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Sumario

Com este trabalho procurou-se estudar o efeito de sobrecargas de é&cido oleico no

desenvolvimento da biomassa num filtro anaerdbio, avaliando paralelamente o seu desempenho.

O digestor foi alimentado com um efluente lacteo sintético contendo oleato, aumentando-se
cinco vezes a carga organica aplicada, quer atraves do aumento da concentracdo (choque

organico), quer através da diminuigdo do tempo de retencdo hidraulico (choque hidréaulico).

O desempenho do digestor foi avaliado durante 286 dias em termos de eficiéncia de remocao de
CQO (Caréncia Quimica de Oxigénio) soltvel e teores em AGV (Acidos Gordos Volateis) e SV
(S6lidos Volateis) presentes na corrente de saida. Ambas as perturbacfes do estado
(pseudo)estacionario de funcionamento do digestor provocaram uma nitida deterioracdo do seu
desempenho, verificando-se uma diminuicdo da eficiéncia de remocdo de CQO solavel (de um
valor médio de 94.3 % para 30.2 %, no chogue organico, e 73.2 %, no choque hidraulico) e um
aumento dos AGV e SV a saida. Estes efeitos foram mais acentuados no caso do chogue

orgénico, verificando-se ainda uma recuperacao mais lenta apos esta situagao.

Utilizando uma metodologia previamente desenvolvida para permitir a recolha de amostras de
biomassa durante a operacdo do digestor, estudou-se o seu desenvolvimento nas duas situacfes
de instabilidade. O choque hidraulico induziu uma diminui¢do da quantidade de biomassa
aderida, observando-se um efeito contrario no caso do choque orgénico. A actividade
metanogénica especifica de alguns grupos tréficos fundamentais envolvidos no processo exibiu
uma tendéncia decrescente até a finalizacdo das perturbagdes introduzidas, recuperando
posteriormente. Os efeitos observados foram mais acentuados na situacdo de sobrecarga
organica, verificando-se também uma recuperagdo mais lenta. As actividades metanogénicas em
propionato e butirato foram profundamente inibidas, enquanto que a actividade em etanol foi
estimulada, nas condi¢Bes de choque hidraulico. O forte efeito inibitério do oleato de sddio
sobre as bactérias acidogénicas traduziu-se na auséncia de actividade por parte deste grupo
tréfico durante 8 horas ou mais. A resisténcia das bactérias metanogénicas acetoclasticas a
toxicidade do oleato de sddio foi superior no caso do choque hidraulico, tendo-se observado um

aumento do valor do indice de toxicidade, representativo de um efeito de adaptacéo.



Abstract

The aim of this work was the study of the biomass development in an anaerobic fixed-film

reactor under toxic shock loading conditions, as well as the performance of the digester.

The reactor was fed with a synthetic dairy waste containing oleate. The applied organic loading
rate was increased 5 times, by increasing the concentration (organic shock) or by lowering the

hydraulic retention time (hydraulic shock).

The performance of the digester was followed by soluble COD (Chemical Oxygen Demand)
removal efficiency and effluent VFA (Volatile Fatty Acids) and VS (Volatile Solids) levels.
Under organic and hydraulic shock conditions the soluble COD removal efficiency was reduced
(from 94.3 % to 30.2 % and 73.2 %, respectively), and the VFA and VS accumulated in the
effluent. These effects were more accentuated in the organic shock conditions, and the recovery

was slower in this situation.

An anaerobic fixed-bed reactor configuration previously developed, that allowed the regular
withdrawal of some accumulated biomass, was used to study the biomass characteristics during
the shocks. The hydraulic shock reduced the concentration of adhered biomass. A decrease in
the specific methanogenic activity was observed in both shock situations, being this effect again
more accentuated in the organic shock. Also, in this situation the recovery was slower. The
propionic and butiric methanogenic activities were strongly inhibited, while the methanogenic
activity in etanol was stimulated, under hydraulic shock conditions. The lack of acidogenic
activity during the first 8 hours or more, in both shocks, suggests a strong inhibitory effect of
oleic acid on this trophic group. The tolerance of acetoclastic bacteria to sodium oleate was
higher under hydraulic shock conditions, and it was observed that the toxicity index 1Cso

increased during this situation.
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NOTAS:

Lista de Abreviaturas

Acidos gordos de cadeia longa

Acidos gordos volateis

Adenosina tri-fosfato

Caréncia quimica de oxigénio (ML™)
Digestor anaerdbio de manto de lamas de leito expandido
Cromatografia gasosa

Cromatografia liquida de alta eficiéncia
indice de toxicidade

Pressao e temperatura normais

Sélidos suspensos volateis (ML)
Sélidos volateis (ML)

Tempo de retengéo hidréaulico (T)
Tempo de retencédo de sélidos (T)

Digestor anaerobio de manto de lamas de fluxo ascendente

1. Por uma questdo de legibilidade, optou-se por capitalizar a letra que designa a unidade

litro. Assim, o convencional | é substituido por L.

