagédo

Os reatores foram inoculados uma Unica vez com lodo granulado até 2 m a partir de sua
base (aproximadamente 60 L). O lodo utilizado para inocula-los foi proveniente de reator
UASB, tratando residuo do abatedouro de aves Rosaves, localizado em Pereira, Sdo Paulo. Néo
foi realizado nenhum tipo de tratamento no lodo.

Os reatores R2, R3 e R4 foram inoculados com lodo coletado em periodo diferente do
coletado para o reator R1.

Agua residuaria

A vinhaca utilizada foi coletada na Usina Rio Pardo, Cerqueira César-SP. Esta vinhaca
era concentrada por evaporacgéo na industria. Sua carga organica, portanto, era elevada e variava
entre 180 a 200 gDQOL %, necessitando de diluicdo antes de sua utilizagdo. A concentragéo de
alimentacdo estabelecida foi de aproximadamente 20 gDQOL . As caracteristicas da vinhaga,

apos diluicdo, estdo apresentadas na Tabela 4.
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A concentragdo fixa de 20 gL foi estabelecida baseada nos menores valores produzidos
em destilarias, de forma a manter valor condizente com as condi¢fes reais. Para o
tamponamento da agua residudria, adotou-se 1 gNaHCOsg*DQO para manutenc¢io do pH
afluente préximo ao neutro no inicio da operacdo do sistema. Essa concentracdo foi reduzida

gradativamente até 0,3 gNaHCOsg*DQO no decorrer dos 100 primeiros dias de operagao.
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Tabela 4. Caracterizago da vinhaga diluida utilizada no periodo operacional

PARAMETROS
Acidos volateis (mgCaCOsL™?) 1352+480
Alcalinidade total (mgCaCOsL™) <1
DBO bruta (mgO,L™t) 9096+3117
DQO bruta (mgO2L™) 1840045675
Fenol (mgCsHsOHL™) 1,97+2,03
Fosfato (mgPO43L-1) 113+169
Nitrogénio amoniacal (mgNL™) 48+26
Nitrogénio nitrato (mgN-NO3'L?) 516+433
Nitrogénio nitrito (mgN-NO2 L) <0,001
Nitrogénio total Kjeldahl (mgNTK L) 372+137
pH 4,18+0,2
Solidos totais (mgSTL™) 16185+2627
Sélidos fixos totais (MgSFTL™) 4789+1860
Solidos volateis totais (mgSVTL™?) 11396+2805
Sélidos suspensos totais (mgSSTL™) 23681922
Solidos suspensos fixos (MgSSFL™) 314+115
Sélidos suspensos volateis (mgSSVL™) 20544873
Solidos dissolvidos totais (mgSDTL™?) 1381742474
Soélidos dissolvidos fixos (mgSDFL™) 4476+1897
Solidos dissolvidos volateis (mgSDVL™) 911442586
Sulfato (mgSO4>L™Y) 10054945
Sulfeto (mgS?LY) 5,57+19,47
Zinco (mgZnL™?) 1,41+0,58
Chumbo (mgPbL™) 0,392+0,173
Cadmio (mgCdL™) 0,042+0,019
Niquel (mgNiL™) 0,376+0,337
Ferro (mgFeL™) 43,498+24,312
Manganés (mgMnL™) 4,702+1,754
Cobre (mgCuL™) 0,250+0,083
Cromo total (mgCrL™) 0,075+0,061
Célcio (mgCaL®) 527+222
Magnésio (mgMgL™) 254+76
Sodio (mgNaL™?) 23+6
Potéssio (mgKL™) 16254600

Fonte: elaborada pela autora

Variacdo dos parametros operacionais

As taxas hidraulicas e cargas organicas aplicadas aos reatores UASB foram escalonadas
e crescentes, visando, principalmente, & adaptacdo do lodo anaerdbio a vinhaca e a verificacéo
do potencial de reducdo da matéria organica e de geracao de metano. Os reatores diferiram entre
si da seguinte maneira: R1 teve recirculacdo de 50%; R2, recirculacdo de 100%; RS,

recirculacdo de 200%; e R4, recirculacdo de 400%. A carga organica variou de 0,3 a 20
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gDQOL*d. O aumento da carga orgéanica ocorreu com o aumento da vazao de vinhaga, que
apresentou concentragdo de matéria organica, em termos de DQO, constante (20 gL ™).

Os reatores R4 e R3 foram os primeiros a serem colocados em funcionamento; em
seguida R2 e, por fim, R1. Os reatores R2 e R1 demandaram menor tempo de operacao devido
a experiéncia adquirida com o inicio de operacéo dos primeiros reatores, R4 e R3. Na Tabela 5
estdo apresentadas as vaz0es, taxas de recirculacdo e cargas organicas aplicadas ao lodo.

Os reatores foram alimentados com vazdes iguais de vinhaca, o que resulta em COV e
cargas aplicadas ao lodo similares. No entanto, as taxas de recirculacdo foram diferentes em
cada reator. Esses procedimentos visaram avaliar o efeito da diluicdo do substrato, da
velocidade ascensional e da taxa de recirculacdo do efluente final dos reatores na adaptacéo da
biomassa em valores crescentes de vazao de alimentacdo e de carga organica.

Resumidamente, as taxas de recirculacdo aplicadas objetivaram aumentar a velocidade
ascensional, com o fim de favorecer o contato entre substrato e microrganismos, o transporte
de massa e a granulagdo do lodo; minimizar o impacto da elevada concentracdo de matéria
organica e dos constituintes deletérios da vinhaca, possibilitando a otimizacdo da remocéo da
fracdo organica com geracao de biogas; e reciclar a alcalinidade para o reator, intencionando a
reducdo da adicdo de alcali na alimentacéo.

A temperatura média de operacdo dos reatores foi 22 + 3°C. No inverno foi colocado
aquecedor ambiente préximo aos reatores para evitar oscilacdes bruscas de temperatura. O
tempo de operacdo dos reatores foram relativamente longos, chegando a 727 dias para o reator
R4 (Tabela 5). Os reatores R1 e R2 foram mais rapidos, pois ja havia a experiéncia obtida com

o inicio da partida dos reatores R3 e R4, que foram colocados em funcionamento primeiro.

Tabela 5. Variagdo dos pardmetros operacionais

Vazdo da Vazdo de ) Velocidade
. ) B Recirculagdo  Vazdo total Ccov ] Tempo de
Reator  vinhaga recirculacdo ascensional y
(%) (Ld™h (gbQOL*d?) operagio
(Ld™) (Ld™) (mh) .
(dias)
1-60 0,5-30 50 1,5-90 0,3-20 0,002 - 0,125 285
1-60 1-60 100 2-120 0,3-20 0,003 - 0,167 372
1-60 2-120 200 3-180 0,3-20 0,004 - 0,250 617
R4 1-60 4-240 400 5-300 0,3-20 0,007 - 0,417 727

Fonte: elaborada pela autora
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Analise da eficiéncia global dos reatores

As mudancas operacionais de aumento de COV e de vazdo somente eram efetivadas
quando os reatores se encontravam estaveis e com boa eficiéncia, isto é: em uma constancia de
remocdo de carga organica superior a 80% e contetdo de metano no biogas acima de 60% por
periodo minimo de sete dias.

As analises de DQO foram realizadas de acordo com Standard Methods for Examination
of Waterand Wastewater (APHA/AWWA/WEF 2005). O volume de gas produzido foi
mensurado com medidor Ritter Drum-type Gas Meter TG05/5. A faixa de vazdo de medicdo é
de 1 a 60 Lh. A avaliacio da composicdo do biogas foi feita por cromatografia gasosa,
utilizando o cromatografo Shimadzu (modelo GC 2014), com detector térmico de
condutividade e coluna HP-PLOT (30m x 0,53mm) e andlise de &cidos volateis por
cromatografia, por meio de cromatégrafo HP 6890 com a coluna HP-INNOVAX (30 mx0.25

mmx0.25 mm).
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53ETAPAS3 - CARACTERIZAC}AO FISICA DA MANTA DE LODO GRANULAR

Para analisar a manta de lodo granular do ponto de vista fisico, coletaram-se amostras
compostas ao longo do perfil vertical da manta de lodo dos reatores UASB nas COV 5; 10; 15
e 20 gDQOLd,

Dimenséo dos granulos
O tamanho dos granulos foi determinado de acordo com a metodologia desenvolvida e

apresentada na Etapa 1.

Resisténcia mecanica dos granulos

Os granulos foram agitados para o teste de resisténcia mecanica com gradiente de
velocidade de 770 s, durante 60 minutos em Jar Test. A analise qualitativa da resisténcia foi
realizada através da comparacdo das dimensbes dos granulos antes e depois de serem
submetidos a agitacdo, segundo metodologia proposta por Alves (2015). Nesta metodologia, 0s
grénulos séo considerados resistentes quando, apesar da agitacdo, mantém a estrutura granular,

podendo apresentar ou ndo reducao do diametro dos granulos.

Anélise estatistica da variacdo de tamanho de granulos devido as mudancgas operacionais
e a agitacdo mecanica aplicada

Nove faixas de diametro foram determinadas (em mm): [0,4 - 1,0], [1,1 - 1,5], [1,6 -
2,0],[2,1-25],[2,6-3,0],[3,1-35],[3.6-4,0], [4,1-45]e[4,6 -5,0]. Os limites inferior
(0,4 mm) e superior (5,0 mm) foram definidos de acordo com os dados granulométricos das
préprias amostras de granulos analisadas.

A frequéncia de didmetro granular foi estimada por estatistica descritiva basica. Para
avaliar se as alteragbes no tamanho dos granulos, com as mudangas operacionais, foram
significativas, do ponto de vista estatistico, fez-se uso do programa PAST, devido ao fato do
mesmo ser gratuito, relativamente simples de usar e apresentar interface muito similar ao
Microsoft Excel.

O teste de Kruskal-Wallis, ndo paramétrico, foi utilizado para identificar se as alteracfes
causadas nos granulos, devido as mudancas operacionais e a agitacdo aplicada no teste de
resisténcia, foram significativas. As hipoteses nula e alternativa foram:

e Hipdtese nula (HO) - As medianas das 5 amostras analisadas (indculo, COV 5, 10, 15e

20 gDQOL1d?) séo iguais - HO: m1=m2=m3 =m4 =m5
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e Hipotese alternativa - Pelo menos uma mediana difere das demais.

No caso da hipdtese nula ser rejeitada, a segunda etapa consistiu em aplicar o teste
Tukey para comparacdo das médias par a par e, assim, identificar quais amostras diferem das

demais.

Série de Sélidos
Série de solidos foi realizada de acordo com Standard Methods for Examination of Water
and Wastewater (APHA/AWWA/WEF 2005).
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5.4. ETAPA 4 - CARACTERIZA(}AO QUIMICA DA MANTA DE LODO GRANULAR
Determinacéo do conteado mineral

A amostras para analise do conteddo mineral da manta de lodo foram coletadas ao longo do
perfil vertical da manta de lodo dos reatores UASB nas COV 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5; 15, 17,5 e
20 gDQOLd™,

Os metais determinados foram zinco, chumbo, cadmio, niquel, ferro, manganés, cobre,
cromo total, calcio, magnésio, sodio, potassio. A andlise foi realizada por absor¢édo atémica,
através das cinzas do lodo anaeroébio (obtidas por ignicdo em mufla de 450° C) dissolvidas em

acidos.
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5.5 ETAPAS - CARACTERIZA(;AO BIOLOGICA MANTA DE LODO GRANULAR

Coletaram-se amostras compostas ao longo do perfil vertical da manta de lodo dos
reatores UASB nas COV 10 e 20 gDQOLd™ para realizagdo das analises de microscépica de
contraste de fase e fluorescéncia e de microscopia eletronica de varredura. Para PCR e DGGE,
foram analisadas, além das amostras do lodo dos reatores UASB nas COV 10 e 20
gDQOL*d, amostra dos quatro reatores submetidos a COV 5 gDQOLd™.

Determinacéo da disposicdo espacial microbiana

A disposicdo espacial microbiana foi investigada por meio da microscopia eletronica de
varredura (MEV). Para tal, foi utilizado o Microscopio FEG (Field Emission Gun), modelo
SIGMA, fabricante ZEISS. A anélise foi realizada no Laboratério de Fisica da Universidade de
Séo Paulo (Séo Carlos - campus 1).

As amostras foram tratadas (limpas, desidratas e recobertas com ouro e paladio) antes
de serem observadas por microscopio. A limpeza ocorreu da seguinte maneira: 0s granulos
foram colocados em frascos Falcon e mergulhadas em solucdo de glutaldeido 2,5% em tampéao
fosfato 0,1 M (pH 7,3) por 12 horas a 4°C; em seguida, foram submersos com tampao fosfato
(0,2 M em pH 7,8) por 10 minutos (repetiu-se esse procedimento trés vezes). Apos a limpeza,
os granulos foram desidratados gradativamente através do contato por submersao com solugoes
de etanol em concentragdes crescentes (50, 70, 89, 90, 95 e 100%) por 10 minutos cada. Apos
a exposicdo ao etanol, os granulos foram colocados em estufa (60 °C) para secagem completa
do material. Por fim, os granulos tratados foram fixados em um suporte e recobertos

com camada de 10 nandmetros de ouro e palédio.

Morfologia dos granulos

A morfologia microbiana foi analisada por observacdo sob microscopia Optica de
contraste de fase e fluorescéncia. O microscépio utilizado foi o0 Olympus BX60, com camera
acoplada para aquisicao da imagem.

As tecnicas de microscopia eletrénica de varredura e de contraste de fase e fluorescéncia
sdo largamente utilizadas devido sua simplicidade, rapido resultado e custo relativamente baixo.
A avaliacdo das imagens obtidas é realizada por analise visual e, portanto, apresentam

limitacdes.
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Diversidade da comunidade microbiana

A diversidade microbiana foi analisada para os dominios Bacteria e Archaea por meio
de duas técnicas de biologia molecular, PCR e DGGE. Os padrées de bandas de DGGE foram
analisados utilizando software BioNumerics V.2.5, utilizando o coeficiente de correlacdo de
Pearson, e método de aglomeragcdo UPGMA (Unweighted Pair Group Method With Arithmetic
Mean) para a construcdo do dendrograma. A diversidade microbiana foi analisada pelo indice
de diversidade de Shannon (H).

5.6 Frequéncia de amostragem

No Quadro 3 estdo apresentadas as frequéncias de amostragem para caracterizacdo do

desempenho dos reatores e da manta de lodo.
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Quadro 3. Frequéncia de amostragem e andlises realizadas nas amostras dos quatro reatores estudados

Ponto de coleta

Analises

Frequéncia

Métodos/equipamentos

Afluente e efluente
dos reatores

DQO

2X na semana

APHA (2005)

Acidos organicos volateis por
cromatografia

2x ao longo de todo periodo operacional, nas
COV del10e 20
gDQOL*d

Penteado et al (2013)

Biogas

Metano

2X na semana

Perna et al. (2013)

Inéculo e Manta de
lodo

Sélidos Fixos Totais e S6lidos
Volateis Totais

1 x no in6culo e na manta de lodo submetida as

cargas 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5; 15; 17,5 e 20
gDQOL*d?

APHA (2005)

Granulometria e resisténcia

1 x no indculo e na manta de lodo submetida as

cargas 5, 10, 15 e 20 gDQOL*d !

Alves (2018) e Alves (2015)

Anélise das concentragdes de
metais

1 x no indculo e na manta de lodo submetida as

cargas 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5; 15; 17,5e 20
gDQOL1d !

Alves (2015)

Inéculo e Manta de
lodo

Microscopia de contraste de
fase e fluorescéncia e MEV

1 x no in6culo e na manta de lodo submetida as

cargas 10 e 20 gDQOLd -

Microscépio Olympus BX60 e
Microscopio FEG, modelo SIGMA,
fabricante ZEISS

Manta de lodo

PCR e DGGE

Nas cargas 5, 10, 15 e 20
gDQOLd*

Software BioNumerics V.2.5, coeficiente
de correlagdo de Pearson, e método de
aglomeracdo UPGMA

Fonte: elaborada pela autora
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados aqui apresentados e discutidos estdo na ordem estabelecida no fluxograma
de etapas do trabalho (Figura 7).

Figura 7. Fluxograma das etapas de trabalho

Determinacdo de metodologia para analise da distribuicéo de
ETAPA 1 I:> " s . L
didmetro de granulos provenientes de lodo biologico

Monitoramento da eficiéncia de remogdo de matéria organica
ETAPA 2 I:> )
e de producdo de metano dos reatores UASB

R1 R2 R3 R4
50% de 100% de 200% de 400% de

recirculacdo J recirculacdo [ recirculagdo | recirculacdo

Andlise fisica - Granulometria
Amostras coletadas nas - Resisténcia
ETAPA 3 I:> —
COV de5,10,15e20 - Série de Sélidos
gDQOL1d*?

Anédlise quimica
Amostras coletadas nas
ETAPA 4 |:> - Concentracao de
COVde25;5;75;10;, |—>
12,5; 15;17,5e 20
gDQOL*d?

metais

e v ot - Microscopia de
Analise biologica
contraste de fase e

Amostras coletadas nas
ETAPA3 |:> > fluorescéncia
COV de5,10e 20

- MEV
gDQOL g

- PCR/DGGE

Fonte: elaborada pela autora
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6.1 ETAPA 1 - Determinacéo de metodologia para analise da distribuicdo de diametro de
gréanulos provenientes de lodo bioldgico

Os detalhes da metodologia de granulometria estdo expostos na secdo de resultados por
se tratar de dados obtidos a partir de varios testes, através dos quais foi estabelecido o presente
protocolo, j& publicado (Alves et al. 2018). Imagens pormenorizadas do procedimento podem
ser verificadas no apéndice A.

Coleta das amostras do lodo granular para determinacéo granulométrica

E importante que a amostra de lodo granular seja representativa. Para avaliar a manta
de lodo de um reator UASB, as amostras devem ser retiradas ao longo do perfil reacional do
reator para que, de fato, represente os granulos de toda extensdo da manta de lodo. A coleta tem
que ser realizada do ponto mais alto para 0 mais baixo devido a reacomodacao dos granulos no
sistema (fator importante em reatores menores, escala de bancada e piloto).

Em reatores de escala piloto ou plena, que contam com maior volume de lodo granular,
pode-se coletar uma amostra composta de 1 L no total, retirando aproximadamente 100 a 200
mL de cada ponto ao longo do perfil reacional (as amostras retiradas de cada ponto de coleta
devem ser de volumes iguais), a depender de quantos pontos de coleta estejam disponiveis. O
volume de amostra para a analise de granulometria é retirado dessa amostra composta.

Se o proposito for analisar os granulos da manta de lodo em diferentes pontos do reator,

entdo a coleta deve ser pontual (Exemplo: ponto alto, meio e base da manta de lodo do reator).

