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PRODUCAO DE METANO DE VINHACA COM SUPLEMENTACAO DE TORTA DE
FILTRO EM REATORES UASB EM SERIE, MESOFILICOS E TERMOFILICOS:
DESEMPENHO DO PROCESSO E DIVERSIDADE MICROBIANA

RESUMO - A producéo de biogas a partir da vinhaca de cana de aclucar tem um
enorme potencial do ponto de vista econdmico, energético e ambiental. No entanto, a
estabilidade da producéo de metano e a qualidade da vinhaca biodigerida nos reatores
anaerobios ainda necessitam de estudos, quanto as exigéncias de nutrientes e
alcalinidade, estratégias operacionais e conhecimento da microbiota. Neste trabalho,
foram avaliados dois sistemas de tratamento compostos por reatores UASB, em série,
para o tratamento da vinhaca na faixa de temperatura termofilica (Reatores - TR1 e
TR2) e mesofilica (Reatores - MR1 e MR2). Os reatores foram operados com cargas
organicas volumétricas (COV) crescentes de até 45 g DQOtotal (L d*) (TR1) e 29 g
DQOtotal (L d') (MR1). A vinhaga afluente foi suplementada com torta de filtro e as
maiores producfes volumétricas de metano obtidas para o sistema termofilico e
mesofilico foram de 4,0 (TR1) e 1,4 (TR2) LCH4 (L d)' e de 2,1 (MR1) e 1,2 (MR2) L
CHs (L d)%, respectivamente. Os filos bacterianos mais abundantes no lodo dos
reatores termofilicos (TR1 e TR2) foram o Thermotogae, Firmicutes e Bacteroidetes.
Para o lodo dos reatores mesofilicos (MR1 e MR2) os filos bacterianos mais
abundantes foram o Bacteroidetes e o Chloroflexi. Na PCR quantitativa observaram-
se quantidades equilibradas de bactérias e arquéias, a ordem Methanobacteriales
predominou no sistema termofilico e a ordem Methanosarcinales predominou no
sistema mesofilico. A vinhaca resultante do sistema termofilico foi submetida a
tratamentos fisico-quimicos e oxidativos avancados e obteve-se remoc¢éo de DQO de
81% e aumento da biodegradabilidade, de 0,10 para 0,44 (DBO:DQO), melhorando a
qualidade do efluente para disposicdo final ou para recirculagdo nos reatores
anaerobios.

Palavras-chave: carga organica volumétrica, biogas, recirculagcdo do efluente,
suplementacao de nutrientes, reacdo de Fenton.



METHANE PRODUCTION FROM VINASSE WITH FILTER CAKE
SUPPLEMENTATION IN UASB REACTORS IN SERIES, MESOPHILIC AND
THERMOPHILIC: PERFORMANCE OF THE PROCESS AND MICROBIAL
DIVERSITY

ABSTRACT - Biogas production from sugarcane vinasse has enormous economic,
energy, and environmental management potential. However, stability of methane
production and quality of biodigested vinasse in anaerobic reactors still require studies,
such as nutrient and alkalinity requirements, operational strategies and knowledge of
the microbiota. In this work, two treatment systems composed of UASB reactors in
two-stage configuration were evaluated for the treatment of vinasse in thermophilic
temperature range (Reactors TR1 and TR2) and mesophilic (Reactors MR1 and MR2).
The reactors were operated with increasing of organic loading rate (OLR) of up to 45
g totalCOD (L d)* (TR1) and 29 g totalCOD (L d)* (MR1). The influent vinasse was
supplemented with filter cake and the highest volumetric methane production obtained
in the thermophilic and mesophilic system were 4.0 (TR1) and 1.4 (TR2) L CHa (L d)*
and 2.1 (MR1) and 1.2 (MR2) L CHa4 (L d)1, respectively. The most abundant bacterial
phyla in the sludge of thermophilic reactors (TR1 and TR2) were Thermotogae,
Firmicutes, and Bacteroidetes. In mesophilic reactors sludge (MR1 and MR2), the most
abundant bacterial phyla were Bacteroidetes and Chloroflexi. Quantitative PCR
showed balanced amounts of bacteria and archaea, the order Methanobacteriales
dominated in thermophilic system and Methanosarcinales predominated in mesophilic
system. The vinasse biodigested from thermophilic system was subjected to advanced
physicochemical and oxidative treatments; COD removal of 81% and biodegradability
increase from 0.10 to 0.44 (BOD: COD) were achieved, improving effluent quality for
final disposal or recirculation in anaerobic reactors.

Keywords: organic loading rate, biogas, effluent recirculation, nutrients
supplementation, Fenton reaction.
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1. INTRODUCAO

A maioria das industrias sucroenergéticas brasileiras produz acgucar, bioetanol e
eletricidade. Na safra 2016/2017, foram produzidas 652 mil toneladas de cana-de-
acucar, gerando 38,7 mil toneladas de acucar e 27,2 bilhdes de litros de bioetanol
(UNICA, 2017). Na destilac&o do bioetanol sao gerados, de 10 a 14 L de vinhaca para
cada litro de etanol (ORTEGON et al., 2016). De acordo com Parnaudeau et al. (2008),
a maior parte do material organico presente na vinhaca de cana-de-acucar é composta
por glicerol, acido latico, etanol e acido acético.

No Brasil, a vinhaca é utilizada principalmente na fertirrigacdo dos canaviais
(LEME; SEABRA, 2016), em virtude da presenca de agua, matéria organica, e
nutrientes. No entanto, a fertirrigacdo é questionavel em virtude do pH &cido, cor
escura e presenca de substancias quimicas que podem levar a contaminacao das
aguas subterraneas, colmatacédo do solo (ARIMI et al., 2014; FUES e GARCIA, 2014),
0 aumento da fitotoxicidade, o odor desagradavel, consideraveis emissdes de metano
durante o armazenamento temporario, e também as emissfes de 6xido nitroso apés
a aplicacao da vinhaca no solo (JANKE et al., 2016a).

Embora a digestdo anaerébia seja reconhecida como a melhor alternativa para
o tratamento da vinhacga, ainda ndo € uma tecnologia bem estabelecida, em virtude
das variacdes nas caracteristicas e na presenca de compostos inibitérios na vinhaca.
Além disso, existem lacunas no processo que precisam ser estudadas para melhorar
o potencial de aplicacédo da digestdo anaerdbia na producao de bioenergia a partir da
vinhaca (MOTA; SANTOS; AMARAL, 2013).

O acumulo de acidos volateis em reatores anaerobios utilizados no tratamento
de vinhaca de cana-de-agucar (BARROS; DUDA; OLIVEIRA, 2016), pois a baixa
alcalinidade e a elevada concentracdo de acidos organicos da vinhaca resultam em
um pH desfavoravel (entre 3 e 5) para a metanogénese (CAMARILLO; RINCON,
2012). O processo anaerobio em dois estagios, com reatores em seérie, pode ser um
arranjo vantajoso para o tratamento da vinhacga, pois favorece o enriquecimento de
micro-organismos especificos em reatores separados, previne as sobrecargas
organicas e acidas e atenua o efeito inibitorio dos compostos toxicos (CAMARILLO;
RINCON, 2012), favorecendo a estabilidade e o controle do processo (DEMIREL;



YENIGUN, 2006) e ainda proporciona uma maior produgdo de energia do sistema
(ZHONG; STEVENS; HANSEN, 2015).

A vinhaca de cana-de-aclUcar geralmente possui baixas concentracfes de
nitrogénio e fosforo (CHRISTOFOLETTI et al., 2013) e independentemente das
diferentes matérias-primas utilizadas para a producao de etanol (caldo ou melaco), as
concentracdes de Ni e Cu estdo abaixo dos valores 6timos para atender a digestdo
anaerobia e obter a producdo maxima de metano (JANKE et al.,, 2016a). As
concentracfes de Fe, Co, Mo, Mn, Se e Zn normalmente estdo proximas da faixa
minima e podem ndo ser suficientes (JANKE et al., 2016a). A disponibilidade de
nutrientes é fator importante para o desenvolvimento microbiano (ALPHENAAR et al.,
1993) e caso necessario € importante a suplementacdo. A suplementacdo de
nutrientes tem sido realizada de diversas maneiras, como por exemplo, com a
utilizacdo do bicarbonato de amdénio como fonte de nitrogénio (N) e de alcalinidade,
com a utilizacdo de fosfato de potassio monobéasico (KH2PO4) como fonte de fésforo
(P) (BARROS; DUDA; OLIVEIRA, 2016).

A utilizac&o da torta de filtro e a recirculacdo de efluente podem ser interessantes
estratégias operacionais, fornecendo fonte de nutrientes e de alcalinidade. A torta de
filtro € considerada como residuo sélido da producédo do acucar, e € proveniente do
tratamento fisico-quimico do caldo de cana-de-agucar (processo de clarificacao). Sao
gerados de 30 a 50 kg de torta de filtro para cada tonelada de cana, com caracteristica
esponjosa, cor escura, forte odor e alta umidade (GEORGE et al., 2010). Este residuo
€ rico em nutrientes, com concentracdes de N e P de 1,72% e 0,6% dos sélidos totais
(ST), respectivamente (JANKE et al., 2016b); e de K, Ca, Mge S de 0,3; 2,1; 0,6 e
0,25% dos ST, respectivamente (PRADO; CAIONE; CAMPOS, 2013). Atualmente a
torta de filtro € aproveitada como fertilizante na cultura da cana de agucar (GEORGE
et al., 2010; MAKUL; SUA-IAM, 2016). Durante a digestdo anaerdbia, 0os nutrientes
contidos na vinhaga, incluindo o N, P, K, Fe, Zn, Mn, Cu, Mg, geralmente séo
conservados e o efluente dos reatores podem ser utilizados na fertirrigacao (WILKIE;
RIEDESEL; OWENS, 2000) com menor impacto ambiental.

A vinhaca de cana-de-agucar na industria é produzida com temperaturas
elevadas, de 90 a 95 °C. O tratamento anaer6bio termofilico para residuos que ja

possuem temperaturas elevadas pode ser vantajoso (VAN LIER, 1996) e pode ser



considerada uma importante estratégia operacional. A temperatura pode afetar as
reacdes bioquimicas, como 0 aumento das taxas de reacao, o que permitiria o uso de
menores tempos de detencdo hidraulico (TDH), diminuindo os custos de capital e
aumentando a degradacdo dos sélidos organicos e a producao de biogas. Mas de
acordo com Van Haandel et al. (2014), considerando apenas o potencial da digestao
anaerodbia, o tratamento em condi¢cdes mesofilicas € mais vantajoso, pois a atividade
metanogénica especifica tende a ser maior no lodo mesofilico do que no termofilico.
Além disso, segundo Vaccari et al. (2005) estdo sendo instalados, em algumas
industrias, sistemas de aproveitamento da energia térmica da vinhaca, tornando
interessante a digestdo anaerdbia mesofilica. Ou seja, o tratamento anaerdbio
termofilico e mesofilico possuem vantagens e desvantagens, que ainda necessitam
de avaliacdes para o tratamento anaerdbio da vinhaca.

Para entender melhor as interagbes dos grupos microbianos na digestao
anaerobia, ha grande interesse em investigar a estrutura e a dindmica da comunidade
microbiana em COV elevada, buscando otimizar as condi¢cbes operacionais e
melhorar o aproveitamento dos residuos (DOHRMANN et al., 2011; DUDA et al.,
2015). Além disso, mais de 95% da diversidade microbiana € desconhecida, e a
previsdo das taxas de intermediarios limitantes na digestdo anaerébia € um desafio.
As ferramentas gendmicas oferecem oportunidade para acessar esses eventos
bioquimicos e delinear condi¢cdes que mostrem a maxima eficiéncia de desempenho
(PALIWAL; PURANIK; PUROHIT, 2012).

No processo anaeroébio utilizado no tratamento da vinhaca a DQO convertida em
biogés tém sido variavel e foram obtidos 63% por Ferraz JR et al. (2016), 75% por
Van HaandelL et al. (2014), 77% por Kaparaju; Serrano; Angelidaki (2010) e 82% por
Barros; Duda; Oliveira (2016). No entanto, apesar da reducdo da DQO, o efluente
resultante da digestdo anaerobia ainda possui cor escura e alto teor de compostos
organicos recalcitrantes e inibitorios para as atividades bioldgicas. E preocupante a
presenca destas substancias na vinhaca biodigerida, pois parte das dguas residuérias
biodigeridas séo recirculadas para a diluicdo do afluente.

A utilizacdo dos processos coagulacao/floculacdo quimica e oxidativos
avancados (POA) sao alternativas para o tratamento de aguas residuarias que

possuem substancias biologicamente recalcitrantes e tdxicas (GILPAVAS;



DOBROSZ-GOMEZ; ANGEL GOMEZ-GARCIA, 2017). A coagulago/floculacéo
quimica baseia-se na desestabilizacdo dos coldides presentes no efluente e,
consequentemente formacéo de flocos através da adicdo, normalmente de sais de
ferro ou aluminio; os flocos formados sédo separados por sedimentacao ou filtracao.
Os POA sao baseados na formacao de radicais hidroxila, entre os POA destaca-se o
processo de Fenton que gera os radicais hidroxilo, com elevado potencial de oxidagcao
(E°=2.8 V), pela decomposicéo do peréxido de hidrogénio, em meio acido, catalisado
pelo ion ferro. Os processos fisico-quimicos e os POA podem ser eficientes na
diminuicdo da toxicidade, aumento da biodegradabilidade e, reduzem a carga
organica nao degradada pelos processos biologicos.

Sendo assim, a proposta do presente projeto de doutorado foi o
desenvolvimento de estratégias para a obtencdo de estabilidade, aumento da
producdo de metano e qualidade da vinhaca biodigerida. O presente estudo conta
com a avaliacdo dois sistemas (mesofilico e termofilico) com configurac6es em série.
Os sistemas utilizados foram submetidos ao aumento gradual da COV para a
obtencéo de altas COV e producdo de metano com a suplementacao de nutrientes e
alcalinidade através da torta de filtro e recirculacdo do efluente. Com as mais altas
COV, avaliou-se a diversidade microbiana utilizando sequenciamento de Ultima
geracdo (lon Torrent Plataforma) e PCR quantitativa em tempo real para a melhor
compreensao dos processos bioquimicos e das interacfes microbianas, na
configuracdo em série e nas diferentes condicdes de temperaturas, termofilicas e
mesofilicas. Durante periodo de estagio sanduiche na Faculdade de Engenharia da
Universidade do Porto (FEUP), Portugal, avaliou-se o tratamento da vinhaca
biodigerida, utilizando processos de coagulacdo/floculacédo quimica e POA processos
oxidativos avancados, para melhoria da biodegradabilidade do efluente, visando a

recirculacéo nos sistemas anaerobios.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo principal foi avaliar um sistema em condi¢cdes termofilicas e um
sistema em condi¢cbes mesofilicas, com configuracdo ainda pouco explorada,
compostos por reatores UASB em série com separadores de fases em forma de Y
para a producdo de metano a partir da vinhaga. Os sistemas foram submetidos a
aumento gradual da COV para melhorar a converséo anaerobia da vinhaca, buscando

elevada producédo de metano em condicdes estaveis.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar a utilizacdo da torta de filtro para suplementacdao de nitrogénio (N) e
fésforo (P) na vinhaca (utilizada no afluente) para a producéo de biogés.

Avaliar o efeito ocasionado pela utilizacdo de reatores anaerdébios em série,
para a manutencédo da estabilidade na producédo de biogas e qualidade da vinhaca
biodigerida.

Avaliar a diversidade e quantidade de bactérias e arquéias, por sequenciamento
de ultima geracéo (lon Torrent Plataforma) e PCR quantitativa em tempo real. Espera-
se que o trabalho relatado aqui contribua para o conhecimento sobre os mecanismos
de resposta microbiana terméfilica e mesofilica em combinacdo de maxima COV e
producdo de metano para melhoria da digestdo anaerébia da vinhaca.

Avaliar o tratamento quimico utilizando os processos de coagulacéo/floculagcéo
e Fenton no tratamento da vinhaca biodigerida proveniente do sistema termofilico,
para melhoria da biodegradabilidade e possivel recirculacdo nos reatores anaerobios.

Avaliar o retorno do efluente apds o tratamento fisico-quimico na digestao
anaerobia, realizando testes metanogénicos, para verificar o possivel aumento da
producédo de biogas, em virtude da possivel diminuicdo dos compostos recalcitrantes

e aumento da biodegradabilidade



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Vinhaga de cana-de-agucar

A producgéo de bioetanol aumentou mundialmente e os Estados Unidos e o Brasil
sao responsaveis por 86% dessa producdo (SEYBOTH et al., 2016). O Brasil lidera a
producdo de bioetanol a partir da cana-de-agucar, totalizou 27,2 bilhdes de litros na
safra 2016/2017 (UNICA, 2017), sendo considerada matéria-prima renovavel de baixo
custo e alta eficiéncia energética.

No processo de producéo do bioetanol sédo gerados na etapa de destilacdo de
10 a 14 litros de vinhaca para cada litro de bioetanol (ORTEGON et al., 2016). Os
principais componentes da vinhaca sdo: a matéria organica e 0s nutrientes, cuja
composicado da vinhaca pode variar dependendo da matéria-prima utilizada (cana-de-
acucar, beterraba, milho, etc). A producdo de bioetanol, utilizando cana-de-agucar
como mateéria prima, pode ser realizado através de varios tipos de mostos: utilizando
o caldo da cana, melaco (subproduto da producédo do agucar) ou a mistura de melaco
com o caldo de cana (CHRISTOFOLETTI et al., 2013; MORAES et al., 2014; WILKIE;
RIEDESEL; OWENS, 2000). Na Figura 1, esta ilustrado um fluxograma esquematico
simplificado do processo de producédo do etanol e do acucar, destacando a geracao
da vinhaca e torta-de-filtro.

A vinhaca pode apresentar outras importantes caracteristicas que causam
impacto negativo, tais como: a cor, em virtude da formacédo de melanoidinas a partir
da reacdo de Maillard entre aclUcares e proteinas; caramelos de acucares
superaquecidos e furfurais de hidrélise acida; a presenca de metais pesados e
poluentes organicos, como cloroférmio, pentaclorofenol, fenol e cloreto de metileno;
compostos fenadlicos, como os acidos tanico e humico, oriundos da matéria-prima, etc.
(WILKIE; RIEDESEL; OWENS, 2000).

Vérias alternativas tém sido destacadas para o destino da vinhaga: digestdo
anaerodbia, combustéo, producao de levedura, utilizagdo na construgéo civil, producao
de racdo animal, porém a maioria estdo apenas em etapas de desenvolvimento e
pesquisa (CHRISTOFOLETTI et al., 2013; LAIME et al., 2011). Entre as alternativas
para o uso de vinhaca desenvolvidas em todo o mundo, a fertirrigacdo € a mais

utilizada em virtude do baixo custo de manutencéo e da disponibilidade.
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FIGURA 1. Fluxograma simplificado e adaptado da producéo de acucar e etanol na
industria sucroenergética. Adaptado de Christofoletti et al. (2013).

3.2. Torta de filtro

A torta de filtro € um residuo sélido gerado durante o processo de tratamento
do caldo de cana-de-acucar, resultante da mistura de bagaco moido e lodo da
decantacdo apés a filtracdo mecéanica. A composicdo quimica da torta de filtro é
variavel em funcéo da variedade e da maturacédo da cana, tipo de solo, processo de
clarificacdo do caldo e outros (Tabela 1). Apresenta na sua composicao: particulas de
solo inorganico, pequenos pedacos de bagaco de cana-de-acucar (JANKE et al.,
2016b; PRADO; CAIONE; CAMPOS, 2013); possui altos teores de matéria organica,
fésforo, nitrogénio e calcio; teores consideraveis de potassio, magnésio e expressivas
quantidades de Fe, Mn, Zn (ALMEIDA JUNIOR et al., 2011). Em virtude das
guantidades de nutrientes, principalmente N e P; é utilizada como adubo orgéanico,
apos compostagem, no processo de adubacdo da cana-de-acucar (EYKELBOSH et
al., 2014; JANKE et al., 2015; MAKUL; SUA-IAM, 2016).



TABELA 1. Composi¢cao quimica aproximada da torta de filtro de cana de acgucar
com teor de umidade de 60 %.

Quantidade Quantidade
Parametros Parametros
em g/kg em g/Kg

Nitrogénio 14,2 Manganés 1,06
Fosforo Total 17,3 Zinco 0,2
Potéassio 1,45 Sédio 0,34
Calcio 25,3 Ferro 7,45
Magnésio 3,4 - -

Fonte: Adaptado de Almeida Junior et al. (2011).

A producéo final da industria sucroenergética brasileira na safra 2016/2017 foi
de 652 milhdes toneladas de cana de acucar e 34 mil toneladas de acucar (UNICA,
2017). Para cada tonelada de cana moida podem ser gerados aproximadamente 35
kg de torta de filtro (ALMEIDA JUNIOR et al., 2011). Portanto, estima-se que na safra

2016/2017 foram produzidos mais de 23 milhdes de toneladas de torta de filtro.

3.3. Vinhaca + torta de filtro para a digestao anaerdbia

A vinhaca de cana-de-acUcar geralmente possui baixas concentracdes de
nitrogénio e fésforo (BARROS; DUDA; OLIVEIRA, 2016; CHRISTOFOLETTI et al.,
2013; JANKE et al., 2016a), também possui composicao altamente variavel, na qual
pode ser destacado as concentracées de DQO que podem chegar até 89000 mg L1,
guando utiliza-se o melago para a producéo de etanol (WILKIE; RIEDESEL; OWENS,
2000). O nitrogénio e o fosforo séo os principais nutrientes, em ordem decrescente de
importancia, necessérios para a estimulagdo nutricional de micro-organismos
metanogénicos, pois a deficiéncia desses nutrientes reduz a sua atividade
(ALPHENAAR et al., 1993).

Em estudos recentes para o tratamento anaerobio da vinhaga, tém sido
reportado a utilizacao de fosfato de potassio monobasico (KH2PO4) e uréia (CH4N20)
para suplementacdo de fosforo e nitrogénio (BARROS; DUDA; OLIVEIRA, 2016;
JANKE et al., 2016). Conforme Villa-Montoya et al. (2016), outras solucdes
tecnicamente e economicamente mais apropriadas para os tratamentos anaerébios

de residuos industriais devem ser exploradas. A torta de filtro é uma alternativa



interessante para o processo de digestdo anaerdbia da vinhaca, tendo em vista o
aproveitamento dos nutrientes da torta de filtro que podem reduzir os custos

dispensando o uso de compostos quimicos.

3.4. Digestao anaerdbia

A digestdo anaerobia representa um sistema ecoldgico equilibrado, onde a
fracdo organica dos residuos € decomposta na auséncia de oxigénio, levando a
producdo de CH4, CO2, além de novas células bacterianas. O processo de conversao
anaerodbia dos residuos organicos depende da interacdo de pelo menos trés grupos
de micro-organismos: bactérias fermentativas (ou acidogénicas); bactérias sintréficas
(ou acetogénicas) e arquéias metanogénicas. A aplicacdo bem-sucedida dos
processos anaerobios esta sujeita ao cumprimento de uma série de requisitos, tais
como: temperatura, pH, alcalinidade, acidos volateis, nutrientes (CHERNICHARO,
2007).

A digestdo anaerébia pode ocorrer nas faixas de temperatura psicrofilica,
mesofilica e termofilica. A temperatura € um dos fatores importantes no desempenho
e na estabilidade do processo anaerdbio, esta correlacionada com a variacdo da
composicdo e da diversidade da comunidade microbiana, e também com as
alteracdes nas vias e no equilibrio termodinamico das reacfes bioquimicas (LIN et al.,
2016; PAP et al.,, 2015). Geralmente, considera-se que a digestdo anaerébia
mesofilica ocorre na faixa de 30 a 40 °C com temperatura 6tima de 35 a 37 °C e a
digestao termofillica ocorre na faixa de 50 a 60 °C com temperatura 6tima de 54 °C
(VAN LIER, 1995).

A maioria dos micro-organismos metanogénicos crescem e produzem metano
em condi¢des neutras de pH ou ligeiramente alcalinas com um intervalo 6timo de 7,0
a 8,0. Os sistemas de digestdo anaerobia geralmente sdo mantidos nas condi¢bes
otimas com medidas de controle operacional, evitando o acumulo acentuado das
concentracdes de acidos volateis totais (AVT), aléem da capacidade de tamponamento
do sistema. A utilizacdo de alcalinizantes quimicos e/ou técnicas de recirculacao do
efluente tem sido adotas para o0 aumento do pH e da capacidade de tamponamento
do processo (BARROS; DUDA; OLIVEIRA, 2016; JANKE et al.,, 2016a; VAN
HAANDEL et al., 2014).



10

Os nutrientes sdo necessarios para o crescimento e sobrevivéncia de grupos
especificos de micro-organismos. As necessidades nutricionais das populacdes
microbianas envolvidas nos processos biologicos sdo baseadas na composicao
guimica empirica da célula microbiana. Segundo Chernicharo (2007), a maioria das
diretrizes contidas na literatura especializada referem-se a uma suplementacéo de
nutrientes baseada na DQO. Na literatura séo descritas quantidades de nutrientes
variaveis e a relacdo DQO:N:P =350:5:1 é referenciada como suficiente, partindo do
principio de que o0s nutrientes presentes estdo na forma disponivel para os micro-

organismos.
3.4.1. Bioquimica da digestao anaerdbia

O processo de conversdo anaerbébia dos residuos organicos depende da
interacdo de micro-organismos e, nos ultimos anos, foram intensamente investigados,
por meio de isolamento e cultivo das espécies em condi¢ces de laboratorio e analises
bioquimicas. Esses estudos permitiram a identificacdo dos estagios sequenciais
envolvidos nos processos metabdlicos, que podem ser divididos em quatro fases
principais: hidrélise, acidogénese, acetogénese e metanogénese (KOUGIAS et al.,
2017).

A primeira fase no processo de digestdo anaerdbia consiste na hidrdlise de
material particulado complexo (polimeros) em materiais dissolvidos mais simples
(moléculas menores), que podem penetrar através das membranas celulares das
bactérias fermentativa. Os produtos solUveis da fase de hidrélise sdo metabolizados
dentro das células da bactéria fermentativa e sdo convertidos em varios compostos
mais simples, que séo entéo excretados pelas células (VAN HAANDEL e LETTINGA,
1994; CHERNICHARO, 2007).

A acidogénese é realizada por um grupo grande e diverso de bactérias
fermentativas, usualmente, do género Clostridium, que compreende espécies
anaerobias que formam esporos, capazes de sobreviver em ambientes muito
adversos, e a familia Bacteroidaceaea, organismos comumente encontrados nos
tratos digestivos, que participam da degradacdo de agucares e aminoacidos
(CHERNICHARO, 2007).
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Na etapa de acetogénese ocorre a conversao dos produtos gerados na fase
anterior principalmente para acetato e hidrogénio. E a etapa final € a metanogénese,
onde os produtos da acetogénese sao utilizados como substrato para a producao de
metano, dioxido de carbono e hidrogénio, com alto potencial energético. As arquéias
metanogénicas como Metanobacterium, Metanobrevibacter, Metanosarcina,
Metanococcus, Metanomicrobium e Methanospirilum s&o responsaveis pela
producdo de metano (CHERNICHARO, 2007).

A identificacédo desses estagios envolvidos nos processos metabdlicos tem sido
importante para os avangos em diversos estudos, e estudos recentes tém buscado o
maior controle destas etapas. A separacéo da acidogénese e metanogénese tem sido
avaliada em estudos recentes buscando o aumento da estabilidade do processo e
maior producdo de energia, que podem ser obtidos através do controle da fase de
acidificacao, que consequentemente impede a inibicdo da populagdo metanogénicas.
(FU et al., 2017)

3.4.2. Microbiologia da digestdo anaerdbia

7

A digestdo anaerObia é classificada como ecossistema complexo, e a
elucidacdo deste ecossistema € importante para a melhor compreensdo dos
processos bioquimicos envolvidos na producao de biogas. Porém, a compreensao da
funcdo e das capacidades metabdlicas das comunidades microbianas na digestao
anaerobica é limitada (ZAMANZADEH et al., 2016).

Na etapa hidrolitica, os micro-organismos dos filos Firmicutes e Actinobacteria
sdo comumente encontrados pela habilidade em metabolizar ampla variedade de
substratos como proteinas, lipidios, lignina, celulosa, agucares, e aminoacidos,
mediante a producao de celulases, lipases, proteases e outras enzimas extracelulares
(GRESES et al., 2017; WANG et al., 2016).

Durante a acidogénese, alguns micro-organismos produtores de acidos, como
os do filo Bacteroidetes que corresponde a familia Bacteroidaceae, estdo envolvidos
no processo de hidrélise e acidogénese (DIAS et al., 2016), algumas espécies
fermentam a glicose e os produtos finais metabdlicos sdo acetato, CO:z e hidrogénio.

Os micro-organismos da familia Thermotogaceae estdo envolvidos na fermentacao
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de carboidratos e peptideos (HAO; WANG, 2015). A proporgdo entre as comunidades
fermentativas e metanogénicas é um fator muito importante, uma vez que a baixa
proporcao dos micro-organismos metanogénicos pode provocar o acumulo de acidos
(GUO et al., 2014).

Na fase metanogénica, as arquéias do género Methanothermobacter tém sido
predominantes em condi¢des termofilicas, enquanto que as Methanosaeta tém sido
predominantes em condicbes mesofilicas (GUO et al., 2014). Em geral, a
Methanothermobacter tem crescimento 6timo em temperatura de 65 °C e capacidade
de crescer em H2 e CO2 como carbono e fonte de energia. A Methanosaeta pode estar
presente em todos os reatores anaerobios, preferindo condigcbes mesofilicas, maiores
alcalinidades e altas relacdes C:N.

A Methanosarcina cresce formando agregados e formando granulos irregulares
que podem resultar em maior tolerancia a compostos iénicos toxicos, produzindo
metano a partir de acetato, metanol, monoacetilamina, dimetilamina, trimetilamina,
H2/CO: pelas rotas acetoclasticas e hidrogenotroficas (GUO et al., 2014).

Para maximizar a producdo de metano é necessario entender as interacdes
microbianas, os papéis das espécies e cada rota bioquimica, e entdo, promover
condigBes ambientais favoraveis a um maior crescimento e atividade da biomassa
presente. No entanto, poucos estudos tém avaliado a dindmica microbiol6gica nos
sistemas de digestdo anaerdbia, principalmente, pela necessidade e dificuldade de
utilizacado de técnicas moleculares. Na tabela 2, estdo apresentadas as principais
familias e as caracteristicas metabdlicas dos principais micro-organismos (bactérias e

arquéias) que atuam nos sistemas anaerobios.



TABELA 2. Familias de bactérias e arquéias em sistemas anaerébios.
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Familias

Funcdes

Taxonomia
(Filo, Classe)

Caracteristicas metabélicas

Referéncias

Erysipelotrichaceae

Clostridiaceae

Bacteroidaceae

Veillonellaceae

Synergistaceae

Syntrophaceae

Syntrophomonadaceae
Thermotogaceae

Porphyromonadaceae
Rikenellaceae

Ruminococcaceae
Desulfovibrionaceae

Christensenellaceae
Sphingobacteriaceae
Spirochaetaceae
Anaerolineaceae
Methanosaetaceae
Methanobacteriaceae

Methanospirillaceae

Acidogéneses

Acidogéneses

Acidogéneses

Acidogéneses

Acidogéneses

Acetogéneses

Acetogéneses
Acidogéneses

Acidogéneses
Acidogéneses

Acidogéneses
Acetogéneses

Acidogéneses

Acidogéneses

Oxidantes de
acetato

Acidogéneses
Metanogénicas
Metanogénicas

Metanogénicas

Firmicutes, Erysipelotrichia

Firmicutes, Clostridia

Bacteroidetes, Bacteroidia

Firmicutes, Negativicutes

Synergistetes, Synergistia
Proteobacteria,
Deltaproteobacteria
Firmicutes, Clostridia
Thermotogae, Thermotogae

Bacteroidetes Bacteroidia
Bacteroidetes, Bacteroidia

Firmicutes, Clostridia

Proteobacteria,
Deltaproteobacteria

Firmicutes, Clostridia
Bacteroidetes, Sphingobacteriia
Spirochaetae, Spirochaetes
Chloroflexi, Anaerolineae
Euryarchaeota, Methanomicrobia
Euryarchaeota, Methanobacteria

Euryarchaeota, Methanomicrobia

Algumas espécies fermentam glicose, os principais produtos
finais metabdlicos sdo o butirato, o lactato e o formiato.