2. As unidades da Caréncia Quimica de Oxigénio, que, em rigor, devem ser mgO,/L ou gO,/L

séo substituidas por mg/L ou g/L ou mesmo por mgCQO/L ou gCQO/L.
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1. Revisao Bibliografica

1.1 Introducao

Com a intensificacdo das preocupacdes ambientais e a aplicacdo de leis mais restritivas,
é evidente a necessidade actual de se desenvolverem métodos de tratamento de aguas
residuais cada vez mais eficientes. Os efluentes industriais revelam-se particularmente
problematicos, devido a sua elevada carga poluente e possibilidade de flutuacdes de
caudal e concentracdo. Podem ainda conter substancias toxicas e ser desequilibrados em

termos de nutrientes (NACHAIYASIT E STUCKEY, 1995).

Os processos biolégicos tém sido largamente utilizados no tratamento de efluentes
municipais e industriais, revelando-se, na maior parte dos casos, mais economicos e
eficientes do que os processos fisico-quimicos (Rinzema, 1988). Durante as duas ultimas
décadas o processo de digestdo anaerdbia assumiu gradualmente um papel importante
no tratamento de aguas residuais, tornando-se uma alternativa economicamente viavel

face aos processos aerdbios tradicionais.

Sdo referidas na literatura diversas vantagens dos processos anaerobios face aos
aerobios, nomeadamente: reduzidas necessidades nutricionais, baixa producdo de
solidos, menor consumo de energia, baixos custos de capital e operagdo, producdo de
metano, capacidade da biomassa preservar a sua actividade apds longos periodos sem
operar e tolerancia a condi¢bes ambientais adversas (LetTinca et al., 1980, ECKENFELDER
et al., 1988, Rinzema, 1988, HaLL, 1992, NAcHAIYASIT E STuckey, 1995, VaN Lier et al.,
1997). Por outro lado, as limitagdes vulgarmente referidas para este tipo de processos,
nomeadamente longos periodos de tempo para o arranque, elevados tempos de retencéo,
sensibilidade a tdxicos e instabilidade, tém vindo a ser ultrapassadas pelo crescente
conhecimento da bioquimica, fisiologia e ecologia do processo, a par do
desenvolvimento de novas configuracdes de reactores altamente eficientes (LETTINGA et
al., 1980, EckenreLDER et al., 1988, Rinzema, 1988).
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De facto, nos ultimos anos verificaram-se enormes avangos no desenvolvimento da
tecnologia em digestdo anaerdbia, nomeadamente no desenho de reactores de alta carga,
onde a retencdo da biomassa permite individualizar os tempos de retencdo dos solidos
(TRS) e do liquido. Desde o final dos anos sessenta, com o aparecimento do filtro
anaerobio de fluxo ascendente (Younc E McCarTy, 1967), até a actualidade, surgiram
novas configuracbes de digestores, 0s quais sdo particularmente atractivos para o

tratamento de efluentes complexos (LetTinca et al., 1997).

Os caudais e composicao das aguas residuais podem ser muito variaveis. Uma vez que
0S processos anaerobios sdo sensiveis a variagdes bruscas das condi¢fes ambientais e
operacionais, serd extremamente importante estudar a resposta destes sistemas face a
diferentes situacdes de choque. O conhecimento do comportamento dos reactores em
condicBes de instabilidade permitird evitar a falha do processo, através da adopgao de
medidas preventivas e correctivas adequadas, e pode contribuir para o desenvolvimento
de modificacOes apropriadas na configuracdo e operacdo do sistema, melhorando a sua

estabilidade e eficiéncia (DELorME £ Kapuscinski, 1990).

Actualmente a aplicacdo dos processos de degradacdo anaertbia ainda se encontra
muito centrada no tratamento de efluentes facilmente biodegradaveis, embora se tenha
vindo a demonstrar que as bactérias envolvidas no processo tém capacidade para
degradar uma larga gama de compostos organicos recalcitrantes, tais como compostos
aromaticos policiclicos, compostos organicos clorados ou acidos gordos de cadeia longa
(Speece, 1996, ALves et al., 1999a e 1999b, Arava, 1999). A possibilidade de “construir”
consorcios especificos para degradar determinados compostos toxicos, de modo a
acelerar o processo de adaptacdo natural, surge como um potencial campo de
investigacdo futura (VErsTRAETE E VANDEVIVERE, 1997). Speece (1996) sugere que a
capacidade potencial de degradacdo e destruicdo de compostos toxicos, demonstrada
pelos processos de digestdo anaerdbia, poderd vir a ser um critério importante na

seleccao dos tratamentos anaerdbios face aos aerdbios.

