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RESUMO

Miyazaki, C.K. Ativacdo de lodo anaerobio para a inoculacdo de biometanizadores
visando o tratamento de residuos sélidos organicos. 2016. 67 f. Trabalho de conclusdo do
Curso (Engenharia Ambiental) — Escola de Engenharia de Sdo Carlos, Universidade de S&o
Paulo,S&o Carlos, 2016.

Uma das tecnologias que vém sendo estudada € o uso do lodo, como in6culo para digestéo
anaerobia da fracdo organica dos residuos solidos urbanos (FORSU). A biometanizagdo
utiliza produtos que antes ndo possuiam valores comerciais e também eram vistos como um
problema social, econdmico e ambiental, para ao final do processo, gerar um subproduto
estabilizado e de valor energético. Para tanto, a digestdo anaerdbia enfrenta alguns problemas
operacionais por ser uma tecnologia recente. A partida do reator é considerada etapa crucial
para um equilibrio e manutencdo dos micro-organismos, nesse sentido, é necessario dar ao
meio condicdes favoraveis para o estabelecimento e desenvolvimento dos microrganismos.
No presente trabalho serd avaliado a ativacdo do indéculo antes de introduzi-lo no
biometanizador, com a intencéo de se obter uma biomassa ativa. A ativagdo foi feita a partir
do uso de diferentes substratos como fonte de alimentacdo, solucdo estoque (&cido acético,
acido propibnico e &cido butirico), etanol e acido acético, no qual, a gquantidade a ser
adicionada foi determinada a partir da realizacdo de um teste atividade metanogénicas
especifica (AME). O indculo utilizado € o lodo do reator UASB da ETE Monjolinho,
localizado na cidade de Sdo Carlos. A temperatura de operacdo foi mantida na faixa
mesofilica (35£2°C) através de uma estufa. Foi testado diferentes concentracdes de substrato
e avaliado o pH, STV, DQO e volume do biogas (medicdo direta do volume do biogas e
cromatografia). O teste com &cido acético e etanol, utilizou a relacdo A/M de 0,6, e 0
tratamento com melhor desempenho foi 0 de etanol, enquanto o teste com solucéo estoque,
acido acético e etanol, foi utilizado relagdo A/M de 1,2, o tratamento de etanol obteve o pior
desempenho. O tratamento controle evidenciou que os tratamentos com substrato obtiveram
uma ativacdo mais rapidamente. A cromatografia gasosa indicou que alguns tratamentos nao
produziram metano ou se produziu, nédo foi significativo, e que, portanto, o volume deslocado
pelo Mariotte ndo representava unicamente 0 metano. A microscopia oOptica, por sua vez,
indicou presenca de arqueas metanogénicas no lodo inicial e apos o teste, sendo a maioria

células com formas de bacilos.

Palavras-chave: Substrato. Biomassa ativa. Lodo do reator UASB.



ABSTRACT

Miyazaki, C.K. Study of activation of the UASB Sludge from ETE Monjolinho using
different substrates. 2016. 67 f. Trabalho de conclusédo do Curso (Engenharia Ambiental) —
Escola de Engenharia de S&o Carlos, Universidade de Sao Paulo, S&o Carlos, 2016.

One of the most common alternatives to the allocation of really the sludge in the United States
is the agricultural reuse, in Brazil, this use is not well explorer and the most common
destination is the landfill. One of the technologies that have been studying is the use of sludge
as inoculum for anaerobic digestion of organic fraction of municipal solid waste (OFMSW).
The biomethanization use products that did not have commercial value and it is also view as a
social, economic and environmental problem, to in the end of the process generate a stabilized
and energy value by-product. Therefore, anaerobic digestion faces some operational problems
to be a new technology. The startup of the reactor is consider crucial step towards a balance
and maintenance of microrganisms, in this sense, it is necessary to give favorable conditions
for the establishment and development of microrganisms. In this work, it will be assessed
activation of the inoculum before introducing it in biomethanizator in order to obtain an active
biomass. Activation was performed from the use of different substrates as a power source, the
stock solution (acetic acid, propionic acid and butyric acid), ethanol and acetic acid, wherein
the amount to be added was determined based on the performance of a test specific
methanogenic activity (SMA). The inoculum used is the UASB sludge from ETE Monjolinho,
located in S&o Carlos. The operating temperature was maintained in the mesophilic range (35
+ 2 ° C) through an oven. It was tested differents concentrations of substrate and rated the pH,
STV, COD and biogas volume (direct measurement of biogas volume and chromatography).
The three test, we used the ratio organic load/microrganisms of 0.6, and the treatment was the
best performance of ethanol, while the four test was used ratio organic load/microrganisms of
1.2, the treatment of ethanol gave the worst performance. The control treatment showed that
the treatment with substrate obtained a faster activation. Gas chromatography indicated that
some treatments did not produce methane or produced was not significant; therefore, the
volume displaced by Mariotte did not represent only methane. Optical microscopy indicated
the presence of methanogenic archaea such in the initial sludge as after the test, most cells

with forms of bacilli.

Key-words: Substrate. Active biomass. UASB sludge.
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1 INTRODUCAO

O crescimento populacional é acompanhado do aumento do nimero de estagfes de
tratamento de esgoto (ETES), que por sua vez, cresce proporcionalmente a quantidade gerada
de lodo de esgoto. O tratamento de esgoto resulta em dois produtos: o efluente liquido tratado
que atenda as exigéncias legislativas e o lodo (primério e secundario) que é um material

pastoso com grande concentracdao de micro-organismos, sélidos orgénicos e minerais.

O estudo do lodo envolve o processamento e a disposicao final do lodo, etapas limitante
em uma ETE, pois podem representar até 60% do custo operacional de uma ETE (VON
SPERLING, 2001). As alternativas para a destinacdo do lodo envolvem: uso agricola, usos
florestais, descarte em aterros sanitarios, reuso industrial incinerado, incineracao, recuperacao

de solo e disposicdo oceanica (Tsutiya, 2002).

O aproveitamento do lodo ja é feito nos Estados Unidos, sendo o relso agricola o
método mais empregado, no Brasil as alternativas de reliso ainda sdo pouco utilizadas e a
destinacdo mais comum € o aterro sanitario. No entanto, o simples aterramento é um
procedimento que provoca perdas de matéria-prima e gera riscos de contaminacdes futuras,
sendo portanto, importante viabilizar novas alternativas tecnoldgicas que possa valorizar o
lodo de esgoto. Uma das tecnologias que ganha destaque € a digestdo anaerdbia da fracéo
organica dos residuos solidos urbanos (FORSU) com o uso do lodo, como fonte para
diminuicdo do tempo de estabilizagdo da matéria organica. O tratamento anaerdbio, conhecido
também como biometanizagdo, possibilita a utilizacdo de dois produtos que antes eram
descartados em aterros sanitarios, considerados rejeitos, sem valor comercial e visto como um
problema social, econdbmico e ambiental. Além disso, o processo de biometanizacdo
apresenta-se como uma possibilidade conveniente no contexto atual, pois atende as exigéncias
da Politica Nacional de Residuos Sdlidos de ndo aterrar a matéria organica, incentivando o
reaproveitamento dos residuos solidos organicos, através do tratamento desses residuos e a

recuperacgdo energetica.

Todavia, a biometanizacdo, por ser uma tecnologia recente, ainda enfrenta diversas
dificuldades operacionais com longos periodos de estabilizagdo. Para um bom funcionamento
do sistema anaerobio deve-se adotar medidas para obter uma partida do reator que mantenha o

equilibrio no sistema. Nesse inicio de operagéo, o indculo precisa estar metabolicamente ativo



para que se possa otimizar a digestdo anaerdbia e contornar os possiveis desequilibrios
microbianos.

A presente pesquisa teve como objetivo o estudo da ativagdo dos micro-organismos, no
qual adicionou-se ao inéculo diferentes tipos de substratos como fonte de alimentacdo:
solucéo estoque (acido acético, acido propidnico e acido butirico), o etanol e o acido acético.
Os ensaios experimentais foram mantidos em estufa com temperatura de 35 + 2 ° C e
avaliaram o comportamento de cada reator frente a adicdo dos substratos através da
caracterizacdo dos parametros: pH, DQO, STV, volume e composic¢do do biogas. O estudo da
diversidade microbiana foi feita a partir da técnica de microscopia de contraste de fase e de

fluorescéncia.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Verificar qual substrato (acido acético, solugdo estoque de &cidos e etanol), em qual
concentragcdo e em quanto tempo proporcionaria a melhor condi¢do de ativacdo do lodo do
reator UASB da Estacdo de Tratamento de Esgoto Monjolinho.

2.2 Objetivos Especificos

e Definir a melhor relacdo alimento/micro-organismo (A/M) a partir do teste Atividade

Metanogénica Especifica (AME);

e Caracterizacdo morfoldgica dos micro-organismos por meio da microscopia éptica de
contraste de fase e identificacdo da presenca de arqueas metanogénicas com

microscopia de fluorescéncia.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Producéo e disposi¢ao final de lodo de esgoto

Nas areas urbanas, devido ao crescimento desordenado, as cidades cresceram sem
infraestrutura e sem disponibilidade de saneamento basico capazes de atender a demanda de
toda a populacdo. Nesse contexto, ainda ha alguns anos atras, a maioria das cidades brasileiras
lancavam seus esgotos sanitarios diretamente nos corpos hidricos. Frente a intensa degradagédo
ambiental, os esgotos comegaram a ser tratados por estacOes de tratamento de esgotos (ETES).
Nesse sistema, as aguas residuarias sofrem diversos processos de tratamento para que possa
retornar aos mananciais de forma a atender aos padrbes de qualidade da agua. Durante as
etapas de tratamento, ocorre geracdo de um residuo semissolido, que contém tipicamente agua
e solido granuloso, flocoso e coloidal, chamado de lodo de esgoto. E importante diferenciar o
termo “lodo” e “bioss6lidos”, comumente confundidos. A rigor, o “lodo” ¢ o subproduto
solido gerado do tratamento de esgotos. Enquanto que “biossolidos” sdo os residuos sélidos,
produtos organicos, que podem ser utilizados para beneficiar o uso agricola, como um

processo de estabilizacdo e compostagem (Andreoli et al., 2006).

Segundo Metcalf e Eddy (1991), o gerenciamento do lodo de esgoto foi e continua
sendo um dos maiores problemas e uma das etapas mais caras de todos os processos do
tratamento de aguas residuérias. Estima-se que a producdo de lodo no Brasil esta entre 150 a
220 mil toneladas de matéria seca por ano. A taxa da populacdo brasileira que possui seu
esgoto coletado e tratado chega a apenas 30%. Caso 0s esgotos fossem totalmente tratados no
pais, a geracao de lodo superaria 1000 toneladas de lodo por dia (SOARES, 2004). Na regido
metropolitana de Sdo Paulo, &rea com a maior parte das estacdes de tratamento de esgotos do
Brasil, estima-se que havera uma producdo cerca de 749 toneladas por dia em base seca para o
ano de 2015 (TSUTIYA, 2000). No estado do Parana a producgédo de lodo em 1999 era de 67
toneladas por dia e em 4 anos esse numero dobrou (PEDROZA et al., 2010). Segundo
Pegorini et al. (2003), a producéo de lodo de esgoto em 2003, na ETE Belém em Curitiba, era
em torno de 9,6 toneladas de matéria seca por dia. A previsdo € de que a producdo deve
aumentar entre 6 a 8,4 toneladas de matéria seca por dia em curto prazo.

Além disso, Khiari et al. (2004) citam que o tratamento da fase sélida de uma ETE aerdbia

representa, aproximadamente, 40 % dos custos de implantacdo, 50% dos custos de operacao e



90% dos problemas operacionais. Em um metabolismo aerobio ocorre uma maior formagéo
do lodo comparado com o sistema anaerdbio, e isso explica a grande quantidade de lodo a ser
descartado nos sistemas de lodos ativados. Enquanto que os sistemas anaerdbios, geralmente,
possuem uma producéo baixa de lodo, encontrado estabilizado, logo, caracteriza-se como um
sistema vantajoso quanto a producdo e disposicdo final do lodo (Metcalf e Eddy, 1991).
Portanto, o gerenciamento do lodo, por ser uma das etapas cruciais na ETE, exige uma
atencdo necessaria para a minimizacdo, aproveitamento e tratamento do lodo, bem como

planejar uma disposi¢do segura e ambientalmente aceitavel.

