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VINHACA EM REATORES ANAEROBIOS
HORIZONTAIS DE ALTA TAXA, EM SERIE: EFEITO DO
AUMENTO GRADUAL DAS CARGAS ORGANICAS
VOLUMETRICAS NA PRODUCAO DE BIOGAS E NAS
POPULACOES MICROBIANAS

RESUMO - A importancia da recuperacédo de recursos da vinhaca de cana-de-
acucar para fins de producédo de energia associado a sua destinacdo adequada é
uma politica publica atual para o setor sucroenergético. Os reatores anaerdbios
horizontais de leito fixo (RAHLF) tém vantagens construtivas, econdmicas,
operacionais e de desempenho no tratamento de efluentes complexos, mas ainda
nao foram estudados com a vinhaca. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar
guatro RAHLF, em série (R1, R2, R3 e R4) no tratamento da vinhaca, com carga
organica volumétrica (COV) 5 até 45 g DQOwm (L d)* no R1 e com o uso da
recirculacdo do efluente do R4. Com os RAHLF em série ocorreu estabilidade e,
apos a primeira entressafra, a retomada do sistema de tratamento, com aumento
gradual da COV até valores elevados, foi bem sucedida. A partida do sistema com
COV elevada, na segunda entressafra, provocou acidificacdo dos reatores e com a
manutencdo da recirculacdo do efluente a alcalinidade e o pH foram novamente
apropriados para a digestdo anaerObia, o sistema foi recuperado e alcancgou
estabilidade. As maiores remocgoes de DQOy, € producdes de metano ocorreram no
R1 e R2; no entanto, 0 R3 e R4 contribuiram para melhorar a estabilidade do
sistema e atingir eficiéncia (60%) e converséo (0,24 L CH,4 (g DQO removida)™) mais
altas sob COV elevada. As producdes volumétricas de metano aumentaram com a
COV e foram méximas com 20,0 g DQOya (L d)™* no R1, alcangando valor de 1,07 L
CH. (L d)* no sistema e biogds com 60 a 80% de CH. Nestas condicoes
verificaram-se concentracfes similares de micro-organismos dos dominios Bacteria
e Archaea (10° a 10° cépias do gene 16S rDNA/g SV) indicando situacéo favoravel
para 0 processo anaerobio. Predominaram arquéias metanogéncias acetotroficas e
mixotréficas da ordem Methanosarcinales (10’ a 10° cépias do gene 16S rDNA/g
SV) seguidas das hidrogenotréficas da ordem Methanomicrobiales (10* a 107 cépias
do gene 16S rDNA/g SV) demonstrando que a producdo de metano ocorreu por
ambas as Vvias. Para realizar a metanogénese acetotréfica, as maiores
concentracbes de arquéias, no R1, R2 e R4, foram da familia Methanosaetaceae
(107 copias do gene 16S rDNA/g SV).

Palavras-chave: arquéias metanogénicas, bioenergia, digestdo anaerdbia, metano,
partida de reator anaerébio, recirculacdo do efluente.



VINASSE IN HORIZONTAL ANAEROBIC REACTOR OF
HIGH RATE, IN SERIES: EFFECT OF GRADUAL INCREASE
OF ORGANIC LOADING RATE IN BIOGAS PRODUCTION
AND MICROBIAL POPULATIONS

ABSTRAT - The recovery importance of sugarcane vinasse resources for energy
production associated with the proper destination is a current public policy for the
sucroenergetic sector. Horizontal anaerobic reactors with fixed bed (HARFB) have
constructive, economic, operational and performance advantages in the complex
effluents treatment, but have not yet been studied with vinasse. Thus, the aim of this
work was to evaluate the performance of four HARFB in series (R1, R2, R3 and R4)
in the vinasse treatment, with organic loading rate (OLR) gradual increase 5 up to 45
Owotar COD (L d)'1 in R1 and effluent recirculation after R4 output. The HARFB in
series showed stability and the resumption of the treatment system after first
stopping offseason was successful with a gradual increase of OLR to high values.
The restart of the system with high OLR, after second offseason stoping, caused
acidification of the reactors and, with the effluent recirculation maintenance, alkalinity
and pH were again appropriate for anaerobic digestion and the stability was
recovered. The highest COD removals and methane productions occurred in R1 and
R2; however, R3 and R4 contributed to improve system stability and achieve
efficiency (60%) and conversion (0.24 L CH,4 (g COD removed)™) highest under high
OLR. The volumetric methane production increased with OLR, reaching a value of
1.07 L CH,4 (L d) ! in the system and biogas with 60 to 80% of CH4, under highest
OLR of 20.0 g DQOtotal (L d) *in R1. Under these conditions, similar concentrations
of microorganisms of the Bacteria and Archaea domains (108 to 109 copies of the
16S rDNA / g VS gene) were found, which indicates a favorable situation for the
anaerobic process. The methanogenic acetotrophic and mixotrophic archaeas were
predominate - order Methanosarcinales (107 to 109 16S rDNA gene copies / g VS),
followed by the hydrogenotrophic - order Methanomicrobiales (104 to 107 16S rDNA
gene copies / g VS), demonstrating that the methane production occurred in both
pathways. In order to perform acetotrophic methanogenesis, the highest
concentrations of archaeas in R1, R2 and R4 were from the Methanosaetaceae
family (107 16S rDNA gene copies / g VS).

Keywords: methanogenic archaea, bioenergy, anaerobic digestion, methane,
anaerobic reactor start-up, effluent recirculation.
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1 INTRODUCAO

O esgotamento continuo dos combustiveis fosseis e o exponencial aumento
mundial da demanda de energia, tem estimulado a procura por fontes de energia
renovaveis (Khan et al., 2017). Nesse cenario, o Brasil se destaca em virtude da
producdo e uso do etanol de cana-de-acucar (Moraes et al., 2015). A producéo
brasileira do biocombustivel na safra 2017/18 foi de 27 bilhdes de litros (Unica,
2017), e de acordo com a Alianca Global de Combustiveis Renovéaveis (GRFA) a
producdo mundial de etanol em 2017 foi de 98 bilhGes de litros.

O principal subproduto do processo de producdo de etanol € a vinhaca,
também conhecida por vinhoto (Janke et al., 2016). Para cada litro de etanol
produzido sé&o gerados aproximadamente 12 L de vinhaga (Leme e Seabra, 2017) e
a composi¢do quimica depende das caracteristicas do solo, variedade da cana,
periodo da safra e processo industrial usado na producdo de etanol (Arimi et al.,
2014). Geralmente, a vinhaca tem elevada demanda quimica de oxigénio (DQO), de
25 a 65 g L™, pH préximo a 4,0 e temperaturas variaveis em torno de 80°C a 90°C
(Wilkie et al., 2000). A vinhaga produzida no Brasil tem sido utilizada diretamente nos
campos para substituir parcialmente os fertilizantes minerais, principalmente
potassio, durante o cultivo da cana-de-acucar (Janke et al., 2016), sendo aplicada no
solo utilizando as especificacdes da Norma Técnica P 4.231\2015 (Cetesb, 2015).

Em virtude do grande volume de vinhagca gerada, juntamente com a
preocupacao em reaproveitar esse subproduto, tem se impulsionado estudos sobre
tecnologias para o tratamento, visando oferecer solu¢cées economicamente viaveis
para a industria e sustentaveis para 0 meio ambiente. Entre essas tecnologias
destaca-se a digestdo anaerdbia, em que o material organico da vinhaca pode ser
convertido em metano, por meio da acdo de micro-organismos anaerébios. A
vinhaca biodigerida, apds o tratamento nos reatores anaerobios, podera ser utilizada
com muito mais seguranca na aplicacdo no solo, em virtude da reducado do material
organico e da baixa reducéao de nutrientes (Wilkie et al., 2000).

A aplicacdo da biodigestdo representa um método eficiente para reduzir a
carga organica poluidora e recuperar a bioenergia da vinhaca. (Fuess et al., 2018),

assim integracdo da digestdo anaerdbia para o tratamento da vinhaca diversificaria
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0s produtos das industrias sucroenergéticas (Janke et al., 2016), mas de acordo com
Leng et al., (2017) os grandes desafios globais para a producdo de energia e
protecdo do meio ambiente, exigem que a digestdo anaerObia seja maximizada,
melhorando a eficiéncia.

Uma alternativa para melhorar as condicbes ambientais para 0s micro-
organismos e diminuir as limitac6es da digestdo anaerobia € a utilizacao de reatores
anaerobios em série de forma a permitir a estabilidade e a manutencédo das
condicOes ideais para cada grupo de micro-organismos envolvidos no processo.

Segundo Nasr et al., (2012) e Urbinati e Oliveira (2014) o tratamento
anaerobio com reatores em série, propicia a melhoria da eficiéncia do tratamento,
maior producdo de energia, aumenta a estabilidade e flexibilidade do sistema,
permite a aplicacdo de altas cargas organicas e reducdo do tempo de detencao
hidraulico (TDH). Entretanto, sdo pouco explorados, comparando-se com 0 processo
anaerobio unitario.

Visando também melhorar o resultado do processo anaerébio, destaca-se 0
reator anaerédbio horizontal de leito fixo (RAHLF), desenvolvido por Zaiat et al.,
(1994). Neste reator a estabilidade do processo anaerdbio no tratamento de aguas
residuérias ocorre a partir da retencdo da biomassa ativa dentro do reator, por
periodos maiores que o tempo de geracdo das arquéias metanogénicas. Esta nova
configuracdo de reatores € capaz de manter alta concentracédo de biomassa aderida
ao suporte, boas caracteristicas hidrodinamicas e tempo de detencao hidraulico
relativamente curto para cargas organicas elevadas (Santos e Oliveira, 2011).

A utilizacdo de biomassa imobilizada em material suporte tem muitas
vantagens em relacdo a aplicacdo de células livres ou em suspensdo, como a
obtencdo de concentracdes celulares mais altas e elevados tempos de retencao
celular, muito superiores ao que se pode obter em sistemas que ndo utilizam
material suporte (Zaiat, 2003). Além disso, o RAHLF possui baixa complexidade
estrutural e requer pequenas areas para a sua instalacdo (Duda et al., 2015). Mas
na literatura observam-se poucas informacfes sobre o tratamento da vinhaca de
cana-de-aguUcar utilizando reatores anaerGbios com biomassa imobilizada, pode-se

citar como exemplo o reator anaerébio de leito fluidizado (RALF) utilizando como



meio suporte particulas de poliestireno (Siqueira et al., 2013) e reatores anaerébios
de leito empacotado (APBR) (Ferraz Jr. et al., 2014).

A sazonalidade também é citada como dificuldade para a producao de biogas
a partir de subprodutos, como a vinhaca de cana-de-agUcar e de tequila (Jauregui-
Jauregui et al.,, 2014). Esta sazonalidade exige, normalmente que 0s reatores
anaerobios figuem sem receber afluente por longos periodos, na entressafra da
cana-de-acucar, que na regido Sudeste do Brasil, vai de dezembro a abril. E nesta
condicéo, de acordo com Hwang et al., (2010), pode induzir mudangas na dindmica
microbiana, principalmente, na fisiologia e na composicdo da comunidade, afetando
0 desempenho do processo anaerobio e diminuindo a eficiéncia. De acordo com
Damianovic et al., (2016), que avaliaram o desempenho a longo prazo (888 dias) de
um reator RAHLF alimentado com &guas residuais sintéticas, a capacidade dos
reatores anaerobicos para suportar longos periodos sem alimentacdo torna a sua
aplicacao viavel em processos sazonais.

O RAHLF, proposto neste trabalho, foi adaptado para coletar biogas e foram
observados resultados promissores no tratamento de aguas residuéarias de
suinocultura (Santos e Oliveira, 2011; Duda et al., 2015), &guas residuarias do
despolpamento de café por via umida (Oliveira e Bruno, 2013) e co-digestao de
aguas residuarias de suinocultura e residuos vegetais (Mazareli et al., 2016), o que
motivou a utilizag&o para a producéo de biogas da vinhaca.

Portanto, neste trabalho avaliaram-se quatro reatores anaerdbios horizontais
de leito fixo (RAHLF — R1, R2, R3 e R4), em série, com carga organica volumétrica
(COV) crescentes para o tratamento anaerobio da vinhaca de cana-de-acglcar e a
retomada apods a entressafra. A utilizacdo de RAHLF em série para o tratamento da
vinhaca com coleta de biogas é inédito na literatura. Assim, como acontece com
outros efluentes complexos, a retomada dos reatores anaerdbios ap0s a entressafra
da cana-de-agucar pode configurar-se como dificuldade e ainda é pouco estudada.
Sendo assim, este estudo estabelece estratégias interessantes a fim de alcancar
estabilidade com altos rendimentos de metano visando a implantacdo de sistemas

em larga escala e a retomada apoés as entressafras.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliacdo do desempenho de quatro reatores anaerobios horizontais de leito
fixo (RAHLF), em série, para o tratamento de vinhaca de cana-de-acucar, quanto a
de remocédo de matéria organica e nutrientes, e a producdo de metano durante trés
safras consecutivas de cana-de-acgucar (2014 a 2016) e a retomada apds as

entressafras.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar o efeito da recirculacdo do efluente no pH, alcalinidade e acidos
volateis totais quanto a estabilidade dos reatores RAHLF, em série, com 0 aumento
gradual da COV, de 5 a 45 g DQO (L d)™.

- Avaliar o efeito da utilizacdo de reatores anaerdbios horizontais em série,
para a manutencao da estabilidade na producéo de biogas e qualidade da vinhaca
biodigerida.

- Quantificar utilizando a gPCR (cépias do gene 16S rDNA/ g SV), do dominio
bactéria e arquéia, das ordens Methanobacteriales, Methanomicrobiales,
Methanosarcinales e das familias Methanosarcinaceae e Methanosaetaceae no lodo
dos RAHLF, no final da safra de 2015.

3 REVISAO DE LITERATURA

O crescimento do processo de industrializagdo da cana-de-agucar resultou no
aumento da geracdo de subprodutos com alto teor de material organico, como a
vinhaca e o melago. Esses subprodutos podem se tornar uma consideravel fonte de
energia para a producéo de biogas.

A producdo de cana-de-acUcar estimada para a safra 2018/2019 é de 626
milndes de toneladas, e a producdo de etanol devera ser de 26 bilhdes de litros
(Conab, 2018). De acordo com a Alianca Global de Combustiveis Renovaveis
(GRFA) a produgcdo mundial de etanol em 2017, foi de 98 bilhdes de litros. Na
(Figura 1), esta ilustrado um fluxograma esquematico simplificado do processo de

producédo do etanol e do agucar, destacando a geracéo da vinhaca.
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FIGURA 1. Fluxograma simplificado e adaptado da producdo de acucar e
etanol na industria sucroenergética. Adaptado de Seabra (2008);
Christofoletti et al., (2013).

O uso da vinhaca, subproduto da destilacdo do etanol, como fertilizante em
solos cultivados com cana-de-agUcar é pratica comum, sendo aplicada no solo
utilizando as especificacbes da Norma Técnica P 4.231\2015 (Cetesb, 2015).

Mas, a digestdo anaerdbia da vinhaca pode ser uma excelente alternativa
para a industria sucroenergética, pois pode resultar na producdo de biogas, através
da conversdo da matéria organica presente na vinhaca em metano. Nas usinas, 0
potencial de energia da vinhaca tende a complementar a energia co-gerada atraves
da combustdo do bagaco, e a associacdo de ambos os processos (digestao
anaerébia + combustdo) pode resultar em aumento da capacidade de recuperacao
de energia média superior a 95%. Assim, o potencial energético dos residuos
gerados no setor tende a compensar, basicamente, todo o consumo de energia

dessa cadeia produtiva (Fuess et al., 2014).



3.1 Vinhaca de cana - de - agucar

A vinhagca é proveniente da fabricacdo do etanol, composta por
aproximadamente 93% de agua e 7% de sélidos, dos quais 75% correspondem a
matéria organica. Entre os elementos minerais presentes na fracao sélida, cerca de
20% é K, nutriente determinante para a definicdo da dose a ser aplicada nos solos
(Marques, 2006). Em média gera-se 12 L de vinhaca para cada litro de alcool etilico
produzido. Porém sua producdo pode variar, dependendo da matéria-prima utilizada
e de varios aspectos operacionais do processo de producdo do etanol, tais como:
sistema usado no preparo do mosto; método de fermentacdo adotado; sistema de
conducdo da fermentacdo alcodlica e espécie da levedura utilizada; aparelho
utilizado na destilacdo e modo de destilacdo adotado (Wilkie et al., 2000). A
composicao da vinhaca também varia ao longo da época de colheita, principalmente
devido & matéria-prima, como a moagem de variedades diferentes de cana-de-
acucar, com diferentes indices de maturagcédo e cultivados em solos com diferentes
niveis de fertilidade e ao processo industrial, com as variacdes do processo de
fermentacéo e destilagcdo. Assim, a vinhaca € considerada efluente complexo dentro
do mesmo processo de producéo, variando ao longo do tempo de operacdo (Moraes
et al., 2015).

A vinhaga, na maioria, é destinada para fertirrigacdo nas lavouras de cana-de-
acucar como fonte de nitrogénio-fosforo-potassio (NPK), mas devido ao grande
volume gerado, sua disposicdo nos canaviais envolve altos custos de transporte e
ndo permite uma aplicacdo adequada, causando danos ao solo e as aguas
subterraneas, devido ao alto teor de componentes organicos, baixo pH e elevada
demanda quimica de oxigénio (DQO), pode tornar-se um rejeito de alto poder
poluidor se ndo for administrado de maneira correta (Silva et al., 2014; Cortes-
Rodrigues et al.,, 2018). Assim, tem-se notado preocupacdo no reaproveitamento
desse residuo, impulsionando estudos sobre tecnologias para o tratamento da
vinhaca. Entre as possibilidades tecnolégicas para o melhor aproveitamento da
vinhaca, a digestdo anaerdbia tem sido destacada; segundo Moraes et al. (2015), a

digestao anaerobia pode proporcionar vantagens ambientais e energéticas.