Preparacao das amostras de granulos para determinacédo granulométrica

Apbs a coleta, mistura-se 10 mL da amostra composta de lodo granular em
aproximadamente 1 L de agua, em béquer. Posterior a mistura, € necessario esperar a
sedimentacdo dos granulos, por 1 a 2 minutos, para descarte do sobrenadante, entre 700 e 800
mL. Essa fase, denominada etapa de lavagem, precisa ser repetida trés vezes, a fim de que 0s

granulos muito finos (< 0,4 mm) e sem propriedade de sedimentacdo sejam descartados.
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Ensaio de determinacéo granulométrica

O ensaio de determinacdo granulométrica ocorre em dois momentos: a captura e a
anélise de imagem. No primeiro, os granulos que sedimentaram na etapa de lavagem sdo
colocados em placas de Petri. E de suma importancia que a separacéo dos granulos seja feita de
forma cuidadosa, pois o programa analisador de imagem interpreta os objetos escuros. Portanto,
se dois granulos estiverem juntos, o programa reconhece como apenas um objeto.

Além disso, 0 manuseio dos granulos exige cautela para evitar danos que modifiquem
sua estrutura, de forma que, para sua separacgdo, é necessaria utilizacao de ferramenta adequada
que ndo os danifique, tal como pipeta pasteur de plastico.

As placas de Petri sdo posicionadas em scanner convencional e, entdo, a imagem €
obtida e salva. Cada imagem pode conter até 6 placas de Petri (quantidade méaxima que o
scanner comporta), reduzindo, assim, o tempo de anélise (Figura 10).

A segunda etapa, de andlise de imagem, exige a calibracdo do software (descrita a
seguir, na secdo “Calibragdo do software analisador de imagem”). Logo apds a calibragéo,
inicia-se a andlise propriamente dita das imagens capturadas, descrita na se¢do “Procedimento

para medi¢do do tamanho dos granulos”.

Calibracao do software analisador de imagem

A calibracdo do software é procedida conforme os seguintes passos:

1. Captura-se a imagem de uma régua utilizando um scanner.

2. Abre-se, por meio do software Image Pro-Plus (versdo 6.0), a imagem capturada da
régua.

3. Selecionam-se as opgdes “Measure” > “Calibration” > “Spatial”.

4. Selecionam-se as op¢des “New” > altera-se a unidade para milimetro > “Image”.

5. Delimita-se o comprimento e informa ao software o valor em milimetro do comprimento
delimitado.

6. Déa-se 0 nome desejado para a calibragéo realizada ou mantém a opg¢éo do software

(Spatial Cal 0) > “Apply”.

Procedimento para medic¢éo do tamanho dos granulos

1. Abre-se, por meio do software Image Pro-Plus (versdo 6.0), a primeira imagem

capturada que se quer analisar;
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2. Selecionam-se as opgoes “Measure” > “Calibration” > “Select Spatial” > Seleciona-se
a op¢do de calibragdo feita antecipadamente “Spacial Cal 0 (essa selecao deve ser realizada

sempre que uma nova imagem for aberta para analise) > “apply”;

3. Seleciona-se a opgdo de delimita¢do “Elipse” > delimita-se a placa de Petri contida na
imagem (cuidadosamente para nao selecionar a borda da placa);

4. Selecionam-se as op¢des “Measure” > “Count/Size”;

S. Selecionam-se as op¢des “Measurements” >“Select Measurements”;

6. Selecionam-se a funcdo “Diameter Mean” > “ok”;

7. Seleciona-se “Count” (verifica-se se 0s objetos escuros de interesse, 0s granulos, foram

delimitados em vermelho pelo software);

8. Selecionam-se as opg¢des “File” > “Clipboard”;
9. Transferem-se os valores copiados para uma pagina do Excel (ou programa equivalente)

para posterior anélise estatistica dos dados;

10.  Repete-se 0 procedimento para cada placa de Petri da imagem (a circunferéncia obtida
pela funcdo de delimitagdo “Elipse” pode ser arrastada com o mouse);

11.  Repete-se o procedimento para as demais imagens (como ja dito, é necessario selecionar
a calibragdo inicial “Spacial Cal 0, realizada antecipadamente, sempre que abrir uma nova

imagem).

Nos proximos itens estdo expostos e discutidos os artificios utilizados para demonstrar
que o software e o volume de amostra propostos séo estatisticamente adequados para o0 ensaio
granulométrico. Esses ensaios, portanto, ndo sdo etapas do teste granulométrico. Seus
resultados objetivaram puramente a validacdo do procedimento metodolégico desenvolvido.

Teste de validagéo do software analisador de imagem

A confiabilidade do software Image Pro-Plus (versdo 6.0) foi comprovada recorrendo-
se a esferas de aco calibradas, ou seja, com dimensao conhecida, para simular os granulos. Para
validac&o do software seguiu-se o protocolo de determinacdo de didmetro aqui descrito:

1 — Colocaram-se as esferas calibradas em placas de Petri (como se trata de esferas perfeitas,
foi necessario o uso de cola para manté-las fixas);

2 — Capturou-se pelo scanner a imagem das esferas e determinaram-se os diametros usando o
software Image Pro-Plus (verséo 6.0);

3 — Comparou-se o diametro fornecido as esferas calibradas, estabelecendo-se a acuracia e
precisdo do software em fornecer as dimens6es das imagens analisadas. O mais importante foi

a precisdo, visto que a acurdcia pode ser ajustada por calibrag&o.
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O primeiro ensaio consistiu em analisar esferas com o mesmo diametro separadamente
e 0 segundo, em esferas de diametros diferentes na mesma imagem (Tabela 6, Tabela 7 e Figura
8). A meédia dos didmetros e o desvio padrdo obtidos indicaram pequenas diferencas entre os
valores reais e 0s observados (Tabela 7). No entanto, a acurécia, o desvio padréo e o coeficiente

de variagao evidenciaram a preciséo dos resultados.

Pdde-se verificar que, nesse caso, o erro foi sempre negativo, proximo a 0,1 mm,
podendo ser considerado sistematico (Tabela 7); assim, uma curva de calibragdo simples
poderia ser usada para obter o tamanho correto das esferas de diametros desconhecidos. O
desvio de linearidade do modelo de ajuste (R?), que varia entre 0 e 1, foi de 0,999 (Figura 9),
reforcando a validade do procedimento de medida do diametro através da captura de imagem

em scanner e seu processamento no software escolhido (Image Pro-Plus).

Tabela 6. Testes para avaliar a calibracdo do software Image Pro-Plus (verséo 6.0): nimero de esferas e placas

de Petri utilizadas para anélise do software

1° Ensaio Diametro das N° de esferas N° de placas de
esferas Petri utilizadas
Teste 1 5mm 50 4
Teste 2 4 mm 50 2
Teste 3 3mm 100 2
Teste 4 2 mm 100 2
Teste 5 1 mm 100 2
20 Ensai Diametros N° de esferas N° de placas de
nsaio . AL
variados Petri utilizadas
5mm
4 mm
Teste 6 3 mm 80 2
2 mm
1 mm

Fonte: elaborada pela autora
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Figura 8. Esferas de aco calibradas utilizadas para verificar a precisdo do software Image Pro-Plus (verséo 6.0)

Fonte: elaborada pela autora

Tabela 7. Teste para avaliar a calibracdo do software Image Pro-Plus (versdo 6.0): resultados de medicao.

Diametro real das Diametro médio E Desvio padrédo Coeflc_len~t ¢
. rro (mm) de variagdo

esferas (mm) obtido (mm) (mm) (%)

1,00 0,92 0,08 0,04 4.4

2,00 1,86 0,14 0,05 2,7

3,00 2,91 0,09 0,08 2,7

4,00 3,86 0,14 0,08 2,1

5,00 4,93 0,07 0,07 14

Fonte: elaborada pela autora
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Figura 9. Relacéo entre o didmetro real e o medido e seu R?
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Fonte: elaborada pela autora

Determinacdo e validagdo do volume de amostra para medi¢do das dimensdes dos

granulos

A proposta dessa etapa consistiu em empregar a metodologia desenvolvida de
granulometria, utilizando diferentes volumes, a fim de legitimar o montante de 10 mL
determinado no protocolo em questdo, com base em Del Nery et al. (2008).

Os ensaios foram feitos em triplicata. Além dos 10 mL, foram testados 5 e 15 mL de
granulos bioldgico. A amostra utilizada foi proveniente de reator UASB, empregado no
tratamento de residuo de abatedouro de aves (especificacdes do lodo em Del Nery et al. 2016).

Os trés volumes avaliados se mostraram adequados. No entanto, o ensaio realizado com
volume de 10 mL de amostra apresentou menor média de desvio padrao, variancia e coeficiente
de variacdo (0,7, 1 e 3,5, respectivamente), considerando todas as faixas de diametro
estabelecidas (Figura 11, Figura 12, Tabela 8, Tabela 9 e Tabela 10). O volume de 5 mL também
poderia ser considerado se 0 montante de lodo disponivel for pequeno, como no caso de reatores
em escala de bancada. Desconsiderou-se a indicacdo de 15 mL por demandar maior tempo de

trabalho sem ganho superior.



Figura 10. Granulos expostos em placas de Petri para analise de imagem
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Figura 11. Resultado dos testes para determinacédo do volume de amostra para ensaio de granulometria
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Fonte: elaborada pelo autor

Figura 12. Resultado dos testes para determinagdo do volume de amostra para ensaio de granulometria
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Fonte: elaborada pela autora
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Tabela 8. Resultado dos testes para determinac¢do do volume de amostra para ensaio de granulometria

Frequéncia (%)
Diametro 5 mL de amostra 10 mL de amostra 15 mL de amostra

Teste 1 Teste 2 Teste 3 Teste 1l Teste 2 Teste 3 Teste 1 Teste 2 Teste 3

05-1,0 219 114 22,0 215 18,6 16,7 19,1 29,2 21,3
1,1-15 51 8,6 6,8 8,1 7,8 7,0 7,2 6,5 6,8
1,6-2,0 45 6,6 5,2 58 7,0 6,3 6,1 55 5,6
2,1-25 12,3 14,6 11,1 10,7 11,0 12,2 11,4 9,9 11,8
2,6-3,0 42,7 43,5 40,9 37,8 40,6 40,8 39,0 34,4 38,5
3,1-3,5 11,3 13,2 12,7 13,3 13,1 14,9 13,9 11,8 13,7
3,6-4,0 18 19 0,7 2,0 14 15 2,3 2,2 14
4,1-4,5 0,4 0,3 0,0 0,4 0,3 0,3 0,5 0,3 0,6
4,6-5,0 0,1 0,0 0,4 0,2 0,1 0,2 0,4 0,2 0,1
51-55 0,0 0,0 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0
5,6-6,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0
Fonte: elaborada pela autora

Tabela 9. Estatistica descritiva dos resultados dos testes para determinacéo do volume de amostra para ensaio de

granulometria

Média Desvio Padrdo

5 mL de 10 mL de 15 mL de 5mL de 10 mL de 15 mL de

amostra amostra amostra amostra amostra amostra
21,9 18,6 21,3 6,1 2,4 5,3
6,8 7,8 6,8 1,7 0,6 0,3
5,2 6,3 5,6 1,1 0,6 0,3
12,3 11,0 11,4 1,8 0,8 1,0
42,7 40,6 38,5 1,3 1,7 2,5
12,7 13,3 13,7 1,0 1,0 1,2
1,8 1,5 2,2 0,7 0,3 0,5
0,3 0,3 0,5 0,2 0,0 0,1
0,1 0,2 0,2 0,2 0,1 0,1
0,0 0,1 0,0 0,1 0,1 0,1
0,0 0,1 0,0 0,0 0,1 0,0
Soma 100,0 100,0 100,0 1,3 0,7 1,0

Fonte: elaborada pela autora
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Tabela 10. Estatistica descritiva dos resultados dos testes para determinacao do volume de amostra para ensaio
de granulometria

Variancia Coeficiente De Variagédo

5 mL de 10 mL de 15 mL de 5 mL de 10 mL de 15 mL de

amostra amostra amostra amostra amostra amostra
36,9 6,0 28,4 0,3 0,1 0,2
3,0 0,3 0,1 0,3 0,1 0,1
1,1 0,4 0,1 0,2 0,1 0,1
3,2 0,7 1,0 0,1 0,1 0,1
1,8 2,9 6,4 0,0 0,0 0,1
1,0 1,0 1,4 0,1 0,1 0,1
0,4 0,1 0,2 0,4 0,2 0,2
0,0 0,0 0,0 0,7 0,2 0,3
0,0 0,0 0,0 1,7 0,4 0,7
0,0 0,0 0,0 * 1,1 1,5
0,0 0,0 0,0 * 11 0,6
Soma 4,3 1,0 3,4 3,8 3,9 3,9

Fonte: elaborada pela autora

* ndo foi possivel calcular, pois a média da amostra é zero.

Considerac6es sobre a metodologia de analise de distribuicdo granulométrica

Os valores de desvio padrdo e de coeficiente de variacdo (Tabela 9 e Tabela 10) indicam
que a precisdo experimental é suficiente para a determinacdo do tamanho dos granulos
bioldgicos. Esses granulos variam em forma e possuem irregularidades em sua superficie,
caracteristicas comuns de granulos bioldgicos, de modo que qualquer tipo de mensura é

aproximada e o didametro atribuido é sempre equivalente.

Os testes realizados evidenciaram que a metodologia proposta para granulometria é
adequada, precisa e estatisticamente representativa, pois o volume de amostra avalia um numero
expressivo de granulos e o software analisador de imagem ¢é suficientemente preciso para o

objetivo.
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6.2 ETAPA 2 - Monitoramento da eficiéncia de remocdo de matéria organica e de
producéo de metano dos reatores UASB

O objetivo principal do estudo foi avaliar a dinamica da manta de lodo granular nos
reatores sob diferentes condi¢es operacionais. Para alcancar esta finalidade, fez-se necessario
ter ciéncia das condigdes gerais dos reatores, do seu funcionamento, eficiéncia de tratamento e
de producdo de biogas. Nesta etapa, abordaram-se questdes gerais de operacdo e eficiéncia dos
quatro sistemas analisados para que, nas proximas etapas, fosse possivel adentrar nas questdes

efetivamente referentes a manta de lodo granular.

Monitoramento da eficiéncia de remocao de COV e de producdo de metano

A adaptacdo da biomassa as mudancas operacionais foi fundamental para manter o sistema
equilibrado, com eficiente remocgéo de carga organica e producao satisfatéria de metano.

A COV removida representou mais de 80% da COV aplicada, sugerindo, portanto, que
a recirculacdo do efluente, independente da taxa, foi positiva para o desempenho dos reatores.
A recirculagcdo incrementou a velocidade ascensional, o que provavelmente melhorou o
transporte de massa no interior dos granulos, facilitando a eficiéncia da degradacao anaerdbia,
além de contribuir com o desprendimento do biogas dos granulos e com a dilui¢do da vinhaca,
reduzindo os efeitos negativos da elevada concentracdo de matéria organica e da presenca de
substancias inibidoras do processo anaerébio.

A eficiéncia de remocao de matéria organica (Tabela 11) e os resultados do conteido de
metano no biogas dos reatores R1, R2, R3 e R4 (Tabela 12) e do rendimento de metano (Tabela
13) corroboraram a discussao de que as alteracGes da composicao de sélidos e metais na manta
de lodo dos reatores, causados pelo incremento de vinhaca, ndo foram prejudiciais as
populacdes metanogénicas no periodo de estudo. A porcentagem de metano no biogas foi
sempre superior a 60%. As taxas de rendimento de metano nos reatores, comparadas com 0s
valores tedricos, variaram de 74 a 87%. Os resultados indicaram que a populagdo microbiana
presente no reator estava em equilibrio e ativa e que ndo houve toxicidade a metais para a

populacdo metanogeénica.
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Tabela 11. Variacdo da DQO bruta e filtrada da vinhaca e dos reatores e da eficiéncia de remo¢do de DQO em
relacdo a DQO bruta e filtrada

Parametros Vinhaga R1 R2 *R3 R4
DQO bruta (gL™) 19,4+2,5 3,0+1,3 2,8+1,7 2,5%1,2 2,1+1,2
DQO soldvel (gL™?) 15,242,0 1,6+0,5 1,4+0,6 1,5+0,7 1,2+0,7
Efic. de rem. bruta (%) 8515 8518 8715 89 £7
Efic. de rem. solavel (%) 90+4 91+4 90+3 92145

Fonte: elaborada pela autora
* Dado publicado (Del Nery et al. 2018)

Tabela 12. Porcentagem de metano nos gases dos reatores R1, R2, R3 e R4

Reator Metano (%)
R1 (50% de recirculacéo) 66,7+0,05
R2 (100% de recirculacao) 64,7+4,27
* R3 (200% de recirculacéo) 68,8+7,14
R4 (400% de recirculacao) 69,7+8,36

Fonte: elaborada pela autora
* Dado publicado (Del Nery et al. 2018)

Tabela 13. Rendimento de metano em R1, R2, R3 e R4 comparado com o rendimento tedrico

Reator Rendimento real Rendimento tedrico Taxa
(LCH4 gDQO'l removida) (LCH4 gDQO'l removida) (%)
R1 0,344+0,064 0,395+0,001 87
R2 0,302+0,070 0,393+0,003 77
*R3 0,299+0,066 0,391+0,004 76
R4 0,289+0,060 0,391+0,004 74

Fonte: elaborada pela autora
* Dado publicado (Del Nery et al. 2018)

Caracterizacéo da concentracao de acidos organicos dos reatores UASB

A andlise da concentragdo de &cidos organicos foi realizada no afluente, efluente e em
pontos ao longo do perfil da manta de lodo dos reatores — P1, P2, P3, P4 e P5 — em que P1 foi
0 ponto mais préximo da base dos reatores e P5, o mais alto. Os acidos volateis gerados
predominantemente nos reatores no tratamento de vinhaga foram acético e propiénico. Os
acidos butirico e valérico apareceram discretamente em algumas fases (Tabela 14).

Na COV 10 gDQOL 'd! do reator R1, observou-se maior concentracdo de propionico
nos pontos P1, P2 e P3 devido a quantidade significativa desse acido na vinhaca de alimentacéo,
maior que 300 mgL ™2, além do gerado pela degradacéo anaerdbia dentro do reator. Nos demais
pontos, a concentragdo de propidnico diminuiu para valores proximos a 200 mgL*, semelhante
ao observado para o acido acético. NaCOV 20 gDQOL1d™, apesar da fermentagéo da vinhaca

de alimentagcdo (Acido acético superior a 1000 mgL™), os microrganismos envolvidos no
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processo absorveram a agua residuaria relativamente acidificada sem prejuizos ao reator
(Tabela 14).