3.1.1 Alternativas para o aproveitamento e/ou disposi¢ao final do lodo

O aproveitamento e/ou disposicao final dos biossolidos vem ganhando destaque dentro do
cenario das ETEs, em razdo do aumento da producdo de lodo e da necessidade de se atender
as exigéncias ambientais. Diversas alternativas sao propostas para que a disposicéo seja feita
de forma segura e ambientalmente aceitavel, pode-se destacar as seguintes alternativas
(TSUTIYA, 2002):

e Uso agricola: aplicacdo no solo como fertilizante;
e Usos florestais: aplicacdo em plantacdes florestais;

e Descarte em aterros sanitarios: aterro exclusivo e co-disposi¢do com residuos sélidos
urbanos (RSU);

e Reuso industrial incinerado: producgéo de agregado leve, fabricacdo de tijolos e

ceramicas e producdo de cimento;
e Incineracdo: incineracgdo exclusiva;

e Recuperacgéo de solo: recuperacdo de areas degradadas e recuperacéo de areas de

mineracao;

Disposic¢do oceénica;

No mundo, mais de 90% do lodo gerado é disposta por meio de trés processos:

incineracdo, disposicdo em aterros e uso agricola. O uso agricola é a forma predominante de



disposicao final desse residuos, adotado para aproximadamente 55,5% do lodo produzido nos
Estados Unidos, devendo alcancar 61,5% até 2010 (ENVIRONMENTAL PROTECTION
AGENCY - EPA, 1999). Na Europa, a reciclagem e a disposi¢cdo em aterros sanitarios sao as
principais formas de destinacdo (DAVIS & HALL, 1997). No Brasil, a disposicéo final do
lodo geralmente € o aterro sanitario (TSUTIYA, 2002).

A disposicdo em aterros exclusivos requer cuidados especiais em relacdo a selecdo de um
local que cumpra as exigéncias ambientais e sociais, as caracteristicas de projeto que evitem
riscos de vazamento do lixiviado, a coleta dos gases gerados e ao tratamento do chorume
produzido, bem como tomar os devidos cuidados para evitar a proliferacdo de vetores. A
reciclagem agricola possibilita a producdo de insumo de qualidade a agricultura, através da
escolha de areas e culturas aptas, com a instrucdo técnica adequada ao produtor rural e
realizando o monitoramento ambiental. O uso de biossolidos na agricultura € visto como uma
forma rentavel capaz de garantir o interesse continuo dos agricultores e, consequentemente, a
sustentabilidade do processo (ANDREOLLI et al., 2001). Assim, a alternativa de reciclagem
agricola mostra-se promissora especialmente para o Brasil, onde é necessario a reposic¢ao do
estoque de matéria organica dos solos devido ao intemperismo de suas condicdes climaticas
(PROSAB e SANEPAR, 1999).

Dessa forma, a quantidade de lodos disposto em aterro sanitario tende a se reduzir devido
as restritas exigéncias ambientais (ANDREOLLI et al., 2001). A qualidade do lodo utilizado na
agricultura deve ser assegurada, de modo que promova melhorias as qualidades fisicas,
quimicas e bioldgicas do solo, sem risco de contaminagdes. Segundo a Resolugdo Conama
n°375/2006, os lodos podem ser passiveis de aplicacdo na agricultura se forem submetidos a
reducdo de patdgenos e da atratividade de vetores, além de atender aos limites de substancias
potencialmente tdxicas. Assim, o biossélido pode ser utilizado em culturas de contato
primario com o solo, se o lodo tiver sido submetido a tratamentos que garantam uma reducao

dos patogenos.

Ademais, segundo a instrugdo normativa n°17/2014 do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento, os residuos de biodigestores a serem usados como fertilizantes e
corretivos em sistemas organicas de producdo possuem as seguintes condicOes: € permitido
desde que seu uso e manejo nao causem danos a salde e ao meio ambiente, devem estar
bioestabilizados, e é proibido o contato com partes comestiveis das plantas e os residuos de

biodigestores ndo devem receber excrementos humanos. Para sistemas ndo organicos, é



permitido somente com a autorizacdo do OAC (organismos de avalia¢do da conformidade) ou

da OCS (organizacao de controle social).

Outra forma de aproveitamento do lodo que vem sendo explorada recentemente é o
tratamento anaerobio da fracdo organica dos residuos solidos urbanos (FORSU). Nesse caso 0
lodo é utilizado para inoculagdo no sistema, possibilitando a reducdo do tempo de
estabilizacdo desses residuos. A biometanizacdo ou digestdo anaerdbia é a degradacdo
biolégica da matéria organica por um consorcio microbiano anaerébio. O principal
subproduto do processo é o0 biogas, gas energético constituido principalmente por metano e
dioxido de carbono. A biometanizagdo ganha destaque dentro de um cenario mundial como
alternativa tecnoldgica para, ao invés de enterrar o residuo, valorizar tanto produtos que antes
eram considerados rejeitos, como a recuperacdo energética. Esta demanda é particularmente
importante, devido a producdo crescente do lodo e da FORSU, sendo a matéria organica
responsavel por cerca de 50% em peso total dos RSU coletados em cidades brasileiras
(ABRELPE, 2012). Desta maneira, é necessario solugdes definitivas para seu manejo e
aproveitamento. Além disso, a biometanizacdo entra em consonancia com as diretrizes e
objetivos da Politica Nacional de Residuos Sélidos (PNRS), na qual proibe o aterramento da
matéria organica e incentiva o reaproveitamento dos residuos, inclusive a recuperacao

energética através de tecnologias sustentaveis.

3.2 Inoculacdo de sistemas anaerdbios aplicados a FORSU

Segundo Souto (2005), o ecossistema anaerobio ndo se instala imediatamente apds o
inicio da operacdo do reator. E necessario um periodo, as vezes demorado, para que a
comunidade microbiana possa crescer e levar o sistema a um equilibrio (METCALF; EDDY,
1991). Dessa forma, o uso do inéculo é importante pois tem por funcdo reduzir o tempo de
estabilizagéo, proporcionar o equilibrio da relagdo C/N, diluir os compostos toxicos, aumentar
a densidade microbiana, tamponar a carga organica aplicada e potencializar a producdo de
biogas por volume de digestor (BARCELOS, 2009; FORSTER-CARNEIRO, PEREZ,
ROMERO, 2007; GRIFFIN et al., 1998; KHALID et al., 2011; SOUTO, 2005). Em relacdo a
origem do indculo, destacam-se como fontes: lodo de esgoto, estrumes, residuos industriais,
residuos agricolas, culturas, entre outros (MATA-ALVAREZ et al., 2011).



Segundo Abreu et al. (2006), 80% dos inoculos escolhidos para serem usados no processo

de biogas utilizam lodos provenientes de reatores UASB, devido as seguintes vantagens:

e Alta relacdo de solidos totais e sélidos totais volateis (SVT/ST), sendo em torno de
77% (ABREU, 2003);

e E uma fonte de massa microbiana anaerdbio para o biometanizador, apesar de isso néo
significar que existird um ecossistema anaerobia apos a colocacdo dos residuos no
reator, mas sim, existird condi¢cfes propicias para 0 crescimento e desenvolvimento
dos microrganismos (LEITE et al., 2003);

e Apresentam concentracdes de nitrogénio maiores que a FORSU, podendo equilibrar a
relagdo C/N do meio (LEITE et al., 2003);

e Apresenta um pH préximo ao neutro, em torno de 6,7 - 6,72 (RAMOS, 2008).

3.3 Partida de reatores anaerdbios
3.3.1 Importancia da partida do reator

A partida de um biodigestor € o inicio do processo que envolve a inoculagéo do reator,
a aclimatacdo do lodo ao residuo e as condi¢fes de carga e vazao especificas para esta fase de
adaptacdo. Segundo Stronach, Rudd e Lester (1987), a partida do reator é considerada crucial
no processo, pois caso operada de forma inadequada acarreta em um mau funcionamento do
sistema. O inicio do processo é um regime transiente, onde acontece mudangas nas condicdes
de cultivo e, portanto, pode haver a inibi¢do das arqueas metanogénicas (SCHIMIDELL et al.,
1986).

Segundo Rittmann e McCarty (2001), a partida e operacdo de um sistema anaerébio
requerem um balango entre microrganismos hidroliticos/fermentativos e metanogénicos.
Ademais, Casserly Erijman (2003) afirmaram que a capacidade de assimilagdo orgénica da

digestdo anaerdbia depende da quantidade de biomassa ativa retida no reator.

O desequilibrio na partida do reator pode ser causada pela diferenca do rendimento
energético e taxa de crescimento entre as bactérias acidogénicas e as metanogénicas. A
primeira possui uma taxa média de crescimento de 2,0 d?, enquanto que as arqueas
metanogénicas de 0,4 d' (HENZE E HERREMOES, 1983). Portanto, a taxa global do

processo é controlada pelas metanogénicas, demandando um periodo maior de crescimento e



reproducdo. Respostas instaveis do sistema anaerobio podem ser ocasionados por uma baixa
atividade das arqueas metanogénicas em relacdo a de bactérias fermentativas, com reduzido
uso de acetato, H>» e CO», e, consequentemente, acumulando AGV e diminuindo o pH
(CASSERLY; ERIJMAN., 2003).

3.3.2 Ativagédo dos microrganismos

A partida do reator, muitas vezes, requer o uso de estratégias para a otimizagédo de seu
funcionamento, como por exemplo a inoculacdo do residuo com lodo anaerébio. Durante a
digestdo anaerdbia, o indculo necessita de ambientes adequados para 0 seu crescimento e
eficiéncia na producéo de biogas. Um dos desafios no estudo de comunidades procariontes é

avaliar a capacidade do in6culo em se adaptar ao tipo de residuo e as condi¢des de operacao.

Quando uma populagdo microbiana é inoculado em um novo meio, seu crescimento é
iniciado somente apds um periodo de tempo, denominado fase lag (Grafico 1). Esse periodo
de tempo pode ser curto ou longo, dependendo do indculo e das suas condicdes de
crescimento. A fase lag € observada quando o in6culo possui poucas células vivas ou
sofreram algum tipo de dano, mas ndo foram mortas, como mudancga brusca de temperatura,
radiacdo ou compostos quimicos toxicos (MADIGAN et al.,2016). Dessa forma, a ativacéo

dos micro-organismos consiste em vencer a fase lag e iniciar o crescimento celular.

Fases de crescimento

If—Lag—'J p ial % Estacionaria % Morte

10 : : : -

é_ / - 0,75 %

. > £ =
52 9 Turbidez " 2
é .,’J; (densidade optica) 0.50 3
o5 S
S 0 T~ Organismos viaveis I

~

0,1
Tempo

Grafico 1: Curva de crescimento tipica de um populagéo bacteriana. A contagem de viaveis mede as células
presentes na cultura capazes de se reproduzir. A densidade 6ptica mede a quantidade da dispersdo de luz por uma
cultura liquida, aumenta de acordo com o aumento do nimero de células.

Fonte: Madigan et al. (2016)
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Portanto, inicialmente, o indculo precisa estar metabolicamente ativo para poder otimizar
0 processo da partida do reator e contornar problemas operacionais durante o tratamento
anaerdébio. Em muitas casos em que a biomassa nao se encontra ativa, € necessario um estudo
de uma aclimatacdo para se conseguir uma biomassa adaptada e ativa através de uma fonte de
alimentacdo. A fonte de carbono mantém o in6culo alimentado, tornando-o preparado para

quando for adicionado ao reator (SILVA et al.,2013).

3.4 Fonte de alimentacdo para o inéculo

A escolha de uma fonte de carbono como substrato para ativagdo dos microrganismos
deve ser feita analisando-se as etapas metabolicas da digestdo anaerobia (Figura 1). Segundo
Effebi et al. (2011) a degradacdo da matéria organica é convertido em metano e gas carbdnico
a partir de diversas reacdes bioquimicas. Os principais subprodutos formados pela bactérias
acidogénicas sdo os acidos organicos de cadeia curta butirato, propionato de etila e acetato. O
acetato é consumido pelas metanogénicas acetoclasticas formando CO2 e CH4. O substrato
usado para a determinacdo da atividade acidogénica é geralmente a glicose, considerada a
principal via de oxidacdo, enquanto que para as acetogénicas sdo 0s acidos propidnicos,
burtirico e etanol, e para as arqueas metanogénicas o acido acético é considerado fundamental

na cinética do processo pela sua producéo e consumo.