E importante conhecer a sensibilidade dos microrganismos envolvidos no processo de
digestdo anaerdbia a diferentes compostos potencialmente inibitérios, e avaliar a sua
eventual capacidade de adaptacdo. A aplicacdo dos processos de digestdo anaerobia a
efluentes contendo lipidos é fortemente condicionada pela formacdo de uma camada de
acidos gordos de cadeia longa envolvendo os agregados de biomassa. Os acidos gordos

de cadeia longa, além de serem altamente toxicos para as bactérias envolvidas no
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processo, particularmente para as acetoclasticas (Avves et al., 1997), provocam a
flutuacdo dos granulos, conduzindo a lavagem das células (“washout”). Os resultados
obtidos com a aplicacdo de sistemas de manto de lamas a este tipo de efluentes nao se
apresentam muito promissores, pelo que outros sistemas devem ser investigados,
nomeadamente os de leito fixo. As potencialidades da aplicacdo de um filtro anaerdbio
de fluxo ascendente ao tratamento de um efluente sintético contendo elevada

concentracdo de acido oleico foram evidenciadas por Pereira (1998).

1.2 O processo de degradacao anaerobia

1.2.1 Microbiologia e bioquimica

A digestdo anaerdbia € um processo biologico através do qual a matéria organica é
convertida principalmente em metano e diéxido de carbono, na auséncia de oxigénio. E
um sistema complexo, onde ocorrem interacgdes entre as diferentes etapas, sendo por
isso fundamental a existéncia de uma relacdo equilibrada e coordenada entre 0s
diferentes grupos troficos de bactérias presentes (NACHAIYASIT E STuckey, 1995, ALves et
al., 1995). Na Figura 1.1 encontra-se representado um esquema do processo de digestao
anaerobia, sendo possivel distinguir pelo menos 7 etapas, as quais podem ser agrupadas

em 4 sequéncias principais de degradacao.

A fase de hidrodlise (assinalada na Figura 1.1 com o nimero 1) consiste na conversao
dos biopolimeros (proteinas, hidratos de carbono e lipidos) nos seus mondmeros
(aminoécidos, agucares e acidos gordos de cadeia longa, respectivamente), através da
accdo de enzimas extracelulares produzidas por bactérias hidroliticas. E normalmente
um processo lento, sendo os lipidos, no caso geral, hidrolisados mais lentamente do que

as outras macromoléculas (Henze e HARREMOES, 1983).

Na etapa seguinte (acidogénese ou fermentacdo) os produtos da hidrélise sdo
transportados para o interior da célula, onde séo transformados em acetato, produtos
intermediarios (acidos gordos volateis (AGV), alcoois) e hidrogénio. A populacdo
acidogenica representa cerca de 90% da populacdo bacteriana total dos digestores
anaerobios e apresenta reduzidos tempos de duplicacdo, pelo que esta nunca seré a etapa

limitante do processo (GuJer E ZEHNDER, 1983, Mosey, 1983).
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MATERIA ORCANICA PARTICULADA

] Hidratos de .
k4 k4

HIDROLISE 1

¥

Arcidos gordos

. 2 3
ACIDOGENESE K /

[ Aminodcidos, Aodcares

Produtos mntermedidrios
propiotato, butirato, etanol

ACETOGENESE

METANOGENESE
METANC

Figura 1.1 Esquema do processo de digestdo anaerdbia (adaptado de GUJER E ZEHNDER, 1983).
1.Hidrolise de biopolimeros. 2. Fermentacdo. 3. Oxidacdo de acidos gordos de cadeia
longa (AGCL). 4. Oxidagdo de produtos intermedidrios. 5. Homoacetogénese. 6.
Conversdo de acetato a metano. 7. Conversdo de hidrogénio a metano.

O hidrogénio desempenha um papel preponderante na distribuicdo dos produtos desta

fase (Wourin, 1974). Quando a pressao parcial de hidrogénio é inferior a 10" atm forma-
se preferencialmente acetato e hidrogénio, sendo este o percurso metabolico mais
rentdvel em termos energéticos (Mosey E FERNANDEZ, 1984). Se a pressdo parcial de
hidrogénio exceder 10™ atm s&o possiveis duas respostas, no sentido de contrariar este
aumento de concentragdo, nomeadamente producdo de butirato e producdo de
propionato. Em consequéncia de sobrecargas organicas ou hidraulicas, ou de choques
térmicos, a concentracdo de hidrogénio aumenta significativamente, sendo
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acompanhada pela acumulacdo de propionato (LAu E Fang, 1997), supondo-se que esta
resulta de uma alteracdo da populacdo acidogénica dominante (MARCHAIM E KRAUSE,
1993, Inanc et al., 1996).

A etapa da acetogénese consiste na transformacgdo dos produtos da fermentagdo em
acetato, dioxido de carbono e hidrogénio, por accdo das bactérias homoacetogénicas
(etapa 5 na Figura 1.1) e das bactérias sintréficas (também chamadas produtoras
obrigatérias de hidrogénio). As bactérias homoacetogénicas produzem acetato a partir
de H,/CO, ou de compostos organicos multicarbonados (ex.: agucares), pelo que a sua
capacidade de utilizarem uma grande variedade de substratos pode ser um factor
determinante da sua presenca em digestores anaerdbios (zexnper E Stumm, 1988). O
papel desempenhado por estas bactérias no processo nao estd ainda plenamente

esclarecido.