Do ponto de vista ambiental, a utilizacdo da digestdo anaerébia reduz o teor
de matéria organica da vinhaca, mantendo o teor de nutrientes inorganicos no
efluente que sai do processo de digestdo anaerdbia (vinhaca biodigerida). Sendo
assim, a vinhaca biodigerida pode ser utilizada como fertilizante na cultura da cana-
de-acglcar, com menor carga poluente e mantendo a maioria dos nutrientes, como
potassio, nitrogénio e fosforo, que sdo pouco removidos através do metabolismo
assimilativo para manutencao celular (Li et al., 2010; Moraes et al., 2014; Moraes et
al.,2015).

Do ponto de vista energético, a degradacdo de materiais organicos, resulta na
producdo de biogas, constituido essencialmente por 60 a 70% de metano (CHy),
diéxido de carbono (CO;) e hidrogénio (H;), uma fonte de energia alternativa
bastante atraente em virtude do metano presente no biogas (Moraes et al., 2015).

De acordo com (Lopez et al., 2018) as possibilidades de utilizacdo do biogéas
dependem das necessidades de energia em um cenario produtivo especifico: o
biogas pode ser queimado diretamente em uma caldeira, pode ser transformado em
eletricidade em um motor combinado de calor e energia, pode ser purificado para
injecdo na rede de gas natural ou pode ser usado no transporte, com essas
aplicacbes, as industrias sucroenergéticas podem melhorar o balango energético
através da producédo de biometano e energia elétrica (Moraes et al., 2015).

(Fuess et al.,, 2018) apresentou em sua pesquisa uma caracterizacao
composicional detalhada das fragfes organica e inorganica da vinhaca de cana-de-
acucar, de uma biorrefinaria de grande porte (com capacidade de moagem de
9,3 x 10° toneladas de cana-de-aclcar (TC)) durante a safra 2014/2015,
principalmente em 2014, caracterizadas ao longo de sete meses (maio a dezembro),
e os dados composicionais foram utilizados para e estimar o potencial energético do
biogas. De acordo com os autores, considerando dados da biorrefinaria de
referéncia (9,3 x 10 °® TC), a eletricidade recuperada do biogas (16.803 MWh para
sistemas bifasicos) corresponderia 38,9% do excedente de termeletricidade
produzido a partir do bagaco na usina (300.000 MWh) no mesmo ano de (2014),
revelando a aplicacdo da biodigestdo como uma oportunidade direta para aumentar
a rentabilidade da planta com vendas de bioenergia, em termos praticos, a

eletricidade do biogas poderia fornecer populacbes de até 305 mil habitantes



durante a colheita. De acordo com Leme e Seabra (2017), que fizeram uma
avaliacao técnico-econémica de diferentes rotas de melhoramento de biogas a partir
da digestdo anaerObia de vinhaca na sucroenergética, independentemente da
tecnologia de modernizacdo do biog4s, os resultados indicam que a digestdo
anaerdbia da vinhaca € uma opcdo promissora para aproveitar o potencial
energético da vinhaca e agregar valor a cadeia produtiva da cana-de-acucar,
também concluem que o custo unitario do biometano resultou na mesma faixa de

preco que a de alguns combustiveis alternativos, como gés natural e éleo diesel.

3.2 Biogquimica da Digestado Anaerobia

Uma boa maneira de controlar os efeitos nocivos provocados no meio
ambiente pelo uso da vinhaca como fertilizante de canaviais é o processamento
deste residuo.O processo conhecido como digestdo anaerébia tem o poder de aliar
a recuperacao de energia, como por exemplo o hidrogénio e o metano, sem interferir
na qualidade como biofertilizante (Ferraz Jr., 2013).

A digestdo anaerobia é processo complexo, no qual diferentes tipos de micro-
organismos atuam simultaneamente na degradacdo da matéria organica. Esse
processo € comumente encontrado na natureza, presente em sedimentos de agua
doce, zonas Umidas e tratos digestivos de animais, gerando o biogas. O biogas é
composto principalmente por metano, didoxido de carbono e pequenas quantidades
de hidrogénio, nitrogénio e sulfato de hidrogénio.

O processo de digestdo anaerObia tem sido mundialmente estudado,
buscando tecnologia sustentavel para a geracdo de biogas a partir de residuos
organicos, que é considerado como fonte de energia alternativa ao combustivel
fossil (Freire e Cortez, 2000).

Nos ultimos anos, por meio de isolamento e cultivo das espécies em
condicOes de laboratério e analises bioquimicas, o processo de digestdo anaerdbia
foi intensamente investigado. Esses estudos identificaram etapas sequenciais, que
podem ser divididos em quatro fases principais: hidrélise, acidogénese, acetogénese
e metanogénese; essas etapas sdo desencadeadas por consorcio de
microrganismos que atuam de forma simbiética, em que o produto de um grupo é
substrato para o outro (Kougias et al., 2017; Chernicharo, 2007)

A hidrolise ocorre pela agcdo de bactérias fermentativas hidroliticas. Estas



bactérias secretam para 0 meio exoenzimas responsaveis pela quebra dos
carboidratos, proteinas e lipideos em acucares, aminoacidos e acidos graxos de
cadeia longa. A etapa da hidrolise pode ser mais lenta, limitando o processo como
um todo da digestdo anaerdbia, sendo que os principais fatores associados s&o:
tempo de retencdo, temperatura, pH, tamanho e distribuicdo das particulas (Faria,
2012).

Entretanto, a adicdo de alguns compostos quimicos ao reator pode
proporcionar maior rendimento na producdo de metano, e isto podera depender
também da composicdo dos microrganismos que sdo ativos nesta fase (tipo de
substrato contido no sistema). Dentre esses se destacam: - Clostridium, Micrococcus
e Staphylococcus: géneros produtores de lipases para degradacdo de lipideos a
acidos graxos; - Bacteroides, Butyvibrio, Clostridium, Fusobacterium, Selenomonas,
Streptococcus, Proteus, Peptococcus e Bacillus: géneros produtores de proteases
para degradacdo de proteinas a aminoédcidos; - Clostridium, Staphylococcus,
Acetivibrio, Eubacterium: géneros produtores de amilases para degradacdo de
polissacarideos a agucares menores (Soares et al., 2017).

Na segunda etapa, acidogénese, os substratos produzidos na hidrdlise séo
utilizados como fonte de energia pelas bactérias fermentativas acidogénicas, “as
guais excretam substancias simples, como acidos graxos volateis de cadeia curta,
alcoois, acido latico, compostos minerais (CO2, H,, NH3, H,S, entre outros), além de
novas células bacterianas” (Abreu, 2007; Bohrz, 2010; citado em Soares et al.,
2017). Uma pequena porcentagem (1%) destes microrganismos € facultativa, podem
usar o oxigénio molecular contingente como aceptor de elétrons, removendo-o do
sistema. Tais géneros se destacam: Clostridium, Bacteroides, Ruminococcus,
Butyribacterium, Propionibacterium, Eubacterium, Lactobacillus, Streptococcus,
Pseudomonas, Desulfobacter, Micrococcus, Bacillus e Escherichia (Soares et al.,
2017).

Na terceira etapa, acetogénese, € 0 momento que ocorre 0 inicio da producao
de gases pela digestdo dos substratos da etapa anterior. Segundo Chernicharo
(2007) os géneros das archaeas acetogénicas encontrados sdo: Syntrophobacter e
Syntrophomonas. A produgdo de CO,, hidrogénio e &cido acético sdo essenciais

para a ultima etapa, metanogénese. A metanogénese ocorre pela juncdo do acetato
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com o hidrogénio. A falta de um destes elementos pode comprometer a produgéo de
CH4 e CO; (Shubeita, 2016).

Sendo assim, as metanogénicas séo divididas em dois grupos: acetoclasticas
e hidrogenotroéficas. As acetoclasticas utilizam o acetato como fonte de energia e
carbono. Os géneros mais encontrados sao: Methanosarcina e Methanosaeta
(Chernicharo, 1997). No entanto, as hidrogenotroficas aproveitam o gas carbodnico
como fonte de carbono e sdo aceptoras de atomos de hidrogénio (fonte de energia).
Os géneros mais conhecidos s&o: Methanobacterium, Methanospiprillum,
Methanobrevibacter, Methanoculleus e Methanocorpusculum (Bitar, 2003; Morris,
2011, citado em Soares, 2017).

Portanto, € fundamental que exista equilibrio entre 0s microrganismos
atuantes em cada uma das etapas da digestdo anaerdbia associado a adequada
operacéo dos reatores (condi¢Oes ideais de pH, temperatura, nutrientes, tempo de
retencdo entre outros fatores), para atingir o sucesso no tratamento residual como

também na producado do biogas, fonte de energia limpa e renovavel.

3.3 Digestéo Anaerobia da vinhaga

O volume de vinhaca gerado na producdo do etanol de cana-de-acucar €
muito alto. Portanto, a busca por tecnologias adequadas para promover a gestao,
tratamento e recuperacdo desse residuo € um fator determinante para o
desenvolvimento ambientalmente sustentavel de qualquer planta Pazuch et al.,
(2017), Em virtude do alto conteudo organico, a vinhaca possui potencial energético
significativo que pode ser aproveitado, através da digestdo anaerdbia da vinhaca,
gue é uma alternativa eficaz para reduzir a carga poluente, resultando na reducéo da
DQO de aproximadamente 75%. Além disso, o0 gas metano produzido no processo
pode ser convertido em energia, o0 que pode contribuir para melhorar o equilibrio
energético na cadeia de producéo do etanol e acucar (Fuess et al., 2014).

O tratamento anaerobio requer baixas concentracdes de nutrientes, o que
leva, dessa forma, a conservar os macro (N, P e K) e micro-nutrientes (Fe, Zn, Mn,
Cu e Mg), presentes na vinhaca, gerando efluentes ricos desses constituintes. Isto é

vantagem, considerando a possibilidade de usar o efluente na fertirrigagdo no
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proprio canavial, como normalmente se aplica a vinhaca bruta na maioria das
destilarias. Além das vantagens que traz para o meio ambiente, o uso de biogas
para geracdo de energia elétrica também auxilia no gerenciamento de residuos
Pazuch et al., (2017), no geral, a aplicacéo da biodigestdo no tratamento da vinhacga
proporciona importantes ganhos ambientais e energéticos (Fuess et al., 2018).

Assim, a utilizacdo da tecnologia da digestdo anaerObia da vinhaca na
industria sucroenergética para geracao de energia derivada de biogas € atraente.

No entanto, ainda existe uma complexidade dos fatores que interferem no
tratamento anaerdbio da vinhacga; portanto, sdo necessarios estudos na area de
digestao anaerébia de vinhaca, buscando alternativas tecnolégicas com custos mais
baixos e elevado desempenho para aumentar a aplicabilidade da tecnologia (Barros,
2017)

3.4 Reatores anaerdbios no tratamento de vinhaca

Diversas configuracdes de reatores tém sido destacadas no tratamento
anaerobio da vinhaga como o reator de fluxo ascendente e manta de lodo (UASB),
reator de leito fluidizado, leito fixo, reatores hibridos, entre outros.

Siqueira et al.,, (2013) avaliaram um reator anaerdbio de leito fluidizado
(RALF) utilizando como meio suporte particulas de poliestireno para o tratamento da
vinhaca do melaco de cana-de-agucar. O reator foi submetido a aumento de carga
organica volumétrica (COV) que variaram de 3,33 a 26,19 g DQO (L d)*, alcancando
eficiéncia maxima de remocdo de DQOtotal de 70% com uma COV de 13,9 g
DQOtotal (L d)*. A producdo maxima de metano foi de 5,37 L CH4 (L d)* para
valores de COV de 25,3 g DQOtotal (L d)* com média de eficiéncia de remoc&o de
DQOtotal de 51%.

Boncz et al., (2012) avaliaram o fornecimento de alcalinidade para regulacéo
do pH por meio da dosagem de ureia durante a digestdo anaerdbia da vinhaca,
utilizando reatores UASB com volume de 0,92 L, sob condi¢cdes mesofilicas. O reator
UASB foi alimentado com vinhaca com concentracéo de 8 g L' * de DQO com TDH
de 2 d. A partir dos resultados obtidos, os autores avaliaram que uma dosagem de

0,015 Qguea / Opgo, cOmplementado com dosagem de bicarbonato, em um sistema
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continuo, pode melhorar a eficiéncia da digestdo anaerébia da matéria orgéanica
presente na vinhaca. Entretanto, os mesmos relatam que devem ser tomados
cuidados para evitar o excesso, pois, a toxicidade da amodnia pode interferir na
producdo de metano; também relataram que a manutencdo do pH do processo
abaixo de 7,24, aproximadamente (> 99%) do amoniaco sera retido no efluente sob
a forma de sais de amodnio, que vao ser dispersas nos campos durante a
fertirrigacao.

Van Haandel et al., (2013) operaram quatro reatores UASB, dois termofilicos
a 54° C e dois mesofilicos a 37° C, tratando vinhaga proveniente da producdo de
cachaca. Todos os reatores tinham volume de trabalho de 23 L, e as COVs maximas
alcancadas pelos reatores UASB mesdfilos foram de 40 a 50 g DQO (L d)*. Os
autores investigaram se a producao de metano poderia ser aumentada por meio de
otimizacdo da temperatura e da carga organica. Os autores observaram que o
desempenho dos reatores termdfilicos foram menores que dos reatores mesofilicos
para o tratamento anaerébio da vinhaca, e também foi observado que altas taxas de
producdo de metano dependem da capacidade em manter uma atividade
metanogénica especifica elevada no reator. Estas altas taxas de produgdo de
metano abrem a possibilidade de atingir a producao de eletricidade acima de 2 KW
m3/reator, com perspectivas econdmicas concomitantes.

Também se observam na literatura estudos que objetivam a producdo de
hidrogénio a partir da vinhaga como a pesquisa realizada por Ferraz Jr. et al.,
(2014), que avaliaram a influéncia da COV aplicada sobre a producgéao de hidrogénio
por meio da variacdo do TDH. Os autores utilizaram quatro reatores anaerébios de
leito empacotado (APBR) operados em paralelo com volumes totais e liquidos de 3,5
e 2,3 L, respectivamente, em temperaturas termofilicas (55° C), utilizando como
meio suporte polietiieno de baixa densidade (LDP). As COVs aplicadas foram de
36,4 a 108,6 g DQO (L d)* e as variacdes dos TDHs de 8 a 24 h. Com base nos
resultados, os autores concluiram que a condicdo operacional que permite a maxima
producéo e rendimento de hidrogénio foi com COV de 72,4 g DQO (L d)* e TDH de
12 h e também verificou que a COV teve forte influéncia sobre a selecao da

populagdo microbiana.
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Lazaro et al., (2014) avaliaram as melhores condi¢cdes para a producéo de
hidrogénio utilizando diferentes concentracfes de vinhaca de cana de acucar, de 2 a
12 g DQO L™, nas condicées de temperaturas mesofilica (37° C) e termofilica (55°
C). O experimento foi realizado utilizando-se de garrafas de vidro com volume util de
1,2 L e 0,8 L. Os autores verificaram que o aumento na concentracdo de vinhaga,
em testes a 37°C, ndo impactou significativamente o rendimento de hidrogénio, de
1,72 a 2,23 mmol H, g 1 DQOxfente;, Mas teve efeito positivo sobre o potencial de
producdo de hidrogénio. Por outro lado, nos ensaios realizados a 55° C, o aumento
na concentracado do substrato provocou queda no rendimento de hidrogénio 2,31 a
0,44 mmol H, g'1 DQOgzfiente- Sendo assim, o autor sugere que para selecionar as
condicbes mais adequadas para esta tecnologia, a relacdo custo / beneficio de
resfriamento das &guas residuais e uso de altas concentragcbes devem ser
determinadas.

Dos Reis et al.,, (2015) avaliaram a producdo de hidrogénio e metano da
vinhaca de cana-de-acUcar em reator anaerobio de leito fluidizado (RALF), em
temperatura mesofilica. A vinhaga foi adicionada numa propor¢cdo de 0% a 100%
como fonte organica com TDH de 6, 4, 2 e 1 h. De acordo com os autores 0 CH, foi
gerado apoés a vinhacga se tornar a unica fonte de carbono e que é possivel verificar
a viabilidade da producéo de biogas a partir da vinhaca de cana-de-acgucar utilizando
reatores RALF.

Barros et al., (2016) avaliando a conversdo anaerGbia da vinhaca em
biometano utilizando dois reatores (UASB), R1 e R2, em temperatura mesofilica e
TDH de 2,8 d (R1) e 2,8 — 1,8 d (R2), aplicando COV nos reatores de até 7,5 e 11,5¢g
de DQO oal (L d)'l no R1 e R2. Os autores observaram eficiéncias de remocéo de
DQO em torno de 80% e valores médios de producdo volumétrica de até 0,938 L
CH, (L d)™* com COV de 11,5 g DQOtotal (L d)™.