Para a completa fermentacdo de compostos organicos complexos em metano, cada
grupo de micro-organismos tem uma funcdo especifica. No processo de fermentacdo dos
carboidratos e proteinas, 30% ¢é transformado em &cido propibnico, antes que possa ser
convertido em metano. O &cido acetico é o acido intermediario mais abundante, sendo
formado por todos os compostos organicos complexos. A formacdo do metano no sistema
provém 72% do &cido acético e, juntamente com o acido propridnico, de cerca de 85% da
producdo total de metano. Os 15% restantes é resultante da degradacdo de outros &cidos,
como o formico e butirico (CHERNICHARO, 1997).



Orgénicos complexos (carboidratos, proteinas,
lipideos)

Hidrélise
Bactérias fermentativas

Orgénicos simples (agucares,

7 aminoécidos, acidos graxos de cadeia N
| )

longa)

Acidogénese —

Bactérias fermentativas

Acidos organicos (propionato, butirato,
etanol e etc)

Acetogénese — Bactérias acetogénicas

\Bactérias acetogénicas produtoras de hidrogénio

2. R N7

H2 + CO2 Acetato
Bactérias acetogénicas consumidoras de
Metanogénese — hidrogénio
CH4 + CO2
Metanogénicas Metanogénicas
hidrogenotroficas acetoclasticas

Figura 1: Rotas metabdlicas e grupos microbianos envolvidos na digestéo anaer6bia

Fonte: adaptado de Lettinga et al., 1996
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta e caracterizac¢édo do lodo de esgoto

Foram coletados 20 L (Figura 2) de lodo do reator UASB da Estagédo de Tratamento de
Esgoto Monjolinho, situado na cidade de S&o Carlos/SP. Esta ETE consiste em dois médulos
de reatores UASB, sendo que cada modulo € composto por quatro reatores e possui

capacidade de tratar todo o esgoto gerado pelo municipio com uma vazdo média de 650 L/s.

Figura 2: Coleta do lodo do reator UASB da ETE Monjolinho.

Fonte: Proprio autor.

4.2 Testes preliminares

4.2.1 Teste do reator

O experimento inicial foi realizado para verificar se 0 lodo produziria biogas e se o
recipiente, que serd utilizado como simulador de reatores em batelada, suportaria a presséo
gerada pelo gas. Como reator, foi utilizada uma garrafa PET de 2 L: na tampa da garrafa foi
acoplada um espigdo macho rosca % e um adaptador ¥ para ¥, no qual foi conectada uma
mangueira de silicone (Figura 3).



13

Figura 3: Materiais do sistema: A - garrafa PET de 2 L; B- espigdo macho rosca % e adaptador % para %; C-
mangueira de silicone.

Fonte: Préprio autor.

Os equipamentos utilizados na estufa para manter a temperatura foram:

e 3resisténcia em formato de U (Figura 4);

e Controlador de temperatura digital KOEL K48EHCRR 100-240 VCA (Figura 5);
e Contator WEG 9.10 NA 220V” (Figura 5)

Figura 4: Resisténcia em formato de U da estufa.

Fonte: Préprio autor.
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Controlador de |
temperatura &8 Contator

Figura 5: Controlador de temperatura e contator da estufa.
Fonte: Proprio autor.
Foi preenchida 75% da capacidade total do reator, utilizando-se 1500 mL de lodo da
ETE. Como substratos, foram adicionados 4 mL de &lcool 92,8% e 2 mL de &cido acético. O
reator foi mantido em uma estufa na temperatura média de 35° + 2°C, durante 10 dias (Figura
6).

L1
Figura 6: A- Primeiro dia do funcionamento do reator ap6s o esvaziamento do ar. B- Terceiro dia de
funcionamento do reator. C- Quarto dia de funcionamento. D- Décimo dia de funcionamento.

Fonte: Préprio autor.

Vale ressaltar que, diariamente, o reator foi agitado manualmente para misturar do
meio de reacdo. Passados os dez dias, o recipiente estava inflado (producdo de biogas),
demonstrando que houve atividade microbiana. Dessa forma, a garrafa PET suportou a
pressdo exercida pelo gas, e assumiu-se que seria adequado sua utilizacdo para 0s proximos
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experimentos. Além disso, com o intuito de se verificar a presenca do gas metano, foi
queimado o gas e, houve um aparecimento de uma chama azul, portanto, indicador gas

metano (Figura 7).

Figura 7: Evidéncia da formag&o da chama azul.

Fonte: Proprio autor.

4.2.2 Mariotte invertido com realizacdo da purga

A fonte de carbono mais comum é a glicose, no entanto, a fim de garantir o
desenvolvimento de bactérias acetogénicas e das metanogénicas, utilizou-se como substratos

o etanol e 0 acido acético.

Cada biometanizador foi constituido com diferentes propor¢oes de lodo, etanol e &cido
acético (Tabela 1). Contrera (2008) indicou a adicdo de 2 mL de etanol, assim, foi testado
também a mesma dosagem de acido acético, bem como a adi¢do dos dois substratos em

conjunto com 1 mL de cada.

Tabela 1 - ProporcGes de lodo e substrato utilizada na ativacdo

Lodo anaerdhio . L.
Tratamento de ETE Etanol Acido acético

1 1L 2mL -
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3 1L 1mL 1mL

Ap0s a adicdo dos substratos, foi realizada a purga com nitrogénio (Figura 8) do meio
de reacdo no LPB; a garrafa foi comprimida para a retirada os gases do headspace até que o
meio de reacdo ficasse proximo a tampa da garrafa (Figura 9) e a valvula do registro foi
fechada (Figura 10). Este procedimento foi realizado a fim de eliminar o maximo possivel de

oxigénio do reator.

Figura 8: Purga do meio de reagdo com nitrogénio.

Fonte: Proprio autor.
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Figura 9: llustracdo do meio de reagdo proximo a tampa da garrafa.

Fonte: Proprio autor.

Figura 10: Valvula de registro.

Fonte: Proprio autor.
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Em seguida, os reatores foram mantidos em uma estufa, como demonstrada na Figura
11 na temperatura em torno de 35+2 °C, com monitoramento do volume do gas produzido a

cada 12 horas.

Figura 11: Reatores mantidos dentro da estufa na temperatura em torno de 35+2 °C.

Fonte: Préprio autor.

O método utilizado para medir o volume de metano consistiu na abertura da valvula do
registro, onde o biogas percorreu a mangueira até atingir o Mariotte invertido que possui uma
solucdo de NaOH para reagir com CO2. A despressurizagéo do frasco em incubagao faz com
que haja uma expulsdo de solugdo de NaOH contida no frasco de Mariotte, que corresponde

ao volume deslocado pelo metano (Figura 12).

Esse procedimento pressupde que o CO2 e 0 CH4 sé&o os principais gases constituintes
do biogas formados durante o teste. As reacGes que ocorrem entre a solucdo de NaOH e o
CO2sdo:

H20 + CO2 « HoCOs3

H>CO3 + 2 NaOH « Na,CO? + 2H,0
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CO2 + 2NaOH => Na2COs3 + H20

Logo, teoricamente, a solucdo de NaOH é capaz de reagir com o CO: e o liquido
deslocado até o béquer consistiu no volume de apenas metano. A solucdo de NaOH foi
preparada com 30 g NaOH e o restante, completou-se com agua destilada até atingir o volume
total de 1 L (Rocha et al., 2001).

Garrafa com
solugdo de NaOH [

Frasco de E

reacéo
& Proveta

graduada

Figura 12: Esquema do aparato experimental para medicdo de metano.

Fonte: Aquino et al. (2007).

4.2.3 Mariotte invertido sem realizacdo da purga

Durante a realizacdo do teste 1 notou-se que algumas garrafas estavam vazando
liquido e verificou-se que a tampa nédo estava bem vedada. Logo, trocou-se as garrafas sujeitas
a falhas e foi realizado um novo teste, sendo que nesse novo teste ndo foi feito a purga do
liquido devido a dificuldade de deslocamento e perda de temperatura do reator até o local
onde foi realizado a purga. No entanto, a fim de minimizar os riscos de erros no sistema o
ideal seria a realizacdo da purga. Em seguida, adicionou-se os substratos e agitou-se o
contetdo durante dois minutos. O reator foi mantido na estufa e a medi¢cdo do volume foi

realizado a cada 12 horas durante cinco dias.

4.3 Teste de Atividade Metanogénica Especifica (AME)

O teste AME permite avaliar a capacidade méxima de produgdo de metano pelos

microrganismos presentes no sistema a partir do controle em laboratério de condicoes
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favoraveis ao seu crescimento, garantindo excesso de substrato (introducdo de substratos
como fonte de carbono de facil assimilacdo) e ambiente préprio para as metanogénicas, como:
temperatura adequada e meio nutricional. A determinacdo de AME pode ser demonstrado de
diversas maneiras, sendo o Oxitop um meétodo manométrico mecénico que se baseia na
medicdo da pressao exercida sobre o sensor acoplado no topo do frasco de reacdo. Durante a
digestdo anaerdbia, o0 consumo de matéria organica produz metano, com consequente aumento
da presséo do gas no headspace. O equipamento Oxitop (Figura 13) permite a quantificagéo,

leitura e monitoramento da presséo no frasco de forma instantanea e automatica.

Figura 13: Equipamentos sistema Oxitop — Teste AME.

Fonte: Borges (2004)

O procedimento foi feito em triplicata seguindo o protocolo proposto por Martins

(2015) com algumas adaptacdes indicados no Anexo A.

4.4 Testes de Ativagdo do indculo

4.4.1 Substratos: acido acético e etanol

Verificou-se que o uso do Mariotte invertido estava sujeito a falhas na operacdo. O
monitoramento da geracdo do metano consistiu na abertura do registro para liberagdo do gas,
e quando o gas ndo gerava pressdo positiva suficiente para deslocamento do liquido no
Mariotte, a forca da gravidade fazia com que o liquido fosse em direcdo ao reator. Dessa
forma, quando o liquido voltava para o reator, 0 meio era alterado, e consequentemente, 0s

resultados poderiam estar incertos. Além disso, durante o periodo que ndo houve coleta de
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metano, o béquer que coletava o volume deslocado do liquido de NaOH apresentava algumas
gotas, demonstrando uma falha no sistema. Logo, optou-se por realizar um novo teste com o
uso do Mariotte tradicional (Figura 14).

Biogas
—_—
AVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVA
V reacgao Y _
Frasco de Solugéo 52 |NaOH
reagao com NaOH 4
Proveta
gradauada

Figura 14: Esquema do aparato experimental para medi¢do de metano.

Fonte: Préprio autor.

O experimento exigiu uma nova coleta de lodo do reator UASB e, consequentemente,
uma nova caracterizacao fisico-quimica. Notou-se que o lodo encontrava-se mais concentrado
que o da primeira coleta, assim diluiu-se até atingir a concentracdo de 25 gSTV/L. Em

seguida foi adicionado na garrafa PET o lodo diluido, o substrato e o extrato de levedura.

O extrato de levedura atua como uma fonte de vitaminas que contribui para o
crescimento celular e, como atuam também como fonte de coenzimas, auxilia na formacéao de
sistemas enzimaticos ativos (MADIGAN et al., 2016). Segundo Aquino et al. (2007) a

guantidade de extrato de levedura adequado para processos anaerébicos é de 50 mg/L.

Em relacdo a solucdo de NaOH, nos testes preliminares ela encontrava-se muito
diluida (3%), portanto adotou-se a recomendacdes de Aquino et al. (2007) de preparo de uma

solucgéo de 15%. Sendo, adicionado 150 g NaOH e 1L de agua destilada.

Vale lembrar que nesse experimento foi utilizado a relagdo alimento/ microrganismo
de 0,6 para determinar a quantidade de lodo e de substrato a ser adicionada. No caso, 5g de
STV de lodo consomem 3g DQO/L, portanto, 25g STV de lodo (STV inicial) consomem um
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méaximo de 15gDQO/L. Assim, o célculo foi feito para cada substrato a partir da divisdo do
consumo méximo de 15gDQO/L pela DQO do substrato. A adi¢do do substrato foi feita com
carga total e em distribuicdode (¥ carga + %2 carga) e (1/3 carga + 1/3 carga +1/3 carga). No
tratamento Acl (&cido acético com carga total) foi adicionado 10 mL de &cido acético no
inicio do funcionamento do reator, no Ac2 (acido acético com Y% carga + % carga) foi
adicionado 5 mL no inicio e mais 5 mL apos trés dias e Ac3 (&cido acético com 1/3 carga +
1/3 carga +1/3 carga) foi adicionado 3,33 mL no inicio do reator, mais 3,33 mL apos trés dias
e por fim, foi adicionado mais 3,33 mL apds 5 dias. O mesmo procedimento foi feito para o

etanol. A Tabela 2 mostra a quantidade de substrato adicionado em cada tratamento.

