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TRATAMENTO ANAEROBIO TERMOFILICO DE EFLUENTES
RICOS EM ACIDOS GORDOS DE CADEIA LONGA

Resumo

A aplicacao de sistemas anaerobios termofilicos ao tratamento de efluentes ricos
em lipidos e &cidos gordos de cadeia longa (AGCL) tem sido pouco explorada. A
dificuldade de obtencdo de in6culos termofilicos pode ser uma razdo para este facto.
Diminuicdo do tempo de retencdo hidraulico, higienizacdo das lamas e aplicacdo de
elevadas cargas organicas sdo vantagens dos sistemas termofilicos. O presente trabalho
teve como principal objetivo estudar a adaptagdo de biomassa anaerébia mesofilica a
condicGes termofilicas, para posterior tratamento de efluentes ricos em AGCL.

A adaptacdo da biomassa mesofilica foi efetuada em reator continuo alimentado
com leite magro & carga organica de 1 kg CQO m™ dia™. Apds arranque a 37°C, a
temperatura de operacdo foi aumentada gradualmente 5°C por semana até se atingir a
temperatura de 55°C. Apos a estabilizacdo do reator testou-se o tratamento de um
efluente sintético composto por uma mistura de leite magro e oleato de sodio (numa
proporcao de 50:50% da CQO). Foram realizados dois ciclos (continuo/’batch”),
utilizando-se uma carga organica aplicada de 10 e 20 kg CQO m™ dia™.

O desempenho do reator foi monitorizado durante 284 dias em termos de
caréncia quimica de oxigénio (CQO) a entrada e a saida do sistema; acidos gordos
volateis (AGV), solidos e pH na corrente de saida; producdo de metano e temperatura
no interior do reator. Apds introducdo de oleato na alimentacdo, recolheram-se
pontualmente amostras para analise de AGCL. Durante o periodo de adaptacdo as
condicdes termofilicas recolheram-se amostras de biomassa em trés momentos distintos
(to =0, t; = 78 e t, = 171 dias), que foram caracterizadas em termos de atividade
metanogeénica especifica (AME) em acetato e H,/CO, toxicidade do oleato na atividade
metanogénica acetoclastica e capacidade de biodegradacao do oleato.

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que € necessario um periodo de
tempo relativamente longo (123 dias) para adaptacdo da biomassa mesofilica a
condigdes termofilicas. Este tempo parece estar associado a uma adaptacdo da
comunidade de microrganismos acetoclasticos, uma vez que houve diminuicdo e
posterior recuperacdo da AME em acetato ao longo do tempo. A alimentacdo do reator
com cargas elevadas de oleato levou & acumulacdo de AGV no sistema e consequente

diminuicdo na producgdo de metano.



THERMOPHILIC ANAEROBIC TREATMENT OF LONG CHAIN
FATTY ACIDS-RICH EFFLUENTS

Abstract

Anaerobic thermophilic treatment of wastewaters rich in lipids or long chain
fatty acids (LCFA) is not fully exploited, which may be related with the difficulty to
obtain a thermophilic inoculum. Decrease in hydraulic retention time, sludge
hygienisation and application of high organic loads are advantages of thermophilic
systems. In this study mesofilic anaerobic sludge was acclimatized to high temperature
(55°C). Subsequently, a synthetic LCFA-rich effluent was treated alternating feeding
and batch degradation phases, in order to optimize methane production.

Mesophilic biomass adaptation was performed in continuous bioreactor fed with
skimmed milk at an organic load rate (OLR) of 1 kg COD m™ day™. After startup at
37°C, the temperature was increased 5°C per week until 55°C. Treatment of a synthetic
effluent, composed by a mixture of skimmed milk and sodium oleate (50:50% COD),
was tested after stabilization of the system. Two cycles (continuous/batch) were
performed applying an OLR of 10 and 20 kg COD m™ day™.

Reactor performance was monitored through 284 days of operation in terms of
chemical oxygen demand (COD) at the inlet and exit of the system; volatile fatty acids
(VFA), pH and solids in the effluent; methane production and temperature inside the
reactor. Samples of the reactor were collected periodically for LCFA analysis. During
the period of thermophilic adaptation biomass samples were collected at three different
times (to = 0, t; = 78 and t, = 171 days) and characterized in terms of specific
methanogenic activity (SMA) in acetate and H,/CO,, toxicity of oleate towards
acetoclastic methanogens and oleate biodegradability.

The results of this study show that a relatively long time is necessary for
mesophilic biomass adaptation to thermofilic conditions, in total 123 days. This period
appears to be associated with adaptation of acetoclastic microorganisms, since there was
a decrease and subsequent recovery of SMA in acetate over time. The reactor feeding
with high oleate loads caused VFA accumulation in the system and a consequent

decrease in methane production.
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1. Introducéo

1.1 — Enquadramento e Motivacao

Atualmente o desenvolvimento de novas tecnologias que visam a producdo de
energia representa uma prioridade de interesse mundial, nomeadamente de sistemas que
permitam diminuir o impacto ambiental e econdmico produzido pela exploracdo de
recursos energéticos nao renovaveis.

Neste contexto, a digestdo anaerobia de efluentes e residuos com alto teor
organico constitui uma alternativa vidvel uma vez que combina o tratamento dessas
correntes com a producdo de um vetor energia (biogas, mistura gasosa composta
principalmente por metano e dioxido de carbono) (Nielsen e Ahring 2006). A utilizagédo
de residuos industriais ricos em lipidos é particularmente interessante (Alves et al.
2009), uma vez que estes compostos apresentam um elevado potencial de producgéo de
biogés quando comparado com outros substratos como proteinas ou hidratos de carbono
(Tabela 1.1).

Tabela 1.1 — Producdo de biogas a partir de biomoléculas constituintes de residuos
industriais organicos (Li et al. 2002).

Componente Reacao Biogas % CH,
Lipidos C15HgpOg+24.5H,0 - 34.75CH,4+15.25C0O, 1.425 L g* 69.5
Hidratos

Car%‘;no (CeH1005)+nH,0 = 3nCH4+3nCO; 0.830Lg* 500

Proteinas Cu1Fz:05Nyt14.5k,0 = 0921Lgt 688

8.25CH,+3.75CO,+4NH, +4HCO;

Tém-se feito varios estudos utilizando lipidos e AGCL, revelando a existéncia
de diversos problemas operacionais na digestdo anaerdbia maioritariamente associados
a acumulacdo dos AGCL na biomassa. Flutuacdo e consequente perda de biomassa por
lavagem dos sistemas, e inibicdo das arquea metanogénicas sdo os principais problemas

descritos. Pereira et al. (2002) mostraram que a degradacdo dos AGCL acumulados na



biomassa e sua conversdo a metano era possivel, sendo para tal necessario parar a
alimentacéo ao reator. Tendo por base esta observacao, Cavaleiro et al. (2009) operaram
um reator em ciclos alternando fases de alimenta¢do em continuo e fases em “batch”.
Nesta experiéncia o reator foi alimentado em continuo com uma mistura de oleato e
leite magro (50:50% CQO) até se verificar uma diminui¢do acentuada da producdo de
metano, indicativa de acumulacdo dos AGCL e inibi¢do da atividade metanogénica. A
alimentacdo ao reator foi entdo interrompida iniciando-se uma fase “batch” tendo em
vista a degradacdo do substrato acumulado. Apds conversdo a metano deste substrato
acumulado iniciou-se uma nova fase de alimentacdo em continuo. Estes ciclos foram
repetidos quatro vezes com uma carga organica aplicada de 5 kg CQO m™ dia™, findos
0s quais se verificou que a biomassa estava adaptada ao oleato permitindo posterior
tratamento eficiente em continuo a altas cargas. A carga organica aplicada de 21
kgCQO m™ dia' atingiu-se uma eficiéncia de remocdo da CQO de 99% e um
rendimento em metano superior a 70%. O trabalho referido foi feito em condigdes
mesofilicas, sendo que esta estratégia nunca foi testada em condi¢bes termofilicas. A
digestdo anaerobia em condicdes termofilicas apresenta diversas vantagens (ex.: mais
rpida, maior produgdo de metano) mas existe grande dificuldade na obtengdo de

inéculos termofilicos, dai o interesse deste estudo.

1.2 — Processo de digestdo anaerdbia

O processo da digestdo anaerdbia tem como finalidade a conversdo de matéria
organica em metano (CH4) e diéxido de carbono (CO,), através da acdo de
microrganismos que atuam na auséncia de oxigénio. O processo da digestdo anaerdbia,
divide-se em quatro fases distintas (hidrélise, acidogénese, acetogénese e
metanogénese) (Gujer e Zehnder, 1983).
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Figura 1.1 — Esquema ilustrativo do processo de digestdo anaerdbia (adaptado de Gujer e
Zehnder, 1983).