Para o reator R2, a maior concentracdo de &cidos ocorreu nos pontos P1 e P2, mais
expressivamente no P1, mostrando que a base do reator foi significativamente mais ativa e
atuou como barreira que protege o sistema de sobrecarga organica. Os valores de acidos acético
e propidnico variaram de 300 a 1200 mgL ™ na base do reator, mas mantiveram-se baixos nos
demais pontos de amostragem (Tabela 14).

O reator R3 apresentou concentracdo de acidos organicos volateis baixa em todas as
fases analisadas. No reator R4, quantias baixas de acido acético e propidnico foram observadas
na COV 10 gDQOL'd?, com valores inferiores a 40 mgL™*. Na maior COV analisada, 20
gDQOLd, notou-se maior concentragéo de acidos acético e propiénico nos pontos mais altos,
P3, P4, P5 e no efluente. Os valores variaram entre 10 e 412 mgL ™ de cido acético e de 9 a
160 mgL™ de propi6nico (Tabela 14). As maiores vazdes e velocidades ascensionais aplicadas
nessa fase do reator R4 podem ter sido responsaveis por esse resultado.

Verificou-se que a vinhaca de alimentacéo apresentou caracteristicas diferentes quanto
ao contetido de acidos no decorrer do periodo operacional dos reatores, mesmo a vinhaca sendo
proveniente da mesma industria. Essas alteragdes ocorreram devido a diversos fatores como
fermentacdo, mudanca na concentracao e forma de armazenamento.

A producdo de acidos esteve sujeita principalmente a caracteristica da dgua residuéria e
a COV aplicada. Como as cargas organicas referente a vinhaca foram semelhantes, a
particularidade da agua residuaria de alimentacao, diferenciada em R1, R2, R3 e R4 pela taxa
de recirculacdo do préprio efluente tratado, influenciou os resultados de acidos.

Como principio, o acido acético, em quantidades equilibradas, é visto como importante por ser
principal precursor da digestdo anaerdbia. O propi6nico, por sua vez, é avaliado com cautela,
pois sua utilizagdo por microrganismos metanogénicos é termodinamicamente desfavoravel, ja
que sua biodegradacéo ocorre por complexas reacdes enzimaticas (Sentiirk, ince e Onkal Engin
2010). No entanto, alguns estudos apontaram presenca expressiva desses &cidos sem,
necessariamente, causar maleficios ao processo (Barros et al. 2017; Sentiirk, Ince e Onkal Engin
2010; Fuess et al. 2017). No caso do presente estudo, o conteldo de acidos acético e propidnico

nédo prejudicou a eficiéncia dos sistemas de tratamento.
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R1-10 gDQOL1d"*

R1-20 gDQOLId™

Vinhaga Pl P2 P3 P4 P5  Efluente Vinhaga P1 P2 P3 P4 PS Efluente
Ac. Acético 76,6 1052 384,3 1749 4482 214,77 1778 1128,0 77,4 26,6 7,2 478 33,3 14,3
Ac. Propionico  334,8 563,2 563,2 493,0 357,6 201,0 204,0 216,0 36,3 6,8 50 <02 57 <0,2
Ac. Butirico 8,6 186 268 12,1 112 95 9,8 <0,2 33,9 <02 <02 <02 <02 <0,2
Ac. Valérico <02 <02 <02 <02 <02 <02 <072 <0,2 72,6 21,1 <02 <02 <02 <0,2
R2-10 gDQOL*d? R2-20 gDQOL*d?
Vinhaga Pl P2 P3 P4 P5  Efluente Vinhaga P1 P2 P3 P4 PS5 Efluente
Ac. Acético 2239 364,6 3304 112,3 1152 130,6 95,3 636,3 11409 745 200 711 7472 64,0
Ac. Propibnico 28,2 352,2 2085 410 480 345 19,0 53,9 984,8 156,9 - 69,4 651 62,2
Ac. Butirico 66,9 369 160 76 76 64 2,9 7,0 48,6 7,8 6,8 6,5 6,4 6,3
Ac. Valérico <02 <02 <02 <02 <02 <02 <0,2 <0,2 6,5 <02 <02 <02 <02 <0,2
R3-10 gDQOLd™! R3-20 gDQOL*d"!
Vinhaga Pl P2 P3 P4 P5 *Efluente Vinhaga P1 P2 P3 P4 P5  *Efluente
Ac. Acético 556,0 102,7 346 282 50,8 355 56,5 305,5 37,5 115 276 30,7 513 27,8
Ac. Propidnico 52,7 241 37 <02 17 02 7,2 116,9 57,6 0,8 1,8 1,0 45,1 27,8
Ac. Butirico 6,4 68 74 36 35 64 12,0 44.8 12,0 7,9 4,5 7,5 7,8 15,3
Ac. Valérico <02 <02 <02 <02 <02 <02 <0,2 <0,2 6,5 <02 <02 <02 <02 <0,2
R4-10 gDQOLd™! R4-20 gDQOL*d!
Vinhaga Pl P2 P3 P4 P5  Efluente Vinhaga P1 P2 P3 P4 PS5 Efluente
Ac. Acético 2438 410 184 <0,2 385 327 28,3 125,6 34,1 10,2 412,7 2415 31172 376,3
Ac. Propidnico 16,7 72 <02 <02 <02 <02 <0,2 9,2 11,6 <0,2 1624 834 118,0 96,9
Ac. Butirico 8,3 64 61 00 29 <02 <02 10,8 3,2 6,4 12,3 9,3 10,6 12,3
Ac. Valérico <02 <02 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <0,2 <02 <02 <02 <0,2

Fonte: elaborada pela autora

* Dado publicado (Del Nery et al. 2018)
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6.3 ETAPA 3 - Andlise fisica da manta de lodo

Distribuicdo do tamanho dos granulos do inéculo e da manta de lodo dos reatores

UASB submetidos a diferentes cargas organicas e hidraulicas

As anélises do lodo do inoculo e da manta de lodo dos reatores nas COV estudadas
mostraram que diferentes tamanhos de granulos coexistiram no reator. O tamanho dos
grénulos analisados variou de 0,4 a 5,0 mm em todas as amostras. No entanto, mais de
98% deles apresentaram didmetros entre 0,4 e 3,5 mm (Tabela 15, Tabela 16, Tabela 17,
Tabela 18 e Tabela 19).

Tabela 15. Frequéncia dos didametros de granulos no lodo utilizado para inocular R1 e do lodo utilizado

para inocular R2, R3 e R4

Diametro médio Frequéncia de granulos no inéculo (%)
(mm) R1 R2, R3 e R4
0,4-1,0 18,6 17,5
1,1-15 7,8 55
1,6-2,0 7,0 19,7
2,1-2,5 11,0 46,4
2,6-3,0 40,6 9,6
3,1-35 13,1 1,0
3,6-4,0 1,4 0,2
4,1-4,5 0,3 0,1
4,6-5,0 0,1 0,0

Fonte: elaborada pela autora

Tabela 16. Frequéncia dos diametros de granulos no reator R1 (50% de recirculagdo) submetido a

diferentes COV
Faixa Frequéncia de granulos no reator R1 (%)
gramz:gmft”ca Inbculo  COV50 COV 10,0 COV 150 COV 20,0

0.4-1.0 18.6 478 665 736 879
1.1-15 78 115 74 6.4 6.9
1.6-2.0 70 6.6 47 3.9 21
2125 11.0 9.5 44 3.0 1.2
26-3.0 40,6 18.9 12,6 8.6 1.1
31-35 13.1 46 38 32 0.8
3.6-4.0 14 08 05 03 0.0
41-45 03 04 0.0 0.1 0.0
46-50 01 00 0.0 0,0 0.0

Fonte: elaborada pela autora
* COV em gDQOLd?
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Tabela 17. Frequéncia dos diametros de granulos no reator R2 (100% de recirculagdo) submetido a

diferentes COV
Faixa Frequéncia de granulos no reator R2 (%)
gra”‘é:]‘im;’t”ca Inbculo  COV50 COV 10,0 COV 150 COV 20,0

04-1.0 175 394 42.2 47.9 521
11-15 55 9.9 8.3 10,0 71
1,6-2.0 19.7 9.1 9.2 75 55
21-25 46 4 299 26.0 212 165
26-3.0 9.6 10,4 12.3 117 15.3
31-35 1,0 1.0 16 15 32
3.6-4.0 02 02 0.4 0.1 0.2
41-45 0.1 00 0.1 0.1 0.0
46-50 00 00 0.0 0,0 0.0

Fonte: elaborada pela autora

* COV em gDQOLd"*

Tabela 18. Frequéncia dos didmetros de granulos no reator R3 (200% de recirculagdo) submetido a

diferentes COV
Faixas Frequéncia de granulos no Reator R3 (%)
granulométricas

(mm) Inéeulo COV50 COV10 COVvis COVv20,0
0,4-1,0 17,5 29,3 51,0 51,1 63,6
1,1-15 55 19,0 14,5 12,5 9,8
1,6-2,0 19,7 39,4 27,0 22,3 12,8
2,1-25 46,4 10,2 6,8 12,5 11,6
2,6-3,0 9,6 1,6 0,6 1,3 1,8
3,1-35 1,0 0,2 0,0 0,0 0,3
3,6-4,0 0,2 0,1 0,0 0,0 0,1
4,1-4,5 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0
4,6-5,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Fonte: elaborada pela autora

* COV em gDQO Ld*?
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Tabela 19. Frequéncia dos diametros de granulos no reator R4 (400% de recirculagdo) submetido a

diferentes COV
Faixas Frequéncia de granulos no reator R4 (%)
granulométricas (mm)  Inéculo COV 50 COV 10,0 COV 150 COV 20,0

0,4-1,0 17,5 33,0 51,0 73,1 79,1
1,1-1,5 55 16,5 11,9 7,2 51
1,6-2,0 19,7 37,0 24,3 9,7 7,0
2,1-2,5 46,4 11,5 111 8,7 7,2
2,6-3,0 9,6 1,7 1,5 1,2 1,5
3,1-35 1,0 0,1 0,1 0,0 0,1
3,6-4,0 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0
4,1-4,5 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0
4,6-5,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Fonte: elaborada pela autora
* COV em gDQO Ld?

O indculo, utilizado para inicio da partida do reator R1, apresentou 40,6% dos
granulos com diametros entre 2,6 e 3,0 mm. Apesar de ter mesma origem, a caracteristica
do lodo aplicado nos reatores R2, R3 e R4, coletado em periodo distinto, diferiu em
relacdo a distribuicdo granulométrica, apresentando 46,4% dos granulos com didmetros
em uma faixa menor: 2,1 a 2,5 mm (Tabela 15).

A maior parte dos diametros dos granulos, nos reatores submetidos a menores
porcentagens de recirculacdo, R1 com 50% e R2 com 100%, mantiveram-se na menor
faixa estabelecida (0,4 a 1,0 mm). O incremento continuo da carga organica e da
velocidade ascensional provocou aumento da frequéncia dos granulos com diametros
entre 0,4 e 1,0 mm: R1 passou de 47,8 para 87,9% e R2, de 39,4 para 52,1% (Tabela 16
e Tabela 17).

Nos reatores submetidos a maiores porcentagens de recirculacdo, R3 com 200% e
R4 com 400%, na COV mais baixa (5 gDQOL*d?), a maior frequéncia de didmetro de
granulos ocorreu na faixa de 1,6 a 2,0 mm, com 39,4 e 37%, respectivamente. Com 0
continuo aumento da carga orgénica e da velocidade ascensional, observou-se reducéo do
didametro granular para a menor faixa estabelecida (0,4 a 1,0 mm). Na maior COV
analisada (20 gDQOL'dY), R3 e R4 apresentaram 63,6 e 79,1% dos seus granulos na

faixa de 0,4 a 1,0 mm, respectivamente (Tabela 18 e Tabela 19).
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A comparacao das curvas de distribuicdo granulométrica do inoculo, em relagéo
aos granulos apds o inicio da partida dos reatores, demonstrou que a alimentacdo com
vinhaca, 0 aumento da COV e da velocidade ascensional provocaram alteracdo no
didmetro granular (Figura 13), acarretando na reducdo da média e da mediana dos

diametros dos granulos (Tabela 20).

A média reduziu, em relacdo ao inoculo, de 2,2a0,8 mmemR1;de 1,9a1,5mm
emR2;de19al,1emR3;ede1,9a0,9mmem R4, com incremento gradativo de carga
hidraulica e organica. Seguindo a mesma dinamica, a mediana foi de 2,6 a 0,7 mm em
R1; de 2,1a 0,95 mmem R2; de 2,1a 0,8 mmem R3 e de 2,1 a0,6 mm em R4 (Tabela
20, Figura 14 e Figura 15). A quantidade de granulos por amostra variou de 1530 a 4951,

namero considerado representativo para analise estatistica (Tabela 25).

A reducéo do didmetro granular nos reatores R1 e R4 foi mais dréstica que no
reator R2 e R3 (Figura 14 e Figura 15). Na ultima fase analisada, os reatores R1 e R4
apresentaram 87,9 e 79,1% dos granulos com diametros entre 0,4 e 1 mm,
respectivamente; enquanto que em R2 e R3, foi de 52,1 e 63,6%, respectivamente. Diante
disso, observou-se que a menor recirculacdo (50%) e a maior (400%) causaram efeito
mais brusco na dimensédo granular que a recirculacdo de 100 e 200%. A menor diluicédo
davinhaca em R1 e a elevada velocidade ascensional em R4 alteraram consideravelmente
o tamanho das particulas de lodo. Estatisticamente, a recirculagdo de 100% foi a que

menos causou alteracdes significativas do didametro granular.
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Figura 13. Comparacdo da distribuicdo granulométrica do inéculo com a dos reatores — R1, R2, R3e R4 -

nas COV de 5 a 20 gDQOLd*
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Fonte: elaborada pela autora

Tabela 20. Média e Mediana dos diametros dos granulos dos reatores com o aumento da COV

Diametro médio total dos granulos Mediana dos diametros dos granulos

R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4
Inéculo 2,2 1,9 1,9 19 2,6 2,1 2,1 2,1
COV5 15 1,6 15 1,5 1,1 1,6 1,6 1,6
CoVv 10 1,2 1,6 1,2 1,2 0,8 15 1,0 1,0
COV 15 11 14 1,3 1,0 0,7 11 1,0 0,6
COV 20 0,8 1,4 11 0,9 0,7 1,0 0,8 0,5

COV em gDQOL*d?

Fonte: elaborada pela autora
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Figura 14. Diametro médio dos granulos (mm) x Aumento da COV (gDQOL*d?)
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Fonte: elaborada pela autora

Figura 15. Mediana dos didmetros dos granulos (mm) x Aumento da COV (gDQOLd?)
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Fonte: elaborada pela autora
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A fim de avaliar o efeito isolado da carga organica do afluente no diametro
granular, foram comparados os dados dos reatores R2, R3 e R4 nas etapas em que eles
foram submetidos a velocidades ascensionais semelhantes (Tabela 21). O reator R1 ndo
foi analisado em conjunto por ter sido inoculado com lodo que apresentava disparidade
granulométrica em relacdo ao inoculo dos demais reatores, impossibilitando a
comparacdo. O lodo utilizado no reator R1 é de mesma origem do utilizado nos demais
reatores, no entanto, sua coleta foi realizada em periodo distinto.

Como os reatores foram operados com taxas de recirculacao diferentes e, portanto,
vazOes de entrada diferentes, a avaliacdo dos reatores com mesma velocidade ascensional
teve de ser feita com os reatores submetidos a distintas COV e, consequentemente, com
distintas taxas de producédo de biogas, como apresentado na Tabela 21 e Tabela 22.

No periodo em que a velocidade ascensional chegou a aproximadamente 0,125
mh, as cargas organicas nos reatores eram 10, 15 e 5 gDQOLd e a frequéncia de
didametro granular na menor faixa estabelecida (0,4 a 1,0 mm) era de 48, 51 e 33% para
R2, R3 e R4, respectivamente (Tabela 22). A segunda maior frequéncia de didmetro de
grénulos se enquadrou na faixa de 2,1 a 2,5 mm, para R2, com 21%; e na de 1,6 a 2,0
mm, para R3 e R4, com 27% e 37%, respectivamente.

Ao analisar o diametro granular dos reatores R2, R3 e R4, submetidos a mesma
velocidade ascensional do liquido, foi possivel verificar isoladamente o efeito da carga
organica e da forca de cisalhamento provocada pelas bolhas de biogas (Tabela 22). A
maior alteracdo observada foi na manta de lodo do reator submetido a menor carga (5
gDQOLd?), em relagdo aos granulos submetidos as demais cargas analisadas, 10 e 15
gDQOL*d:. Avaliando o didmetro granular entre os reatores sob as cargas 10 e 15
gDQOL'd?, ndo foi observada alteracdo significativa nos granulos nestas cargas
organicas.

Dessa forma, péde-se concluir que, apesar da COV e da producdo de biogas
influenciarem o didmetro granular, o aumento da carga hidraulica foi mais significativo
para determinacao da dinamica granular nas situac6es analisadas.

O biogas produzido poderia ter proporcionado maior descarga de biomassa por
flotacdo, caso os granulos possuissem ndcleos ocos (devido a menor densidade,
caracteristica desse tipo de granulo), no entanto, ndo foram observados granulos ocos na
manta de lodo dos reatores analisados. Segundo Del Nery et al. (2008), a presenca de

nacleos ocos pode ser resultado de diminui¢do na difusdo do substrato devido ao tamanho
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maior do granulo (maior que 2 mm de didmetro) ou a baixa taxa de carregamento organico
aplicada no reator. Provavelmente, a auséncia de ndcleos ocos, observada no presente
estudo, mesmo em granulos com didmetro superior a 2 mm, ocorreu devido a alta carga
organica aplicada.

Além dos efeitos operacionais, vale ressaltar que reatores sdo organismos
dindmicos, portanto, os granulos estiveram em formacdo e em fase de decomposicédo

concomitantemente (Alves 2015).

Tabela 21. Velocidade ascensional nos reatores R1, R2, R3 e R4 nas diferentes COV aplicadas

cov Velocidade Ascensional (m h™)
(gDQOL1d?) R1 R2 R3 R4
5 0,031 0,042 0,063 0,104
10 0,063 0,083 0,125 0,208
15 0,094 0,125 0,188 0,313
20 0,125 0,167 0,250 0,417

Fonte: elaborada pela autora

Tabela 22. Didmetro granular e COV dos reatores R1, R2, R3 e R4 quando submetidos a velocidade

ascensional de 0,125 m h1

Frequéncia de Média Mediana

Velocidade diametro de Producdo
. Ccov A dos dos 7
Reator Ascensional 441y granulosna .. n de biogas
(mh't) (gDQOL™d™) faixa de 04 a didmetros diametros (Lh)
1 mm (%) (mm) (mm)
R2 0,125 15 48 1,4 1,1 19
R3 0,125 10 51 1,2 1 12,7
R4 ~ 0,125 ~5 33 15 1,6 1,7

Fonte: elaborada pela autora

Os testes estatisticos de Kruskal-Wallis e de Tukey, aplicado nos dados de
granulometria (Apéndice B) confirmaram que as mudangas operacionais alteraram
significativamente todas as amostras em R1, R3 e R4. Os granulos de R2 foram menos
impactados, sendo consideradas iguais as amostras expostas as COV 5 e 10 gDQOL d*
e as expostas as COV 15 e 20 gDQOL*d L.
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Resisténcia mecanica dos granulos

A agitacéo aplicada (770 s™) aos granulos do indculo, utilizado em R2, R3 e R4,
causou reducdo de dez pontos percentuais na frequéncia de granulos de diametro entre
2,1 e2,5mm (de 46,4 para 36,4%) e 0 aumento da frequéncia de granulos na menor faixa
de didmetro (de 17,5 para 23,1%) (Tabela 23). A anélise de agitacdo ndo foi realizada

para o indculo do reator R1.