Tabela 2 - Quantidade de substrato adicionado em cada tratamento para o teste prévia da ativacao.

Tratame L Quantidade de susbtrato Quantidade de susbtrato
nto Substrato  Adi¢do do substrato calculado (mL) utilizado(mL) ®
Acl carga total 9.8 10
Ac2 Acido  (1/2 carga + 1/2 carga) 49+4.9 5+5

acético
Ac3 (I3carga+ 1li3carga+ 356, 396 +3.26 3.33+3.33 +3.33
1/3 carga)
El carga total 7.9 8
E2 Etanol (1/2 carga + 1/2 carga) 3.95 + 3.95 4+4
E3 (/3carga + 1/3carga+ 563, 5634263 2.66 + 2.66 + 2.66
1/3 carga)

(1) Quantidade de substrato com valores aproximados.

Antes de fechar o reator, o pH foi medido e caso estivesse abaixo de 6,5 (reator deve
ser operado em pH entre 6,5 e 8,2 (SPEECE (1996)), seria necessario a adicdo de um
alcalinizante para sua correcdo. ApOs o preparo dos reatores, foi eliminado o headspace,
fechado a valvula do registro e encaminhados para a estufa.

A medicdo do volume do biogés nesse experimento foi similar ao sistema de Mariotte
invertido. Conectou-se a mangueira no registro, e ele foi aberto onde o gas se deslocava
naturalmente pela pressédo (Figura 15). O volume no béquer foi medido, agitou-se a garrafa, e
retirou-se uma amostra do meio de rea¢do de 50 mL, que foram encaminhados ao laboratorio
para a analise de DQO e pH. Essa coleta foi realizado no 4°, 9° e 12° dia, sendo que na ultima

analise foi retirado 100 mL de amostra de cada tratamento para medir sélidos.
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Figura 15: Montagem do experimento com Mariotte.

Fonte: Proprio autor.

4.4.2 Substratos: acido acético, etanol e solucdo estogque de acidos

Um novo experimento foi realizado em duplicata com 14 reatores, sendo 4 reatores com
adicdo do substrato etanol, 4 reatores com adi¢do do substrato acido acético, 4 reatores com
adicdo da solucdo estoque de &cidos (acético, propidnico e butirico) e 2 reatores para 0
controle. Nos testes anteriores notou-se que o preenchimento da garrafa em 1 L deixava um
headspace de 50%, logo, com o intuito de reduzir o volume do headspace e diminuir o tempo
para coleta, adicionou-se 70% do volume do meio de reagdo.

Nesse experimento, o célculo da adi¢do do substrato foi realizado baseado na relagdo
A/M de 1,2, onde 2,59 STV de lodo consomem 3 gDQO/L. Como o lodo possui uma
concentracdo de 37,5 gSTV, o0 consumo maximo de substrato é de 45 gDQO/L. A solugéo
estoque de &cidos é composta por 3 cidos, portanto, foi atribuido uma porcentagem de adicdo
a cada um deles para totalizar 45gDQO/L. A alimentacdo do substrato no reator foi feito a
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cada seis dias, sendo que para cada substrato o tratamento foi alimentado com (1/2 carga+1/2
carga) (correspondente a 22,5 gDQO/L em cada adicéo) e (1/3 carga+1/3 carga+1/3 carga)
(15 gDQO/L em cada adic¢do), como indicado na Tabela 3. Os reatores foram preenchidos
com 1,5 L de lodo diluido (900 mL de lodo e 600 mL de &gua destilada), 75 mg de extrato de

levedura e substrato.

Tabela 3 - Concentragdes do substrato para adi¢do nos reatores.

Volume (mL) Solucgéo
DQO (g/L) Volume (mL) Estoque equivalente %

a 45gDQO/L
Acido acético N 1532 13.2 0.45
Ac'ido propiénico S%Ig%a::oidlisstczg;e 1840.5 13.0 87 7.3 0.30
Acido butirico 2040.9 55 0.25
Etanol 92,8° Etanol (E) 1908 11.8 7.9 23.6 1
Acido acético Acido Acético 1532 147 9.8 29.4 1

A Tabela 4 indica a quantidade de substrato na primeira, segunda e terceira adicao,

respectivamente.

Tabela 4 — Quantidade de substrato na primeira, segunda e terceira adicéo.

Tratamentos Substratos (mL) Extratato de levedura
Solugdo Estoque Acido Acético Etanol (mg)
1° 2 3 1° 2 3 1° 2 3 1° 2 3
adicdo adicdo adicdo adicdo adicdo adicdo adicdo adicdo adicdo adicdo adicdo adigdo
ETE-S1 e ETE-S1' 13 13 - - - - - - - 75 - -
ETE-S2 e ETE-S2' 8.7 8.7 8.7 - - - - - - 75 - -
ETE-Al e ETE-A1' - - - 14.7 14.7 - - - - 75 - -
ETE-A2 e ETE-A2' - - - 9.8 9.8 9.8 - - - 75 - -
ETE-E1 e ETE-E1' - - - - - - 11.8 11.8 - 75 - -
ETE-E2 e ETE-E2' - - - - - - 7.9 7.9 7.9 75 - -
ETE-BR1 e ETE- - - - - - - - - - 75 - -
BR1'

Ap0s o preparo do meio de reagdo, os reatores foram agitados manualmente por cerca
de 1 minuto, e foi medido o pH. A garrafa foi comprimida até que o liquido do meio de reacdo

se encontrasse proximo ao registro, eliminando o ar inteiro.
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Nesse teste, foi realizado a medicdo da composicdo dos gases a partir da analise de
cromatografia gasosa. A andlise foi feita antes de se medir o volume do metano e ndo houve
agitacdo prévia. A cromatografia gasosa foi realizado para a primeira e terceira coleta. A
metodologia de medicdo do volume do CH4 e da coleta da amostra foi feita igual ao teste

anterior. A Tabela 5 mostra o cronograma das analises realizadas para esse teste.

Tabela 5 - Cronograma das andlises realizadas para o teste com solucéo estoque, &cido acético e etanol.

Tl aume ST s e
Andlises 19/07 21/07 25/07 29/07 01/08 05/08
11:00h 11:00h 11:00h 11:00h 11:00h 11:00h
DQQ inicial .
pH inicial o
Coleta . .
Adicao* ° ° .
D0 s : :
pH antes da adi¢ao 0 °
pH apds adigao . .
Biogas (V) . . ° ° .
Cromatografia (%) o . o o U
STV final .
DQO final [
pH final U

4.5 Analises fisico-quimicas

As analises fisico-quimica foram realizadas para a caracterizacao lodo inicial, durante
e ao fim do processo de ativacdo. Os parametros das nas analises fisico-quimica s&o: solidos
totais, solidos totais volateis, solidos totais fixos, teor de umidade, densidade, alcalinidade,
pH, demanda quimica de oxigénio (DQO), carbono organico total (COT), nitrogénio total
kjeldahl (NTK).

Todas as analises fisico-quimicas foram realizadas na Escola de Engenharia de Séo
Carlos — Area I, Universidade de S&o Paulo, nos Laboratorios de Saneamento, com excecio
do Nitrogénio, Carbono e Hidrogénio elementares, que foram realizados na Embrapa. As

analises realizadas na USP seguiram as recomendacdes indicadas pelo Standard Methods for
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Examination of Water and Wastewater (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION -
APHA, 2012), salvo a andlise da fracdo solida da DQO, que encontra-se no Anexo B.

Enquanto que as anélises da Embrapa, seguiram os procedimentos do equipamento utilizado.

A avaliacdo do biogés de forma qualitativa foi feita a paritr da cromatografia gasosa,
onde as garrafas foram levadas ao Laboratorio de Processos Bioldgicos, localizado na Area I,
na Escola de Engenharia de Sdo Carlos (Universidade Séo Paulo) e a amostra foi retirada dos
reatores atraves de uma seringa com trava, onde o gas € injetado no cromatografo para avaliar
a composicao do biogas produzido em porcentagem de metano, gas carbdnico, nitrogénio e

gas sulfidrico.

4.6 Microscopia Optica de fluorescéncia e microscopia de contraste de fase

As microscopias Opticas de contraste de fase e de fluorescéncia do lodo do reator UASB
foram realizados no Laboratorio de Processos Bioldgicos, localizado na Area 11, na Escola de

Engenharia de Sdo Carlos (Universidade Sao Paulo).

Fixacdo da amostra para a observacédo microscépica

Para fixar a amostra sobre a ldmina, colocou-se uma camada de agar 2%, deixando-o
secar por 10 minutos. Em seguida, uma gota de amostra concentrada foi colocada sobre o agar
com o auxilio de uma pipeta Pasteur, recobrindo-a com uma laminula. Aguardou-se 30
minutos para a secagem e entdo foi realizada a visualizagdo em microscopio (Microscopio
Olympus BX60).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao fisico-quimicas

Na primeira coleta do lodo de reator UASB foi realizado a caracterizagdo dos
pardmetros: sélidos totais, solidos totais fixos, solidos totais volateis, teor de umidade, DQO,
densidade, pH, alcalinidade, COT e NTK. Ap6s terminado o lodo da primeira coleta, realizou-
se uma segunda coleta e uma nova caracterizacdo, sendo que foram analisados os seguintes
pardmetros: solidos totais, solidos totais fixos, solidos totais volateis, sdlidos suspensos totais,
solidos suspensos volateis, pH e alcalinidade. Os resultados da primeira e segunda coleta

foram apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Resultados da caracterizacdo inicial da primeira e segunda coleta do lodo do reator UASB

Lodo do reator UASB

Parémetros analiticos 1° Coleta 2° Coleta
Solidos totais (g/L) 2448 70,9
Sélidos totais fixos (g/L) 106,8 29,4
Sélidos totais volateis (g/L) 138 41,5
Teor de humidade (%) 95.65 -
DQO (g/L) 0,408 -
Densidade (g/L) 1000 -
pH 7.15 6,65
Alcalinidade (mg/L) 2018.6 1156,4
COT (%) 29.33 -
NTK (%) 3.6 -
Carbono (%) 29,33 -
Hidrogénio (%) 3,55 -
Nitrogénio (%) 3,6 -
Relacédo C/N 9.5 -

Os resultados indicaram que o lodo possui um teor de umidade de 95% e somente 5%
de solidos totais, favorecendo a manutencdo da umidade em tratamentos anaerobios. Em
relacdo aos solidos totais, os fixos fazem referéncia dos componentes inorganicos, enquanto
gue os volateis de organicos. Nota-se que ha uma predominancia de sélidos totais volateis em
ambas as coletas, indicando uma quantidade de matéria biodegradavel superior a matéria

inorganica.
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Os valores do pH desejados em um tratamento anaerobio estdo geralmente entre 6,7 e
8,0, logo, o pH encontrado no lodo encontrou-se adequado. Segundo Grady e Lim (1980), na
maioria dos casos, uma alcalinidade total entre 2500 e 5000 mgCaCO3/L é suficiente para se
obter um adequado poder de tampé&o no sistema, no entanto a alcalinidade do lodo encontrou-
se abaixo do ideal. Assim, os dois lodos encontram-se abaixo do valor adequado, propiciando

quedas bruscas de pH em caso da presenca de acidos em excesso.

5.2 Testes preliminares

Os resultados dos testes preliminares com o uso do Mariotte invertido com e sem

purga encontram-se no Apéndice B.

5.3 Teste Atividade Metanogénica Especifica (AME)

O primeiro ensaio do teste AME foi realizado com o lodo da primeira coleta. A
determinacédo da relacdo alimento/microrganismo (A/M) foi feito segundo Penna, Vazoller e
Campos (1995), que mostrou que para testes de AME com lodo de esgoto sanitario, nas
concentracgdes iniciais de 5,2 e 10 gSSV/L, os melhores valores de A/M ficaram na faixa de
0,3 a 0,5 gDQO/gSSV. Como a concentracao inicial do lodo coletado foi de 24,52 gSTVI/L,
optou-se pela utilizacdo da relagdo A/M de 0,6. Assim, para 3 gDQO/L de alimento foi
utilizado uma concentracdo de 5 gSTV/L. A quantidade de lodo adicionado no ensaio foi de
20,39 g, obtido a partir equacdo 1 (Anexo A). A Tabela 7 indica os parametros e o resultado
do teste AME para a relacdo A/M de 0,6.