Na hidrolise, as bactérias transformam o material organico presente no sistema
em moléculas com menor peso molecular (Sanders, 2001). Hidratos de carbono,
proteinas e lipidos sdo substratos complexos, convertidos em compostos de cadeia mais
curta neste processo, com o auxilio de hidrolases (enzimas excretadas pelas bactérias).
Os lipidos sdo convertidos em acidos gordos e glicerol pela acdo das lipases; as
proteinas sdo degradadas com formacéo de polipéptidos e aminoécidos, através da acdo
de proteases e peptidases; os hidratos de carbono transformam-se em agUcares sollveis,
com o auxilio de celulases (Vavilin et al. 1996; van Lier et al. 2001).

Os produtos da hidrdlise sdo utilizados por bactérias acidogénicas que
convertem aminoacidos, acUcares e glicerol em substancias organicas simples como
acetato, propionato, butirato e hidrogénio num processo que se designa por acidogénese
(Harper e Pohland, 1986; Ribeiro, 1999).

Os produtos da fermentacdo e os AGCL sdo oxidados a acetato, dioxido de
carbono e hidrogénio através da acdo das bactérias acetogénicas sintroficas, num
conjunto de reagdes designadas por acetogénese (Schink, 1997). Em condigdes normais

este processo é termodinamicamente desfavordvel sendo necessdria a remocdo do



hidrogénio formado de modo a manter uma baixa pressao parcial deste gas no sistema
(Sousa et al. 2009). Normalmente, as arquea metanogénicas hidrogenotroficas
asseguram a remocao do hidrogénio (Sousa et al. 2009).

A metanogénese consiste na producdo de metano e didxido de carbono e
representa a etapa final da digestdo anaerébia. E realizada por arquea metanogénicas
que metabolizam hidrogénio/didxido de carbono (e/ou formato) e acetato. Existem duas
vias metabolicas distintas para a conversao de H,/CO, e de acetato, sendo realizadas por
grupos diferentes de microrganismos. A conversao de H,/CO, (e/ou formato) é realizada
por arquea hidrogenotroficos como, por exemplo, espécies de Methanobacterium,
Methanospirillum, Methanoculleus (Whitman et al. 1992). Nesta via metabdlica o CO,
é reduzido a metano sendo o H, utilizado como dador de electrdes. A clivagem do
acetato em CH,4 e CO é realizada por arquea acetocasticas dos géneros Methanosarcina
e Methanosaeta (Whitman et al. 1992). As arquea acetoclasticas sdo de crescimento
lento e bastante sensiveis a alteracdes do ambiente (Kuang et al. 2002). Cerca de 30%
da producédo de metano resulta da reducdo do diéxido de carbono, enquanto os restantes
70% sdo obtidos através da clivagem do acetato (Jetten et al. 1992). As arquea
metanogénicas sdo as mais sensiveis de todo o processo anaerobio, nomeadamente a
alteracOes de temperatura, contacto com substancias toxicas entre outras (Whitman et
al. 1992).

1.3 — Digestéo anaerobia de lipidos

Os lipidos séo constituidos por AGCL ligados a glicerol, alcoois e outros grupos
através de uma ligacdo éster. As gorduras e os Gleos constituem um subgrupo dos
lipidos, apresentando-se maioritariamente na forma de triglicerideos. As gorduras
diferenciam-se dos 6leos, pois estas contém &cidos gordos saturados enquanto 0s 6leos
sdo normalmente compostos por acidos gordos insaturados (Alves et al. 2009).

A hidrdlise dos lipidos ocorre por acdo de enzimas hidroliticas (lipases),
responsaveis pela hidrélise de lipidos a glicerol e acidos gordos (Pereira et al. 2003). As
reacOes lipoliticas ocorrem na interface lipido-agua. Em 1973 Verger e De Haas,
propuseram um processo de duas etapas distintas, para descrever a cinética da catalise
através de enzimas lipoliticas: adsor¢éo fisica da enzima na interface dos lipidos, com
ativacdo da enzima; formacdo do complexo enzima-substrato; e, finalmente, hidrolise

dos lipidos, obtendo-se glicerol e AGCL e regeneracdo das enzimas adsorvidas. As
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lipases podem ser divididas em trés grupos: lipases ndo especificas; 1,3-lipases
especificas (hidrolisam apenas ligacdes éster no C1 e C3 do glicerol); lipases especificas
de &cidos gordos (apresentam uma preferéncia pelos acidos gordos) (Jaeger et al. 1994).
Segundo estudos realizados, a hidrolise dos lipidos € um processo rapido quando
comparado com a hidrélise de hidratos de carbono e proteinas (Kuang et al. 2002).
Apos ser hidrolisado, o glicerol é maioritariamente convertido em 1,3-propanediol (PD)
e piruvato (Leja et al. 2011). A degradacdo dos AGCL ocorre durante a acetogenese,
pois 0s AGCL necessitam de um aceitador de eletrdes externo (por exemplo, nitrato ou
sulfato) ou a presenca de parceiros metanogénicos para que possam sofrer oxidacao
(Kuang et al. 2002).

1.3.1 - Degradacéo anaerobia dos AGCL

Os acidos gordos sdo acidos carboxilicos que contém uma cauda alifatica que
pode ser saturada ou insaturada. Acidos carboxilicos como o &cido butirico (4 4&tomos
de carbono) designam-se por acidos gordos de cadeia curta, ja os &cidos carboxilicos
compostos por 6 a 12 &tomos de carbono sdo chamados &cidos gordos de cadeia média,
enquanto todos os &cidos carboxilicos compostos por mais de 12 dtomos de carbono séo
considerados AGCL.

Os AGCL séo degradados por B-oxidacdo. Durante este ciclo, pares de atomos
de carbono sdo removidos da extremidade do grupo carboxilo, até a cadeia ser reduzida
a acetil-CoA (Batstone, 1999). Os AGCL insaturados podem ser oxidados diretamente
ou sofrer hidrogenacdo antes de entrarem no ciclo de B-oxidacdo (Weng e Jeris, 1976;
Roy et al. 1986).

Os AGCL s06 sdo degradados na presenca de um aceitador de eletrdes externo
ou, quando CO; é o Unico aceitador externo de eletrdes, na presenca de microrganismos
metanogénicos. As arquea metanogénicas atuam em sintrofia com bactérias
acetogénicas; as bactérias acetogénicas convertem os AGCL a hidrogénio e acetato e as
arquea acetogénicas utilizam esses produtos para a producdo de metano. Esta
cooperacdo € fundamental para tornar a conversdo de AGCL termodinamicamente
favoravel (Schink, 1997).

ReacOes com energia de Gibbs positiva sdo desfavoraveis (representadas na

tabela 1.2), mas possiveis quando sujeitas a condi¢cbes ambientais apropriadas, como



por exemplo uma menor pressao parcial de hidrogénio e menor concentragdo de acetato

(conseguida através das reacOes 4 e 5, tabela 1.2).

Tabela 1.2 — Termodinamica de algumas reacdes de conversao anaerdbia de acidos
gordos (Thauer et al. 1977; Lalman, 2000)

Substrato Reacdo AG°

Reacdes acetogénicas

autiraty  CHeCHCHAC00 ™+ iH|_2I+O > 2CH,COO™ +2H, 0,  EG.1
Dalmitat CH3(CH2)14COOi4+H£iH723+9 BCH,COO + . .0c EQ.2
Oleato CisH305 + 16H,0 > 9CH,COO" + 15H, + 8H*  +390.8 43
Reacgdes metanogénicas
Hidrogénio 4H,+ HCOy + H' > CH, + 3H,0 339 E44
Acetato CHACOO" + H,0 > HCO3 + CH, 310 E4°

1.4 — Tratamento anaerobio de efluentes ricos em lipidos

Podem identificar-se dois principais problemas relacionados com o tratamento
anaerobio de efluentes ricos em lipidos: flutuacdo de lamas e lavagem de biomassa
devido & adsor¢do de lipidos / AGCL a biomassa; inibicdo de microrganismos
metanogénicos pela presenca de AGCL (Alves et al., 2009).

Os efeitos inibitérios de AGCL insaturados sdo mais graves do que 0S
provocados pelos AGCL saturados, e as arquea metanogénicas sdo as mais afetadas
pelos efeitos inibitérios dos lipidos / AGCL (Lalman e Bagley, 2001). Pereira et al.
(2005) sugeriram que estes efeitos podem estar associados a fendmenos de limitacdo de
transferéncia de massa, devido ao facto dos AGCL envolverem a biomassa,
encapsulando-a e desta forma severamente restringindo o fluxo de substratos e
produtos. Um estudo de Cirne et al. 2006, mostrou que a adsorcéo de lipidos / AGCL a
superficie da biomassa pode inibir a hidrolise enzimatica, impedido a agdo das enzimas.