De acordo com Fuess et al., (2017a), experiéncias em larga escala com a
digestdo anaerobia da vinhaca da cana-de-acUcar ainda sdo escassas no setor
sucroenergéticos brasileiro. Portanto, vale a pena aprofundar a pesquisa sobre as
opcbes a serem promovidas para o desenvolvimento da digestdo anaerébia da

vinhaca e a industria do biogas nas destilarias de etanol (Leme e Seabra, 2017).
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Segundo (Barros, 2017) destaca-se na literatura a Usina de Sao Martinho,
localizada na regido de Ribeirdo preto — SP, com reator UASB de 5000 m?® operado
em condi¢cdes termofilicas, o biogas produzido é aplicado para secar a levedura

utilizada na fase de fermentacéo.
3.5 Reatores anaerdbios em dois estdgios para tratamento de vinhaca

Outra estratégia para melhorar as condicdes ambientais para 0s micro-
organismos e diminuir as limitacdes da digestdo anaerodbia é a utilizacdo de reatores
anaerobios em série de forma a permitir a estabilidade e a manutencédo das
condicOes ideais para cada grupo de micro-organismos envolvidos no processo.
Esses reatores mostraram-se mais eficazes que 0s reatores convencionais,
especialmente no tratamento de efluentes com altas COV e baixo pH, como a
vinhaca (Fuess et al., 2017a). Digestores anaerobios em série foram propostos para
fornecer capacidade de tamponamento suficiente e ambiente diverso para diferentes
populacdes microbianas, de modo que as reacoes de DA pudessem ser operadas
de forma estavel (Duda et al., 2015). Segundo Nasr et al. (2012) e Urbinati e Oliveira
(2014), o tratamento anaerObio em série propicia a melhoria da eficiéncia, maior
producdo de energia, aumenta a estabilidade e flexibilidade do sistema, permite a
aplicacdo de altas cargas organicas e reducdo do tempo de detencdo hidraulico
(TDH).

Mota et al., (2013) avaliaram o desempenho de um biorreator anaerdbio de
membrana submerso em dois estagios (2-SAnNMBR) para o tratamento de vinhaca
de cana-de-acgucar. O sistema foi composto de um reator acidogénico seguido de um
biorreator de membrana metanogénico, com volumes de 6,7 L e 24,0 L,
respectivamente. Os reatores foram operados durante dois anos com uma COV de
2,5 g DQO (L d)*. Em seus estudos, os autores verificaram que 0s reatores
atingiram estabilidade e eficacia, alcancando eficiéncias de remocdo de DQO de
aproximadamente 97% com teor de metano no biogas do reator metanogénico de
70%.

Tahti et al., (2013) operaram um reator em dois estagios para producédo de

hidrogénio e metano em condi¢cdes de temperatura extrema termofilica (70°C).
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Obtiveram no reator a acidogénico, operado com tempo de retencdo hidraulica
(TDH) de 5 horas e carga organica volumétrica (COV) de 25,1 g DQO (L d)?,
rendimento de hidrogénio de 0,73 mol / mol. O metano foi produzido na segunda
fase do reator utilizando o efluente do reator de hidrogénio como substrato. O reator
metanogénico foi operado com TDH de 13 h e COV de 7,8 g DQO (L d)?, e
obtiveram producdo de metano de 117,5 ml / g DQO,qq. Estes resultados provam
gue o hidrogénio e o metano podem ser produzidos em temperaturas termofilicas
extremas.

Buitrén et al.,, (2014) também avaliaram a viabilidade de um sistema de
fermentacdo em duas fases, composto por um reator SBR para a producdo de
hidrogénio, seguido de um reator UASB para a producao de metano, utilizando como
substrato vinhaca de tequila. Segundo os autores o reator SBR atingiu producao
especifica de hidrogénio de 918 ml de H, / g SSV-d, na concentracdo de substrato
de 16 g DQO (L d)* com TDH de 6 horas. A producdo especifica de metano no
reator UASB foi de 0,257 L CH. (g DQO removida)® com TDH de 24 horas e
concentracéo de substrato de 1636 mg DQO L™, com eficiéncia de remocéo na DQO
de 75%.

Ferraz Jr. et al., (2016) avaliaram o desempenho de reatores operando
continuamente tratando vinhaca de cana-de-agucar, em sistemas de estagio Unico
(UASB 1) e em dois estagios (UASB II), com sistema APBR acidogénico e um reator
UASB metanogénico, com TDHs de 34 e 23 h e COV de 25 gDQOtotal (L d)™*. Os
autores observaram remoc¢édo de DQOtotal de 60% e 74% e producédo especifica de
metano de 0,250 e 0,316 L CH, (g DQO total removida)™ para o UASB | e UASB II.
Segundo os autores, a producdo de energia do sistema de dois estagios foi 25,7%
maior do que o sistema de estagio uUnico, indicando a necessidade da fase
acidogénica para melhorar tanto a remoc¢do de matéria organica quanto a extragdo
de energia da vinhaca de cana-de-acgucar.

Santos et al. (2017) avaliaram a influéncia do tempo de detencéo hidraulica
TDH no desempenho do biorreator de membrana bifasica anaerébio em dois
estagios (2-SAnMBR) tratando vinhaca de cana-de-acUcar, com trés diferente TDHs
(5,3; 4,2 e 3,1 dias), em temperatura mesofilica com COV de até 6,0 g DQOtotal (L

d)’. De acordo com os autores, as reducdes na TDH ndo causaram perda no
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desempenho, apresentando eficiéncia média de remocdo de matéria organica com

valores de 97%, com producéo de biogas de 6,3 L CH. (L d)™* de vinhaca tratada.
3.6  Reator anaerdbio horizontal com manta de lodo e leito fixo (RAHLF)

O tratamento de aguas residudrias, que € relacionado aos consorcios
microbianos, vem se desenvolvendo e aperfeicoando, com intuito de melhorar o
resultado final do processo (Kuczman et al., 2007). Seguindo essa tendéncia, uma
nova configuragcdo de reator anaerobio foi desenvolvida em 1994 por Zaiat, que
avaliou o reator anaerobio horizontal de leito fixo (RAHLF) e o desempenho no
tratamento do efluente de indUstria de papel reciclado e substrato sintético a base de
glicose. As caracteristicas hidrodindmicas desta nova geracdo de reator indicaram
gue este poderia ser projetado e operado com a finalidade de se prevenir a inibicao
de atividade de micro-organismos pelo substrato e produtos intermediarios (Galavoti,
2003).

O reator (RAHLF), prima pela adocdo de artificios que propiciam maior
acumulo de biomassa ativa (Lima et al., 2005), através da utilizacdo de retencéo de
biomassa a partir da imobilizagdo de micro-organismos anaerobios, utilizando meio
suporte, favorecendo assim o crescimento do biofilme aderido ao reator (Foresti et
al., 1995).0s reatores com células imobilizadas apresentam menores volumes e
podem dispensar o uso de decantadores de lodo, bombas de recirculagéo e leitos de
secagem, resultando em substancial economia no processo (Zaiat, 1996).

A utilizacdo de biomassa imobilizada traz muitas vantagens em relacdo a
aplicacdo de células livres ou em suspensdo como a obtencdo de concentracdes
celulares mais altas, além dos altos tempos de retencado celular, muito superiores ao
gue se pode obter em sistemas com células ndo aderidas (Zaiat, 2003), resultando
assim, em sistemas mais estaveis e controlaveis. Como regra geral, a biomassa
imobilizada como lodo granular ou aderida a particulas tem apresentado
conformacao bem estruturada que otimiza a conversao de substrato, e a degradacéao
de produtos metabdlicos (Galavoti, 2003).

Entretanto, a escolha do suporte adequado e do método de imobilizagcédo é de

fundamental importancia. Os suportes devem ser resistentes a degradacgao biolégica
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e as forcas mecanicas, e os meéetodos de imobilizagdo devem ser simples, para
viabilizar operacdo em escala industrial, também o custo do material deve ser levado
em consideracao (Galavoti, 2003).

Muitos materiais apresentam, a principio, potencial para serem utilizados em
reatores com biomassa imobilizada tais como carvao e argila expandida (Lima de
Oliveira et al., 2009), anéis de bambu (Duda, 2011; Santos, 2009; Oliveira e Bruno,
2013), anéis plasticos de eletroduto conjugado (Lima e Oliveira et al., 2009; Santos,
2009; Duda, 2011; Duda et al., 2015), espuma de poliuretano (Duarte et al., 2010;
Damianovic et al., 2016; Fuess et al., 2017).

Fuess et al. (2017) avaliaram a aplicacdo de digestdo anaerdbica com
separacao de fases formado por um reator APBR acidogénico e um reator ASTBR
metanogénico, tratando vinhaga, utilizando como meio suporte para o ASTBR
espuma de poliuretano e TDH de 20 h, e verificaram remoc¢éo de DQOtotal superior
a 80% na fase metanogénica, com COV de 30 gDQOtotal (L d)™.

E importante considerar que os procedimentos de partida dos reatores
RAHLF diferem dos procedimentos adotados para outros reatores anaerébios,
enquanto a maioria das configuracdes de reatores anaerébios existentes necessita
de cuidadosa operacao para evitar sobrecargas hidraulicas e organicas durante este
periodo. Os reatores RAHLF tem experimentado partidas sob taxas de
carregamento constantes, consequentemente, o curto periodo de partida observado
pressupde a facilidade de aclimatacdo e colonizacdo da biomassa presente no leito
fixo (Zaiat, 1997). Tal configuracdo de reator, apesar de relativamente recente,
possui uma boa fundamentacdo para ser aplicado e existem trabalhos bem
sucedidos para variados tipos de efluentes, fontes de carbono e cargas aplicadas.

Zaiat (1996) sugeriu a utilizacdo do RAHLF no tratamento de outras aguas
residuarias mais complexas, contendo residuos potencialmente téxicos ou inibidores
da atividade microbiana. Pensando nisso, Colin et al., (2007) utilizando um reator
RAHLF, com varetas de bambu como meio suporte, tratando aguas residudrias da
producéo de amido de mandioca, operando com COV de até 11,8 g DQO (L d)™ e
um TDH de aproximadamente 9,5 h, alcancaram producéo especifica de biogas de

0,36 L (g DQO removida)™ com concentracbes de metano de 69 a 81%.
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Foresti et al., (1995) avaliaram o reator RAHLF para tratamento de aguas
residuarias provenientes da industria de papel reciclado, o reator foi operado em
temperatura média de 23°C, TDH de 9,2 horas e COV de 2,0 g DQO (L d)*. Os
autores observaram que o reator teve um curto tempo de partida de apenas 10 dias
gue foram necessarios para que a estabilidade operacional fosse atingida, obtendo
eficiéncia de remocao de 82%.

Cattony et al., (2005) relataram a operacdo de um reator RAHLF em
temperatura mesofilica de 30°C e TDH de 12 h para avaliar a remoc¢ao de tolueno e
etanol em condi¢des redutoras de sulfato, utilizando como meio suporte espuma de
poliuretano e para promover um ambiente de reducado de sulfato, solugdes de sulfato
ferroso e de sodio (91 e 550 mg / L, respectivamente),. Os autores obtiveram
eficiéncia de remocdo de DQO préoximo de 90% com uma taxa de degradacéo
maxima de 0,06 mg de tolueno / mg vss / d e reducao do sulfato préximos de 99%.

Baraldi et al., (2008) avaliaram o tratamento anaerdbio de pentaclorofenol
(PCP) utilizando metanol como fonte de carbono principal em reator RAHLF, que foi
alimentado com substrato sintético onde as concentragcbes de PCP foram
aumentadas de 2,0 a 13,0 mg / L, a uma taxa constante de COV de 1,15 g DQO (L
d)™* em temperatura controlada de 30°C, TDH de 24 h e como meio suporte espuma
de poliuretano. De acordo com os resultados, os autores observaram que o reator
RAHLF mostrou taxas de remocao de 99% de PCP e 98% de matéria organica, 0s
mesmos nao observaram inibicdo do processo em resposta ao aumento da
concentracdo de PCP e concluiram que a diversidade microbiana do biofilme é
explicada pela combinacdo de condi¢cbes operacionais controladas do processo
anaerobio, servindo como base para discussdo do reator RAHLF como sistema
potencial para a biorremediacdo em larga escala em &areas contaminadas com
compostos clorados.

Duarte et al., (2010) avaliaram a eficiéncia de um reator RAHLF em
temperatura controlada de 30°C e TDH de 12 h na remocéao sulfonato alquilbenzeno
linear (LAS), o reator foi alimentado com um co-substrato sintético composto de
extrato de carne que apresentava DQO de 750 mg L™ e uma solugdo de LAS
comercial (dodecilbenzenossulfonato de sddio), utilizando como meio suporte

espuma de poliuretano. De acordo com os autores o balan¢go de massa mostrou que
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a eficiéncia de remocéo de LAS foi maior na auséncia do co-substrato com eficiéncia
de 40%, do que na presenca do co-substrato com eficiéncia de 32%.

Damianovic et al., (2009) operaram dois reatores RAHLF de bancada que
foram preenchidos com espuma de poliuretano contendo lodo anaerdbio para o
tratamento de agua residuaria sintética e pentaclorofenol (PCP). As COVs aplicadas
foram de 1,1 e 1,7 g DQO (L d)™, com TDH de 24 e 18 h, para os reatores R1 e R2,
respectivamente. Segundo os autores, o desempenho dos reatores RAHLF néo foi
afetado pelo PCP nas concentracfes estudadas, alcancando eficiéncias de remocao
de DQO de 98%.

Santos e Oliveira (2011) tratando aguas residuarias de suinocultura com um
sistema de tratamento anaerdbio com quatro reatores horizontais em série, com
manta de lodo e leito fixo utilizando como meios suporte anéis de bambu, plastico
(eletroduto corrugado) e bucha (Luffa cillynrica), com TDH de 35 h, conseguiram
obter, com estabilidade, altas eficiéncias de remocéo de DQOtotal acima de 96%, e
producdes volumétricas de metano 0,52 L CH,4 (L d)™, com COV 61 g DQO (L d)™.

Em outro estudo com RAHLF realizado por Borges et al., (2009), verificou-se
a viabilidade do uso deste reator no tratamento das aguas residuarias do pré-
processamento dos frutos do cafeeiro, com COV média de 2,66 g DQO (L d)*, e
obteve a producédo teérica de metano equivalente a 13,3 L d™.

Oliveira e Bruno (2013) avaliaram em estudo a partida de trés reatores
anaeroébios horizontais com volume de 1,2 L instalados em série para o tratamento
de &guas residuéarias do processamento de frutos do café por via Umida, o primeiro
reator com manta de lodo (RAHML) e os outros dois reatores de leito fixo (RAHLF),
gue foram preenchidos com meios suporte de anéis de bambu e fibra de coco,
respectivamente, foram aplicados COVs no R1 de 8,9 a 25,0 g DQOtotal (L d)™ com
TDH de 30 h para cada reator. Os autores verificaram que foi possivel tratar essas
aguas residuais, alcancando eficiéncias na remocao de DQOtotal em torno de 80%,
producdes volumétricas e especificas metano de 1,50 L CH, (L d)* e 0,16 L (g
DQOremovido)™, respectivamente, em condicéo estavel no sistema.

Duda et al., (2015) avaliaram a producéo de metano e a microbiota do lodo de
guatro reatores anaerdbios horizontais de alta taxa em série para o tratamento de

efluentes de suinocultura, o sistema de tratamento foi composto por um reator
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anaerobio horizontal com manta de lodo (RAHML) e trés reatores anaerdbios
horizontais com leito fixo (RAHLF) utilizando como meio suporte eletroduto
corrugado (conduite) com TDHs de 12,0; 6,72; 3,60 e 1,68 h para R1- 4 em
temperatura mesofilica, e obtiveram eficiéncias de remo¢do DQO de 68% com
producdo de metano volumétrico 1,03 L CH, (L d)™.

Mazareli et al., (2016) avaliaram trés reatores RAHLF em série para
producdo de metano e remocao de matéria organica no processo de co-digestao
usando como afluente residuos de vegetais e aguas residuais de suinos em
diferentes propor¢des com COV de até 11,0 g DQO (L d)™* com TDH de 2,0; 4,5; e
6,5d para o R1 - 3 respectivamente e utilizando como meio suporte anéis de
bambu, em temperatura mesofilica, os autores obtiveram producédo volumétrica de
metano de 1,08 L CH, (L d)™* com taxas de remocdo de matéria organica de até
98%.

Damianovic et al. (2016) avaliaram o uso potencial do reator anaerdbio
horizontal de biomassa imobilizada (RAHLF) para o tratamento de aguas residuéarias
sintéticas, contendo altas concentracdes de sulfato e matéria organica, utilizando
como meio suporte cubos de espuma de poliuretano, em temperatura mesofilica e
TDH de 12 h. De acordo com os autores o reator alcangou desempenho estavel,
com eficiéncia de remocédo de sulfato proximos de 100% e eficiéncias menores de
remocao de DQO proximas de 93%.

Sendo assim, com os estudos apresentados, ainda sdo necessarios avangos
na area da digestdo anaerdbia da vinhaca, com a necessidade de novos estudos
utilizando este tipo de reator e novos substratos, até o momento ainda ndo ha
informacdes disponiveis na literatura utilizando reatores RAHLF no tratamento de
vinhaca da producdo de etanol da cana-de-aclcar, para producdo de biogas, com
aplicacOes de altas cargas organicas volumétricas.

A utilizacdo de reatores em série, com a suplementacdo de nitrogénio e
alcalinidade, através da adicdo de ureia e recirculacdo do efluente, séo estratégias
interessantes, visando a obtencdo de elevadas COV e producdo de metano em
condicdes de estabilidades. Além disso, a avaliacdo da diversidade microbiana

permiti melhor compreensédo das interagcbes microbianas em elevada COV e
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producdo de metano, para o avanco da digestdo anaerdbia da vinhaca e contribuir

para ampliacdo do conhecimento sobre os reatores RAHLF,
4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Local

A pesquisa foi desenvolvida nas instalacfes experimentais do Laboratério de
Saneamento Ambiental, do Departamento de Engenharia Rural da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias — Campus de Jaboticabal, da Universidade
Estadual Paulista — UNESP. As coordenadas geograficas do local séo: latitude de
21°15°22” S; 48°18'58" W e altitude de 575 m. O clima da regidao, segundo
classificacdo de Koppen, € Cwa (subtropical imido, seco no inverno e com chuvas
no verdo) e temperatura média anual de 22,3 °C (UNIVERSIDADE ESTADUAL
PAULISTA, 2018).