Tabela 7 - Par&metros e o resultados do teste AME do lodo da primeira coleta para a relagdo A/M de 0,6.

Concentragéo STV (mg/L) 0,02452

Inoculo STV (g/L) 5
Volume (L) 0,1
Temperatura (°C) 35
Alimento DQO (g/L) 3
Massa de Lodo (g) 20,39

Resultado (gDQO/gSSV*d) 0,126
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A segunda coleta do lodo demandou um novo teste AME e novas relagdes A/M foram
testadas. Os resultados indicaram que a primeira relacdo A/M de 0,6 foi subestimada e os
micro-organismos do lodo do reator UASB possuiam um potencial maior de consumo de
substrato. Foram testadas as relacédo 1, 0,5, 1,2 e 0,8, e 0 melhor resultado do teste AME foi a
relacdo 1,2 com 0,21 gDQO/gSSV*d. A Tabela 8 indica os parametros e o resultado do teste
AME para a relacdo A/M de 1; 0,5; 1,2 e 0,8.

Tabela 8 - Pardmetros e resultados do teste AME do lodo da segunda coleta para a relagdo A/M de 1; 0,5; 1,2 e

0,8.
Ensaio Concentracdo Alimento Inéculo Relacdo Massa de Resultado
(9STVIL) (@DQO/L) (gSTVI/L) A/M lodo (g) (gDQO/gSSV*d)
1 25 3 3 1 12 0.209
2 25 3 6 0.5 24 0.141
3 25 3 2.5 1.2 20 0.21
4 25 3 3.75 0.8 30 0.167

No entanto, vale ressaltar que, apesar dos testes de AME serem importantes na
classificacdo do potencial da biomassa na conversdo de substratos sollveis em gases como 0
metano e o0 gas carbdnico, outros fatores devem ser considerados na digestdo anaerdbia como,
por exemplo, a biodegradabilidade da matéria orgéanica a ser tratada (quantidade da fracédo
facilmente degradavel) e a capacidade de adaptacdo dos micro-organismos ao substrato
(PINTO, 2006).

5.4  Testes de ativacao do inéculo

5.4.1 Substratos: acido acético e etanol

As Figura 16, 17, 18 e 19 representam o0s resultados obtidos dos parametros no decorrer do
teste: pH, solidos totais volateis, producdo de metano e DQO.
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Variag¢do do pH Ac. Acético (Carga total)
9
s Ac. Acético (Ycarga+licarga)
8 0 .
—Ac. Acético
7.5 (1/3carga+1/3carga+1/3carga)
7 Etanol (Carga total)
T
"o Etanol (Ycarga+Ycarga)
anol (Ycarga+¥scarga
6 -
5.5 Etanol
5 (1/3carga+1/3carga+1/3carga)
T ——Controle
45 | } f f f f f f !
04/07 (16:15h) 07/07 (10:15h) 12/07 (14:15h) 15/07 (9:45h)

Tempo

Figura 16: Andlise comparativa do pH inicial e de saida do teste prévia de ativagao.

O pH foi corrigido para todos os reatores que foram adicionados acido acético. Os
alcalinizantes utilizados foram o0 NaHCO3z e 0 KHCO3 (Tabela 9), os tratamentos com etanol
ndo foram corrigidos, pois o pH inicial ja se encontrava na faixa ideal da digestdo anaerdbia
(valores indicados no Apéndice C). O célculo da quantidade de alcalinizante foi baseado nos
niveis ditos inibitorios: 3500-5500 mg.L™? para sodio (VAN BUREN, 1979) e 2500 mg.L™*
para potassio (PARKIN; OWEN, 1986). Contudo, mesmo adicionado a quantidade maxima
de alcalinizante, o tratamento Acl e Ac2 entraram no meio com um pH abaixo de 6, com 4,73

e 5,8, respectivamente.

Tabela 9 — Valores de pH antes e apds a correcdo e as respectivas quantidades de alcalinizantes adicionadas.

Tratamento pH inicial NaHCOs (g) KHCOs (g) pH de entrada
Acl (Acido acético com 3.78 5.14 2.47 4.73
Carga total)
Ac2(Acido acético com 4.04 5.14 2.47 5.8
Y carga+ % carga)
Ac3(Acido acético com 411 5.14 2.47 6.05

1/3 carga+ 1/3 carga +1/3 carga)

O tratamento Acl (acido acético com carga total) manteve o pH constante durante o
experimento entre a faixa de 4,73 e 4,88. O Ac2 (acido acético com Y% carga+ % carga) € 0
Ac3 (&cido acético com 1/3 carga+ 1/3carga+ 1/3 carga) tiveram um aumento no pH na
primeira coleta, com 6,78 e 7,27, respectivamente, porém houve uma gueda na segunda coleta

e uma estabilizagdo no final. Os tratamentos E1 (etanol com carga total), E2 (etanol com %2
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carga+ Y2 carga) e E3 (etanol com 1/3 carga+ 1/3carga+ 1/3 carga) tiveram o comportamento
de valores do pH bem similares, iniciando com 6,6 e ao decorrer do tempo houve uma
gradativa queda até alcancar o pH de 4,9. O tratamento controle na primeira coleta o pH j& se
encontrava alto, com 8,59 e nas coletas seguintes o0 pH manteve-se acima de 7,5, com 7,87 e
8,43, na segunda e terceira coleta, respectivamente. Para os tratamentos com &cido acético a
distribuicdo da alimentacéo em trés cargas obteve o melhor desempenho, enquanto que, para o
etanol ndo houve influéncia a alimentacdo distribuida. O tratamento controle teve uma faixa
de pH acima da ideal para o crescimento de metanogénicas.

Solidos Totais Volateis

25.0 25.0 25.0 25.0 25.0 25.0 25.0

M STV Inicial
B STV Final
Controle Acl Ac2 Ac3 El E2 E3
Tratamento
(@)
Porcentagem de reducdo de STV

50 456

45
~ 40
é 35 336
E 30 27.2
S 25
=)
W@ 20
§ 15 12.8
= 10 6.8

5 2.8 3.2

0 e — - : .

Controle Acl Ac2 Ac3 E1l E2 E3
Tratamento
(b)

Figura 17: Anéalise comparativa do STV inicial e final do teste prévia de ativacdo — (a) comparagéo dos STV
iniciais e finais, (b) eficiéncia de remocéao de STV.



32

O STV representa a biomassa (micro-organismos presentes) mais o substrato organico
remanescente contido no lodo passivel de ser degradado. Todos os tratamentos tiveram uma
reducdo de STV, sendo que os tratamentos com acido acético tiveram uma queda menor que 0
etanol. Os trés reatores do &cido acético (Acl, Ac2 e Ac3) possuiram um comportamento
semelhante, com uma diminuicéo percentual de 2,8, 6,8 e 3,2, respectivamente. Nesse caso, as
diferentes alimentagdes em bateladas nos reatores nédo influenciaram no comportamento do
STV. Os tratamentos E1 e E2 tiveram as maiores diminuicdes da biomassa, com 18,2 e 16,6
g/L de STV final, e com uma reducdo de 27,2 e 33,6% do STV final em relacdo ao STV
inicial, enquanto que o E3 apresentou um STV final de 21,8 g/L, reduzindo em 12,8% de
STV. O STV final do controle foi de 13,6 g/L, indicando que havia substrato remanescente no

lodo ou reducédo da biomassa de micro-organismos por inibicdo do meio.

Producao de biogas
1600
1400
1200
1000

800 m 07/07 (10:15h)

600 m 12/07 (14:15h)
400 15,{07 {9:45h)
200 l I
0 |l | | | | |
Acl Ac2 Ac3 E1

E2 E3

Volume de biogds (mL)

Controle

Tratamento

(@)
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Volume acumulado de biogas
1900 1815
1700
1500
1300 1196
1088

1100

900 828

700 606
115 530

500 —
Controle Acl Ac2 Ac3 E1l E2 E3

Volume acumulado de biogas (mL)

Tratamento

(b)

Figura 18: Producéo de biogés do teste prévia da ativagdo — (a) volume de biogas produzido em cada coleta, (b)
volume de biogés acumulada em cada reator.

A Figura acima mostra que todos os tratamentos tiveram seu pico de producdo na
primeira coleta. O grafico de producdo de biogas indica o consumo de substrato mostrado no
Gréfico 1. A primeira coleta do biogas demonstra que a comunidade microbiana foi ativada,
saindo da fase lag e iniciando a préxima etapa, chegando a produzir o pico maximo da fase
exponencial. A segunda coleta evidencia um inicio de uma queda da producéo de biogas, pois
provavelmente foi consumido todo o substrato presente no meio ou houve algum processo de

inibicdo dos microrganismos.

Os tratamentos com acido acético produziram 435 (Acl), 450 (Ac2) e 660 (Ac3) mL de
biogés na primeira coleta, com uma reducédo significativa na segunda coleta, com 60 (Acl),
110 (Ac2) e 140 (Ac3) mL e na ultima coleta, 35 (Acl), 46 (Ac2) e 28 (Ac3) mL. O volume
acumulados de biogas do Acl, Ac2 e Ac3 foram, respectivamente, 530, 606 e 828 mL. Assim,

0 Ac3 mostrou-se o tratamento com o melhor desempenho comparando-se com o Acl e Ac2.

O etanol produziu uma quantidade de biogas muito maior que o &cido acético, na
primeira coleta foi produzido 970 (E1), 1465 (E2) e 970 (E3) mL de biogas. Na segunda
coleta a produgédo diminuiu, 110 (E1), 250 (E2) e 215 (E3) mL, e na terceira coleta produziu-

se 8 (E1), 100 (E2) e 11 (E3) mL. Os trés tratamentos com etanol tiveram um volume
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acumulado de biogas maior que 1000 mL, com 1088 (E1), 1815 (E2) e 1196 (E3) mL. O E2
foi o reator que acumulou a maior quantidade de biogés e também o que perdeu a maior
quantidade de biomassa, ou seja, a alimentacdo em duas bateladas com o substrato etanol deu
condigdes favoraveis para o equilibrio microbiano produzir biogas e degradar ou o substrato

adicionado ou a matéria organica remanescente.

O tratamento controle evidenciou que houve reducgéo de quase 50% de STV e produgéo
de biogas nao significativa, com producdo total acumulada de 115 mL. O volume da segunda
coleta foi o mais expressivo, e demonstrou que, tratamentos com substrato obtiveram uma
ativagcdo mais rapidamente do que sem substrato. O controle produziu uma quantidade menor

de biogés na primeira coleta e demorou mais para sair da fase lag.

Variag¢ao de DQO
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Eficiéncia de remog¢ao da DQO
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Figura 19: Andlise comparativa da variagdo da DQO no decorrer do teste prévia de ativacdo — (a) Variagdo da
DQO ao longo do experimento. (b) Eficiéncia de remocéo da DQO na 1°, 2° e 3° coleta.

A DQO inicial foi estimada a partir da soma da DQO do lodo com DQO do substrato,
considerando a quantidade de substrato adicionado. Para cada coleta de amostra, foi somado a

DQO solida e da liquida, e apds a adicao do substrato, foi somado a DQO desse substrato.

Na primeira coleta, a DQO tanto do Acl e Ac3 tiveram uma remogdo de 13,6 e 6,7%,
enquanto que o Ac2 houve um aumento de 3%. Ja na segunda coleta, a eficiéncia de remocéo
da DQO manteve-se praticamente nula, com 8,8 (Acl), 0,5 (Ac2) e -0,5 (Ac3) %. Na ultima
coleta, a DQO aumentou significativamente, 256,11 (Acl), 255,38 (Ac2) e 260,41 (Ac3)
mg/L, indicando que houve acimulo de acido, observado pelo pH, e que, portanto, 0 ambiente
acido favoreceu uma inibi¢cdo dos micro-organismos. Em um primeiro momento, o ambiente
favoreceu o consumo da DQO, no entanto, na terceira coleta, o sistema ndo deu condigdes

favoraveis para esse consumo

O tratamento E1, na primeira coleta, houve um aumento da concentra¢do da DQO para
235 mg/L, enquanto que a concentragdo da DQO do E1 e E2 foram 174,69 e 164,83 mg/L,
com eficiéncia de remocao de 8,8 e 13,9%, respectivamente. Na segunda coleta o E1 teve a
maior eficiéncia de remoc¢do de DQO com 29%. Na ultima coleta todos os tratamentos com

etanol tiveram um enorme aumento da DQO.
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A DQO do tratamento controle ndo teve oscilacdes grandes, com 192,19, 204,7,
208,02 e 188,52 g/L, no inicio, na 12 coleta, 22 coleta e 3% coleta, respectivamente. Houve
consumo da DQO apenas no final do experimento, com uma eficiéncia de remocéo de 9,6%.
Logo, o substrato remanescente foi degradado pelas bactérias hidroliticas, acetogénicas e
acidogénicas, porém as condi¢cdes ambientais ndo favoreceram o crescimento das arqueas

metanogénicas, evidenciado pela baixa producdo de biogas.