Ja em 1998 Hwu et al. mostraram que a carga especifica de AGCL necessaria

para causar flutuacdo da biomassa (0.203 g CQO g* SSV dia™) correspondia a



concentracdes de 263 mg AGCL L™, concentracdes estas muito inferiores as descritas
como minimas inibitérias das arquea metanogénicas (401 mg AGCL L™). Este facto
sugere que a deterioracdo do processo de tratamento anaerobio devido a perda da
biomassa por flutuacédo e lavagem ocorrera muito antes da inibicdo dos microrganismos
metanogénicos.

Vaérios estudos tém sido efetuados com o objetivo de aperfeicoar as tecnologias
de tratamento de efluentes ricos em lipidos (Cirne et al. 2006). O desenvolvimento de
sistemas de tratamento anaerdbio de efluentes como o reator anaerobio de manto de
lamas de fluxo ascendente (UASB), o reator de manto de lamas de leito expandido
(EGSB) e reatores de recirculacéo interna (IC), tornaram a digestdo anaerdbia numa das
tecnologias de tratamento de efluentes mais competitiva (Sousa, 2006).

Atualmente o reator UASB é 0 processo mais utilizado para tratamento de
efluentes. Este reator utiliza um sistema de separacéo gas/liquido/solido, isto €, na parte
mais inferior fica a matéria solida, seguida do liquido que perfaz o reator até a saida
para 0 esgoto e na parte superior encontra-se a matéria gasosa. O reator é alimentado
pela parte inferior, tendo uma saida de efluente numa parte mais superior e uma saida de
gases no seu topo. Uma boa operacdo esta dependente da formacao de um leito de lamas
granular estavel na base do reator. Os reatores UASB sdo considerados uma tecnologia
validada, sendo os mais utilizados até entdo e quase considerados tecnologia padrdo. O
reator EGSB que tem conformacdo e funcionamento semelhante ao UASB,
diferenciando-se no leito expandido por meio da recirculacdo do efluente e o reator IC
que é composto por dois ou mais compartimentos do tipo UASB, dispostos uns sobre 0s
outros onde a biomassa e o fluido recirculam internamente (Habets et al. 1997), séo
mais recentes relativamente ao UASB, ndo sendo ainda alvo de estudos tdo
aprofundados (Angelidaki et al. 2011).

Alves et al. (2007) referem um novo reator patenteado de seu nome reator
anaerobio de manto de lamas invertido (IASB), que foi baseado em dois principios:
maximizar a area de contacto entre a biomassa e 0s AGCL para otimizar a adsor¢do dos
AGCL; usar a flutuagcdo como técnica priméria para retencdo da biomassa. Este reator é
alimentado pela parte superior, sendo a saida do efluente feita pela parte inferior.

Um estudo realizado por Cavaleiro et al. (2009) sugere como otimizar a
producdo de metano proveniente dos AGCL, indicando a realizacdo de ciclos
continuo/”’batch” como a estratégia a adoptar para adaptacdo da biomassa aos AGCL.

Estes autores verificaram que apos trés ciclos constituidos por uma fase de alimentacao
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em continuo ¢ uma fase de reagdo em “batch”, a comunidade de microrganismos
presente no reator era capaz de converter eficientemente os AGCL em metano, evitando
a acumulacdo destes compostos no sistema. A aplicacdo alternada de condicbes de
fartura e fome foi a forca de selecdo da comunidade microbiana, permitindo posterior
operagdo em continuo até altas cargas organicas. A carga organica aplicada de 21 kg
CQO m™ dia™ (50% oleato) a eficiéncia de conversdo a metano obtida foi de 72%, com
uma eficiéncia de remocao da CQO de 99%. Todavia a estratégia referida ainda nao foi

utilizada em condicdes termofilicas.

1.5 — Digestéo anaerobia de efluentes ricos em lipidos sob condicGes termofilicas

Em condicGes termofilicas as cadeias poliméricas das biomoléculas que
compdem os residuos organicos sdo quebradas mais facilmente, dando origem a
mondmeros degradaveis. Este facto leva a uma maior eficiéncia na producgéo de biogas,
através da reducdo de solidos inertes, assim como um aumento na concentracdo de
substancias organicas na alimentagdo (Del Borghi et al. 1999).

A digestdo anaerobia em condi¢cbes termofilicas apresenta como vantagens a
reducdo do tempo de retencgdo total necessario para a digestdo, a higienizacdo das lamas
e a possibilidade de uma operacdo com elevadas cargas organicas. Para além das
vantagens referidas, operacfes em condicBes termofilicas geralmente apresentam maior
producdo de biogas e podem ser utilizadas maiores cargas de material organico. Todavia
a elevada producdo de energia (proveniente de proteinas e lipidos), temperatura elevada,
aumento da producdo de acidos organicos e a acumulagdo microbiana em reatores de
condicdes termofilicas, provocam uma maior instabilidade no funcionamento do reator,
constituindo uma desvantagem em comparacdo com a opera¢do em condicdes
mesofilicas (Weiss et al. 2009).

Existe um maior nimero de espécies mesofilicas do que termofilicas. As
espéecies mesofilicas sdo mais tolerantes a alteracbes nas condi¢fes ambientais. A
operacdo em sistemas mesofilicos é considerada mais estdvel do que em sistemas
termofilicos (Kim et al. 2012). Os sistemas termofilicos caracterizam-se geralmente
pela presenca de maiores concentragdes de acidos gordos volateis a saida do sistema,
especialmente quando cargas organicas elevadas sdo aplicadas, indicando menor

estabilidade do processo (van Lier, 1996).



A solubilidade dos lipidos aumenta com a temperatura, fazendo com que estes
compostos estejam mais acessiveis aos microrganismos e suas enzimas lipoliticas em
condicdes termofilicas. Contudo, tal como referido no ponto 1.4, a digestdo anaerdbia
termofilica de efluentes ricos em lipidos ou AGCL apresenta diversos problemas
operacionais. Por exemplo, Angelidaki et al. (1990) reportaram que a adicdo de 6leo a
reatores termofilicos semi-continuos com chorume de vaca inibia o arranque dos
sistemas, mas este efeito inibitério era menos acentuado quando o 06leo era adicionado
juntamente com bentonite. Apds adaptacdo da comunidade microbiana, o Gleo era
degradado eficientemente, i.e. mais de 80% do Oleo era degradado em poucas horas
apos a sua adicdo. Nielsen e Ahring (2006) também verificaram um efeito semelhante
qguando testaram a adicdo de pulsos de oleato a reatores perfeitamente agitados
alimentados com chorume de vaca. Segundo Hwu e Lettinga (1997) o oleato tem um
efeito mais toxico sobre o acetato utilizado na metanogénese em condicGes termofilicas,
do que em condi¢Bes mesofilicas. A interface fisico quimica da associacdo entre o
oleato e o acetato utilizado pelos microrganismos metanogénicos desempenha um papel
importante no grau de toxicidade.

Num estudo de Khemkhao et al. (2012), foi tratado 6leo de palma num reator
UASB a operar em condic¢Ges mesofilicas durante 21 dias, sendo que a partir de entdo o
reator foi alterado gradualmente para condicdes termofilicas (57°C). O UASB produziu
até 13,2 L de biogas/dia, com um teor de metano a rondar os 76%. A analise de
electroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE) mostrou que os perfis da
comunidade bacteriana foram alterados significativamente aquando da transicdo da
temperatura. Aos 57°C especificamente, o perfil de microrganismos apresentado difere
completamente do inicial.

Um estudo realizado por Kabouris et al. (2009), teve como objetivo avaliar e
quantificar a degradacdo anaerdbica de lamas municipais, contendo grandes quantidades
de 6leos e gorduras (FOG). Este teste foi feito com dois processos distintos, realizando-
se uma digestdo anaerébia mesofilica (35°C) e outra termofilica (52°C). No final
concluiu-se que os FOG aumentaram significativamente a producdo de metano, mais
concretamente verificou-se que esta producdo foi 2,95 vezes superior no reator que
operou a 35°C e 2,6 vezes superior no reator que operou a 52°C.

Num estudo realizado por Kim et al. (2012), pretendeu-se avaliar a importancia
guantitativa da atividade das enzimas hidroliticas no processo da digestdo anaerdbia,

quando se usam reatores mesofilicos e termofilicos. Para isso foram utilizados residuos
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organicos municipais. Apos o primeiro dia verificou-se que a atividade da amilase,
protease e lipase no reator termofilico foi de 46%, 270%, 19% respetivamente, valores
superiores em relacdo ao reator mesofilico. Os resultados finais revelaram que as

diferencas na atividade das enzimas, condicionam a acidogénese e a metanogénese.