Fermentam glicose; os produtos finais metabélicos sdo
hidrogénio, butirato, acetato e lactato.

Algumas espécies fermentam a glicose, os produtos finais
metabdlicos séo acetato, CO; e hidrogénio

Algumas espécies fermentam a glicose, os produtos finais
metabolicos sdo acetato, propionato, isobutirato, butirato e
isovalerato.

Algumas espécies fermentam glicose e acidos organicos, os
produtos metabdlicos finais séo acetato, CO, e hidrogénio,
co-cultura com as metanogénicas hidrogenotréficas

Bactérias que utilizam Propionato e butirato, bactérias
sintréficas por co-cultura com metanogénicas
hidrogenotréficas.

Algumas espécies utilizam butirato; associacao sintréfica com
as metanogénicas hidrogenotréficas

Capaz de fermentar carboidratos e peptideos

Algumas espécies envolvidas na hidrélise e acidogénese

Fermenta carboidratos, produz hidrogénio
Fermenta glicose; os produtos finais metabdlicos sdo
hidrogénio e AVT

Algumas espécies utilizam lactato e piruvato; os principais
produtos finais metabdlicos séo acetato, hidrogénio e CO,

Algumas espécies que fermentam glicose, principais produtos
metabolicos séo acetato e butirato.

Algumas espécies que fermentam glicose, principais produtos
finais metabdlicos sdo AVT

Os principais produtos finais metabdlicos séo hidrogénio e
CO;

Algumas espécies que fermentam glicose, principais produtos
metabolicos finais sdo AVT e hidrogénio

Metanogénicas acetoclasticas
Metanogénicas Hidrogenotroficas

Metanogénicas Hidrogenotréficas

(MAESSCHALCK et al.,
2014)

(CHENG et al., 2013; LIN
et al., 2007)

(KHAN et al., 1980)

(CARLIER et al., 2002)

(HONDA; FUJITA;
TONOUCHI, 2013;
MAVROMATIS et al.,
2013)

(MOERTELMAIER et al.,
2014; REN et al., 2014)

(DJAO et al., 2010;
SOUSA et al., 2007)

(HAO; WANG, 2015)

(HAHNKE et al., 2015)
(SU et al., 2014)
(LIU et al., 2015)

(ZHAO et al., 2012)

(MOROTOMI; NAGAI,
WATANABE, 2012)

(PANKRATOV et al., 2007)

(LEE et al., 2013)

(YAMADA et al., 2006)
(LIU; WHITMAN, 2008)
(LIU; WHITMAN, 2008)

(LIU; WHITMAN, 2008)

Fonte adaptada: (Sl et al., 2016). AVT: acidos volateis totais.
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3.4.3. Diversidade microbiana na digestédo anaerdbia da vinhaca

De acordo com estudos recentes, a diversidade microbiana na digestéao
anaerdbia pode variar em funcdo do tipo de substrato, tipo de reatores, das
caracteristicas operacionais, etc. (ESPANA-GAMBOA et al., 2012; LIN et al., 2016;
PAP et al., 2015).

Leite et al. (2015) avaliaram os efeitos do aumento da carga organica na
dindmica da comunidade metanogénica na digestdo anaerdbia da vinhaca de cana-
de-acucar. Os autores observaram uma grande mudanca na abundancia das
metanogénicas acetoclasticas, com o aumento da COV sob condicGes estaveis de
operacdo do reator. A sobrecarga do reator e a falha do processo foram indicadas
pela tendéncia do predominio de metanogénicas hidrogenotroficas com abundancias
crescentes das ordens Methanobacteriales e Methanomicrobiales e queda na
abundéancia do género Methanosarcina.

Van Haandel et al. (2014) avaliaram a sobrecarga organica sistematica em
reatores UASB para estimular a acumulacdo de Methanosarcina e, eventualmente,
substituir Methanosaeta. Esperava-se que a manutencdo de uma alta concentracéo
de material organico resultasse no desenvolvimento de um lodo mais ativo, porque tal
condicao favorece o crescimento das Methanosarcina e estas tém uma capacidade
de producao especifica de metano muito maior que as Metanosaeta que normalmente
predominam em sistemas de tratamento de aguas residuarias. Uma investigacao
experimental de 180 dias, em escala piloto mostrou que as Methanosarcina nao foram
capazes de estabelecer-se como a populacdo dominante sob as condi¢cdes de
sobrecarga nos reatores, provavelmente, devido a propensdo reduzida para se
incorporar nos granulos de lodo.

Espafia-Gamboa et al. (2012) destacaram os micro-organismos metanogénicos
pertencentes as ordens Methanobacteriales e Methanosarcinales, detectados por
PCR durante a operagdo com COV otima. Van Haandel et al. (2014) destacaram o
crescimento favoravel de Methanosarcina em reatores UASB operados em condi¢des
de sobrecarga. Assim como os estudos de Espafia-Gamboa et al. (2012) e Van

Haandel et al. (2014), outros trabalhos sao interessantes, visando a compreenséao das
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comunidades microbianas presentes e a influéncia na eficiéncia e estabilidade dos

processos anaerobios.

3.5. Digestao anaerdbia da vinhaca

Entre as alternativas para a utilizacdo da vinhaca, o processo de digestao
anaerobia tem como vantagem: a producdo de metano, que pode ser usado para
producdo de energia; baixo consumo de energia elétrica; baixa producdo de lodo
biol6gico a ser descartado; diminuicdo do potencial poluidor, principalmente em
virtude da reducéo da carga organica da vinhaca; e efluente com mais qualidade para
ser utilizado no processo de fertirrigacdo. Esta concepcao, integrando a producéo de
etanol, a recuperacdo energética e o0 aproveitamento de subprodutos de valor
agregado se insere no conceito de uma biorrefinaria adotado pelos recentes estudos
(LEITE et al., 2015; MARIANO et al., 2013; MORAES et al., 2014).

A utilizacdo da digestao anaerdbia para o tratamento da vinhaca proveniente
da producéo de etanol de cana-de-acucar no Brasil € considerada interessante, tendo
em vista que a quantidade de vinhaca gerada é muito expressiva. No entanto, a
aplicacdo desta tecnologia ainda ndo é bem difundida no Brasil, apenas algumas
indUstrias possuem sistemas de tratamento anaerdbio da vinhaca. Destaca-se na
literatura a Usina de Sao Martinho, localizada na regido de Ribeirdo preto — SP, com
reator UASB de 5000m3® (UASB) operado em condicdes termofilicas, o biogas
produzido é aplicado para secar a levedura utilizada na fase de fermentacéo; no
entanto, a eficiéncia do tratamento € normalmente modesta, pois a principal
preocupacao é apenas a producdo adequada de biogas para secagem da levedura
(MORAES; ZAIAT; BONOMI, 2015). Atualmente, verifica-se um aumento no
tratamento anaerdbio da vinhaca nas industrias com instalacdes de plantas piloto
(DIAS et al., 2016).

Embora a digestdo anaerdbia seja reconhecida como a melhor alternativa para
o tratamento da vinhaga, ainda ndo é uma tecnologia bem estabelecida. No entanto,
ainda sdo necessarios estudos fundamentados na digestdo anaerobia da vinhaca
visando a viabilidade dos sistemas por meio da otimizacéo do projeto de reatores de

alta taxa envolvendo a estabilidade operacional e sistemas cada vez mais compactos
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e eficientes na conversdo da matéria organica em biogas, permitindo no futuro sua
aplicacado em escala plena.

Souza et al. (1992) avaliaram o desempenho de reator UASB (1500 m3)
operado sob condicbes termofilicas, os resultados obtidos foram expressivos,
principalmente, em virtude das altas aplicacdes de COV (25 a 30 g DQO (L d)?) e
remocdes de DQO (88%).

Alguns pesquisadores consideram que 0s processos anaerobios mesofilicos
sdo mais estaveis, enquanto os termofilicos tém maior eficiéncia na conversdo da
matéria organica a metano (WILKIE; RIEDESEL; OWENS, 2000). Doll e Foresti (2010)
destacaram que a estabilidade do reator mesofilico foi verificada ndo somente pelo
desempenho na eficiéncia de remocdo de DQO, como também pela alcalinidade a
bicarbonato observada no efluente. Mas ainda, ndo existe um consenso sobre a faixa
de temperatura ideal e as COV indicadas para a obtencdo de boas producgbes de
metano, conforme reviséo de literatura realizada e descrita a seguir.

Van Haandel et al. (2014) avaliaram a conversdo anaerObia da vinhaca
proveniente do processo de destilacdo da cachaca em quatro reatores UASB (23 L),
com dois reatores (R1 e R2) operados sob condi¢Bes de temperaturas mesofilicas (37
°C) e dois reatores (R3 e R4) operados sob condi¢bes termofilicas (54 °C). Os reatores
UASB (R1, R2, R3 e R4) foram operados com TDH de 11 horas. Os reatores R1 e R3
foram operados em condi¢des de sobrecarga, com a COV 50 % acima da capacidade,
enguanto que os reatores R2 e R4 foram operados com COV na capacidade de
tratamento. Os autores concluiram que as maiores COV foram alcangadas nos
sistemas de tratamento anaerébio sobre condigdes mesofilicas (70 g DQOtotal (L d)1)
e que os resultados de producdo de biogas revelaram que ndo existe vantagem na
aplicacdo do tratamento anaerébio da vinhaca sobre condic¢des termofilicas.

Siqueira et al (2013) avaliaram um reator anaerébio de leito fluidizado (RALF)
utilizando como meio suporte particulas de poliestireno para o tratamento da vinhaca
resultante da fermentacdo alcoodlica de melaco de cana-de-aglcar. O reator foi
submetido a aumento graduais de carga organica volumétrica (COV) que variaram de
3,33 a 26,19 g DQO (L d)%, com eficiéncias de remocédo de DQOtotal que variaram de
51% a 70% e remocdo maxima com uma COV de 13,9 g DQOtotal (L d)*. A producéo
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méaxima de metano foi de 5,37 L de CHa4 (L d)* para valores de COV de 25,3 g DQOtotal
(L d)* com média de eficiéncia de remocéo de DQOtotal de 51%.

Mota et al. (2013) avaliaram o tratamento da vinhaca através de um biorreator
com membranas anaerobio (BRMan) em dois estagios. O BRMan de duplo estagio
apresentou resultados bastante satisfatorios de remogdo de matéria organica, sendo
gue a remocao global de DQO do sistema foi de 96,9%. Os resultados indicaram que
o efluente tratado pelo BRMan de duplo estagio apresentou qualidade bastante
superior em relacdo a vinhaca bruta para a utilizacédo na fertirrigacéo.

Existe uma complexidade dos fatores que interferem no tratamento anaerobio
da vinhaga, tais como: nutrientes, temperatura, carga aplicada e configuragdo do
reator, fatores relacionados a biodegradabilidade da vinhaca, adaptacédo do inéculo e
retencdo de sélidos no reator, etc.; juntamente com as questbes econbmicas e
ambientais na industria sucroenergética. Portanto, ainda sdo necessarios estudos na
area de digestdo anaerobia de vinhaca, buscando alternativas tecnolégicas com
custos mais baixos e elevado desempenho, sendo assim, a utilizacdo de reatores
UASB em série e a utilizacdo da torta de filtro no tratamento da vinhaca apresenta um

potencial interessante para aumentar a aplicabilidade da tecnologia.
3.5.1. Utilizacéo de reatores UASB

Diversas configuracdes de reatores tém sido destacadas no tratamento
anaerobio da vinhaga, tais como, reator fluxo ascendente e manta de lodo (UASB),
reator leito fluidizado, leito fixo e reatores hibridos, entre outros. Dentre os reatores
anaerobios, os de fluxo ascendente com manta de lodo (UASB) merecem destaque,
pois apresentam vantagens como a possibilidade de aplicacdo de altas cargas
organicas volumétricas, menor volume de trabalho, ndo necessita de sistema de
agitacdo ou tanque de sedimentacdo, a operagdo é continua, e nestes sistemas sdo
relatadas altas eficiéncias de remocao de material organico (LETTINGA, 1980).

O sucesso dos reatores UASB se deve ao dispositivo de separacéo de fases,
sélido, liquido e gasoso, localizado na parte superior do reator. O principal objetivo
deste dispositivo € a separacao de gases contidos na mistura liquida, de tal forma que
uma zona propicia a sedimentacdo seja criada no extremo superior do reator

(LETTINGA, 1980). Em particular, os reatores UASB tém sido empregados no
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processamento da vinhaca para reducao da elevada carga orgéanica e producgéo de
biogas.

Em virtude das altas concentracdes da DQO da vinhaca, € muito importante
que o sistema anaerdbio tolere a aplicacbes de altas COV. Na Tabela 3, estdo
apresentados recentes estudos avaliando o aumento da COV utilizando diferentes
tipos de vinhaga.

TABELA 3. Sistemas de tratamento anaerdbios utilizando reatores UASB e diferentes
tipos de vinhaca.

Tipos . cov DOO Producéo Produ,cf;_ao
Referéncia Temp de TI'pOS de TpH (g DQO (L Q Volumétrica ©SPecilica
Vinhaga : ) de CH, de CHa
Reator d)t) #(L ChHa (L a1 (LCHas(g
( 4( )' ) DQOI’)’l
Kaparaju et o UASB palha de 8,3 0,155
al. 20100 ¢ (0331 trigo 2d - 23a4l2 768 ) e
Espafia- UASB
Gamboaet  30°C  modificado ngjc‘;f als 73az2 e - 0,263
al. (2012) @EL)
Barros etal. 20a30 UASB cana-de- 28e
(2016) e (215 1) actcar 1sq 02alls 82 0,99* 0,185
UASB
Janke et al. o cana-de- 25a
(2016b) 40°C (1,55 1,3 acticar 16,3 1,4a9,6 2,5% 0,239
Van-haadel o UASB 251
et al (2014) 37°C 231) cachaca 05d 12a70 75 (g CHa d) -
Van-haadel o UASB 156
et al (2014) 54°C @231) Cachaca 0,5d 12 a 36 56 (g CHs d) -

COV: Carga Orgéanica Volumétrica, TDH: Tempo de Detencgéo Hidraulico; Temp: Temperatura, DQO: Demanda
Quimica de Oxigénio.

Kaparaju et al. (2010) avaliaram um reator UASB no tratamento da vinhaca sob
condicGes de temperatura termofilica com tempo de detencao hidraulico (TDH) de 2
dias. Os valores de producdo de metano foram de até 0,155 L CH4 (g DQOremovida)
! obtidos com COV de 17,1 g DQO (L d)*. O aumento da COV para 41,2 g DQO (L d)
! resultou em baixos rendimentos de metano. Os resultados indicaram que a digestdo
anaerodbia termofilica da vinhaca em reatores UASB, para a producédo de metano, é
viavel apenas para COV aplicadas de até 17,1 g DQO (L d)*.

Dentre os diferentes tipos de vinhaca e considerando a grande quantidade
produzida, deve-se dar atencdo especial a digestdo anaerébia da vinhaca de cana-

de-acUcar. Recentemente, varios estudos avaliaram a vinhaca de cana-de-acicar em
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sistemas de tratamento anaerébio (BARROS; DUDA; OLIVEIRA, 2016; ESPANA-
GAMBOA et al., 2012; JANKE et al., 2016a).

Barros et al. (2016) avaliaram a conversao anaerdbica de vinhaca de cana de
acucar em metano com aumento gradual da COV em dois reatores (UASB), R1 e R2,
com volumes de 40,5 e 21,5 L. Os reatores UASB foram operados por 230 dias com
um tempo de deteccéo hidraulica (HDT) de 2,8 d no R1 e de 2,8 e 1,8 d no R2. Os
valores de OLR aplicados nos reatores foram 0,2 a 7,5 g DQOtotal (L d)* no R1 e 0,2
a 11,5 g DQOtotal (L d)*em R2. A eficiéncia de remoc¢do de DQOtotal variou de 49%
a 82%, alcancando valores de producédo volumétrica de metano de 0,8 L CHa4 (L d)*
noR1e1,3L CHa4(Ld)? noR2.

Espafia-Gamboa et al. (2012) avaliaram a COV ideal para a operacao do reator
UASB modificado para tratamento da vinhaca de cana-de-agUcar e concluiram que a
COV ideal foi de 17,1 g DQOtotal (L d), com producédo especifica de metano de 0,263
L CHa4 (g DQOr)! e concentracédo de metano no biogas de 84%.

Janke et al. (2016b) avaliaram os efeitos da suplementacdo de nitrogénio
(ureia), fésforo (KH2PO4) e elementos tracos, com a variagdo da COV e TDH, no
tratamento anaerdbio da vinhaca de cana-de-acUcar, utilizando dois reatores UASB
(1,5 L) operados paralelamente (R1 e R2). A adi¢do de ureia (2 g L) melhorou a
alcalinidade do reator, mas o processo entrou em colapso com COV de 6,1 g DQOtotal
(L d)*e TDH de 3,6 dias. No entanto, ao suplementar a mesma quantidade de ureia
em combinag¢do com elementos tracos, proporcionou-se alcalinidade suficiente para
uma producéo estavel de biogas de 2,5 L CHas (L d)* com COV de 9,3 g DQOtotal (L
d)'e TDH de 2,5 dias.

3.5.2. Reatores em dois estagios

A utilizacéo de reatores anaerébios em dois estagios ou em série no tratamento
de aguas residuarias pode levar ao aumento da eficiéncia da remog¢édo da matéria
organica. Segundo Fuess et al. (2017), a digestdo anaerébia em sistema de dois
estagios é mais eficiente do que a digestdo anaerdbia em sistema unico.

Estas configuragbes permitem a selecdo e o enriquecimento de grupos
microbianos especificos em reatores separados; acomodacdo das variagbes das

cargas organicas do afluente no primeiro reator, permitindo a aplicacdo de cargas
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constantes no segundo reator; previne as sobrecargas organicas e acidas e atenua o
efeito inibitério dos compostos téxicos; favorece a estabilidade e o controle do
processo; e permite maior quantidade de producdo de energia (CAMARILLO;
RINCON, 2012; DEMIREL; SCHERER, 2011; HAN et al., 2016).

Nos ultimos anos, varios estudos tém sido conduzidos para aumentar a
viabilidade para a aplicacéo do tratamento anaerébio da vinhaca, buscando aumentar
a capacidade dos na conversao anaerobia da vinhaca de cana-de-acucar utilizando

reatores em dois estagios (Tabela 4).

TABELA 4. Sistemas de tratamento anaerobios em dois estagios no tratamento
anaerobio da vinhaca de cana-de-acucar.

Tem Tinos de Tipos Producéo Producéo
o Repatores de TDH  COV  DQO  vplumétrica especifica
Referéncias P Vinhaca de CH, De CHq
o (9 DQO % * . L CHa (g
(°C) L d)) (%) (L CHs (L d)?) DQONYL
55 °C AS(T_?R Cg‘gl"j‘c‘;‘? ¥2 1sa3:0 63 4,2 0,301
Fuess et al. UASE
(2017) 55°C  convencional ~ Sana-de- ég ﬁ 15a 30 74 2,3 0,283
) acucar 7
o cana-de- 34, 42
Ferraz Jr et 55 °C UASB | acicar e 56 h 25 62,8 2,1 0,256
al., (2016 de-
(2016) oo uassl cana-de- 23,29 g 65,7 2,8 0,316
acucar e39h
2la UASB (R1) cana-de- l4a 35a
24 °C az2L) aculcar 68 h 5,6 59 0.02a0,24 0,187
Guariz (2013)
2la UASB (R2) cana-de- 05a 33a
24 °C 7L) aglicar 155h 4,00, 43 0,0120,26 0,281
55°C UASB(R1)  canade- gy 20 36 0,20 -
aclcar
Faria (2014)
55°C UASB(Rz) ~ canade- oo, 35 27 0,32 -
acucar
N UASB (R1) cana-de- 0,15a
Santana 55 °C (13.71) agticar 67,2 h 125 38 0,20 0,018 a 0,149
Junior (2013)
N UASB (R2) cana-de- 0,33a
55 °C (10.6L) aticar 48 h 113 48 0,36 0,06 20,35

COV: Carga Organica Volumétrica, TDH: Tempo de Detencdo Hidraulico; Temp: Temperatura, DQO: Demanda
Quimica de Oxigénio.

Fuess et al. (2017) avaliaram a digestdo anaerobica termofilica da vinhaca em

duas fases utilizando uma nova configuracdo. A configuracdo experimental de uma
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combinacdo formada por um Unico reator acidogénico (APBR) seguido por dois
reatores metanogénicos operados em paralelo - ASTBR e reator UASB convencional.
Para os reatores metanogénicos, foram aplicadas COV de 15 a 30 g DQOtotal (L d)™2.
Os resultados destacaram a viabilidade da aplicacdo do ASTBR a vinhaca, indicando
uma remocao DQOtotal superior a 80%. O ASTBR apresentou estabilidade com COV
de até 30g DQOtotal (L d)!. A aplicacdo de condicdes similares ao reator UASB
indicou perdas de desempenho severas, levando a acumulacéo de acidos para cada
aumento na COV.

Santana Junior (2013) avaliou a producdo de metano a partir de vinhaca em
reatores UASB termofilicos, instalados em série, com volumes de 13,7 (R1) e 10,6 L
(R2) para com aumento gradual da COV. As cargas organicas volumétricas (COV)
aplicadas no R1 foram crescentes de 0,15 a 12,50 g DQOtotal (L d)1. As melhores
eficiéncias de remocao de DQOtotal e DQOdiss foram de 55 % no R1 e 51% no R2.
As maiores produgdes volumétricas de metano no R1 foram de 0,205 L CHa4 (L d)*
com a aplicacdo de (COV) de 7,5a 12,5, e no R2 foram de 0,365 L CH4 (L d)* no R2
com COV de 6,5 a 11,3 g DQOtotal (L d)™2.

Guariz (2013) avaliou o desempenho de reatores UASB mesofilicos, em série,
na conversdo anaerdbia da vinhaca de cana-de-acucar e do melagco com aumento
gradual da COV de 1,4 a 5,6 g DQOtotal (L d). Foram obtidas eficiéncias de remogéo
de DQO e SST acima de 75%, a manutenc¢do da COV em valores 5,6 g DQO (L d)*
provocou deslocamento das maiores producdes de metano do primeiro para o
segundo reator UASB, com rendimento ainda alto, de 0,2 L CH4 (g DQOremovida),
evidenciando a importancia do uso de reatores anaerdébios em série para manter a
estabilidade do sistema de tratamento.

Faria (2014) avaliou o desempenho de dois reatores UASB em série, R1 (12,1L)
e R2 (5,6L) na faixa de temperatura termofilica utilizando a vinhaga diluida como
substrato. Os reatores foram operados com TDH de 16 e 7,5 h, respectivamente e
COV média de 20 e 35 g DQOtotal (L d)%, respectivamente. As maiores eficiéncias de
remocao de DQOtotal foram observadas nos ultimos 36 dias de operagdo com média
de remocdo de 36, 27, 53% no R1, R2, R1+R2, respectivamente. As maiores
producdes volumétricas foram de 1,1 LCH4 (L d)*no R1.
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Ferraz Jr et al. (2016) avaliaram o desempenho de dois reatores termofilicos
metanogénicos de manta de lodo de fluxo ascendente (UASBI e UASB Il). O reator
(UASB 1) foi operado separadamente em estagio unico, e o UASB Il foi operado no
segundo estagio do sistema composto por dois reatores anaerobios (APBR e UASB
I). As maiores COV aplicadas em ambos reatores foram de 25 g DQOtotal (L d)?, e
as maiores producdes volumétricas de metano foram de 2,1 L CHa (L d)* (UASB I) e
no de 2,8 L CHa (L d)* (UASB Il), as maiores producdes no UASB Il indicaram que a
separacao de fase acidogénica colaborou para o aumento da conversdo da matéria
organica e producéo de energia.

Tendo em vista os estudos apresentados, ainda s&o necessarios avangos na
area da digestdo anaerébia da vinhaca, buscando aumentar a capacidade da
conversdo anaerbbia, com aplicacbes de altas cargas organicas volumétricas,

maiores produgdes de metano e melhor qualidade do efluente.

A utilizacéo de reatores em série, a suplementacéo de nutrientes e alcalinidade,
através da torta de filtro e recirculacdo do efluente, sdo estratégias interessantes,
visando a obtencdo de elevadas COV e producdo de metano em condi¢cdes de
estabilidades. Além disso, a avaliacdo da diversidade, permitirda a melhor
compreensao dos processos hioquimicos e das interacdes microbianas em elevada
COV e producdo de metano, para o avanco da digestdo anaerdbia na utilizacdo de

residuos com altas concentracdes de material organico.

3.6. Processos de oxidagdo avancada (POA) e fisico-quimicos

De forma geral, os sistemas biolégicos tratam parte consideravel da matéria
organica. Contudo, esses sistemas possuem pouca eficiéncia na remocao dos
compostos toxicos e recalcitrantes, sendo necessario sistemas adicionais ou
complementares com o objetivo de melhorar a biodegradabilidade ou enquadrar o
efluente final nos limites de descarga exigidos. Nesse contexto, 0s processos de
oxidacdo avancada e os fisico-quimicos mostram-se como alternativa bastante viavel,
podendo ser utilizados como pré-tratamento, diminuindo a toxicidade a montante do
processo biolégico convencional, ou como poés-tratamento, para oxidar e/ou remover

os residuos ndo degradados pelos processos biologicos.
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Os Processos Oxidativos Avancados (POAS) séo processos de oxidacao que
envolvem a geragao de radicais hidroxilo (HO¢), com um potencial de oxidagao
bastante elevado (E°=2,8V) e ndo seletivos aos compostos a degradar pelo que sdo
aplicados na degradacdo de compostos recalcitrantes. Os POAs podem ser
classificados como homogéneos (uma so fase), onde o catalisador € dissolvido no
efluente a ser tratado, ou heterogéneos (mais de uma fase) em que o catalisador é
suportado numa matriz porosa solida. Embora exista uma variedade de processos de
oxidacdo, optou-se neste trabalho por pormenorizar apenas a reacdo de Fenton, em
fase homogénea, por ser alvo do nosso estudo.

Entre os processos fisico-quimicos tem-se a filtragdo, separagdo por
membranas, adsorcdo, absorcdo, coagulacdo/floculacdo, entre outros. Na secao
3.6.2, esta descrito, com maior detalhe, a coagulacao/floculacdo por ter sido o

processo selecionado para o tratamento da vinhaca.

3.6.1. Reacéo de Fenton

O mecanismo bésico da reacdo de Fenton consiste na decomposi¢cdo do
peréxido de hidrogénio (H202) na presenca de catalisador de Fe?* (equacéo 1) em pH
acido, conforme mencionado anteriormente. Estes reagentes, quando adicionados a
um sistema contendo um substrato organico (RH) em meio acido, sdo oxidados e
formam subprodutos (compostos intermediarios) de acordo com a equacao 2. A
oxidacdo prossegue até a formacédo de dioxido de carbono e agua (mineralizagcéo

completa) de acordo com o descrito na equacédo 3.(WALLING, 1975):

Fe?* + H202 — Fe3* + OHe+ OH- (1)
OHe+ RH —H20 + intermediarios (2)
OHe+ intermediarios —H20 + CO2 3

A regeneracdo do Fe?* ocorre através da reacdo do Fe3* com o H20:2 (equagéo
4) e € necessaria para dar continuidade as reacdes anteriores, formando-se o radical
HO2+, com menor potencial de oxidacdo do que o radical hidroxila. Assim, a

decomposicéo do perédxido de hidrogénio é também catalisada pelos ions Fe3*. Neste
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processo, a velocidade inicial de remocé&o dos poluentes organicos pelo sistema Fe3*/

H202 é menor do que a do reagente Fe?*/ H202.

Fe3* + H202 — Fe? + HOze+ H* (4)

Neste processo, podem ocorrer paralelamente outras reagbes competitivas e
indesejaveis (reagbes de “scavenging”) entre o radical e o excesso de oxidante e

catalisador, descritas nas equacdes 5 e 6 (Walling, 1975):

HOe*+ H202 — H20++ HO2 (5)
HO++ Fe?* — Fe3*+ OH- (6)

As reacdes competitivas promovem um efeito inibitério para a degradagéo.
Além disso, os radicais HO+ sdo suscetiveis de recombinarem-se com outros
compostos, sendo consumidos, diminuindo a probabilidade da oxidac&o. Portanto, é
importante determinar em cada caso a quantidade étima de H20: e de Fe?* para evitar
um excesso que poderia retardar a degradacéo (WALLING, 1975).

Outros fatores influenciam a eficiéncia da reacdo de Fenton, tais como, a
temperatura e pH. A temperatura tem um efeito positivo até 50 °C, uma vez que
aumenta a constante cinética da reacdo de acordo com a lei de Arrhenius
(RODRIGUES; DEUS, 2013). Porém o efeito é negativo para temperatura superiores,
devido a decomposicdo do perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio, ndo estando
assim disponivel para gerar radicais hidroxila. O pH étimo da reacdo em geral é
proximo de 3,0, na maioria dos casos € recomendado como pH de operag¢do. Em pH
muito acido (abaixo de 2,0), o peroxido reage com o H* originando o H3zO2* (MORAIS,
2005), e diminui a reatividade com o Fe?*, reduzindo a eficiéncia da degradacéo
(RODRIGUES; DEUS, 2013). Por outro lado, em pH maior que 4,0, verifica-se a
precipitacdo do ferro na forma de hidréxidos o que diminui a concentragdo das
espécies de livres para a reacdo de Fenton e verifica-se um aumento da velocidade
de decomposicao de H202 em agua e oxigénio (SZPYRKOWICZ; JUZZOLINO; KAUL,
2001).
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O processo de Fenton possui varias vantagens, é denominado como uma
“tecnologia verde", porque utiliza reagentes in6cuos para o meio ambiente, é
altamente eficiente, com baixo custo de capital, aplicacdo simples, opera a
temperatura ambiente e pressdo atmosférica. Os agentes de oxidacdo possuem
caracteristicas de nao seletividade, conforme mencionado anteriormente, ou seja,
capacidade de oxidar véarios poluentes ao mesmo tempo, a reacao inicia-se
instantaneamente, reduz a toxicidade e melhoria da biodegradabilidade das aguas
residuais, permitindo a combinacdo com processos biologicos (ARSLAN;
TUHKANEN, 1999; BIGDA, 1995; FLAHERTY; HUANG, 1992). Em contrapartida
neste processo ocorre a geracado de lamas contendo ferro que requer separagao e

eliminacao e/ou reutilizacdo (HSUEH et al., 2005).

3.6.2. Coagulacéao/floculacéo e Fenton

De acordo com Gilpavas et al. (2017), o processo de coagulacdo/floculacéao
para o tratamento de aguas residuais tém sido amplamente estudados, considerados
essenciais na reducdo dos solidos suspensos, material organico e cor, para melhorar
a eficiéncia do tratamento posterior. A coagulacdo/floculacédo realiza-se em duas
etapas distintas e tem por objetivo remover os solidos em suspensao e as particulas
coloidais dissolvidas. Na primeira, designada coagulacao, promove-se a formacéo de
particulas com maiores dimens@es atraves da desestabilizacdo e aglomeracao destas
pela adicdo de produtos quimicos e/ou polimeros. Na segunda, designada floculacao,
promove-se remocdo dos flocos formados na primeira etapa por decantacdo ou
filtragdo (CANIZARES et al., 2009).

A etapa de coagulacdo nao € processo simples e envolve varias interacdes
fisico-quimicas: compressdo da camada dupla, adsorcdo e neutralizacdo da carga,
adsorcao e formacao de pontes entre particulas (relacionados com polimeros de alto
peso molecular) e inclusdo das particulas num precipitado metalico (ECKENFELDER,
2000). Contudo, normalmente, no tratamento de aguas residuarias, a coagulagcao
ocorre pelos mecanismos de neutralizagdo de cargas e inclusdao em precipitados de

metal. Estes mecanismos sdo afetados por varios parametros, nomeadamente: o tipo
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e a dose de coagulante, o pH, a velocidade de agitacéo e o tempo de contato (ALVES,
2007; METCALF; EDDY, 2003).

Na etapa de floculacdo promove-se a colisdo das particulas desestabilizadas,
na coagulacao, e estas agregam-se em flocos de maior dimenséao (ALVES, 2007).
Este mecanismo pode ocorrer de duas formas diferentes: floculacdo pericinética ou
floculacdo ortocinética (VIGNESWARAN; VISVANATHAN, 1995). Nesta etapa é
necessario ter em conta o tipo e a dose do floculante, a velocidade de agitacdo e o
tempo de contato.