Tabela 23. Frequéncia do didmetro dos granulos do indculo antes e apds agitagdo mecanica.

Diametro médio Frequéncia de granulos no inoculo (%)

(mm) Antes da Agitagdo  Apds Agitacao
0,4-1,0 17,5 23,1
1,1-1,5 55 9,9
1,6-2,0 19,7 23,6
2,1-2,5 46,4 36,4
2,6-3,0 9,6 6,3
3,1-3,5 1,0 0,7
3,6-4,0 0,2 0,0
4,1-4,5 0,1 0,0
4,6-5,0 0,0 0,0

Fonte: elaborada pela autora

Nas amostras dos reatores R3 e R4, que operaram com maior recirculacao (200 e
400%, respectivamente), a agitacdo aplicada aos grénulos de menor carga (5
gDQOL1d ™), fez com que a maior frequéncia de granulos passasse a apresentar diametro
médio entre 0,4 e 1,0 mm, com 44,8 e 46,2% para R3 e R4, respectivamente. Nas demais
cargas (10, 15 e 20 gDQOL 1d"1), pode-se observar tendéncia de diminuicéo da frequéncia
de granulos na faixa de 0,4 a 1,0 mm, pois a agitacdo nas amostras fez com que parte dos
granulos, que ja apresentavam diametro pequeno, se desfizesse ou reduzisse (menor que
0,4 mm) de tal maneira que ndo fosse possivel contabiliza-lo (Tabela 24, Figura 18 e
Figura 19).

Nas amostras dos reatores R1 e R2, que tinham menor recirculagéo (50 e 100%,
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respectivamente), a agitacdo aplicada aos granulos pareceu nao causar grandes variacoes
na distribuicéo de diametro, quando se observou a porcentagem de granulos em cada faixa
analisada, principalmente nas maiores COV analisadas (10, 15 e 20 gDQOL*d!) (Tabela
24 e Figura 16 e Figura 17).

No entanto, em todas as amostras, houve alteragdo do nimero de granulos apés
agitacdo, para mais ou para menos, quando comparado ao numero de granulos nas
amostras antes da agitagdo, como apresentado na Tabela 25, evidenciando que a agitagéo
causou modificagao nos granulos avaliados.

O aumento da quantidade de granulos apés agitacdo esteve relacionado com a
quebra dos granulos, acrescendo o nimero de particulas das amostras. A diminuicdo da
quantidade de granulos, por sua vez, ocorreu devido aos tamanhos terem diminuido a
ponto de ndo serem contabilizados pela metodologia adotada (< 0,4 mm). Portanto, o
aumento da média e/ou da mediana dos granulos apresentados na Tabela 25, Figura 20 e
Figura 21, ndo equivaleu ao crescimento do didmetro granular, mas sim a diminuicao da
montante de granulos nas amostras, devido a quebra ou a dissolucdo das particulas,
impedindo a contabilizag&o.

As modificacGes no numero de granulos das amostras ap0s a agitacao evidenciam
que essa perturbacdo hidraulica de fato modificou o tamanho granular, devido a quebra
e, até mesmo, a dissolucdo das particulas. No entanto, os testes estatisticos aplicados,
Kruskal-Wallis e Tukey, foram inconclusivos (Apéndice C).

No reator R1, os testes estatisticos mostraram que na menor COV (5
gDQOL*d!) houve mudanga na distribuicio de didmetro médio apds agitagdo, enquanto,
nas demais cargas, ndo ocorreram alteracdes significativas. Em R2, ndo foi identificada
diferenca estatistica na distribuicdo granulométrica em nenhuma das fases analisadas. Em
R3, apenas as amostras nas COV 5 e 10 gDQOL *d* apresentaram diferenca significativa.
E em R4, a agitacdo influenciou na distribuicdo granulométrica nas COV 5 e 20
gDQOLd™.
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Tabela 24. Distribuicdo do diametro dos granulos dos reatores — R1, R2, R3 e R4 - antes e apds agitacdo de 770 s*

COV 5,0 COV 10,0 COV 15,0 COV 20,0
Diametro . i . .
médio (mm) An_tes Eia Apos~ An_tes Eia A_pos~ An_tes cja A_pos~ Anf[es Eia Apos~
Agitacédo Agitacdo Agitacédo Agitacédo Agitacédo Agitacédo Agitacédo Agitacéo
Distribui¢do granulométrica de R1 (50% de recirculagéo) - %
0,4-1,0 47,8 54,0 79,7 78,7 73,6 714 87,9 86,5
1,1-1,5 11,5 14,0 7,0 8,0 6,4 75 6,9 7,6
1,6-2,0 6,6 8,3 3,0 3,6 39 4,8 2,1 3,0
2,1-2,5 9,5 8,6 2,6 3,3 39 3,6 1,2 1,2
2,6-3,0 18,9 12,3 59 4,8 8,6 8,7 1,1 1,0
3,1-35 4,6 2,3 1,4 13 3,2 3,6 0,8 0,7
3,6-4,0 0,8 0,4 0,3 0,2 0,3 0,3 0,0 0,0
4,1-45 0,4 0,0 0,1 0,1 0,1 0,0 0,0 0,0
4,6-5,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Distribui¢do granulométrica de R2 (100% de recirculagdo) - %
0,4-1,0 39,4 35,7 42,2 40,1 479 46,6 52,1 53,4
1,1-1,5 9,9 10,4 8,3 9,2 10,0 10,4 7,1 8,6
1,6-2,0 9,1 10,5 9,2 10,6 75 8,7 5,5 7,6
2,1-2,5 29,9 31,0 26,0 27,6 21,2 21,7 16,5 14,7
2,6-3,0 10,4 11,2 12,3 11,1 11,7 11,0 15,3 13,2
3,1-35 1,0 1,0 1,6 1,0 15 1,3 3,2 2,2
3,6-4,0 0,2 0,2 0,4 0,4 0,1 0,1 0,2 0,3
4,1-45 0,0 0,0 0,1 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0
4,6-5,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Distribui¢do granulométrica de R3 (200% de recirculacéo) - %
0,4-1,0 29,3 44.8 51,0 56,8 51,1 51,0 63,6 59,8
1,1-1,5 19,0 20,8 14,5 17,0 12,5 13,8 9,8 11,8
1,6-2,0 39,4 27,3 27,0 22,6 22,3 22,7 12,8 13,9
2,1-2,5 10,2 6,4 6,8 35 12,5 11,6 11,6 12,3
2,6-3,0 1,6 0,5 0,6 0,1 13 0,7 1,8 2,0
3,1-35 0,2 0,1 0,0 0,0 0,3 0,1 0,3 0,2
3,6-4,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0
4,1-45 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
4,6-5,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Distribui¢do granulométrica de R4 (400% de recirculacéo) - %
0,4-1,0 33,0 46,2 51,0 47,9 73,1 62,5 79,1 70,9
1,1-1,5 16,5 19,7 11,9 12,0 7,2 1,7 51 7,1
1,6-2,0 37,0 25,8 24,3 26,2 9,7 11,6 7,0 10,4
2,1-2,5 11,5 74 11,1 12,3 8,7 8,5 7,2 9,6
2,6-3,0 1,7 0,7 15 1,6 1,2 8,5 15 1,8
3,1-35 0,1 0,1 0,1 0,1 0,0 1,3 0,1 0,2
3,6-4,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,1
4,1-45 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
4,6-5,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Fonte: elaborada pela autora
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Figura 16. Curva de distribuicdo granulométrica para as amostras do R1 antes e ap6s agitagdo de 770 s*
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Figura 17. Curva de distribuicdo granulométrica para as amostras do R2 antes e ap0s agitacdo de 770 s*
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Figura 18. Curva de distribuicdo granulométrica para as amostras do R3 antes e ap0s agitacdo de 770 s*
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Figura 19. Curva de distribuicdo granulométrica para as amostras do R4 antes e ap6s agitacio de 770 s*
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Figura 20. Diametro médio dos granulos dos reatores R1, R2, R3 e R4 em diferentes condi¢Ges operacionais
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Figura 21. Didmetro mediano dos granulos dos reatores R1, R2, R3 e R4 em diferentes condi¢des operacionais
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Tabela 25. Diametro médio e mediano do indculo e dos reatores R1, R2, R3 e R4 antes e apds agitacdo de 770 s, com os respectivos niimeros de granulos analisados

Aumento (+) ou diminuicéo

Média antes da Média apds Mediana antes da Mediana apés N° de granulos antes  N° de granulos apds A ]
agitacao agitacao agitacao agitacdo da agitacdo da agitacdo () de n° de grariulos aposa
agitacao
Inéculo de R1 22 e 1348 L
In6culo de R2, R3 e R4 1,9 34 2,1 2 1530 1749 +
Grénulos de R1-COV 5 1,5 1,3 1,1 1,0 2191 2961 +
Grénulos de R1-COV 10 1,0 1,0 0,7 0,7 1865 1891 +
Gréanulos de R1-COV 15 1,1 1,1 0,7 0,8 2740 2613 -
Gréanulos de R1-COV 20 0,8 0,8 0,7 0,7 2476 2152 -
Gréanulos de R2-COV 5 1,6 1,6 1,6 1,8 2393 2332 -
Gréanulos de R2-COV 10 1,6 1,6 1,5 1,6 2322 2246 -
Grénulos de R2-COV 15 1,5 15 1,1 1,2 2075 2057 -
Granulos de R2-COV 20 1,4 1,4 1,0 0,9 2046 2225 +
Grénulos de R3-COV 5 1,5 1,2 1,6 1,2 2900 3916 +
Grénulos de R3-COV 10 1,2 1,1 1,0 0,9 2648 3051 +
Gréanulos de R3-COV 15 1,3 1,2 1,0 1,0 2676 2716 +
Gréanulos de R3-COV 20 1,0 1,0 0,7 0,7 3525 3660 +
Granulos de R4-COV 5 1,4 1,2 1,6 1,2 2430 2745 +
Granulos de R4-COV 10 1,2 1,3 1,0 1,2 2008 1853 -
Granulos de R4-COV 15 1,0 1,0 0,7 0,8 2098 1740 -
Granulos de R4-COV 20 0,9 1,1 0,6 0,7 2465 1713 -

Fonte: elaborado pela autora

*COV em gDQOL*d?
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Série de Sélidos

Verificou-se reducdo consideravel dos solidos totais volateis e aumento dos sélidos
totais fixos praticamente em todas as amostras dos reatores em relagédo ao indculo (Tabela
26 e Tabela 27). A reducdo de solidos volateis esteve relacionada com a perda de so6lidos
com o efluente do reator (lavagem de biomassa), devido ao aumento da velocidade
ascensional e, também, pela crescente geracdo de biogas no decorrer da operacao.

Por meio da relacdo de STF/ST foi possivel mensurar a mineralizacdo do lodo no
decorrer da operacdo dos reatores. A relacdo STF/ST aumentou nos sistemas, quando
estes passaram a ser submetidos a vinhaca de cana-de-actcar. Em R1, a relagdo variou de
0,32 a 0,49; em R2 de 0,27 a 0,60; em R3, de 0,25 a 0,54; e em R4 de 0,30 a 0,52. N&o
foi verificada a reducdo da eficiéncia dos sistemas em funcéo do aumento de solidos fixos

nos reatores.
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Tabela 26. Série de sélidos da manta de lodo dos reatores UASB em diferentes COV

Parametros R1-COV (gDQOL'd?) R3-COV (gDQOL'd?)

(mgL'l) In6culo 2,5 5 7,5 10 12,5 15 175 20 In6culo 25 5 75 10 12,5 15 175 20
ST 44313 - 24215 18140 22465 40694 37875 38286 26400 44313 50520 - 32979 15204 30022 25606 17372 9238
SFT 7593 - 10815 6408 11080 13832 11978 12751 11015 7593 12470 - 8346 7573 14405 8376 8344 4984
SVT 36720 - 13400 11732 11385 26862 25897 25535 15385 36720 37185 - 24633 7631 15617 17230 9028 4254

Parametros R2 - COV (gDQOLd?) R4 - COV (gDQOL1d?)

(mgL?Y) Inbculo 2,5 5 7,5 10 12,5 15 17,5 20 Inéculo 25 5 75 10 12,5 15 17,5 20
ST 44313 47080 49838 21416 34964 19694 28694 34962 23022 44313 - - 20804 21305 16547 18274 - 23504
SFT 7593 22308 13419 8964 15644 11762 10010 14174 8316 7593 - - 6316 10953 8266 8940 ] 12300
SVT 36720 24772 36419 12452 19320 7932 18684 20788 14706 36720 - - 14488 10352 8281 9334 ] 11204

Fonte: elaborada pela autora
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Tabela 27. Relagdo de STF/ST (mineralizacdo) e de STV/ST da manta de lodo dos reatores UASB em diferentes COV

R1 - COV (gDQOLd?)

R3 - COV (gDQOLd?)

Relacédo )

Indbculo 25 5 75 10 125 15 17,5 20 Inbculo 25 5 75 10 125 15 175 20
SFT/ST 0,17 - 045 035 049 034 032 033 042 017 025 - 025 050 048 0,33 048 0,554
SVT/ST 0,83 - 055 065 051 066 068 067 058 083 074 - 075 050 052 067 052 0,46
Relacio R2 - COV (gDQOLd?) R4 - COV (gDQOL*d?)

Inculo 25 5 75 10 125 15 17,5 20 Inbculo 25 5 75 10 125 15 175 20
SFT/ST 0,17 047 027 042 045 060 035 041 0,36 0,17 - - 030 o051 050 049 - 0,52
SVT/ST 083 053 0,73 058 055 040 065 059 0,64 0,83 - - 070 049 050 051 - 0,48

Fonte: elaborada pela autora
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Consideraces sobre a analise fisica da manta de lodo

A CQOV e a producéo de biogas influenciaram o didmetro dos granulos. No entanto, o
aumento da carga hidréulica foi mais significativo para determinacéo da dindmica granular. O
teste de agitacdo indicou que a perturbacdo hidraulica foi capaz de modificar o tamanho
granular devido a quebra das particulas.

As particulas muito finas de biomassa oriundas da quebra devido, principalmente, a
agitacdo hidréulica dentro do reator, foram expulsas do sistema junto ao efluente, resultando na
reducdo consideravel dos sélidos totais volateis em todas as amostras dos reatores em relacdo
ao inoculo.

Rocha (2012) testou a resisténcia de granulos anaerdbios a agitacdo mecanica. Os dados
obtidos mostraram que as médias dos diametros dos granulos, depois do teste de resisténcia ao
cisalhamento, diminuiram em todas as amostras analisadas, indicando reducdo do tamanho.
Observou-se que, apos o teste de resisténcia, ocorreu maior quantidade de pequenas particulas,
devido ao desprendimento de material dos granulos, ocasionando a diminuicéo da area média.
Entretanto, ndo foi observada a completa desintegragdo dos granulos, indicando que sdo
estruturas que estdo em processo continuo de desintegracao e reconstrucao.

Odriozola et al. (2016) apontaram o0s processos de abrasdo e de lavagem da biomassa
para fora do reator como responsaveis por limitar o crescimento granular. Grotenhuis et al.
(1991) e Kosaric et al. (1990) também afirmaram que a dimensdo do granulo esta relacionada
a propriedade de resisténcia as forcas de cisalhamento devido a turbuléncia no sistema. Também
associaram o0 descarte do excesso de biomassa ao processo bioldgico de crescimento e
decaimento celular, e a concentracéo e tipo de substrato.

Ghangrekar et al. (1996), Guiot et al. (1992) e Pufial e Lema (1999) interligaram a
dimensdo e as propriedades de resisténcia dos granulos a velocidade ascensional do liquido, ao

tempo de operacdo, ao TDH e aos microrganismos formadores.
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6.4 ETAPA 4 - Analise quimica da manta de lodo

Caracterizacéo de metais na manta de lodo dos reatores UASB

A manta de lodo dos reatores foi analisada em diversas fases do sistema. As coletas de
amostra ocorreram nas cargas organicas de 2,5; 5,0; 7,5; 10; 12,5; 15; 17,5 e 20 gDQOLd"*
para caracterizacdo quimica do lodo durante o periodo operacional. Nas Tabela 28, Tabela 29,
Tabela 30 e Tabela 31 foram apresentados os resultados da concentracdo de diversas
substancias no lodo dos reatores R1, R2, R3 e R4, respectivamente.

Verificou-se 0 aumento da concentracdo de manganés, magnésio, s6dio e potassio no
lodo de todos os reatores com o tempo de operacdo devido ao aporte de sélidos fixos e
elementos quimicos contidos na agua residuaria. A vinhaca apresentou concentracdo de
manganés, magnésio, potassio e sodio de 4,7 + 1,7 mgL™?, 254 + 76 mgL™, 1625 + 600 mgL™
e 23 + 6 mgL™, respectivamente. A adicio de bicarbonato de sodio para tamponamento dos
sistemas contribuiu para o aumento do conteudo de sédio na manta de lodo. A guantidade
adicionada foi reduzida gradativamente de 1 a 0,3 g NaHCO3;gDQO™.

Observou-se que ocorreu diminui¢do da concentracdo de cobre, em relagdo ao indculo
(1689 mg.kg™?), nas fases analisadas. O cobre foi sendo liberado dos granulos gradualmente,
apresentando reducao de percentual entre 54 e 72% ao final do periodo operacional. O contetdo
de cromo foi significativamente alterado na manta de lodo do reator R1, reduzindo de 34,5
mg.Kg? (indculo) para 2 mg.Kg? (Tabela 28). Cobre e cromo apareceram em concentragdes
baixas na vinhaca de alimentagdo: 0,25 + 0,08 e 0,07 + 0,06 mg.L™%, respectivamente.