4.2 Instalagcbes Experimentais

O sistema experimental consistiu em um reservatério de armazenamento do
afluente com 500 L, quatro reatores anaerobios horizontais de leito fixo e alta taxa
(RHALF — R1, R2, R3 e R4) em escala piloto, construidos com tubos de PVC
(Figuras 2 e 3) instalados em série, de acordo com (Duda et al., 2015), e um
reservatorio para armazenamento do efluente do reator R4 com 150 L. O R1 foi
alimentado com o afluente utilizando-se uma bomba, com intuito de propiciar a
regularizacdo das vazdes no R1 e, consequentemente no R2, R3, R4. Para construir
o leito fixo, os reatores foram totalmente preenchidos com anéis de eletroduto
corrugado (conduite) como meio suporte, com valores meédios de 0,043 m
decomprimento; 0,020 m de diametro externo; 0,019 m de diametro interno e area

superficial especifica de 135 m?/m? e 87% de indice de vazios (Figura 4).

Os RHALF possuiam seis registros na parte inferior dos reatores para a coleta
de lodo, localizados a 0,50 (P1); 1,50 (P2); 2,50 (P3); 3,50 (P4); 4,50 (P5) e 5,50

(P6) m, da entrada dos reatores (Figuras 2 e 3).
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Recirculagdo

Afluente

Vinhaca

FIGURA 2. Representacdao esquematica do sistema de tratamento com
0s reatores anaerobios horizontais de leito fixo e alta taxa (RHALF), em
série.

FIGURA 3. Sistema de tratamento composto por reatores anaerébios
horizontais de leito fixo e alta taxa (RHALF) — R1, R2, R3 e R4.

FIGURA 4. Fotos dos anéis de eletroduto corrugado (conduite) utilizados como meio
suporte nos reatores RAHLF (R1, R2, R3 e R4).
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Foram acopladas quatro saidas de biogas equidistantes na parte superior dos
reatores horizontais interligadas e acopladas a um gasémetro de fibra de vidro para
armazenar o biogas produzido diariamente, para monitorar a producao.

Os RAHLF foram construidos com tubos de PVC de 6 m com diametros
internos de 0,191, 0,191, 0,153 e 0,105 m para obter relagbes L / D> 25 e
consequentemente reatores tipo plug-flow (Sauer et al., 2015). Os reatores RAHLF,
R1 e R2 possuiam volume util similares de 149 L e 0 R3 e R4, de 96 e 45 L,
respectivamente (Tabela 1), essa configuragdo do sistema, permite TDHs menores
nos reatores R3 e R4, mantendo elevadas concentracdes de matéria organica em

todo sistema.

TABELA 1. Valores do volume total e atil, comprimento, tempo de detencédo
hidraulica (TDH) e velocidades de escoamento horizontal do liquido
(velocidade) aplicados nos quatro reatores anaerdbios horizontais de
alta taxa com leito fixo (RHALF), em série, R1, R2, R3 e R4.

Reatores Diametro Comprimento Volume Total Volume util TDH Velocidade

(m) (m) (L) (L) (d  (mdh
R1 0,191 6,0 172 149 1,23 4,9
R2 0,191 6,0 172 149 1,23 4,9
R3 0,153 6,0 110 96 0,79 7,6
R4 0,105 6,0 52 45 0,37 16,2

4.3 Substrato

O afluente utilizado para a alimentacédo dos reatores RHALF, na partida, foi
aguas residuérias de suinocultura durante 93 dias. Apds esse periodo, foi utilizada a
vinhaca in natura de uma Usina Sucroenergética da regido de Ribeirdo Preto — SP,
coletada semanalmente. A vinhaca foi obtida ap6s as colunas de destilacdo do vinho
e mantida resfriada, em temperatura ambiente.

Como a vinhaca in natura possui demanda quimica de oxigénio total
(DQOtotal) de aproximadamente 45 g L™, para obtencédo das COV aplicadas e o
aproveitamento da alcalinidade, realizou-se a recirculacdo do efluente do reator
RHALF (R4), as proporcoes utilizadas de vinhaca e recirculacdo estdo descritas na
(Tabela 2). As concentracdes de nitrogénio Kjeldahl (NK) e fésforo total (P-total)

encontradas na vinhaca in natura foram de 430 e 26 mg L™, respectivamente.
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Portanto, ndo atenderam a quantidade minima recomendada de DQO:N:P = 350:5:1
conforme recomendado por Chernicharo (2007). Consequentemente foi realizada a
suplementacao de nitrogénio, adicionando a vinhaca bruta uréia (CH4N,0), conforme

recomendado por Souza et al., (1992).

TABELA 2. Taxa de recirculacdo do efluente (vinhaca : efluente) em % volume.

Fases I I [l A \% VI VI VIl

Vinhaca:Efluente (R4) 10:90 20:80 24:76 22:78 20:80 6545 66:44 77:33

4.4 Lodo deinbéculo

O lodo utilizado como in6culo foi proveniente de reatores UASB, que foram
utilizados para tratamento de &aguas residuarias de suinocultura, na faixa de
temperatura mesofilica, com valores de sélidos totais (ST) de 45,6 g L™ e de sélidos
volateis (SV) de 30,4 g L™. O volume de lodo utilizado foi suficiente para preencher

30% do volume de cada reator.

4.5 CondicBes operacionais do sistema de Reatores Anaerd6bios Horizontais
de Leito Fixo RAHLF (R1 - 4).

Foi realizada a partida do sistema utilizando aguas residuarias de
suinocultura. Foram realizadas oito fases experimentais (I - VIII) descritas na (Tabela
3) totalizando 580 dias de operacao dos reatores. As COV aplicadas no R1 foram
aumentadas gradualmente até a obtencdo de aproximadamente 45 g DQOtotal (Ld)
!, Os reatores foram operados entre abril de 2014 e dezembro de 2016 e ficaram
inoperantes em dois periodos de entressafras, de dezembro de 2014 a abril de 2015
(final da fase Il) e de dezembro de 2015 a abril de 2016 (final da V). Na fase Il e VI,
a operacdo dos reatores RAHLF foram retomadas, com COV inferiores, para que
houvesse uma adaptacdo dos micro-organismos ao substrato.Durante todo o
periodo de operacdo, foi realizado a recirculacdo do efluente do R4 para

aproveitamento da alcalinidade produzida nos reatores. Na fase VII, em virtude de
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problemas com acidificagdo dos reatores RAHLF, foram testados alguns produtos
para recuperacao da alcalinidade normal do sistema.

Na primeira tentativa, foi utilizado o etanol durante 15 dias, na proporcao de
v/v de etanol/vinhaca de 5/100. Adicionado como fonte de enriqguecimento para os
micro-organismos. Apos esse periodo foi adicionado uma solugdo de hidréxido de
sédio (NaOH) 12M durante 72 dias. Na ultima tentativa de recuperacdo do sistema
foi testada a recirculacdo de outro efluente. Este efluente era proveniente de
reatores UASB tratando vinhaca e em condi¢cdes de estabilidade. Foi utilizado 100%
do recirculado durante 5 dias e 30% do recirculado durante 15 dias, totalizando 20
dias com recirculacdo de efluentes de reatores UASB. Na fase VIlI, ap6s verificacdo
de que o sistema estava com alcalinidade suficiente, foi retomada a recirculacdo do
reator R4. As diminuicbes temporarias de COV entre as fases VII e VIl foram
operadas em resposta ao acumulo de AGV e a consequente diminuicdo na producéo
de biogas. A COV foi reduzida pela reducdo da concentracdo de vinhaca no

afluente, mantendo o TDH constante.

TABELA 3. Condi¢des operacionais do sistema de tratamento composto por quatro
reatores anaerobios horizontais de alta taxa com leito fixo (RHALF), em
série, R1, R2, R3 e R4, nas fases | - VIII.

Condicdes operacionais

Periodo COVnoR1 Tempo de operacao
(9 DQO (L d)™) (dias)
Partida - 2,0a5,0 93
Abril anovembro  Fase | 50a7,0 72
de 2014 Fase Il 7,0a10,0 69
Entressafra
120 (dias)
. Fase llI 3,5a12,0 70
Abril a novembro  pase v 12,0a17,0 70
de 2015 Fase V 17,0 a 26,0 66
Entressafra
120 (dias)
Fase VI 11,0a 33,0 70
33,0a45,0
Abril a novembro Fase VIi Reducéo para 28 107
de 2016 Recuperacéao do sistema

Fase VIII 28,0 a 30,0 57
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4.6 Exames fisicos e determinacdes de constituintes organicos e inorganicos
nos afluentes, efluentes, lodo e biogas.

Na Tabela 4 estdo descritos os exames fisicos e microbiolégicos e as
determinacdes quimicas que foram realizadas nas amostras do afluente, efluente,
lodo e biogas durante os ensaios, bem como as frequéncias de amostragem e as

fontes das metodologias.

TABELA 4. Exames e determinacfes, frequéncia e fontes das metodologias
utilizadas para monitorizagdo dos reatores anaerobios horizontais de alta
taxa com leito fixo (RHALF), em série, R1, R2, R3 e R4, nas fases I-VIII.

EXAMES E DETERMINACOES FREQUENCIA REFERENCIAS

Afluente e efluentes

pH

Duas

vezes/semana

APHA; AWWA; WPCF (2005)
(Método: 4500 H'B)

Demanda quimica de oxigénio

Duas vezes \

APHA; AWWA; WPCF (2005),

(DQOtotal). semana (Método: 5220 — B); (16).

Alcalinidade total (AT), parcial Duas vezes\ APHA; AWWA; WPCF (2005),

(AP) e intermediaria (Al) semana JENKINS et al. (1983)

Acidos volateis totais (AVT) Duas vezes \ DILALLO e ALBERTSON
semana (1961)

A : Uma vez \ APHA; AWWA; WPCF (2005)
Nitrogénio total Kjedahl (NTK) semana (Método:4500-N-C)
Nitrogénio amoniacal Duas vezes\  APHA; AWWA: WPCF (2005)

9 semana (Método Semi-Micro Kjedahl)
E6sforo total Uma vez \ APHA; AWWA; WPCF (2005)
semana (Método: 4500-P-C)
K, Na, _Ca, Mg, Fe, Mn, Cu, Zn, Umavez\ APHA: AWWA; WPCF (2005)
Co e Ni semana

Lodo

Sdlidos totais (ST) e solidos
volateis (SV)

Mensalmente

APHA; AWWA; WPCF (2005)
(Método 2540 — B e 2540 — E)

PCR quantitativa em tempo real

(gPCR) (Item 4.8)

Biogas
Producéo Diariamente SANTANA & OLIVEIRA (2005)
(Método: Gasbmetros)
A : APHA; AWWA; WPCF (2005)
Composicéo Quinzenalmente

(Método: cromatografia gasosa)
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O volume de produgéo de biogas foi avaliado diariamente nos gasémetros, e
a composicdo do biogas foi analisada quinzenalmente por cromatografia gasosa
(Método 2720 — C), conforme descrito por Apha (2005). Os resultados da producéo
de metano foram corrigidos para a temperatura e presséo padrédo (CNTP, 101,325
kPa, 273,15 K).

4.7 Andlise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC),
para os reatores anaerobios horizontais (R1 — R4), com diferentes repeticdes no
tempo para cada parametro avaliado. Os valores dos parametros determinados
foram submetidos a analise de variancia pelo teste F, utilizando-se para a
comparacao das médias o Teste de Tukey a 5%.

Os resultados de DQO, SST, SSV, pH, nitrogénio total, amoniacal e organico,
fésforo, potassio, célcio, magnésio, cobre, ferro, manganés, sodio e zinco,
alcalinidade, acidos volateis totais, producdo e composicao do biogas; eficiéncias de
remocdo de DQO, sélidos suspensos, e producdes volumétrica e especifica de
metano foram tabulados e apresentados em graficos em funcdo do tempo de
operacdo e do tempo de detencdo hidraulico (TDH), e os valores médios e
coeficientes de variacdo em tabelas, permitindo apresentar e discutir o efeito do
TDH, da carga organica volumétrica (COV) no desempenho do sistema de

tratamento.

4.8 PCR quantitativa em tempo real (QPCR)

A PCR quantitativa em tempo real (QPCR) foi realizada com as amostras de
DNA gendmico isoladas a partir do lodo coletado, conforme descrito abaixo. Este
procedimento foi realizado com o intuito de verificar se ha diferencas significativas
na quantificagdo dos micro-organismos da camara de digestdo dos reatores RAHLF.

As amostras de lodo foram coletadas ao longo dos reatores RHALF, aos 420
dias de operacéo, na fase V, quando a COV média foi de 20 g DQO total (L d)* e foi
observado os maiores valores de producgdes volumétricas de metano. Foi coletado
50 ml de lodo em cada um dos pontos de coleta dos reatores (R1 - 4), totalizando

300 ml de lodo coletado em cada um dos reatores. As amostras de cada reator
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foram misturadas, formando quatro amostras compostas: R1, R2, R3 e R4. Os
sélidos totais (ST) e volateis (SV) do lodo foram de 23,1 e 13,1 g L™ (R1), 53,1 e
36,0gL 1 (R2),46,5e31,3gL" (R3)e37,1e23,7¢gL " (R4).

Os micro-organismos referentes aos dominios Archaea e Bacteria, as ordens
Methanobacteriales, Methanomicrobiales e Methanosarcinales, e duas familias,
Methanosarcinaceae e Methanosaetaceae, pertencentes a ordem
Methanosarcinales, foram quantificados por amplificacdes das regides 16S rDNA,
usando primers especificos (Song et al., 2010; Lee et al., 1996). Inicialmente, os
primers tiveram a especificidade confirmada por Silva TestPrime (http://www.arb-
silva.de/search/testprime/). Estas regides foram amplificadas por PCR convencional
com iniciadores especificos e clonadas utilizando o pGEM ®-T Easy Vector System |
(Promega, Wisconsin, USA) e inserido em células competentes de Escherichia coli
DH10B. Os clones positivos foram selecionados entre as células DH10B
transformadas. O sequenciamento do DNA foi realizado no CREBIO (Centro de
Biologia Genbmica e Recursos Bioldgicos) da FCAV / UNESP, (Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista), Campus de
Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil. As andlises foram realizadas utilizando a ferramenta
BLAST (Altschul et al., 1997), base de dados publica fornecida pelo NCBI (National
Center for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Um e-value
inferior a -08 foi considerado aceitavel. Os plasmideos purificados contendo o inserto
foram quantificados utilizando fluorometria.

As reacgfes de gPCR foram conduzidas no aparelho Applied Biosystems 7500
Real-Time PCR. As reagdes incluiram 6,25 yL de Power SYBR Green® MasterMix
(Applied Biosystems), primers em diferentes concentracbes dependendo do
microrganismo, 10 ng de DNA metagendmico e agua ultrapura para perfazer o
volume da reacdo a 12,5 uL. Todas as reagdes foram conduzidas em placas de 96
pocos no aparelho Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System® (Applied
Biosystems) com as seguintes definicdes: dois minutos a 50°C; 10 minutos a 95°C;
E 40 ciclos a 95°C durante 15 segundos, um minuto em temperatura especifica de
anelamento e 30 segundos a 78°C. Apdés estas etapas, houve etapa com o aumento
da temperatura (60 para 95°C) para obter a curva de dissociacdo dos produtos da

reacao.
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O numero de copias de cada amostra foi determinado por diluicdo em série da
curva padrdo a partir do plasmideo linearizado, 3x10® a 3x10? (1:10). Para cada
curva padréo, foi determinado se a eficiéncia foi proxima ou igual a 100%. O Ct foi
determinado para as amostras e comparado com as curvas padréo para determinar
0 numero de cdpias em 10 ng de DNA metagendmico, considerando a massa
original do material de partida, o rendimento de extracdo de DNA e a diluicdo do
molde de PCR, o numero de alvos do gene 16S rRNA foi determinado por grama

(peso umido), de acordo com Lunedo et al. (2014).
5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 VariagcOes de temperatura durante a operacao do sistema de reatores
RAHLF

Os valores médios da temperatura durante as fases de operacao dos reatores
RAHLF variaram de 19,5 a 24,9 °C, e foram observadas nas fases VI e V,
respectivamente (Tabela 5), indicando que os reatores RAHLF foram operados na
faixa mesofilica. As variagbes das temperatura maxima, média e minima estdo

apresentados na (Figura 5).

TABELA 5. Valores médios e coeficiente de variagdo da temperatura (°C) do ar
maxima, minima e média durante a operacao dos reatores anaerobios
horizontais de alta taxa com leito fixo (RHALF), em série, R1, R2, R3
e R4.

Fases
| Il I \% V \i VI VIl C.V. F

Maxima 32,0a 319a 266c 30.8ab 31,7a 262c 294b 313a 137,, 3508~

Média 235ab 24,7a 20,1d 232b 249a 195d 212¢ 241ab 1425 5231+
Minima 16,0bc 18,8a 14,8cd 16,7b 199a 14,1d 140d 187a 1981 63,05
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7

A temperatura operacional é um fator importante na determinagdao do
processo de degradacdo anaerObia (Pap et al., 2015). Embora seja possivel o
tratamento anaerdébio sob as trés faixas de temperatura: psicrofilica (4 a 15 °C),
mesofilica (20 a 40°C) e termofilica (45 a 50°C), a temperatura pode promover o
aumento ou declinio na atividade e nas taxas de crescimento dos micro-organismos
metanogénicos (Rizvi et al., 2014). Os maiores valores de temperaturas maxima do
ar foram observados na fase | (Figura 5), alcancando valores diarios de até 39,8 °C.
Os menores valores de temperaturas foram observados nas fases VI e VIl nos
meses de junho e julho, estacdo de inverno, com valores minimos de 5 e 4,7 °C
(Figura 5).