As principais vantagens da coagulacao/floculacao séo a aplicabilidade, o baixo
custo de capital, os baixos tempos de contato e de residéncia e 0 uso de equipamentos
relativamente simples (EASTON, 1995). Mas, por outro lado, coagulacao/floculacéao é
um processo de tratamento primario e, portanto, ndo degrada 0os compostos presentes
nos efluentes, apenas os transfere para fase sélida (GENENA, 2009), gerando lodos
contendo os compostos removidos. Além disso, devem-se considerar a necessidade
de adicéo de reagentes quimicos e polimeros, bem como alguns floculantes catiénicos
gue podem ser toxicos aos peixes e a outros animais e, 0S custos operacionais

consideraveis.

3.6.3. Tratamento da vinhaca por Coagulacéao/floculacdo, Fenton e combinacéo

dos processos.

O processo de coagulacéao/floculacéo foi reportado no tratamento da vinhaca.
Nos estudos realizados, diferentes tipos de coagulantes tém sido testados
(biopolimeros, cloreto de ferro e sulfato de ferro) para reduzir o potencial poluente da
vinhaga, alcangando remog¢des maximas de DQO de 33%, 37% e 39%, para oS
biopolimeros, cloreto e sulfato de ferro, respetivamente (SAPLA, 2012). O cloreto de
ferro € um dos coagulantes possiveis de utilizacdo, tem como principais
caracteristicas alto teor de Fe3* e a possibilidade de trabalhar numa faixa de pH de
3,5 a 6,5 e >8,5. Outra possibilidade de coagulante € o sulfato de ferro que, assim
como o FeCls, possui alto teor de Fe3* e trabalha em ampla faixa de pH (de 3,5 a 11)
(SAPLA, 2012). No entanto, para a aplicagdo do processo anaerébio subsequentes, o

sulfato é transformado em sulfeto pelas bactérias redutoras de sulfato, essas bactérias
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competem com as bactérias acetogénicas e com as arquéias metanogénicas pelos
produtos da fermentacdo acida, produzindo CO:2 e gés sulfidrico (H2S), inibindo a
producdo de metano (CHERNICHARO, 2007).

Rodrigues et al. (2014) também utilizaram a coagulacéo/floculacédo para
melhorar a qualidade final do efluente para o seu uso na fertirrigacéo e obtiveram os
melhores desempenhos utilizando 1,6 g de FeCls Lt como coagulante em vinhaca
previamente biodigerida, com 65% de remocéo de DQO.

A aplicacdo de Fenton no tratamento da vinhaca e vinhaca biodigerida é alvo
de estudo muito recente. Na Tabela 5, estdo apresentados referidos trabalhos e pode-
se observar altas eficiéncias do processo na remocdo de cor e consideraveis
remocdes de material organico.

A combinacdo da coagulacao/floculacdo com a oxidacdo de Fenton podem
melhorar a eficiéncia e a viabilidade do processo, aumentando a remocao dos
compostos organicos e diminuindo, consideravelmente, os custos operacionais
(GILPAVAS; DOBROSZ-GOMEZ; ANGEL GOMEZ-GARCIA, 2017; RODRIGUES et
al., 2017). De acordo com estudos recentes, concentracdes mais baixas de ferro e
menor tempo de operacdo sd0 necessarias para o tratamento de aguas residuais
utilizando a coagulagao/floculacéo ao processo de Fenton e Foto-Fenton (GILPAVAS,;
DOBROSZ-GOMEZ; ANGEL GOMEZ-GARCIA, 2017).

TABELA 5. Processos de Fenton aplicados a vinhacga.

Referéncia Tipos de DQO Cor  DQO coT
residuos (mgL?) (%) (%) (%)
HADAVIFAR et al. .
(2010) Vinhaca 40700 46,3 n.d.
JANGPUANGSEE .
etal. (2012). Vinhaga nd. 930 nd n.d,
AMAT et al., (2014) Vinhaca 55%%%% 93,5 59,3 nd.

GUERREIRO et al. Vinhaca
(2016) Biodigerida

n.d. —néo determinado

6836 n.d. 69,2 51,6
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Guerreiro et al. (2016) estudaram as melhores condigbes de operacgdo para
coagulacéo / floculagéo e oxidacao de Fenton, aplicadas isoladamente ou combinadas
com o tratamento com vinhaca de cana-de-acucar, a fim de: i) melhorar a
biodegradabilidade e diminuir a toxicidade da vinhaca de cana-de-acucar biodigerida
para recirculacdo em reatores anaerobicos de alta taxa para aumentar a producao de
biogéas, e ii) maximizar a mineralizacdo de compostos organicos e obter um efluente
final que atenda aos valores da legislacao para posterior descarga em corpos d'agua,
com o menor custo de tratamento. Se o objetivo principal é a redu¢cdo maxima do
material organico, a coagulacao/floculacdo seguida pela oxidacdo de Fenton com
adicdo gradual do perdxido durante a oxidagdo é a melhor estratégia; no entanto, se
a vinhaca for recirculada de volta ao reator anaerébio, € preferivel adicionar o peréxido
em uma unica dose (uma vez no inicio da reagéo), pois, dessa forma, obteve-se um
efluente mais biodegradavel.

A combinacdo da coagulacdo/floculacdo com o Fenton no tratamento da
vinhaca biodigerida apresenta um aumento da biodegradabilidade, conforme referido
acima, e gera um efluente ndo téxico (0,0% de inibicdo da Vibrio fischeri), mostrando
efeitos promissores para a recirculacdo no reator anaerébio (GUERREIRO et al.,
2016), mas o efeito da recirculacdo na producdo de biogas ainda necessita de
estudos.

Diante deste contexto, os processos de coagulacao/floculacdo, Fenton e a
combinacdo de ambos foram aplicados no efluente (vinhaca biodigerida) com o
objetivo de melhorar a biodegradabilidade do efluente e diminuir a toxicidade, visando
a melhora da qualidade do efluente para a recirculacdo nos reatores anaerobios.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.Local do experimento e instalacdes experimentais

A pesquisa foi desenvolvida nas instalacées experimentais do Laboratorio de
Saneamento Ambiental, do Departamento de Engenharia Rural da Faculdade de
Ciéncias Agrérias e Veterinarias — Campus de Jaboticabal, da Universidade Estadual
Paulista— UNESP (Figura 1), cujas coordenadas geograficas s&o: latitude de 21°15°22”
S; 48°18’58” W e altitude de 575 m. O clima da regido, segundo classificacdo de
Koppen, é Cwa (subtropical umido, seco no inverno e com chuvas no verdo) e
temperatura média anual de 21 °C.

A unidade experimental foi composta por dois sistemas de reatores UASB em
série: sistema termofilico (TR1 e TR2), operando na faixa de temperatura (54 a 56 °C);
e sistema mesofilico (MR1 e MR2) operando sob condi¢des de temperatura ambiente.
Os reatores foram construidos com tubos de PVC, com separadores de fases na forma
de Y, com angulo de 45° em relacdo a vertical (CAVALCANTI et al., 1999), adaptado
por outros estudos (BRUNO; OLIVEIRA, 2008, 2013; VILLA-MONTOYA; FERRO;
OLIVEIRA, 2016).

4.1.1. Sistema termofilico

O sistema termofilico (ilustrado na figura 2) foi constituido por dois reatores
UASB termofilicos em série, com volumes de 12,1 L (TR1) e 5,6 L (TR2), dentro de
uma camara de aguecimento, tanque para armazenagem do afluente e do efluente,
bomba de diafragma, e gasémetros de fibra de vidro.

No corpo dos reatores UASB, TR1 e TR2, foram instalados quatro registros
para coleta de lodo no TR1 e no TR2. Esses registros foram denominados P1, P2, P3,
P4 e foram distribuidos ao longo da altura dos reatores com distancias de 25 cm entre
cada ponto. A distribuicdo dos pontos de coleta de lodo teve por base uma espiral
imaginaria envolvendo o corpo do reator, permitindo que os pontos de amostragem,

fossem instalados de forma a nao coincidirem.
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FIGURA 2. Representacdo esquematica (A) e fotos do sistema termofilico composto
pelos reatores UASB em série (TR1 e TR2). 1- painel de controle de
temperatura, 2- bomba diafragma, 3- tanque do afluente, 4- UASB (TR1),
5- UASB (TR2), 6- tanque do efluente, 7 e 8- gasbmetros.
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4.1.2. Sistema mesofilico

O sistema mesofilico (Figura 3) foi constituido por dois reatores UASB
mesofilicos em série em condi¢cdes mesofilicas, denominados MR1 e MR2, com
volumes de 214,2 L (R1) e 115,0 L (R2), tanque para armazenagem do afluente e do
efluente, bomba helicoidal, e gasdometros, conforme ilustrado na Figura 1.

No corpo dos reatores UASB, MR1 e MR2, foram instalados oito registros para
coleta de lodo no R1 e no R2. Esses registros foram denominados P1, P2, P3, P4, P5,
P6, P7 e P8 e distribuidos ao longo da altura dos reatores, a 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5;
3,0; 3,5e4,0m, apartir da base do R1 e R2, respectivamente (Figura 3). A distribuicao
dos pontos de coleta de lodo teve por base uma espiral imaginaria envolvendo o corpo
do reator, permitindo que os pontos de amostragem fossem instalados de forma a ndo

coincidirem.
4.2. Afluente e lodo de in6culo utilizado

O afluente utilizado na alimentacdo dos reatores UASB em série (TR1 e TR2,
MR1 e MR2) foi a vinhaca de cana-de-acUcar in natura, proveniente da destilacdo de
etanol hidratado, coletada na saida da coluna de destilacdo. A vinhaca e a torta de filtro
foram coletadas em uma industria sucroenergética localizada na regido de Ribeirdo
Preto — SP. A torta de filtro utilizada neste estudo foi coletada mensalmente na industria
na etapa de carregamento do caminhao para o transporte da torta de filtro para a area
de compostagem (Tabela 6).

O sistema termofilico ndo precisou de inoculacéo, os reatores UASB em série
(TR1 e TR2) encontravam-se em funcionamento e o lodo de in6culo estava adaptado
com a vinhaga, e foi continuidade do trabalho realizado por Farias (2014). As
caracteristicas do lodo contido nos reatores no inicio do trabalho eram: ST de 49,7 g L
leSVde36,1gLtnoTR1,eSTde42,4gLte SVde29,7gL!noTR2.

Para a partida do sistema mesofilico (MR1 e MR2), foi utilizado como in6culo
lodo granulado de reator UASB termofilico coletado em uma usina sucroenergética da
regido de Ribeirdo Preto com concentracdes de sélidos totais (ST) de 41,1 g L e de
sélidos volateis (SV) de 20,4 g L. O volume de lodo colocado foi suficiente para

preencher 30% do volume de cada reator.
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A 1.Tanque do afluente
( ) 2. Bomba helicoidal
3. UASB R1
h.:6m
20.20m
volume: 0.214 m3
4. UASB R2
h.:6m
@ 0.15m
volume: 0.115m3
5. Tanque do efluente
6. Gasdbmetros
P: Pontos de coleta
do lodo: P1-P8
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FIGURA 3. Representacado esquematica (A) e foto do sistema mesofilico (B) com os
reatores UASB em série (MR1 e MR2). 1- tanque do afluente, 2- abrigo
das bombas helicoidais, 3- UASB (MR1), 4- UASB (MR2), 5- tanque do
efluente e 6- gasébmetros.
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TABELA 6. Caracteristicas da vinhaca e da torta de filtro.

Parametros Vinhaca (mg L) Torta de filtro (mg g ST)

pH 45 8,2

DQO 44500 20
NK 430 6,19

Ptotal 26 9,04
K 149 0,050
Cu 5 0,125
Ca 16 0,002
Zn 2 0,042
Mg 14 0,125
Na 16 0,900
Mn 75 0,312
Fe 7 0,018

DQO: demanda quimica de oxigénio; KN Nitrogénio Kjedahl; Piwta: FOsforo total; ST: Sélidos totais.
4.2.1. Torta de filtro e adicdo no afluente

A torta de filtro coletada na industria foi coletada Umida, no entanto, para a
estocagem e adicdo na vinhaca, foi realizada a secagem da torta de filtro de forma
natural, com simples exposi¢ao ao ar livre.

A adicdo da torta de filtro na vinhaca para reatores TR1 e TR2 (sistema
termofilico) foi realizada apo6s 250 dias de operacao e para os reatores MR1 e MR2
(sistema mesofilico), apdés 100 dias de operacao. Para isso, foi preparada uma
solucéo com torta de filtro e vinhaca bruta (40 g/L) e a solucao foi mantida em repouso
por 24 h. Apés este periodo, o substrato foi peneirado em malha de abertura de 2 mm
e filtrado em tecido de algod&o para separacéo das fibras presentes na torta de filtro
e evitar entupimentos da bomba e tubulagdes. A quantidade de torta de filtro utilizada
por litro de vinhaca teve como base a relacdo DQO:N:P de 350:5:1 recomendada para

a digestdo anaerodbia para tratamento de esgoto sanitario (CHERNICHARO, 2007).

4.3. Descricao da operacdo e acompanhamento dos sistemas de tratamento.
4.3.1. Operacao do sistema de tratamento termofilico

O sistema de tratamento termofilico com reatores UASB em série (TR1 e TR2)
foi operado durante 800 dias (Figura 4). Os reatores foram operados entre abril de
2014 e dezembro de 2016 e ficaram inoperantes em dois periodos de entressafras,
de novembro de 2014 a abril de 2015 e de dezembro de 2015 a fevereiro de 2016.
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FIGURA 4. Diagrama esquemaético do sistema termofilico com periodo e condi¢bes operacionais dos reatores UASB em série (TR1
e TR2) no tratamento anaerébio da vinhaca, carga organica volumétrica (COV) em g DQOtotal (L d)?, taxa de
recirculacéo do efluente (vinhaca : efluente) em % vol., fontes de nutrientes para suplementacédo de N e P, tempo de
detencéo hidraulico (TDH) em horas (h) e fonte de alcalinidade. *Recirculacao do efluente proveniente de outro sistema
de tratamento.
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A operacao do sistema de tratamento termofilico foi dividida em dez fases (I a X)
com base nas principais condicbes operacionais (COV, HDT, fonte de N e P, e
alcalinidade)

Durante todo o periodo de operacéo, foi realizado a recirculagédo do efluente do
TR2 para aproveitamento da alcalinidade produzida nos reatores. Na fase Il também
foi utilizado como fonte de alcalinidade e de nitrogénio (N) o bicarbonato de amdnio
(NH4HCO3) e como fonte de fosforo o dihidrogenofosfato de potassio monobasico
(KH2PO4). Na fase Ill, em virtude de problemas de acidificacéo dos reatores UASB, foi
utilizado outro efluente no processo de recirculagéo. Este efluente era proveniente de
reatores anaerobios horizontais de leito fixo tratando vinhaca e em condi¢cdes de
estabilidade. Nas fases de IV a X foram utilizados como fonte de nutrientes apenas a
torta de filtro e a recirculacao do efluente do TR2.

Os tempos de detencao hidraulica (TDH) foram de 17 h no TR1 e 8 h no TR2
nas fases iniciais (I, Il e 1ll). O TDH foi aumentado para 24 h no R1 e 11 h no R2 nas
fases (IV, V, VI e VII). Nas fases finais (VIII, IX e X), o TDH foi similar ao aplicado nas
fases iniciais (I, Il e lll). Estas mudancas do TDH foram necessarias para manter as
COV crescentes de acordo com a DQO do afluente (mistura da vinhaga, do efluente
do R2 e da torta de filtro).

4.3.2. Operacdo do sistema de tratamento mesofilico

O sistema de tratamento mesofilico com reatores UASB em série (MR1 e MR2)
foi operado por 650 dias. Os reatores foram operados entre agosto de 2014 e
dezembro de 2016 e ficaram inoperantes em dois periodos de entressafras, de
novembro de 2014 a abril de 2015, e de dezembro de 2015 a fevereiro de 201. Os
reatores ficaram inoperantes em dois periodos de entressafras, de novembro de 2014
a abril de 2015 e de dezembro de 2015 a fevereiro de 2016.

As condicdes de operagao dos reatores UASB estéo ilustradas na Figura 5.
Durante todo o periodo de operacéo foi realizado a recirculacdo do efluente do MR2
para aproveitamento da alcalinidade produzida nos reatores. Na fase I, foi utilizado
como fonte de alcalinidade e N o bicarbonato de aménio (NH4HCOs3s) e como fonte de
fésforo o dihidrogenofosfato de potassio monobasico (KH2PO4). A partir da fase I, foi

utilizado a torta de filtro como fonte de nutrientes (N e P).
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FIGURA 5. Diagrama esquematico do sistema mesofilico com periodo e condicfes operacionais dos reatores UASB em série (MR1
e MR2) no tratamento anaerébio da vinhaca, carga organica volumétrica (COV) em g DQOtotal (L d)?, taxa de
recirculacédo do efluente (vinhaca : efluente) em % vol., fontes de nutrientes para suplementacéo de N e P, tempo de

detencéo hidraulico (TDH) em horas (h) e fonte de alcalinidade.
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Os reatores (MR1 e MR2) foram inicialmente operados utilizando vinhaga na
safra de 2014, com COV inicial de 5,0 g DQOtotal (L d)! e tempo de detencédo
hidraulica (TDH) de 24 h (R1) e de 12 h (R2). A COV aplicada foi aumentada
gradualmente, alcancando a COV maxima na safra de 2016, de 33 g DQOtotal (L d)*
no MR1 e de 40 g DQOtotal (L d)* no MR2.

4.4. Exames fisicos e determinacdes de constituintes organicos e inorganicos

nos afluentes, efluentes, lodo e biogas.

Na Tabela 7 estdo apresentados os exames fisicos e as determinacbes

guimicas executadas nas amostras compostas dos afluentes e dos efluentes, no lodo

e no biogas durante os ensaios, bem como as frequéncias e as fontes das

metodologias.

TABELA 7. Exames e determinacdes, frequéncia e fontes das metodologias utilizadas.

EXAMES E DETERMINA(}OES FREQUENCIA REFERENCIAS

Afluente e efluentes

pH Diariamente APHA; AWWA; WPCF (1998)

Demanda quimica de oxigénio  Duas vezes \ APHA; AWWA; WPCF

(DQOtotal) semana (1998);.(OLIVEIRA, 1997)

Alcalinidade total (AT), parcial . APHA; AWWA; WPCF (1998);
Diariamente

(AP) e intermediaria (Al)

JENKINS et al. (1983)

Acidos volateis totais (AVT)

Duas vezes \
semana

DILALLO e ALBERTSON (1961)

Acidos organicos

Veroitem4.4.1

VAN CLEEF et al., 2015

Nitrogénio total Kjedahl (NTK)

Uma vez \ semana

APHA; AWWA; WPCF (1998)

Nitrogénio amoniacal

Duas vezes \
semana

APHA; AWWA; WPCF (1998)
(Método Semi-Micro Kjedahl)

Fosforo total

Uma vez \ semana

APHA; AWWA; WPCF (1998)

Fe, Cu, Zn, Mn, Ca, Mg, Na e K

Uma vez/semana

APHA; AWWA; WPCF (1998)

Lodo

Solidos totais (ST) e sélidos

volateis (SV)

Duas vezes no
ensaio

APHA; AWWA: WPCF (1998)

Biologia Molecular (ver os itens 4.5 e 4.6)

Biogas
Producéo Diariamente OLIVEIRA (1997)
Composigéo Semanalmente APHA; AWWA; WPCF (1998)
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4.4.1. Quantificagdo dos acidos organicos

Com as maiores COV aplicadas, no afluente e efluente dos reatores, foram
realizadas a quantificacado doa acidos organicos: acido aceético, acido propiénico, acido
isobutirico, &cido butirico, acido isovalérico e valérico. No sistema de tratamento
termofilico, as amostras foram coletadas no dia 336 do experimento com COV de 45 g
DQOtotal (L d)* (Fase V). No sistema de tratamento mesofilico, as amostras foram
coletadas nos dias 302,380 e 482 com COV de 28, 33 e 23 g DQOtotal (L d)7?,
respectivamente (Fases IV, V e VI).

As amostras para quantificacdo dos &cidos organicos foram preparadas e
analisadas por cromatografia gasosa. Aproximadamente 2,0 mL de cada amostra bruta
foram centrifugados (13.000 g; 15 min; 4 ° C; Sorvall Superspeed RC2-B, Newton, CT,
USA) com &cido férmico 98-100% (Merck KGaA). Apés centrifugacao,
aproximadamente 1,2 mL de sobrenadante foi transferida para frascos
cromatograficos. A concentracdo dos acidos organicos foi determinada pela injecéo de
1 yL de amostra em um cromatografo de gas (CG HP 7890A, Injector HP 7683B,
Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA) equipado com uma coluna capilar HP-FFAP
(19091F-112; 15 m 0,320 mm, 0,50 um, J & W Agilent Technologies Inc., Palo Alto,
CA, EUA). Os fluxos dos gases foram de 1 mL/min para o gas de arraste (H2). A
temperatura inicial para a chama da coluna foi de 60°C, mantida por 1 minuto, sendo
entdo elevada para 200 °C a uma taxa de 5 °C/minuto, permanecendo por mais 25
minutos. A temperatura do injetor foi de 270 °C e a temperatura do detector foi de 300
°C. Arazéo de divisdo da amostra foi de 1:100. A curva de calibragao foi feita utilizando
padrées cromatograficos (Chem Service, West Chester, PA, EUA) de acido acético
(99,5%; CAS 64-19-97), acido propidnico (99%; CAS 79-09-4), acido isobutirico (99%;
CAS 79-31-2), acido butirico (98,7%; CAS 107-92-6), acido isovalérico (99%; CAS 503-
74-2) e acido valérico (99%; CAS 109- 52-4) (VAN CLEEF et al., 2015).

4.4.2. Andlise estatistica

Foram realizados delineamento inteiramente casualisado (DIC) com dez

tratamentos (Fases | a X) para o sistema termofilico e com sete tratamentos (Fases |
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a VII) para o sistema mesofilico, com repeticdo no tempo. Foi aplicado teste F para
andlise de variancia e as diferencas entre os tratamentos foram avaliadas através do
teste de Tukey com nivel de significancia de 5%. As analises foram realizadas no
software Assistat.

Para identificar os géneros de bactérias e arquéias versus producdo
volumétrica de metano, nitrogénio de Kjedahl (KN), fésforo total (Ptotal) e ferro; foi
utilizado teste estatistico (g-test) com correcdo FDR. Foram utilizadas as OTUs que

tiveram p <5 em pelo menos uma amostra

4.5. Informacgdes das amostras do DNA gendmico dos micro-organismos

As amostras de DNA genémico sequenciadas no lon Torrent foram coletadas a
nos pontos de coleta do lodo localizadas nos reatores UASB em série dos sistemas
termofilicos (TR1 e TR2) e mesofilicos (MR1 e MR2) (Figura 2 e 3). As amostras de
lodo dos pontos de coleta de cada reator foram misturadas para formar duas amostras
compostas, sendo uma do R1 e a outra do R2. O volume de lodo de cada ponto foi
coletado, de modo a obter a mesma quantidade de sélidos volateis (SV) de cada
ponto.

No sistema termofilico (TR1 e TR2), as amostras foram coletadas aos 590 dias
de operacdo, na fase VII, quando a COV no R1 (45 g DQO total (L d)*) e a producéo
de metano foram maiores. Os sélidos totais (ST) e volateis (SV) do lodo da amostra
composta foram 38,1 e 23,9 g L' (R1) e de 36,1 e 21,7 g L1 (R2).

No sistema mesofilico (MR1 e MR2), as amostras foram coletadas aos 415 dias,
na fase V, quando a COV (33 g DQO total (L d)* e a producdo de metano foram
maiores. Os solidos totais (ST) e volateis (SV) do lodo da amostra composta foram
56,1 e 26,8 gL*(R1) ede40,7 e 23,8 g L' (R2), respectivamente.

4.5.1. Amplificagdo do gene 16S rRNA com a lon Tag e sequenciamento

O gene 16S ribosomal RNA foi parcialmente amplificado (regides V4-V5) a partir
das amostras usando primers universais 515F (5-TGTGNCAGCMGCCGCGGTAA-3’)
e 926R (5-barcode-CCCCGYCAATTYMTT-3’), que foram desenhados com

adaptadores e barcodes (vinte e duas sequéncias Unicas para cada amostra). A
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reacao de PCR consistiu em 95°C por 3 min, seguindo para 35 ciclos de 95°C por 30
S, 55°C por 90 s, 72°C por 45 s e extenséo final a 72°C por 5 min. As reagbes de PCR
foram realizadas usando 8ul de KAPA HiFi HotStart ReadyMix (2X) PCR kit (Kapa
Biosystems, Boston, USA), 1ul de cada primer (10uM) e 50ng de DNA template. Os
amplicons foram purificados em gel de agarose 2% e recuperados com Zymoclean™
Gel DNA Recovery Kit w/Zymo-Spin™ IC Columns (Zymo Research, Irvine, CA)
conforme instrugbes do fabricante. A quantificacdo dos amplicons purificados foi
realizada em Qubit Fluorometric Quantitation (Thermo Fisher Scientific, USA) e, ap0s
a mistura equimolar, foi realizado o sequenciamento single-read (1x400) em
plataforma lon Torrent PGM (Thermo Fisher Scientific, USA) usando chip 318 v2,

seguindo as instrucdes do fabricante.
4.5.2. Processamento dos dados brutos

Os dados brutos foram trimados para adaptadores/barcodes/primers usando os
programas Scythe 0.991 (https://github.com/vsbuffalo/scythe) para a posicao 3’ das
sequéncias e Cutadapt 1.7.1 (MARTIN, 2011) para a posigéao 5 das sequéncias. Em
seguida, os dados foram filtrados para sequéncias que apresentassem qualidade
PHRED<20 e sequéncias menores do que 300pb usando o programa Prinseq
(SCHMIEDER; EDWARDS, 2011). A determinacdo das Unidades Taxonbmicas
Operacionais (UTOs) e analises de alfa- e beta-diversidade para Arquéias e Bactérias
foram realizadas usando QIIME v. 1.9.0 (CAPORASO et al., 2011). As sequéncias
guiméras foram removidas usando o protocolo UPARSE incluso no programa
USEARCH v. 1.1.1. A classificacdo taxonémica das UTOs foi realizada com o banco
de dados Ribosomal Database Project (RDP Il) trainset 14 usando mothur v. 1.25.0
(SCHLOSS et al., 2009). O alinhamento das UTOs foi realizado contra o banco de
dados SILVAv. 119 (PRUESSE et al., 2007). A qualidade dos dados brutos e trimados
foi avaliada usando o] programa FastQC V. 0.11.3

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc).
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4.6. Amostras para a PCR quantitativa em tempo real (QPCR)

Para a PCR quantitativa em tempo real (qQPCR), o DNA gendmico do lodo foi
coletado em trés pontos de coleta do TR1 e MR1 e trés pontos de coleta doTR2 e
MR2. As amostras foram coletadas nos pontos de coletas distribuidos ao longo de
cada reator. Este procedimento foi realizado com o intuito de verificar se ha diferencas
significativas na quantificacdo dos micro-organismos ao longo da altura da camara de
digestdo dos reatores UASB.

No sistema termofilico, as amostras foram coletadas aos 590 dias. As trés
amostras para cada reator, foram distribuidas da seguinte forma: amostra 1 (P1),
amostra 2 (P2), amostra 3 (P3+P4). Os ST e SV do lodo nos pontos do R1 foram de
113,0e 73,3g L1 (P1);29,2e17,2gL*(P2);30,5e189gL*(P3)e348e199¢gL"
L (P4), respectivamente. No R2, os ST e SV foram de 107,2 e 75,1 g L (P1); 36,5 e
17,0g L' (P2);31,2e20,3gL*(P3)ede29,1ede 15,09 L*(P4), respectivamente.

No sistema mesofilico, as amostras foram coletadas aos 415 dias. As amostras
de cada reator foram coletadas da seguinte maneira: amostra 1 (P1+P2) amostra 2
(P3+P4+P5), amostra 3 (P6+P7+P8). Os ST e SV do lodo nos pontos do R1 foram de
151,5e96,9gL*(P1);83,1e388¢gL'(P2);489e8,1gL*'(P3);488e7,4gL"*
(P4);279e 15,5g L1 (P5); 33,6 20,3gL*(P6);22,5e11,8gL*(P7); 101,3e 15,1
g L1 (P8), respectivamente. No R2, os ST e SV foram de 61,9 e 44,5 g L (P1); 55,4
e 28,0gL?(P2);358e205gL*(P3);38,7e2509L*(P4);28,4¢e189gL*(P5);
21,9e11,0g Lt (P6); 25,7 e 14,4 g Lt (P7); 57,7 e 27,9 g L (P8), respectivamente.

As extracdes do DNA genbmico de ambas as amostras de lodo descritas acima

foram realizadas a partir de 0,37 mg de lodo por meio do kit PowerSoil® DNA Isolation

Kit (MOBIO Laboratories, Inc), estocados a -20°C. A qualidade do DNA gendmico foi
analisada tanto pelo Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific Inc.) quanto pelo
gel de agarose a 1% com TAE 1x e quantificado pelo Qubit® dsDNA HS Assay Kit
100 assays, 0.2-100 ng, conforme as instrucdes do fabricante.

4.6.1. qPCR: Quantificacdo absoluta

A PCR quantitativa em tempo real (QPCR) foi realizada com as amostras de

DNA gendmico isoladas a partir do lodo coletado de quatro pontos diferentes de cada


http://www.mobio.com/samples-all/powersoil-dna-isolation-kit-sample.html#related
http://www.mobio.com/samples-all/powersoil-dna-isolation-kit-sample.html#related
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reator termofilico (R1 e R2), e de 8 pontos diferentes para cada reator Mesofilico,
conforme descrito no item 4.6. 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 amplificacées das regides 16S rDNA,
usando primers especificos (Song et al., 2010; Lee et al., 1996). Inicialmente, 0s

primers tiveram sua 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 DH10pB
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, S&o Paulo, Brasil. As analises 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 reacdes de gPCR foram conduzidas no aparelho Applied Biosystems 7500
Real-Time PCR. As reacgoes incluiram 6,25 uL de Power SYBR Green® MasterMix
(Applied Biosystems), primers em diferentes concentracdes dependendo do
microrganismo, 10 ng de DNA metagen6mico e agua ultrapura para perfazer o volume
da reacdo a 12,5 uL. Todas as reac6es foram conduzidas em placas de 96 pocos no
aparelho Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System® (Applied Biosystems)
com as seguintes definigbes: 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. Apods estas etapas, houve uma etapa com o aumento da

temperatura (60 para 95°C) para obter a curva de dissocia¢c&o dos produtos da reacéo.


http://www.arb-silva.de/search/testprime/
http://www.arb-silva.de/search/testprime/
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O numero de coépias de cada amostra foi determinado por diluicdo em série da
curva padréo a partir do plasmideo linearizado, 3x108 a 3x10? (1:10). Para cada curva
padrao, foi determinado se a eficiéncia foi proxima ou igual a 100%. O Ct foi
determinado para as amostras e comparado com as curvas padrédo para determinar o
namero de cépias 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).

4.7. Tratamento da vinhaca biodigerida por processo oxidativo avancado e

combinacao de processos

A vinhaga biodigerida foi proveniente do tratamento anaerdbio, composto pelos
reatores UASB termofilicos em série (R1 e R2), foi concentrada 14 vezes por
evaporacdo e encaminhada para o LEPABE (Laboratorio de Engenharia de
Processos, Ambiente, Biotechologia e Energia) da Universidade do Porto, onde foi
mantida sob refrigeracdo até ao momento da sua utilizacdo, a partir do qual se
procedeu a diluicdo de 14 vezes com agua destilada antes de submeter aos ensaios.

4.7.1. Processo Fenton

A vinhaca biodigerida foi submetida ao processo Fenton tendo como base as
condicBes otimizadas de pH e temperatura encontradas por Guerreiro et al. (2016) e
avaliou-se o efeito da dose de ferro e perdxido de hidrogénio. Os ensaios oxidativos
ocorreram em batelada (descontinuo, ou por partidas) num reator de vidro, com
capacidade de 1 L, equipado com uma camisa de recirculacao ligado a um banho
termostatico que permite estabilizar a temperatura no interior do reator, que foi medida
através de um eletrodo combinado de pH/temperatura que permite medir estes dois

parametros no efluente ao longo dos ensaios (Figura 6).