A concentragdo de célcio na manta de lodo dos reatores R2 e R3 aumentou
substancialmente nas primeiras amostras de lodo, coletadas nas COV 2,5; 5; 7,5 e 10
gDQOLd?, mas voltou a diminuir no decorrer do incremento de COV de 12,5 a 20
gDQOL*d! (Tabela 29 e Tabela 30). A variagio na manta de lodo estava relacionada com a
elevada alteracio do contetido de calcio na vinhaca de alimentagéo, 527 + 222 mgL ™, que pode
ser notada pelo desvio padrao.

O ferro, presente em expressiva quantidade na alimentagédo dos reatores (43,50 + 24,31
mg.L), ndo acumulou na manta de lodo, mantendo-se com variacio relativamente constante
do decorrer da operagdo. A variacio ficou entre 9910 e 14740 mg.Kg?, 8610 e 15410
mg.Kg?, 10610 e 13820 mg.Kg?, 12150 e 18610 mg.Kg?! para R1, R2, R3 e R4,
respectivamente (Tabela 28, Tabela 29, Tabela 30 e Tabela 31).
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O aporte de elementos nos granulos ndo foi sempre cumulativo. Alguns se concentraram
na manta de lodo, aumentando no decorrer do periodo operacional como manganés, magnésio,
sodio e potassio, presentes em maior quantidade na vinhaca. A concentracdo de ferro manteve-
se relativamente constante, apesar da presenca consideravel desse elemento na vinhaca de
alimentacdo. Cobre, no entanto, tendeu a diminuir e o cromo foi reduzido em R1 e R4. A
concentracdo de célcio foi variavel, principalmente na manta dos reatores R2 e R3, devido a
variacdo de calcio na vinhaca de alimentacdo (527 + 222 mgL-1).

Magnésio, sodio e potassio foram comumente encontrados em digestores anaerdbios
devido a degradacdo da matéria organica ou por meio de produtos quimicos de ajuste de pH
(Grady et al. 1999). A literatura comprovou que esses elementos estimularam o
desenvolvimento microbiano e apontou que, no entanto, quantidades excessivas causaram
efeito inverso, inibindo o crescimento (McCarty 1964).

Concentragdes de magnésio, sodio e potassio entre 75-150, 100-200, 200-400 mgL ™,
respectivamente, foram considerados essenciais para 0s microrganismos metanogénicos e
quantidades correspondentes entre 1000-1500, 3500-5500 e 2500-4500 mgL! foram
consideradas inibitoria (McCarty 1964). Estes dados sugeriram que a faixa de valores pode ser
variavel, dependendo das caracteristicas do sistema de tratamento.

Pesquisas demonstraram o calcio como essencial para o crescimento de determinados
grupos metanogénicos por auxiliar na formagéo e resisténcia dos granulos e na retencdo da
biomassa no sistema (Huang e Pinder 1994; Graaff et al. 2011). Verificaram também que, em
excesso, esse elemento acarretou em precipitacdo de carbonato e fosfato, propiciando a
toxicidade no sistema anaerébio. Jackson-Moss e Duncan (1991) estipularam que concentragdo
abaixo 120 mgL de Ca?* foi estimulante para formacdo de biofilme. Em geral, concentracoes
entre 100 e 200 mgL " foram apontadas como importantes para a granulagio de lodo em reatores
UASB (McCarty 1964; Yu, Tay, e Fang 2001). Valores entre 2500 a 4500 mgL™? foram
consideradas inibitorias (McCarty 1964).

A presenca de metais pesados como cromo, ferro, cobalto, cobre, zinco, cadmio e niquel
foi considerada indispensavel para atividade microbiana por Fermoso et al. (2010). No entanto,
segundo consideracOes de Sterritt e Lester (1980), por se tratar de elementos né&o
biodegradaveis, ndo foi incomum a acumulacdo em digestores anaerobios causando falha no
sistema apds atingir determinada concentragéo.

Segundo Barros et al. (2017), em quantidades adequadas, elementos quimicos como Fe
puderam aumentar a atividade microbiana especifica ou a concentracdo de biomassa de um

grupo de bactérias e arqueias metanogénicas, favorecendo a operacgéo estavel e mais eficiente
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da digestdo anaerdbia, com aceleracdo da degradacédo de acetato e propionato para producéo de
metano.

Pesquisa realizada com 30 digestores anaerdébios de tratamento de aguas residuérias
relatou a possibilidade da limitacdo do tratamento devido a indisponibilidade de ferro, niquel
ou cobalto. Oito dos 30 lodos observados apresentaram melhora na taxa de producéao de biogés
quando suplementado com um destes elementos (Speece, 1988). Custos modestos foram
associados a suplementacdo mineral em relacdo ao valor do metano gerado (Takashima e
Speece 1989).

Takashima e Speece (1989) exploraram as exigéncias minimas de nutrientes minerais
para atingir uma alta taxa de utilizagio de acetato (30-40 gL'd™?). Os minerais essenciais foram:
nitrogénio (100 mgL*d?), fosforo (4 mgL*d?), sulfeto de sodio (10 mgL-td?), célcio (5 mgL-
1d1), magnésio (1 mgLd?), ferro (1 mgLd™), cobalto (0,1 mgLtd™?) e niquel (0,2 mgLtd™).

A maior parte dos minerais citados como essenciais por Takashima e Speece (1989) foi
encontrada na vinhaca utilizada para alimentagdo no presente estudo, mas em concentracfes
muito elevadas comparativamente as determinadas por aqueles autores. A maior concentracao
de minerais ndo implicou em cumulatividade nos granulos, a excec¢do de manganés, magnésio,
sodio e potassio. Observou-se que o excesso da maioria dos minerais presentes na vinhaca foi
eliminado gradativamente por algum mecanismo. Mesmo o ferro, presente em expressiva
quantidade na alimentac&o dos reatores (43,50 + 24,31 mgL ™), ndo acumulou na manta de lodo,
mantendo-se com variacao relativamente constante do decorrer da operacao: entre 9910 e 14740
mgKg?, 8610 e 15410 mgKg™?, 10610 e 13820 mgKg?, 12150 e 18610 mgKg™ para R1, R2,
R3 e R4, respectivamente.

Embora a caracterizacdo da manta de lodo dos reatores tenha apresentado alteracdes,
como reducdo de solidos suspensos volateis em relacdo ao indculo e aumento na concentracéo
de alguns minerais (manganés, magnésio, s6dio e potassio), com o incremento crescente de
COV e de velocidade ascensional, verificou-se que ndo ocorreu prejuizo ao desempenho dos
sistemas. O descarte de solidos ndo foi necessario. Todos os reatores apresentaram boa
performance quanto & remocdo de matéria organica e producdo de metano. Os resultados
mostraram que apds adaptacdo, lenta e gradual, da biomassa aos constituintes da vinhaga, 0s
produtos e elementos quimicos presentes ndo apresentaram efeito deletério na composicéao

granular e no consequente desempenho dos reatores.
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Tabela 28. Caracteristicas quimicas do lodo no perfil do reator R1

Parametros . COV (gDQOL'd™)
1 In6culo
(mgKg™) 5 75 10 12,5 15 17,5 20
Zinco 1217 1908 1363 2036 1669 1086 700 1014
Chumbo 21 38 2,0 37 5,0 6,0 4,0 23,0
Cadmio 6,2 2,9 2,0 3,3 3,8 2,1 1,5 2,7
Niquel 43,2 51,5 37 43,9 34,8 33,4 29,4 38,6
Ferro 13718 14180 11210 14740 13180 11460 9910 11910
Manganés 130,9 237 208 284 244 199 233 295
Cobre 1689 1346 954 1306 976 834 719 704
Cromo total 34,5 21,9 11 10,4 7,2 < 0,005 < 0,005 2,0
Célcio 13400 11000 11000 7960 12300 7100 7500 13300
Magnésio 1913 9260 9260 9260 7890 7950 8400 6590
Sédio 9000 37100 29200 23500 29300 21500 26600 23300
Potassio 3040 52000 48700 45800 49500 40800 46700 46000

Fonte: elaborada pela autora
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Tabela 29. Caracteristicas quimicas do lodo no perfil do reator R2

Parametros Inéculo COV (gDQOLd™?)
(mgKg'l) 2,5 5 7,5 10 12,5 15 175 20
Zinco 1217 1959 1548 1885 1728 1401 2219 770,9 753
Chumbo 21 33 46,0 51,0 31,0 22 18,0 21,0 29
Cadmio 6,2 4,5 51 57 4,6 2,8 3,5 3,5 3,2
Niquel 43,2 57 56,0 75,4 86,7 93,4 53,2 54,2 1248
Ferro 13718 12520 9910 12460 15410 13490 13570 8610 15400
Manganés 130,9 291 330 399 475 330 1396 1888 297
Cobre 1689 1283 1044 1194 1099 1106 974 494 544
Cromo total 34,5 28,2 30,3 21,0 29,0 23,9 14,5 17,5 36
Caélcio 13400 60700 38500 29300 32700 13600 9600 10800 11000
Magnésio 1913 3692 10400 12400 9970 6930 7000 9200 9900
Sodio 9000 62500 28000 28800 41200 33100 23100 33000 18400
Potassio 3040 17800 23000 26900 25700 33700 36000 - 47600

Fonte: elaborada pela autora
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Tabela 30. Caracteristicas quimicas do lodo no perfil do reator R3

Parametros néeulo COV (gDQOL*d™)
(mgKg™) 2,5 5,0 75 10 12,5 15 17,5 20
Zinco 1217 1322 1732 1386 1440 1257 1159 672 1266
Chumbo 21 <1 33 52,0 43 26,0 50,0 25 70
Cadmio 6,2 3,4 7.4 5,0 6,6 3,30 55 1,3 3,7
Niquel 43,2 46 77,9 107,5 133,5 115,7 120,4 117,7 82,4
Ferro 13718 10950 13130 13780 13820 12580 11410 11230 10610
Manganés 130,9 257 326 380,0 471 509 422 331 194
Cobre 1689 1202 1387 814 720 769 585 512 765
Cromo total 345 235 37,7 24.3 28,3 30,2 23,3 23,3 46,9
Calcio 13400 40900 28600 90300 59400 39500 29600 11000 10300
Magnésio 1913 4930 4760 8100 6900 11610 12140 6660 8720
Sédio 9000 15800 11500 12000 41200 36300 30700 30300 22500
Potassio 3040 27600 23200 32000 33700 27900 27300 34600 -

Fonte: elaborada pela autora
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Tabela 31. Caracteristicas quimicas do lodo no perfil do reator R4

Parametros Inéeulo COV (gDQOLd?)
(mgKg™) 2,5 7.5 10 125 15 20
Zinco 1217 1740 1719 1223 1423 1253 684
Chumbo 21 11 70 36 24.0 21,0 46
Cadmio 6,2 4.6 59 41 49 2,7 6,5
Niquel 43,2 51 134,6 139,3 125,4 140,2 110
Ferro 13718 15120 18610 14000 14950 15010 12150
Manganés 130,9 245 503 423 369 418 263
Cobre 1689 1475 992 760 757 636 472
Cromo total 34,5 34,3 27,9 27,3 30,6 27,6 18,9
Calcio 13400 44000 44400 19400 39400 43700 23500
Magnésio 1913 4400 8280 4080 8310 10000 7050
Sédio 9000 12100 9500 - 33500 - 20200
Potéassio 3040 27100 27200 - 17000 - 22500

Fonte: elaborada pela autora
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6.5 ETAPA 5 - Analise biologica da manta de lodo

6.5.1. Caracterizacdo microbiana por meio de microscopia eletronica de varredura e
microscopia de contraste de fase e fluorescéncia

As técnicas de microscopia eletronica de varredura (MEV) e microscopia de contraste
de fase possibilitaram a visualizacéo de filamentos semelhantes a de Methanosaeta.

A técnica de contraste de fase e fluorescéncia foi adequada para visualiza¢do de arqueias
acetoclasticas (Methanosarcina) e arqueias hidrogenotroficas, pois a incidéncia de luz
fluorescente fez com que esses microrganismos se destacassem, diferindo-os dos demais.

O emprego dessas técnicas distintas de microscopia foram importantes na caracterizacao
da morfologia dos granulos e dos microrganismos que os compdem. Essas analises sdo visuais
e, portanto, apresentam limitacfes. Tais exames microscdpicos definem apenas aspectos
morfolégicos da microbiota, permitindo identificacdo visual de grupos microbianos, como 0s
participantes da metanogénese, com morfologias caracteristicas. Methanosaeta; possiveis
Methanosarcina (arqueias acetoclasticas) e arqueias hidrogenotroficas puderam ser

visualizadas na biomassa, além de bactérias cocoides e bacilares.

Caracterizacdo microbiana do inéculo

Na superficie do granulo, observou-se, por meio de MEV, variedade de morfologias:
bacilos de dimensdes variadas, cocos e filamentos alongados semelhantes a Methanosaeta. O
corte transversal do granulo permitiu visualizar abundancia de células semelhantes a
Methanosaeta no seu interior e também agrupamento de cocos semelhantes a Methanosarcina
(Figura 22).

A microscopia de contraste de fase e fluorescéncia, realizada nas amostras de granulos
do inoculo, permitiu visualizar as mesmas morfologias observadas por MEV, corroborando,
assim, com o concluido (Figura 23): Methanosaeta, bacilos de tamanhos variados, cocos e

arranjo de cocos que fluoresceram, revelando provaveis células de Methanosarcina.
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Figura 22. Microscopia eletronica de varredura dos granulos do inoculo: a) imagem panoramica superficial do
granulo; b), ¢), d) superficie do granulo - bacilos de dimensdes variadas, cocos, e filamentos alongados
semelhantes a Methanosaeta; e), f), g) e h) corte do granulo — agrupamento de cocos semelhantes a
Methanosarcina e a abundancia do género Methanosaeta.

Fonte: elaborada pela autora
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Figura 23. Microscopia de contraste de fase e fluorescéncia dos granulos do inéculo: a), b) arranjo de cocos
(provéveis Methanosarcina) e a respectiva imagem sob incidéncia de luz fluorescente para caracterizagdo de
Methanosarcina; c) cocos destacados em circulo vermelho, bacilos de tamanhos variados e Methanosaeta; d)
bacilos de tamanhos variados; €), f), g, h) arranjo de cocos (provaveis células do tipo Methanosarcina) e as
respectivas imagens sob incidéncia de luz fluorescente para caracterizacdo de Methanosarcina

Fonte: elaborada pela autora
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Reator R1 —50% de recirculagdo — COV 10 e 20 gDQOLd?

Nos granulos submetidos & taxa de recirculagio menor (50%) e COV de 10
gDQOL*d?, caracterizaram-se por MEV, principalmente, microrganismos com morfologias
semelhantes a de Methanosaeta, em todas as regiGes (superficie, rachaduras e interior dos
granulos). Na superficie dos granulos também foi visualizado cocos (Figura 24).

Nos granulos submetidos a COV de 20 gDQOL*d?, caracterizaram-se, na superficie
granular, poucas células semelhantes a Methanosaeta; poucos bacilos e aparente predominio de
cocos comparado aos granulos submetidos a COV de 10 gDQOL*d. Cocos agrupados em
cadeia, possivelmente bactérias, foram observados na superficie do granulo (Figura 25). Nao
foi possivel analisar o interior do granulo, pois o corte realizado ndo foi adequado.

Os exames das imagens obtidas por microscopia de contraste de fase e fluorescéncia do
reator R1 confirmam o observado na microscopia eletronica de varredura. Na COV de 10
gDQOL1dt houve predominancia de células do tipo Methanosaeta em todas as imagens
(Figura 26). Na maior carga (20 gDQOL™d?), constatou-se menor densidade de
microrganismos semelhantes a Methanosaeta e presenca de possiveis células de
Methanosarcina e de arqueias metanogénicas hidrogenotroéficas, que fluoresceram em meio ao
emaranhado de material polimérico (Figura 27).

A presenca simultdnea de Methanosaeta e de Methanosarcina é exemplo classico de
como dois microrganismos que usam o0 mesmo substrato (acetato) podem coexistir. No entanto,
espera-se presenca mais significativa de Methanosarcina em cargas mais altas; e dominancia
de Methanosaeta em menores cargas (Conklin, Stensel and Ferguson, 2006). No reator R1 aqui
analisado, o aumento de carga de 10 para 20 gDQOL™d™* proporcionou a reducdo de

Methanosaeta concomitantemente com a maior visualizagdo de Methanosarcina.
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Figura 24. MEV de granulos do reator R1 com 50% de recirculagdo e COV de 10 gDQOL*d™!: a), b) imagem da
superficie — células semelhantes a Methanosaeta e cocos; ¢) micro rachadura na superficie; d) microrganismos
presentes na rachadura: células semelhantes a Methanosaeta; €), f) interior do granulo — predominancia de

células do tipo Methanosaeta
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Fonte: elaborada pela autora
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Figura 25. MEV de granulos do reator R1 com 50% de recirculagdo e COV de 20 gDQOL*d™: a) panoramica do
granulo; b) cocos e poucas células de Methanosaeta; c) poucos bacilos, presenca de cocos e filamento de cocos

(provavel bactéria); e d) bacilos e cocos
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Fonte: elaborada pela autora
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Figura 26. Microscopia de contraste de fase e fluorescéncia do reator R1 com COV 10 gDQOL1d%: a), b)

abundancia de células do tipo Methanosaeta

Figura 27. Microscopia de contraste de fase e fluorescéncia do reator R1 com COV 20 gDQOL*d®: a) provaveis
células de Methanosarcina e arqueias hidrogenotréficas protegidas por emaranhado de material polimérico; b)
incidéncia de luz fluorescente sobre as provaveis células de Methanosarcina e arqueias hidrogenotrdficas; c), d)

cocos e bacilos de dimensdo variada e poucas células semelhantes a Methanosaeta

Fonte: elaborada pela autora

Reator R2 — 100% de recirculagdo — COV 10 e 20 gDQOL d?
Nas superficies dos granulos submetido a taxa de recirculacdo de 100% e COV de 10
gDQOL1d1, observaram-se, por meio de MEV, poucas células semelhantes a Methanosaeta;

leveduras (cocos com dimensdes maiores que as bactérias) provenientes da agua residuéria; e
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cocos e bacilos, predominantemente. No interior do aglomerado, os bacilos prevaleceram
(Figura 28). Nos granulos submetidos & COV de 20 gDQOL *d, também foram visualizados
possiveis microrganismos do tipo Methanosaeta e, preponderantemente, cocos e bacilos
(Figura 29).

Nas duas cargas analisadas (10 e 20 gDQO Ld™), por microscopia de contraste de fase,
predominaram cocos e bacilos, corroborando com o observado por MEV. A microscopia de
fluorescéncia caracterizou os possiveis cocos e bacilos metanogénicos, mas o emaranhado de
material polimérico dificultou a identificacdo. Observaram-se poucas células semelhantes a
Methanosaeta (Figura 30 e Figura 31).