¢ I e
Rlias ey

Tempo de operagéo (d)

FIGURA 5. Valores de variacdo da temperatura (°C) do ar maxima, minima e média
durante a operacdo dos reatores anaerdbios horizontais de alta taxa com
leito fixo (RHALF), em série, R1, R2, R3 e R4.

5.2 pH, alcalinidade, acidos voléteis totais e nitrogénio amoniacal

A estabilidade do sistema de digestdo depende de vérios fatores de
sensibilidade, como pH, acidos graxos volateis (AGV), nitrogénio amoniacal (N-
amoniacal) e alcalinidade (Liu et al., 2018). De acordo com (Hernandez-Martinez et
al., 2014) durante a DA é crucial determinar, ao longo de todo o processo para
favorecer a atividade metanogénica. Existe um intervalo de pH para cada micro-
organismo, no qual as células sdo metabolicamente ativas (Singla et al., 2014).
Neste estudo os valores médios do pH no afluente mantiveram-se proximos de 7,0
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em todas as fases (Tabela 6). Na fase VIl foi observado decréscimo do pH nos
reatores RAHLF em virtude do acumulo de acidos volateis totais (AVT) que nao
foram degradados pelos reatores. Mesmo assim os valores de pH ficaram acima de
6,0 (Figura 6), considerado ideal para as arquéias metanogénicas (Kongjan et
al.,2013). Isto indica que o processo nao foi afetado e nem inibido pelo pH.

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, os valores meédios da
alcalinidade parcial (AP) aumentaram do R1 - 4, com o aumento da COV até a fase
V (Tabela 6). A alcalinidade geralmente aumenta a partir da metanogénese
acetoclastica, da reducdo do sulfato, bem como do ion aménio em virtude da
degradacdo de compostos nitrogenados (Feng et al., 2016). Os maiores valores de
AP foram observados no efluente do reator R4 na fase IV e no inicio da fase VI, de
6132 e 7097 mg CaCO; L™ (Tabela 6), indicando que houve producdo e acimulo de
alcalinidade, proporcionando maior capacidade de tamponamento ao longo do
conjunto de reatores. O uso de reatores em série contribuiu para o equilibrio do
sistema em virtude do aumento no consumo de AVT e na producéo de alcalinidade
bicarbonato pelas arquéias metanogénicas. Mazareli et al. (2016) demonstraram que
os sistemas de tratamento RAHLF em série podem produzir alcalinidade suficiente e
manter o pH apropriado para a conversdao de AVT por micro-organismos
acetogénicos e metanogénicos. Na fase VIl foi observado uma diminuicdo da
alcalinidade parcial em virtude do aumento dos AVT, sendo assim foi realizado
testes durante esta fase para recuperacao da alcalinidade normal do sistema foi feito
a adicdo de etanol utilizado como fonte de enriquecimento para 0S micro-
organismos, pois mostra-se alternativa competitiva devido a facilidade de
disponibilidade e baixo custo relativo. (Ribas, 2006) em seu estudo adicionou o
etanol com intuito de desenvolver maior populacdo metanogénica. De acordo com
Kousi et al., (2011) que avaliou biorreator de reducao de sulfato de leito fixo e fluxo
ascendente, usando etanol como Unico doador de elétrons, segundo 0s autores o
substrato carbono / energia é claramente uma variavel influente devido ao efeito na
taxa de crescimento e composi¢ao da cultura, bem como efeito potencial sobre a
economia de um processo industrial em grande escala. Entretando com esse teste

nao foi observado alteracdo na alcalinidade do sistema.
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FIGURA 6. Valores de pH, alcalinidade total (AT) e parcial (AP) no afluente e
efluentes dos reatores anaerobios horizontais de alta taxa com leito fixo
(RHALF), em série, R1, R2, R3 e R4, tratando vinhaca.

Como néo foi observado melhoria no sistema com adicdo do etanol, foi
adicionado NaOH como fonte de alcalinizante. Reagentes acidos e alcalinos séo
comumente usados para solubilizar polimeros, favorecendo a disponibilidade de
compostos organicos para o ataque enzimatico (Carrere et al.,, 2016). Segundo
Sambusiti et al., (2013) demonstram em estudo que uma etapa de pré-tratamento
alcalina, antes da digestdo anaerébia de forragem de sorgo ensilado, pode ter efeito
benéfico no aumento da producéo de metano, de 25%, e dando mais estabilidade ao
processo de digestdo anaerdbia.Foi observado aumento na alcalinidade, porém néo
foi suficiente, pois os AVT continuavam com valores acima de 7000 mg L™ (Tabela
7).


https://www.sciencedirect.com/topics/chemical-engineering/polymers
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TABELA 6. Valores médios e coeficientes de variacao (c.v.) do pH, da alcalinidade total (AT), parcial (AP), intermediéaria (Al), no afluente e

efluente dos reatores RAHLF em série, R1, R2, R3 e R4 no tratamento da vinhaca.

Parametros Reator Fases

| I 11} \Y, V VI Wil Vil C.V. F
Afluente 6,9 bc 7,0 bc 7,3 ab 7,0 bc 7,1 bc 6,7 C 7,0 bc 7,6 a 57 7,33
R1 7,0 bed 7,3 ab 7,4 ab 7,1 bcd 7,1 bc 6,7 d 6,9 cd 7,7a 6,2 10,78**
pH R2 7,40 7,6 ab 7,6 ab 7,5 ab 7,6 ab 6,9 c 6,9c 7,8a 6,5 16,49*
R3 7,40 7,7 ab 7,6 ab 7,6 ab 7,7 ab 70c 6,8c¢C 79a 6,9 22,04*
R4 7,7b 7,8 ab 7,7 ab 7,6 ab 7,7 ab 70c 6,9c¢c 8,0 a 7,0 24,45*
Afluente 3794 e 5689 d 5924 d 8960 b 7397 ¢ 8001 bc 10502 a 8923 b 31,5 44,01+
R1 4196 e 4476 de 4313 e 6589 ab 5354 cd 5633 bc 7236 a 6785ab 26,1 26,74
AT R2 4693 cd 4881 cd 4249 d 6598 ab 5513 ¢ 5635 bc 6961 a 6651 ab 22,6 22,96**
(mg L™ R3 4768 d 7004 ¢ 6333 c 10263 a 8557 b 8628 b 10483 a 10388a 26,3 43,18*
R4 4880 e 6974 d 6331 de 10123 ab 8473 c 8787 bc 10647a 10378 a 26,4 4246*
Afluente 2108 d 3209 bc 3449 b 4461 a 3388 b 2454 cd 3483 b 4189 ab 30,6 11,85*
R1 2442 bcd 2919 bcd 2609 bcd 3323 bcd 2392 bcd 1680 bcd 2214 bcd 3528 bcd 34,1 10,41*
AP R2 3287 abc 3850 ab 2761 cd 3721 ab 3235 bc 1826 e 2160 de 4065 a 33,2 25,19*
(mg L™ R3 3410 cd 5632 ab 4252 ¢ 6132 ab 5574 b 2974 d 3171 d 6869 a 36,6 33,61*
R4 3399 c 5605 b 4213 c 6132 ab 5725 b 3199 c 3232 ¢ 7097 a 358 3581*
Afluente 1687 d 2480d 2475d 4500 bc 4010 c 5547 b 7019 a 4735 bc 49,7 39,33*
R1 1753 d 1556 d 1703 d 3265 bc 2962 ¢ 3953 b 5021 a 3256 bc 46,8 48,18**
Al R2 1406 d 1031 d 1489 d 2877 ¢ 2278 ¢ 3809 b 4801 a 2586 C 552 62,46*
(mg L™ R3 1358 e 1373 e 2081 de 4131 c 2984 cd 5653 b 7312 a 3519c 62,4 72,64*
R4 1481 ef 1369 f 2118 def 3991 c 2749 cde 5588 b 7414 a 3280 cd 64,7 66,50**

c.v -coeficiente de variacdo; Letras minUsculas diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey a 5%. ** - Significativo a 1% de probabilidade (p<0,01); * -

Significativo a 5% de probabilidade (p<0,05) ns - n&o significativo (p>0,05); p - probabilidade.
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Foi realizada a recirculagdo com efluente proveniente de reatores UASB em
fase de estabilidade tratando vinhaca (Barros et al., 2017). Com essa medida, foi
observado que ocorreu melhoria no sistema, com aumento da alcalinidade em todos
os RAHLF, com os maiores valores observados no R4, de 8377 mg CaCO; L™
(Figura 6), e queda nos valores dos AVT no R1 para 5250 mg L™ (Figura 7).

Na fase VIII foi retamada a recirculacdo com efluente do reator RAHLF (R4), e
verifica-se 0 restabelecimento do sistema, com aumento da alcalinidade gerada,
com valores médios no R4 de 7097 mg CaCOs; L™ (Tabela 6) e aumento na producao
volumétrica de metano (Figura 9). A recirculacdo do efluente do R4 para diluir a
vinhaca do afluente, permitiu o ajuste do pH sem a necessidade de adicionar
alcalinizantes comerciais, como também observado por Barros et al., (2016).

Os maiores valores médios da relacdo de alcalinidade intermediaria (Al) /
alcalinidade parcial (AP) foram observados na fase VIl (Tabela 7). Isto ocorreu
provavelmente, em virtude das maiores COVs aplicadas nesta fase acima de 40 g
DQOoa (L d)* (Figura 8 A) e o actimulo dos AVT (Figura 7).

A relacdo AI/AP é ferramenta rapida e de baixo custo para o uso no
monitoramento da digestdo anaerdbia. Ripley et al. (1986) afirmam que valores da
relacdo AI/AP superiores a 0,3 indicam a ocorréncia de distarbios no processo
anaerobio tratando esgoto sanitario. No entanto, de acordo com Barros et al. (2017)
pode-se obter estabilidade no processo anaerobio, utilizando vinhaca como
substrato, com as relacdes Al/AP superiores a 0,6, com valores de COV acima de 45
g DQO (L d) * Neste estudo, na fase V, mesmo com valores da relacédo Al/AP acima
de 1,4 no R1, foram observados valores inferiores nos reatores R2, R3 e R4 (Figura
7), indicando a importancia da série de reatores na manutencdo da estabilidade do
sistema.

Mesmo com valores elevados de AVT no R1 até a Fase V, proximos a 6000
mg L%, o reator ndo entrou em colapso, provavelmente, em virtude das
caracteristicas de escoamento do tipo plug - flow, que favorece o processo de
tratamento por etapas, que ocorre ao longo do comprimento do reator. O meio
suporte também permite imobilizar a biomassa ativa, aumentando o tempo de
retencdo celular, favorecendo a populacdo metanogénica, aumentando a resisténcia

dos reatores a choques de carga organicas e presenca de substancias inibidoras
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(Zaiat et al., 1997). Pode se observar que os AVT diminuiram até a fase V e também
na fase VIl do R1 para o R4 (Tabela 7), indicando que houve consumo dos acidos
gerados e, novamente, demonstrando a importancia dos reatores anaerdbios em
série para a manutencédo da estabilidade do sistema.
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FIGURA 7. Nitrogénio amoniacal (Nam), acidos volateis totais (AVT) dos afluentes e
relacdes Al/AP dos efluentes durante a operacao dos reatores RAHLF em
série, R1, R2, R3 e R4 no tratamento da vinhaga.
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TABELA 7. Valores médios e coeficientes de variacdo (c.v.) das concentracdes de nitrogénio amoniacal (N-am) e acidos volateis totais
(AVT) dos afluentes e efluentes e das relac6es AlI/AP dos efluentes, durante a operacdo dos reatores RAHLF em série, R1, R2,
R3 e R4 no tratamento da vinhaca

Parametros Reator Fases

| I 11} \Y V VI VI Vil cv. F
Afluente 558 a 339 cd 309d 469 b 476 b 407 bc 568 a 443 b 25,0 34,42+
R1 615 a 346 d 308 d 545 ab 515 bc 452 ¢ 564 ab 517 bc 25,4 34,72+
N-am R2 611 a 380d 348 d 547 ab 484 bc 436 cd 539 ab 535 abc 24,3 17,35+
(mg L™ R3 637 a 403 d 321d 522 abc 504 bc 453 bc 548 ab 462 bc 27,2 14,42%
R4 723 a 411 c 300 d 471 bc 463 ¢ 423 ¢ 553 b 469 bc 30,3 23,50%
Afluente 2114 e 2557 de 2266 e 4117 bc 3661 cd 5400b 7087 a 4465 bc 50,5 39,74%
R1 1925 e 1736 e 2197 de 4332 bc 3940 c 5532b 7180 a 3591 cd 55,0 49,18*
AVT R2 1161 e 805 e 1846 de 3704 bc 2684 cd 5166 b 7265 a 2915 cd 71,6 66,66**
(mg L™ R3 997 de 592 e 1712 cde 3199 c 2139 cd 5090b 7184 a 2449 cd 79,7 67,88+
R4 910 de 465 e 1608 cde 3000 c 1772 cd 5096 b 7155 a 2075 cd 85,6 72,72%*
R1 0,72b 0,59 b 0,65b 0,99b 1,43 b 2,52 a 2,8la 0,96 b 79,3 21,49+
Al/AP R2 0,43 b 0,26 b 0,54 b 0,78 b 0,75 b 2,28 a 2,68 a 0,64 b 93,8 40,59%
R3 0,41b 0,24 b 0,48 b 0,68 b 0,57 b 2,23 a 2,88 a 0,52 Db 1087  34,50%
R4 0,49 c 0,24 c 0,50 c 0,65¢c 0,50 c 2,08 b 2,85a 0,47 c 1097 34,43

c.v -coeficiente de variacdo; Letras minlsculas diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey a 5%. ** - Significativo a 1% de probabilidade (p<0,01); * -
Significativo a 5% de probabilidade (p<0,05) ns - n&o significativo (p>0,05); p - probabilidade.
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A maior concentragcdo média de AVT foi observada na fase VII, com valores
superiores a 7000 mg L™ (Tabela 7) e COV média no R1 acima de 30,0 g DQO (L
d). Isso, provavelmente ocorreu em virtude da adicdo de etanol, que aumentou a
guantidade de matéria organica do afluente, e aos &cidos produzidos na fase da
hidrolise e acidogénese pelos micro-organismos e que nao estdao sendo convertidos
na acetogenese e degradados na fase metanogénica. Segundo Zhang et al., (2016)
0 excesso de AVT pode ser produzido a partir de substratos facilmente hidrolisados.
Outro fator que pode ter contribuido com esse acumulo dos acidos pode ser o
choque de carga organica que ocorreu com o0 aumento de carga abrupta de 11,0 g
DQOoa (L d)™* no dia 452 para 33,0 g DQO (L d)™* no dia 464 na Fase VI (Figura
8 A), ndo havendo tempo para adaptacdo dos micro-organismos a carga organica
aplicada. Santos et al., (2014), operando dois reatores anaerobios em condi¢cdes
termofilicas e utilizando como substrato vinhaga de cana-de-agUcar, observaram que
0 aumento da COV resulta no aumento da quantidade de compostos organicos,
como os AVT, disponiveis para degradacdo microbiolégica. Na fase VII, a alta
concentracdo dos AVT levou ao decréscimo na alcalinidade do sistema e acumulo
de acidos volateis totais, os quais segundo Bouallagui et al., (2005) inibem a
atividade metanogénica, como ficou evidenciado com a queda na producdo
volumétrica de metano (Figura 9).

A recirculacdo do efluente do reator R4 pode ter sido outro fator que teve
influéncia no aumento de AVT, pois parte dos acidos produzidos que nao foram
consumidos pelos micro-organismos retornaram ao processo. Porém, até a fase V e
apos a recuperacdo dos reatores na fase VI, a recirculacdo mostrou-se benéfica
para a melhoria da alcalinidade no sistema. De acordo com Barros et al. (2016), a
utilizacdo da recirculacdo de efluentes, com o objetivo de manter a alcalinidade
produzido a partir do metabolismo metanogénico permite equilibrio adequado entre
pH, alcalinidade e AVT. Independentemente do tipo de agente alcalinizante, a
recirculacdo de efluentes tende a ser a melhor abordagem para alcancar uma
estratégia de alcalinizacdo eficaz e de baixo custo em sistemas completos de
tratamento de vinhaca (Fuess 2017b)

Neste estudo, foi observado valores de nitrogénio amoniacal (N-am)

crescentes do afluente para o efluente do R4 (Figura 7), indicando que ocorreu a
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amonificacdo. Segundo Yenigun e Demirel (2013), a aménia € produzida através da
degradacéao biologica de matéria nitrogenada e proteinas disponiveis no substrato,
sendo nutriente essencial para o crescimento microbiologico. Segundo Murto et al.
(2004), concentracdes adequadas de amobnia no reator anaerobio auxiliam o
tamponamento em virtude da capacidade de formacdo de NH4HCO3; Na fase |
ocorreram 0S maiores acréscimos das concentracdes de N-am. no afluente para o
efluente do R4. Contudo, os valores de N-am. foram inferiores a 3000 mg L™, valores
indicados por Hejnfelt E Angelidaki, (2009) que causam toxicidade aos micro-
organismo. Portanto, n&o ocasionaram efeitos adversos na microbiota
metanogénica, como observado pela producdo de metano em todos os reatores
RAHLF (Figura 9).

5.3 Demanda quimica de Oxigénio (DQO) e Eficiéncia de remocéo de DQO

Os valores médios de DQOqqa N0 afluente foram de 7498 a 38317 mg LY o
que proporcionou COV médias crescentes no R1, de 6 a 31 g DQOa (L d)?, para
os tratamentos I, II, 1ll, 1V, V, VI, VIl e VIII, respectivamente (Tabela 8). O aumento
gradativo das COV permitiu a adaptacdo dos micro-organismos a vinhaca e a
estabilidade na remocédo de DQOya € na produgdo volumétrica de metano para o
sistema (R1+R2+R3+R4) no final das fases IlI, V e VIl (Figuras 8A e 9), como
também observado por Barros et al., (2017).