44

]
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FIGURA 6. Diagrama esquematico (a) e fotografia (b) do reator de Fenton.

Para realizar os estudos de oxidacao de Fenton, foi adicionado ao reator 150
mL de vinhaca biodigerida. Imediatamente apds o efluente ter atingido a temperatura
de 55 °C, o pH foi ajustado para o valor desejado de 5,0 com H2SOs4 1M.
Posteriormente, foi adicionada a quantidade necessaria de ferro (FeClz.6H20) e de
perdxido de hidrogénio (H202 (30% v/v)). Iniciou-se a contagem do tempo de reagéo
a partir da adicdo de peroxido de hidrogénio e foi estendido até 3 h.

De modo a promover a homogenidade no interior do reator promoveu-se
agitacao constante (200 rpm). Para tal utilizou-se uma barra magnética e uma placa
de agitacéo.

A temperatura e os valores de pH do meio foram registrados ao longo do tempo
e, em intervalos previamente definidos (de 30 em 30 minutos) foram recolhidas
amostras para avaliar o COT ap0s se cessar a reacdo com a adicdo de excesso de
sulfito de sédio (que reage instantaneamente com o peroxido de hidrogénio
remanescente). No fim da reacdo (ap6s 3 h), determinou-se imediatamente a
concentracdo de peroxido de hidrogénio remanescente.

No ensaio com as condicfes 6timas, no final da reacdo, para determinar a
DBOs, DQO, N, P, ST e SV, turbidez e a inibi¢cdo para Vibrio fischeri, apds eliminar o
H20:2 residual e precipitar o ferro através do aumento do pH até ~12 com NaOH 10 M,
neutraliza-se, o sobrenadante, a pH ~7,0 com HCI 1N para a toxicidade conforme
proposto na metodologia analitica e com H2SOs4 concentrado para 0S outros

parametros.
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4.7.2. Processo de Coagulacao/Floculacao

Os ensaios de coagulacdo/floculacéo, foram realizados a escala laboratorial num

Jar-Teste, como se demonstra no esquema da Figura 7.

11111t

N
it 5t

TJW ®

FIGURA 7. Esquema do Jar-Teste utilizado nos ensaios de coagulacéo/floculagéo,
(RODRIGUES, 2013).

Todas as experiéncias de coagulacao/floculacédo foram realizadas a temperatura
ambiente (24-28 °C). Em cada béquer, adicionou-se 1 L de vinhaca biodigerida,
ajustou-se o pH a 3,0 com H2S04 1 M e, adicionou-se o coagulante (500 mg Fe3*/L na
forma de cloreto de ferro hidratado (FeCl3.6H202). Depois reajustou-se o pH om NaOH
(1M). Subsequentemente, o efluente foi a submetido a agitacdo rapida (150 rpm)
durante 3 min e finalmente a agitacao lenta (20 rpm) durante 15 min sem adicao de
floculantes, porque, de acordo com Rodrigues et al. (2013) ndo melhora a remocéo
de compostos organicos e, portanto, os custos sdo reduzidos. As condi¢cdes de
operacao foram fixadas de acordo com as condi¢cbes 6timas reportadas em outros
estudos com a vinhaca biodigerida (GUERREIRO et al., 2016; RODRIGUES et al.,
2017).

Apbs a coagulagao/floculagéo, o efluente foi submetido a 20 h de sedimentacao
dos flocos e separacéo da fase liquida. Uma por¢ao do sobrenadante foi coletada para
medir a turbidez, DBOs, DQO, COT e ferro dissolvido.
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4.7.3. Combinacao dos processos de Coagulacédo/Floculacdo seguida de

Fenton

A Figura 8 resume a estratégia adotada nesta se¢cao, no processo Fenton parte
do catalisador serd o ferro dissolvido resultante da etapa preliminar de
coagulacao/floculacdo. Sendo assim, para avaliar o Fenton na etapa de integracéo
dos processos (coagulagdo/floculacéo + Fenton), apenas se adicionou 0,27 g L de
ferro, sendo o total de catalizador em solucdo de 0,83 gL (este valor foi calculado
tendo em conta a razdo massica Fe3*H202 6timo para o tratamento da vinhaca
biodigerida por Fenton — 0,08). As restantes variaveis foram fixas em: pH = 3,0, T=55
°C e [H202] = 10,3 g L'* (mantendo-se a razdo massica H202:DQO igual ao encontrado

na otimizacao da vinhacga por Fenton — 1,6)

gfluente

FIGURA 8. Combinacao dos Processos de Coagulacao/Floculacédo e de Fenton.
4.7.4. Métodos analiticos do tratamento da vinhaca biodigerida

O teste de toxicidade de inibicéo Vibrio fischeri foi realizado de acordo com a
norma DIN/EN/ISO 11348-3 (Internacional Organization for Standardization, 2005). As
bactérias foram colocadas em contato com a amostra para incubacdo a 15 ° C. ApGs
0os tempos de contato de 5, 15 e 30 min, a bioluminescéncia foi medida em um

Microtox® Analyzer (modelo 500).
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Outros parametros foram medidos de acordo com APHA (1998): A turbidez foi
avaliada pelo método 2130 B em turbidimetro (HI88703 da Hanna Instruments); a
demanda biolégica de oxigénio (DBOs) foi medida de acordo com o método D 5210,
utilizando um aparelho OxiTOP (Velp Scientifica); a demanda quimica de oxigénio
(DQO) foi avaliada pelo método de refluxo fechado (Método 5220 D); a andlise do
carbono orgéanico total (TOC) foi determinado por combustédo catalitica proximas de
680 °C - método 5310 D, utilizando um analisador TC / TOC (aparelho Shimadzu 5000
A); o fésforo total foi quantificado por colorimetria pelo método do acido ascorbico
(Método 4500P e E), ap0s digestdo com persulfato de amonio; os sélidos suspensos
totais (SST) e os solidos suspensos volateis (SSV) foram quantificados por analise
gravimétrica e Método 2540 B e Método 2540 E, respectivamente; o nitrogénio total
foi determinado por colorimetria (Método D992-71 de ASTM Standards (ASTM, 1973))
apos a digestdo anterior (Método 4500 - N C). Todas as determinacdes analiticas

foram realizadas em duplicata.
4.7.5. Testes Metanogénicos- Ensaios de biodegradabilidade

Neste ensaio pretendeu-se determinar o potencial de producédo de metano da
vinhaca-de-cana de acucar in natura diluida com: vinhaca biodigerida (sem tratamento
antes de ser recirculada nos reatores, modo convencional), vinhaca biodigerida apos
0 processo Fenton (estratégia |, citado no item 4.7.1) e vinhaca biodigerida apés a
combinacdo de coagulacao/floculacdo com Fenton (estratégia | e Il, citado no item
4.7.3).

ApOs o0s processos de Fenton e a sua combinacdo com a
coagulacao/floculacao foi realizada uma caracterizacao fisico-quimica dos efluentes,
antes de utiliza-los nos testes metanogénicos. Os valores de pH foram corrigidos com
NaOH (1 M) para 7,0 e corrigiu-se os teores de nutrientes com a adicdo de KH2POa4 e
ureia de modo a que as concentracdes de P e N atendessem a relagdo recomendada
para a digestao anaerdbia de DQO:N:P de 350:5:1.

Definiu-se um volume de trabalho de 250 mL em cada frasco, onde foi colocado
37 mL de inéculo (SV=202 g L) e o restante foi composto por 128 mL do efluente a
ser testado e 58 mL de vinhaca in natura (propor¢céao volumétrica de 60% do efluente

tratado a recircular e 40% da vinhaga in natura - mesma proporgao que estava sendo
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aplicada nos reatores UASB termofilicos em série no periodo de coleta da vinhaca
biodigerida). O in6culo utilizado neste estudo foi o lodo proveniente de um reator
anaerobio tratando aguas residuarias, Porto, Portugal. Apos a coleta, o in6culo foi
mantido em repouso por 24 h para sedimentar e ap0s este periodo foi removido o
sobrenadante (AMORIM, 2015).

Na Tabela 8, estd apresentado a organizacdo dos testes metanogénicos
realizados nos reatores anaerdbios em duplicata. A estimativa de producéo teérica de
metano pode ser determinada de varias formas, neste estudo foi estimada tendo por
base a DQO da mistura (efluente + substrato) adicionado aos ensaios/reatores,
conforme descrito por Chernicharo (2007).

TABELA 8. Organizacao técnica dos testes de biodegradabilidade.

Parametros Virabaho ~ Vefluente  Vsubstrato  Vinéculo DQO Prodmax tecrica

(mL) (mL) (mL) (mL) (mg LY CH4 (mL)
Vinhaca biodigerida 250 127,8 85,2 37,0 27383 2396
Ap6s fenton 250 127,8 85,2 37,0 21827 1910
Apos
coagulacéo/floculagéo e 250 127,8 85,2 37,0 15504 1356
Fenton

Estes testes consistem em medir a concentracdo de metano no biogas por meio
de um sensor 6tico BCP-CH4 (BluSens, Alemanha) acoplado a um frasco de vidro
onde ocorrerd a digestdo anaerdbia das aguas residuaria (Figura 9). Neste sistema
mede-se também o volume de biogas produzido através de fluximetros -
MilliGascounter® MGC-1 (Ritter, Germany- figura 10). Para a aquisicdo dos dados,
foram utilizadas duas caixas de conexao (BACCom — (Figura 10) aonde os fluximetros
e o0s medidores de metano estdo conectados. Para a operagdo os dados e
visualizag&o dos resultados foi utilizado o software BACVis.

Os testes metanogénicos foram realizados a temperatura constante de ~35 °C
e sob agitacdo a 100 rpm. Os reatores anaerébios foram colocados em banho-maria
com agitagao.
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Grant

FIGURA 9. Fotografia do sistema em modo de funcionamento, composto por:
Computador conectado as caixas de conexdo (BACCom12) ligadas aos
sensores (sensores 6ticos BCP-CH4) e aos medidores (MilliGascounter®
MGC-1) de metano, os quais estdo acoplados aos reatores banho
termostéatico com agitacao.

FIGURA 10. Fotografias de alguns elementos da instalagéo experimental utilizada:
(a) sensores 6ticos BCP-CH4;(b) MilliGascounter® MGC-1; (c) caixa
de conexdo BACCom 12 (AMORIN, 2015).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO.
5. 1. Sistema termofilico composto pelos reatores UASB em série (TR1 e TR2)

5.1.1. pH, alcalinidade, acidos volateis totais e nitrogénio amoniacal (fases I,
[l e 1)

Nos primeiros 245 dias de operacao, fases I, Il e lll, os valores médios de COV
aplicadas foram crescentes de 15, 18 e 20 g DQO (L d)* no reator UASB (R1),
respectivamente. Os valores médios de pH do afluente foram de 6,69 a 7,39 (Tabela
9), e estao dentro da faixa considerada 6tima para a atividade dos micro-organismos
metanogénicos.

Foi observado o aumento gradual da concentracdo de AVT com 0s acréscimos
na COV (Tabela 9). Na fase I, as concentragdes de AVT aumentaram de 1100 a 4350
mg L* e foram similares no efluente de ambos os reatores (Figura 11). A continua
acumulacdo dos AVT no TR1 e TR2, pode ter ocorrido porque a populacdo de
arquéias metanogénicas ainda nao eram suficientes ou ndo estavam aclimatadas as
condi¢cdes impostas, como altas COV, como também observado por Mota et al.,
(2013). Neste periodo também foram observadas deficiéncias de fosforo de
aproximadamente 30%, conforme recomendacdo de 350: 5: 1 de DQO: N: P para
processos biolégicos. Em virtude das elevadas concentracfes de AVT observadas no
tratamento da vinhaca, substancias alcalinizantes tém sido utilizadas como opcéo
para preservar a biomassa microbiana, mantendo-se o pH proximo a neutralidade
como o uso de bicarbonato, que é produto final da metanogénese (BARROS; DUDA,;
OLIVEIRA, 2016; DOLL; FORESTI, 2010).

Portanto, apds 60 dias de operacdo, na fase Il, foi adicionado ao afluente o
KH2POg4, para suplementacao de P, e o NH4sHCOs3, como alcalinizante e fonte de N.
Com isso, o pH do afluente foram mantidos dentro da faixa considerada 6tima, com
valores préoximos a 7,31. As concentragfes de AT aumentaram significativamente para
6074 mg L* no TR1 e para 6188 mg L?* no TR2, mas as concentracées de AP
continuaram baixas e as concentracdes de AVT continuaram elevadas, com valores
de 5139 mg Lt no TR1 e de 5080 mg L no TR2.
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TABELA 9. Valores médios e coeficientes de variacéo (c.v.) das concentracdes de nitrogénio amoniacal (N-am) e acidos volateis
totais (AVT) dos afluentes e efluentes, das relagdes AVT/AT, Al/AP dos efluentes durante a operagéo dos reatores
UASB termofilicos em série (TR1 e TR2) no tratamento anaerébio da vinhaca.

FASES
Parametros | I 1l IV v VI VI Vil IX X
Tempo de operagao la 71a 201 a 251a 361l a 421 a 48l a 570 a 621 a 701a C.V. TESTE
(dias) 70 200 250 360 420 480 570 620 700 800 (g ;
COVTR1 (?) DRO(Ld)y 44 18 20 8 18 28 34 45 37 32
COVTR2 (?) DRO(Ld)y o5 30 42 13 26 30 40 49 59 48
Afluente  109bc  272a 266a 23cd 141b 87cd 74d 59d 82cd 136b 224 144,0%
(r';‘éa[?l) TR1 125cd  294a  274a  104de  206b  127cd  103de  63e  88de  155c  2>°  993”
TR2 137cd  304a  280a  99def  203b  133cde  117de 69f 89ef 160c 246 893"
Afluente  2335ef 5221a  1713ef  1640f 3282cd 2309ef 2605de 4516ab  5169a  4064bc 241 64,5
(m’EVI_l) TR1 2186b  51309a  4438a  1472c  2821b  2330b  2588b  4477a  5095a  4502a 197 93,37
TR2 2185de  5080a 4365bc  1456f  2681d  1728ef 2086de  3842c  4605ab  4046bc 194 109.6
242 135
TR1 0,59c¢c 0,86a 0,88a 0,55¢ 0,57¢c 0,56¢c 0,58c 0,68abc  0,80ab 0,64bc
AVT/AT 035 045
TR2 0,57bc 0,83a 0,86a 0,55¢ 0,53cd 0,38d 0,44cd 0,57bc 0,71ab 0,56¢ ' !
375 1012
TR1 1,18b 3,79a 1,09bc 0,82bc 1,01bc 0,8bc 0,55¢c 0,83bc 1,28b 0,78bc
AlIAP 34,6 128,4%
TR2 113  359a 1,17b  0,84bc 096bc 055cd  042d 0,64bcd 1,090  0,79bcd * *

c.v. — coeficiente de variagéo; 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 - ndo significativo (p>0,05); p-probabilidade.
COV: carga organica volumétrica (g DQOtotal (L d)™.
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FIGURA 11. Nitrogénio amoniacal (Nam), &acidos volateis totais (TR2) dos
afluentes e efluentes e das relacbes TR2/AT dos efluentes
durante a operacéo dos reatores UASB termofilicos em série TR1
e TR2 no tratamento anaerdbio da vinhaca.
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Os valores médios de AVT/AT nos efluentes aumentaram para 0,86 e 0,83 no
TR1 e TR2, respectivamente, assim como os valores de AI/AP (Tabela 10), e
indicavam um desequilibrio, o que poderia provocar inibicdo dos micro-organismos
metanogénicos (ZHAO; VIRARAGHAVAN, 2004).

Em nova tentativa de reduzir os AVT, ap6s 180 dias de operacéo (fase Ill), foi
utilizado como fonte alcalinidade e nutrientes, o efluente de outro sistema anaerébio
tratando vinhaca, dispensando a utilizacdo de NH4sHCO3 e KH2POs4. Com esta
estratégia, ocorreu uma pequena reducdo nas concentracées de AVT (Figura 11) em
relacdo a fase anterior (fase Il), de 5139 para 4438 mg L' no TR1 e 5080 para 4365
mg L no TR2. Porém, as concentracdes de AT também diminuiram e as relacdes
AVT/AT mantiveram valores similares aos da fase Il, com valores médios de 0,88 no
TR1 e 0,86 no TR2. Os valores de Al/AP tiveram reducao acentuada, embora ainda
permanecendo na faixa que indicava inibicdo da metanogénese. De acordo com Villa-
montoya et al. (2016) a estratégia de utilizacdo de outro tipo de efluente no processo
de recirculacdo pode ser interessante para a recuperacdo de sistemas anaerobios
apos condicdes de acidificacao.

Os maiores valores de nitrogénio amoniacal (N-am) ocorreram na fase Il, com
a adicao de bicarbonato de amonio, e na fase Ill, com a utilizagéo do efluente de outro
sistema de tratamento anaerébio. As concentracfes médias de Nam nos reatores em
série variaram de 109 a 266 mg L* no afluente, de 125 a 274 mgL™? no efluente TR1
e de 137 a 280 mgL™ no efluente do TR2 (Tabela 10). Apesar dos altos valores de
AVT neste periodo, os valores de N-am. ndo foram elevados para causar toxicidade a
microbiota metanogénica, que de acordo com Hejnfelt e Angelidaki (2009),
geralmente, ocorre dentro da faixa de 1500 a 3000 mg L. Espafia-Gamboa et al.
(2012) avaliando o tratamento anaerobio da vinhaca em reator UASB reportaram
concentracées de 160 mg Lt de N-am, préximas as observadas neste trabalho, e
consideraram como benéfico para a digestao anaerébia. As estratégias adotadas nas
fases |, Il e lll, evitaram a faléncia do processo nos reatores UASB em dois estagios,

porém, nao apresentaram melhorias nos indicadores de estabilidade do processo.
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TABELA 10. Valores médios e coeficientes de variacdo (c.v.) do pH, alcalinidade total (AT), parcial (AP), intermediaria (Al) no
afluente e efluentes durante a operacdo do sistema termofilico composto pelos reatores UASB em série (TR1 e
TR2) no tratamento anaerébio da vinhaca.

Parametros FASES
I ]| 11 v \% VI VII VIII IX X
Tempo de operag&o la 21a200 20la 25la 36la 42la  48la 570a 621a 701a C.V. TEST
(dias) 70 250 360 420 480 570 620 700 800 % F
COVTRL(gDQO (Ld)Y) 15 18 20 8 18 28 34 45 37 32
COVTR2(gDQO (Ld)Y) 23 30 42 13 26 30 40 49 59 48
Afluente 7,09 bc 6,69d 7,39ab 7,05c 6,55d 7,61a 7,43 a 7,70 a 76la 7,58a 3,5 55,8**
pH TR1 7,71c 6,71d 7,74c 797bc 7,75c 8,07abc 8,18ab 844a 793bc 830a 44 585
TR2 7,83 e 6,79 f 8,0lde 8,49ab 8,19cd 8,42bc 8,54ab 8,78a 8,64ab 8,73a 3,5 136,5**
Afluente 3290 e 6144bc 4453 d 2268 f 3184 e 4202d 4202 d 5651 c 6404ab 6698a 13,4 141,9*
(mgTL-l) TR1 3724 f 6074bcd 5173 ce 27559 4946e 4,307ef 4397 ef 6116bc 6424b 7174a 15,1 76,6**
TR2 3843 d 6188 b 5246 ¢ 2667e 5073c 4657c 4708 c 6357b 6445b 7344a 134 97,5%*
Afluente 1347fg 1681l ef 1927ed 1079g 1365fg 2691cd 2484d 3184ab 3015bc 3583a 17,0 116,5*
(mgFI)_-l) TR1 1713 e 1331l e 2483 cd 1584e 2486cd 2414d 2837bcd 3327b 3016bc 4035a 19,6 78,2%*
TR2 1819d 1410d 2458 ¢ 1517d 2608c 3005bc 3324b 3877a 3276b 4108a 18,0 102,7**
Afluente 1942 efg 4463ab 2527cde 1189 h 1818efg 1511fg 1736fg 2573cd 3459b 3030bc 21,8 115,7*
(mgAIL'l) TR1 2023 efg 4743 a 2690cde 1171 h 2460def 1893fg 1559 gh 2789bcd 3408b 3139bc 22,0 92,7**
TR2 2025de 4778a 2789bc 1151 f 2464cd 1652ef 1385f 2480cd 3168b 3236b 19,7 129,6**

c.v. — coeficiente de variacdo; letras minlUsculas diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey a 5%. ** - Significativo a 1% de probabilidade
(p<0,01); ns - nédo significativo (p>0,05); p-probabilidade.
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FIGURA 12. Valores de pH, alcalinidade total (AT) no afluente e efluentes dos reatores
UASB termofilicos em série (TR1 e TR2) no tratamento da vinhaga.
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FIGURA 13. Valores de alcalinidade parcial (AP) e intermediaria (Al) no afluente e

efluentes dos reatores UASB termofilicos em série (TR1 e TR2)
tratamento da vinhaga.
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5.1.2. pH, alcalinidades, acidos volateis totais e nitrogénio amoniacal
(fases IV a fase X)

Apos 250 dias de operagéo (fase IV) foi utilizada uma nova estratégia, adi¢céo
da torta de filtro para suplementacéo dos nutrientes e retomada com COV mais baixa,
de 8 g DQOtotal (L d)* no TR1 e 13 g DQOtotal (L d)* no TR2. Apés isso, o sistema
apresentou melhoria na estabilidade e na capacidade de tamponamento, como
demonstrado pelo aumento significativo nos valores de AP e também de AVT no
efluente R2, de 1517 a 3877 mg L e de 1556 a 4605 mg L1, respectivamente. Além
disso, a concentracdo de AVT foi menor no efluente R2 em comparacdo com o
afluente, coerente com o consumo de AVT pelas arquéias metanogénicas.

Uma estratégia comumente utilizada para manter a estabilidade dos reatores
anaerébios no tratamento da vinhaca, é a aplicacdo de substancias alcalinizantes
(BARROS; DUDA; OLIVEIRA, 2016; JANKE et al.,, 2016a). De acordo com o0s
resultados obtidos neste trabalho, a utilizacdo da recirculacdo de efluentes, com o
objetivo de manter o bicarbonato produzido a partir do metabolismo metanogénico,
permitiu equilibrio adequado entre pH, alcalinidade e AVT, sem necessidade de
produtos quimicos adicionais.

Além disso, as razdes AVT/AT mais altas foram de 0,80 (TR1) e 0,71 (TR2)
com COV de 37 e 59 g DQOtotal (L d)* no TR1 e TR2, respectivamente (Tabela 9).
De acordo com Zhao e Viraraghavan (2004), as relacdes AVT/AT superiores a 0,8
podem indicar a inibicdo das arquéias metanogénicas. No entanto, isso nao foi
observado neste estudo, provavelmente, devido a adicdo de torta de filtro, que
forneceu os nutrientes essenciais para o desempenho adequado da digestédo
anaerobia, bem como o uso de taxa de recirculacdo do efluente TR2 mais elevada
(vinhaga : efluente = 21 : 79 (% vol.)).

A relagédo Al/AP é outro indicador importante da estabilidade do processo, os
valores de AI/AP inferiores a 0,3 séo considerados 6timos para a digestao anaerébia
no tratamento de esgoto doméstico (Ripley et al., 1986). No entanto, os resultados
obtidos neste estudo sugerem que, com o uso da vinhaga como substrato, as relacdes
Al/AP superiores a 0,6 permitem estabilidade adequada ao processo, conforme
indicado pelos valores de pH, AP e AVT/AT com COV acima de 45 e 59 g DQOtotal
(L d)1, para TR1 e TR2, respectivamente.
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Apos 560 dias de operacdo e COV de 45 g DQOtotal (L d) (fase VIII), arelagéo
AVT/AT voltou a aumentar para 0,68 e 0,57 no TR1 e TR2, atingindo 0,8 no TR1 e
0,71 no TR2 apods 620 dias (fase IX). Embora o desempenho do sistema (TR1 + TR2)
tenha diminuido bruscamente, o sistema ndo entrou em colapso porque a producéo
volumétrica de metano foi mantida, mesmo com valores inferiores, e o efluente
apresentou capacidade de tamponamento, mantendo os valores de pH do afluente na
faixa considerada Otima para 0s micro-organismos metanogénicos, por meio do
processo de recirculacao.

A partir da fase 1V, foram observados decréscimos nos valores de N-am., e isso
ocorreu em virtude da substituicdo do bicarbonato de amoénio pela torta de filtro Na
fase VIII e IX foram observados os menores valores de N-am (p<0,01), no afluente e
efluente dos reatores TR1 e TR2, e também 0s maiores valores de AVT. Os baixos
valores de N-am nestas fases podem ter ocorrido em virtude da variagdo nas

caracteristicas da torta de filtro.

5.1.3. Acidos graxos volateis

A quantificacdo de acidos graxos volateis (AGV), acético, propionico, butirico,
isobutirico, valérico e isovalérico, fornece informacfes importantes sobre as vias
metabdlicas envolvidas na producdo de metano. Foram observadas proporcoes
relativamente elevadas de acido acético em ambos os reatores, aproximadamente,
69% e 72% no TR1 e no TR2, com COV de 45 e 49 g DQOtotal (L d)?,
respectivamente. Os AGV sao formados a partir da digestdo anaerdbia de
carboidratos, proteinas e lipideos; e uma alta proporcéo de acido acético é desejavel,
pois este acido é um dos principais precursores da metanogénese (SENTURK; INCE;
ENGIN, 2010).

A relacdo entre propionato/acetato pode ser utilizada como indicacdo de
desequilibrio do processo, se a relacdo exceder 1,4 (Ahring et al., 1995). Neste
trabalho, obtivemos proporgdes de propionato/acetato de 0,28 (R1) e 0,25 (R2) com
as COV mais elevada (Figura 14). A proporcéo de propionato/acetato, provavelmente
se manteve baixa em virtude da adicdo de torta de filtro, recirculacdo de efluentes e

operacdo em dois estagios, que permitiram a geracdo de condicdes ambientais



58

adequadas para o consumo de propionato e a geragdo de acido acético, mesmo com
elevadas COV.
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FIGURA 14. Valores das concentracfes dos acidos graxos volateis (AGV) e da
relacdo propionato/acetato no afluente e efluentes dos reatores UASB, TR1
e TR2, no tratamento anaerdbio da vinhaca sobre condi¢fes termofilicas.

A oxidacdo do acido propibnico € termodinamicamente desfavoravel, e a
degradacédo destes acidos ocorre em virtude de muitas reacdes enzimaticas. e requer
cooperacao sintréfica entre bactérias redutoras de sulfato, bactérias produtoras de
propionato e arquéias metanogénicas hidrogenotroficas (LUEDERS; POMMERENKE;
FRIEDRICH, 2004). Na degradacédo dos AGV, o propionato deve ser primeiramente
oxidado para acetato e hidrogénio como produtos intermediarios, que sao entao
convertidos posteriormente em metano pelas arquéias metanogénicas acetotroficas e
hidrogenotroficas, respectivamente.

A degradacéo do &cido propionico em sistemas termdfilicos é mais lenta do que
a degradacdo de outros acidos organicos encontrados nos processos anaerobios.
Fuess et al. (2017) tratando vinhaca em um reator UASB em condi¢fes termofilicas e
COV de 20 a 25 g DQOtotal (L d)?, relataram que de 60 a 80% dos acidos presentes
no efluente foram compostos de acido propiénico. Neste trabalho, os valores de acido
propidnico no efluente de TR1 e TR2 representam aproximadamente 19% dos acidos
organicos determinados, o que esta abaixo dos valores descritos por Fuess et al.
(2017), provavelmente, devido a adicdo de torta de filtro, que contribuiu com os

nutrientes necessarios para manter os baixos valores de acido propibnico.
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5.1.4. Demanda quimica de Oxigénio (DQO) e producéo de metano

Nos primeiros 250 dias de operacao, nas fases | a Ill, sem a utilizacdo da torta
de filtro, os valores de eficiéncia de remoc¢ao de DQOtotal foram inferiores a 30 e 16%
no TR1 e TR2, respectivamente (Tabela 11). Neste periodo inicial, sem a adicdo de
torta de filtro no afluente, as maiores producdes volumétricas foram de 0,75 L CHa (L
d)1noTR1ede0,7 L CHa (L d)!no TR2, entre 40 e 70 dias. Ap6s este periodo houve
gueda acentuada no desempenho dos reatores, com valores de producao volumétrica
de metano préximos a zero, e esse comportamento pode ter ocorrido em virtude do
acumulo de AVT em ambos reatores. Neste periodo as relacdes AVT/AT ficaram
acima de 0,8, considerada inibitéria para 0s micro-organismos metanogénicos,
justificando a baixa producdo de metano e remocao de DQO.

A maior eficiéncia de remocao de DQO para o sistema (TR1+TR2) foi de 60%,
obtida com os maiores valores de DQO no afluente, de 27819 a 32630 mg L, e COV
no TR1 de 34 e 35 g DQOtotal (L d)* (Fases VI e VII) (Tabela 10). Os valores obtidos
para remocao de DQO foram semelhantes aos obtidos por Ferraz Jr et al (2016), que
obteve até 65%, na avaliacdo do desempenho de um sistema em dois estagios
composto por reator APBR e reator UASB, no tratamento de vinhaga, com COV de 25
g DQOtotal (L d)*. No entanto, neste estudo, com a utilizacdo da torta de filtro e
recirculacéo de efluentes foi possivel alcancar valores de COV elevados, mesmo com
a utilizacdo de substrato cuja composicdo € altamente variavel durante o periodo
experimental.

As concentra¢des de metano no biogas variaram de 49 e 65% no TR1 e de 49
a 70% no TR2. De acordo com Mazarelli et al. (2016) em condi¢cdes acidas ocorre
elevadas concentracdes de AVT, o acido carbdnico predomina e pode libera-se mais
CO:2 no biogas, o que pode ter contribuido para as menores concentracdes de metano
no biogas do TR1. As maiores concentragdes de metano no biogas ocorreram no TR2,
indicando alta atividade hidrolitica e acidogénica em TR1, com as maiores

concentracdes de AVT (Figura 13) e atividade metanogénica superior no TR2.
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TABELA 11. Valores médios e coeficiente de variacdo (c.v. em %) da carga organica volumétrica (COV), DQOtotal no afluente
e efluente e eficiéncia de remocédo de DQOtotal durante a operacéo dos reatores UASB termofilicos em série TR1
e TR2 no tratamento anaerébio da vinhaga.

FASES
Parametros
| I Il IV Y, Vi VI VIl IX X
Teste
Eergfao gc‘f la 7la 20la 25la 36la 42la 48la 57la 62la 700a CV- F
p( diag) 70 200 250 360 420 480 570 620 700 800

Carga organica volumétrica (g DQO (L d)?)

TR1 15f 18 e 20 e 8¢9 18 e 28 d 34 c 45 a 37Db 32c 9,8 484**

TR2 23 e 30d 42 bc 13 f 26 de 30d 40 c 49 b 59 a 48b 15,7 151**

DQOtotal (mg L)

Afluente 11601 f 13931le 15189e 8016¢g 18468 d 27819c 32630a 31532ab 26191c 30680b 13,9 467,9*
TR1 8058 f 10586e 14770c 6238f 11904de 13998cd 17509b 16127 bc 19493a 21160a 15 134,7*

TR2 6680d 9811c 14340b 5577d 10821 c 11218 ¢ 13753b 13631b 17881a 18260a 15,0 137,0**

Eficiéncia de remocéo de DQOtotal (%)

TR1 30 bc 24 ¢ 3d 29 bc 35Db 50 a 46 a 49 a 25¢c 30bc 28,0 36,8*
TR2 16 abc 9de 3e 11 cd 10 cde 20 ab 22 a 16 abcd 8 de 14bcd 535 12,1*
TR1+TR2 41 b 30d 6e 29d 41 bc 60 a 58 a 57 a 31 cd 40bc 24,2  50,0**

c.v. — coeficiente de variagéo; 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 - ndo significativo (p>0,05); p-probabilidade.
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FIGURA 15. Valores de carga organica volumétrica (COV), DQOtotal no afluente e
efluente e eficiéncia de remocdo de DQO no tratamento anaerdbio da
vinhaca nos reatores termofilicos em série.
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As maiores producdes volumétricas de metano foram observadas na fase VI,
com valores de 4,10 e 1,45 L CHs4 (L d)?, para o TR1 e TR2, respectivamente. A
temperatura pode influenciar as reac¢des bioquimicas por meio do aumento das taxas
de reacdo, 0 que permitiria 0 uso de tempos de detencdo hidraulicos (TDH), mais
curtos, aumentando a degradacdo dos solidos organicos e a producdo de biogas
(SENTURK; INCE; ENGIN, 2010), como observado neste estudo, com a operacao dos
reatores a 55 "C.