Segundo Haandel, Vrieze and Vagner (2014), quando um digestor é operado a uma taxa
de carga orgéanica acima de sua capacidade de tratamento, a concentracdo residual de acetato
tende a aumentar, levando a condi¢des mais favoraveis para a Methanosarcina e é possivel que
estes se tornem 0s microrganismos metanogénicos acetoclasticos dominantes e, portanto,
aumentem a capacidade de tratamento.

Outro fator que deve ser considerado é que as amostras do reator R2 foram dificeis de
serem analisadas, pois parte das células visualizadas estavam desestruturadas, em especial as

do tipo Methanosaeta (Figura 30 e Figura 31) e, portanto, dificultaram o processo de analise.
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Figura 28. MEV de granulos do reator R2 com 100% de recirculagdo e COV de 10 gDQO L"d: a) superficie —

células do tipo Methanosaeta e preponderancia de cocos e bacilos; b) leveduras; c), d) interior do granulo —

predominancia de bacilos

Fonte: elaborada pela autora
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Figura 29. MEV de granulos do reator R2, com 100% de recirculacio e COV de 20 gDQO L™d: a) cocos e

bacilos; b), ) cocos; d) possiveis células de Methanosaeta e bacilos envolvidos em material polimérico

Fonte: elaborada pela autora
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Figura 30. Microscopia de contraste de fase e fluorescéncia dos granulos do reator R2, submetido a COV 10
gDQOLd*: a) cocos e bacilos predominantemente; b), c) fragmento de Methanosaeta destacado pela seta
vermelha, abundancia de células e material polimérico; d) cocos e bacilos, predominantemente; ), f) possiveis
arqueias metanogénicas hidrogenotrdficas e arranjo de cocos fluorescentes envolvidos em material polimérico e a
respectiva imagem sob incidéncia de luz fluorescente para caracterizagéo; g), h) arranjo de cocos fluorescentes

(provaveis células de Methanosarcina) e a respectiva imagem sob incidéncia de luz fluorescente para a

caracterizacdo.

Fonte: elaborada pela autora
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Figura 31. Microscopia de contraste de fase e fluorescéncia dos granulos do reator R2, submetidos a COV 20
gDQOL*d?: a), b) cocos e bacilos, predominantemente, e algumas células de Methanosaeta possivelmente

desestruturadas; c), d) possiveis arqueias metanogénicas hidrogenotréficas e cocos fluorescentes envolvidos em

material polimérico e a respectiva imagem sob incidéncia de luz fluorescente para identificacdo

Fonte: elaborada pela autora

Reator R3 — 200% de recirculagdo — COV 10 e 20 gDQOL*d*

O exame de MEV evidenciou a abundancia de células semelhantes a Methanosaeta
tanto por afloramento na superficie do granulo e em micro rachaduras da superficie, quanto no
interior do granulo, onde também foram visualizados bacilos com dimensdes variadas e cocos
(Figura 32 e Figura 33).

Anélise de contraste de fase e fluorescéncia permitiu visualizagdo de ceélulas
semelhantes a Methanosaeta e bacilos, além de Methanosarcina, identificadas por
agrupamentos de cocos que reagiram a incidéncia de luz fluorescente, nas amostras de granulos
sob COV 10 gDQOL*d? (Figura 34).

Na COV 20 gDQOL?d? as células de Methanosaeta foram mais facilmente
identificadas. Alguns agrupamentos de cocos e bacilos também foram vistos. Parte dos cocos
brilharam com a incidéncia de luz fluorescente, indicando que esses fazem parte do grupo de
Methanosarcina e outros ndo reagiram a luz fluorescente, sendo, portanto, possivelmente do

dominio Bacteria (Figura 35).
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Figura 32. MEV de granulos do reator R3, submetidos a COV de 10 gDQO L-*d%: a) células semelhantes a
Methanosaeta identificadas na superficie do granulo; b) variedade morfologia recoberta por material polimérico;
c) interior do granulo — bacilos com dimens®@es variadas e cocos; d) interior do granulo - predominancia de

Methanosaeta, aparentemente danificadas devido a técnica de corte para visualiza¢do do perfil do granulo

Fonte: elaborada pela autora
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Figura 33. MEV da superficie dos granulos do reator R3 submetidos a COV de 20 gDQOL *d"*: a) imagem
panoramica da superficie do granulo; b), c), d) quantidade significativa de células semelhantes a Methanosaeta;

d) Além de Methanosaeta, foram observadas leveduras (cocos com dimensfes maiores que as bactérias)

Fonte: elaborada pela autora
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Figura 34. Microscopia de contraste de fase e fluorescéncia dos granulos do reator R3 submetidos a COV 10

gDQOL*d?: a), b) possiveis células de Methanosaeta e bacilos; c), d) agrupamento de cocos (provaveis células de

Methanosarcina) e a respectiva imagem sob incidéncia de luz fluorescente para identificagéo

Fonte: elaborada pela autora



152

Figura 35. Microscopia de contraste de fase e fluorescéncia dos granulos do reator R3 submetidos & COV 20
gDQOLd: a), b), c) células do tipo Methanosaeta predominantemente; d) agrupamento de cocos; ¢€), )

agrupamento de cocos (provaveis células de Methanosarcina) e a respectiva imagem sob incidéncia de luz

fluorescente para identificagdo

Fonte: elaborada pela autora

Reator R4 — 400% de recirculagdo — COV 10 e 20 gDQOL*d?

O exame de MEV mostrou que os granulos do reator R4 apresentaram predominancia
de Methanosaeta nas duas condigdes analisadas, 10 e 20 gDQOL*d? (Figura 36 e Figura 37).
Por meio de microscopia de contraste de fase e fluorescéncia foi possivel a visualizacdo de
agrupamento de Methanosarcina (cocos), evidenciadas por fluorescéncia; cocos do dominio
Bacteria (pois ndo reagiram a luz fluorescente) e predominéncia de Methanosaeta (Figura 38).
A densidade de Methanosaeta foi, aparentemente, maior nos granulos submetidos a COV de
20 gDQOL 'd! em relacio aos submetidos & COV de 10 gDQOL*d™! (Figura 39).
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Apesar do aumento de carga organica volumétrica de 10 para 20 gDQOL d™, observou-
se que a presenca de células de Methanosaeta foi similar a observada na COV 10 gDQOL d*
para os reatores R3 e R4 (submetidos a taxas de recirculacdo elevadas de 200 e 400%,
respectivamente). Aparentemente, as células de Methanosarcina ndo foram efetivamente

incorporadas aos granulos e acabaram sendo arrastadas para fora do sistema.

Segundo Haandel, Vrieze and Vagner (2014), a maior concentracdo de Methanosaeta
pode estar relacionada a menor capacidade de células de Methanosarcina se manterem dentro
do sistema, pois, devido a sua estrutura menos favoravel, elas podem acabar sendo varridas do

reator.

Portanto, o fato de ndo haver acimulo de Methanosarcina na maior carga organica
volumétrica (20 gDQOL1d?), nos reatores R3 e R4, pode ter ocorrido devido a uma menor
afinidade desse tipo de célula (estrutura esférica) para formar ou incorporar granulos em

contraste com as células de Methanosaeta (estrutura filamentosa).

Figura 36. MEV de granulos do reator R4 submetidos a COV de 10 gDQO L"*d: a) predominancia de células

semelhantes a Methanosaeta na superficie do granulo; b), ) e d) predominancia de células semelhantes a

Methanosaeta também no interior do granulo

Fonte: elaborada pela autora



154

Figura 37. MEV de granulos do reator R4 submetidos a COV de 20 gDQO L"*d*: a), b) superficie com
predominéncia de células semelhantes a Methanosaeta e presenca de poucos cocos (destacado em vermelho); c)
Além de Methanosaeta, leveduras e cocos (em vermelho); d) predominancia de Methanosaeta; f), g) e h) interior
do granulo — cocos (destacado em vermelho) e células de Methanosaeta

Fonte: elaborada pela autora
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Figura 38. Microscopia de contraste de fase e fluorescéncia dos granulos do reator R4 submetidos a COV 10 gDQO
Ld*: a, b) agrupamento de cocos provavelmente do dominio Bacteria (destacada em vermelho), células

semelhantes a Methanosaeta; c), d) agrupamento de cocos (provaveis Methanosarcina) e a respectiva imagem sob

incidéncia de luz fluorescente para identificacdo de Methanosarcina
b)

Fonte: elaborada pela autora
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Figura 39. Microscopia de contraste de fase e fluorescéncia dos granulos do reator R4 submetidos 8 COV 20 gDQO
Ld*: a), b) predominéncia de células semelhantes a Methanosaeta; c) cocos envolvido em emaranhado bioldgico e

Methanosaeta; d) predominancia de células semelhantes a Methanosaeta; e), f) agrupamento de cocos (provaveis

células de Methanosarcina) e a respectiva imagem sob incidéncia de luz fluorescente para identificagdo

Fonte: elaborada pela autora

Em todos os reatores, observaram-se organismos metanogénicos dos géneros
Methanosarcina e Methanosaeta, grupos importantes na produgdo de metano por meio do
acetato. Arqueias metanogénicas hidrogenotréficas também foram observadas.

Nos reatores R1 e R2, com menor taxa de recirculagdo, reduziu-se aparentemente a
densidade de Methanosaeta com o incremento da COV de 10 para 20 gDQOL d™t. Mais cocos
foram visualizados nas amostras de granulos desses dois reatores submetidos a maior COV.

Percebeu-se que a vinhaca de alimentacdo, entre as fases com COV 10 e 20
gDQOL*d?, apresentou aumento de acido acético de 77 para 1128 mgL™ e 223 para 636
mgL? para R1 e R2, respectivamente (resultados apresentados e discutidos na secdo
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“Caracterizagdo da concentracdo de acidos organicos dos reatores UASB”). O aumento da
concentracdo de acetato na alimentacdo dos reatores possivelmente beneficiou as células de
Methanosarcina.

O incremento de COV de 10 para 20 gDQOL d™! favoreceu as células de Methanosaeta,
nos reatores com maior taxa de recirculacdo, R3 e R4. Percebeu-se que entre essas fases, a
vinhaca de alimentac&o apresentou diminuic&o de acido acético de 556 para 305 mgL™ e de 244
para 126 mgL* para R3 e R4 (resultados apresentados e discutidos na se¢do “Caracterizagdo da
concentragdo de acidos organicos dos reatores UASB”), respectivamente, favorecendo as
celulas de Methanosaeta.

A maior recirculacdo dos reatores R3 e R4 também teve papel fundamental na selecéo
de Methanosaeta, pois proporcionou elevada velocidade ascensional, diluicdo do substrato e,
consequentemente, diluicdo do acetato da vinhaca justificando, assim, a maior concentracédo de
microrganismos do grupo de Methanosaeta.

As concentracdes de acido acético e propidnico nas fases analisadas justificaram a
presenca de Methanosaeta e Methanosarcina. Sabe-se que o acido acético, presente em grande
quantidade, funciona como um dos principais precursores da metanogénese (Sentiirk, Ince e
Onkal Engin 2010; Barros et al. 2017). O propionato, por sua vez, oxida-se primeiro a acetato
e hidrogénio e, entdo, converte-se a metano (Boonyakitsombut et al., 2002).

Entende-se que, no crescimento granular, em concentracdo alta de acetato,
microrganismos do género Methanosarcina conseguem competir com os de Methanosaeta,
coexistindo no lodo anaer6bio. Uma vez reduzida a concentracdo de acido acético,
microrganismos do género Methanosaeta sdo favorecidos, devido a maior afinidade ao acetato
(Chen e Lun 1993). Por esse motivo, as células de Methanosaeta vem sendo amplamente
encontradas em estudos com reatores anaerdébios, sendo a sua predominancia confirmada por
variadas analises moleculares (Hulshoff Pol et al., 1983; Diaz et al., 2006; Abreu, 2007).

A forma de exposicdo gradual dos microrganismos aos nutrientes presentes na vinhaca,
utilizada no presente estudo, justificou a alteracdo microbiana sem causar falha nos sistemas,
mesmo sob concentracdes altas de &cido acético e propidnico. Takashima e Speece (1989) e
Barros et al. (2006) analisaram e relacionaram o efeito de determinados acidos organicos na
presenca de nutrientes.

Takashima e Speece (1989) testaram uma cultura que mostrou suportar taxas entre 30 a
40 gL1d? de acetato, quando suplementados com nutrientes minerais. As concentragdes dos
nutrientes e a presenca de acetato em alta concentracdo foram determinantes para facilitar o

crescimento relativamente rapido de Methanosarcina.
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Barros et al. (2006) constataram que o controle das concentracdes de acido propionico,
que promoveu condi¢Oes adequadas para manutencdo de microrganismos metanogénicos,
esteve relacionado a presenca de elementos quimicos na agua residuaria, pois 0s nutrientes
estimularam a atividade de cada grupo microbiano no consorcio, aumentando a degradacédo do
propionato.

No presente estudo, o aumento da COV aplicada aos reatores, associado ao incremento
de vazdo de alimentacdo, causou diminuicdo dos granulos e aumento de células de
Methanosaeta na superficie. As células de Methanosarcina, no entanto, foram encontradas em
emaranhados de outras celulas e material polimérico.

Apesar da consolidada teoria de que organismos metanogénicos tendem a se proteger
no centro dos granulos (MacLeod, Guiot e Costerton 1990; Guiot, Pauss e Costerton 1992),
alguns estudos apontam comportamento diferente. Chen e Lin (1993) constataram, em granulos
de lodo cultivados com acido acético como unica fonte de carbono, predominéncia de
Methanosaeta na superficie e, na parte interna dos granulos, aglomerados de Methanosarcina.
Saiki et al. (2002) consideraram que granulos bem estabilizados tiveram o desenvolvimento dos
microrganismos metanogénicos na superficie do granulo, de modo que os gases gerados foram

prontamente liberados, evitando flotacéo.

6.5.2. Caracterizacdo microbiana por meio de PCR e DGGE
Os reatores foram analisados para os dominios Bacteria e Archaea nas fases em que

estavam submetidos as COV de 5, 10 e 20 gDQOL'd. Dois pontos de analise foram
considerados: (a) alteracdo da comunidade microbiana provocada principalmente pelas taxas
de recirculacdo; (b) alteracdo da comunidade microbiana instigada prioritariamente pelo
aumento de COV.

Para discutir o item (a), analisou-se comparativamente a comunidade microbiana entre
os reatores R1, R2, R3 e R4, submetidos a 50, 100, 200 e 400% de recirculagéo,
respectivamente, na COV 5; em seguida, comparou-se a microbiota entre 0s reatores
submetidos & COV 10 e, por fim, 8 COV 20 gDQOLd*. Dessa forma, verificou-se o grau de
similaridade e diversidade microbioldgica entre os reatores submetidos a mesma carga
orgénica, de forma que, as alteragcdes encontradas nessa etapa foram relacionadas as taxas de

recirculacdo aplicadas, ja que as COV eram semelhantes.
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Na andlise do item (b), foi observado cada reator isoladamente. O objetivo foi analisar
a mudanga microbiana provocada pelas diferentes fases de operagdo, com crescentes cargas

organicas e hidraulicas, de um Unico reator por vez.

Dominio Archaea
(a) Analise da alteracdo da populacdo metanogénica provocada pelas taxas de
recirculacéo

Na menor carga analisada (5 gDQOL*d™?), os reatores R1, R2 e R3 (50, 100 e 200% de
recirculacdo, respectivamente) mantiveram-se semelhantes em relacdo as populacdes de
arqueias. Por sua vez, a recirculacdo de R4 (400%) propiciou uma mudanca significativa nessas
populacdes, mantendo-se com menor indice de similaridade que 50% em relacdo aos demais
reatores. R1 apresentou 90% de similaridade em relagdo ao R2; R2 similaridade de 84% ao R3
e R3, apenas 48% de similaridade ao R4 (Figura 40 e Figura 41).

A similaridade dos microrganismos do dominio Archaea entre todos os reatores nas
duas Gltimas fases, 10 e 20 gDQOL*d?, foi maior ou igual a 84% (Figura 41). O aparente
aumento de Methanosaeta nos reatores R3 e R4 em relacdo aos reatores R1 e R2, observado
nas analises de microscopia eletronica e de contraste de fase e fluorescéncia (resultados
discutidos na secdo 6.5.1), ndo acarretou em mudanca drastica da similaridade entre as
populacdes de arqueias nessas fases. Vale ressaltar aqui que o resultado da biomol refere-se ao

DNA gendmico dos organismos, ou seja, ndo € uma analise quantitativa.

(b) Anélise da alteracéo da populacdo metanogénica provocada pelo aumento de carga
organica volumétrica

A populagdo metanogénica dos reatores submetidos a COV de 5 gDQOLd? foi
relativamente modificada com o aumento da carga organica para 10 gDQOLd?,
principalmente no reator R4, submetido a maior taxa de recirculagdo. Os reatores R1, R2 e R3
apresentaram populacdes de arqueias com similaridade de 74, 72 e 72%, respectivamente, e 0
reator R4 foi o que apresentou menor paridade entre as duas cargas, com 48%.

A semelhancga entre as populacdes de arqueias presentes nos reatores na COV de 10
gDQOL*d comparada com as arqueias dos reatores submetidos a 20 gDQOLd™? foi de 90,
96, 98 e 94% para os reatores R1, R2, R3 e R4, respectivamente (Figura 40 e Figura 41). Os
resultados observados por microscopia eletrénica de varredura e contraste de fase e

fluorescéncia mostraram que, aparentemente, ndo houve alteragéo significativa nos morfotipos
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de microrganismos metanogénicos entre os granulos submetidos & COV de 10 e 20
gDQOL*d?, corroborando com o obtido por DGGE.

O aumento de COV de 5 para 10 gDQOL *d* causou maior alteragdo nas populagdes de
arqueias em relagdo ao aumento de COV de 10 para 20 gDQOLd* nos quatro reatores
analisados. Provavelmente isso ocorreu pelo fato dos reatores submetidos a menor COV
estarem ainda se adaptando as novas condigdes, ja que o lodo utilizado para inoculagdo foi
oriundo de reator tratando residuo de abatedouro de aves e passou a tratar residuo do
processamento da cana-de-agticar (vinhaca). Nas maiores COV, de 10 para 20 gDQOL*d?, a
similaridade foi maior ou igual a 90%, indicando que as arqueias provavelmente se adaptaram
as condi¢des impostas.

O reator com alta recirculacdo (400%) exigiu maior periodo para adaptacdo da
microbiota do dominio Archaea, pois entre a primeira e segunda fase de analise (5 e 10
gDQOL*dY), o reator R4 apresentou apenas 48% de similaridade (Figura 41). A recirculagéo
elevada possivelmente influenciou a estabilizacdo desse reator nas primeiras fases do sistema.
Ap0s adaptacdo na COV 10 gDQOL*d, o aumento gradativo para COV 20 gDQOL*d! ndo
provocou alterac@es significativas (similaridade de 94%).