1.6 — Arranque de reatores termofilicos

Atualmente existem poucos estudos realizados para o arranque de reatores
termofilicos, mais concretamente para a adaptacdo de biomassa mesofilica a condi¢bes
termofilicas. Neste sentido realizou-se uma pesquisa que incidiu sobre o arranque de
reatores termofilicos a partir de biomassa mesofilica.

Na tabela 1.3 estdo resumidos alguns dos estudos realizados sobre o arranque de

reatores termofilicos a partir de biomassa mesofilica.
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Tabela 1.3 - Revisao de literatura — adaptacdo de biomassa mesofilica a condi¢des termofilicas

Tipo de
reator

CSTR (escala
piloto)
3000L

CSTR
45L (2,6L
volume de
trabalho

UASB 2,8L

SEBAC
modificado

35L (251 volume
trabalho)

Tipo de inéculo

Mistura de lamas
primarias e secundarias,
provenientes de uma
estacdo de tratamento de
aguas residuais.

Lamas mesofilicas
digeridas.

Biomassa floculenta
(reator 1); Biomassa
granular (reator 2);
Biomassa granular
desintegrada (reator 3).

Mistura de lixiviado com
lamas.

Substrato

Residuos de uma estagéo de
tratamento de aguas
residuais e residuos
organicos municipais.

Lamas primarias e lamas
ativadas, oriundas de estacdo
de tratamento de aguas
residuais (ETAR).

Agua residual sintética
composta essencialmente
por leite e sacarose.

Estrume de porco (reator A).
Lamas de uma estagdo de
tratamento de aguas
residuais (reator B).

Método utilizado

Aumento de 37 °C para 55 °C num
Ginico passo.

Operagdo durante 2 meses em
condic¢Bes mesofilicas (37°C).
Subsequente subida gradual da
temperatura:

Reator A: 37 °C > 42°C > 47°C
>51°C>55°C

Reator B: 37 °C > 55 °C

Operacéo a 37 °C durante 10 dias,
seguida de um aumento para 55 °C
num Unico passo.

Foram utilizados 3 reatores com
caracteristicas idénticas.

Operacdo inicial a 55 °C. Utilizagdo
de dois reatores com as mesmas
caracteristicas, A e B.

Referéncia

Resultados da operagdo Bibliografica

Sistema estavel apds 224 dias de Bolzanella et al. 2003

operagdo a 55 °C.

No reator A a temperatura foi Bouskova et al. 2005
alterada nos dias 1, 11, 35 e 42.
Verificou-se producéo de biogas
durante todo o periodo de operagéo,
variando em quantidade. No reator
B, ap6s o segundo dia de operagdo
(55°C) e durante 5 dias
consecutivos, a produgdo de biogas
foi quase nula, verificando-se a
estabilizacéo do sistema apos 28
dias.

Apos 100 dias de operagdo, todos
0s reatores apresentaram uma
remocéo de CQO com eficiéncia
superior a 95%.

Fang e Lau 1996

Fdéz-Guelfo et al.
2010

No reator A durante os primeiros
12 dias, a producéo de biogés foi
praticamente nula, verificando-se
uma producéo oscilante nos
restantes 88 dias de operago.

No reator B registou-se producéo
de biogas a partir do 5° dia de
operacdo, sendo que apds o 75° dia
deixou de haver producéo.
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CSTR
5L

Reator de fluxo
ascendente
(Filter)

5L

UASB
(5,3L volume de
trabalho)

UASB
5L (4L volume de
trabalho)

Dois CSTR (51L)

Lamas mesofilicas
digeridas.

Lamas obtidas de uma
estacdo de tratamento de
aguas residuais

Biomassa granular e ndo
granular (50:50)

Lamas mesofilicas
digeridas, provenientes de
uma estacdo de tratamento
de &guas residuais

Lamas primarias e lamas
ativadas secundarias.

Residuos de um matadouro
(Tunisia)

Oleo de palma

Residuos de comida
produzidos numa cafetaria

Lamas primarias e
secundarias provenientes de
uma estacéo de tratamento
de aguas residuais

Aumento imediato de 38 °C para 55
°C.

O reator foi operado durante 140
dias a temperatura termofilica.
Aumento de 37 °C para 55 °C num
Unico passo

Operagdo a temperatura mesofilica
até a remocédo da CQO ser 80%,
durante 3 vezes do TRH.

Aumento de 5 °C por etapa até
atingir aos 55 °C

Operacgdo durante 13 dias a 35 °C.
Ao 13° dia realizou-se aumento
imediato para 55 °C

Operagdo durante 80 dias. Aumento
instantaneo da temperatura de 35 °C
para 55 °C (reator A).

Aumento da temperatura em varios
passos: 35 °C > 43 °C; 43 °C >
50 °C; 50 °C - 55°C

Foram necessarios 10 a 15 dias
para a adaptacéo da biomassa as
condicoes termofilicas.

Durante os primeiros 30 dias a
producéo de biogas foi diminuta,
verificando-se um aumento até aos
120 dias, voltando a diminuir
ligeiramente até aos 140 dias

Verificou-se uma produgdo de
biogas crescente durante os 123
dias de operacdo

Apds 0 aumento de temperatura
para 55°C, verificou-se um
aumento instantaneo na producéao
de biogas, voltando a diminuir para
um valor mais baixo

Em ambos os reatores foram
necessarios cerca de 20 dias para
haver uma producéo de biogas
semelhante a que se verificava
antes da alteracdo da temperatura

Ferrer et al. 2010

Gannoun et al. 2009

Khemkhao et al. 2012

Ortega et al. 2008

Palatsi et al. 2009
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1.7 — Objectivos

Este trabalho teve como objetivos principais a adaptagdo de um indculo
mesofilico a condi¢bes termofilicas e posterior aplicacdo no tratamento de diferentes
cargas de oleato, avaliando o rendimento na producdo de metano. Para tal operou-se um
reator em continuo, inoculado com a biomassa mesofilica, a 37°C, realizando-se
aumentos de temperatura de 5°C por semana até a temperatura final de 55°C. Apés a
adaptacdo do inéculo, foram aplicadas cargas de 5, 10 e 20 kg CQO m™ dia™ (50%
CQO-oleato) testando-se a eficiéncia do tratamento de efluente rico em AGCL em
condicBes termofilicas. A biomassa em adaptacdo foi caraterizada quanto a atividade
metanogeénica especifica em acetato e H,/CO,, toxicidade do oleato e

biodegradabilidade do oleato.
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2. Materiais e Métodos

2.1 - Instalacéo experimental

A instalagdo experimental consistiu num reator de fluxo ascendente em acrilico,
de 3.5L de volume util e 4.2L de volume total. O reator foi inoculado com 400g de
biomassa granular mesofilica proveniente da Central de Cervejas (0.083 gSV g™ peso
humido). Promoveu-se a agitacdo do contetdo do reator através de uma corrente de
reciclo instalada entre a base e a terceira porta de amostragem, a um caudal de 778 L
dia™.

Ao topo do reator ligou-se uma linha de gas, contendo uma porta de amostragem
e um contador de biogas (Ritter MGC-1 V3.0 600 ml h™). O sistema foi aquecido
através da circulacdo de agua quente numa camisa externa de aquecimento, tendo-se
ainda revestido o reator com um material isolante para evitar perdas de calor. Na Figura

2.1 representa-se esquematicamente a instalacdo experimental.

(A)
g
tH,

Saida
efluente

y

Reciclo

Alimentacdo

Figura 2.1 — (A) Representacéo esquematica do reator; (B) Imagem ilustrativa do reator.
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2.2 — Substrato

Numa fase inicial o reator foi alimentado com uma &gua residual sintética
composta por leite magro diluido em &gua da rede municipal. Numa fase posterior do
trabalho (171° dia) acrescentou-se oleato de sddio a esta 4gua residual sintética, sendo a
razdo leite:oleato de 50:50% da CQO total. Ao longo de todo o trabalho a alimentacdo
foi suplementada com micronutrientes (1 mL L), macronutrientes (0.6 mL g™* CQO) e
bicarbonato de sédio (5 g L™), de acordo como descrito por Alves et al. (2001). A

composicao das solugdes de nutrientes adicionadas foi a seguinte:

Macronutrientes — MgS04.7H,0: 30.2 g L™"; KH,PO,: 28.3 g L™ KCI: 45g L™,

Micronutrientes — FeCl,.6H,0: 2g L HsBOs: 0.05 g L™ ZnCly: 0.05 g L%
CuCl,.2H,0: 0.038 g L™:; MnCl,.4H,0: 0.5 g L™ (NH4)M070,4.4H,0: 0.05 g L™
AICl3.6H,0: 0.09 g L™*; CoCl,.6H,0: 2 g L™; NiCl,.6H,0: 0.092 g L™*; Na,SeO3.5H-0:
0.164 g L', EDTA: 1 g L™; Resazurina: 0.2 g L™; HCI 37%: 1 mL L. A composigéo
desta solugéo foi baseada no trabalho de Zehnder et al. (1980).