Apés 620 dias de operacdo, a producdo volumétrica de metano diminuiu
acentuadamente (Figura 16), e os valores médios de AVT/AT aumentaram (Tabela
10). Embora o desempenho do sistema (TR1 + TR2) tenha diminuido abruptamente,
0 sistema ndo entrou em colapso porque a producdo volumétrica de metano foi
mantida, mesmo que em valores mais baixos e o efluente apresentou capacidade
tampao, mantendo os valores de pH do afluente na faixa considerada 6tima para o
micro-organismos metanogénicos através da recirculacao de efluentes.

Os valores médios da producéo especifica de metano variaram de 0,17 a 0,24
L CH4 (g DQO removida)™® no R1 e de 0,09 a 0,25 L CHa4 (g DQO removida)™* no R2
(Tabela 11). Espafia-Gamboa et al. (2012), avaliando a producdo de metano por
tratamento com vinhaca usando um reator UASB modificado, observaram a COV
6tima de 17 g DQOtotal (L d) -* com producéo especifica de metano de 0,263 L CHa4
(g DQO adicionada)?, e o sistema entrou em colapso com COV de 22 g DQOtotal (L
d)1. Van Haandel et al. (2014) observaram uma queda brusca no desempenho do
reator, que ndo pode ser recuperado. Portanto, os resultados obtidos neste estudo
destacam a importancia da aplicagdo da torta de filtro, pois seu uso permitiu

estabilidade operacional, mesmo com a aplicacao de COV elevada.
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FIGURA 16. Producdo volumétrica de metano, producdo especifica de metano e

concentragdo de metano no biogas nos reatores UASB em séries no TR1
e TR2 no tratamento anaerodbio termofilico da vinhaga.
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TABELA 12. Producao volumétrica de metano, concentracdo de metano no biogas e producéo especifica de metano nos reatores

UASB em séries no TR1 e TR2, durante as fases |, Il, I, IV, V, VI, VII, VIII, IX e X no tratamento anaerdbio termofilico
da vinhaga.
FASES I 1 1l v \Y VI VI VIl IX X
COVTRL 15 18 20 8 18 28 34 45 37 32 CV. TeFSte
COV TR2 23 30 42 13 26 30 40 49 59 48

Producdo volumétrica de metano (L CH4 (Ld™))

TR1 0,50 e 0,12 f 0,10f 0,43 e 1,19d 3,32b 327b 4,10a 161c 156c 33,3 652,3*
TR2 0,54 e 0,09 f 0,03 f 0,06 f 044e 1,15bc 1,27b 145a 1,15c 0,84d 36,1 434,9*
TR1+TR2 0,54 0,12 0,08 0,31 0,96 2,77 2,74 3,39 1,57 1,4 - -

Concentracdo de metano no biogéas (%)

TR1 47,8 c 150e 20,8d 51,3 c 49,5c 65,22 60,9ab 60,3ab 61,4ab 58, 7b 18,2 361,0*
TR2 72,5 ab 36,6e 352e 49,4 d 62,6 C 79,5a 67,8bc 72, 7ab 755a 67,9bc 20,6 133,9*

Producéo especifica de metano (L CH4 (g DQOremovida) %)

TR1 0,09e 0,03 f 0,08 e 0,18 c 0,17c 024a 0,20b 019bc 0,24d 0,12d 40,7 111,8*
TR2 0,13 cd 0,04 e 0,05e 0,11d 0,16c 0,21b 0,15¢c 0,21b 0,26a 0,11d 52,9 69,7

TR1+TR2 0,10 eg 0,03 h 0,12de 0,12def O,1efg 0,16ab 0,14cd 0,18a 0,15bc 0,11efg 36,3 88,5**

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 - ndo significativo (p>0,05); p-probabilidade. COV: carga organica
volumétrica (g DQOtotal (L d)™.
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5.1.5. Macronutrientes e micronutrientes

O crescimento e a atividade do consoércio microbiano em reatores anaerébios
dependem fortemente de fatores ambientais, como a disponibilidade de macro e
micronutrientes. Os macronutrientes, tais como nitrogénio, fésforo e potassio séo
necessarios para a atividade de muitos microrganismos (Speece,1996). A quantidade
de nutrientes recomendada tem como base a concentra¢cdo da matéria organica do
substrato, e Chernicharo (2007) recomenda propor¢cdo minima DQO:N:P de 350:5:1.

Com a utilizacao da torta de filtro, foi observada a disponibilidade adequada de
nutrientes no afluente do sistema para a digestdo anaerobia da vinhaca. Esta condi¢cao
foi favorecida pela incorporacdo da torta de filtro no substrato, em quantidades
suficientes para garantir uma relagdo DQO: N: P de 350: 5: 1 (Tabela 12). Com o
aumento gradual da COV, as concentracdes de NK e P-total no afluente aumentaram
de 174 para 483 mg L e 45 para 192 mg L™, respectivamente.

Os valores de eficiéncia de remocédo de NTK e P-total nos reatores em série
(R1 + R2) variaram de 14 a 30% e de 53 a 73%, respectivamente. De acordo com
Oliveira et al. (1997), um dos possiveis mecanismos para maior remog¢ao de nitrogénio
e fosforo € a formacao de estrovita (NH4sMgPO4 6H20) e vivianita (Fes (POa4)2 8H20),
gue precipitam e sdo imobilizados na manta de lodo. Nao foram observadas remoc¢des
de potéassio (K) (Tabela 12).

Em estudos recentes, Janke et al. (2016a), utilizando fosfato na forma de
KH2PO4, induziram a acumulagéo de AVT, possivelmente, em virtude da inibicdo da
metanogénese pelo potassio. Neste trabalho, com o uso de torta de filtro para
suplementacao, principalmente, de nitrogénio e fosforo, diminuiu-se os efeitos de
possiveis cargas de choque e impediu a flotagcdo de granulos nos reatores UASB. Esta
condig&o possibilitou o consumo de AVT e a alta produgéo de metano (Figura 16).

Com o aumento gradual da COV, as concentragcbes de Fe, Zn e Mn
aumentaram, mas o0 aumento da concentragcdo de Fe foi mais acentuado. De acordo
com Singh et al. (1999), Fe, Mn e Zn estéo entre 0os elementos tragos necessarios
para a sintese de varios micro-organismos anaerébios, pois esses elementos sao

cofatores enzimaticos para varias enzimas.
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TABELA 13. Concentracdes (mg L) e eficiéncia de remocéo (%) de macro nutrientes NTK, P-total e K no afluente e efluente dos

reatores UASB termofilicos em série (TR1 e TR2), durante as fases I, Il, lll, IV, V, VI, VII, VIII, IX e X no tratamento
anaerobio da vinhaca.
Parametros FASES
I Il [l \Y% V VI VII VIII IX X cV. Test E
COV TR1 15 18 20 8 18 28 34 45 37 32
COV TR2 23 30 42 13 26 30 40 49 59 48

UASB TR1: relagdo DQO :N :P (350:5:1)
DQO:N 6,1lb  234a 172a 8,3b 7,5b 5,7b 5,2b 4,8b 6,6b 5,5b 39,7 26,5**
DQO P 0,7b 0,9b 0,6a 2,0a 2,1a 1,92 1,9a 2,1a 2,6a 2,6a 28,2 14,3*
Nitrogénio (NTK)
Afluente 179d  1006a 751b 174d 411c 452¢ 483c 435¢c 479c 483c 19,2 60,8**
TR1 176de 873a 619b 162e 337cde 3llcde 402bc 356¢cde 367cd 360cd 27,1 34,1*
TR2 144d  910a 577b 129d 291cd 279cd 383bc  337bcd  357bc 329cd 28,1 43,3*
Eficiéncia (TR1+TR2)  15a 17a 23a 32a 32a 382 20a 22a 25a 31a 38,1 3,7+
Fésforo Total (Protal)
Afluente 20d 36d 31d 45d 118c 153bc 181ab 192ab  190ab 192a 18,6 109,5**
TR1 16d  36cd 19d 26d 56bc 57abc 72ab 8lab 86a 85a 32,2 20,7*
TR2 14d  35cd 14d 21d 51bc 64abc 68ab 93a 74ab 82ab 37,3 17,5*
Eficiéncia (TR1+TR2)  44a 48a 6la 71a 60a 64a 63a 60a 57a 57a 24,2 1,7ns
Potéassio (K)
Afluente 8 42 31 27 77 75 49 115 91 137 - -
TR1 22 41 37 28 61 82 51 110 111 131 - -
TR2 32 69 48 21 85 95 46 115 107 127 - -

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&do significativo (p>0,05); p-probabilidade. COV: carga organica volumétrica (g DQOtotal (L

d).
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TABELA 14. Valores médios e coeficiente de variacdo (em %) dos macronutrientes e micronutrientes (mg L) do afluente e efluente
dos reatores UASB em série termofilicos (TR1 e TR2) no tratamento anaerobio da vinhaca.

Para FASES
arametros ——, I m W Y, Vi VT VI X X
COV (TR1) 16 18 20 8 18 28 32 45 37 32
C.vV. C.V. C.V. C.V. C.V. C.V. C.vV. C.V. C.V. C.V.
Afluente 4,6 33 7,0 72 7,1 42 51 31 7,0 26 10,0 19 5,9 21 68 3 589 60 84 45
TR1 55 12 6,7 65 6,2 35 49 28 6,4 20 10,3 17 6,5 30 6,1 29 510 43 8,3 60
TR2 1,2 22 4,3 51 6,0 48 3,7 46 6,7 27 99 17 6,8 268 42 13 49 3% 79 54
Afluente 150 91 323 32 216 8 44 38 60 10 102 27 90 23 154 30 153 39 27,3 32
Mg TR1 23,6 98 26,9 77 16,3 108 4,3 37 4,9 23 10,9 31 9,0 34 146 18 16,6 20 26,6 44
TR2 27,9 78 30,2 71 16,9 107 3,2 32 10,8 12 12,1 31 9,5 9 14 16 16,7 23 28,1 28
Afluente 4,4 57 6,8 93 4,1 63 116 50 428 81 48 58 50,3 40 255 30 255 30 305 47
Fe TR1 8,4 45 4,8 36 2,9 65 6,1 69 14,3 26 29 45 33,0 41 25,7 29 25,7 29 245 18
TR2 6,3 62 7,5 94 5,72 74 4 78 16,3 19 32 32 33,2 57 18,3 21 183 21 25,2 18
Mn Afluente 38 41 3,6 43 2,6 60 4,1 31 6,4 7 71 17 4,5 25 52 32 57 49 51 45
TR1 4,1 23 34 26 2,7 47 4,0 27 4,2 10 6,6 10 4,1 36 48 3 52 22 49 31
TR2 3,8 36 2,5 56 3,1 43 22 45 4,4 18 6,6 18 4,1 29 34 18 52 19 56 47
Afluente 05 71 1,9 82 1,7 93 1,2 104 3,9 6 60 25 11,4 8 104 29 825 115 7,7 612
VAL V) 08 9 08 8 10 10 11 13 39 4 47 12 75 47 75 13 388 9 75 711
TR2 12 15 16 111 08 8 16 11 59 3 50 19 68 37 73 18 410 8 92 o
Cu Afluente 3,8 0 4,3 34 4.4 59 3,2 36 0,3 54 2,2 68 3,6 12 32 30 42 42 89 60
TR1 41 15 3,9 43 52 7% 36 27 0,1 29 19 65 33 20 30 47 47 17 10,2 =61
TR2 3,5 14 3,3 40 4,5 86 3,7 40 0,1 40 1,9 64 3,2 31 2,7 32 47 17 9,3 80

COV: carga organica volumétrica (g DQOtotal (L d)-1.
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De acordo com Schmidt et al. (2014), a deficiéncia de elementos tragos causa
diminuicdo do desempenho e aumento das concentracdes de AVT, e os autores
observaram que a deplecdo de Fe tem influéncia nos micro-organismos
metanogénicos. Yamada et al. (2015) demonstraram que a suplementacdo de
particulas de 6xido de ferro (magnetite e ferridrite) acelerou o processo de degradacgéo
metanogénica do acetato e do propionato realizado pelas comunidades microbianas
termofilicas. Neste estudo, as concentracfes de Fe mais baixas ocorreram apés 620
dias de operacdo. Coincidentemente neste periodo, observaram-se as maiores
concentracbes de AVT e menor desempenho do processo, indicando que a
acumulacdo na concentragcdo de AVT pode ter ocorrido em virtude da baixa
guantidade de Fé disponivel no afluente.

A composicdo quimica da torta de filtro € uma funcéo da variedade e maturacao
da cana-de-acuUcar, tipo de solo, processo de clarificacdo do caldo e varios outros
fatores (PRADO; CAIONE; CAMPOS, 2013). Desse modo, as caracteristicas da torta-
de-filtro variam durante a safra da cana-de-acUcar. Assim, para obter baixas
concentracfes de AVT, operacdo estavel e maior producdo de metano em reatores
anaerébios tratando vinhaca com a suplementacdo da torta-de-filtro, deve-se

monitorar as suas caracteristicas quimicas periodicamente.

5.1.6. Caracterizacdo do lodo termofilico

Os valores de sélidos volateis (SV) no lodo dos reatores UASB, TR1 e TR2
aumentaram com o aumento gradual de COV (Tabela 15 e Figura 17), indicando que
houve crescimento no lodo dos reatores. As razdes SV/ST foram inferiores a 0,7 nos
pontos de coleta para o lodo no P2, P3 e P4, no TR1 e TR2, exceto em P1 de Rl e
R2, que apresentaram valores acima de 0,7 (Tabela 16). De acordo com a legislagéo
brasileira, o lodo de esgoto ou produto derivado é considerado estavel para uso
agricola se a relacédo SV/ST<0,70 (CONAMA, 2006), o que evita altas concentracdes
de matéria organica no solo e atividade microbiana (VILLA-MONTOYA; FERRO;
OLIVEIRA, 2016). Com base nesta resolucédo, foi observado o lodo estabilizado,
principalmente nos pontos de coleta superiores, P2, P3 e P4. Assim, quando
necessario, o descarte de lodo deve ser realizado nas partes superiores dos reatores,

a partir do P2 (SV/ST <0,7). Assim mantem-se nos reatores o lodo com relacdes
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SV/ST superiores a 0,7, o que indica uma maior quantidade de material organico e,

consequentemente, maior atividade.

TABELA 15. Concentracfes de solidos totais (ST), volateis (SV), fixos (SF) e relacéo
SV e ST, nos 4 pontos de coletas de lodo do reator UASB (TR1) no
tratamento termofilico da vinhaca.

UASB FASES C.V. Test F
TR1 lalll IVaVv Vlia VIl IV aX

ST 75,4 ab 71,4 b 109,7b 99,9 ab 22,8 4,1*
p1 YY) 60,6 ab 429b 69,8 a 64,7 a 16,5 8,8**

SF 14,8 a 28,5a 399a 35,3a 41,7 2,5ns

SV/IST 0,80a 0,63 a 0,64 a 0,65 a 13,1 3,0ns

ST 48, a 218b 28,7b 30,5b 16,9 19,6**
P2 YY) 35,0a 124 b 16,5b 16,0b 13 67,8
SF 13,3 a 9,4 a 12,2 a 145 a 25,6 2,8ns
SV/IST 0,72 a 0,59b 0,58b 0,52 b 9,7 7,3**
ST 423 a 229b 30,1 ab 28,4 Db 20,7 7,4%*

P3 YY) 29,3 a 13,1 b 18,6 b 16,5b 20,1 13,6**
SF 13,0 a 9,8a 115a 119a 27,5 0,9ns

SV/IST 0,69 a 0,59 a 0,62 a 0,57 a 10,5 2,4ns
ST 31,6 ab 22,7b 34,6 a 359a 18,3 6,7%*

P4 SV 19,7 a 129b 20,6 a 215a 16,2 10,6**
SF 11,8 a 9,8a 14,0 a 14,4 a 25,3 2,6ns

SV/IST 0,62a 0,58 a 0,59 a 0,60 a 9,6 0,3ns

.c.v. — coeficiente de varia¢éo; 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 - ndo significativo (p>0,05); p-probabilidade

TABELA 16. Concentracfes de solidos totais (ST), volateis (SV), fixos (SF) e relacéo
SV e ST, nos 4 pontos de coletas de lodo do reator UASB (TR2) no
tratamento termofilico da vinhaca.

UASB FASES C.V. Test F
TR2 lalll IVaVv Vi a VIl IV aX

ST 73,0 a 79,2 a 102,2 a 108,0 a 27,6 1,9%*

P1 S\ 56,6 a 53,8 a 70,6 a 67,7 a 28,9 1,0ns
SF 16,4 b 25,4 ab 31,6 ab 40,3 a 35,6 3,6%

SV/IST 0,78a 0,68 ab 0,69 ab 0,63 b 9,23 3.2ns

ST 28,4 a 27,2 a 341a 38,7a 46,8 0,6ns

7 SV 18,1a 13,6 a 159a 19,8 a 35,7 1,1ns
SF 10,3 a 13,6 a 18,2 a 18,9 a 60,6 0,7ns

SV/IST 0,64 a 0,55 ab 0,47 b 0,51 ab 13,5 3,6

ST 30,5a 245 a 33,0a 339a 26,9 1,6ns

p3 SV 18,1a 14,1 a 21,7 a 18,8 a 24,1 3,0ns
SF 12,4 a 10,4 a 11,2a 15,1 a 37,6 1,0ns

SV/IST 0,60 a 0,58 a 0,66 a 0,56 a 12,5 1,3ns

ST 259a 19,6 a 29,4 a 27.3a 29,0 2,0ns

P4 SV 154 a 10,3 a 145a 15,2 a 25,6 2,8ns
SF 104 a 9,3a 150a 12,2 a 35,7 1,7ns

SV/IST 0,60 a 0,56 a 0,49 a 0,55 a 13,6 1,2ns

c.v.: coeficiente de variagdo; Letras minGsculas 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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FIGURA 17. Concentracfes de sdlidos totais (ST) e volateis (SV), nos pontos de
coletas de lodo dos reatores UASB em série TR1 e TR2 no tratamento
termofilico da vinhaca.

5.1.7. Diversidade microbiana nos reatores anaerébios termofilicos

A diversidade de bactérias e de arquéias no lodo dos reatores UASB, TR1 e
TR2 foi analisada aos 590 dias de operacéo (Fase VIII)

A analise da diversidade de arquéias e bactérias no reator identificou 11
diferentes filos. Entre os filos de arquéias mais de 96,0% (TR1) e 99,7% (TR2)
pertenciam ao filo Euryarchaeota e, nos filos de bactérias 58,0% (TR1) e 23,4% (TR2)
pertenciam ao filo Thermotogae, seguidos por Firmicutes e Bacteroidetes (Figura 18).

O filo Thermotogae, encontrado em ambos os reatores, especialmente no TR1,
€ de grande interesse do ponto de vista biotecnolégico, devido a estabilidade a altas
temperaturas e a capacidade de utilizar varios carboidratos complexos, como celulose
e xilanas, para producdo de hidrogénio (GUPTA; BHANDARI, 2011). As maiores
abundéancias do filo de Thermotogae no TR1 podem ter ocorrido em virtude das
caracteristicas da vinhaca, que podem conter compostos fenélicos como acidos tanico
e hdmico, carotenoides, clorofila, antocianinas, betalainas, riboflavinas, quinonas,
caramelos (KASTER et al., 2011).

O filo Firmicutes foi oposto de Thermotogae, com a maior porcentagem no TR2.

Esses micro-organismos séo facultativos e sdo conhecidos por produzir celulases,
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lipases, proteases e outras enzimas extracelulares (YIN et al., 2016), bem como varios
acidos organicos (acidos C3, C4), como propibnico, butirico e seus derivados
(VENKATA MOHAN et al., 2011). O filo Firmicutes inclui muitas bactérias na classe
Clostridia que séo responsaveis pela quebra do material organico complexo (WIRTH
et al., 2012), que, provavelmente, estdo presentes nos reatores TR1 e TR2 devido as
caracteristicas da vinhaca.

O filo Bacteroidetes, o terceiro mais abundante, € composto por bactérias que
estédo envolvidas nas etapas de hidrolise e acidogénese da digestdo anaerdbia (Dias
et al., 2016) e é importante na degradacdo de polimeros complexos (Jabari et al.,
2016). Os filos Thermotogae, Firmicutes e Bacteroidetes s&o principalmente
responsaveis pela degradacdo de compostos organicos complexos, de modo que a
presenca desses filos nos reatores TR1 e TR2 indicam que micro-organismos capazes
de degradar estes compostos estavam presentes na digestdo anaerdbia da vinhaca,
contribuindo para a estabilidade do sistema com alta producéo de metano.

O filo Nitrospirae representa varios metabolismos e muitos géneros sao
aerobios, incluindo nitrificantes e redutores de sulfato (GARRITY et al., 2001). No TR1
e TR2, respectivamente 14,30% e 26,50% deste filo foram designados como néo
identificados. O uso de micro-organismos nao classificados é um artificio usado para
agrupar sequéncias que possuem caracteristicas bacterianas, mas nao se encaixam
em um filo conhecido. Isso mostra que muitas bactérias presentes em condicdes
termofilicas ainda sdo desconhecidas e podem ser exploradas como potencial
genético e metabdlico.

No filo Nitrospirae, encontra-se o género Thermodesulfovibrio que reduz o
sulfato. Esses micro-organismos sao termofilos, acidodofilos , anaerdbios abrigatérios
e oxidam o material organico para acetato e utilizam sulfato e tiossulfato como
aceptores de elétrons para o crescimento, mas também podem usar sulfito e nitrito
(GARRITY et al., 2001).

Os géneros identificados dentre o filo Proteobacteria apresentaram abundéancia
baixa, inferior a 1%. Na classe Deltaproteobacteria, encontra-se o género
Desulfovibrio; € mesofilico, anaerdbio e com capacidade de reduzir sulfato a sulfeto,

e incapaz de oxidar acetato (DIAS, 2015).
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FIGURA 18. Afilia¢cdes taxondmicas e abundancia relativa dos filos (a) e classes (b) das bacterianas e afiliagbes taxondmicas
e abundancia relativa dos filos (c) e classes (d) das arquéias encontrados nas amostras de lodo dos reatores UASB,
TR1 e TR2. Normalizado pelo tamanho da menor amostra (37.074 sequéncias).
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TABELA 17. Abundancia relativa dos filos, classes, ordem, familia e géneros das bactérias identificadas no lodo dos reatores
UASB, TR1 e TR2, no tratamento anaerébio da vinhaca com as maiores COV aplicadas.

Filo Classe Ordem Familia Género TR1 TR2
Thermotogae Thermotogae Thermotogales Thermotogaceae Fervidobacterium 12,13% 3,02%
Thermotogae Thermotogae Thermotogales 45,85% 20,40%
Firmicutes Clostridia Thermoanaerobacterales Thermoanaerobacteraceae Thermacetogenium 3,35% 3,81%
Firmicutes Clostridia Thermoanaerobacterales Thermoanaerobacteraceae Syntrophaceticus 1,23% 0,73%
Firmicutes Clostridia Thermoanaerobacterales Thermodesulfobiaceae Coprothermobacter 0,10% 0,95%
Firmicutes Clostridia Clostridiales Ruminococcaceae Clostridium_lIl 0,01% 0,01%
Firmicutes Clostridia Clostridiales Ruminococcaceae 0,64% 2,82%
Firmicutes Clostridia Clostridiales Clostridiaceae_1 Clostridium_sensu_stricto 14,00% 0,13%
Firmicutes Clostridia Clostridiales Clostridiales_Incertae_Sedis_IlI Tepidanaerobacter 0,11% 0,01%
Firmicutes Clostridia Clostridiales 0,65% 1,09%
Firmicutes Clostridia 0,16% 0,06%
Firmicutes Erysipelotrichia Erysipelotrichales Erysipelotrichaceae 2,88% 12,35%
Firmicutes Negativicutes Selenomonadales 0,14% 0,03%
Firmicutes Bacilli Lactobacillales Enterococcaceae Enterococcus 0,24% 1,14%
Firmicutes Bacilli Lactobacillales Carnobacteriaceae Trichococcus 0,00% 0,03%
Firmicutes 5,06% 7,18%
Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Porphyromonadaceae Petrimonas 3,35% 11,32%
Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Porphyromonadaceae Parabacteroides 0,07% 0,06%
Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Porphyromonadaceae Proteiniphilum 0,02% 0,02%
Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Bacteroidaceae Acetomicrobium 0,02% 0,01%
Bacteroidetes 0,09% 0,05%
Nitrospirae Nitrospira Nitrospirales Nitrospiraceae Thermodesulfovibrio 3,54% 3,01%
Synergistetes Synergistia Synergistales Synergistaceae Anaerobaculum 3,12% 2,90%
Atribacteria 2,40% 0,49%
Planctomycetes Planctomycetia Planctomycetales Planctomycetaceae 0,26% 0,74%
Tenericutes Mollicutes Acholeplasmatales Acholeplasmataceae Acholeplasma 0,09% 0,53%
Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae 0,03% 0,46%
Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Alcaligenaceae Pusillimonas 0,01% 0,06%
Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Alcaligenaceae 0,00% 0,01%
Proteobacteria Deltaproteobacteria Desulfovibrionales Desulfovibrionaceae Desulfovibrio 0,01% 0,06%
Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Propionibacteriaceae Brooklawnia 0,00% 0,01%
Verrumicrobia 0,00% 1,00%
Outros (<0.01%) 14,30% 26,50%
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O género Fervidobacterium pode oxidar as hemiceluloses presentes no
afluente (PANDIT et al., 2016) e foram encontradas abundéancias relativas de 13,58 e
0,60% no TR1 e TR2, respectivamente. As maiores abundéancias no TR1 podem ter
ocorrido devido as maiores concentracbes de hemicelulose, provavelmente
provenientes da torta de filtro. A grande abundéncia observada do género
Fervidobacterium no TR1 tem uma alta correlacdo com a producdo volumétrica de
metano, NK, P-total e Fe (teste estatistico (g-test)). Outro género abundante foi
Petrimonas, micro-organismos que podem ser encontrados em condi¢Oes alcalinas
com pH de 8 a 9. Sdo bactérias fermentativas, que produzem, principalmente, o acido
acético, hidrogénio e diéxido de carbono, precursores da metanogénese (MASPOLIM
et al.,, 2015). A maior abundancia deste micro-organismo no TR2 pode estar
relacionada ao pH mais alcalino. Em relacdo as arquéias, dois filos foram encontrados,
Euryarchaeota - dominante em ambos os reatores - e Crenarchaeota. No filo
Euryarchaeota, a classe mais dominante foi a Methanobacteria (Tabela 18).

Em relacdo as arquéias, o género Methanothermobacter, cuja abundancia
relativa foi de aproximadamente 80,5% no TR1 e 90% no TR2, mostrou dominancia
em ambos os reatores. De modo geral, os arquéias deste género possuem
temperatura de crescimento ideal perto de 65 °C e a capacidade de crescer em Hz e
CO2 como carbono e fonte de energia, NH3z como fonte de nitrogénio e H2S ou sulfito,
mas néo sulfato como fontes de enxofre. O Methanothermobacter requer Na* K* Fe?*
Co?*, Ni**, Zn?*, MoO4?, e/lou WO4?, e possivelmente Ca?* para crescimento (GUPTA;
BHANDARI, 2011). Esses micro-organismos possuem arquitetura gendmica e
potencial de codificacdo responséavel pela reducdo de CO2 a metano (metanogénese
de Hz e COz2). Além disso, podem ser facilmente cultivados (KASTER et al., 2011).

Os géneros Methanobacterium e Methanosarcina foram predominantes entre as
arquéias metanogénicas durante a degradacao de propionato a partir de amostras de
solo de cultivo de arroz por inundacdo (LUEDERS; POMMERENKE; FRIEDRICH,
2004). Speece (2008) mencionou a adicdo de Fe?* em um reator anaerébio mesofilico
com concentragdes de propionato de 1000 mg L permitiu a reducéo da concentracéo
de propionato para 100 mg L. Neste trabalho, as ordens de Methanobacteriales e
Methanosarcinales dominaram a comunidade metanogénica e 0 género

Methanothermobacter, Methanosarcina e Methanoculleus apresentaram maior
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abundéncia relativa, 81,3, 7,4 e 7,1% no TR1 e de 94,7; 1,9 e 2,7% no TR2,
respectivamente, quando as proporc¢des de propionato/acetato foram baixas, 0,28 no
R1 e 0,25 no R2. A partir destes resultados, € possivel observar que os nutrientes,
principalmente Fe, aumentou a atividade microbiana especifica ou a concentracéo de
biomassa, de pelo menos um grupo de bactérias ou de arguéias metanogénicas
envolvidas na degradacdo de propionato, e permitiram operacdo estavel e mais
eficiéncia da digestdo anaerObia termofilica da vinhaca com aceleracdo de

degradacéao de acetato e propionato para producédo de metano.

TABELA 18. Abundancia relativa dos filos, classes, ordem, familia_e géneros das
arqueias identificadas no_lodo dos reatores UASB, TR1 e TR2, no
tratamento anaerobio da vinhaca com as maiores COV aplicadas.

Filo

Classe

Ordem

Familia

Género

TR1

TR2

Euryarchaeota

Euryarchaeota

Euryarchaeota

Euryarchaeota

Euryarchaeota

Methanobacteria

Methanobacteria

Methanomicrobia

Methanomicrobia

Methanomicrobia

Methanomicrobia

Methanobacteriales

Methanobacteriales

Methanosarcinales

Methanosarcinales

Methanomicrobiales

Methanomicrobiales

Methanobacteriaceae

Methanobacteriaceae

Methanosarcinaceae

Methanosaetaceae

Methanomicrobiaceae

Methanothermobacter

Methanobacterium

Methanosarcina

Methanosaeta

Methanoculleus

81,31%

0,03%

7,44%

0,01%

7,13%

0,04%

94,86%

0,00%

1,94%

0,10%

2,66%

0,18%

Euryarchaeota Methanocorpusculaceae Methanocorpusculum

Crenarchaeota Thermoprotei 4,04% 0,27%

Assim, pode-se sugerir que a torta de filtro utilizada neste estudo criou as
melhores condi¢Bes para o dominio de Methanothermobacter. E, também, que estes
micro-organismos sdo candidatos no consoércio da metanogénese no tratamento da
vinhaca acompanhada a torta de filtro. A grande abundancia do género
Methanothermobacter tem alta correlacdo com a producdo volumétrica de metano,
NK, Ptotal e Fe em TR1 e TR2.

Os micro-organismos metanogénicos hidrogenotréficos do género
Methanoculleus e os metanogénicos acetoclasticos e hidrogenotréficos do género
Methanosarcina que apresentaram alta abundancia relativa em TR1, séao
considerados como produtores de metano robustos e efetivos, que ocorrem em
processos de digestdo anaerdbia de alto desempenho. Em um estudo conduzido por
Wintsche et al. (2016), a abundéancia relativa da transcricdo mcrA de Methanosarcina

sp. foi correlacionada positivamente com as concentracdes dos elementos tragos -
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cobalto, manganés, molibdénio, niquel e tungsténio. Em contraste, o Methanoculleus
pode lidar melhor com a limitagdo das concentracdes de elementos tracos
(WINTSCHE et al., 2016). Assim, pode-se afirmar que as condi¢des fisico-quimicas
no TR1 promoveram o desenvolvimento desses micro-organismos. A distribuicdo das
arquéias entre hidrogenotroéficas e acetoclasticas no lodo dos reatores UASB TR1 e
TR2, como observado neste trabalho, permitiu a alta producéo de metano a partir do
acido aceético, H2 e COz produzidos.

A classe Thermoprotei apresentou abundancia, de 4,04% no TR1 e de 0,27%
no TR2. Thermoprotei é destacado por formar biofilmes em diferentes ambientes e foi
encontrado em altas propor¢cdes reatores de membranas alimentado com substrato
sintético, composta de glicose e extrato de carne, e as propor¢cdes de Thermoprotei

foram mais altas no biofilme do que no lodo (LUO et al., 2014).