O indice de diversidade de Shannon (H), para o dominio Archaea, aumentou com o
incremento de vinhaga até COV 20 gDQOL*d%, em relacéo ao indculo, em todos os reatores
indo de 2 (indculo) para 2,2 em R1; de 2 para 2,3 em R2; de 2 para 2,2 em R3 e de 2 para 2,3
em R4 (Tabela 32). Portanto, a introducdo crescente de vinhaga propiciou aumento na

diversidade microbiana para o dominio Archaea.

Figura 40. Dendograma relativo aos perfis de banda do dominio Archaea
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Figura 41. indices de similaridade, em porcentagem, obtidas por DGGE considerando a correlagio de Pearson

Fonte: elaborada pela autora

Dominio Bacteria

(a) Analise da alteracdo da populacéo bacteriana provocada pelas taxas de recirculagéo

Na menor carga analisada (5 gDQOLd?), os reatores R1, R2 e R3 mantiveram-se
semelhantes em relagcdo a microbiota do dominio Bacteria. No entanto, nessa carga organica
baixa, a recirculacdo alta (400%), condicdo do reator R4, propiciou uma mudanca significativa
das populacdes de bactérias, assim como ocorreu com o dominio Archaea. A similaridade entre
R1 e R2 foi de 82%; entre R2 e R3, de 88%); e entre R3 e R4, de apenas 48% (Figura 42 e Figura
43).

Nas amostras de lodo sob COV de 10 gDQOLd?! e, posteriormente, de 20
gDQOL*d:, ndo foi possivel estabelecer uma tendéncia do comportamento microbiano para o
dominio Bacteria. No entanto, notou-se a diminuicdo significativa da similaridade entre as
populacdes de bactérias presentes nos reatores, em relacdo ao observado para o dominio

Archaea. O indice de similaridade variou entre 18 e 68% (Figura 43).

(b) Analise da alteracdo da comunidade microbiana provocada pelo aumento de carga
organica volumétrica
Sob condig¢des de menores recirculagdes (50 e 100%), a similaridade entre as populac6es
de bactérias presentes nos reatores submetidos a COV de 5 em relagdo a de 10 gDQOL *d: foi
de 48%. O aumento da COV de 10 para 20 gDQOL*d* propiciou maior similaridade entre as
populacdes de bactérias presentes na manta de lodo desses reatores, 82% para R1 e 62% para
R2 (Figura 43).
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Nos reatores R1 e R2, com o incremento da COV de 10 para 20 gDQOLd?, mais
morfotipos celulares na forma de cocos foram visualizados, por técnicas de microscopia. Os
bacilos evidenciaram-se no reator R2, também na fase com maior COV (20 gDQOLd?). A
menor similaridade em R2 (62%), em relacdo ao observado para o aumento de COV em R1
(82%), pode estar relacionada a maior densidade de bacilos, fisiologicamente diferentes,
visualizados nas técnicas de microscopia (resultados discutidos na se¢do 6.5.1).

O reator R3 (200% de recirculagdo) apresentou comportamento contrario. A
similaridade entre a microbiota do dominio bactéria na COV de 5 em relacdo a de 10
gDQOLd foi maior, 60%; e o aumento da COV de 10 para 20 gDQOLd? propiciou
mudanca significativa da comunidade bacteriana (similaridade de 18%), como apresentado na
Figura 42 e Figura 43.

O aumento de COV no reator R4, com 400% de recirculacdo, apresentou maior
modificacdo, com apenas 18% de similaridade entre as populaces de bactérias em todas as
condigBes analisadas, 5, 10 e 20 gDQOLd? (Figura 42 e Figura 43).

O indice de Shannon (H) para o dominio Bacteria aumentou de 2,5 (indculo) para 2,7,
com o incremento da COV para 20 gDQOL*d, em todos os reatores (Tabela 32), indicando
aumento da diversidade microbiana para o dominio Bacteria.

O indice de Shannon (H) foi maior para o dominio Bacteria que para o Archaea,
indicando maior diversidade da populacao de bactéria em relacéo a de arqueia, com excecao da
amostra de lodo de R3 sob COV de 10 gDQOL d! (Tabela 32), em que os dominios Archaea
e Bacteria apresentaram H de 2,33 e 2,20, respectivamente. Sabe-se que o dominio Bacteria €
mais versatil que o dominio Archaea e, portanto, esperava-se uma maior diversificacdo dessa
comunidade devido as mudancas operacionais, tal como aumento gradativo de carga organica

e hidraulica.
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Figura 42. Dendograma relativo aos perfis de banda do dominio Bacteria e os respectivos indices de similaridade
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Tabela 32. indice de diversidade-Shannon (H)

Shannon (H) , R1 R2
In6culo COV5 COV10 COV20 COV5 COV10 COVv20
Dominio Archaea 2,03 2,03 2,29 2,18 2,05 2,12 2,25
Dominio Bacteria 2,53 2,46 2,50 2,75 2,75 2,56 2,71
Shannon R3 R
In6culo COV5 COV10 COV20 COV5 COV10 COoVv20
Dominio Archaea 2,03 1,95 2,33 2,35 2,15 2,15 2,16
Dominio Bacteria 2,53 2,47 2,20 2,66 2,38 2,57 2,71

Fonte: elaborada pela autora

Observou-se comportamento diferente entre as populagdes de arqueias e de bactérias. O
indice de similaridade das populacbes de arqueias, analisando o efeito da recirculacdo e da
COV, foi maior e menos variavel, com minimo de 48%. As popula¢des de bactérias, no entanto,
apresentaram indices de similaridade mais variaveis e geralmente menores que os das arqueias,
entre 18 e 88%. Observou-se também que a maior recirculacdo (400%) provocou maior
instabilidade para as populacdes de bactérias e arqueias.

As eficiéncias de remocédo de matéria organica e de producéo de metano foram satisfatdrias
para todos os reatores, inclusive o de maior recirculacdo (resultados discutidos na secao 6.2).

De acordo com os resultados obtidos, € possivel afirmar que o incremento da carga
organica e hidraulica proporcionou mudancas nas populacdes de arqueias e principalmente de
bactérias. A maior instabilidade das populac@es de bactérias esteve relacionada provavelmente
com seu papel na digestdo anaerobia. Por serem responsaveis pela primeira etapa de tratamento
da &gua residudria, as bactérias provavelmente sdo mais impactadas pelo substrato complexo
utilizado, a vinhaga (Barbosa, 2017).

Ao analisar amostras de lodo anaerébio de UASB submetido a troca de substrato de
vinhaca para melago, Barbosa (2017) observou que o coeficiente de similaridade das
populages do dominio Bacteria foi menor e mais variavel (59 a 75%) que o do dominio
Archaea (94 a 95%).
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7. CONCLUSAO

7.1 Concluséo referente a metodologia de medicéo da dimenséo dos granulos

O estudo do software analisador de imagem, Image-Pro Plus (versédo 6.0), foi realizado
para o conhecimento dos limites de precisdo no intuito de utilizar o software como ferramenta
para determinacdo de diametro de granulos. A resposta do programa ndo apresentou erro
significativo. Portanto, a metodologia estabelecida e o software Image-Pro Plus (verséo 6.0)
foram considerados ferramentas adequadas para analise granulométrica. O volume de amostra
de lodo determinado para o ensaio foi de 10 mL, podendo ser utilizado o montante de 5 mL,

caso os granulos sejam oriundos de reator em escala de bancada.

7.2 Concluséo referente ao estudo das caracteristicas fisicas - distribuicdo da dimensdo

dos granulos e resisténcia mecanica dos granulos

Os granulos analisados apresentaram diametro variando entre 0,4 e 5,0 mm em todas as
amostras: nos indculos e nos quatro reatores, R1, R2, R3 e R4.

Os reatores submetidos as porcentagens de recirculacdo mais elevadas (R3 com 200%
e R4 com 400%) apresentaram, na COV 5 gDQOLd™?, maior frequéncia de granulos na faixa
entre 1,6 e 2,0 mm de didametro, com 39,4 e 37% de frequéncia, respectivamente. O aumento
gradativo de carga organica e velocidade ascensional gerou reducéo do diametro granular para
a menor faixa estabelecida, 0,4 a 1,0 mm. Na COV 20 gDQOL 'd?, R3 e R4 apresentaram 63,6
e 79,1% de granulos com didmetro médio na faixa 0,4 a 1,0 mm, respectivamente.

Os reatores submetidos as porcentagens de recirculacdo menores (R1 com 50% e R2
com 100%) apresentaram diametro médio de granulos na menor faixa estabelecida (0,4 a 1,0
mm), em todas as fases analisadas. O incremento gradativo de carga organica e velocidade
ascensional ocasionou aumento da frequéncia de granulos na menor faixa de diametro: R1
passou de 47,8 para 87,9% e R2, de 39,4 para 52,1%.

A diferenga encontrada na distribuigdo granulométrica dos reatores estudados pdde ser
atribuida as diferentes caracteristicas operacionais aplicadas. A andlise da distribuicdo dos
grénulos do in6culo e da manta de lodo nas quatro cargas organicas e hidraulicas demonstrou
que esses parametros, principalmente carga hidraulica, contribuiram para estabelecer a
dindmica de distribuicdo de tamanho dos granulos nos sistemas UASB.

A diluigéo baixa da vinhaga em R1 e a maior velocidade ascensional em R4 causaram

alteracdo mais abrupta no tamanho dos granulos, em relagdo aos grénulos dos reatores R2 e R3.
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Na ultima fase analisada, os reatores R1 e R4 apresentaram 87,9 e 79,1% dos granulos com
didmetros entre 0,4 e 1 mm, respectivamente; enquanto que em R2 e R3, foi de 52,1 e 63,6%,
respectivamente. Diante do analisado, concluiu-se que a menor recirculacdo (50%) e a maior
(400%) influenciaram mais significativamente a reducdo da dimensdo granular que as
recirculacdes intermediérias, 100 e 200%. Estatisticamente, a recirculacdo de 100% foi a que
menos causou alteracdes significativas do didametro granular, considerando todo o periodo de
operacéo.

A agitacio de 770 s aplicada as amostras reforgou que a agitacdo hidraulica dentro do
reator, que pode ser causada por mecanismos diferentes, como vazdo hidraulica e vazéo de
biogas, causou reducao na frequéncia de granulos de diametro entre 2,1 e 2,5 mm (36,4%) do
indculo.

Nas amostras dos reatores R3 e R4 submetidos a COV 5 gDQOL'd?, a agitagio fez
com que a maior frequéncia de granulos passasse a apresentar diametro médio entre 0,4 e 1,0
mm, com 44,8 e 46,2%, respectivamente. Nas demais cargas, 10, 15 e 20 gDQOL*d?,
observou-se tendéncia a diminuicdo da frequéncia de granulos na faixa de 0,4 a 1,0 mm. A
diminuicao notada ocorreu devido a reducdo do diametro dos granulos pequenos (0,4 a 1,0 mm)
a tamanhos que ndo puderam ser contabilizados (<0,4 mm).

Observou-se que apds agitacdo ocorreu alteracdo no montante de particulas. Em alguns
casos ocorreu aumento da quantidade de granulos presentes nas amostras ap6s agitacdo, quando
comparado ao nimero de granulos nas amostras antes da agitacdo. Em outros casos, 0 nimero
de granulos na amostra diminuiu. Esse comportamento evidenciou que a agitacdo de fato causou
modificacdo nos granulos avaliados. O aumento do ndmero de particulas nas amostras apos
agitacdo se deu pela quebra dos granulos maiores em particulas menores, elevando o montante
final de granulos; e a reducdo ocorreu devido ao fato das particulas menores que 0,4 mm nao
serem contabilizadas, devido a limitagdo do método.

Apesar de terem ocorrido mudancas no tamanho das particulas apos a agitagéo aplicada
(teste de resisténcia), a estrutura granular se manteve, evidenciando que os granulos analisados

eram resistentes, apesar da reducdo dos didmetros.

7.3 Concluséo referente ao estudo das caracteristicas quimicas - determinacédo dos metais

presentes na manta de lodo

A manta de lodo de todos os reatores apresentou aumento nas concentracdes de

magnésio, sodio e potassio em relacdo ao lodo utilizado como indculo. Estes metais estavam
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presentes em maior quantidade na vinhaga. A concentracdo de ferro na manta de lodo, no
entanto, variou menos, apesar de se encontrar na vinhaca de alimentacdo em concentracGes
relativamente altas. As alteracGes na concentracdo de calcio da manta de lodo, em relacdo ao
indculo, ocorreu devido a variagdo da concentracdo de calcio na vinhaga de alimentacéo.

A concentragdo dos elementos quimicos presentes na vinhaca utilizada, apesar de
elevada quando comparada a utilizada em outros estudos verificados, ndo causaram danos a
estrutura granular, nem ao desempenho do sistema. A eficiéncia de remocdo de matéria
organica foi maior que 80%, o conteldo de metano acima de 65% e o rendimento de metano
variando de 0,289 + 0,060 a 0,344 + 0,064 LCH4gDQOremovido " indicaram a adequagio do
desempenho dos reatores ao longo da operagao.

O aumento lento e gradual da concentracdo de vinhaga associado as taxas de
recirculacdo aplicadas foram estratégias eficientes para adaptacdo da biomassa aos constituintes

da vinhaca.

7.4 Concluséo referente ao estudo das caracteristicas bioldgicas

Em todos os reatores foram visualizados organismos metanogénicos relacionados aos
géneros Methanosarcina e Methanosaeta. Também foram observados organismos
metanogénicos hidrogenotréficos. A vinhaca de alimentacdo utilizada em R1 e R2, entre as
fases com COV 10 e 20 gDQOL1d! apresentou aumento de &cido acético, resultando em
possivel beneficio para as células de Methanosarcina, que conseguiram competir com as de
Methanosaeta. No entanto, a diminuicdo de acetato presente na vinhaca de alimentacdo dos
reatores R3 e R4 e a maior carga hidraulica favoreceram as células de Methanosaeta.

A manutencdo de microrganismos metanogénicos ativos e do sistema em equilibrio,
apesar do aumento gradativo de carga organica e de vazao, pode ter relacdo com a presenca de
elementos quimicos na agua residuéria. Na quantidade fornecida e devido a lenta exposicao dos
microrganismos a agua residudria, os nutrientes ndo inibiram a atividade microbiana. Zinco,
ferro, magnésio, célcio, sodio e potassio estavam dentre as substancias encontradas na agua
residuaria.

As analises de PCR e DGGE mostraram que as populagdes metanogénicas apresentaram
indices de similaridade maiores que os de bactérias. Foi possivel concluir também que o reator
R4 apresentou menor similaridade quanto a manutencdo da microbiota de ambos os dominios,
em relacdo aos demais reatores. No entanto, esses resultados ndo indicaram reducdo da

eficiéncia geral de R4 no periodo de tempo analisado.
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8. CONCLUSAO FINAL

Mesmo com resultados elevados de eficiéncia de tratamento para todos os sistemas, a
redu¢do mais acentuada do didmetro granular, observada para os reatores R1 e R4, sugerem que
as taxas de recirculacao de 100 e 200% sdo mais estaveis para a manutencao da granulometria
da manta de lodo, no tratamento de vinhaga, em reatores UASB.

O fator observado que foi fundamental para a manutencdo dos sistemas em equilibrio
foi o controle da exposicdo dos granulos aos constituintes da vinhaca, feito por meio do aumento
gradual de carga organica volumeétrica, promovendo a adaptacdo da biomassa. A recirculacao
teve papel importante para 0 amortecimento da carga organica e diluigdo dos nutrientes em

€XCesso.
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9. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Desvincular e analisar isoladamente o efeito da velocidade ascensional do liquido e o efeito
das forcas cisalhantes devido a liberacéo de biogas dos granulos;

- Estabelecer protocolo de anélise de resisténcia mecanica dos granulos de modo a padronizar
esse tipo de analise, possibilitando comparagdo com outros trabalhos;

- Avaliar o efeito isolado do tempo na estrutura granular.
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APENDICE A:
Imagens pormenorizadas dos procedimentos de calibracdo inicial do software e

de andlise da imagem utilizando o software Image Pro-Plus (verséo 6.0)
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Procedimentos de calibrag&o inicial do software analisador de imagem

Figura Al. Passo 1 para calibragdo inicial do software Image Pro-Plus (versdo 6.0)
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Figura A3. Passo 3 para calibrago inicial do software Image Pro-Plus (versdo 6.0)

i

i

6

Fonte: elaborada pela autora

uu]ulmm}!!!!l'

'Hlll

(=}
Scaling
Paosition line over length reference.
_ Reference represents how many units?
x
o -
=N oK |

X

Cancel |

Figura A4. Passo 4 para calibragdo inicial do software Image Pro-Plus (versao 6.0)

Fonte: elaborada pela autora

Spatial Calibration - Ruler.bmp X

MName: _R Spatial Cal 0 _ ;I
[v List reference calibrations only
[v Calibration iz a reference cal.
System cal  <none>

Unit:  |milimeter vl M

[ Convert when change units
- Urits/pisel | S|
 Puek/unit @ Units/pivel | New
% [1250 = —
Image Delete
v [1250 (= L] —_
L Del Al
-Aspect Ratio- —
|1 = Imugel Defaults
~ Ornigin (Pixels) Wizard...
X0 = image ||| Mt
Y |0 =
Color
— Angle Offset
s
|0 = Image Close
From resolution 200 x 200 DPI
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Procedimentos de andlise de imagem

Figura A5. Passo 1 para analise da imagem utilizando o software Image Pro-Plus (versao 6.0)
SHiEwCESRR 2 0O0caZa A HuHsHARYal «cRNIsLLESMA

m(uumh oage 1. baonp (3/1) Spatial Calibration - Granube | X

Fonte: elaborada pela autora

Figura A6. Passo 2 para analise da imagem utilizando o software ImagePro-Plus (versdo 6.0)

5‘ Image Pro Plus - Granule Image 1.bmp (1/1)

Fle Bt Acqire Sequerke Erhance Process Measrs Macro Window Helb
SHiEiwCSBR2¥0ocazasq i HsHilSml oFBAl 0

D".(.r.muh- Image 1.bmp (1/1)

Fonte: elaborada pela autora
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Figura A7. Passo 3 para analise da imagem utilizando o software Image Pro-Plus (versdo 6.0)

7)) Image-Pro Plus - Granule Image 1.bmp (1/1)

File Edit Acquire Sequence Enhance Process Measure Macro Window Help

SHEwCSAR 2 BO00AY Q0 i SEMT el oA de
B\ Granule Image 1.bmp (1/1) |'_|@®

Fonte: elaborada pela autora

Figura A8. Passo 4 para analise da imagem utilizando o software Image Pro-Plus (verséo 6.0)

7)) Image-Pro Plus - Granule Image 1.bmp (1/1)
File Edit Acquire Sequence Enhance Process BUEEENEGH Macro Window Help
Calibration »

Sort Objects..
Measurements...
Measure Distances...
Manual Tag...
Caliper...
Co-Localization. ..