Ferraz Jr. et al., (2014) avaliou a influéncia da COV aplicada, por meio da
variacdo do TDH, sobre a producdo de hidrogénio, utilizando como substrato
vinhaca. Os autores utilizaram quatro reatores anaerobios de leito empacotado
(APBR) operados em paralelo, com volumes totais e liquidos de 3,5 e 2,3 L,
respectivamente, em temperaturas termofilicas (55° C), usando como meio suporte
polietileno de baixa densidade (LDP). As COVs aplicadas foram de 36,4 a 108,6 g
DQOotar (L d)'1 e TDHs de 8 a 24 h. Com base nos resultados os autores concluiram
gue as condi¢cbes operacionais que permitiram maxima producdo e rendimento de
hidrogénio foram com COV de 84 g DQOw (L d)* e TDH de 10 h e também
verificaram que a COV teve forte influéncia sobre a selecdo da populacéo

microbiana.
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TABELA 8. Valores médios e coeficiente de variacdo (c.v. em %) da DQOtotal no afluente (mg L™) e efluente, carga organica volumétrica
(COV) e eficiéncia de remocao de DQOtotal (%) durante a operacdo dos reatores RAHLF em série, R1, R2, R3 e R4, no
tratamento de vinhaca.

Parametros Reator Fases

| Il 11 [\ V Vi VI VI C.V. F
Afluente 7948d 9499d 8507d 17665c 24450b 33125a 38317a 32251a 5654 80,00**
R1 6718d 6683d 7660d 16355c 18051c 30687b 36120a 22452c 6223 87,27*
DQO total R2 5587 e 4960e 6825e 14614cd 13348d 28895b 34798a 19284c 6973 92,33*
R3 4964 e 4280e 6328e 13555c 11426cd 27336b 33367a 16989c 7375 86,74*
R4 4569 de 3766e 5947e 12698c 10132cd 25394b 31993a  14657c 7691 81,04*

R1 6d 8d 7d 14 c 20b 27 a 3la 26 a 56,54 80,00**

CoV R2 5d 5d 6d 13c 15c¢c 25b 29 a 18 c 62,23 87,27*

g DQOtotal (Ld)*  R3 5e 4e 6e 12 cd 11 d 23b 28 a 16 c 69,73 92,33
R4 6e 5e 8 de 17 c 14 cd 34b 42 a 21c 73,84 85,83+

R1 16 b 30 a 10b 10b 26 a 7b 8b 3la 74,42 29,94

R2 15b 27 a 11 bcd 12 bc 26 a 6 cd 4d 20 ab 79,49 22,10**

DQRch?tg?(()%) R3 12 abc 14 a 8bcd 8 bcd 16 a 6cd 5d 12 ab 6L71  12,71%
R4 9 bc 11 ab 7 bc 7 bc 11 ab 8 bc 5c¢ 17 a 72,55 7,81%

ooy 43D 60a  32bc 32bc  60a  25cd 19d 57a 4918  5015%

c.v -coeficiente de variagdo; Letras mindsculas diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey a 5%. ** - Significativo a 1% de probabilidade (p<0,01); * -
Significativo a 5% de probabilidade (p<0,05) ns - n&o significativo (p>0,05); p - probabilidade.
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Apos a entressafra da cana-de-agucar, no inicio da fase Ill e VI, foi observada
diminuicdo abrupta da remoc&do de DQOy, indicando dificuldade na retomada dos
reatores RAHLF no tratamento da vinhaca. Na fase VII foi observada baixa remocéao
de DQOtotal que também fica evidenciado no baixo consumo de AVT e baixa
producdo de biogas. De acordo com De Jonge et al., (2017) as interrupcdes e as
sobrecargas organicas, podem ter consequéncias significativas para o desempenho
do processo, em virtude da desestabilizacdo das relacbes entre os diversos grupos
de micro-organismos presentes nos reatores anaerobios, o que pode ter afetado a
microbiota dos reatores RAHLF no inicio das fases lll e VI e na fase VII.

Amorim et al., (2005) avaliou o desempenho de reator anaerdbio horizontal de
leito (RAHLF), submetido ao aumento progressivo de COV e aplicacbes de
sobrecargas, usando como meio suporte espuma de poliuretano, utilizando como
substrato esgoto sintético. O reator foi operado a temperatura de 30°C e TDH de 7
horas, a COV e sobrecarga maxima aplicada baseada no volume total do reator, foi
de 6,8 e 18,8 g DQOww (L d)?, respectivamente. Os autores observaram que
ocorreu aumento na DQO e AVT nos efluentes e diminuigdo na porcentagem de
metano no biogas devido as aplicacbes de sobrecargas. No entanto, o reator
recuperou desempenho operacional depois de aproximadamente 17 h, para todas as
condicOes testadas.

Duda et al. (2015), avaliaram sistema de tratamento composto um reator
anaeroébio horizontal com manta de lodo (RAHML) e trés reatores RAHLF instalados
em série, tratando aguas residuarias de suinocultura. Os autores obtiveram
eficiéncias de remocéo de DQO de 68%.

Em nossa pesquisa observou-se que as maiores remoc¢fes de DQOtotal
ocorreram no R1 e R2 (Figura 8 B). A ocorréncia disto pode ter sido em virtude da
maior disponibilidade de material organico de facil degradacdo. No R3 e R4, as
eficiéncias médias de remocdo de DQOtotal, foram inferiores a 20% em todas as
fases, que podem ter ocorrido em virtude dos baixos TDHs e das altas COVs
aplicadas, de até 42 g DQOtotal (L d)™, no R4, na Fase VII. No entanto, 0 R3 e R4
contribuiram para a obtencdo de eficiéncias de remo¢do de DQOtotal superiores a
60% no final do periodo das fases Il, V e VIl (Figura 8 B) para o sistema composto

pelos reatores RAHLF (R1+R2+R3+R4). Isto indica que com os reatores RAHLF em
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série, € possivel obter boas remocfes de DQO apds um periodo de adaptagcdo do
lodo. O mesmo € observado por (Adames, 2017) que avaliou o desempenho de
guatro reatores anaerobios horizontais com leito fixo (RAHLF), R1, R2, R3 e R4,
instalados em série para remocdo de matéria organica, coliformes, nutrientes e
producdo de metano na co-digestdo anaerObia de esgoto sanitario (ES) com
diferentes proporcdes de residuos vegetais (tomate e banana) (RV), com TDH de
10,9 dias, utilizando como meio suporte nos reatores R1, R2 e R3 anéis de bambu e
no R4 anéis de polipropileno, aplicando COV no R1 de até 10,4 g DQOoa (L d) ™. Os
autores observaram que os reatores R1+R2 foram responsaveis pelas maiores
remocdes de DQOia Superiores a 85% e para o sistema de reatores
(R1+R2+R3+R4) remocdes de DQOya 97%. Confirmando as vantagens de reatores
anaeroébios continuos em série, pois possibilitam a melhoria na remocao de matéria
organica em menor tempo.

Existem alguns estudos no tratamento de vinhaca com o uso de sistemas
combinados em reatores acidogénicos e metanogénicos de dois estagios ou
sistemas combinados para produzir hidrogénio e metano nos quais a eficiéncia de
remocdo em termos de DQO sé&o acima de 60% podendo chegar até 97%.

Ferraz Jr. et al.,, (2016) avaliaram o desempenho de reatores tratando
vinhaca, em sistemas de estagio unico (UASB |) e em dois estagios (UASB II), com
sistema APBR acidogénico e um reator UASB metanogénico, com TDHs de 34 e 23
h e COV de 25 g DQOtotal (L d)™. Os autores observaram eficiéncia remo¢do DQO
total de 60% e 74% UASB | e UASB Il. SANTOS et al. (2017) avaliaram o
desempenho do biorreator de membrana bifasica anaerébio em dois estagios (2-
SAnNMBR) tratando vinhaca, com trés diferente TDHs (5,3; 4,2 e 3,1 dias), em
temperatura mesofilica com COV de até 6,0 g DQOtotal (L d)™, obtiveram eficiéncia
média de remo¢do de matéria organica com valores de 97%. Barros et al., (2017),
gue avaliou a producéo de metano de vinhagca com suplementagcédo com torta de filtro
em dois reatores UASB em serie na faixa de temperatura termofilica, obtiveram
eficiéncia de remocao de DQO 60% para o sistema (R1 + R2) foi obtida na maior
DQO testada 31 g DQOtotal (L d)*. Cabrera-Dias et al., (2017) avaliaram o
tratamento anaerobio da vinhaca bruta em um sistema combinado composto por

dois reatores metanogénicos (UASB + APBR). Os autores verificaram que a melhor
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condicdo para o sistema combinado foi de 12,5 g DQO total (L d)* com eficiéncia
de remocéo DQO de 87% para o sistema.

A baixa eficiéncia de remocao de DQO obervada em nossa pesquisa pode
ser atribuida a presenca de matéria organica recalcitrante de dificil degradacao no

substrato, que retornava ao processo com o uso da recirculagao.

5.4 Producao de metano

Foram observados os maiores valores de producao volumétrica de metano de
1,230 (R1); 1,233 (R2) LCH. (L d)* (Figura 9) na Fase V, com aplica¢cdes médias de
COVs de 20,0 g DQOy (L d)* no R1 e temperaturas médias do ar de 24,9 °C. Em
nossa pesquisa devido a configuracdo do sistema os reatores R3 e R4 possuem
menores TDHs, que permite altas concentraces de matéria organica em todo
sistema, tornando possivel a obtencdo de producao volumétrica de metano de 0,671
(R3), 0,708 LCH,4 (L d)* (R4) e de 1,065 (R1+R2+R3+R4) L CH, (L d)* na fase V,
com porcentagem de metano de aproximadamente 70%. Estes valores sdo proximos
aos observados por Barros et al., (2016), que obtiveram valores médios de 0,938 L
CH. (L d)* tratando vinhaca em um reator UASB, com menor COV de 11,5 g
DQOa (L d)™* e superiores aos valores encontrados por Barros (2017), que avaliou
a producdo de metano de vinhaga com suplementacdo com torta de filtro em dois
reatores UASB em serie na faixa de temperatura mesofilica, com aplicagdo de COV
similares as que foram utilizadas em nosso estudo durante a fase V e observou
valores de 0,89 L CH,4 (L d)* para o sistema (R1 + R2).

O aumento da COV resulta no aumento gradual da producdo de biogas, que
pode ter ocorrido em virtude da maior disponibilidade do substrato a ser convertido
(Grover et al., 1999). Na fase VII, foi observada diminuicdo na produgéo volumétrica
de metano (Figura 9 e Tabela 9), e isto ocorreu provavelmente devido ao acumulo
de AVT que nado foram consumidos pelos micro-organismos. A alta concentragcéao de
AVT leva a uma diminuicdo de pH e altos niveis de acumulo de acidos, os quais
inibem a atividade metanogénica e, consequente, reducdo na producdo de metano
(Bouallagui et al., 2005).

Tangkathitipong et al., (2017) avaliou a producédo de hidrogénio e metano

produzidos separadamente a partir de aguas residuarias de biodiesel com adicdo de
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glicerina sob temperatura mesofilica usando um sistema reator anaerébio de dois
estagios (ASBR) e verificou que o desempenho do processo da unidade metano
ASBR em termos de producédo de metano diminuiu, resultante do acumulo de AVT,
também como foi observado em nosso sistema (Figura 7). Na fase VIII foi observado
gue com a recirculagcéo do efluente dos reatores UASB, ocorreu a recuperacéo do
sistema retomando a producao volumétrica nos reatores, com 0s maiores valores de
0,531; 0,492; 0,410; 0,298 e 0,470 LCH, (L d)™ nos reatores R1,R2 R3, R4 e para o
sistema (R1+R2+R3+R4), respectivamente.
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FIGURA 9. Producdo volumétrica de metano nos reatores anaerébios horizontais
de leito fixo (RAHLF), em série, R1, R2, R3 e R4, no tratamento de
vinhaca. T: R1 + R2 + R3 + R4.

Os valores médios da producdo especifica de metano no sistema foram de
0,289; 0,207; 0,255; 0,222; 0,240; 0,147; 0,077 e 0,101 L CH4 (g DQOtotal
removida)™ nas fases I, II, Ill, IV, V, VI, VII e VIII respectivamente (Tabela 9). Em

nossa pesquisa até a fase V, com COV de 20 g DQOtotal (L d)*, adicionando
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apenas ureia, obtivemos valores superiores aos observados por (Barros, 2017) com
COV similares, obteve valores de 0,17 L CH4 (g DQOqotal removida)'l para o sistema
UASB (R1 + R2), fazendo suplementacdo com torta de filtro como fonte de
nutrientes.

Cabrera-Dias et al., (2017) avaliaram o tratamento anaerébio da vinhaga bruta
em um sistema combinado composto por dois reatores metanogénicos, reator
anaerébio de manta de lodo (UASB) + reator anaerébio de leito fixo (APBR), com
COV de até 24 g DQOyw (L d)* e TDH entre 10 e 1,3 dias para o reator UASB,
para o reator APBR, COV de até 14,5 g DQOy (L d)™* e TDH entre 8 e 1,2 dias. Os
autores observaram que a melhor condi¢ao para o sistema combinado foi de 12,5 g
DQOa (L d)™* com médias de 0,289 L CH4 (g DQOa removida)™ para o reator
UASB e 4,4 g DQOoa (L d)™ com 0,207 L CH4 (g DQOyota removida)™ para o reator
APBR. De acordo com os atureos a combinacdo de dois reatores anaerdbios
metanogenicos UASB + APBR melhorou claramente o desempenho do processo,
como resultado ndo somente de uma maior eficiéncia de remocao de DQO, mas
também de um conteudo maior de CH 4

Toledo-Cervantes et al., (2018) avaliaram digestao anaerébica em reatores de
leito fixo (PBR) de fluxo ascendente em dois estagios, para o tratamento de vinhaca
de tequila, alcancaram COV de 9,5 g DQOtotal (L d)™ com TDH de 3,3 d, utilizando
com meio suporte tubos de PVC e temperatura controlada a 35° C. Os autores
obtiveram producao especifica de metano para o sistema de 0,29 L CH,4 (g DQOtotal
removida)™, valores préximos aos encontrados em nossa pesquisa.

Ferraz Jr. et al., (2016), com COV de 25 g DQOtotal (L d)*, obtiveram valores
inferiores, utilizando sistema Unico, de 0,250 L CH, (g DQOtotal removida)™® e
superiores no sistema em dois estagios de 0,316 L CH, (g DQOtotal removida)™, o
gue indica a necessidade da fase acidogénica para melhorar a producéo de energia

a partir de vinhaca.


https://www.sciencedirect.com/topics/chemical-engineering/methane

TABELA 9. Caracteristicas do biogés e producéo especifica de metano nos reatores RAHLF (R1, R2, R3 e R4), instalados em série.

Parametros Reator Fases
[ I Il \Y, v VI il il cv. F
R1 0,305¢ 0,348c 0,150de  0,341c  1,230a 0212d 0085e 0531b 9520 30890
Producé&o Volumétrica R2 0,453bc 0,446 bc 0,218d 0,379 ¢ 1,233a 0,391bc  0,144d  0,492b 7905 179,48
de metano R3 0,149d 0,055e 0,132de  0,277c  067la  0,371b  0,148d 0410b 8746 12152+
(LCHa (L d)™) R4  0119cd 0052d 0061d 0200c 0708a 0391b  0,060d 0298b 11614  12038*
Rt 0292¢ 0,286c 0,157d 0330c 1065a 0,305¢c  0,125d 0470b 8269 301,12
R1 0,249 a 0,179b 0,256 a 0,224 ab 0,201 ab 0,111 c 0,053 ¢ 0,080 c 75,21 33,18*
Producéo especifica R2 0,326a 0,293a 0,282a 0,237 a 0,253 a 0,186 a 0,208a 0,276a 89,34 2,15

de metano R3 0,165¢c  0,067d 0,226ab 0,216 bc 0,283 a 0,160 c 0,097d 0,162c 73,20 25,99+
(LCH4 (g DQOremovida)™) R4 0,121b  0,105b 0,073b  0,087b  0,384a  01123b  0,025b  0,072b 22245 1209+
Rt 0289a 0,207c 0255ab 0,222bc 0,240abc  0,140d  0,077e 0,101de 5943 42,96
R1 56 c 50d 39e 62D 58 bc 49d 71a 58 bc 21,73 102,39**
Metano no biogas R2 69 b 68 b 68 b 56 d 71 ab 62c 74 a 62c 13,95 40,37**
(%) R3 76 a 46 e 72 ab 59 d 71b 67 C 75 ab 66C 1806 11568+
R4 78 a 68 b 49d 63c 80 a 71D 79 a 71D 16,35 212,85

c.v -coeficiente de variacéo; Letras mindsculas diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey a 5%. ** - Significativo a 1% de probabilidade (p<0,01); * - Significativo a
5% de probabilidade (p<0,05) ns - ndo significativo (p>0,05); p - probabilidade.
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55 Macronutrientes e micronutrientes

O nitrogénio e o fosforo sdo nutrientes essenciais para 0S micro-organismos,
incluindo os metanogénicos, e a absor¢cdo de nitrogénio pode ocorrer na forma de
diferentes compostos de nitrogenados (Mccarty et al., 2001).

Como foi realizado a suplementacdo de uréia no afluente durante todo periodo da
pesquisa, observou-se que o nitrogénio kjedahl ndo foi limitante para a digestdo
anaerodbia da vinhacga, com a relacdo DQO:N superior a 350:5, considerada ideal (Tabela
10) (Chernicharo, 2007), principalmente durante as fases | a V, demonstrando
alcalinidade parcial eleveda e estabilidade para remocédo de DQOtotal e producéo de
metano. As concentracdes de nitrogénio Kjedahl (NK) aumentaram de 639 para 1297 mg
L™, com os maiores valores nas fases IV e V. Esse aumento na quantidade de nitrogénio
pode ter ocorrido devido a recirculacdo do efluente do reator R4, que contribuiu para que
parte do nitrogénio ndo degradado retornasse para o sistema.