5.1.8. PCR tempo real- quantificacdo absoluta (QPCR)

Entre as diversas comunidades microbianas identificadas, selecionamos
alguns micro-organismos para determinar a concentracéo do gene rDNA 16S em cada
ponto dos reatores UASB em série (TR1 e TR2). Os dominios Bacteria e Archaea, as
ordens Methanobacteriales, Methanomicrobiales e Methanosarcinales, bem como as
familias Methanosarcinaceae e Methanosaetacea foram quantificadas.

A quantificacdo dos micro-organismos indicou um equilibrio entre Archaea e
Bactérias, com 1,20 x 10° a 3,96 x 10° cépias/g SV no TR1 e 1,19 x 10° a 4,17 x 10°
copias/g SV no TR2 e 7,39 x 10° a 1,99 x 10 cépias/g SV no TR1 e 1,04 x 1010 a
3,74 x 10%0 copias/g SV no TR2, respectivamente (Figura 19). Em um experimento
conduzido por Duda et al. (2015), um equilibrio entre bactérias e arquéias também foi
observado, mas em reatores anaerdbios horizontais de alta taxa em série para o
tratamento de aguas residuarias de suinocultura. Para que ocorra estabilidade a nos
reatores anaerobios, as concentracbes de arquéias devem ser proximas as de
bactérias. Assim, as arquéias podem usar eficientemente os substratos produzidos
pelas bactérias, uma vez que 0Ss micro-organismos metanogénicos possuem taxas de

crescimento e de utilizacdo do substrato inferiores as bactérias.
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FIGURA 19. Quantificacdo absoluta dos micro-organismos, utilizando qPCR, dos
dominios Bactéria e Arquéias, trés ordens e duas familias do dominio
das arquéias, presentes no lodo dos reatores UASB, TR1 e TR2 nos
pontos P1, P2 e P3. SV: solidos volateis.
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O desequilibrio na proporcdo de bactérias e arquéias pode afetar todo o
sistema, levando a uma reducao na quantidade de metano produzido (AKUZAWA, M.,
HORI, T., HARUTA, 2011). Este efeito ndo ocorreu nos reatores UASB utilizando
vinhaca com a suplementacdo adequado de torta de filtro, que mantiveram baixas
concentracbes de AVT e altos niveis de producdo de metano em virtude das
quantidades similares de bactérias e arquéias.

Em relacdo as ordens de Methanobacteriales, Methanomicrobiales e
Methanosarcinales, as concentracdes de Methanobacteriales e Methanosarcinales
foram maiores, e todas mantiveram-se em equilibrio nos pontos do TR1, mas
aumentaram de P1 para P3 no TR2. Assim, pode se sugerir que 0 uso do hidrogénio
gerado ocorre em todas as partes do reator R1 e, principalmente, nas partes superior
do reator TR2. As maiores concentracdes de arquéias hidrogenotroficas no lodo dos
reatores (TR1 e TR2) favoreceram a transferéncia eficiente de hidrogénio para a
producdo de metano, mantendo, consequentemente, baixa pressdo de hidrogénio,
permitindo o equilibrio das reacdes.

As Methanosarcinaceae apresentaram concentracdo ligeiramente maior no
TR1, quando comparado ao TR2. No entanto, Methanosarcinaceae e
Methanosaetaceae apresentaram um padrédo de concentracdo semelhante no TR2
(Figural9). No trabalho de Duda et al. (2015), as quantidades absolutas de ambas as
familias foram semelhantes nos quatro reatores. Mas neste trabalho, o aumento da
concentracdo de Methanosarcinaceae no R1 pode ter ocorrido devido as maiores

concentragfes de AVT e do consumo de outros compostos além do acetato.

5.2. Reatores UASB mesofilicos em série (MR1 e MR2)
5.2.1. Variacdes de temperatura durante a operacao do sistema mesofilico

Os valores médios da temperatura diaria média durante as fases de operacdo
dos reatores MR1 e MR2 variaram de 19,9 a 24,2 °C, indicando que os reatores UASB
foram operados na faixa mesofilica. Os valores medios de temperatura maxima, meédia

e minima estédo apresentados na figura 20 e tabela 19.
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FIGURA 20. Valores médios da temperatura do ar minima (Min) e média (Med)
durante o periodo de operacdo dos reatores UASB mesofilicos em série
MR1 e MR2 no tratamento anaerdbio da vinhaca

A temperatura € um parametro fisico muito relevante para o processo de
digestdo anaerébia. Embora seja possivel o tratamento anaerdbio 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 do ar foram observados na fase |,
alcancando valores diarios maximos de até 39,8 °C, e os menores valores de
temperaturas foram observados nas fases Il e VI nos meses de maio a agosto, estacao
de inverno, com valores médios de 14,8 e 13,7°C (Tabela 18), embora muito préximos,
os valores minimos diarios de temperatura tiveram diferenca significativa (p<0,01),

chegando a alcancar valores préximo de 10 °C na fase Il.
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TABELA 19. Valores medios e coeficiente de variacdo da temperatura (°C) do ar
méaxima, minima e média durante a operacdo dos reatores UASB em

série R1 e R2 no tratamento mesofilico da vinhaca, nas fases I, II, II, IV,
V, VI e VII, durante 650 dias de operacao.
FASES | I 11 v \% VI VII
COV-MRL 6 9 19 28 33 23 29 C.V. Telfte
COV - MR2 9 12 24 36 40 37 36

Méxima 319a 269b 312a 316a 316a 273b 31,0a 11,0 47,3*

Minima 17,7b 148c 17,2b 198a 199a 13,7d 17,3b 14,2 952*

Meédia 24,2abc 20,3d 236bc 248ab 249a 199d 234c 104  83,2*

c.v. — coeficiente de variagdo; Letras mintsculas 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. COV: carga organica volumétrica (g DQOtotal (L d)-1.

5.2.2. pH, alcalinidade e &cidos volateis

O sistema mesofilico compostos pelos reatores UASB em série (MR1 e MR2)
no tratamento da vinhacga apresentou estabilidade operacional ao longo da operacao
dos reatores, como aumento gradual da COV, com valores maximos de 33 g DQOtotal
(L d)* no MR1 e 40 DQOtotal (L d)* no MR2. O aumento gradual da COV em sistemas
anaerobios tratando vinhaca foi relatado na literatura (Barros et al., 2016; Espafia-
Gamboa et al., 2012; Janke et al., 2016) e isto é importante para a adaptacdo do lodo
de indculo e estabelecimento da microbiota adequada para a degradagéo da vinhaca.

Em virtude dos aspectos econdbmicos, as novas estratégias buscando a
reducdo dos alcalinizantes sdo importantes (FUESS et al., 2017). Neste trabalho, a
alcalinidade foi mantida apenas com a recirculacéo do efluente do MR2. A capacidade
de tamponamento aumentou ao longo da operacéo dos reatores nos reatores UASB,
gue pode ser observado através do aumento na AP de 1631 a 4927 mg L (Tabela
20) e com consumo satisfatério dos AVT mantendo o pH dentro da faixa considerada
6tima, com pH do efluente maiores que os do afluente, variando entre 7,0 e 7,9 no R1
e 7,0 e 8,1 no R2 (Tabela 19).

Os valores de pH, PA e AVT proporcionaram condicdes adequadas para as
arquéias metanogénicas. Os valores de pH e AP foram maiores no segundo reator

(MR2) e os valores de AVT, no MR2, foram menores do que no MR1. O uso do
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segundo estagio contribuiu para o equilibrio do sistema em virtude do aumento no
consumo de AVT e na producdo de alcalinidade bicarbonato pelas arquéias
metanogénicas. As maiores concentracbes de AP e metano no biogas foram
observadas no R2, de 4927 mg L.

Na fase VI, foram observados os maiores valores da relagdo AVT/ AT, de 0,85
no R1 e 0,80 no R2, em virtude do aumento das concentracdes de AVT devido a queda
da temperatura. Foram observados os menores valores de pH, que no inicio da fase
VI foram proximos de 6,0 no MR1 e MR2 (Figura 21). De acordo com Zhao e
Viraraghavan (2004), a relagdo AVT/AT séo indicadores importantes da estabilidade
do processo e valores acima de 0,8 pode indicar a inibicdo das arquéias
metanogénicas. No entanto, neste estudo, durante a fase mais critica (fase VI), a
utilizacado de uma taxa de recirculacdo do efluente mais alta (vinhaca : efluente = 23 :
77 (% vol.)) e de COV mais baixa 23 g DQOtotal (L d)** no MR1 (Tabela 20) permitiu
a manutencédo do pH na faixa 6tima e a producao de metano foi mantida em valores
mais baixos.

A relacdo AI/AP € outro indicador importante da estabilidade do processo, e
valores de Al/AP abaixo de 0,3 sdo considerados 6timos para a digestao anaerdbia
no tratamento de esgoto sanitario (RIPLEY; BOYLE; CONVERSE, 1986). Contudo, a
partir dos resultados observados neste estudo, com a utilizacdo da vinhagca como
substrato, foi observada uma estabilidade adequada do processo, mesmo com
relacdo Al/AP de 0,7 (MR1) e 0,4 (MR2), indicada a partir da analise de outros
parametros pH, AP e AVT/AT.

As concentragdes de nitrogénio amoniacal (N-am) no MR1 e no MR2, mesmo
com a aplicacdo de elevadas COV, mantiveram-se estaveis e abaixo de 341e 344 mg
L, respectivamente (Fase I). Os maiores valores foram reportados na fase | - com a
utilizacao do bicarbonato de amonio. Com a utilizacdo da torta de filtro, a partir da fase
I, os valores foram inferiores a 228 mg L no MR1 e 247 mg L no MR2. O N-am é
importante para estabilidade, visto que é nutriente essencial para digestdo microbiana,
e além disso, é um fator importante para melhora da alcalinidade. As concentracdes
de N-am reportadas neste trabalho foram proximas das concentracdes observadas
por Espafia-gamboa et al. (2012), e sdo consideradas benéficas para a digestao

anaeroébia.
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FIGURA 21. Valores de pH, alcalinidade total (AT) parcial (AP) e intermediaria (Al) no

afluente e efluentes dos reatores UASB mesofilicos em série (MR1 e MR2)
no tratamento anaerdbio da vinhaca.



TABELA 20. Valores médios e coeficientes de variacao (c.v.) do pH, da alcalinidade total (AT), parcial (AP), intermediaria (Al), no
afluente e efluente dos reatores UASB mesofilico em série, MR1 e MR2 no tratamento da vinhaca.
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~ FASES
Parametros
I [l 11l v \% VI VI
Tempo de 111 a 221 a 281 a 341 a 431 a 560 a
operaggo (dias) 1allo 220 280 340 430 560 650 ((Zo./V. TEiTE
COV MR1 6 9 19 28 33 23 29 0)
COV MR2 9 12 24 36 40 37 36
Proporgdo (% vol.) 407 12:88 7:93 8:92 12:88 23:77 36:64
vinhaca : efluente
pH
Afluente 6,9b 6,9b 6,4c 6,8 bc 6,9b 6,9b 7,6 a 5,5 15,9*
MR1 7,0d 7,5 bc 7,6 abc 7,1 cd 7,7 ab 7,1d 7,9a 6,4 13,6**
MR2 70e 7,5b cd 7,5 bc 7,6 ab 7,8 ab 7,1 ce 8,la 6,3 15,6**
Alcalinidade total (AT) (mg L)
Afluente 4660 c 2331 e 3512 d 4377c 4164 cd 5264 b 6570 a 16,4 87,6**
MR1 4678 ¢ 2841 e 3710d 4060 cd 4501 c 5352 b 6833 a 16,6 68,8**
MR2 4754 c 3038 d 5104 bc 4679 c 4897 bc 5431 b 7146 a 15,2 67,3**
Alcalinidade parcial (AP) (mg L)
Afluente 1522 ¢ 1285 ¢ 1240 c 2306 b 2222 b 2169b 4079 a 31,7 49,6**
MR1 1627 d 1856 d 2934 b 2555 bc 2619 bc 2113cd 4454 a 30,2 37,7
MR2 1631 e 1989 de 3267 b 2958 bc 3505 b 2337 cd 4927 a 31,4  39,5*
Alcalinidade Intermediéaria (Al)(mg L)
Afluente 3138 a 1181 c 2273 b 2071 b 1941 b 3095a 2491 ab 33,8 22,4**
MR1 3085 ab 1112d 1910 c 2090 c 1882 c 3239 a 2379 bc 36,9 22,9**
MR2 3123 a 1049 c 1837 bc 1721 bc 1392 bc 3095 a 2219 b 42,1 22,9%*

c.v. — coeficiente de variagéo; Letras mintsculas 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. COV: carga organica volumétrica (g DQOtotal (L d)™*.
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TABELA 21. Valores médios e coeficientes de variacdo (c.v.) das concentracfes de nitrogénio amoniacal (N-am) e &cidos volateis
totais (AVT) dos afluentes e efluentes, das relacdes AVT/AT, Al/AP dos efluentes durante a operacéo dos reatores UASB
termofilicos em série (MR1 e MR2) no tratamento anaerobio da vinhaca.

) FASES
Parametros | I I IV Vv VI il
Tempo de 1a 11la 221a 281a 341a 431a s60a ¢V TESTE
operagédo (dias) 110 220 280 340 430 560 650 (%) F
COVR1 6 9 19 28 33 23 29
COV R2 9 12 24 36 40 37 36
N-am (mg L)

Afluente 326 a 86 cd 125 bc 99 cd 79d 113 cd 163 b 30,5 103,3*
MR1 341a 107 e 228 b 157 cd 107 e 119de  18lbc 28,3 819%
MR2 344 a 120 d 247 b 170 ¢ 115 d 123 d 186c 27,1 78,7

AVT (mg L)

Afluente 2180 ¢ 1673 d 3240 b 2176 cd 3177 b 4704a  2916b 19,8 93.4*
MR1 2006 cd 1439 d 2595 bc 2659 bc 2932 b 4378a  2806b 28,9  44,1%
MR2 1935 b 1334 ¢ 2156 b 1664 bc 1229 ¢ 4202a  2123b 343 542+

AVT/AT
MR1 0,44d 0,51 cd 0,71 ab 0,68 abc 0,66 bc 0,85a 041d 31,4 194~
MR2 0,42bc 0,45 b 0,43 bc 0,36 bcd 0,25 d 080a  0,30cd 357 34,9*
Al/AP
MR1 2,76a 0,61b 0,66 b 0,86 b 0,74 Db 239a 053b 91,5 152
MR2 2,95a 0,53 b 0,57 b 0,63 b 0,42 b 2,58 a 047b 1245 116* |

c.v. — coeficiente de varia¢do; 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. COV: carga organica volumétrica (g DQOtotal (L d)™?).
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FIGURA 22. Nitrogénio amoniacal (Nam) e &cidos volateis totais dos afluentes e

relagdes AVT/AT dos efluentes durante a operacgdo dos reatores UASB
mesofilicos em série, MR1 e MR2 no tratamento anaerébio da vinhaca.
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5.2.3. Acidos graxos volateis

A determinacao dos acidos graxos volateis (AGV) - acético, propidnico, butirico,
isobutirico, valérico e isovalérico (Figura 23) foram realizadas nas fases V, VI e VII,
com as maiores COV. A producdo de acidos organicos por meio da fermentacéo
acidogénica em reatores anaerobios pode ser influenciada por diversos fatores, como
a natureza e a concentracao do substrato, tempo de detencéo hidraulica (HRT), carga
organica volumétrica (COV), temperatura e pH. (BERMUDEZ-PENABAD; KENNES;
VEIGA, 2017).

Altas proporgdes de acido acético foram observadas em ambos os reatores, de
53% a 63% no MR1 e 50% a 58% em MR2, e proporcdes de acido propiénico
relativamente baixas de 18% a 21% no MR1 e 19% a 22% no MR2. A relacéo entre
propionato/acetato pode ser utilizada como indicadores, cujo indice abaixo de 1,4
indica um equilibrio do processo (AHRING; SANDBERG; ANGELIDAKI, 1995). Neste
trabalho, foram obtidas relagdes abaixo de 0,44 (R1) e 0,38 (R2) com as COV mais
elevadas, indicando equilibrio aceitavel de acidos nos reatores.

Os elementos tracos tém sido destacados como essenciais, a exigéncia de
elementos tracos tem sido extremamente baixa, porém a deficiéncia pode fazer com
gue as enzimas e coenzimas necessarias para o metabolismo ndo sejam devidamente
sintetizadas (THANH et al., 2016). Segundo Schmidt et al. (2014), a deficiéncia de Fe
e Ni durante a digestdo anaerdébia da vinhaca pode resultar em uma rapida
acumulacdo de &cidos volateis e influenciar a atividade dos micro-organismos
metanogénicos e das bactérias que oxidam o propionato. Espinosa et al. (1995),
avaliando o aumento da COV de 5,0 até 21,5 g DQOtotal (L d)** em um reator UASB
utilizando vinhaga de melaco, observaram que a adicédo de Fe (100 mg L), Ni (15 mg
L1), Co (10 mg L1) e Mo (0,2 mg L) reduziu o nivel de acido acético e acido
propidnico. Neste estudo, o equilibrio nas concentracfes de acidos foi devido a adi¢cao
de torta de filtro, que contribuiu com os nutrientes necessarios para manter baixos
valores de acido propiodnico.

As maiores concentracfes de AGV foram observadas na fase VI devido a
queda da temperatura e as maiores concentracbes foram de acido acético. A
temperatura influencia consideravelmente o crescimento e a sobrevivéncia de micro-

organismos. Embora o tratamento anaerdbico seja possivel nas faixas de temperatura
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(psicrofilica, mesofilica e termofilica), a baixa temperatura geralmente leva a uma
diminuicdo da taxa maxima de crescimento especifico e da atividade metanogénicas
(RIZVI et al., 2014).
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FIGURA 23. Valores das concentracfes dos acidos graxos volateis (AGV) e da
relacdo propionato/acetato no afluente e efluentes dos reatores UASB,
MR1 e MR2 no tratamento anaerébio da vinhaga sobre condicdes
mesofilicas.

5.2.4. Producdo de metano e demanda quimica de oxigénio total

A produgéo de metano e a eficiéncia de remoc¢éo de DQO aumentaram com 0
aumento da COV em ambos os reatores. O melhor desempenho do processo ocorreu
durante a fase V, com COV e temperatura mais elevadas, com média de
aproximadamente 24,9 °C e minima de 19,9 °C. A producao volumétrica de metano
(VMP) médiafoide 2,1 L CH4(Ld)*noMR1e 1,2 L CH4 (L d)* no MR2, com eficiéncia
de remocédo de DQO de 40% no MR1 e 66% em MR2; correspondendo a producéo
especifica de metano de 0,20 e 0,26 L CH4 (g DQO removida)? no MR1 e MR2,

respectivamente (Tabelas 22 e 23).



88

TABELA 22. Producao volumétrica de metano, concentracdo de metano no biogas e producédo especifica de metano nos reatores
UASB em séries no R1 e R2, no tratamento anaerébio mesofilico da vinhaca.

Parametros [ Il I F'?\VSES Y, VI Vil
oo des) Ly e ZR B s gle sme OV gy
COV R1 6 9 19 28 33 23 29
COV R 9 12 24 36 40 37 36
Valores médios de temperatura (°C)
Média 24,2abc 20,3 d 23,6 bc 24,8 ab 249 a 19,9d 23,4c 10,4 83,2%*
Minima 17,7b 14,8 ¢ 17,2 b 19,8 a 19,9 a 13,7d 17,3 b 14,2 95,2%*
Producédo Volumétrica de metano (LCHa4 (L d)1)
R1 0,10g 0,42 f 1,14 d 1,90 b 2,12 a 0,80 e 1,49 ¢ 28,5 622,2**
R2 0,05e 0,12 e 0,43d 1,34 a 1,22 b 0,41 d 0,83 ¢ 34,5 618,4**
R1+R2 0,08 f 03le 0,89 ¢ 1,70 a 1,80 a 0,66 d 1,26 b 27,4 730,9**

Producéo especifica de metano (LCH4 (g DQOremovida)?)

R1 0,07d 0,16 bc 0,18 ab 0,20 a 0,16 bc 0,17 bc 0,15c 40,3 43,1**

R2 0,11 e 0,17 de 0,26 ab 0,29 a 0,19 bcd 0,25abc 0,16 de 87,7 11,9*

R1+R2 0,07 e 0,13 cd 0,17 ab 0,19 a 0,14 bcd 0,16 bc 0,12 d 44,6 38,4**
Concentragdo de metano no biogas (%)

R1 44 8 e 58,6 c 53,2d 64,3 b 64,8 b 69,3 a 62,5b 10,5 183,8**

R2 58,1c 63,6 b 57,2c 72,1a 749 a 73,0a 70,9 a 13,1 61,4**

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 - ndo significativo (p>0,05); p-probabilidade. COV: carga organica volumétrica (g DQOtotal (L d)™).
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TABELA 23. Valores médios e coeficiente de variacdo (c.v. em %) da carga organica volumétrica (COV), propor¢éo da vinhaca
e efluente MR2 (% vol.), DQOtotal no afluente (mg L) e efluente e eficiéncia de remocéo de DQOtotal (%) durante

a operacdao dos reatores UASB em série R1 e R2 no tratamento anaerdbio mesofilico da vinhaca.

FASES

\%

281 a
340

28

Parametros |
Tempo de la
operacdao (dias) 110

COV MR1 6

COV MR2 9

36

C.V.

(%)

TESTE F

Proporcgéo (% vol.)

37:63

Vinhaca:efluente R2 7:93
DQO
Afluente 6188 f
MR1 4715d
MR2 4202 e

27748 b
18164 a
13478 b

12,9
13,6
15,7

417,0%*
335,2**
217,1*

Eficiéncia de remocao de DQO

MR1 24 c
MR2 11c
MR1+MR2 32 ef

35ab
26 b
51 bc

20,9
39,2
18,6

34,6**
46,1**
64,5**

c.v. — coeficiente de variago; 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. COV: g DQOtotal (L d)™*.
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FIGURA 25. Valores de carga organica volumétrica (COV), DQOtotal no afluente e
efluente e eficiéncia de remoc¢éao de DQOtotal durante a operagcédo dos
reatores UASB mesofilicos em série, MR1 e MR2 no tratamento
anaerobio da vinhaca.
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Neste estudo, foram obtidos COV e producdo volumétrica de metano
superiores a outros estudos, tratando vinhaca em reator UASB em condi¢des
mesofilicas (Barros et al., 2016; Espafia-Gamboa et al., 2012; Janke et al., 2016). No
entanto, isto foi possivel devido as condic¢des satisfatdrias para a conversdo anaerébia
da vinhaca em metano, em virtude da utilizacdo da torta de filtro, recirculacdo do
efluente e da configuracdo dos reatores UASB em série (MR1+MR2). Segundo
Camarillo e Rincon (2012), os reatores em série podem prevenir sobrecargas
organicas e acidas, atenuar o efeito inibitério de compostos téxicos, promovendo a
estabilidade e o controle do processo (DEMIREL; SCHERER, 2011), permitindo
aplicacdo de COV elevadas, maior producdo de energia e enriquecimento de micro-
organismos especificos em reatores separados (ZHONG; STEVENS; HANSEN,
2015).

Meng et al. (2017) avaliando o desempenho em dois sistemas mesofilicos (35
°C) compostos por reatores de leito-fixo (um sistema de estagio Unico e um sistema
de dois estagios) concluiram que o sistema de dois estagios teve maior eficiéncia de
remocdo de DQO. A DQO remanescente no efluente ap6s tratamento em sistema
anaerobio com dois estagios foi duas vezes menor do que ap0s o tratamento em

sistema anaerdbio com estagio unico.
5.2.4.1. Efeito da variacdo da temperatura

Os valores médios da temperatura diaria, maximo, médio e minimo foram
monitorados e a producdo de metano foram correlacionados nas fases V, VI e VI
(Tabela 22). Foi observado uma correlagédo positiva moderada entre producdo de
metano e temperatura média, com coeficiente de Pearson de 0,70 no MR1 e 0,63 no
MR2, e forte correlagdo com a temperatura minima, coeficiente de Pearson de 0,73
no MR1 e 0,73 no MR2 (Figura 26)

Apoés 430 dias (Fase VI), quando a temperatura diminuiu bruscamente, a
producdo volumétrica também diminuiu acentuadamente em ambos os reatores, de
2,12 para 0,80 L CH4 (Ld)*no MR1 e de 1,22 para 0,41 L CHa (L d)* no MR2. Durante
a fase VI, estacao de inverno, a temperatura se manteve baixa, com valores médios

de 19,9 ° C para a temperatura diaria média e 13,7 ° C para temperatura diaria minima.
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Ap0s 560 dias (inicio da fase VII), o sistema apresentou uma recuperagao progressiva
com o0 aumento da temperatura, e conseguiu readquirir o bom desempenho, que pode
ser observado através dos valores de producdo de metano e remocédo de DQO
(proximos aos maiores obtidos) alcancados no final da operacao (Figura 25).

O efeito da variacdo da temperatura em reatores UASB mesofilicos tratando
esgoto domeéstico tém sido reportados na literatura, com valores de temperaturas de
17,20, 25,30 e 38 ° C (RIZVI et al., 2014) e de 35 e 15 °C (DOLEJS et al., 2017). De
acordo com Rizvi et al. (2014), o aumento da temperatura melhorou o desempenho
dos reatores UASB alcancando a maior eficiéncia de remoc¢ao de DQO de 82% com
temperatura de 38 °C, e o menor desempenho do sistema anaerébio foi observado

com a temperatura de 17°C.
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FIGURA 26. Matriz de correlacdo de algumas variaveis criticas relacionadas a
producdo de metano e remoc¢ao de DQO e seu respectivo coeficiente
de Pearson durante as fases IV a VI, periodo entre 280 a 650 dias. As
correlagbes com p> 0,01, (representadas pelos quadrados brancos)
séo consideradas néo significativas. Tmax: temperatura maxima; Tmin:
temperatura minima; Tmed: temperatura média; DQO: demanda
quimica de oxigénio; PVM: Producdo volumétrica de metano; COV:
carga organica volumétrica; CH4: concentragdo metano no biogas;
PEM: produgéo especifica de metano.
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5.2.5. Macronutrientes e micronutrientes

A suplementacdo de nitrogénio e fésforo tem sido observada no tratamento
anaerobio da vinhaca de cana-de-acgUcar, estudos recentes recorreram-se ao USO
compostos quimicos como a ureia e KH2PO4 (BARROS; DUDA; OLIVEIRA, 2016;
JANKE et al., 2016a). No entanto, neste estudo a suplementacdo destes nutrientes
através de compostos quimicos foi realizada apenas durante a fase |I.

Na fase I, os valores de NK e P-total no afluente foram de 503 mg L e 42 mg
L, respectivamente. A partir da fase Il, com a utilizacédo da torta de filtro, os valores
de NK e P-total no afluente variaram de 208 mg Lta 497 mgL'ede 18a71 mg L™,
respectivamente. As eficiéncias de remocéo de NK e P-total nos reatores em série
(MR1 +MR2) variaram de 11 a 31% e de 16 a 51%. As rela¢cdes DQO:N:P no afluente
variaram de 350:5,2:2,1 a 350:8,8:3. Portanto, esses valores estdo em quantidades
suficientes para que sejam atendidas as necessidades dos microrganismos na
fermentacdo metanogénicas.

Segundo Ma et al. (2009) a suplementacao de macro e micronutrientes estimula
0 desempenho dos reatores anaerobio, em termos de maiores COV aplicadas, melhor
qualidade do efluente e maiores taxas de producéo de biogas. Barros (2013) avaliou
a conversao anaeroObia da vinhaca (proveniente da mesma industria) em reatores
UASB sob condi¢c6es mesofilicas alcancou a com COV maxima de 11,5 g DQOtotal
(L d)*, com concentragcdes maximas de Ca, Mg, Fe, Mn, Zn e Cu no afluente de 11,8;
14,9; 4,4; 2,7; 1,06 e 0,22 mg L respectivamente. Neste estudo, as concentracdes
médias de Ca, Mg, Fe, Mn, Zn e Cu no afluente do MR1 e no efluente do MR2 foram
de até 11,1; 11,2; 48,4; 8,1; 42,5 e 11,8 mg L' e de 10,6; 10,9; 34,4; 9,1;29,0 e 8,4
mg L2, respectivamente (Tabela 24).
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TABELA 24. Concentracdes (mg L?) e eficiéncia de remocgéo (%) de macro nutrientes NK, P-total e K e eficiéncia de remocéo (%),
no afluente e efluente dos reatores UASB em série (MR1 e MR?2) no tratamento anaerébio mesofilico da vinhaca.

Paramet FASES

arametros | T i v Y VI Vii oy Teste F

COV MR1 6 9 19 28 33 23 29 o

COV MR2 9 12 24 36 40 37 36
Relacdo DOO :N e DOO:P
350:N (Afluente) 27,3 a 8.,8b 7,4bc 6,1bc 5,2¢c 6,9bc 5,7bc 24,6 114,7**
350:P (Afluente) 2,4 3,4 2,1 2,3 2,1 2,6 2,1 44,1 2,0ns
Nitrogénio (NK)
Afluente 503 a 208 c 393 b 448ab 481 ab 456 ab 497 a 15,4 26,6**
MR1 482 a 167 c 324 b 367b 387b 385b 389 b 17,9 22,8%*
MR2 460 a 145c 331b 328b 370 ab 345 b 340 b 21,9 18,7**
Eficiéncia 11b 32b 15 ab 27ab 23 ab 24 ab 31a 52,5 4,2%*
Foésforo Total (Ptotal)
Afluente 42 c 79 bc 110b 166 a 199 a 173 a 183 a 22,9 43,4**
MR1 50d 60 cd 104 bc 148 ab 159 a 129 ab 97 bc 34,0 15,8**
MR2 47 ¢ 50 c 113 ab 137 a 151 a 116 ab 90 b 29,9 21,6**
Eficiéncia 33 abc 44 ab 16 c 21c 25 bc 36 abc 51 a 40,6 5,7**
Potassio (K)
Afluente 10 23 71 68 50 63 128 - -
MR1 8 23 77 62 55 60 116 - -
MR2 11 25 71 77 56 63 126 - -

c.v. — coeficiente de variacao; 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 - ndo significativo (p>0,05); p-probabilidade. COV: carga organica volumétrica (g DQOtotal (L d)™?).
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TABELA 25. Valores médios dos macronutrientes e micronutrientes (mg L) e coeficiente de variagdo (em %) do afluente e efluente
dos reatores UASB em série mesofilicos (MR1 e MR2) no tratamento anaerobio mesofilico da vinhaca.

Paramet FASES
arametros i T i vV Y VI VI
COV MR1 6 9 19 28 33 23
COV MR2 9 12 24 36 40 37
C.V. C.V. C.V. C.V. C.V. C.V. C.V.
Afluente 3,6 55 5,8 31 10,4 32 11,1 19 8,8 24 7.8 52 10,5 40
Ca MR1 45 55 5,8 26 11,4 14 10,9 5 8,0 29 81 41 11,4 50
MR2 5,6 46 50 19 10,5 14 10,6 15 7,1 23 7,0 65 8,8 18
Afluente 4.4 61 4,3 35 6,7 13 9,0 53 10,7 13 11,2 28 27 30
Mg MR1 4,7 36 4,2 36 6,2 7 9,6 28 10,1 19 11,2 16 23 42
MR2 54 46 4.4 35 6,1 4 10,9 40 8,9 17 10,3 43 26 23
Afluente 52 62 12,8 58 31,5 21 26,5 34 48,4 33 34,8 29 354 31
Fe MR1 55 52 8,0 68 19,4 11 39,4 27 35,0 29 33,8 33 331 36
MR2 4.0 63 6,5 85 18,3 14 33,1 45 29,4 21 27,5 47 344 12
Afluente 2,7 159 51 32 7,7 7 8,1 41 6,7 55 8,1 32 59 25
Mn MR1 21 70 4.7 32 6,0 16 6,2 49 4.9 24 76 26 6,0 46
MR2 35 10 4,3 24 5,4 12 9,1 24 5,0 25 7,1 45 51 29
Afluente 0,9 7 40,7 125 3,6 2 9,0 23 8,1 49 42,5 86 8,0 70
Zn MR1 1,0 114 38,2 122 3,6 2 5,0 22 8,1 52 30,0 133 7,7 81
MR2 1,5 108 39,2 110 3,5 1 572 24 6,7 34 29,0 132 72 56
Afluente 0,1 101 4.7 45 11,8 65 25 21 3,6 59 43 46 43 48
Cu MR1 0,1 147 3,9 42 6,7 37 2,1 35 3,1 30 4,4 25 44 36
MR2 0,1 219 3,9 27 71 35 3,4 35 3,2 21 4,2 31 41 39

c.v. —coeficiente de varia¢do; 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 - ndo significativo (p>0,05); p-probabilidade. COV: carga organica volumétrica (g DQOtotal (L d)™?).
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Em relacdo a outros estudos utilizando vinhagca (BARROS, 2013; SANTANA
JR, 2013), neste estudo foram obtidos maiores valores de micronutrientes, indicando
que a utilizacdo da torta de filtro aumentou as concentracdes, principalmente, de Fe,
Mn e Zn, porém o aumento das concentracdes de Fe foi 0 mais acentuado. De acordo
com Singh et al. (1999), Fe, Mn e Zn estdo entre o0s oligoelementos necessarios para
a sintese de varios micro-organismos anaerébios, uma vez que esses elementos sao

cofatores enzimaticos para varias enzimas.
5.2.6. Solidos totais e solidos volateis

Os valores de solidos totais (ST) e volateis (SV) nos lodos dos reatores UASB,
MR1 e MR2, aumentaram com o aumento gradual da COV (Figuras 27 e 28 ),
indicando que houve crescimento na manta de lodo dos reatores. No MR1, as maiores
concentracdes de SV foram de 188,5g L no (P1),ede 31,9gL* (P2)

Ao longo da altura do reator MR1, as maiores concentracdes de SV foram
observadas nos ponto inferiores (P1 e P2), com valores de 92,1 gL'e 329gL? na
Fase V. As menores concentracdes foram nos pontos P3 e P4, pontos intermediarios
de coleta de lodo. No MR2, os maiores valores de SV foram observados no ponto
inferior P1 (33,0 g LY) e no ponto superior P8 (36,1 mg L1).