As transformacbGes acetogénicas realizadas pelas bactérias sintréficas sdo
termodinamicamente desfavoraveis em condi¢des normais, verificando-se que sO se
tornam exergdnicas se a concentracdo de hidrogénio for da ordem de 10™ atm ou
inferior. Normalmente tal € assegurado pelas bactérias metanogénicas hidrogenotroficas
ou, no caso de existir sulfato no meio, pelas bactérias sulfato-redutoras, através de um
processo vulgarmente designado por “transferéncia de hidrogénio inter-espécies”
(DoLFinG, 1988). Este tipo de associagdo, em que um microrganismo produtor de um
metabolito cresce apenas na presenca de outro, consumidor desse mesmo metabolito,
designa-se por associacao sintréfica, e requer uma proximidade fisica dos dois tipos de
bactérias envolvidas, verificando-se que a cooperacdo entre os dois grupos tréficos €
Optima quando a distancia entre eles for minima (ScHink E THAUER, 1988). A existéncia
de sintrofias dificulta o isolamento e estudo das bactérias produtoras de hidrogenio em

cultura pura.

As espécies sintroficas também estdo envolvidas na B-oxidacdo dos acidos gordos de
cadeia longa, AGCL (etapa 3 na Figura 1.1), devido a incapacidade das bactérias
acidogenicas para degradarem estes compostos. Como surgem em situacdes de sintrofia,
sdo raras as publicacdes sobre o isolamento de associa¢fes de microrganismos capazes
de degradar AGCL, estando actualmente descritos apenas quatro consoércios, dois

mesofilos e dois termofilos (Hwu, 1997).
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A etapa final do processo de digestdo anaerobia € a metanogénese, a qual é muitas
vezes 0 passo controlador da globalidade do processo de digestdo anaerobia. As
bactérias metanogénicas pertencem ao reino das Arqueabactérias e degradam apenas
um numero limitado de substratos, nomeadamente acetato (bactérias metanogénicas
acetoclasticas), metanol, metilaminas, formato, e H,+CO, (bactérias metanogénicas
hidrogenofilicas), apresentando-se em seguida algumas das transformacdes que ocorrem

nesta fase:

CHsCOO + H" — CH,4 + CO,
4CH30H —> 3CH4 + CO, + 2H,0
4HCOO + 4H" — CH,4 + 3CO, + 2H,0

4H, + CO, —» CH4 + 2H,0

A conversdo de acetato é responsavel pela producéo de cerca de 70 % do metano no
processo de degradacdo anaerdbia, pelo que assume uma importancia particular (Jeris e
McCarTY, 1965). Por outro lado, as bactérias metanogénicas acetoclasticas representam
o elo mais fraco de toda a cadeia de degradacdo, no que respeita a sua resisténcia a
condigcbes adversas, tais como choques organicos e hidraulicos e presenca de
substancias toxicas (CoLLErRAN, comunicacdo pessoal, citada em Avves, 1998). Até a data
apenas foram identificados dois géneros de bactérias metanogénicas acetoclasticas:
Methanosaeta (ex. Methanothrix) e Methanosarcina.

As bactérias metanogénicas hidrogenotréficas consomem hidrogénio, mantendo a sua
concentracdo em niveis baixos, 0 que possibilita a actuacdo das bactérias acetogénicas, e

ajudam a controlar o potencial redox do meio.

1.2.2 Requisitos nutricionais

Para assegurar a eficiéncia e estabilidade do processo de degradagdo anaertbia é
essencial a satisfacdo dos requisitos nutricionais dos grupos bacterianos presentes, uma
vez que a limitacdo de nutrientes origina um crescimento deficiente. Os processos
anaerobios caracterizam-se por uma baixa producdo celular, pelo que as necessidades
em nutrientes sdo, consequentemente, reduzidas (Lema et al., 1992). Segundo Lewma et al.

(1992) as concentragdes necessarias encontram-se directamente relacionadas com a
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concentracdo de substrato a utilizar pelos microrganismos, sendo suficientes, em muitos

casos, as quantidades presentes no efluente a tratar.

A satisfacdo dos requisitos nutricionais das bactérias metanogénicas em particular é
fundamental, dado que a metanogénese é normalmente a etapa limitante da globalidade
do processo de digestdo anaerdbia.

1.2.2.1 Macronutrientes

O enxofre é um dos elementos presentes na coenzima M (&cido 2-
mercaptoetanosulfonico), a qual estd envolvida nas reaccdes metanogénicas (FerRry,
1992). MounTrorDp E AsHErR (1979) verificaram que para o crescimento das bactérias
metanogénicas eram necessarias concentragdes de 10 a 27 mg/L de sulfureto, embora
este seja toxico para concentragdes superiores a 100 mg/L na sua forma nédo ionizada
(H2S). O sulfureto pode precipitar alguns metais essenciais, tais como o ferro, niquel e

cobalto, reduzindo a sua disponibilidade no meio (Speece, 1983).