2.3 — Modo de operacéo

Na tabela 2.1 encontram-se resumidas as principais condi¢des de operagdo do
reator. O arranque do sistema (periodo 1) foi efectuado em “batch” em condicdes
mesofilicas (37 °C ) até se verificar producdo de biogas a partir do substrato adicionado
(leite magro). Durante o periodo 2 (dias 10 a 52 de operac¢do) o reator foi alimentado em
continuo com uma carga organica aplicada de 1 kg CQO m™ dia™?, e a temperatura de
operacdo foi aumentada 5°C por semana até se atingir os 55°C. No final desta fase de
adaptacdo, os resultados experimentais mostraram um mau desempenho do sistema (ver
Resultados e Discussdo), pelo que uma fase “batch” foi imposta no periodo 3, seguida
de nova fase de alimentacdo em continuo no periodo 4. Sé apds estabilizacdo do sistema
se iniciou a alimentagdo em continuo com a mistura de leite e oleato de sddio,
aplicando-se uma carga organica de 5, 10 e 20 kg CQO m™ dia™ nos periodos 5, 6 e 8

respetivamente.
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Tabela 2.1 — Condigdes operacionais aplicadas durante a experiéncia

Periodo Tempo Temperaturanobanho Modode  Alimentagdo Concentracdo TRH (dias)

g CQO L™

10-17 37
18-24 45
25.29 50

2
3045 55 ¢ L ! ! !
46-49 50
50-52 65

T £ T - e ——

74-98 65

4 98170 67 ¢ L 1 1 !

6 236-247 67 C L+OL 10 1 10

8 263-266 67 C L+OL 20 1 20

(*) Instalacdo do revestimento térmico do reator.

B — “batch”, C — continuo, L — leite magro, OL — oleato de sodio.
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2.4 — Monitorizacao do sistema

O sistema foi monitorizado periodicamente através da medicdo diaria da
quantidade de biogas produzida, utilizando um Ritter MilliGascounter (Ritter MGC-1
V3.0 600 mi/h). Duas a trés vezes por semana analisou-se também a percentagem de
metano no biogés, a temperatura e pH no interior do reator, a CQO total & entrada e a
CQO total e soltvel+coloidal a saida do sistema, a concentracdo AGV a saida e o teor
de sdlidos totais e volateis na corrente de saida. O caudal de alimentacdo também foi
medido e ajustado quando necessario. Realizou-se também analise de AGCL em tempos
especificos durante os periodos 5 a 9 de operacao.

A composicdo do biogds foi analisada através de cromatografia gasosa,
utilizando o aparelho Micro GC CP 4900 (Varian) com uma coluna de 10 m PPU,
aquecida a 80 °C. Foi usado um detetor de condutividade térmica aquecido a 55 °C e
hélio (150 kPa) como gas de arraste. A temperatura de injecdo foi 110 °C. A quantidade
de metano produzida em cada periodo de operacgdo, foi convertida em rendimento de

metano (%) através da equacdo 2.1:

CH4 (gCQO) produzido durante um periodo
CQO removida (gCQO)

Rendimento de metano (%) = x 100 (2.1)

A CQO foi analisada através de kits rapidos (COD LCK, Hach Lange) de acordo
com o método do refluxo fechado (Standard Methods, 1989), e a leitura foi feita em
espectrofotometro DR 2800 (Hach-Lange GmbH). A CQO soluavel+coloidal foi
analisada ap0s centrifugacdo da amostra durante 10 minutos a 10000 rpm.

As amostras para analise de AGV foram centrifugadas durante 10 min a 10000
rpm, preservando-se o0 sobrenadante a -20°C. Imediatamente antes da anélise adicionou-
se acido crotonico como padrdo interno. A andlise foi efectuada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC), usando uma coluna Chrompack (30 x 6.5 mm) para
analise de &cidos organicos, com uma fase movel de 5 mM H,SO,0.01N a um caudal de
0.6 mL min™. A temperatura da coluna foi de 60°C e a detecdo espectrofotométrica feita
a 210 nm. A fase mdvel foi desgasificada num banho de ultrassons (BRANSON 5510)
durante 20 minutos.

A determinacdo dos solidos foi feita por gravimetria de acordo com o método
descrito no Standard Methods (1989).
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Periodicamente efetuou-se recolha de amostras do conteddo perfeitamente
agitado do reator para analise de AGCL. Os AGCL saturados e insaturados, presentes
na fase liquida ou associados a biomassa (fase solida), foram extraidos e quantificados
de acordo com o método descrito por Neves et al. (2009). De forma sucinta, os AGCL
livres presentes nas amostras sdo esterificados com propanol em meio &cido a alta
temperatura (100 °C) durante 3.5 horas, e extraidos com diclorometano. Para a
quantificacdo utilizou-se um cromatdgrafo Varian 3800 com um detetor de ionizacdo de
chama, com uma coluna (Teknokroma, TR-WAX) eq.CPSil 52 CB 30 m x 0.32 mm x
0.25 pm. Foi usado hélio como gas de arraste com um caudal de 1 ml min™®. A
temperatura inicial do forno foi 50°C (2 min), aumentando 10°C min™ até & temperatura
final de 225°C. A temperatura do injetor e detetor foi 220°C e 250°C respetivamente.

2.5 - Amostragem e caracterizagdo da biomassa

Ao longo da operacdo do reator fizeram-se trés amostragens da biomassa, em
trés tempos distintos de operacdo: t, = 0 dias, correspondente ao indculo inicial com
caracteristicas mesofilicas que foi testado a 37°C; t; = 78 dias, que consistiu numa
amostra de contetdo perfeitamente agitado do reator, apos este ser operado em “batch”,
testado a 55°C; t, = 171 dias, referente a uma amostra de contetdo perfeitamente
agitado do reator, ap6s este ser operado em continuo com uma carga de 1 kg CQO m™
dia™, testado a 55°C.

Para a recolha das amostras de biomassa abriu-se a tampa do reator e agitou-se
todo o conteddo presente no interior, com o auxilio de um agitador manual, retirando-se
(em simultaneo) a amostra pela segunda porta de amostragem do reator. No final da
amostragem injetou-se N, através da parte superior do reator, para refluxar e manter o
ambiente em condi¢des anaerobias.

As amostras retiradas foram utilizadas para testes de atividade metanogénica
especifica em acetato e H,/CO,, testes de toxicidade onde se utilizou acetato e oleato
(concentragdes de 100, 300, 500, 700 e 900 mg L™) e testes de biodegradabilidade na
presenca de oleato (concentracdes de 100, 300, 500, 700 e 900 mg L™). Estes testes
foram realizados na sala quente (37°C) e em incubadoras a 55°C, onde foram
monitorizados regularmente através da medicdo da pressdo no interior das garrafas,

utilizando-se para isso um transdutor de pressdo (Centrepoints Electronics, Galway,
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Irlanda) com um sensor de diafragma (n° 303-343, R.S. Components Ltd., Corby,
Northants, Inglaterra), que mede variacfes de pressdo com uma capacidade de +2
atmosferas (0+202.6KPa), que corresponde a uma gama de (-200mV a 200mV). O
transdutor é ainda composto por um painel (z° 258-041, R.S. Components Ltd., Corby,
Northants, Inglaterra) que esta ligado ao sensor e € alimentado por um transformador de
9V DC.

2.5.1 — Ensaios de atividade metanogenica especifica

A atividade metanogénica especifica foi determinada de acordo com o método
descrito por Colleran et al. (1992). Os ensaios foram feitos em duplicado/triplicado para
cada substrato e para os brancos. Em cada garrafinha o volume de trabalho foi de 12.5
mL em 25 mL (volume total) para os substratos liquidos (acetato) e 12.5 mL em 70 mL
(volume total) para os substratos gasosos. Nos testes gasosos utilizou-se uma mistura de
H./CO; (80:20% v/v) como substrato e uma mistura de N,/CO, (80:20% v/v) como
branco.

Em cada frasco adicionaram-se determinados volumes de biomassa e tampéo
anaerobio, com a finalidade de se obter uma concentracdo de solidos volateis entre 2 e 5
g L™, num volume de trabalho de 12.5 mL. Os frascos foram fechados com rolhas de
borracha e selados com cépsulas de aluminio. Seguidamente todos os frascos de 25 mL
foram refluxados com N,/CO; e adicionou-se 0.1 mL de Na,S (agente redutor), ficando
durante uma noite a 37°C/55°C agitados a 150 rpm.