5.4.2 Substratos: &cido acético, etanol e solugdo estoque de &cidos

Nesse teste foram avaliados os seguintes parametros: pH, STV e producdo de biogas
(através do volume e do cromatdgrafo). As Figura 20, 21, 22 e 23 representam uma analise
comparativa dos pardmetros pH, sélidos totais volateis finais e volume de biogas nos 17 dias

de experimento.

Variacao pH
pH de entrada
pH de saida (6 dias)
51 (alcal.) S2' (alcal.) A1 (alcal.) A2 (alcal.)  E1° E2'  Controle
Tratamentos

Figura 20: Andlise comparativa do pH inicial e de saida.

A andlise do pH mostra que alguns tratamentos mantiveram seu pH relativamente
estavel, com um pH final de 6,84 para o tratamento controle, 5,57 e 6,55 para 0s tratamentos
S1 (solucgéo estoque com %z carga+ %2 carga) e S2 (solucdo estoque com 1/3 carga+1/3 carga+
1/3 carga), respectivamente, e 4,87 e 5,82 para os tratamentos com acido acético, Al (Y2
cargat+ % carga) e A2 (1/3 carga+1/3 carga+ 1/3 carga). Enquanto que a solugdo contendo
etanol teve seu meio acidificado, com um pH final de 5,35 (E1) e 5,46 (E2). Em geral, o pH
final dos reatores variaram entre 4,87 a 6,84. A solucéo de estoque e o acido acético tiveram o

seu pH corrigido com a quantidade maxima de dois tipos de alcalinizantes (NaHCOs e
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KHCO3) como mostra na Tabela 10, e ainda assim o pH inicial ficou abaixo de 6, 0 que ndo
favorece a fase metanogénica. Porém ap0s os 6 dias, notou-se que houve um efeito tampéo
que mostrou-se eficiente para manter o pH proximo da neutralidade.

Tabela 10 — Valores de pH antes e ap6s a corregdo e as respectivas quantidades de alcalinizantes adicionadas.

Tratamentos pHinicial Adicdo de NaHCO3;(g) Adicdo de KHCOs;(g) pH de entrada

S1 3.97 8.5 3.87 5.22
S2 4.15 8.5 3.87 5.87
S2' 4.24 8.5 3.87 5.98
Al 3.79 8.5 3.87 4.84
Al 3.84 8.5 3.87 4.79
A2 4.1 8.5 3.87 5.12
A2 4.07 8.5 3.87 5.06

Comparando-se os tratamentos de mesmo substrato porém com diferentes tempos de
alimentacdo, ambos mantiveram o pH na mesma faixa. Todos os tratamentos tiveram um pH
final maior quando o reator foi alimentado 3 vezes, sendo que a diferenca do pH entre os
tratamentos com 2 e 3 alimentacdes foi de aproximadamente 1,0. O tratamento com solugéo
estoque de &cidos (S1) iniciou com o pH de 5,22 e terminou com 5,57, enquanto o S2 teve um
pH inicial de 5,98 e 6,55 de saida. Os tratamentos com acido acético entraram com um pH
mais baixo que a solucdo estoque, com 4,84 (Al) e 5,12 (A2), e o pH de saida foi de 4,87
(Al) e 5,82 (A2). O etanol, por sua vez, iniciou com 6,61 (E1°) e 6,55 (E2’) e terminou com
5,35 (E1°) e 5,46 (E2’), ou seja, houve um azedamento.

E possivel também que o indculo tenha desfavorecido a manutengdo no sistema, uma
vez que, apesar do pH encontrar-se na faixa adequada para o crescimento dos
microrganismos, a alcalinidade estava bem abaixo dos padrdes desejadas. Caso haja acidos
em excesso no meio, ndo havera um tamponamento suficiente para manter o pH na faixa

desejada.
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Figura 21: Anélise do parametro sélidos totais volateis — (a) comparacdo dos STV iniciais e finais, (b) eficiéncia
de remocdo de STV.

Todos os reatores tiveram uma redugdo de STV, conforme apresentado na Figura 19.
Sendo que a solucdo estoque teve uma quantidade final de STV de 22,7 g/L (S1) e 20,95 g/L
(S2), com uma reducédo de 2,3 (S1) e 4,05 (S2) % em relacdo a inicial. O acido acético e o
etanol obtiveram uma diminui¢do de STV significativa, com STV final de 17,1 (Al) e 13,25
(A2) g/L; 11,95 (E1) e 17,1 (E2) g/L, e reducdo de 7,9 (A1) e 11,75 (A2) g/L; 13,05 (E1) e
7,9 (E2) %. Ademais, os tratamentos com duas alimentagdes (S1 e Al) obtiveram uma
reducdo menor de STV em relacdo as com trés bateladas (S2 e A2), excetuando-se o etanol
que teve um resultado inverso.



39

Analisando-se a Figura 21(b) é possivel inferir que os tratamentos com etanol e o acido
acético, ao final do teste, tiveram uma porcentagem de redugdo de metade da seus STV. O
tratamento controle reduziu em torno de 30% e a solucdo estoque aproximadamente 10%.
Assim, nota-se que havia uma quantidade de substrato remanescente significativo evidenciado
pelo tratamento controle e que o tratamento com etanol e &cido acético forneceram condicdes

para 0s micro-organismos degradarem o substrato adicionado.

Producgao de biogas
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Figura 22: Producéo de biogas — (a) volume de biogas produzido em cada coleta, (b) volume de biogas
acumulada em cada reator.
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O uso da garrafa PET para a quantificagdo da producdo de biogas feita a partir do
método volumétrico mostrou-se sujeito a falhas. Em alguns tratamentos, a conexdo entre o
registro com a mangueira haviam bolhas de ar, que indicava o escape do biogas. Portanto,

analisou-se apenas 0s tratamentos que néo tiveram vazamento.

Em relacdo a producdo de biogés, observa-se que, de maneira geral, o pico em todos 0s
reatores foi na primeira coleta seguido de uma queda a partir da segunda coleta, exceto o
controle que teve seu pico na segunda coleta. Logo, o lodo sem substrato demorou mais para

ativar, e na primeira coleta o lodo encontrava-se ainda fase lag.

A solucdo estoque e o &cido acético produziram uma quantidade significativa na
primeira coleta, 390 (S1) e 454 (S2) mL; 371 (Al) e 538 (A2) mL, respectivamente, e
manteve uma producdo menor durante as outras coletas. O &cido acético obteve um
desempenho final melhor que a solucdo estoque, com um volume final acumulado de 1293
mL (A2), ao passo que o reator S1 produziu 858 mL. O etanol, apesar de ter gerado uma
producdo alta de metano no inicio, teve uma queda brusca na segunda coleta em diante,
acumulando um volume total de 839 mL (E2). O controle foi o que apresentou o melhor
resultado, com a maior produgdo de metano na segundo coleta, e com um total de volume

produzido em todos os dias de 1370 mL.

Assim como ocorrido no teste com uso do &cido acético e etanol, a primeira coleta do
biogas evidenciou que a comunidade microbiana foi ativada, algumas chegando até a produzir
0 pico maximo da fase exponencial. A segunda coleta iniciou uma queda da producdo de
biogas, e a terceira a producdo € minima. Nota-se que o controle teve um comportamento

diferente, em que a fase de produgdo méaxima de biogéas foi na segunda coleta.

O acido acético & considerado o maior precursor do metano produzido na digestdo
anaerdbia, sendo 70% do metano formado por ele, e juntamente com o &cido propionico,
constituem cerca de 85% da produgdo total de metano. Dentre as arqueas metanogénicas,
existem somente dois géneros de espécies capazes de utilizar o acetato como substrato
(Methanosaeta e Methanosarcina) (DUNCAN; HORAN, 2003). O primeiro grupo é o mais
sensivel a mudancas de pH do meio, pois isso influencia diretamente a forma em que o acido
acético se encontra disponivel. Se o &cido acético encontra-se na forma ndo dissociada, ocorre
uma inducdo para o substrato atravessar a membrana celular e a arquea consegue utiliza-lo

para 0 seu metabolismo. Essa condicdo verifica-se somente em um intervalo de pH
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relativamente pequeno, entre pH 6,0 e 8,0. Em caso de pH superior, 0 acido acético estara
presente principalmente em forma de acetato (CH3COO-) e a concentra¢do da forma néo
dissociada no meio ndo serd suficiente a criar um gradiente para que ele atravesse a membrana
celular. Ao contrario, caso o pH do meio seja relativamente baixo (entre pH 5,0 e 6,0), havera
um excesso de acido acético em forma ndo dissociada que atravessa as membranas celulares

inibindo 0 metabolismo das arqueas por excesso de substrato (CECCHI et al., 2005).

O etanol mostrou-se no inicio um substrato promissor, capaz de produzir uma grande
quantidade de biogas. Entretanto na segunda e terceira coleta obteve o pior desempenho de
todos os outros reatores, acompanhada de uma queda no pH. Essa decréscimo indica que
houve inibicdo dos microrganismos no meio. O etanol ao ser consumido pelas bactérias
acetogénicas, produz acetato, ions H* e hidrogénio. Portanto, o etanol favoreceu inicialmente
0 crescimento das bactérias acetogénicas que, consequentemente, forneceu substrato para as
arqueas metanogénicas acetoclasticas gerarem metano. Porém, em um segundo momento,
pelo fato das reacBes metanogénicas operarem em condices de pH especificas, o pH baixo

favoreceu o acumulo de &cidos e inibi¢cdo dos micro-organismos.

Os tratamentos com &cido acético e a solucdo estoque forneciam uma fonte de
alimentacdo direta de acido acético de forma ndo dissociada e com um pH 4timo para o
crescimento das metanogénicas. Isso porque foi feito uma corre¢cdo de pH nesses dois
tratamentos, aumentando o efeito tampéo no meio, ao contrario do etanol que ndo teve adicdo
de alcalinizante. Possivelmente essa seria uma etapa que faria diferenca no desempenho do

tratamento do etanol.
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STV do tratamento controle
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Figura 23: STV inicial e final do tratamento controle indicando o possivel consumo do substrato remanescente e
a biomassa microbiana.

A Figura 21 representa 0 STV inicial e final do reator que nao foi adicionado nenhum
substrato. Nesse teste, existe uma maior possibilidade da reducdo do STV ser o substrato
remanescente pois houve producéo de biogas em seu meio que possibilitou o crescimento dos
microrganismos. Enquanto que no teste Substratos: &cido acético e etanol, essa possibilidade
ndo pode ser feita devido a baixa producdo de biogas. O tratamento controle houve um
periodo de quatro dias para sua ativacdo e producdo maxima de biogas. Assim, o
fornecimento de condicdes anaerobias e temperatura mesofilica proporcionou condicdes
favoraveis suficientes para o equilibrio microbiano sem o uso do substrato. Dessa forma, a
fim de que se possa avaliar apenas o desempenho dos substratos do lodo, o ideal seria realizar

uma incubag&o prévia que retire todo o substrato remanescente no meio.

5.5 Cromatografia gasosa

A cromatografia gasosa foi realizado para o teste Substratos: &cido acético, etanol e

solucéo estoque de acidos, a Tabela 11 mostra distribuicdo percentual dos gases no biogas de
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cada tratamento e a Figura 24 mostra a producdo do metano em cada tratamento em dois

momentos, apds 48 e 144 horas.