Track Objects...
Snap Measurements. ..

Histogram...

Line Profile...
Bitmap Analysis...
Surface Plot...

3D Viewer. .,

Report
Data Collector

Fonte: elaborada pela autora
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Figura A9. Passo 5 para analise da imagem utilizando o software Image Pro-Plus (versao 6.0)

M Count / Size
File Edit

Wiew

Intenszity A ange surernents. ..

Current Range

" Manual

" Autornatic Brigs Cptions...

(¢ Agtomatic Dark Objects

v Measure Objects Total Count; 0

In Bange:; 0

Iv Apply Filker Fanges

[ Accumulate Count

lv Display Objects

Fonte: elaborada pela autora

Figura A10. Passo 6 para andlise da imagem utilizando o software Image Pro-Plus (versdo 6.0)

Select Measurements

M eazurements: Filker B anges:

Criameter [max

Diiarneter [min)
End points
Feret [max)
Feret [mean)

£

e

Rezet Ranges

Denzity [blue) # | |Diameter [mearn) 0 125000

Denzity [green) W ,!"

Density [max) ﬁjﬁ

Denszity [mean)

Drenzity (i)

Density [red) Average length of diameters
Density [std.dew. ] meazured at 2 degree
Drensgity [zum) intervalz and paszzing

Select Al l—
Select Mane

Diameter [mean)

through object's centroid.

ak.

Fonte: elaborada pela autora
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Figura Al11. Passo 7 para analise da imagem utilizando o software Image Pro-Plus (verséo 6.0)

M Count / Size

File Edit Yiew Measure Image

~ Intensity Range Selection
All Classes Selected

 Manual: Select Colors ... I

" Automatic Bright Objects
& Automatic Dark Objects

v Measure Objects Total Count: 43
v Apply Filter Ranges In Range: 48
[~ Accumulate Count V' Display Objects

Fonte: elaborada pela autora

Figura A12. Passo 8 para andlise da imagem utilizando o software Image Pro-Plus (versdo 6.0)

Ml Count / Size
FCN Edit View Measure Image

Data to File
Append Data to File

Da oard I
Data to Printer cf Colors . I

Export Data
Export Options...

Save Outlines
Load Outlines Total Count: 48

Save Settings In Range: 43

Load Settings v Display Objects
Record Environment

Close

Fonte: elaborada pela autora



186

APENDICE B:
Analise estatistica dos dados de distribuicdo granulométrica dos granulos do
inoculo e dos reatores R1, R2, R3 e R4 para avaliacédo do efeito do aumento da

carga hidraulica e organica nos granulos biologicos
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Teste estatistico aplicado aos dados de distribuicdo granulométrica para o reator R1 -
50% de recirculacao

O resultado do teste de Kruskal-Wallis implicou em p = 0, (Tabela B1). Portanto, é
possivel afirmar que ha pelo menos uma amostra diferente das demais. A partir dos resultados
do teste de Tukey (Tabela B2), pode-se dizer que h& diferenca significativa entre todas as
amostras analisadas do reator R1.

Tabela B1. Output do teste de Kuskal-Wallis para os dados de distribui¢do granulométrica do R1

Kruskal-Wallis test for equal medians

H (chi): 2556
H (tie corrected): 25593
g (same): 0

There is a significant difference between sample medians

Fonte: gerada pela autora por meio do programa estatistico PAST

Tabela B2. Output do teste de Tukey para os dados de distribuicdo granulométrica do R1

Tukey's Q below the diagonal, plsame) above the diagonal,
Significant comparisons are pink.

Indculo COC 5,0 COoV 10,0 COV 15,0 COov 20,0
Indculo 1,724E-05 1,724E-05 1,724E-0% 1,724E-05
COC 5,0 2519 1,724E-05 1,724E-05 1,724E-05
COV 10,0 45,97 20,78 1,724E-05 1,724E-05
COV 15,0 5518 2999 9,205 1,724E-05
COVv 20,0 7593 50,74 2956 2075

Fonte: gerada pela autora por meio do programa estatistico PAST

Teste estatistico aplicado aos dados de distribui¢do granulométrica para o reator R2 -
100% de recirculacéo

O resultado do teste de Kruskal-Wallis implicou em p = 2,259E°2 (Tabela B3). Portanto,
pode-se afirmar que ha pelo menos uma amostra diferente das demais. A partir dos resultados
do teste Tukey (Tabela B4), pode-se dizer que h& diferenca significativa na maioria das
comparac0es realizadas pelo teste. Foram consideradas iguais apenas as amostras expostas as
COV 5 e 10 gDQOL*d? (com p = 0,9834) e as expostas as COV 15 e 20 gDQOLd* (com p
=0,9918).
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Tabela B3. Output do teste de Kruskal-Wallis para os dados de distribuicdo granulométrica do R2

Kruskal-Wallis test for equal medians

H(chi): 2311
He (tie corrected): 2521
p (same): 2 258E-53

There is a significant difference between sample medians

Fonte: gerada pela autora por meio do programa estatistico PAST

Tabela B4. Output do teste de Tukey para os dados de distribui¢do granulométrica do R2

Tukey's Q below the diagonal, p(same) above the diagonal.
Significant comparisons are pink.

Inéculo COV 5.0 COV 10,0 COovV 15,0 COV 20,0
Inéeulo 1,724E-05 1,724E-05 1,724E-05 1,724E-05
COV 5.0 18,05 0,0834 4,047E-05 2,04E-05
€OV 10,0 18,81 0,7602 0,0004023 6,754E-05
COoV 15,0 2461 6,564 5,804 0,0018
COV 20,0 2524 7.195 6.435 0,6311

Fonte: gerada pela autora por meio do programa estatistico PAST

Teste estatistico aplicado aos dados de distribuicdo granulométrica para o reator R3 -
200% de recirculacdo

O resultado do teste de Kruskal-Wallis implicou em p = 0 (Tabela B5). Portanto, como
p foi menor que 0,05, descarta-se a hipotese nula. Sendo assim, pode-se afirmar que ha pelo
menos uma amostra que apresenta mediana diferente das demais. A partir dos resultados do
teste Tukey (Tabela B6), pode-se dizer que ha diferenca significativa entre todas as amostras

analisadas do reator R3.

Tabela B5. Output do teste de Kruskal-Wallis para os dados de distribuicdo granulométrica do R3

Kruskal-Wallis test for equal medians

H (chi?): 1724
He (tie corrected): 1732
p (same): 0

There is a significant difference between sample medians

Fonte: gerada pela autora por meio do programa estatistico PAST
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Tabela B6. Output do teste de Tukey para os dados de distribuicdo granulométrica do R3

Tukey's ( below the diagonal, p(same) above the diagonal.
Significant comparisans are pink.

inoculo
COV 5,0
COV 10,0
COV 15,0
COV 20,0

in6culo COV 5,0 Cov 10,0 COV 15,0 COV 20,0

1,724E-05 1,724E-05 1.724E-05 1,724E-05
36,87 1,724E-05 1,724E-05 1,724E-05
58,05 2117 0,003879 0,0001116
53,06 16,18 4,987 1,724E-05
64,29 27.42 6,247 1123

Fonte: gerada pela autora por meio do programa estatistico PAST

Teste estatistico aplicado aos dados de distribuicdo granulométrica para o reator R4 -

400% de recirculagdo

O resultado do teste de Kruskal-Wallis, assim como o resultado para as amostras do

reator R3, implicou em p = 0 (Tabela B7). Portanto, descarta-se a hip6tese nula. Sendo assim,

pode-se afirmar que ha pelo menos uma amostra que apresenta mediana diferente das demais.

A partir dos resultados do teste Tukey (Tabela B8), pode-se dizer que ha diferenca significativa

entre todas as amostras analisadas do reator R4.

Tabela B7. Output do teste de Kruskal-Wallis para os dados de distribui¢do granulométrica do R4

Kruskal-Wallis test for equal medians

H (chil): 2514
H (tie corrected): 2536
p (same): 0

There is & significant difference between sample medians

Fonte: gerada pela autora por meio do programa estatistico PAST

Tabela B8. Output do teste de Tukey para os dados de distribui¢do granulométrica do R4

Tukey's Q) below the diagonal, plsame) above the dizgonal.
Significant comparisons are pink.

Indculo
Cov 5,0
Cov 10,0
COV 15,0
Cov 20,0

Inéculo COV 5,0 COV 10,0 COoV 15,0 COV 20,0

1,724E-05 1,724E-05 1,724E-05 1,724E-05
33,81 1,724E-05 1,724E-05 1,724E-05
50,87 17.07 1,724E-05 1.724E-05
59,59 35,78 18,71 2.902E-05
76,44 4263 25,56 6,346

Fonte: gerada pela autora por meio do programa estatistico PAST
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APENDICE C:
Analise estatistica dos dados de distribuicdo granulométrica dos granulos do
inoculo e dos reatores R1, R2, R3 e R4, antes e ap0s agitacédo, para avaliacdo do

efeito da agitacdo mecanica nos granulos bioldgicos
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Anélise estatistica dos granulos do in6culo e dos reatores R2, R3, R4 e R5 — antes e apds
agitacao

Para facilitar a identificacao, as amostras submetidas a agitacdo estdo, aqui nesta sec¢éo,

ressaltadas por *.

O teste de Kruskal-Wallis aplicado as amostras, antes e apds agitacdo, dos reatores R1,
R2, R3 e R4 apresentou p = 0 (Tabela C1), p = 1,877E% (Tabela C2), p = 0 (Tabela C3),p =0
(Tabela C4), respectivamente. Como p < 0,05 em todos 0s casos, constatou-se que poderia
haver diferenca significativa, em pelo menos uma das amostras analisadas em cada reator,

devido & agitacéo.

O teste Tukey, aplicado em R1, mostrou que na menor COV (5 gDQOL*d™) houve
mudanca na distribuicdo de didmetro médio ap6s agitacdo, enquanto, nas demais cargas, nao

ocorreram alteracGes significativas (Tabela C5).

Em R2, ndo houve diferenca estatistica, causada pela agitacdo, na distribuicdo
granulométrica em nenhuma das fases analisadas (Tabela C6).

Em R3, as amostras nas COV 5 e 10 gDQOL *d* apresentaram diferenca significativa
quando comparadas antes e ap0s agitacdo. Ja nas cargas mais altas (COV 15 e 20 gDQOL d™,

a agitacdo ndo provocou mudancas representativas no diametro dos granulos (Tabela C7).

A agitacdo aplicada na amostra submetida as COV 10 e 15 gDQOL*d™ ndo causou
diferenca significativa para a distribuicdo granulométrica. No entanto, na menor e na maior
COV (5 e 20 gDQOL*d?), a agitacdo influenciou na distribuicdo granulométrica do reator R4,
consideravelmente. A amostra de granulos submetidos a COV 10 gDQOL*d? apresentou

distribuicdo granulométrica estatisticamente igual a amostra da COV 5* (Tabela C8).
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Tabela C1. Output do teste de Kruskal-Wallis para os dados de distribuicdo granulométrica do R1, antes e

apos agitacao

Kruskal-Wallis test for equal medians

Hchi): 3579
H (tie corrected): 3617
P (same): ]

There is a significant difference between sample medians

Fonte: gerada pela autora por meio do programa estatistico PAST

Tabela C2. Output do teste de Kruskal-Wallis para os dados de distribui¢do granulométrica do R2, antes e

apos agitacao

Kruskal-Wallis test for equal medians

H (chi2): 4725
H (tie corrected): 474 2
p (same): 1877E-9%

There is a significant difference between sample medians
Fonte: gerada pela autora por meio do programa estatistico PAST
Tabela C3. Output do teste de Kruskal-Wallis para os dados de distribuicdo granulométrica do R3, antes e
apos agitacao

Kruskal-Wallis test for equal medians

H (chi2): 3024
H (tie corrected): 3038
P (same): 0

There is a significant difference between sample medians

Fonte: gerada pela autora por meio do programa estatistico PAST

Tabela C4. Output do teste de Kruskal-Wallis para os dados de distribuicdo granulométrica do R4, antes e

apos agitacao

Kruskal-Wallis test for equal medians

H (chi2): 3885
H¢ (tie corrected): 3914
p (same): 0

There is a significant difference bebtween sample medians

Fonte: gerada pela autora por meio do programa estatistico PAST



Indculo
Inéculo®
COV 5,0
COoV 5,0*
COV 10,0
COV 10,0
COV 15,0
COV 15,0
COV 20,0
COV 20,0

Indculo

10,7
2398
36,93
60,9

61,02
52,48
50,61
72,2

71,08

Tabela C5. Output do teste de Tukey para os dados de distribuicdo granulométrica de R1, antes e ap6s agitacao

Indculo*®
1,240E-05

13,28
26,23
50,2

50,32
41,78
39,91
61,5

60,38

COvV 5,0
1.249E-05
1,249E-05

1295
36,92
37,04
2849
26,63
4821
471

COV 50"
1,249E-05
1,249E-05
1,249E-05

2397
24,08
15,54
1367
3526
3415

Fonte: gerada pela autora por meio do programa estatistico PAST

Indculo
indcuo™®
COV 5,0
COvV 5.0*
COV 10,0
Cov 10,0*
COV 15,0
COovV 15,0*
COv 20,0
COv 20.0*

Indculo

5,199
18,44
15,48
19,22
18,48
25,15
24,74
25,79
28,87

indcuo*®
1. 249E-05

8,242
6,279
10,02
8,277
15,95
15,55
16,59
19,67

COV 5,0
1,249E-05
1,249E-05

2,963
0,7768
0,03536
6,708
6,303
7,352
10,43

COV 5,0
1,249E-05
0,0004128
0,5307

374
2,099
9,671
0,266
10,32
13,39

Fonte: gerada pela autora por meio do programa estatistico PAST

COV 10,0
1,248E-05
1,249E-05
1,249E-05
1,249E-05

0,1165
8427
10,3
11,28
10,18

COV 10,0
1,249E-05
1,249E-05
0,9999
0,1969

0,7415
5,931
5,526
§,576
9,649

COV 10,0*
1,249E-05
1,249E-05
1,249E-05
1,249E-05
1

8543
10,41
11,18
10,06

COV 10,0
1,249E-03
1,249E-05
1

05128

1

6,672
6,268
7317
10,39

COV 15,0
1,249E-0%
1,249E-0%
1,249E-0%
1,249E-0%
1,257E-0%
1,254E-0%

1,869
19,72
1886

COV 15,0
1,249E-05
1,249E-05
0,0001005
1,249E-05
0,001157

0,0001121

04047
0,6449
3719

COV 15,0*
1,249E-0%
1,249E-0%
1,249E-0%
1,249E-0%
1,249E-0%
1,249E-0%
0,949

2159
2047

Tabela C6. Output do teste de Tukey para os dados de distribuicdo granulométrica do R2, antes e apés agitacao

COV 15,0
1,249E-0%
1,249E-05
0,0003605
1,249E-0%
0,003711
0,0004263
1

1,05
4123

COV 20,0
1,249E-05
1,249E-05
1,249E-05
1,249E-05
1,249E-05
1,249E-05
1,249E-05
1,249E-05

1115

COV 20,0
1,249E-05
1,249E-05
2,048E-05
1,249E-05
0,0001518
2,167E-05
1

0,0992

3,074

COV 20,0*
1,249E-05
1,249E-05
1,249E-05
1,249E-05
1,249E-05
1,249E-05
1,249E-05
1,249E-05
0,9938

COV 20,0*
1,249E-05
1,249E-05
1,249E-05
1,249E-05
1,249E-05
1,249E-05
0,2037
0,1011
04752

193
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indculo
indcuo™®
COV 5.0
COV 5,0*
COV 10,0
COv 10,0*
COV 15,0
COV 15.0*
COv 20,0
COV 20,0¢

indculo

14,07
3873
56,63
60,96
68,67
55,73
576

67,52
63,66

Tabela C7. Output do teste de Tukey para os dados de distribuicdo granulométrica do R3, antes e ap6s agitacdo

indcuo™
1,249E-05

2466
42,59
46,89
546

41,66
43,53
5346
49,59

COV 5,0
1,249E-05
1,249E-05

1793
22,23
29,94
17
158,87
288
2493

COV 5,0
1,249E-05
1,249E-05
1,249E-05

4,306
12,02
0,9284
0,9451
10,87
7,006

Fonte: gerada pela autora por meio do programa estatistico PAST

indculo
indcuo™
COV 5,0
COV 5,0
COV 10,0
COV 10,0~
COV 15,0
COV 15,0*
COV 20,0
COV 20,0*

inoculo

12,07
3541
49,17
49,16
45,44
67,24
62,85
73,86
65,33

COV 10,0
1,249E-05
1,249E-05
1,249E-05
0,07089

7711
5,234
3,361
6,564
27

COV 10,0~
1,249E-05
1,249E-05
1,249E-05
1,249E-05
1437E-05

1293
1107
1,147
5011

COV 15,0
1,249E-03
1,249E-0%
1,249E-05
09997
0,008177
1,249E-05

1874
118
7933

COV 15,0
1,249E-05
1,249E-05
1,249E-05
0,9997
0,3401
1,249E-05
09482

0,925
6,061

COV 20,0
1,249E-05
1,249E-05
1,249E-05
1,249E-05
0,0001573
0,9984

1,249E-05
1,249E-05

3,864

Tabela C8. Output do teste de Tukey para os dados de distribuicdo granulométrica do R4, antes e apés agitacao

indcuo™
1 249E-05

2334
37,00
37,00
3337
5517
50,78
61,79
53,25

COV 5,0
1,249E-05
1,249E-05

13,75
13,75
10,03
31,83
27.44
38,45
29,91

COV 5,0"
1249E-05
1,249E-05
1,249E-05

0,007079
3,722
18,08
13,60
24,69
16,16

Fonte: gerada pela autora por meio do programa estatistico PAST

COV 10,0
1,249E-0%
1,249E-05
1,249E-05
1

3715
18,08
13,60
247

1617

COV 10,0*
1,249E-05
1,249E-05
1,249E-05
0,2028
0,205

218

17.41
2841
19,38

COV 15,0
1249E-05
1,249E-05
1,249E-05
1,249E-05
1,249E-05
1249E-05

439
6,615
1,916

COV 15,0
1,249E-0%
1,249E-05
1,249E-05
1,249E-05
1,249E-0%
1,249E-0%
0,05963

11,01
2475

COV 20,0
1,249E-05
1,249E-05
1,249E-05
1,249E-05
1,249E-05
1,249E-05
0,000134

1,249E-05

8531

COV 20,0
1,249E-05
1,249E-05
1,249E-05
4,243E-05
0,6626
0,01448
1,322E-05
0,0007859
0,1607

COV 20,0*
1,249E-05
1,249E-05
1,249E-05
1,249E-05
1,249E-05
1,249E-05
0,9406
0,7667
1,254E-05