Embora o ido amdnio seja, aparentemente, a fonte de azoto preferida pelas bactérias
metanogénicas, a ureia e a glutamina também podem ser usadas como tal (BeLay et al.,
1984), e vaérias espécies tém a capacidade de fixar o azoto molecular, num processo
energeticamente dispendioso para as células (BeLay et al., 1984, Bomar et al., 1985,
LoBo E ZINDER, 1988). A adi¢do de ido amonio faz normalmente aumentar a taxa de
crescimento das bactérias metanogénicas, embora um excesso de azoto conduza ao

aparecimento de azoto amoniacal, o qual tera de ser posteriormente eliminado.

Quando se revela necesséria a adi¢do de fosforo ao digestor, este pode ser fornecido sob
a forma de &cido fosférico ou como um sal de fosfato (HALL, 1992). ALpHENAAR (1994)
observou que precipitados inorganicos de fosfato podem funcionar como fonte interna

de fésforo em digestores anaerdbios.

A estimativa das necessidades em azoto e fosforo pode ser obtida a partir da taxa de
crescimento da populacdo bacteriana e da composicdo celular (Lema et al., 1992,
LETTINGA, 1995). Assim, utiliza-se frequentemente para tal a relacdo CQO/N/P, onde
CQO significa caréncia quimica de oxigénio. Henze e HARREMOES (1983) referiram razdes
CQOI/N de 400/7 para sistemas a operar com cargas organicas massicas elevadas (de 0.8

a 1.2 Kg CQO/Kg SSV.dia) e da ordem de 1000/7 para sistemas a operar com cargas
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organicas baixas (inferiores a 0.5 Kg CQO/Kg SSV.dia). Segundo Speece E MCCARTY
(1964), a razdo massica entre a concentracao de azoto e fosforo no substrato devera ser

aproximadamente 7.

1.2.2.2 Micronutrientes

Os elementos requeridos pelas bactérias metanogénicas em quantidades trago
(micronutrientes) incluem o sodio, potéssio, célcio, magnésio, ferro, niquel, cobalto,
zinco, molibdénio, cobre e manganés (OremLanD, 1988). TakasHiMA E Speece (1989)
verificaram que entre estes elementos, o ferro, o niquel e o cobalto eram essenciais para

se obter uma elevada conversao de acetato em metano.

O ferro esta presente nos citocromos e ferredoxinas, os quais estdo envolvidos no

metabolismo como fonte de electrdes.

O niquel é um dos constituintes do factor F430, 0 qual se encontra envolvido nos passos
terminais das reac¢fes metanogénicas. A deteccdo de elevados niveis de niquel na
membrana celular sugere que este pode estar envolvido na estabilidade estrutural

(JARREL E SPROTT, 1982).

O cobalto esta presente em moléculas (corrindides) envolvidas na actividade da metil-
transferase e desidrogenase (JARREL E SPROTT, 1982, TAakAsHIMA E SPeece, 1990). FLORENCIO
et al. (1997) observaram que o cobalto era o Unico micronutriente que afectava a
metanogénese a partir do metanol, estimulando os grupos troficos que utilizam
directamente o metanol (i.e., as bactérias metanogénicas metilotroficas e as

acetogénicas).

1.2.3 Condicoes ambientais

1.2.3.1 Temperatura

A temperatura afecta significativamente a actividade dos microrganismos e, em menor
grau, as constantes de equilibrio fisico-quimico do meio, revelando-se um dos factores
que mais influencia a eficiéncia do processo de digestdo anaerdbia (Soto et al., 1992).

VAN Lier et al. (1997) referem, no entanto, que a temperatura ndo € um factor limitante
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na aplicacdo destes sistemas de tratamento, desde que se escolha a configuracdo mais

adequada a cada caso.

Normalmente séo consideradas trés gamas de temperatura: termdfila (> 45 °C), mesofila
(20-45 °C) e psicroéfila (< 20 °C) (Coates, 1991). Na realidade, a diferenciacdo entre
estas gamas, no interior dos reactores, podera ndo ser tao clara, devido a existéncia de
bactérias termotolerantes, que exibem actividade em zonas intermédias de temperatura
(Lema et al., 1992). As gamas termdfila e mesofila sdo privilegiadas para o
funcionamento das bactérias envolvidas no processo de digestdo anaerdbia, observando-
se um crescimento maximo das bactérias metanogénicas para temperaturas entre 30 e 38

°C, na gama mesofila, e entre 49 e 57 °C, na gama termofila.