Tabela 11 - Distribuicdo percentual dos gases no biogas

48 h 144h-48h=96h
Tratamento Total Total
CHg4 CO:2 H.S N2 CHg4 CO2 H2S N2
S1 (alcal.) - 102 - 3 105 - 35 - 60 95
S2' (alcal.) 4 96 - 1 101 9 41 - a7 97
Al (alcal.) 31 - - 66 | 97 - 104 - 3 | 107
A2 (alcal.) 1 105 - 1 107 82 - - 34 116
E1' 82 20 1 2 105 60 30 - 10 100
E2' 80 14 - 4 98 48 35 - 15 98
Controle 64 20 - 9 93 59 41 1 1 102
Produ¢ao de metano
90

80
70
60
50
40
30
20
10

Porcentagem de metano no biogas

S1 (alcal.) S2'(alcal.) A1( alcal) A2 ( alcal)

Tratamento

E1'

Controle

Figura 24: Produgdo de metano atraveés da leitura da cromatrografia gasosa

CH4 (48h)
W CH4 (144 h)

Vale ressaltar que a alta produgao do N foi devido aos erros na medigéo, onde houve

contaminag¢do do meio na hora de coletar o g&s com a seringa. Os tratamentos com solucao

estoque nas duas coletas ndo obteve producdo de metano, sendo 0 biogas composto por sua

maioria de gas carbonico. O tratamento Al na primeira medi¢do apontou uma predominancia

de nitrogénio, e apds 96 horas, o gas carbbnico foi, praticamente, o Unico gas identificado. O

A2 na primeira medicdo detectou apenas gas carbonico, e na segunda, houve producdo de

metano, com 82% e 32% de nitrogénio. Os dois tratamentos com etanol detectaram uma
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predominancia de metano no meio, com 82 (E1) e 80 (E2) % na primeira medicdo, e na
segunda, 60 (E1) e 48 (E2) %. O tratamento controle obteve um bom desempenho também na
producdo de metano, com 64% apos 48 horas e 59% apds 96 horas.

A Tabela 12 compara a producéo do biogas pelo Mariotte e a sua composicao de gases
realizado no cromatdgrafo.
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Tabela 12 - Analise comparativa entre a producédo de biogas pelo Mariotte e sua composicao de gases.

Biogas Mariotte Cromatografia Mariotte Cromatografia
Tratamentos VOI(;T ;i;O_tjlgg;]L) Gases | Porcentagem Volume total (mL) (6° dia - 144h) Gases Porcentagem
N2 3 N2 60
CHa 0 CHa 0
S1 (alcal.) 390 o, 102 88 co, 35
H2S 0 H2S 0
N2 ! N2 47
| CHs 4 CHs 9
S2' (alcal.) 454 o 96 57 o o
H2S 0 H2S 0
N2 66 N2 3
CHs 31 CHs 0
Al (alcal.) 371 o o 14 o Toa
H2S 0 H2S 0
N2 ! N2 34
CHa ! CH. 82
A2 (alcal.) 538 o 105 275 o 0
H2S 0 H2S 0
N2 2 N2 10
| CHs 82 CHs &0
E1' (alcal.) 466 con 20 54 o 30
H2S 1 H2S 0
N2 4 N2 5
. CHs 80 CHa a8
E2' (alcal.) 640 o 1a 39 o 35
H2S 0 H2S 0
N2 9 N2 1
| CHs 64 CHa >9
BR' (alcal.) 500 o 20 70 o 1
H2S 0 H2S 1
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Comparando-se o volume de biogds produzido com as porcentagens dos gases no
biogas conclui-se que o metano nem sempre é o gas predominante, e que, independente do
volume quantificado pelo Mariotte, ndo € indicativo de producéo de metano. Teoricamente, 0
método de medicdo direta do volume de metano parte-se do pressuposto de que 0 CO2 e CHs
sdo 0s principais constituintes do biogas e 0 NaOH absorve o CO2 devido as seguintes reacdes
(AQUINO et al., 2007):

H>O + CO, « H>CO3
H>CO3 + 2 NaOH « Na,COs + 2 H»0
CO7 + 2 NaOH - Na,COs3 + H,0O

Na prética, em alguns tratamentos, o NaOH ndo reagiu com o CO2 e ocorreu 0
deslocamento da solucdo de hidroxido para o béquer. Como exemplo, o tratamento S1 foi
detectado no biogas apenas CO2 na primeira coleta e mesmo assim o volume medido pelo
Mariotte foi de 390 mL.

5.6 Microscopia Optica: fluorescéncia e microscopia de contraste de fase

As figuras 25 e 26 sdo imagens capturadas das microscopias oOpticas realizadas para
analisar a microbiologia do lodo coletado do reator UASB da ETE, e as Figuras 27 e 28 e
apos o término do teste de ativacdo com os substratos acido acético e etanol. No lodo coletado
observou-se diferentes células com formas em bacilos. As possiveis metanogénicas
identificadas eram pouco frequentes em comparagdo com outras formas de agrupamento,
como vibrido, espirilo e levedura. A Figura 26 evidencia a presenga de micro-organismos
metanogénicos, pois através da radiacdo do comprimento de onda de 420 nm, as co-enzima
Fs20 das metanogénicas sdo ativadas, produzindo uma fluorescéncia de cor azul-esverdeada
(VOGELS; KELTJENS; VAN DER DRIFT, 1988). Apos a realizacdo do teste de ativacao,
notou-se uma frequéncia maior da morfologia de bacilos em comparagdo com o lodo
coletado. A microscopia de fluorescéncia indicou presenca de massas microbianas

aglomeradas.
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Figura 25: Microscopia de contraste de fase do lodo do reator UASB da ETE. A) Bacilo. B) Vibrido. C) Bacilo
delgado.
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Figura 26: Microscopia de fluorescéncia do lodo de esgoto da ETE de Séo Carlos/SP. A) Massa microbiana
fluorescente. B) Vibrides fluorescentes.
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Figura 27: Microscopia de contraste de fase do lodo apds o termino do teste. A) Bacilos.
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P

Figura 28: Microscopia de fluorescéncia ap6s o término do teste. A) Massa microbiana fluorescente.
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6 CONCLUSOES

A caracterizacdo fisico-quimica do lodo indicou que possuia um pH, teor de humidade e
STV mostraram-se adequados para o crescimento microbiano. No entanto, a alcalinidade
estava abaixo do valor recomendado, por isso, a adi¢cdo do alcalinizante seria uma prevencao

para evitar quedas bruscas.

O teste AME com a relacdo A/M 0,6 foi subestimada e os microrganismos do lodo
possuiam um potencial maior de degradacdo do substrato, portanto, o teste prévia da ativacao
ndo explorou a0 maximo a capacidade de producgdo de biogads dos microrganismos. O quarto
teste, o da ativagéo, foi utilizado a relagdo A/M 1,2.

No teste com substrato de acido acético e etanol, o tratamento E2 obteve o melhor
desempenho, sendo o que produziu a maior quantidade de biogés. Os tratamentos com etanol,
em geral, mostraram-se mais eficientes que o com &acido acético. Ja no teste com adicdo da
solucdo estoque, acido acético e etanol, o tratamento com etanol ndo obteve um bom
desempenho, com queda no pH final e baixa producdo de biogds acumulado. Esse teste
demonstrou que o tratamento controle houve um periodo de quatro dias para sua ativacéo e
sua producdo maxima de biogés, assim, o controle evidencia que havia substrato
remanescente no lodo. Em ambos os testes, o controle produziu uma quantidade menor de
biogas na primeira coleta e demorou mais para sair da fase lag. Portanto, os tratamentos com

substrato obtiveram uma ativagdo mais rapidamente do que sem substrato.

A cromatografia gasosa indicou que, apesar dos erros de medicdo, alguns tratamentos
ndo produziram metano ou se produziu néo foi significativo, como por exemplo o0 S1 e S2, e
que, portanto, o volume deslocado pelo Mariotte ndo representou necessariamente o volume
do metano. O tratamento Al indicou presenca de metano na primeira medi¢cdo e nenhum
metano foi detectado na segunda, ao contrério do A2 que, ndo houve producdo de metano
apos 48 horas, mas na segunda medicdo havia 82%. O E1 e E2 apresentaram uma parcela
majoritaria de producdo de metano na primeira medicdo e segunda medicdo. Por fim, o

controle apresentou uma parcela expressiva de metano na sua composicao de gases.

A microscopia éptica de contraste de fase e fluorescéncia no lodo coletado identificou

algumas células com formas de bacilos. A recorréncia dessas morfologias foi acentuada no
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final do teste de ativacdo com os substratos acido acético e etanol, a microscopia de

fluorescéncia indicou massas microbianas fluorescentes.
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7 RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Apols a realizacdo dos testes de ativacdo, observou-se algumas falhas a serem

corrigidas para proximos experimentos:

E fundamental a corre¢do do pH de entrada e o uso do alcalinizante nos tratamentos
para que haja uma capacidade de tamponamento que evite a queda brusca do pH, ou
reducdo da carga organica a serem adicionadas em parcelas

Em um experimento teste o uso da garrafa PET é viadvel, porém, caso queira uma
precisdo nos resultados é importante o uso dos fraco de Duran. A garrafa é maleavel e
pode implicar em erros nas medi¢des, principalmente no uso do frasco de Mariotte;

Medir a pressao da entrada do cromatdgrafo, pois foi considerado pressdo ideal de 1
atm. Além de ser preciso na hora de colocar a agulha na mangueira para que ndo haja
contaminacéo;

E importante a incubacdo do lodo para que seja consumido todo o material
remanescente (sem substrato) e ap6s ndo houver nenhuma producdo de biogas,
adiciona-se o substrato. Ademais, ap6s essa incubacdo fazer a analise de STV,

A carga organica do substrato pode ter sido agressiva para 0 meio, deve haver uma
adaptacéo, sendo uma das alternativas a dilui¢do dessa carga organica;

Faltou a adicdo de meio nutricional complexo
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Apéndice A — Resultados do Teste AME

Tabela 13: Resultados Teste AME.
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Concentracao Alimento Indculo Relagéo Resultado Méd
gSTVIL gDQO/L gSTVIL A/M gDQO/gSSV*d ia
Primei Lodo 24.52 3 5 0.6 0.1455 0.12
Anréla:ise =TE 0.1255 °
(Teste) 0.1257
Andlise Lodo 25.00 3 3 1 0.2078 0.20
1 ETE 0.2091 9
0.2095
Lodo 25.00 3 6 0.5 0.1402 0.14
ETE 0.1427 1
0.1553
Analise Lodo 25.00 3 25 1.2 0.21026 0.21
2 ETE 0.21401 0
0.20705
Lodo 25.00 3 3.75 0.8 0.16625 0.16
ETE 0.16732 !

0.13970




Apéndice B — Resultados dos Testes Preliminares

Tabela 14: Volume de biogas produzido no Teste Mariotte invertido com realizagdo da purga.

Tabela 15: Volume de biogas produzido no Teste Mariotte invertido sem realizagdo da purga

Teste Mariotte invertido com realizagao da purga
Substrato 14-Jun 15-Jun
7 hrs 19 hrs 7 hrs
1 ml &c acetico + 1 ml etanol - 125 mL -
1 ml ac acetico + 1 ml etanol | 440 mL | 430 mL | 425 mL
2 ml ac acetico 110 mL | 165 mL -
2 ml ac acetico 8 mL 36 mL -
2 ml etanol - - 145 mL
2 ml etanol 260 mL | 140 mL -

59

Teste Mariotte invertido sem realizacdo da purga Produca
Substrato 16-Junho 17-Junho 18-Junho | 19-Junho | 20-Junho O(:]’S'
7hrs | 19 hrs | 7 hrs 19 7 19 7 19 7 19
hrs hrs hrs hrs hrs hrs hrs
1mlac 117 125 - 100 - 105 - - - 447
acetico + 1 mL mL mL mL
ml etanol
1mlac - 430 425 - 150 10 - - - 1015
acetico + 1 mL mL mL | mL
ml etanol
2 mlac 70mL | 165 - 70 - - - - - 305
acetico mL mL
2mlac 100 36mL - 105 - - - - - 241
acetico mL mL
2 ml etanol 300 - - - - 20 - - - 320
mL mL
2 ml etanol 265 140 145 140 - 220 - - - 910
mL mL mL mL mL
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Apéndice C — Resultados do teste com adicdo dos substratos etanol e

acido acético

Tabela 16:Resultados do pH inicial e final, juntamente com os valores da correcéo, do teste com adigéo
dos substratos etanol e acido acético.

pH
Correcéo do pH
Tratame pH NaHCO3 | KHCO3 pH pH 07/07 pH 12/07 pH final 15/07
nto inicial (9) (9) inicial’ (10:15h) (14:15h) (9:45h)
BR 6.65 - - 6.65 8.59 7.87 8.43
Acl 3.78 5.14 2.47 4.73 4.88 4.83 4.83
Ac? 4.04 5.14 2.47 5.8 6.78 4.81 4.82
Ac3 411 5.14 247 6.05 7.27 5.26 4.7
El 6.61 - - 6.61 5.14 4.88 4.9
E2 6.65 - - 6.65 5.31 4.92 4.92
E3 6.6 - - 6.6 5.41 4.92 4.88

Tabela 17: Resultados do STV (g/L) inicial e final do teste com adi¢8o dos substratos etanol e &cido aceético.