Em cada frasco de 25 mL colocou-se 0.125 mL de substrato (acetato),
correspondendo a uma concentracdo de 30 mM, excetuando os frascos dos ensaios em
branco. De seguida acertou-se a pressdo no interior das garrafas, de modo a ficarem
pouco pressurizadas (20 — 30 mV) e foram colocadas a 37°C/55°C com agitacdo de 150
rpm. Relativamente as garrafas de 70 mL, pressurizou-se cada uma a 1 bar (100 mV)
com a respetiva mistura gasosa, sendo igualmente incubadas a 37°C/55°C e 150 rpm.

A medicdo da pressao foi iniciada passada cerca de uma hora, repetindo-se as
medi¢cdes com intervalos de 1 a 2 horas, mediante a producdo de biogds em cada
garrafa.

Em relagdo aos substratos, a degradacdo dos substratos liquidos resulta num
aumento de pressdo, enquanto na degradagdo do substrato gasoso (H,/CO,) verifica-se
um decréscimo de presséo. Isto explica-se pela transformacédo de 5 moles de H, e CO,
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numa Unica mole de metano (4H,+CO,>CH4+2H,0). Os testes de atividade
metanogénica consideraram-se terminados quando a pressdo deixa de variar, e
simultaneamente o valor da pressdo obtida corresponde ao consumo aproximado do
total de substrato.

Apobs o término dos testes realizou-se analise ao biogas, mediu-se o volume
vazio de cada garrafa e determinaram-se 0s sélidos volateis presentes em cada garrafa.
Para analisar a percentagem de metano, utilizou-se o Micro GC CP 4900 (Varian) que
possui uma coluna de 10 m PPU, aquecida a 80 °C. Foi usado um detetor de
condutividade térmica aquecido a 55 °C e hélio (150 kPa) como gas de arraste. A
temperatura de injecdo foi 110 °C. Injetou-se uma amostra em triplicado de padréo
(40% CHyg, 40% CO,, restante N,) e uma amostra em triplicado retirada de cada garrafa.

A determinacdo do volume vazio em cada garrafa realizou-se através da injecéao
de 5 mL de ar, registando-se 0 aumento de presséo utilizando o transdutor. Repetiu-se
este procedimento trés vezes por cada garrafa analisada. Os solidos volateis foram
determinados pelo método descrito no Standard Methods (1989).

O procedimento para célculo da atividade metanogénica especifica encontra-se

descrito no anexo |.

2.5.2 — Ensaios de toxicidade do oleato sobre a atividade metanogénica acetoclastica

O procedimento utilizado para a realizacdo dos ensaios de toxicidade
metanogénica foi baseado no descrito por Colleran e Pistilly (1994). O objetivo destes
testes consiste na monitorizacdo da producédo de biogas, na presenca de um inibidor de
atividade especifico, neste caso oleato de sddio comercial em concentracGes de 100,
300, 500, 700 e 900 mg L™. Como substrato foi usado acetato de sédio 30 mM. Os
testes realizaram-se em garrafas de 25 mL, com um procedimento idéntico ao descrito
nos pontos 2.5 e 2.5.1. Os ensaios em branco foram preparados sem adicéo de substrato
nem inibidor; ensaios de controlo foram preparados apenas com acetato, mas sem
oleato. O meio basal utilizado foi também o mesmo descrito no anexo I.

A toxicidade do oleato de sddio foi expressa em termos do indice de toxicidade
(ICsp), que representa a concentracdo de oleato para a qual a atividade metanogénica
acetoclastica é reduzida a 50% da atividade méxima (obtida nos ensaios de controlo).
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2.5.3 — Ensaios de biodegradabilidade do oleato de sddio

Os testes de biodegradabilidade foram realizados para verificar a capacidade de
biodegradagcdo por parte da biomassa. O oleato foi usado como substrato, nas
concentracdes de 100, 300, 500, 700 e 900 mg L™. O procedimento experimental foi
idéntico ao descrito nos ensaios de atividade e toxicidade. O meio basal utilizado foi
suplementado com nutrientes, de acordo com o descrito no anexo Il. O procedimento

para célculo da producdo especifica de metano encontra-se descrito no anexo 1.

21



3. Apresentacao de Resultados e Discussao

A acumulacdo de AGCL em reatores continuos, por adsor¢do a biomassa, tem
limitado severamente o tratamento anaerdbio de efluentes ricos em gorduras, bem como
a recuperacdo do potencial energético destes compostos na forma de biogés. A chave
para um tratamento eficiente e méaxima producdo de metano parece residir na
capacidade de evitar a acumulacédo destes compostos no sistema. Cavaleiro et al. (2009)
mostraram que se a biomassa for adaptada aos AGCL através de uma operacdo em
ciclos, alternando fases de alimentacdo em continuo e fases “batch” de degradacdo do
substrato acumulado, o tratamento continuo a altas cargas é possivel. Estes autores
trabalharam em condicGes mesofilicas e esta estratégia nunca foi testada em condi¢cdes
termofilicas. Neste trabalho, apdés uma primeira fase de adaptacdo de biomassa
mesofilica a condi¢Bes termofilicas, testou-se o tratamento de um efluente sintético
contendo oleato de sddio usando uma estratégia semelhante a descrita por Cavaleiro et
al. (2009).

Durante os periodos de alimentacdo em continuo a carga organica aplicada variou
entre 1.0£0.1 e 21.4+1.0 kg CQO m™ dia™, e 0 TRH manteve-se aproximadamente 1 dia
(figura 3.1 e tabela 3.1).

25 r 2,0
© (‘ —e— Carga
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«c O I
oy > B n:
5 g 10 08 &
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Figura 3.1 — Evolugdo da carga orgénica aplicada e TRH ao longo do tempo de operacéo (1 - 9

representam os periodos de operacao do reator).
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Tabela 3.1 — Valores médios das condi¢cfes experimentais aplicadas e parametros de performance do reator nos varios periodos de operacao

Periodo Tempo

(dias)

Modo de
operacao

CQO aentrada

(mg L)

TRH (dias)

Carga organica aplicada
(kgCQO m=dia™)

Eficiéncia de remocéo
da CQO sol.+col. (%)

Rendimento em
metano (%)

1 0-9

2 9-53

3 53-74
4 74-171
5 171-236
6 236-248
7 248-263
8 263-267

9 267-284
B, “Batch”; C, Continuo.

O Tm oo o0 W o w

1009 + 125
926 + 123
4978 £ 1194
9965 + 646

21070 + 297

1.01+0.14
0.96 + 0.04
0.97 +0.03
1.01+0.03

0.99+0.03

1.0+0.1
5112
9.9+0.8

214+1.0

83.2+23.0

76.2+21.8
86.2+5.9

79.1+11.3

71727
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3.1 - Arranque do reator e adaptacédo da biomassa a condi¢des termofilicas

A evolugdo da temperatura no interior do reator durante a fase de arranque e
adaptacdo da biomassa a condi¢Bes termofilicas encontra-se representada na figura
3.2(a). Devido a perdas de calor no sistema notou-se alguma instabilidade neste
parametro durante os periodos 1 e 2 de operacdo, mas apoés instalacdo do revestimento
térmico do reator este problema foi ultrapassado, conseguindo-se assegurar uma maior
estabilidade e rigor nos valores da temperatura medidos no interior do sistema.

O aumento da temperatura imposto durante os periodos 1 e 2 perturbou de forma
acentuada a comunidade microbiana mesofilica presente no inoculo, em particular as
arquea metanogénicas, tal como se pode ver pela elevada instabilidade registada na
producdo de metano (figura 3.2(b)). A remocdo da CQO solivel+coloidal também
apresentou uma tendéncia decrescente que se tornou mais abrupta no final do periodo 2,
facto que foi acompanhado pela auséncia de producdo de metano e aumento da
concentracdo de acetato a saida do sistema (figura 3.2(a) e (b)). Estes resultados
mostram que o0 aumento de temperatura inibiu a atividade dos microrganismos
metanogénicos acetoclasticos, mas ndo das bactérias acetogénicas.