A operacdo a temperaturas termofilas possibilita a obtencdo de maiores taxas de
remocdo, uma vez que estas estirpes bacterianas possuem taxas de crescimento
superiores as mesofilas. Desta forma, torna-se possivel a aplicacdo de cargas organicas
mais elevadas e a operacdo com tempos de retencdo hidraulicos (TRH) inferiores
(zINDER, 1988, UGURLU E FORSTER, 1992, VAN Lier et al., 1993, Lau E Fane, 1997). No
entanto, o processo termdfilo revela-se instavel, principalmente devido a maior
sensibilidade a flutuacdes de temperatura, a variagdes na carga organica aplicada e a
presenca de tOXicos (PARKIN E OWEN, 1986, UGURLU E FORSTER, 1992, VAN LIer et al., 1993).
Inclusivamente, as concentracdes de agentes toxicos inibitdrias da metanogénese
termdfila sdo significativamente inferiores as que inibem os sistemas mesoéfilos (UcurLu
E FORSTER, 1992). Hwu (1997) observou que em condicOes termofilas o oleato de sodio
apresentava uma taxa de degradacdo superior a observada em condi¢des mesdfilas, mas
o indice de toxicidade relativamente a actividade acetoclastica (ICsp) era
substancialmente menor a temperaturas elevadas (0.35-0.79 mM a 55° C e 2.35-4.30

mM a 30° C), tornando dificil a escolha entre os dois processos.

VAN Lier et al. (1994) referiram a importancia do tratamento anaerdbio termdfilo,
especialmente para efluentes produzidos a altas temperaturas, como por exemplo os de
destilarias e de producgéo de papel e pasta de papel. Por outro lado, se for possivel operar
os digestores a temperatura ambiente (ex.: 10-25 °C) os custos de energia associados
aos sistemas de aquecimento podem ser eliminados (NACHAIYASIT E STUCKEY, 1995, LAU E
FANG, 1997).
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1.2.3.2 pH e alcalinidade
O pH afecta:

e a taxa de crescimento dos microrganismos, pelo que variagfes deste
parametro podem causar alterac@es importantes na constituicdo microbiana
dos consorcios,

e 0 metabolismo, nomeadamente a utilizacao das fontes de carbono e energia,
as reaccOes de sintese e a producdo de metabolitos extracelulares
(SAKHAROVA E RABOTNOVA, 1976),

o a morfologia e a estrutura, com consequéncias para os fendmenos de
adesdo e floculacdo (Forace et al., 1985).

Os microrganismos sdo altamente sensiveis a variacdes de pH, embora nem todos os
grupos troficos apresentem o mesmo grau de sensibilidade relativamente a este
parametro (Lema et al., 1992). Os diferentes grupos bacterianos tém actividades
maximas para valores de pH ndo muito diferentes (Lema e Menpez, 1988), situando-se na
vizinhanga da neutralidade. Segundo estes autores, valores de pH entre 7 e 7.4 sdo
Optimos para as bactérias hidroliticas e acetogénicas e pH 6 é dptimo para as bactérias
fermentativas. As bactérias metanogénicas apresentam um 6ptimo de pH entre 6.6 e 7.6.
(zennper et al., 1980) e, uma vez que sdo normalmente responsaveis pela cinética global
do processo e sdo mais sensiveis a factores ambientais, geralmente considera-se esta
gama de pH como a apropriada para o funcionamento do processo de digestdo

anaerdbia.
A toxicidade de determinados compostos € influenciada pelo pH, nomeadamente:

e 0 id0 amonio (NH,) - para valores elevados de pH forma-se
preferencialmente a sua forma ndo ionizada (NHs3), que penetra na
membrana celular (McCarTy, 1964),

e 0s &cidos volateis e 0 H,S - para valores baixos de pH verifica-se um
deslocamento dos equilibrios acido-base destes compostos no sentido das
formas ndo ionizadas (ANDREws E GRAEF, 1971, SARNER, 1986).

As formas ndo ionizadas penetram na membrana celular e provocam o aumento da
concentracdo intracelular de hidrogénio. A extrusdo do excesso de protGes consome
ATP (adenosina tri-fosfato), diminuindo a sua disponibilidade para o crescimento e

metabolismo (Fukuzaki et al., 1990).

A producdo de &cidos volateis como produtos intermediarios no processo de digestdo
anaerobia pode provocar uma descida acentuada do pH do meio, se a alcalinidade do

sistema for insuficiente. A alcalinidade ¢ uma medida representativa da capacidade



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA 20

tampdo do meio, traduzindo esta a resisténcia do processo a variagdes de pH causadas
por diferentes agentes. Permite determinar antecipadamente qual a tolerancia em acidos
gordos volateis para que o valor de pH se mantenha na gama pretendida, e esta
intimamente relacionada com a estabilidade do processo, salientando-se que quanto
maior for a capacidade tampdo, maior sera a resisténcia a choques organicos. Para a
maioria dos casos praticos, uma alcalinidade entre 2500 e 5000 mg CaCOs/L ¢é
suficiente para se obter um adequado poder tampdo no sistema (Grapy E Lim, 1980).
Quando o poder tampdo do efluente a tratar é fraco, revela-se necessario proceder a
correccao do pH, através da adicdo de um reagente alcalino.

1.2.3.3 Potencial redox

As bactérias metanogénicas sdo organismos anaerobios estritos, cuja actividade so é
possivel com potenciais redox inferiores a -200 mV. O potencial redox normal € da
ordem dos -260 mV a pH 7, o que corresponde a uma concentracao de hidrogénio de 6.8

ppm nos gases de digestéo.