STV
Tratamento STV inicial (g/L) STV final (g/L)
BR 25.0 13.6
Acl 25.0 24.3
Ac2 25.0 23.3
Ac3 25.0 24.2
El 25.0 18.2
E2 25.0 16.6
E3 25.0 21.8

Tabela 18: Resultados da producdo de biogas do teste com adigdo dos substratos etanol e acido acético

Producé&o de biogas (mL)

Tratamento 07/07 (10:15h) 12/07 (14:15h) 15/07 (9:45h)
BR 20 65 30
Acl 435 60 35
Ac2 450 110 46
Ac3 660 140 28
El 970 110 8
E2 1465 250 100
E3 970 215 11

Tabela 19: Estimativa da DQO de entrada do teste com adi¢do dos substratos etanol e acido acético

Estimativa DQOentrada

Tratame Lodo Quantidade de substrato Quantidade de susbtrato DQOinicial
nto (gDQO/L) (mL) (gDQO/L) (gDQO/L)
BR 192.19 - - 192.19
Acl 192.19 10 15.32 207.51
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Ac2 192.19 5+5 7.66 199.85
Ac3 192.19 3.33+3.33+3.33 5.10 197.29
El 192.19 8 15.26 207.45
E2 192.19 4+4 7.63 199.82
E3 192.19 2.66 + 2.66 + 2.66 5.08 197.27

Tabela 20: Resultados da DQO em cada coleta do teste com adi¢do dos substratos etanol e acido acético.

DQO
Tra | DQOinicial 12 coleta - DQO 28 coleta - DQO 32 coleta (final) -
tam | estimada (DQOsolida + 1%dicéo (DQOsolida + 2%dicdo (DQOsolida +
ento | (gDQO/L) DQOliquida) estimada DQOliquida) estimada DQOliquida) g/L
g/L (gDQOIL) g/L (gDQOI/L)

BR 192.19 204.07 204.07 208.02 208.02 188.52
Acl 207.51 179.28 179.28 163.51 163.51 256.11
Ac2 199.85 198.16 205.82 197.18 197.18 255.38
Ac3 197.29 178.88 183.98 179.84 184.94 260.41

El 207.45 235.95 235.95 167.57 167.57 226.52

E2 199.82 174.69 182.32 173.82 173.82 195.57

E3 197.27 164.83 169.90 166.78 171.85 269.93
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Apéndice D - Resultados do teste com adi¢do dos substratos etanol, acido
acético e solucéo estoque de acidos

Tabela 21: Resultados do pH inicial e final, juntamente com os valores da correcédo, do teste com adi¢do dos
substratos solucdo estoque, etanol e &cido acético.

Amostr pH Correcéo de Adicéo de Adicédo de pH de pH de saida (6
as inicial pH NaHCO3 (g) KHCO3 (g) entrada dias)
S1 3.97 Sim 8.5 3.87 5.22 5.57
YA 3.98 Sim 8.5 3.87 5.28
S2 4.15 Sim 8.5 3.87 5.87
S2' 4.24 Sim 8.5 3.87 5.98 6.55
Al 3.79 Sim 8.5 3.87 4.84 4.87
Al' 3.84 Sim 8.5 3.87 4.79
A2 4.1 Sim 8.5 3.87 5.12 5.82
A2' 4.07 Sim 8.5 3.87 5.06
El 6.61 Nao - - 6.61
El 6.61 Néo - - 6.61 5.35
E2 6.41 Néo - - 6.41
E2' 6.55 Néo - - 6.55 5.46
BR 6.63 Néo - - 6.63
BR' 6.62 Néo - - 6.62 6.84

Tabela 22: Resultados da producdo de biogés da 12 e 22 coleta teste com adi¢do dos substratos solucéo estoque,
etanol e &cido acético.

d\éot::i)rgées 12 coleta (21/07) - com cromatografia 28 coleta (23/07) - sem cromatografia
Volume Volume Volume Volume
Amostras acumulado headspace Volume total acumulado headspace Volume total
(mL) (mL) (mL) (21/07) (mL) (mL) (mL) (23/07)
S1 20 370 390 60 320 380
S1 0 250 250 0 260 260
(vazou)
S2 24 430 454 150 365 515
(vazou)
S2 0 360 360 35 150 185
(vazou)
Al 11 360 371 26 295 321
Al 2 280 282 0 205 205
(vazou)
A2 190 348 538 180 300 480
A2 170 351 521 150 320 470
(vazou)
El 0 400 400 0 110 110
(vazou)
El 16 450 466 0 150 150
E2 5 250 255 0 160 160
E2' 170 470 640 8 225 233
BR 91 450 541 390 400 790
BR' 75 425 500 410 390 800
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Tabela 23: Resultados da producdo de biogas da 3% coleta teste com adi¢do dos substratos solugdo estoque, etanol
e 4cido acético

32 coleta (25/07) - com cromatografia

Volume acumulado (mL)

Volume headspace (mL)

Volume total (mL) (25/07)

7 81 88
5 43 48
0 270 270
0 57 57
0 14 14
0 9 9
0 275 275
0 280 280
0 54 54
0 73 73
0 39 39
0 78 78
42 405 447
0 70 70

Tabela 24: Resultados do STV de saida do teste com adi¢do dos substratos solucao estoque, etanol e &cido
acético

Sélidos totais de saida (100 mL de amostra)

Tratamentos Média ST (g) Média STF (g) Média STV (g) | ST (g/L) | STF (g/L) | STV (g/L)
S1 (alcal.) 4.065 1.795 2.27 40.65 17.95 22.7
S2' (alcal.) 3.87 1.775 2.095 38.7 17.75 20.95
Al (alcal.) 3.04 1.33 1.71 30.4 13.3 17.1
A2 (alcal.) 2.425 1.1 1.325 24.25 11 13.25

El 2.1 0.905 1.195 21 9.05 11.95
E2' 2.92 121 1.71 29.2 12.1 17.1
BR' 2.955 1.285 1.67 29.55 12.85 16.7
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Apéndice E — Cromatografia Gasosa

A curva para gases do cromatdgrafo GC-2014 é dado pelas seguintes equacdes das retas:
e y=18143,03x + 3075,73 — Gas N2

e y=14408,18x + 1847,35 — Gas CHs

e y=1925223x +2724,84 — Gas CO-

Sendo que x é o valor de micromols de cada gas em 500 microlitros e y € o valor da area
obtido para os gases na amostra. O valor de micromols para cada géas foi avaliado em
percentual em relagdo a quantidade total de mols ideais em 500 microlitros. O numero de

mols foi calculado pela equacédo dos gases ideais:
N = (P*V)/ (R*T)

Em condicGes ideais, a pressdo € 1 atm e R (constante universal) é 0.08205746
L.atm/K*mol. A temperatura utilizada foi de 35°C, equivalente a 308.15 K. Portanto, a
quantidade total de mols € 0.00001977.

O modelo do cromatdgrafo utilizado foi:
e Shimadzu GC-2014, TCD e coluna HP-PLOT/Q. Gas de arraste: hidrogénio.
Tinvetor = 160°C; Split = 5,0, fluxo da coluna = 4,0 mL/min
Tdetector = 170°C; polaridade =+; corrente = 180 mA.
Tforno = 35°C (2 min) até 170°C (1 min), a 60°C/min (tempo de corrido = 5,25 min)

Gases detectados: CO2, N2, CHg, H2S.
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Anexo A — Metodologia para o teste AME

A metodologia foi realizada seguindo as recomendactes de MARTINS (2015).
Inicialmente foi determinado a massa de inoculo a ser adicionado no ensaio a partir da

equacao:
M1 *V1=M2* V2
Sendo que,
M1 = Massa de STV final (gSTV/L)

V1 = Volume do meio de reacdo (L) contendo indculo, substrato, solu¢do de nutrientes
e 4gua destilada para completar o volume.

M2 = Massa de lodo a ser adicionado para atingir o M1 considerando o V1 (g STV/L)
V2 = Volume a ser adicionado do lodo em cada frasco (L)
As etapas seguintes para partir uma corrida de teste manométrico foram:

e Colocar o frasco na balanca;

e Tarar a balanca;

e Adicionar a quantidade de lodo calculada dentro do equipamento, esperar 30
minutos para dar o “start”. Apos o “start”, deixar 24 horas antes de injetar a
fonte de carbono. Esse tempo necessario para que a atividade microbiana

estabilizasse;
e Colocar 100 microlitros de cada solugdo de nutrientes (1 e 2);

e Adicionar 100 mL de agua destilada no frasco (No Protocolo proposto por
Martins foi utilizado 200 mL, optou-se pela adi¢do de 100 mL pois a pressao
dentro do frasco estava ficando muito alta e isso exigia 0 monitoramento
constante do equipamento para ndo ultrapassar a pressdo interna de seguranca.

Portanto, diminuindo o volume do ensaio, o problema foi resolvido);
e Colocar os septos laterais e tampar bem para evitar 0 vazamento de gas;

e Colocar o adaptador para cabeca medidora de pressao;
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Colocar cinco lentilhas de NaOH em cada cesto com auxlio de uma pinca;
Colocar o cesto sobre o adaptador;

Colocar a cabeca medidora no adaptador e rosquear sem fechar totalmente;
Repetir os passos anteriores com todos os frascos que for utilizar;

Levar os frascos em bandeja para a bancada com manifold de gases;

Retirar a cabega o cesto com NaOH e fluxionar 5 minutos de g&s N2 no meio
liquido do frasco com o auxilio de uma pipeta de vidro conectada ao bico de

gas por uma mangueira;
Colocar o cesto e colocar a cabeca sem rosqueé-la até o fim;

Fluxionar 2 minutos de N2 com auxilio de outra mangueira com uma agulha

inserida pelo septo lateral;
Fechar o fluxo de gas e fechar rapidamente a cabeca;

Deixar 30 minutos o lodo na estufa (periodo de adaptacdo do lodo a
temperatura), colocar os fracos ordenadamente em estufa com agitacdo na

temperatura desejada;

Aguardar 60-120 minutos para retirada da sobrepressdo devida a expansao dos
gases pela temperatura. Esse tempo depende da temperatura ambiente, quanto
menor maior 0 tempo necessario para que a temperatura do liquido e do gas

nos frascos alcance a temperatura do ensaio;
Retirar a sobrepressédo em selo hidrico;

Iniciar a determinacédo da pressao com o controle Oxitop;
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Anexo B — Andlise da fracdo sdlida da Demanda Quimica de Oxigénio

(BQO)
A analise da fragdo liquida da DQO foi realizada seguindo as recomendagdes de GOMES
(1989), e sua determinacéo foi descrita abaixo:

- As amostras foram secas em estufas a 60°C por 48 horas (ou, poderia ser 110°C por 24

horas);

- Apos secas, deixou-se esfriar e pesou-se 1 g de cada amostra, colocando em béquer de 500

mL;

- Na capela de exaustdo, foram adicionados ao béquer 5 mL de agua destilada e 20 mL de

H2SO4 concentrado, agitando a solucdo em seguida;

- Ap0s frias, as solucdes foram colocadas em baldo volumétrico de 250 mL, completando-se o

volume com &gua destilada, a amostra foi agitada;
- As amostras foram filtradas em papel grosseiro;

- 2 mL de cada amostra foi adicionada a um tubo de DQO contendo 1,5 mL de solucédo de
bicromato de potéssio e 3,5 mL de acido sulfarico. Apos agitado, verificou-se a coloracdo da
solucgéo: se amarela — alaranjada, colocou-se no digestor; se verde, significa que ultrapassou o

limite de leitura do aparelho (0-800), necessitando diluir o filtrado;
- Os tubos Hach de DQO séo levados para o digestor por 2 horas, a 150°C;

- Ap0s resfriar, os tubos de DQO séo levados ao espectrofotdmetro para leitura da DQO.