A diminuicdo drastica da producdo de metano levou a decisdo de parar a
alimentacdo ao reator durante o periodo 3 (“batch”), como forma de tentar recuperar a
atividade da comunidade microbiana presente no sistema. Contudo, durante este periodo
a concentracao de acetato continuou a aumentar, atingindo cerca de 950 mg 4cido L™. O
poder tampdo do sistema, proporcionado pela adicdo de bicarbonato de sddio, garantiu
que o pH nunca baixou excessivamente devido a producdo de &cidos. Com efeito,
durante todo o tempo de operacdo, o pH manteve-se aproximadamente constante, tendo
como valor médio 7.7+0.3. Para promover lavagem deste &cido do sistema e evitar
completa inibicdo de todo o processo reiniciou-se a alimentagdo em continuo no periodo
4. Efetivamente, a recuperacdo da atividade metanogénica verificou-se apds um periodo
de cerca de 50 dias, durante os quais a producdo de metano foi nula, apés diminuicdo
acentuada da concentracdo de acetato do sistema. Outros autores (e.g. Bouskova et al.
2005; Palatsi et al. 2009), também verificaram a existéncia de periodos de muito baixa
producdo de metano durante a adaptacdo de biomassa mesofilica a condicGes
termofilicas quando o aumento da temperatura foi feito gradualmente, tal como neste
trabalho. Geralmente quando 0s microrganismos metanogénicos Sdo sujeitos a

temperaturas entre 43 — 50°C, a sua atividade diminui drasticamente, sejam eles
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mesofilicos ou termofilicos (Choorit e Wisarnwan 2007). A producéo de metano atingiu
valores relativamente estaveis por volta do dia 123 de operagdo (figura 3.2(b)), a partir
do qual se considerou que a biomassa estava adaptada as condigdes termofilicas
impostas. A eficiéncia de remocdo da CQO também recuperou para valores elevados e

manteve-se cerca de 93+2% desde esse dia até ao final do periodo 4.
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Figura 3.2 — Evolucdo da temperatura no interior do reator e dados de operacéo durante a fase
de arranque a adaptacéo da biomassa a condi¢des termofilicas (1 - 4 representam os periodos de
operagéo do reator).

25



A inibicdo das arquea metanogénicas consumidoras de acetato foi confirmada
através dos testes de atividade metanogénica especifica realizados com o inoculo (to) e
com as amostras de biomassa recolhidas apds 78 e 171 dias de operacao,
correspondendo respetivamente ao inicio e ao final do periodo 4 de operacdo (durante o
qual ocorreu a recuperacdo da producao de metano). Os resultados obtidos encontram-se
compilados na tabela 3.2 e mostram que os valores de atividade em acetato no tempo ty
e t, sdo semelhantes, enquanto que em t; esta atividade é praticamente nula. Em H,/CO,
a atividade em tp e t; € praticamente idéntica, sendo superior em t,. Aparentemente a
estratégia de adaptacdo aplicada funcionou como forca motriz para a selecdo das arquea
metanogénicas acetoclasticas que, estando presentes no inéculo mesofilico, sdo capazes

de resistir e crescer ativamente a temperatura de 55 °C.

Tabela 3.2 — Atividade metanogénica especifica em acetato e H,/CO,

Atividade metanogénica especifica (MLCH,@PTN g~SV dia™)

Tempo Acetato H,/CO,

to (O dias) 199 + 18 611 £ 16

t; (78 dias) 13+£2 600 + 34
t, (171 dias) 217 +33 1118 + 390

Tendo em vista o posterior tratamento de uma agua residual com oleato, a
toxicidade deste composto face as arquea metanogénicas acetoclasticas presentes nas
amostras de biomassa (to, t; e t;) foi também avaliada. Os ensaios de toxicidade
realizados focaram-se neste grupo microbiano uma vez que, de entre os diversos grupos
troficos presentes na digestdo anaerdbia, estas estdo descritas como sendo as mais
sensiveis a condicdes adversas e a presenca de substancias toxicas (Gujer and Zehnder.
1983).

Os resultados obtidos nos testes de toxicidade realizados com o in6culo (figura
3.3(a)) mostram que nao houve inibicdo da atividade metanogénica acetoclastica pelas
diferentes concentracGes de oleato testadas, uma vez que todas as curvas apresentam
declives semelhantes e auséncia de fases lag. Estes ensaios foram realizados a 37 °C e

comprovam o potencial deste indculo para o trabalho a realizar.
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Figura 3.3 — Producdo especifica de metano nos testes de toxicidade realizados nos tempos t, =
0 dias (a), t; = 78 dias (b) e t, = 171 dias (c). Os ensaios foram realizados na presenca de 30 mM
de acetato e diferentes concentracdes de oleato de sodio; ensaio em branco — sem adicdo de
acetato nem oleato; ensaio de controlo — 30 mM de acetato mas sem oleato.
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Apbs 78 dias de operacdo, a reduzida atividade metanogénica especifica torna dificil a
avaliacdo da toxicidade do oleato (figura 3.3(b)), mas no final do periodo de adaptacédo
(to = 171 dias) a toxicidade do oleato de sodio é evidenciada pela diminui¢do do declive
das curvas de producdo de metano e aumento da fases lag com o aumento da
concentracdo de oleato adicionada. Neste ensaio todas as concentracfes testadas
induziram uma diminuicdo da atividade metanogénica especifica em acetato superior a
53%, justificando a necessidade de adaptar esta biomassa termofilica ao oleato de sodio.

Relativamente aos ensaios de biodegradabilidade realizados foi possivel
verificar que as trés amostras de biomassa testadas apresentavam capacidade de
biodegradar oleato. Contudo, a produgdo méxima de metano registada ficou sempre
aquém da esperada teoricamente, como € possivel verificar na tabela 3.3.
Genericamente foi no tempo t, que se obtiveram os melhores valores de rendimento em
metano, evidenciando uma melhor capacidade de degradacdo do oleato relativamente ao
indculo e a biomassa presente no reator no inicio do periodo 4 de operacao (78 dias).
Por outro lado, a degradacgéo do oleato por estas biomassas revela-se um processo lento,
uma vez que os valores de rendimento em metano apresentados na tabela 3.3. referem-

se a periodos de incubacdo sempre superiores a 20 dias.

Tabela 3.3 — Rendimento de metano nos testes de biodegradabilidade do oleato

Rendimento de metano (%)

Concentragéo ) ) )
1 to = 0 dias t; = 78 dias t, =171 dias

oleato (mg L™)

100 72 39 71

300 36 46 60

500 33 51 44

700 34 49 62

900 28 50 40
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3.2 — Tratamento termofilico de efluente rico em oleato

Ap0s adaptacdo da biomassa testou-se o tratamento termofilico de um efluente
sintético rico em oleato (periodos 5 a 9 de operacéo), tendo-se mantido a temperatura no
interior do reator aproximadamente constante, i.e. 54.3+0.9°C. Aplicou-se uma carga
organica de 5.1 + 1.2 kg CQO m™ dia™* (50:50% leite:oleato), de acordo com o descrito
por Cavaleiro et al. (2009), correspondendo esta carga a uma concentragdo de cerca de
2.5 g CQO-oleato L™ de alimentacio (tabela 3.1). Durante este periodo a eficiéncia de
remocao da CQO manteve-se elevada, com valores médios de 86+£6% (figura 3.4(a) e
tabela 3.1), embora ligeiramente mais baixa do que no final do periodo anterior. Notou-
se uma certa instabilidade na produgdo de metano ao longo do tempo (figura 3.4(b)) e 0
rendimento em metano deste periodo foi de 48%, mostrando que nem toda a CQO
removida estava a ser convertida a metano. Esta diferenca pode dever-se a acumulacao
transiente de AGV (concentrac@es inferiores a 500 mg/L, figura 3.4(c)) ou ao acumulo
de AGCL, uma vez que no final do periodo se quantificou cerca de 240 mg oleato/L
(figura 3.4(d)), que corresponde a cerca de 690 mg CQO-oleato/L. O crescimento da
biomassa também pode ter contribuido para esta diferenca.