1.2.3.4 Toxicidade e inibi¢cdo

Os processos anaerdbios séo efectuados por um consércio microbiano complexo, pelo
que os varios grupos bacterianos presentes podem exibir diferentes respostas face a uma
determinada substdncia toxica. As bactérias metanogénicas sdo particularmente
susceptiveis a uma larga gama de componentes, sendo geralmente as acetoclasticas as
mais sensiveis a toxicidade, embora alguns compostos possam ter um maior efeito

inibitdrio sobre os microrganismos acidogenicos (Speece, 1996).

Dependendo dos efeitos que provocam, 0s compostos inibitdérios podem ser
classificados da seguinte forma (ALvarez et al., 1988, Soto et al., 1992):
« inibidores metabdlicos— causam uma inibicao reversivel, recuperando-se a
actividade original apds o seu desaparecimento do meio,

« inibidores fisioldgicos— 0s seus efeitos mantém-se durante algum tempo
apos o desaparecimento da substancia do meio, uma vez que afectam os
constituintes sub-celulares das bactérias,

e agentes bactericidas — conduzem a morte da flora bacteriana.
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Uma vez que estas substancias afectam principalmente as etapas acetogénica e
metanogénica do processo de digestdo anaerdbia, as suas consequéncias imediatas
poderdo ser muito similares as resultantes de choques organicos, térmicos ou
hidraulicos, provocando uma diminuicdo da producdo de metano e posterior

acidificacdo do reactor (Soto et al.,1992).

Tem-se tornado claro que muitos dos compostos tradicionalmente referidos como
inibidores podem ser efectivamente biodegradados por um consércio anaerdbio
adaptado (LetTinea, 1995). Por outro lado, a biomassa estruturada em granulos
apresenta uma resposta a toxicidade diferente da biomassa dispersa. Por exemplo,
relativamente a toxicidade do oleato de sodio, cuja ac¢do se exerce ao nivel da parede
celular, verificou-se que o indice de toxicidade aumentava com a diminui¢do da area
especifica da biomassa, 0 que significa uma maior resisténcia da biomassa granular do

que da biomassa dispersa (Hwu, 1997).

A tolerancia das bactérias metanogénicas ao oxigénio varia de espécie para espécie, ou
mesmo de estirpe para estirpe, de acordo com as condicdes ambientais. A presenca
desta substancia pode inibir as bactérias metanogénicas e provocar o crescimento de
organismos aerébios ou facultativos na superficie dos agregados granulares,
deteriorando as suas caracteristicas de sedimentacdo. No entanto, os resultados obtidos
por Kato (1994) indicam que na préatica ndo foi observado qualquer efeito adverso do
oxigénio sobre a eficiéncia do sistema de tratamento, devido ao efeito de protec¢do das
bactérias metanogénicas resultante do facto de se encontrarem no interior de granulos e
da presenca de bacterias facultativas (as quais que tém tempos de duplicacédo curtos e

consomem o oxigeénio dissolvido).

Na presenca de sulfatos e baixos valores de pH verifica-se a formacao de sulfureto de
hidrogénio, o qual pode penetrar na membrana celular e provocar a inibicdo das
bactérias metanogénicas. McCarTy (1964) refere a existéncia de efeitos toxicos para
concentracdes de sulfureto superiores a 200 mg/L, embora Rinzema (1988) tenha
observado um possivel efeito de proteccdo fornecido pela estrutura granular da

biomassa.

As espécies NH3; e NH;* formam-se durante o processo de tratamento anaerdbio, por
biodegradacdo de compostos organicos nitrogenados. Para valores elevados de pH
forma-se preferencialmente a forma nao ionizada (NHz3), a qual pode exercer um efeito

toxico ou inibitorio. McCarty (1964) aponta 1500 a 3000 mg de amodnia total
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(NH3z+NH,")/L como concentragdes moderadamente inibitorias, verificando-se efeitos

toxicos para concentragdes superiores a 3000 mg/L.

Os acidos volateis (acético, propionico e butirico), além de serem utilizados como
substrato pelas bactérias, podem também funcionar como inibidores, uma vez que para
valores baixos de pH se formam preferencialmente as suas formas ndo ionizadas, as
quais podem penetrar na membrana celular (GoncaLves, 1988). Os efeitos da
acumulacdo dos acidos volateis manifestam-se principalmente ao nivel da populacédo
metanogénica (PoHLaND, 1992), sendo o acido propidnico o mais toxico para este grupo
de bactérias. Em reactores operando normalmente, a concentracdo total de &cidos
volateis, expressa em termos de acido acético, ndo deve ultrapassar os 2000 a 3000
mg/L, sendo desejavel que se mantenha em valores inferiores aos 500 mg/L (BARFoRD,
1988).