De acordo com a Legislacao Brasileira, o lodo de esgoto ou produto derivado é
considerado estavel para uso agricola se SV / ST inferiores a 0,70 (Resolugédo N°- 375
do CONAMA, 2005) (Tabela 27). Isso evita altas concentracdes de matéria organica
no solo e atividade microbiana (VILLA-MONTOYA; FERRO; DE OLIVEIRA, 2016).
Com base nessa resolucao, o lodo de todos os pontos dos reatores MR1 e MR2 é
considerado estavel. Porém, caso haja necessidade de descarte, deve ser efetuado a
partir dos pontos com menores relacbes SV/ST, mantendo nos reatores a maior
guantidade de material organico e de micro-organismos, resultando em maior
atividade (OLIVEIRA, 1997).
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FIGURA 27. Concentracfes de sélidos totais (ST) e de solidos volateis (SV), nos 8
pontos de coletas de lodo P1, P2, P3, P4 P5 P6, P7 e P8 dos reatores
UASB em série, MR1, no tratamento anaerdbio mesofilico da vinhaca.
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FIGURA 28. Concentracfes de solidos totais (ST) e de sélidos volateis (SV), nos 8
pontos de coletas de lodo P1, P2, P3, P4 P5 P6, P7 e P8 dos reatores
UASB em série, MR2, no tratamento anaerobio mesofilico da vinhaca.



TABELA 26. Concentragdes de sélidos totais (g L2)(ST), volateis (SV), fixos (SF) e reagéo SV e ST, nos 8 pontos de coletas de

lodo do reator UASB MR1 no tratamento anaerdbio mesofilico da vinhaca.
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Parametros FASES
| I I AV V VI VI C.V. Teste F
COV MR1 6 9 19 28 33 23 29
ST 136,3ab 179.2 ab 2410a 175.8 ab 143.1 ab 127.3 Db 113.0b 23,0 3. 7%
P1 S\ 99,7 ab 129,7 ab 188,5 a 118,2 ab 92,1b 81,7b 74, b 24,5 4 3**
SF 36,6 495 52,4 57,6 50,0 455 39,0 24,5 1,1ns
ST 22,7b 32,5ab 35,2 ab 52,4 ab 63,6 a 40,2 ab 39,1 ab 34,1 3,1*
P2 S\ 15,9 22,2 23,4 28,9 31,9 25,3 21,9 34,3 1,3n
SF 6,8b 10,2 b 11,8b 23,5 ab 31,7 a 14,9 17,2 ab 39,4 5,7**
ST 149b 31,2 ab 32,2 ab 52,3 ab 53,7 a 42,2 ab 49,6 ab 33,3 3,5*
P3 Y, 2.3 11,7 7,1 9,7 10,9 12,4 8,4 69,1 0,92ns
SF 12,6 c 19,5 bc 25,1 abc 42,6 ab 42 9 a 29,8 abc 41,1 ab 29,2 5,9**
ST 10,9d 18,0d 32,7 bc 47,1 ab 52,2 a 42 3 ab 43,2 ab 16,4 24 4%
P4 SV 3,0 5,5 9.8 10,6 6,5 9,6 9,8 41,1 2,5
SF 7,8d 125cd 22,9 bc 36,5 ab 457 a 32,7b 33,4 ab 17,6 26,8**
ST 12,7 f 17,1 cef 31,1ab 29,0abc 28,1 abcd 24.0 bcde 36,2a 17,2 11,3**
P5 S\ 58¢ 11,2 bc 20,3 a 15,4 abc 16,0 ab 11,9 abc 19,0 ab 22,5 7,3**
SF 6,8cC 5,9c 10,8 bc 13,6 ab 12,1 b 12,1 b 17,1a 17,3 13,6**
ST 12,8 b 16,8 b 31,8 ab 27,6 ab 31,0 ab 49,2 a 32,1ab 25,6 9,3**
P6 S\, 57b 11,2 b 18,9 ab 146 b 16,7 b 34,5a 18,8 ab 38,0 6,5**
SF 7,1 bc 56¢C 12,9 ab 13,0 ab 14,3 a 14,7 a 13,2 a 19,4 9,8**
ST 14,4 17,4 32,7 27,6 31,4 20,9 23,2 33,2 24
P7 5\ 6,2b 110,1 b 20,8 a 14,4 ab 13,2 ab 12,5 ab 13,8 ab 23,6 5,2**
SF 8,2 6,4 11,4 13,2 18,3 8,5 9,4 57,3 1,6™
ST 14,4 b 15,4 b 34,5a 29,3 ab 28,2 ab 36,2 a 423 a 21,3 10,2**
P8 5\ 75b 10,6 b 22,7 a 15,9 ab 14,0 ab 17,3 ab 20,8 a 25,9 5,4 **
SF 6,9 bc 49c 11,9abc 13,4 abc 14,2 ab 19,0 a 215a 25,3 11,4**

c.v. —coeficiente de variacéo; 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 - ndo significativo (p>0,05); p-probabilidade. COV: carga organica volumétrica (g DQOtotal (L d)?).



100

TABELA 27. Concentracdes de soélidos totais (g L™1)(ST), volateis (SV), fixos (SF), nos 8 pontos de coletas de lodo do reator
UASB MR2 no tratamento anaerdbio mesofilico da vinhaca.

Parametros FASES
I 1 Il v V VI VI C.V. Teste F
COV MR1 6 9 19 28 33 23 29
ST 148,5 a 39.0b 319b 43,8 b 51,7b 50,4 b 458 Db 19,5 35,9*
P1 SV 143,7 a 28,8b 19,8 Db 255b 33,0b 30,9b 25,3 b 23,0 56,7**
SF 48c 10,1 c 12,1 bc 18,2 ab 18,7 ab 19,5a 20,6 a 16,6 18,2**
ST 22,7b 29.0b 25,7b 36,8 ab 48,4 a 36,0 ab 36,6 ab 19,0 5,9**
P2 SV 15,4 22,4 14,9 21,4 25,9 19,8 19,3 22,8 2,1ns
SF 73c 6,5¢c 10,8 bc 15,4 abc 225a 16,1 ab 17,3 ab 23,9 10,9**
ST 15,1d 22,8 cd 22,9 acd 39,5a 38,2 ab 31,2 abc 34,6 abc 17,5 9,4**
P3 S\ 8,7¢c 16,7 ab 13,5 bc 25,2 a 22,3 ab 18,9 ab 19,0 ab 17,1 8,8**
SF 6,4 b 6,2b 9,5ab 14,3 ab 15,8 a 12,3 ab 15,6 25,3 6,8**
ST 8,0c 22,6 b 240D 38,4a 370a 39,3a 36,5a 10,9 40,2**
P4 S\ 55c 16,9 ab 14,1 bc 21,4 ab 22,6 ab 23,8a 21,5 ab 16,5 14,1**
SF 29d 5,8 cd 9,9 bc 17,0 a 14,4 ab 15,5 a 15,0 a 14,7 34,6**
ST 12,7 f 17,1 cef 31,1ab 29,0 abc 28,1 abcd 24,0bcde 36,1 a 17,2 11,3**
P5 SV 6,7b 126 b 14,9 ab 15,8 ab 19,8 a 20,1 a 22,7 a 18,4 10,5**
SF 42 c 50c 9,6 bc 12,9 abc 13,6 ab 13,3 ab 19,5a 28,3 9,5**
ST 13,0d 17,3cd 21,9 abcd 38,0 a 29,2 abc 21,6 bcd 34,1 ab 21,6 8,4**
P6 SV 74D 11,3 ab 12,8 ab 19,8 a 15,7 a 12,1 ab 16,7 a 23,4 4,6**
SF 56¢c 6,0c 9,2 bc 18,2 a 13,6 bc 9,5 bc 17,4 a 24,2 10,8**
ST 140d 19,5cd 19,8 cd 40,4 ab 28,8 bc 20,8 cd 40,7 a 16,6 17,4**
P7 Y, 6,2 C 12,7 bc 11,4 bc 23.6a 15,7 ab 11,2 bc 21,4 a 21,9 10,3**
SF 79d 6,7d 8,5d 16,9 ab 13,1 bc 9,6 cd 19,3 a 24,2 10,8
ST 34,5 bc 30,9¢c 41,9 abc 68,1 a 57,1 ab 58,2 ab 53,5 abc 21,3 5,3**
P8 5\ 17,2 a 19,0 a 239a 38,7a 30,2a 34,4 a 36,1a 25,6 4 2*
SF 17,4 ab 119b 18,0 ab 29,4 a 26,9 a 23,8a 17,3 ab 20,3 7,0%*

c.v. — coeficiente de variacéo; 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 - ndo significativo (p>0,05); p-probabilidade. COV: carga organica volumétrica (g DQOtotal (L d)™?).
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TABELA 28. Valores médios da relacéo solidos volateis e totais (SV/ST) e coeficiente de variacdo (em %) nos pontos de coletas de
lodo dos reatores UASB (MR1 e MR?2) no tratamento mesofilico da vinhaca.

Parametros FASES
I Il Il v V VI VIl CV Teste F
COV MR1 6 9 19 28 33 23 29 T
COV MR2 9 12 24 36 40 37 36
UASB MR1 SV/ST
P1 0.78 0.72 0.76 0.67 0.64 0.34 0.66 9,3 2.5ns
P2 0,68 a 0,67a 0,67a 0,55 bc 0,51c 0,63 ab 0,56 bc 8,2 6,3**
P3 0,15 0,32 0,23 0,19 0,20 0,28 0,17 42,3 1,4ns
P4 0,30 0,30 0,29 0,23 0,12 0,21 0,22 47,3 1,2 ns
P5 0,46 c 0,65a 0,65ab 0,53 abc 0,57 abc 0,49 bc 0,52abc 10,2 5,2**
P6 0,45b 0,65a 0,60ab 0,53 ab 0,54 ab 0,68 a 0,59 ab 11,9 4, 4%*
P7 0,43d 0,62ab 0,63a 0,52 abcd 0,46 acd 0,60abc 0,59abcd 11,7 5,2**
P8 0,51 0,68 0,65 0,53 0,54 0,47 0,49 16,0 3,0
UASB MR2 SV/ST
P1 0,97 a 0,73b 0,62 bc 0,58 c 0,63 bc 0.61c 0,55¢c 6.4 31,8
P2 0,66 ab 0,76a 058D 0,58b 0,54b 0,55b 0,53b 9,6 7,9%*
P3 0,55 0,73 0,59 0,64 0,58 0,62 0,55 12,1 2,5ns
P4 0,68 0,73 0,59 0,56 0,61 0,61 0,59 11,9 2,1ns
P5 0,61 0,71 0,61 0,55 0,60 0,60 0,53 11,8 2,0ns
P6 0,56 ab 0,64a 0,59ab 0,52 ab 0,53 ab 0,56 ab 0,49 b 8,7 3,6*
P7 0,44 b 0,63a 0,57a 0,58 a 0,54 ab 0,54 ab 0,53 ab 7,9 6,4**
P8 0,50b 0,61 ab 0,58 ab 0,57 ab 0,51b 0,59 ab 0,68 a 10,0 3,6*

c.v. — coeficiente de variacéo; 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 - ndo significativo (p>0,05); p-probabilidade. COV: Carga organica volumétrica (g DQOtotal (L d)?).
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5.2.7. Diversidade microbiana nos reatores UASB mesofilicos - lon Torrent

Os resultados da analise da comunidade microbiana no lodo dos reatores
UASB mesofilicos, MR1 e MR2, revelaram que os filos mais abundantes foram o
Bacteroidetes e o Chloroflexi, com abundéancia relativa de 41,5% no MR1 e 57,5% no
MR2; e de 31,5% no MR1 e 19,7 no MR2, respectivamente; seguidos por Firmicutes,
Synergistes e Proteobacteria (Figura 29).

O filo Bacteroidetes, encontrado em maior abundéancia, € composto por
bactérias envolvidas na hidrolise e acidogénese (DIAS et al., 2016), importante na
degradacédo de polimeros complexos (JABARI et al., 2016), produz propionato e
acetato como produtos da fermentacao (DESVIGNES et al., 2009). Aproximadamente,
91,9 % do filo Bacteroidetes encontrado ainda ndo foram classificadas nos bancos de
dados, a Unica classe identificada foi a Bacteroidia (8,1%) (Tabela 29), indicando a
importancia de mais estudos nesta area.

O filo Cloroflexi, segundo mais ambundante, tem sido destacado em alguns
sistemas de digestdo anaerdébia desempenhando importante papel funcional em
processos anaerébios, o qual esta envolvido na degradacédo de carboidratos (Sl et al.,
2016; SUNDBERG et al., 2013). Além disso, segundo Zamanzadeh et al. (2016) e
Greses et al. (2017) as bactérias do filo Chloroflexi predominam em sistemas
anaerébios com baixas concentracdes de amonia (284 mg L), valores proximos aos
obtidos neste estudo. Explorando o filo Chloroflexi foi encontrado apenas a ordem
Anaerolineae, cuja afiliacdo taxondmica foi observada até o nivel de familia
(Anaerolineaceae). De acordo com recentes estudos as a afiliagbes taxondmicas
dentro desse filo ainda nédo estdo claras. St-Pierre e Wright (2014) avaliando a filo
Chloroflexi observaram a afiliacdo taxonémica até o nivel de familia (Anaerolineaceae)
e em avaliacdo da distancia genética entre as espécies, 0s autores concluiram que a
sequéncia observada, provavelmente, pertence a um novo género da familia
Chloroflexi.

O filo Firmicutes, com propor¢des similares nos reatores MR1 e MR2 (Figura
29) sao micro-organismos facultativos e conhecidos pela producdo de celulases,
lipases, roteases e outras enzimas celulares (YIN et al., 2016); e varios acidos

organicos (acidos C3, C4), tais como: acido propidnico, acido butirico e seus derivados
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(VENKATA MOHAN et al., 2011). Neste filo incluem-se as bactérias das classes
Clostridia e Bacili (Figura 29), responséveis pela quebra de compostos organicos
complexos (WIRTH et al., 2012) e, provavelmente, estdo presentes nos reatores MR1
e MR2, em virtude das caracteristicas da vinhaca. A classe Clostridia e Bacili
observadas foram de 54,9 % no MR1 e 68,0% no MR2, e 41,7% no MR1 e 27,9% no
MR2, respectivamente, cujos principais géneros foram Sedimentibacter e
Syntrophomonas (classe Clostridia), e Trichococcus (classe bacilli).

Os membros do filo Synergistetes sdo comumente observados nos processos
de digestdo anaerdbia (Figura 29). Assim como no estudo de Fu et al. (2017), a Unica
familia de bactéria encontrada desse filo foi a Synergistaceae (9,05% no MR1 e 6,53%
no MR2). Esses organismos participam da fermentacdo da glicose e acidos organicos
para produzir acetato, CO2z e hidrogénio quando sdo co-cultivados com as arquéias
metanogénicas hidrogenotroficas (Sl et al., 2016).

A abundancia de Spirochaetes observada neste estudo foram 0,62% no MR1 e
de 0,12% no MR2. Spirochaetaceae, frequentemente encontrada em reatores
anaerobios pertence a classe Spirochaetes; de acordo com Karakashev et al. (2006)
e Lee et al. (2015) é classificada como bactéria oxidante de acetato sintréfico
Karakashev et al. (2006) observaram que os reatores nos quais exibiam menores
producdo de metano apresentavam maior oxidacdo de acetato sintrofico. De acordo
Si et al. (2016) e LEE et al., (2013) a alcalinidade esta correlacionada negativamente
com a abundéancia de Spirochaetes e a reacdo de oxidacdo de acetato sintréfico é
dificil de ocorrer nas condi¢des padréo e pH 7,0 devido aos aspectos termodinamicos
desfavoraveis (AG° = +105 KJ), e estas bactérias correlacionam positivamente com
as arquéias metanogénicas hidrogenotréficas.

Em relacdo as arquéias, o filo com maior representatividade foi a
Euryarchaeota, com 95,7% no MR1 e 97,0% no MR2 (Figura 30). Entre as classes de
arquéias identificadas, a mais abundantes foi a Methanomicrobia, correspondendo a
94,9% no MR1 e 96,8% no MR2. O filo Euryarchaeota apresentou a maior parte das
arquéias, cujos géneros foram: Methanosaeta, Methanosarcina, Methanofollis,
Methanocorpusculum e Methanobacterium; entre os quais o mais abundante foi o
Methanosaeta, correspondendo a 89,9% no MR1 e 95,2 no MR2. A Methanosaeta séo

arquéias metanogénicas acetoclasticas e a elevada abundéancia pode indicar que a
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via acetoclastica € o caminho mais importante para a producédo de metano (GRESES
et al., 2017).

As outras classes identificadas foram a Methanobacteria, Thermoprotei e
Pacearchaeota_Incertae_Sedis_AR13, que juntas correspondem a 4,9% no MR1 e
3,1 no MR2 (Figura 30 e Tabela 29).

a) b) R1% R2%
R1% R2% M Verrumicrobia (n.c.) 0,91 0,50

Candidatus cloacamonas 0,30 0,30
R1 R2

Anaerolineae 31,5 19,7

Cloacimonetes 0,33 0,30 B Spirochaetia 0,62 0,10

M Synergistia 9,05 6,53
FIGURA 29. Afiliagbes taxondmicas e abundancia relativa dos filos (a) e classes (b)
das bacterianas e afiliacées taxondémicas encontrados nas amostras de
lodo dos reatores UASB, MR1 e MR2. Normalizado pelo tamanho da

I

Betaproteobacteria 0,10 0,03

- Gamaproteobacteria 0,04 0,06
M Deltaproteobacteria 1,87 1,60

Firmicutes (n.c.) 0,20 0,21

Negativicutes 0,10 0,11

M Clostridia 540 5,33

M Bacili 4,10 2,19

M Bacteriodetes (n.c.) 38,4 52,6

M Bacterioidia 3,10 4,91

m Outros 4,2 58

R1 R2
menor amostra (37.074 sequéncias). Outros: <0,01 %.

*ndo classificado (n.c.)
a) b)
R1% R2%

R1% R2%
W Pacearchaeota AR13 0,16 0,08
Crenarchaeota 4,01 2,81 Thermoprotei so1 281
® Euryarchaeota 95,7 97,0 B Methanomicrobia 94,9 96,8
m Outros 02 01 W Methanobacteria 0,76 0,20
®m Outros 0,2 0,1
R1 R2 R1 R2

M Pacearchaeota 0,16 0,08
FIGURA 30. Afiliagcdes taxondmicas e abundancia relativa dos filos (a) e classes (b)
das arquéias e afiliacbes taxondmicas encontrados nas amostras de
lodo dos reatores UASB, MR1 e MR2. Normalizado pelo tamanho da
menor amostra (37.074 sequéncias). Outros: <0,01%.

B Verrumicrobia 0,91 0,50

Chloroflexi 31,5 19,7
M Spirochaetes 0,62 0,12
M Synergistes 9,05 6,53
M Proteobacteria 2,10 1,74
B Firmicutes 9,85 7,84
H Bacteroides 41,5 57,5

M Outros 4,2 58
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TABELA 29. Abundancia relativa dos filos, classes, ordem, familia e géneros das bactérias identificadas no lodo dos reatores

UASB, MR1 e MR2, no tratamento anaerébio mesofilico da vinhaca com as maiores COV aplicadas.

Filo Classe Ordem Familia Género R1% R2%
Bacteroidetes 38,42 52,62
Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Porphyromonadaceae Parabacteroides 2,54 4,06
Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Porphyromonadaceae Petrimonas 0,28 0,70
Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Porphyromonadaceae Proteiniphilum 0,05 0,02
Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Porphyromonadaceae 0,21 0,12
Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales 0,01 0,00
Chloroflexi Anaerolineae Anaerolineales Anaerolineaceae 31,52 19,71
Firmicutes Clostridia Clostridiales Clostridiales_Incertae_Sedis_XI Sedimentibacter 2,78 2,90
Firmicutes Clostridia Clostridiales Syntrophomonadaceae Syntrophomonas 2,38 1,97
Firmicutes Clostridia Clostridiales Syntrophomonadaceae 0,01 0,02
Firmicutes Clostridia Clostridiales Lachnospiraceae Clostridium_XIVa 0,09 0,19
Firmicutes Clostridia Clostridiales Lachnospiraceae Parasporobacterium 0,02 0,02
Firmicutes Clostridia Clostridiales Lachnospiraceae 0,01 0,01
Firmicutes Clostridia Clostridiales Ruminococcaceae 0,05 0,05
Firmicutes Clostridia Clostridiales Gracilibacteraceae Gracilibacter 0,01 0,12
Firmicutes Clostridia Clostridiales Clostridiales_Incertae_Sedis_XIl| Anaerovorax 0,01 0,01
Firmicutes Clostridia Clostridiales 0,04 0,04
Firmicutes Bacilli Lactobacillales Carnobacteriaceae Trichococcus 4,11 2,18
Firmicutes Negativicutes Selenomonadales Acidaminococcaceae 0,10 0,08
Firmicutes Negativicutes Selenomonadales 0,03 0,03
Firmicutes 0,20 0,21
Synergistetes Synergistia Synergistales Synergistaceae Aminobacterium 0,01 0,01
Synergistetes Synergistia Synergistales Synergistaceae Anaerobaculum 0,00 0,01
Synergistetes Synergistia Synergistales Synergistaceae 9,04 6,52
Proteobacteria Deltaproteobacteria Desulfovibrionales Desulfovibrionaceae Desulfovibrio 1,10 0,26
Proteobacteria Deltaproteobacteria Desulfovibrionales Desulfomicrobiaceae Desulfomicrobium 0,02 0,03
Proteobacteria Deltaproteobacteria Syntrophobacterales Syntrophaceae Smithella 0,72 1,12
Proteobacteria Deltaproteobacteria Syntrophobacterales Syntrophaceae Syntrophus 0,03 0,23
Proteobacteria Deltaproteobacteria Syntrophorhabdaceae  Syntrophorhabdus 0,01 0,00
Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Alcaligenaceae 0,08 0,02
Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae Hydrogenophaga 0,01 0,00
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Bradyrhizobiaceae Rhodopseudomonas 0,05 0,00
Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae Acinetobacter 0,04 0,06
Verrucomicrobia 0,91 0,50
Spirochaetes Spirochaetia Spirochaetales Spirochaetaceae Treponema 0,62 0,12
Cloacimonetes Candidatus_Cloacamonas 0,33 0,30
Candidatus_Saccharibacteria 0,04 0,06
Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Propionibacteriaceae Brooklawnia 0,04 0,03
Actinobacteria Actinobacteria Coriobacteriales Coriobacteriaceae 0,00 0,01
Thermotogae Thermotogae Thermotogales Thermotogaceae 0,02 0,06
Thermotogae Thermotogae Thermotogales 0,00 0,02
Atribacteria 0,02 0,02
Planctomycetes Planctomycetia Planctomycetales Planctomycetaceae 0,01 0,01
Parcubacteria 0,01 0,01
Outros (<0,01%) 3,99 5,49
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TABELA 30. Abundancia relativa dos filos, classes, ordem, familia e géneros das
arquéias identificadas no lodo dos reatores UASB, MR1 e MR2, no
tratamento anaerdbio da vinhaca com as maiores COV aplicadas.

Filo Classe Ordem Familia Género R1% R2%
Euryarchaeota Methanomicrobia Methanosarcinales Methanosaetaceae Methanosaeta 89,9 9572
Euryarchaeota  Methanomicrobia Methanosarcinales Methanosarcinaceae Methanosarcina 1,11 0,56
Euryarchaeota  Methanomicrobia Methanomicrobiales Methanomicrobiaceae  Methanofollis 1,83 0,44
Euryarchaeota ~ Methanomicrobia Methanomicrobiales Methanospirillaceae Methanosplrlllu 124 043
Euryarchaeota  Methanomicrobia Methanomicrobiales Methanocorpusculace  Methanocorpus

ae culum 0,85 0,21
Euryarchaeota  Methanobacteria Methanobacteriales Methanobacteriaceae uMn(ithanobacterl 051 007
Euryarchaeota  Methanobacteria Methanobacteriales Methanobacteriaceae 0,25 0,13
Crenarchaeota  Thermoprotei 4,01 281

Pacearchaeota_Inc

Pacearchaeota o 1 0" segis AR13 016 0,09
Outros 0,17 0,08

Outros: <0,01%

5.2.8. PCR tempo real- quantificacdo absoluta (QPCR)

Entre os dominios Bacteria e Archaea, trés ordens das arquéias metanogénicas
hidrogenotroficas e acetoclaticas (Methanobacteriales, Methanomicrobiales e
methanosarcinales) e duas familias do dominio de Archaea acetoclasticas
(Methanosarcinaceae e Methanoaetaceae) tiveram seu DNAr 16S quantificado
através de gPCR em tempo real (Figura 31)

Na quantificacdo dos dominios Bacteria e Archaea, o dominio Bacteria
apresentou uma ligeira superioridade em relagéo ao dominio Archaea. Além disso, as
guantidades desses micro-organismos foram maiores na parte superior dos reatores,
apresentando uma leve diminuicéo gradual da parte superior (P3) até a base do reator
(P1) no MR2. As quantidades de bactérias foram de 1x10'° a 7x10%° cépias/gSV no
MR1 e 1x10%° a 2x10%° copias/gSV no MR2; e arquéias foram de 2x10° a 8x10°
copias/gSV no MR1; 1x10° a 6x10%° cépias/gSV no MR2. Sendo assim, é possivel
estabilidade do reator anaerdbio com concentracfes de arquéias metanogénicas
préximas as de bactérias, porque as arquéias tém taxas de crescimento mais baixas

e utilizam o substrato de forma menos eficiente que as bactérias.



107

1,00E+11

P3

a) Dominio
wn
©
S 1,00E+10 |
£ |
o8
=2
o 0O
wC O . .
g«:{ 1,00E+09 - ® Bacteria domain
s> ® Archaea domain
ga
<
o
o
1,00E+08 -
b) Ordem Archaea
< 100E+10{ - - - - -
Q
3 1,00E+08
—
23
S o> 1,00E+06 - ® Methanobacteriales
S8 = Methanomicrobiales
o .
 § 1,00E+04 + Methanosarcinales
m N
S 1,00E+02 -
[
8
1,00E+00 -
P1 P2 P3 P1 P2 P3
MR1 MR2
1,00E+11 1 Familia Archaea
c)
=
a 1,00E+09 -
[92]
(‘91 )
25
8’% 1,00E+07 - m Methanosarcinaceae
°3 Methanosaetaceae
18 8
E N—r
< 1,00E+05 -
[S)
oy
o
O
1,00E+03 ~
P1 P2 P3 ‘ P1 P2

MR1 MR2

FIGURA 31. Quantificagdo absoluta dos micro-organismos, utilizando qPCR, dos
dominios Bactéria e Arquéias, trés ordens e duas familias das arquéias,
presentes no lodo dos reatores UASB (MR1 e MR2) nos pontos de
coletas P1, P2 e P3. SV: sdlidos volateis.
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Em relagdo as ordens das arquéias, as concentracdes das arquéias
Methanobacteriales e Methanomicrobiales foram bem proximas em todos os pontos
de ambos reatores. As Methanobacteriales variaram de 1x10° a 3x10° cépias/g SV no
MR1 e 7x108 a 1x10° copias/gSV no MR2; e as Methanomicrobiales variaram de 7x108
a 1x10° no MR1 e 8x108 a 2x10° cépias/g SV no MR2. Estes valores indicam que a
utilizacdo do hidrogénio gerado pode ocorrer na altura dos reatores. As arquéias
hidrogenotroficas no lodo do MR1 e MR2, favorecem a transferéncia eficiente do
hidrogénio e a producéo de metano e consequentemente mantém a baixa pressao de
hidrogénio, permitindo o equilibrio das reacgoes.

As concentracdes das Methanosarcinales foram superiores as concentracdes
das Methanobacteriales e Methanomicrobiales em ambos reatores, 8x10° a 4x10°
copias/gSV no MR1 e 1x10° a 2x10° coépias/gSV no MR2. As Methanisarcinales
correspondem as principais familias das acetogénicas que utilizam acetato para
formar metano, Methanosarcinaceae e Methanosaetacea. A taxa de crescimento
desses micro-organismos esta associada a concentracdo de acetato, no qual
methanosarcina predomina em concentragcdes elevadas. A producéo e disponibilidade
de acetato, verificada neste estudo, proporcionaram condi¢ces favoraveis para o
crescimento e manutencao dos grupos de arqueias metanogénicas.

Além disso, as concentracfes desses micro-organismos foram equilibradas nos
pontos dos reatores reatores MR1 e MR2, apresentando uma leve superioridade na
concentracdo da Methanosarcinaceae (6x10° a 1x10%épias /g SV no MR1; 1x10° a
4x10° copias /g SV no R2) em relacdo a Methanosaetacea (4x 108 a 1x10° copias /g
SV no R1; 3x 108 a 8x108 copias /g SV no MR2). O equilibrio das arquéias em ambos
reatores pode justificar a capacidade do reator MR1 e do MR2 na conversao anaerébia

do material organico da vinhaca a metano.

5.3. Comparacéo dos reatores UASB termofilicos (TR1 e TR2) com os

reatores mesofilicos (MR1 e MR2)

Os sistemas termofilico (TR1 e TR2) e mesofiico (MR1 e MR2) foram
comparados a partir da utilizagdo simultanea da torta de filtro em ambos os sistemas,
levando em conta as condi¢des aplicadas: COV, TDH e recirculagdo do efluente. A

eficiéncia dos sistemas de tratamento foi monitorada utilizando diferentes parametros
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e a composicado microbiana foi verificada com as COV aplicadas nos reatores, cujos

resultados revelaram dinamica microbiana distinta nos dois sistemas.

5.3.1. Diversidade das bactérias nos reatores termofilicos e mesofilicos.

A Tabela 31 apresenta os indices de rigueza Chaol e diversidade Shannon,
além do numero de UTOs de géneros bacterianos observadas em cada amostra.
Segundo o indice de riqueza Chaol, MR1 e TR2 poderiam apresentar pelo menos o
dobro de novas UTOs além destas que descrevemos em nosso estudo. Isto significa
que, dentre as 1.935 UTOs do MR1 e 1.875 do TR2 (Tabela 31), existem muitas
identificac6es de géneros bacterianos raros, 0s quais ndo puderam ser representados
em nossa amostragem. No entanto, ressalta-se que segundo a avaliacao da qualidade
da profundidade de sequenciamento, obteve-se bons indices de cobertura (Tabela
31), denotando ndo haver provaveis problemas amostrais que pudessem prejudicar a

representacdo das comunidades microbianas nos reatores avaliados.