A adicéo de ureia para a digestdo anaerdbia de vinhaca e posterior utilizacdo da
vinhaca biodigerida na fertirrigacdo é estratégia promissora para a reducao de custos na
lavoura, pois a decomposicdo da ureia libera amonia, o que poderia aumentar o teor de
N na vinhaca e reduzir custos com a suplementacdo de fertilizantes minerais (Janke et
al., 2017; Fuess et al., 2018)

Além disso a adicdo da ureia pode aumentar a alcalinidade do sistema de
digestdo anaerdbia, por meio da conversdo da ureia em OH ™ + NH ;" (Janke et al.,
2016).

Os valores de Py ficaram abaixo dos recomendados, que é de 350:1
(DQO:Piota)), €XCEtO Na Fase | (Tabela 10). As maiores concentracfes observadas na
Fase I, pode ser explicado pelo fosforo remanescente contido nas aguas residuarias de
suinocultura tratadas nos reatores RAHLF, antes da realizagao deste trabalho.

Os valores de eficiéncia de remocao de NK e Py NOS reatores em série (R1 + R2
+ R3 +R4) variaram de 12 a 46% e de 32 a 92%, respectivamente (Figura 10A e 10B).
Onodera et al., (2013) concluiram que a remocao do NK e Py dOs reatores anaerobios
pode ser resultado da sintese celular e da precipitacdo de fosfato de calcio no lodo

anaerobio.


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/ammonia
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TABELA 10. Concentracdes (mg L™Y) e eficiéncia de remogéo (%) dos macro nutrientes NK, P-total e K no afluente e efluente dos reatores
RAHLF em série (R1, R2, R3 e R4) no tratamento anaerdbio mesofilico da vinhaca.

Fases
Parametros I 11} \Y, V VI Vil VI cv. F
Afluente - DQO:N:P (350:5:1)
DQO 350 350 350 350 350 350 350 350
N 28 25 23 27 16 6 7 7
P 1,3 0,3 0,6 0,1 0,1 0,3 0,1 0,03
Afluente 639 a 671 a 539 a 1297 a 1168 a 578 a 818 a 669 a 66 2,34*
R1 584 b 832 Db 582 b 1762 a 1106 b 732 b 751b 662 b 69 8,84**
NTK R2 464 b 856 ab 644 b 2069 a 1244 ab 857 ab 8l4ab 692D 76 4,49%*
R3 595 a 541 a 635 a 1138 a 1073 a 669 a 721 a 918 a 62 ns
R4 700 a 745 a 548 a 1189 a 1016 a 504 a 611 a 459 a 68 ns
Afluente 30a 7cC 15 bc 6c¢C 5c¢ 26 ab 15 bc 1,2c 85 10,21**
R1 24 a 6c¢C 17 ab 6c¢C 5c¢ 27 a 9 bc 0,27 c 96 16,66**
P R2 19 ab 5bc 15 abc 6 bc 5 bc 25 a 10abc 0,20c 91 6,11**
R3 24 a 5 abc 14 abc 4 bc 5 abc 23 ab 15 abc 0,3c 104 5,10%*
R4 14 b 6 b 12 b 2Db 6 b 32 a 13 b 8b 98 8,77+
Afluente 73 ab 91 ab 111 a 90 ab 51 bc 68 abc 25¢ 9c 56 9,9%*
R1 69 a 92a 99a 93a 67 a 64 a 19b 13b 54 9,73*
K R2 8la 70 a 92 a 110 a 65 ab 73 a 20b 13 b 58 7 ,4%*
R3 76 ab 91 ab 101 ab 82 ab 72 b 72 b 75b 138 a 32 2,82*
R4 126 a 96 a 95a 8la 73 a 68 a 72 a 66 a 55 ns
Remocao (%) 28 a 3la 27 a 39a 35a 12 a 38a Oa 75 ns

c.v -coeficiente de variagdo; Letras mindsculas diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey a 5%. ** - Significativo a 1% de probabilidade (p<0,01); * - Significativo a 5% de probabilidade (p<0,05) ns -

nao significativo (p>0,05); p - probabilidade.
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N&o foram observadas remocdes significativas de potassio (K), e os maiores
valores foram observados no afluente, de 111 mg L™ (Tabela 10). De acordo com Chen
et al., (2007) as concentracdes baixas de potassio, menores que 400 mg L™* melhoram o
desempenho em reatores anaerdbios termofilicos e mesofilicos. Portanto, o potassio
disponivel no efluente e 0 NK e 0 Pyyq, retido no lodo poderdo ser utilizados para a
fertirrigacdo e adubacdo, e assim, substituir parte da adubacdo mineral e diminuir os
custos de producdo. Segundo Arienzo et al., (2009) a aplicacdo das aguas residuérias
com niveis elevados de potassio € feita com intuito de aumentar a fertilidade do solo,
com a excecao de efluentes alcalinos que podem dissolver carbono organico no solo.

As eficiéncias de remocao de Ca, Mg, Fe, Mn, Zn e Cu foram baixas e esses
elementos permaneceram no efluente (Tabela 11). Segundo Barros et al., (2017) essa
caracteristica é interessante, porque o efluente pode ser usado na fertirrigagdo da cana -
de - acucar. Assim, os nutrientes disponiveis no efluente e retidos no lodo podem ser
usados substituindo parte do fertilizante mineral e reduzindo os custos de producdo da
cultura da cana-de-acucar. As concentracdes de Ca, Fe, Zn, Mg, Cu e Mn no afluente do
R1 e efluente do R4 foram de 12,0; 27,8; 33,5; 18,6; 0,9 e 4,5 mg L™ e de 8,5; 7,0; 12,3;
13,1; 0,7 e 2,3 mg L* (Tabelas 11 e 12). Os micronutrientes estdo principalmente
relacionados ao papel de cofatores em numerosas reacdes enzimaticas envolvidas na
bioguimica da formagdo de metano. Especialmente notaveis séo os resultados relatados
para Fe que, juntamente com seu baixo custo, 0 torna um suplemento promissor em
digestores anaerébios (Romero-Guiza et al.,2016). Além do papel como fator de
crescimento, o Fe também atua na estimulacdo da formacado de citocromos e ferroxinas
(Fd), que séo vitais para o metabolismo energético celular (Choong et al., 2016) e
também € usado frequentemente para reduzir a concentracdo de sulfeto de hidrogénio
no biogas (Xu et al., 2017). Segundo Demirel e Scherer, (2011) a disponibilidade ou a
falta de elementos tracos como Fe, Co, Ni, Zn, Mo definitivamente possuem papel
significativo na manutencéo do processo e na conversao estavel e eficiente.

Janke et al. (2016) avaliaram a suplementacdo de uréia, fosfato e elementos
tracos, em um sistema UASB, com intuito de aumentar a estabilidade do processo e a
producdo de biogas a partir da vinhaca. De acordo com os resultados obtidos, o fosfato
na forma de KH,; PO, induziu o acumulo de acidos graxos volateis possivelmente devido
a inibicdo da metanogénese pelo potassio, embora o nitrogénio na forma de uréia tenha
aumentado a alcalinidade do reator, o processo foi sobrecarregado com uma COV de
6,1 g DQOtotal (L d)*e um TDH de 3,6 dias. No entanto, complementando uréia e

elementos tracos foi possivel operacdo estavel, mesmo a uma taxa de carregamento
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organico de 9,6 g DQOtotal (L d)* e um TDH de 2,5 dias foi possivel, resultando em

uma taxa de producdo de metano 79% maior com uma producdo de metano especifica
estavel de 239 mL g COD ..
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FIGURA 10. (A) Eficiéncia de remocédo de Fdésforo (B) Eficiéncia de remocdo de

Nitrogénio total kjeldahl nos reatores anaerdbios horizontais (RAHLF) de alta
taxa. T: R1 + R2 + R3 + R4.



TABELA 11. Valores médios de macro e micronutrientes, Ca, Fe e Zn, do afluente e efluentes dos reatores RAHLF, em série

(R1, R2, R3, R4).

Fases I [l [l \Y% V \i VIi VIII C.V. F
Ca
Afluente 5,0 bc 6,1 abc 12,0 ab 39c 3,2c 13,5a 9,7 abc 7,3 abc 73,2 4,92+
Efluente (R1) 3,5d 4,9 bed 104abc 45cd 3,3d 144a 104ab 6,3 abcd 72,88 8,21**
Efluente (R2) 39b 46D 8,4 ab 2,8b 31b 13, 7a 100a 4,4 b 76,11 8,96**
Efluente (R3) 4,7 bc 5,4 bc 5,1 bc 1,8¢ 38c 13, 7a 95ab 4,20 bc 80,47 7,27%
Efluente (R4) 3,8 cd 5,3 bcd 9,5 abc 1,8d 3,3d 15,3 a 9,8 ab 4.6 bed 81,09 10,25**
Eficiéncia (R1 + R4) 41,1 ab 38,4 ab 67,1a 51,7ab 488ab 215ab 151b 33,2 ab 53,17 2,5
Fe
Afluente 57a 59a 33,1a 7,0a 139 a 22,1a 10,8 a 53a 172,88 ns
Efluente (R1) 4,6 a 105a 20,3 a 7,2a 16,3 a 29,2a 113a 8,2a 123,9 ns
Efluente (R2) 45c 47 c 42c 7,4 be 150ab 185a 9,9abc 6,6bc 77,78 6,79**
Efluente (R3) 43a 8,6 a 31,1a 249a 139a 181a 941la 3,3a 203,68 ns
Efluente (R4) 42 c 57c 7,4 bc 6,7C 158ab 22,1a 10,6 bc 20c 78,11 8,75**
Eficiéncia (R1 + R4) 34,4 a 22,7 a 56,1 a 253a 10,2a 64a 296a 620a 84,16 2,47*
Zn
Afluente 48 a 24 a 0,5a 6,1a 52,6 a 335a 8,2a 16a 231,81 2,80*
Efluente (R1) 3,7a 6,1a 0,0a 49a 394 a 26,3 a 15,2 a 0,4a 210,42 ns
Efluente (R2) 55a 6,8 a 09a 48a 66,7 a 9,6 a 8,1a 11a 273,76 2,85*
Efluente (R3) 53b 15,5 ab 1,1b 18,4 ab 74,6 a 181ab 6,2b 0,7b 196,09 4,15%
Efluente (R4) 26,0 a 83a 15a 42 a 72,1 a 12,3 a 22,1a 0,4a 244,20 ns
Eficiéncia (R1+R4) 444a 56,5a 100,0a 58,8a 40,3 a 56,6a 75,7a 74,0 a 46,26 ns

c.v -coeficiente de variacéo; Letras minasculas diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey a 55%. ** - Significativo a 1% de probabilidade (p<0,01); * - Significativo a 5% de
probabilidade (p<0,05) ns - ndo significativo (p>0,05); p - probabilidade. Eficiéncia de remocéo: %
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TABELA 12. Valores médios de macro e micronutrientes, Mg, Cu e Mn do afluente e efluentes dos reatores RAHLF em série
(R1, R2, R3 e R4).

Fases I [l 11 v \% VI VI \ll C.V. F
Mg
Afluente 15,5 ab 9,7 ab 22,3a 18,2ab 93b 12,6ab 13,0ab 75Db 55,28 3,31
Efluente (R1) 16,9 ab 10,0 b 27,9a 154ab 13,2ab 13,3ab 13,1ab 11,1b 63,39 2,80*
Efluente (R2) 19,1 ab 7,7b 23,8a 16,8ab 10,8ab 12,0ab 153ab 9,2ab 65,7 2,52
Efluente (R3) 24,7 a 10,2 b 142ab 13,4ab 11,1b 11,8ab 135ab 20,4 ab 59,08 2,72%
Efluente (R4) 16,2 a 10,8 a 219a 128a 12,7a 125a 123a 214 a 55,66 ns
Eficiéncia (R1 + R4) 39,6 a 15,1a 410a 31,2a 163a 165a 125a 0,1a 95 ns
Cu
Afluente 0,6 ab 0,2 ab 0,929a 0,3ab 0,4 ab 0,3ab 0,1ab 0,02b 123,1 2,69%
Efluente (R1) 1,0 ab 0,3 abc 1,07a 0,3abc 0,6 abc 0,2bc O0O,11c 0,05c¢c 121,85 5,13
Efluente (R2) 0,8 ab 0,2 ab 1,05a 0,3ab 0,4 ab 0,1b 01b 004D 137,28 3,99
Efluente (R3) 0,8a 0,2a 0,6 a 0,2a 0,4 a 0,1a 0,1a 0,00a 167,46 ns
Efluente (R4) 0,4 abc 0,3 bc 0,79a 0,2bc 0,5ab 0,2bc 0,1bc 0,00c 99,78 6,14%*
Eficiéncia (R1+ R4) 55,5 ab 16,6 b 40,9ab 48,9 ab 18,6 b 52,5ab 49,6 ab 100,0 a 64 2,88
Mn
Afluente 15a 15a 2,7a 3,7a l4a 4,9 a 34a 13a 103,35 ns
Efluente (R1) 13a 15a 29a 29a 19a 53a 36a 13a 94,97 ns
Efluente (R2) 0,9c 12bc 2,7abc 1,4bc 1,3 bc 42a 3,6ab 09c 83,67 6,05+
Efluente (R3) 10a 1l1a 1,7a 2,8a 13a 4,2 a l6a 10a 120,97 ns
Efluente (R4) 0,6 c 1,3 bc 2,5 bc 0,8c 1,3 bc 55a 36ab 04c 96,85 10,54+
Eficiéncia(R1+R4) 516ab 46,4ab 43,0ab 53,0ab 25,0 ab 56,6 ab 5,8b 66,6 a 65,01 3,27*

c.v -coeficiente de variacéo; Letras mindsculas diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey a 55%. ** - Significativo a 1% de probabilidade (p<0,01); * - Significativo a 5% de
probabilidade (p<0,05) ns - ndo significativo (p>0,05); p - probabilidade. Eficiéncia de remocao: %.
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Segundo Romero-Guiza et al., (2016) a suplementacdo de macro e
micronutrientes foram utilizados com sucesso para superar a instabilidade da digestao
anaerdbia através da melhoria da capacidade tampdo do sistema e da atividade da
biomassa anaerébia, de acordo com os autores, este ultimo tem sido principalmente
relacionado ao papel dos micronutrientes como cofatores em inumeras reacodes
enzimaticas envolvidas na bioquimica da formacdo de metano.

Schmidt et al., (2018) avaliaram a digestdo anaerdbia de efluente de matadouro
com a adicdo de elementos tragos, utilizando reatores CSTR operados a temperatura
mesofilica. De acordo com os autores a adicdo de Fe, Ni, Co, Mn e Mo resultaram em
maior eficiéncia de degradacdo, melhor estabilidade do processo e maior producao de
biogas diéria, sendo 84% maior em comparagdo com 0s reatores controle

Choong et al. (2016) analisaram criticamente os impactos da suplementacdo no
desempenho da digestdo anaerdbica. Ressaltaram que em vez de se adicionar os
micronutrientes no digestor, o conteludo existente de elementos tracos nas matérias-
primas deve ser bem utilizado. Por exemplo, a estratégia de co-digestdo do substrato,
gue foi investigado por Barros et al. (2017) evidenciam que a digestdo anaerébia com
suplementacgéo principalmente de nitrogénio e fosforo, proveniente da adicdo de torta de
filtro de cana-de-acUcar e a recirculacdo do efluente, contribuiram para o aumento da
conversdo da vinhaca em metano, estabilidade do processo e reducéo dos efeitos de
possiveis choques de cargas organicas.

Além dos macronutrientes como carbono (C), nitrogénio (N), fésforo (P) e enxofre
(S), os micro-organimos anaerobios também exigem elementos tracos, com uma
concentracdo relativamente menor (Choong, et al. 2016). Consequentemente, as
concentragfes Otimas desses elementos sdo necessarias para manter a estabilidade do
sistema. Com base no coeficiente de rendimento tedrico das arqueias metanogénicas, a
proporcdo de elementos essenciais em relacdo a remocao de DQO pode ser estimada.
Usando o calculo tedrico descrito por Wu et al.,, (2016), foi determinado os valores
tedricos 6timos para os elementos previamente descritos e comparamos com o0s dados
experimentais obtidos para os efluentes dos reatores RAHLF. Como observado na
(Tabela 13), os resultados obtidos estdo entre os valores calculados para a maioria dos
elementos analisados, com excecédo das proporcdes de Fe que aumentou na fase lll, e o
Zn e Mn, que tiveram valores superiores em praticamente todas as fases com excecao
da fase VIl (Tabela 13).


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/anaerobic-digestion
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/digester
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/mesophile

TABELA 13. Valores de macro e micronutrientes analisados nos efluentes dos reatores RAHLF nas fases | - VIIl e os
valores calculados.