Quando se aumentou a carga organica aplicada para 9.9 + 0.8 kg CQO m™ dia™
(periodo 6) ou 21.4 + 1.0 kg CQO m™ dia™ (periodo 8) a produco de metano diminuiu
de forma abrupta, tornando-se praticamente nula (figura 3.4(b)) e verificou-se
acumulacdo de AGV no sistema, em particular de acido acético (figura 3.4(c)).
Aparentemente, as elevadas cargas de oleato aplicadas inibiram as arquea
metanogénicas acetoclasticas. No final do periodo 8 quantificaram-se cerca de 2700 mg
oleato L™ e 440 mg palmitato L™, valores bastante superiores aos descritos como
capazes de induzir inibi¢do das arquea metanogénicas. A interrupcdo da alimentacao ao
reator com vista a recuperacao desta atividade parece ter sido eficaz durante o periodo
7, como mostra a diminuicdo da concentracdo de AGV / &cido acético e o reiniciar da
producdo de metano. Contudo, apés os 16 dias de operacdo em “batch” do periodo 9 a
recuperacdo do sistema ainda ndo tinha sido alcancada, verificando-se elevadas

concentragdes de AGV e um baixo rendimento em metano (5%, tabela 3.1).
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Figura 3.4 — Parametros de performance do reator durante o tratamento termofilico de um

efluente sintético rico em oleato de sodio (5 - 9 representam os periodos de operacdo do reator).
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Os solidos suspensos volateis (SSV) a saida do reator apresentaram valores
relativamente constantes ao longo do tempo (cerca de 200 mg SSV L™), verificando-se
um aumento a partir do periodo 5 de operacdo (figura 3.5), correspondendo ao periodo
em que o reator deixou de ser alimentado apenas com leite, e se passou a adicionar
também oleato na alimentacdo. Esta situacdo pode ser consequéncia da adsorcdo do
oleato na biomassa, 0 que a torna flutuante e mais susceptivel a ser eliminada por
lavagem, conduzindo a um teor de SSV mais elevado na corrente de saida (Hwu, 1997).
A perda de biomassa ativa também pode ter contribuido para a diminuicao da atividade

dentro do reator.
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Figura 3.5 — Evolugdo da concentracdo de SSV na corrente de saida do reator, ao longo do
tempo de operacdo. (1-9 representam os periodos de operagdo do reator).

No trabalho de Cavaleiro et al. (2009), que serviu de referéncia a este estudo os
autores realizaram quatro ciclos sucessivos de fases continuo/”batch” com a mesma
carga organica aplicada, tendo verificado um aumento do rendimento de metano a cada
ciclo. O quinto ciclo foi efetuado com carga organica aplicada superior, e o rendimento
de metano foi também mais elevado. Os resultados obtidos neste estudo sugerem que
poderia ter sido boa opgdo fazer varios ciclos sucessivos aplicando uma carga organica
de 5 kg CQO m™ dia™, até se alcancar um bom rendimento em metano, e s6 depois

avancar para cargas organicas mais elevadas.
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4. Conclusoes

A adaptacdo de biomassa mesofilica a condicdes termofilicas foi alcangcada com
sucesso neste trabalho, tendo-se utilizado um método de aumentos graduais da
temperatura de 5°C por semana. O aumento da temperatura, em particular na gama entre
45 e 55°C, levou a uma diminuicdo acentuada da producdo de metano, tornando-se
praticamente nula durante cerca de 50 dias. Apos este periodo o sistema foi capaz de
recuperar a sua atividade, alcancando valores elevados de remoc¢do da CQO (93%) e
producdo de metano (aproximadamente 700 mL CH, dia™). A adaptacdo revelou-se um
processo relativamente lento, uma vez que foram necessarios cerca de 123 dias até
estabilizacdo do reator. Este processo de adaptacdo parece estar associado a uma
inibicdo das arquea metanogénicas acetoclasticas e posterior selecdo daquelas capazes
de crescer ativamente a 55°C.

Ap0s adaptacdo da biomassa testou-se o tratamento termofilico de um efluente
sintético com oleato as cargas 5, 10 e 20 kgCQO m™ dia™. As cargas mais elevadas
obrigaram a aplicacdo de fases em “batch” para degradacdo do substrato acumulado,
uma vez que a producdo de metano diminuiu de forma acentuada e houve acumulacao
de AGV no sistema. Os resultados obtidos sugerem a necessidade de adaptar a biomassa
ao oleato antes de avancar para as cargas organicas mais elevadas.
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Anexo |

Atividade metanogeénica especifica

Meio basal (tamp&o anaerobio)

Na preparacdo do meio basal adicionou-se 1 mL/L de rezasurina (1g/L) a agua
destilada. De seguida ajustou-se o0 pH a um valor de 7 — 7.2, através da adi¢cdo de NaOH
ou HCI 8N. Por fim adicionaram-se 3.05 g/L de bicarbonato de sddio.

Célculo da atividade metanogénica (acetotroéfica)

Os valores de mV obtidos, representaram-se graficamente em funcéo do tempo e
calcularam-se os respetivos declives na zona linear inicial, em mV por hora. Os valores
correspondentes ao aumento de pressao em mV/mL de ar injetado divididos pelos
declives anteriores, exprimem os valores dos declives em ml de biogas produzido por
hora (mL/h). Através da seguinte equacdo determinou-se a percentagem de metano
presente no biogas (MP):

MP = X %CHa4 0

(Vh+Vc)
Ve

Vh representa o volume de gas presente inicialmente na garrafa

V¢ corresponde ao volume de biogas produzido durante o teste

%CH, é a percentagem de metano presente no biogas em cada frasco (no final do

ensaio)

Sendo Vh e Vc calculados através das seguintes equacoes:

leitura em mV correspondente a 1 atm
Vh = ()

mV /mL

leitura final,mVv
y = elurafinabmy (1)

mV /mL
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Multiplicando os mL de gas produzido numa hora por 24, pela percentagem de
metano e pelo fator de calibracdo do transdutor (FC) e fazendo a divisdo deste resultado
pelos sélidos volateis, obteve-se o valor final da atividade metanogénica especifica

mL/hX24XMPXFC
N4

Atividade metanogénica especifica = (1v)
que se expressa em mLCH;@PTN/gSV.dia. O fator de calibracdo de cada

transdutor é representado por FC, e permite a conversao dos valores para as condicdes

normais de temperatura e pressao (PTN). Com os valores de atividade obtidos subtrai-se

a atividade especifica calculada para os brancos (calcula-se da mesma forma).

Célculo da atividade metanogénica (hidrogenotroéfica)

Nos substratos gasosos o decréscimo de pressdo verificado, converteu-se
diretamente em mL de CH,4 que foram produzidos em cada etapa de registo de pressao,

utilizando a seguinte equagéo:

Volume CHq(mL) = Pa-n=Pem V)

mV /mLx4

sendo que P.1) € P(y) correspondem aos mV nos tempos n-1 e n respetivamente.
A producdo total de gas corresponde ao somatorio do volume de metano produzido em

cada ponto.

Através do declive inicial da representacdo grafica do volume de metano
produzido ao longo do tempo, obteve-se a taxa inicial de producdo de metano (mL/h).
Assim sendo determinou-se a atividade metanogénica hidrogenofilica pela seguinte

equacéo:

MLCH 4/hX24XFC
sv

Atividade metanogénica especifica = (VD)
expressa em mLCH4@PTN/gSV.dia.
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A atividade final foi obtida pela subtracdo dos valores de atividade nos ensaios

em branco (atividade calculada da mesma forma).

Anexo |1

Meio basal (tamp&o anaerobio)

Nos testes de biodegradabilidade usou-se um meio basal descrito por Angelidaki
and Sanders (2004). No paragrafo seguinte apresenta-se a composi¢cdo dos diferentes
reagentes utilizados na elaboragéo do meio basal. As concentracfes apresentam-se em g
L de 4gua destilada.

(A) NH4CI, 100; NaCl, 10; MgClI,6H,0, 10; CaCl,2H,0, 5

(B) KoHPO43H,0, 200

(C) resazurina 0.5

(D) FeCl»4H,0, 2; H3BOs, 0.05; ZnCl,, 0.05; CuCl,2H,0, 0.038; MnCl,4H,0,
0.05; (NH4)6Mo0;0244H,0, 0.05; AICI3, 0.05; CoCl,6H20, 0.05; NiCl,6H,0,
0.092; etilenodiaminoeteracetato, 0.5; HCI concentrado, 1 mL; Na,SeO35H,0,
0.1

(E) mistura de vitaminas (mg L™): biotina, 2; acido félico, 2; acido piridico, 10;
riboflavina, 5; tiamina hidrocloridro, 5; eianocobalamina, 0.1; &cido nicotinico,

5; acido P-aminobenzoico, 5; acido lipidico, 5; &cido DL-pentatidnico

Para a preparacdo de 1 litro de meio basal adicionou-se 974 mL de &gua destilada,
10 mL da soluc¢éo (A), 2 mL da solucdo (B), 1 mL da solugédo (C), 1 mL da solucédo (D),
1 mL da solucéo (E), 0.5 g de cisteina hidrocloridra e 2.6 g de NaHCO:s.

Célculo da producéo especifica de metano

No final calculou-se a producgéo especifica de metano através da seguinte
equacéo:
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mL/hX24XMPXFC

o (1

Producao especifica de metano (mL CH4/gSV.dia) =

onde

mL/h traduz a producdo inicial de metano

MP corresponde a percentagem de metano no biogds produzido durante o teste e
calculada de acordo com a equacdo | do anexo I.

FC é o fator de calibracdo do transdutor

SV representa o teor de solidos volateis presentes na garrafa

Aos valores obtidos foram subtraidos os valores calculados do mesmo modo

para 0s ensaios em branco.

41



	Página 1
	Página 2
	Página 3