TABELA 31. indices calculados para avaliagéo da riqueza e diversidade de bactérias
nos reatores mesofilicos em série (MR1 e MR2), e termofilicos em série

(TR1 e TR2).
Chaol Cobertura dados Shannon UTOs observadas
MR1 4124 0,9824 6,37 1935
MR2 2659 0,9878 6,11 1533
TR1 2017 0,9907 5,60 1193
TR2 3053 0,9854 6,57 1875

Entre os sistemas mesofilicos e termofilicos, a maior diversidade das
comunidades bacterianas foi observada no MR1 e no TR2 (Tabela 31 e 32). Guo et al
(2014) avaliaram as caracteristicas microbianas entre reatores anaerobios termofilicos
e mesofilicos, 0s autores observaram nos sistemas mesofilico elevados indices de
Shannon, Chaol e cobertura, que juntos justificam a mais alta diversidade nos
reatores mesofilicos.

Bacteroidetes, Firmicutes e Synergistetes foram os principais Filos comuns que
apareceram em todos reatores. Thermotogae, seguido de Firmicutes foram os Filos
dominantes para o sistema termofilico (TR1 e TR2) e Bacteroidetes seguido de

Cloroflexi foram para o sistema mesofilico (MR1 e MR2). O Cloroflexi foi encontrado
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apenas no sistema mesofilico e o Thermotogae no sistema termofilico. Alguns outros
filos aparecem em ambos o0s sistemas em menores abundancias, tais como:
Synergistetes, Atribacteria, Proteobacteria, Synergistetes, Atribacteria e protobacteria,
porém podem ter desempenhado papel importante no processo. Para o melhor
entendimento sobre a dindmica das comunidades bacterianas, é necessario explorar
os dados de sequenciamento em subniveis, a abundancia relativa ao nivel de género

em cada reator foi calculada.

TABELA 32. Composicfes taxondmicas dos Filos das comunidades bacterianas para
as sequéncias obtidas sistema termofilico (TR1 e TR2) e mesofilico

(MR1 e MR2).
Termofilico Mesofilico

Filo TR1% TR2% MR1% MR2%
Thermotogae 15898 2342 0,02 0,08
Chloroflexi 0 0 19,71
Firmicutes 14,71 9,85 7,84
Bacteroidetes 3,54 11,47

Nitrospirae 3,54 3,01 0 0
Synergistetes 3,12 2,9 9,05 6,53
Atribacteria 2,4 0,49 0,02 0,03
Planctomycetes 0,26 0,74 0,01 0,01
Tenericutes 0,09 0,53 0 0
Proteobacteria 0,05 0,06 2,07 1,74
Spirochaetes 0 0 0,62 0,12
Cloacimonetes 0 0 0,33 0,3
Candidatus_Saccharibacteria 0 0 0,04 0,06
Actinobacteria 0 0,01 0,04 0,04
Parcubacteria 0 0 0,01 0,01

0

Verrumicrobia 0,01 0,91 0,5

Outros 143 265 3,99 5,49

Maior abundéancia relativa corresponde a cores mais intensas, vermelho (termofilico), azul
(mesofilico). Outros (<0,01%).

O Thermotogae foi o filo dominante no sistema em condi¢&o termofilica (58,98%
no TR1 e 23,42% no TR2), apresentando em baixissimas propor¢cdes em condicdes
mesofilicas (0,02% no MR1 e 0,08% no MR2), a maioria das sequéncias deste filo
ainda nao foram classificadas. Entre as sequéncias classificadas, apenas o género
Fervidobacterium foi encontrado nos reatores termofilicos, atribuido na oxidacao das
hemiceluloses (PANDIT et al.,, 2016); também observado por outros estudos,

avaliando a digestao anerdbia termofilica e mesofilica (GUO et al., 2014).
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Os Bacteroidetes apareceram em menores proporgdes nos reatores
termofilicos (3,5% no TR1 e 11,5% no TR2) e com grandes propor¢des nos reatores
mesofilicos (41,5% no MR1 e 57,5% no MR2), nos quais a maioria dos genes
encontrados ainda nao foram classificados. Os géneros encontrados foram
Petrimonas, Parabacteroides e Proteiniphilum. De acordo com Guo et al. (2014), a
Petrimonas esta entre as batérias que fermentam os acucares para produzir acetato
e proprionato

O filo Chloroflexi tem sido destacado entre os filos mais abundante em
condi¢cdes mesofilicas e em menores abundancias em condi¢cfes termofilicas (GUO
et al., 2014; ST-PIERRE; WRIGHT, 2014) GUO et al., 2014), como observado neste
estudo. O Firmicutes mostrou-se abundante nos dois sistemas (termofilico e
mesofilico), porém foi encontrado em maiores proporc¢des no sistema termofilico; e as
bactérias pertencentes a classe Clostridia foram as mais abundantes nos dois
sistemas de tratamento, apresentando diversidade distinta em nivel de género em

cada condicdo de temperatura.
5.3.2. Diversidade das arquéias nos sistemas termofilicos e mesofilicos.

Os indices de diversidade foram avaliados para a comunidade das arquéias,
incluindo o indice de rigueza de Chao e o indice de diversidade de Shannon (Tabela
33). Comparativamente, a diversidade das arquéias foi muito menor do que a da
comunidade bacteriana, devido a baixa diversidade filogenética inerente as arquéias
(GUO et al., 2014). Os indices indicaram maior diversidade de arquéias em condi¢bes

mesofilicas do que em condi¢Bes termofilicas.

TABELA 33. indices calculados para avaliacéo da riqueza e diversidade de arquéias
nos reatores mesofilicos em série (MR1 e MR2), e termofilicos em série

(TR1 e TR2).
Chaol Cobertura dados Shannon UTOs observadas
MR1 559 0,9967 2,65 373
MR2 426 0,9982 2,19 302
TR1 322 0,9958 2,66 190
TR2 208 0,9952 2,10 121

No sistema mesofilico, a Methanosaeta foi a arquéia dominante, enquanto que

Methanothermobacter e Methanoculleus dominaram no sistema termofilico, indicando
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que a principal via de producdo de metano nos reatores termofilicos foi a via
hidrogenotrofica, e a principal via nos reatores mesofilicos foi a via acetoclastica
(Figura 32).

A predominancia de Methanosaeta tem sido avaliada em varios estudos, em
diferentes condicdes de temperatura e diferentes tipos e concentragdes de substratos
(GUO et al., 2014; VAN HAANDEL et al., 2014). A predominancia da Methanosaeta
favorece sobre a Methanosarcina em processos com baixa concentragdo de acetato
a longo prazo (GUO et al., 2014). Geralmente, a Methanosarcina tem maior taxa de

crescimento e menor afinidade ao acetato, o que favorece a multiplicacdo de

Methanosaeta.
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FIGURA 32. Composicdes taxondmicas das arqueias metanogénicas ao nivel do
género dos reatores UASB em série termofilicos (TR1 e TR2) e
mesofilicos (MR1 e MR2).

Methanothermobacter possui crescimento 6timo em temperaturas proximas a
65 ° C. Esses organismos utilizam para o crescimento o Hz2 e CO2 como fonte de
carbono e energia, NHs como fonte de nitrogénio e H2S ou sulfito, mas ndo sulfato
como fontes de enxofre (GUPTA; BHANDARI, 2011).

A Methanosarcina é conhecida como um membro versatii das arquéias
metanogénicas, esta entre 0s principais géneros nos sistemas termofilicos e
mesofilicos, e tém sido frequentemente destacadas como dominantes. E classificada
como metanogénica acetoclatica e hidrogenotrofica, devido a capacidade de produzir
metano a partir de acetato, metanol, monoacetilamina, dimetilamina, trimetilamina,

H2/CO:2 pelas vias acetoclasticas e hidrogenotroéficas. A flexibilidade no metabolismo
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e as caracteristicas morfologicas especiais da Methanosarcina permitem superar
outras arquéias durante a fase de aclimatacdo em ambos os reatores (GUO et al.,
2014).

A Methanomicrobia, classe dominante no sistema mesofilico, tem sido
dominante em outros estudos em condi¢des mesofilicas (MARTINEZ; ROMERO;
PEROTTI, 2014). Os géneros correspondentes a classe Methanomicrobia séo
Methanosaeta, Methanosarcina, Methanofollis, Methanospirillum e

Methanocorpusculum.

5.3.3. PCR tempo real - quantificacdo dos micro-organismos, condi¢cdes

termofilicas e mesofilicas

Os Dominios Bacteria e Archaea, as ordens Methanobacteriales,
Methanomicrobiales e  Methanosarcinales, como também as familias
Methanosacrcinaceae e Methanosaetacea foram quantificadas nos pontos de coletas
do lodo dos reatores termofilicos em série (TR1 e TR2) e mesofilicos em série (MR1
e MR2), com as maiores COV aplicadas nos reatores (Figura 33).

Nos reatores mesofilicos em série (MR1 e MR2) foram observadas maiores
guantidades da ordem Methanobacteriales, Methanomicrobiales e methanosarcinales
em relacao aos reatores sob condi¢des termofilicas em série (TR1 e TR2). Além disso
houve um maior equilibrio entre estes micro-organismos em cada parte do reator,
principalmente os da ordem Methanobacteriales, que esteve em menor proporcao nos
reatores termofilicos. As maiores concentracdes destes micro-organismos no lodo dos
reatores favorecem a transferéncia eficiente do hidrogénio e a producao de metano e
consequentemente mantém a baixa pressao de hidrogénio, permitindo o equilibrio das

reacoes.
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FIGURA 33. Quantificacdo absoluta dos micro-organismos, utilizando gPCR, dos
dominios Bactéria e Arquéias (a), trés ordens (b), duas familias das
arquéias (c), presentes no lodo dos reatores UASB termofilicos (TR1 e
TR2) e mesofilicos (MR1 e MR2) tratando vinhaca. SV: sélidos volateis.
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5.3.4. Desempenho dos sistemas sob condicbes mesofilicas e

termofilicas

Em ampla revisdo bibliografica sobre o tratamento anaerobio de vinhaca em
condi¢des mesofilicas e termofilicas, Wilkie el al (2000) observaram que em sistemas
termofilicos a remoc¢&o de DQO tem sido menor do que em sistemas mesofilicos. Além
disso, os autores observaram que o0s sistemas termofilicos permitem maiores
aplicacoes de COV, cujos valores médios foram de 23,5 e 12,2 g DQOtotal (L d) 1,
respectivamente.

Neste estudo, as maiores aplicacdes de COV e com condi¢cles de estabilidades
foram permitidas nos reatores termofilicos (45 g DQOtotal (L d) 1 no TR1 e de 49 g
DQOtotal (L d) ! no TR2). Porém, no sistema mesofilico as aplicacbes de COV
também foram elevadas (33 g DQOtotal (L d) -* no MR1 e de 40g DQOtotal (L d) 1) no
MR2). O sistema termofilico apresentou melhor desempenho, principalmente no

primeiro reator (TR1), considerando-se a producao de metano (Tabela 34).

TABELA 34. Comparacao dos principais parametros entre os reatores UASB em série
dos sistemas mesofilicos (MR1 e MR2) e termofilicos (TR1 e TR2) em
série no tratamento anaerébio da vinhaca com as maiores COV aplicadas.

R TERMOFILICO MESOFILICO
PARAMETROS unidades TR1 TR2 MR1 MR2
Cov (g DQO (L d)}) 45 49 33 40
Y 8,4 8,8 7,8 7,8
P +0,1 +0,1 +0,2 +0,2
Acidos volateis (mg LY 4477 3842 2932 1229
totais £1030 +763 +412 +307
Alcalinidade parcial  (mgL?) 3321 3877 2619 3505
0,68 0,57 0,66 0,25
AVT/AT +0,15 40,08 +0,12 40,07
‘Nitrogénio (mg LY 63,8 69,5 107,2 115,0
amoniacal +9,3 +14,3 27,1 +28,1
: 16127 13631 1980 13071
bQO (mg L) +1251 +874 +1326 +450
DQOremovida (%) ig'g 1112’; :-12'15 ?ﬁz
Producéo
volumétrica de L CH, Ld® fdi {:? 3012% }620%
metano - - - -
CHa no biogas (%) i(1)43 74_377 ij? 7:113
Producéo
e LCH 0,21 0,18 0,16 0,19
especifica de (4DQOremovica)”* +0,02 0,02 +0,03 0,04
metano

COV: carga organica volumétrica; DQO: demanda Quimica de oxigénio
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Na comparagdo (TR1 e MR1), tendo como base as maiores COV, em
condigdes termofilicas foram obtidas as maiores eficiéncias de remocéao de DQO total,
de até 50% no TR1 e 40% no MRL1. Por outro lado, comparando o TR2 com MR2, em
condi¢cbes mesofilicas foram obtidas maiores eficiéncia de remocdo de DQOtotal, de
até 34% no MR2 e 16% no TR2. Sendo assim, o sistema em série em condi¢cfes
termofilicas apresentou elevado desempenho no reator do primeiro estagio (TR1).
Enquanto que o sistema em série em condi¢cdes mesofilica (MR1 e MR2) obteve um
desempenho mais distribuido, com participacdo mais efetiva do segundo estagio na
remocgé&o do material organico.

Outros aspectos importantes a serem considerados em sistemas termofilicos
sdo as propriedades fisico-quimicas do meio de reacdo que dependem da
temperatura. A solubilidade dos gases diminui com o aumento da temperatura;
consequentemente, havera menores concentracdes de metano no efluente, bem
como de Hz, NHs e H2S, que exercem um efeito negativo (muitas vezes toxicos) sobre
0 processo de digestdo anaerdbia (VAN LIER, 1993). Em relacdo as condi¢cGes
ambientais apresentadas (Tabela 34), o sistema anaerébio mesofilico apresentou
concentragbes de AVT e Nam inferiores ao sistema termofilico, bem como melhores
condi¢Oes de estabilidade indicada pela relacédo AVT/AT, principalmente no MR2.

TERMOFILICO a) . MESOFILICO b)
70 1~ .- y

TR1 g

60 - 60 -

50 4 50 -
40 A 40 -

30 4. 30 -

COV (g DQOt (Ld)*

20"2 20

10 o S’ 10

0

N S 0 ———
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
Tempo de operacéo (dias) Tempo de operagéo (dias)

FIGURA 34. Aumento gradual da carga organica volumétrica (COV) nos reatores
UASB em seérie sob condi¢des termofilicas (TR1 e TR2) (a) e mesofilicas
(MR1 e MR2) (b).
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FIGURA 35. Producdo volumétrica de metano nos reatores UASB em série, sob
condi¢Bes termofilicas (TR1 e TR2) e mesofilicas (MR1 e MR2).
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FIGURA 36. Producao volumétrica de metano nos reatores UASB em série, sob
condi¢Bes termofilicas (TR1 e TR2) e mesofilicas (MR1e MR2).
5.4. Tratamento fisico-quimico e de oxidacdo avancada e testes

anaero6bios da vinhaca biodigerida.
5.4.1. Caracterizacédo do efluente

A vinhaca biodigerida (proveniente do tratamento anaerdbio da saida dos
reatores termofilicos (TR1 e TR2)) submetida ao processo de Fenton e a combinacao
da coagulacédo/floculacdo com o Fenton apresentou altos niveis de matéria organica
— que pode ser observada em termos de (DQO, COT e DBOs), ST, SV, turbidez, baixa
biodegradabilidade (DBOs/DQO <0,4) e alguma toxicidade para Vibrio fischeri (ver

Tabela 35). De acordo com Rodrigues et al. (2017) tais caracteristicas reforca a
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importancia de um péds-tratamento apropriado, para recirculacdo em reatores

anaerodbicos e / ou descarga nos corpos d'agua.

TABELA 35. Caracteristicas da vinhaca biodigerida.

A Vinhaca
Parametros biodigerida

pH 9,36
DQO (mg L?Y) 16390
DBOs (mg L) 3195
COT (mg L?) 5508
DBOs5:DQO 0,19

ST (gL?) 22,5

SV (gL 6,9
Nitrogénio total (mg L) 3,5
Fosforo total (mg L) 10,2
Turbidez (NTU) 1200
Inibic&o Vibrio Fischeri 5 min (%) 44,9
Inibig&o Vibrio Fischeri 15 min (%) 48,5
Inibicdo Vibrio Fischeri 30 min (%) 49,9

5.4.2 Fenton

A oxidacdo de Fenton foi aplicada diretamente ao efluente bruto (vinhaca
biodigerida) para melhorar biodegradabilidade e reduzir toxicidade, permitindo a
recirculacdo no reator anaerébio de alta taxa. Os valores de pH e de temperatura
adotados neste estudo foram fixados em 5,0 e 55°C, respectivamente, tendo como
base estudos anteriores de processo Fenton em vinhaca biodigerida (GUERREIRO et
al., 2016). Portando, neste estudo foi avaliado o efeito e otimizados a concentracao

de H20:2 e do catalizador Fe3".
5.4.2.1. Efeito do H202

E importante estabelecer as melhores doses de H202 a aplicar no processo
Fenton, pois estas tém impacto significativo ndo apenas na eficiéncia do tratamento,
mas também no custo global do processo de tratamento. Para avaliar o efeito do H20:2
foram realizados quatro ensaios variando de 18,0 a 35,0 g L1, correspondendo de 0,5

a 2,0 vezes a gquantidade estequiométrica (9,0 g L) face a DQO da vinhaca
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biodigerida (16390 mg L™). Nestas experiéncias a concentracdo de ferro foi fixada em
1,45 g L%, valor 6timo encontrado por Guerreiro et al. (2016).

Os resultados da remocéo de COT e os valores de pH ao longo do tempo estao
apresentados na Figura 37. Pode-se observar que, para todas as concentracdes de
H20:2testadas, o0 aumento da remocéao de COT é mais acentuado nos primeiros 60min,
continuando a aumentar ligeiramente até os 120 minutos e, sendo praticamente
constantes para o0 tempo de reacdo superior. Evolucdo temporal semelhante é
observada nos valores de pH, que diminuem consideravelmente a partir de t= 0
(adicdo de H202) até 60 min, e entdo a variacdo é atenuada até os 120 min. e
constante aos 150 minutos. A diminui¢do acentuada do pH parat <0 é devido a adi¢édo
do sal de ferro e a acidificacdo do meio ao longo do tempo de reacédo é, geralmente,

atribuida a formacdo de compostos intermediarios, nomeadamente &cidos

carboxilicos.
60
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= 22.0g/L
s 40 i - ” 4 - 26.5g/L
§ . » 35.0g/L
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FIGURA 37. Efeito da dosagem de H202 na remocao do COT (a) e valores de pH
durante a reacéo e remocéo de TOC (b) (pHiniciai = 5,0; T =55 °C e Fe3*
=1,45¢gL1

Deve-se notar que a remoc¢do do COT aumenta com a dose de H20: até 26,5
g L, atingindo 68,5% de remocéo (ap6s 3 h de oxidacéo). Em doses mais elevadas,
as remocdes finais diminuem (Figura 37). Para a dose otima verificou-se 0 maior
decaimento de pH o que indica que a reacdo formando mais acidos carboxilicos, que
sdo os Uultimos compostos intermediarios a formarem-se, de dificil oxidacao,

consequentemente, indicando que a reacdo estd sendo mais eficiente. O



120

aparecimento de uma dose 6tima de oxidante € devido a reacao de “scavenging” do
radical hidroxila pelo excesso de H202 (Equacgéo 4).

No que se refere a concentracédo do peréxido de hidrogénio residual, verificou-
se que para todos os ensaios todo o oxidante adicionado foi consumido, ou seja a

percentagem de consumo do H20:2 foi de 100%.
5.4.2.2. Efeito da dose de Fe®*

A eficiéncia de oxidacgéao foi testada variando a dose de ferro na gama de 1.45
a 2,9 g L (o que corresponde a variagdo da razdo massica de Fe3*:H202 de 1:18 a
1:9). As restantes variaveis foram fixadas nos seguintes valores: H202 =26,5 g L
(valor 6timo encontrado na secao anterior), pHiniciat = 5,0 e T = 55°C.

Na Figura 38, verificou-se novamente aumento acentuado da remocéao de COT
nos primeiros 60 min, apos este periodo o aumento foi menos proeminente e apos
120 min manteve-se constante. No que se refere ao progresso do pH, um perfil
temporal semelhante ao comparado com o COT foi observado, diminuindo
significativamente até 60 min, depois desacelerando e ficando quase estavel ap6s 120
min. Este decaimento foi devido a formacdo de &cidos organicos conforme
mencionado anteriormente. A maior queda do pH corresponde a maior quantidade de
catalisador usada, [Fe®*] = 2,9 g L, devido ao fato de se adicionar mais cloreto de
ferro, que promove um maior decaimento do pH da solugdo antes de se iniciar a
reacdo (Figura 38), porém nao corresponde a maior remoc¢ado de material organico,
que foi alcancada para a dose de 2,2 g L*1. O aparecimento da dose de Fe3* 6tima é
devido ao fendmeno de “scavenging” do radical por excesso de ion férrico (Equacéo
6), diminuindo assim a concentracdo de radicais disponiveis e limitando a oxidac&o
de compostos organicos.

Novamente, observou-se um consumo total de oxidante para todas as doses
de ferro testadas.

Guerreiro et al (2016) obtiveram remocdes de COT de 63,2% quando tratou a
vinhaca biodigerida, que é proximo ao observado neste estudo (70,6%) com uma dose
menor de Fe3* (1,45 mg L1). Contudo, a vinhaca biodigerida usada nos estudos de
Guerreiro et al (2016) tinha uma carga orgéanica consideravelmente inferior (DQO =
6836 mg L) a utilizada neste estudo (DQO = 16390 mg L1).
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FIGURA 38. Efeito da dosagem de Fe3®* na remoc¢do do COT (a) e valores de pH
durante a reacao e remocgéo de TOC (b) (pHiniciai= 5,0; T =55 °C e H202
=26,5¢gL™

No ensaio com as condi¢des otimas (pHinicial = 5,0, T = 55 °C [H202] = 26,59 L
le [Fe®]=2,2gL?) avaliou-se também a DQO, DBO, toxicidade, nutrientes turbidez

e teores de solidos totais e volateis. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela

36 e pode-se observar elevadas eficiéncias de remocéao (acima de 70%) com excecao

da DBO que alcancou remocdo de 42,4%. Também se gerou efluente mais

biodegradavel (atendendo que a razdo DBO:DQO aumentou para 0,4) e ndo téxico

(com inibicdes de Vibrio fischeri de 0,0%).

TABELA 36. Caracteristicas da vinhaca biodigerida ap6s reacdo de Fenton e
respectivas remocoes.

Parametros Vinhagg Biodigerida Remocéao
apos Fenton

pH 7,10 -
DQO (mg L?) 4826,2 70,6
DBOs (mg L) 1841,0 42,4
COT (mg L) 1734,0 68,5
DBOs:DQO 0,4 -
ST (gL?) 4,4 80,6
SV (gL?) 1,1 83,7
Nitrogénio total (mg L) 1,0 72,0
Fosforo total (mg L) 2,9 71,5
Turbidez (NTU) 6,3 99,5
Inibig&o Vibrio Fischeri 5 min (%) 0,0 100
Inibicdo Vibrio Fischeri 15 min (%) 0,0 100

Inibicdo Vibrio Fischeri 30 min (%) 0,0 100
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5.4.3. Coagulacao/floculacédo seguida de reacao de Fenton

O processo de coagulacao/floculacéo antes do processo de Fenton visa reduzir
a carga organica da vinhaca biodigerida, com isso diminui a quantidade de reagentes
requerida no processo seguinte e reduz os custos do tratamento (GUERREIRO et al.,
2016). O efluente foi previamente tratado por coagulacéo/floculagéo com as condi¢oes
6timas ([Fe**] = 500 mg L, pH = 3,0) reportadas por Guerreiro et al. (2016) e
Rodrigues et al. (2017) e obtiveram-se remocdes de 25,2 a 47,1% para a carga
organica, superiores a 80% para os sélidos, 93,6% para a turbidez, ~59,0% para o
nitrogénio e 18,9% o fosforo (ver Tabela 36).

A vinhaca resultante da coagulacédo/floculacédo foi submetida a oxidacdo de
Fenton. Neste Ultimo processo de tratamento utilizou-se um de pH 3.0, uma
temperatura de 55°C, uma dose de ion de ferro adicionado de 0,56 g L* (no total 0,83
g L, atendendo que 0,27 g L resultam da coagulagéo/floculacdo — este valor total
considerado teve como base a razdo massica Fe**:H202 de 0,08 obtida no tratamento
da vinhaca biodigerida por Fenton conforme mencionado anteriormente) e uma [H202]
= 10,3 g L! (de modo a manter a razdo massica H202:DQO (1,6) igual a étima obtido
para a vinhaca tratada por Fenton, como referido na secéo 4.11.3).

Na Tabela 37 estdo apresentados os resultados apds o processo Fenton, tendo
este processo aumentado a biodegradabilidade do efluente (DBOs:DQO de 0,4) e
auséncia de inibicao de Vibrio fischeri. Os valores de remoc¢éo de COT, DQO, DBOs,
N, P, ST e SV e turbidez foram de 50,5, 64,3, 42,9, 2,4, 13,0, 27,4, 44,1 e 95,4%,
respectivamente.

A combinacéo dos dois processos (coagulacao/floculacdo seguida da reacao
de Fenton) atingiu eficiéncia de remocéao globais de 73,4% para o COT, 81,1% para a
DQO, 57,3% para aDBOs, 59,9% para o nitrogénio, 29,5% para o fésforo, 86,0 e
91,1% para os ST e SV, respectivamente e 99,7% para a turbidez. Esta estratégia
gerou um efluente ndo téxico e melhorou consideravelmente a biodegradabilidade (de
0,19 a 0,44 antes e depois do tratamento, respectivamente). As eficiéncias obtidas
com a combinagdo de processos foram ligeiramente maiores as alcangadas no
tratamento da vinhaca biodigerida pela oxidac&o de Fenton por si s6; além disso, com

utilizacdo da combinacgéo (coagulacdo/floculagdo com oxidacéo de Fenton), menos
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peréxido de hidrogénio foi necessario (diminuindo de 26,5 para 10,3 g L), o que reduz

0 custo de adicao de produtos quimicos.

TABELA 37. Caracteristicas da vinhaca biodigerida e ap0s 0s processos de
coagulacao/floculacdo e respectivas eficiéncias (as eficiéncias de
remocao parcial sdo mostradas entre parénteses.

Apos Eficiéncia
Parametros Coagulacdo  Apos Fenton  global do
e Floculacao tratamento
pH 31 7,1
DQO (mg L?) 8668 (47,1) 3093 (64,3) 81,1
DBOs (mg L) 2390 (25,2) 1364 (42,9) 57,3
COT (mg L?) 2957 (46,3) 1465 (50,5) 73,4
DBOs5:DQO 0,28 (-) 0,44 (-)
ST (gL?) 4,3 (80,7) 3,1(27,4) 86,0
SV (gL?) 1,1 (84,0) 0,6 (44,6) 91,1
Nitrogénio total (mg L™?) 1,4 (58,9) 1,4 (2,4) 59,9
Fésforo total (mg L) 8,3 (18,9) 7,2 (13,0) 29,5
Turbidez (NTU) 77,0 (93,6) 3,6 (95,3) 99,7
Inibicdo Vibrio Fischeri 5 min (%) 0,5(-) 0,0 () -
Inibi¢&o Vibrio Fischeri 15 min (%) 7,1(-) 0,0 (- -
Inibicdo Vibrio Fischeri 30 min (%) 8,6 (-) 0,0 () -

5.4.4. Testes de biodegradabilidade

Na Figura 37, estdo apresentados os valores médios de DQO, COT e pH
obtidos em cada teste no inicio (t =0) e no final (t = 15 dias), foram utilizados 3 ensaios,
cada um avaliando um tipo de efluente a ser utilizado na diluicdo da vinhaga: (I)
vinhaga biodigerida, (II)-vinhaga biodigerida tratada com Fenton e (lll)-vinhaga
biodigerida tratada com coagulacéao/floculacédo + Fenton.

As concentragbes de COT, no inicio do ensaio dos testes metanogénicos,
foram de 8394 mg L%, 6371 mg L'e 6125 mg L* para os ensaios (1), (Il) e (lll),
respetivamente e, apés 15 dias de testes os valores diminuiram para 2689 mg L,
1890 mgL1e 1126 mg L.

Os valores de producéo de biogas e concentracdo de biogas ndo foram obtidos
devido a falha nos sensores de obtencéo dos dados. Porém, a avaliacdo do material

organico inicial e removido foi realizada. O teste com maior eficiéncia foi com a vinhaca
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biodigerida tratada com coagulacao/floculagéo + Fenton (lll), alcancando remocéo de
COT de 81,6 % e 82,0% para a DQOrotal, indicando melhor biodegradabilidade.
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FIGURA 39. Valores médio de DQO e COT obtidos em cada teste no inicio (t =0) e
no final (t = 15 dias) avaliando a diluicdo de 3 tipos de efluentes com a
vinhaga bruta: (I) vinhaga biodigerida, (ll) vinhaga biodigerida tratada

com Fenton e (Il
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6. CONCLUSAO

A digestdo anaerdbia termdfilica em reatores UASB em série com
suplementacao de torta de filtro e recirculacao de efluentes contribuiu para o aumento
da conversdo anaerbbia da vinhaca, com elevadas producdes de metano em
condicbes de estabilidades. No sistema termofilico foram observadas elevadas
producdes volumétricas de metano com altas COV aplicadas (45 g DQO (L d)* no
TR1 e 49 g DQO (L d)* no TR2).

Os trés filos bacterianos mais abundantes, no sistema termofilico, foram
Thermotogae, Firmicutes e Bacteroidetes. As arquéias metanogénicas mais
abundantes foram Methanobacteriales e Methanosarcinales, e Methanothermobacter
e Methanoculleus foram os géneros dominantes no sistema termofilico, indicando que
a principal via de producdo de metano foi a hidrogenotréfica.

No sistema mesofilico, composto pelos reatores UASB em série (MR1 e MR2)
com suplementacdo de torta de filtro e recirculacdo de efluentes, também foram
observadas elevadas producdes de metano em condi¢cBes de estabilidades. O melhor
desempenho do processo foi observado com aplicacdes de COV de 33 g DQO (L d)*
no MR1 e 40 g DQO (L d)* no MR2, resultando em elevada producgéo volumétrica de
metano.

Os filos bacterianos mais abundantes, no sistema mesofilico, foram o
Bacteroidetes e o Chloroflexi. As arquéias Methanosaeta foram mais abundantes no
sistema mesofilico, cuja principal via de producdo de metano foi a acetoclastica.

A configuragdo dos reatores em série e a recirculacdo do efluente, nos sistemas
termofilicos e mesofilicos, contribuiram para o aumento da conversao anaerébia da
vinhaga a metano e para a estabilidade do processo, e as maiores concentragoes de
metano no biogas ocorreram no MR2 e TR2 - segundo estagios dos sistemas
mesofilicos e termofilicos.

No tratamento quimico da vinhaca biodigerida, a combinacdo dos dois
processos (coagulacao/floculacdo seguida da reagédo de Fenton) atingiu eficiéncia de
remocao global de COT =73,4%, DQO =81,1%, DBOs =57,3%, N = 59,9%, P=29,5%,
ST =86,0% e SSV = 91,1%. Esta estratégia gerou um efluente néo téxico e melhorou

consideravelmente a biodegradabilidade (de 0,19 a 0,44 antes e depois do tratamento,
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respectivamente); a turbidez foi substancialmente reduzida (de 1200 a 3,6 NTU —
99,7% de reducéo). As eficiéncias obtidas com a combinacdo de processos foram
ligeiramente maiores as alcancadas no tratamento da vinhaca biodigerida com apenas
a oxidacdo de Fenton; além disso, com utlizacdo da combinacao
(coagulacao/floculagdo com oxidacdo de Fenton), menos perdxido de hidrogénio foi
necessario (diminuindo de 26,5 para 10,3 g L), o que reduz o custo de produtos
quimicos.

O teste metanogénico com maior eficiéncia foi com a vinhaga biodigerida
tratada com coagulacao/floculacéo + Fenton (llI), com remoc¢éo de COT de 81,6 % e
82,0% para a DQOuotal, indicando que a recirculacdo nos reatores anaerobios pode

resultar em melhor desempenho e maior producéo de biogas.
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Figura Al. Abundancia de todos os géneros principais versus producao volumétrica
de metano (a e e), nitrogénio de Kjeldahl (KN) (b e f), fésforo total (Ptotal)
(c e g) e ferro (Fe) (d e h) (com abundéancia relativa sobre p <0,05 em pelo
menos uma amostra). A intensidade de cor (log 10) em cada painel indica
a abundéancia absoluta do género em cada amostra. (a a d — bactérias; e

a h - arquéias) (Sistema mesofilico).
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