Parametros Ca-13a454* Mg - 1,4 a 56,5*
Fases Fases
1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8
R1 4,15 2,28 13,28 1,82 0,43 9,23 8,05 1,88/12,95 3,64 23,63 8,77 1,26 8,42 9,67 3,29
R2 285 3,10 9,97 1,74 058 891 6,99 207/1391 6,35 24,74 8,02 2,32 7,79 10,25 4,31
R3 7,23 7,12 16,05 2,14 155 8,09 6,92 1,83/3570 11,79 47,77 12,61 536 6,71 9,53 8,87
R4 12,89 10,61 11,36 1,64 282 442 153 0,26/67,68 19,91 35,23 11,56 8,20 1,86 1,87 1,22
Zn - 0,1 a 6,6* Fe-1,1a30,1*
R1 401 090 062 320 7,12 16,62 11,26 0,13(4,72 2,23 3291 330 187 185 84 24
R2 308 38 0,15 2,78 691 6,20 542 0,53(3,80 6,64 1764 3,70 286 120 6,6 3,1
R3 10,21 10,54 1,79 3,99 33,22 10,28 4,38 0,29|845 7,31 995 541 7,45 10,3 6,6 1,5
R4 14,41 30,39 6,19 16,99 55,31 1,83 3,37 0,02|11,86 16,78 114,01 5,29 10,32 3,3 16 0,1
Cu -0,02 a 1,69* Mn - 0,04 a 0,75*
R1 0,52 0,09 094 0,15 0,06 0,112 0,07 0,01(1,21 057 5,00 0,80 0,19 3,33 2,66 0,40
R2 0,80 0,16 0,92 0,13 0,10 0,08 0,06 0,02(1,06 0,92 405 0,65 0,33 2,74 2,42 0,43
R3 1,47 0,29 201 0,21 0,22 0,08 0,05 0,00{164 1,81 5,35 1,00 0,66 241 1,16 0,42
R4 219 044 131 0,20 0,32 0,02 0,01 0,002,774 218 8,33 0,88 0,93 0,82 0,55 0,02

* Valores ideais de macro e micronutrientes para metanogénicos calculados de acordo com Wu et al. (2016) (mg / g DQOremovida); unidades: Ca, Mg, Zn, Fe, Cu, Mn: mg L™.
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,Schmidt et al., (2014 ) avaliando estratégia de dosagem de elementos tracos para
a digestdo anaerébica de vinhaca de trigo, em reatores CSTR mesofilicos, verificaram
que o reator com deficiéncia de Fe / Ni, resultou em rapido acumulo no contetudo de
AGV.

Suarez et al., (2018) avaliaram o efeito da COV no desempenho e composicao
microbiana de um sistema UASB de dois estagios tratando aguas residudrias
de processamento de café, com COV de até 18,2 g DQO (L d)* e recirculagéo
de efluentes. Segundo os autores o0 sistema apresentou, estabilidade operacional,
obtendo uma producdo maxima de metano de 2,2 L CH4 (L d)?, com eficiéncia de
remocado de DQO de 84% e concluem que estas condicbes foram favorecidas pela
operacdo do reator de segundo estagio, recirculacdo de efluentes e proporcdo de
nutrientes (particularmente aumento de Fe).

De acordo Choong et al. (2016) a suplementacdo com elementos tracos € eficaz
para melhorar o desempenho do processo de digestdo anaerobica através da aplicacao
da dosagem o6tima ideal, principalmente quando utilizado para os substratos que

apresentam baixo teor destes elementos, como a vinhaga (Gustavsson et al., 2013).

5.6 Soélidos totais e so6lidos volateis

A relagdo SV/ST média do lodo nos reatores RAHLF R1, R2, R3 e R4 foram
inferiores a 0,7 (Figura 11). De acordo com a Resolugéo n° 375 do Conselho Nacional do
Meio Ambiente (Conama) (Brasil, 2006) para fins de utilizacdo agricola, o lodo de esgoto
ou produto derivado sera considerado estavel se a relacdo SV/ST for inferior a 0,70.
Assim, observou-se que o lodo foi estabilizado e quando necessario, observando-se a
relacdo SV/ST, poderia-se retirar o lodo excedente em todos os pontos de coleta dos
reatores RAHLF, e o mesmo podera ser destinado a agricultura.

Os valores de solidos volateis (SV) do lodo nos reatores RAHLF (R1, R2, R3 e
R4) aumentaram com o aumento gradual da COV, que proporcionou aumento da
guantidade de matéria organica disponivel para biodegradacéo, elevando a multiplicacao
da biomassa microbiana e manutencao de altas concentracées (SV de 20 a 40 g L™) de
lodo biolégico ativo em todos reatores (Figura 12).

No presente estudo ndo foi necesséario fazer descarte de lodo durante todo
periodo de operacdo dos reatores, com isso, verificamos acumulo da biomassa, que
possibilitou retomada estavel, apés 120 dias sem operacdo do sistema, durante a
entressafra da cana-de-acucar. O mesmo foi verificado por Damianovic et al. (2016),

avaliaram o uso potencial de um reator RAHLF para o tratamento a longo prazo (888


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960852416303145#b0250
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/waste-water
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/waste-water
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/effluent
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/effluent
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960852416303145#b0105
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dias), de aguas residuarias sintéticas, e observaram que a capacidade dos reatores

anaerdbicos em suportar longos periodos sem alimentacao torna a sua aplicacao viavel

em processos sazonais, e a estabilidade do processo a longo prazo ocorreram sem

descarga de biomassa.
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5.7 Quantificacdo da microbiota presente nos reatores da fase 5

A digestdo anaerObica € usada com sucesso para o tratamento de residuos
sélidos urbanos e efluentes industriais com producdo de energia concomitante. Por ser
processo robusto e estavel ainda existe pouco estudo e detalhamento da comunidade
microbiana. Atualmente, o estudo deste ecossistema complexo é facilitado pela
disponibilidade de diferentes ferramentas moleculares (Cabezas et al., 2015).

Dentre as diversas técnicas moleculares utilizadas, a técnica de PCR quantitativa
em tempo real (QPCR), muito sensivel e reprodutivel, vem sendo utilizada para identificar
e quantificar grupos microbianos responsaveis pelas diversas etapas da digestédo
anaerobia (Barros et al., 2017; Cerrilho et al., 2016; Duda et al., 2015).

Neste trabalho, os resultados da qPCR permitiram quantificar os principais
microrganismos da digestdo anaerodbia no lodo dos reatores RAHLF (R1, R2, R3 e R4)
durante a fase 5, em que foi aplicado no R1 COV média de 20,0 gDQO (L d)* e
observou-se maiores producdes volumétricas de metano, com porcentagem em torno de
70%. Na (Figura 13) observa-se valores do numero de cépias do gene 16S rDNA/g SV
semelhantes entre os dominios Bacteria (8x10° — 6x10*° de cépias do gene 16S rDNA/g
SV) e Archaea (2x10® — 2x10° de cépias do gene 16S rDNA/g SV), nos diferentes
reatores analisados. Essa diferenca entre os dominios pode ser explicado devido ao
maior numero de funcbes que sdo realizados pelo dominio Bacteria, no entanto a
diferenca de concentracdo ndo é grande, porque as Archaea tem baixas taxas de
multiplicagéo (1) e de utilizagdo de substrato (k) e portanto devem estar presentes em
altas concentragdes para converter as elevadas quantidades de acetato, H, e CO, em
metano, como ocorreu na Fase V.

A digestdo anaerobica (DA) depende da atividade de comunidades microbianas
altamente diversificadas, incluindo hidroliticas, acidogénicas e acetogénicas, bem como
archaea metanogénica. A menor diversidade de archaea metanogénica em comparagao
com os grupos bacterianos envolvidos na DA e a falta de redundéancia funcional causa
maior suscetibilidade das mesmas em condi¢cdes desfavoraveis (privacdo dos elementos
traco), controlando assim a estabilidade do processo todo (Wintsche et al., 2018).
Portanto, nos resultados, este equilibrio microbiano “quantitativo” indica que ndo houve

falta de nutrientes (elementos tra¢os) no sistema para as diversas arqueias.
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Barros et al. (2017) avaliaram a microbiota da digestdo anaerdbia com o uso da
torta de filtro (rico em N,P e elementos traco) no tratamento da vinhaga em reatores
UASB. Os autores verificaram que os dominios Bacteria e Archaea estavam em
equilibrio, porém a diversidade de arquéias ainda continuou sendo menor. Portanto em
nosso sistema nao foi necessario a adicdo desses nutrientes, os quais foram mantidos
em concentracdes adequadas com o auxilio da recirculacdo e com 0s macros e
micronutrientes existentes no contetdo da vinhaca, principalmente, nas fasesla V. .

Esta complexa relagdo microbiana € considerada vulneravel se houver variacfes
no acumulo de compostos em determinadas concentracdes, tais como acidos volateis
totais (AVT), amonia livre, ou alteracdes abruptas nas condi¢cbes operacionais, como
variacao de pH e temperatura, que podem inibir alguns microrganismos a exercerem sua
funcao (Chen et al., 2014; Amha et al., 2018). O que nao foi verificado em nosso estudo,
pois foi possivel observar equilibrio microbiano, mesmo com COV médias acima de 20 g
DQOtotal (L d)* e altas quantidades de AVT acima de 4000 mg L™ (Figura 6). Apesar
das elevadas quantidades de AVT, as maiores concentracdes foram da familia
Methanosaetaceae o que nos indicou que a metanogénese acetotréfica foi realizada
principalmente por arqueias do género Methanosaeta. Para que a estabilidade ocorra
nos reatores anaerobios, a concentracdo de arqueias deve ser proxima a de bactérias,
para que possam utilizar eficientemente os substratos produzidos pelas mesmas, uma
vez que 0S micro-organismos arqueias apresentam baixo crescimento e menores taxas
de utilizagdo de substrato que as bactérias (Barros et al. 2017).

Em relacdo as ordens, a Methanosarcinales (2 x10’ de cépias do gene 16S
rDNA/g SV) se destacou em todos os reatores (Figura 13), podendo ser considerada a
grande responséavel pela producdo de metano, a partir de acetato, H, e CO,, pois séo
mixotroficas. Enquanto, as arquéias da ordem Methanomicrobiales tiveram maior
participacdo na metanogénese hidrogenotréfica em relacdo as da ordem
Mtethanobacteriales, o relativo equilibrio entre as concentracdes de Methanosarcinaceae
e Methanosaetaceae nos indicou que para a via metanogénica acetoclastica houve
participacdo ativa de espécies arquéias de ambas as familias.

Xing et al, (2017) utilizando compostos de triptona e acetato/propionato
identificaram que a via metanogénica acetoclatica foi a dominante, com destaque para a
Methanosarcina. Os mesmos autores avaliaram que em glicose ou etanol, as vias
acetoclastica e hidrogenotroéfica foram utilizadas simultaneamente, com abundancia para

Methanosarcina e Methanobacterium.
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No presente estudo, a vinhaca, rica em compostos organicos, favoreceu a

simultaneidade de ambas as vias da metanogénese (acetotréfica e hidrogenotréfica)

(Figura 14). Esta adaptacao das populacbes de arquéias metanogénicas sob condicdes

de altas COV e AVT foi decorrente das fases anteriores (I a IV). O que indicando que 0s

reatores R1 a R4 foram eficientes na decomposicao inicial da vinhaca e de seus

produtos intermediarios, em virtude das altas concentracbes de micro-organismos do

dominio Bacteria. Com isso foi possivel produzir os substratos necessarios para as altas

producdes de metano, os quais foram convertidos com estabilidade devido as elevadas

concentracfes de arqueias

metanogénicas.
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6 CONCLUSAO

A utilizacdo de reatores anaerobios em série e a recirculacdo do efluente do R4,
permitiu a manutencdo da estabilidade do sistema, mantendo niveis de alcalinidade
suficiente para manter o pH apropriado na conversao de AVT, por micro-organismos
acetogénicos e metanogénicos no sistema anaerébio, e mesmo com a interrupcdo das
operagbes na entressafra, observamos elevadas eficiéncias de remocfes de matéria
organica e producao de biogas, apds um periodo de adaptacéo do lodo, que ocorreram
sem descarte de biomassa, indicando assim baixa producédo de biomassa nas condi¢des
avaliadas.

No sistema composto pelos reatores RAHLF em série foram observadas
producdes volumétricas de metano de até 1,06 L CH, (L d)*, em condices de
estabilidades, com COV média de 20 g DQO (L d)™* no R1.

A quantificagdo absoluta dos principais micro-organismos metanogénicos,
demonstraram valores semelhantes entre os dominios Bactéria e Archaea, nos reatores
RAHLF em série R1, R2, R3 e R4 indicando situacdo favoravel para o processo
anaerobio. Predominaram arquéias metanogéncias acetotréficas e mixotroficas da ordem
Methanosarcinales seguidas das hidrogenotroficas da ordem Methanomicrobiales

demonstrando que a produgéo de metano ocorreu por ambas as vias.
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8 APENDICE
8.1 Partida dos reatores RAHLF com aguas residuérias de suinocultura

Os valores médios da temperatura diaria média durante a partida dos reatores
RAHLF variaram de 14,8 a 27,7 °C, indicando que a partida foi realizada na faixa
mesofilica, Os valores médios de temperatura maxima, média e minima estdo
apresentados na (Figura 15).
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FIGURA 15. Valores de variacdo da temperatura (°C) do ar maxima, minima e

média durante a partida dos reatores RAHLF em série R1, R2, R3
R4.

8.2 pH, alcalinidade, acidos volateis totais e nitrogénio amoniacal durante a partida
dos reatores RAHLF.

Durante a partida os reatores RAHLF, os valores médios do pH no afluente
mantiveram-se proximos de 7,0 (Figura 16A). Os valores médios da alcalinidade parcial
(AP) aumentaram do R1 - 4, com o aumento da COV, com valores médios de 954 e
1617 (mg CaCOsl™) (Figura 16B). Pode-se observar que os AVT diminuiram nos reatores
R1 — 4 (Tabela 14), indicando que houve consumo dos acidos gerados. Neste estudo
durante a partida, foram observados valores de nitrogénio amoniacal (N-am) crescentes

do afluente para o efluente do R4 (Figura 16F), indicando que ocorreu amonificagéo.
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TABELA 14. Valores médios e coeficientes de variacdo (c.v.) do pH, da alcalinidade total
(AT), parcial (AP), intermediaria (Al), no afluente e efluente dos reatores
RAHLF mesofilico em série, R1, R2, R3 e R4.

Tempo de operagdo (dias)

—Afluente ——R1 —R2 —R3 —R4

— Afluente —4—R1 —R2 —R3 —R4

Temno de oneracio (dias)

Parametros AT c.v AP c.v Al c.v
Afluente 1808 41 954 53 855 41
R1 2019 35 1332 36 687 45
R2 2087 33 1517 35 570 47
R3 2094 32 1482 36 612 43
R4 2205 27 1617 25 588 45
AVT c.v N-amoniacal cv Al/AP ¢y
Afluente 642 46 422 9 -
R1 551 32 416 15 0,5 59
R2 403 55 472 12 0,4 46
R3 402 53 482 11 0,5 73
R4 384 49 501 12 0,4 40
Unidades: mg L™, exceto pH
A B 4000
3000 l
-
= 2000 & ; /i
E
— 1000
< 0
C 5000 ; D 6
< 4000 1
~ 3000 % L2
E 2000 1 < 08
% 1000 {= 0.4 —
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FIGURA 16. (A) Valores de pH, (B) alcalinidade total (AT), (C) alcalinidade parcial
(AP); no afluente e efluentes dos reatores RAHLF (D) relacdo AI/AP dos
efluentes, (E) acidos volateis totais e (F) Nitrogénio amoniacal (Nam) dos
afluentes e efluentes durante a partida dos reatores RAHLF.
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8.3 Demanda quimica de oxigénio (DQO) e eficiéncia de remocdo de DQO durante a

partida do reatores RAHLF.

Os valores médios de DQOyyy No afluente foram de 3937 mg LY o que
proporcionou COV médias crescentes no R1, de 3,2 g DQO (L d)?, na partida (Tabela
15). O aumento gradativo das COV (Figura 17) permitiu na partida COV acima de 5 g
DQOoa (L d)* para o tratamento da vinhaca.

——R1+R2+R3+R4 —COV
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FIGURA 17. Eficiéncia de remoc¢édo de demanda quimica de oxigénio total (DQOtotal) no
sistema total e carga organica volumétrica (COV).

TABELA 15. Valores médios e coeficiente de variacdo (c.v. em %) da DQOtotal no
afluente e efluente (mg L-1), carga organica volumétrica (COV) (g DQOtotal
(L d)-1 e eficiéncia de remocdo de DQOtotal (%) durante a partida dos
reatores RAHLF em série, R1,
Remocéo de DQO total

DQO total v (%) cv cov cv
Afluente 3937 o R1 27 . Rl 32 .
R1 2537 4 R2 26 s R2 13
R2 1723 R3 13 . R3 09 4
R3 1621 o R4 13 s R4 13 4
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8.4 Producao de metano durante a partida dos reatores RAHLF.

Foram observados valores médios de producdo volumétrica de metano de 0,099
(R1); 0,226 (R2); 0,072 (R3); 0,039 (R4) e de 0,15 (R1+R2+R3+R4) L CHy (L d)™*, com
porcentagem de metano de 78, 78, 80 e 83% no R1, R2, R3 e R4, respectivamente
(Figura 18).
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FIGURA 18. Producao volumétrica de metano observadas nos reatores RAHLF, R1,
R2, R3 e R4 e valores de metano observados no biogas. T: R1 + R2 + R3
+ R4.

8.5 Macronutrientes durante a partida dos reatores RAHLF.

Durante a partida dos reatores RAHLF, R1, R2, R3 e R4 observa-se que 0s
valores de Nk e Py, ficaram dentro dos recomendados, que é de 350:5:1 (DQO:N:Pita),
considerada ideal (CHERNICHARRO, 2007) (Tabela 16).

TABELA 16. Concentraces (mg L™) e eficiéncia de remocéo (%) de macro
nutrientes NK, P-total, no afluente e efluente dos reatores RAHLF
em série (R1, R2, R3 e R4) durante a partida dos reatores

RAHLF.
Parametros - Partida

Afluente - DQO:N:P
(350:5:1) NTK o | Proa
Afluente 504 57| 36 68
R1 513 39 25 46
DQO 350 R2 584 37| 23 57
N 45 R3 337 &7 24 53
P 3,2 R4 418 e | 27 49
Eficiéncia de remocao 65 55| 45 49