Os &cidos gordos de cadeia longa (AGCL), formados por hidrélise dos lipidos, sdo
inibitérios da metanogénese, embora possam precipitar em solugdo sob a forma de sais
de célcio. Mccarty (1964) referiu que o acido oleico provocava inibicdo da
metanogénese em concentracGes da ordem dos 500 mg/L; na presenca de calcio séo
toleradas concentragdes da ordem dos 2000 a 3000 mg/L.

Alguns metais pesados podem ter um efeito adverso no processo de degradacdo
anaerdbia, quando presentes em solugcdo (na sua forma ionizada), podendo afectar a
producdo de metano por inibicdo directa da metanogénese ou através da inibicdo de
outros grupos troficos presentes no consorcio (GoncaLves, 1988, Hickey et al., 1989). A
toxicidade destes metais pode resultar da interferéncia com certos grupos funcionais
enzimaticos ou com precursores metabdlicos (PoHLanp, 1992). Como principais
causadores de toxicidade apontam-se o cromio, cobre, niquel, cadmio, chumbo, zinco e

ferro.

Os catifes de sodio, potassio, calcio e magnésio tém um efeito estimulante a baixa
concentracdo, podendo ser inibidores a concentracdo elevada. Segundo McCarty (1964)
as concentragcdes estimulatdrias situam-se na gama dos 75 a 4000 mg/L, ocorrendo
inibicdo moderada para concentracdes de 1 a 5 g/L e uma inibicdo forte para
concentracdes de 3 a 12 g/L, dependendo do catido. Misturas destes catibes podem
exercer efeitos mais complexos, uma vez que alguns actuam antagonicamente e outros

sinergisticamente.
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Os inibidores metabolicos especificos sdo utilizados na realizacdo de estudos
bioquimicos ou ecoldgicos (OremLanD, 1988). Sdo conhecidas algumas substancias que
bloqueiam a formacdo de metano, quer devido ao facto de serem toxicas para as
bactérias metanogénicas, quer atraves da alteracdo dos padrdes de fluxo dos electrdes,
podendo ser também, em maior ou menor grau, inibidoras das outras bactérias
anaerdbias. O uso do acido 2-bromoetanosulfonico (BES) como inibidor especifico das
bactérias metanogénicas tem ganho popularidade. Este composto é um anélogo
estrutural da coenzima M, que se encontra exclusivamente nas bactérias metanogénicas
(BAaLcH E WoLrg, 1979), pelo que pode ser usado para inibir apenas a componente

metanogénica de uma populacdo bacteriana mista.

Os processos anaerdbios de conversdo microbiana podem ser negativamente afectados
por um vasto conjunto de compostos antropogénicos e recalcitrantes, embora alguns
destes sejam susceptiveis de sofrerem bioconversdo, se se garantirem condicoes
adequadas de aclimatizacdo da biomassa e se se efectuar uma correcta selec¢do do
processo a aplicar (Rinzema, 1988, PoHLanp, 1992). Estas substancias podem ser
inibidoras da metanogénese, mesmo a concentragdes muito baixas, podendo esta

frequentemente decorrer ap6s adaptacdo das culturas.

O efeito inibitorio de certos compostos pode diminuir ou mesmo desaparecer apos
adaptacdo da biomassa, podendo esta ser real ou resultar indirectamente da degradacéo
ou modificagdo bioldgica da substéncia inibitdria por alguns dos organismos presentes
(Auvarez et al., 1988). Um tratamento eficiente e estavel de aguas residuais contendo
uma elevada toxicidade pode ser alcancado através de condicGes de operacdo que
permitam a adaptacdo da biomassa e a sua retencdo em quantidades apropriadas no
interior do reactor (Speece, 1996). O potencial de adaptacdo é retido pela biomassa
durante longos periodos de tempo, funcionando como uma “memaria” microbiana, o
que permite que a posterior re-introducdo da substancia tdxica no processo origine um
efeito inibitério menos severo (Seeece, 1996). Por outro lado, doses reduzidas de um
contaminante toxico podem ser adicionadas propositadamente, a intervalos regulares,
procurando manter a biomassa num estado de aclimatizacdo que permita a sua

disponibilidade no caso da substancia toxica surgir no processo (Speece, 1996).

HaNnaki et al. (1994b) referem que a aplicacdo de tecnologias de imobilizacdo de células
no tratamento de aguas residuais pode oferecer diversas vantagens relativamente aos

processos convencionais, nomeadamente permitir uma maior retencdo da biomassa no
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interior do reactor, promover a proteccdo das células relativamente a materiais
inibitorios e possibilitar a utilizacdo selectiva de determinadas espécies particulares de

bactérias.

1.3 Tecnologias de tratamento anaeréobio de efluentes
liquidos

O tanque séptico, introduzido nos finais do século XIX em Fran¢a e Reino Unido, é o
digestor anaerobio mais simples, sendo ainda actualmente usado em algumas éareas
rurais para disposicdo dos efluentes domésticos (Rinzema, 1988, ScHink, 1988). Em
meados dos anos cinquenta foi introduzida a agitagdo mecénica, o que melhorou
substancialmente o contacto entre as bactérias e os residuos a tratar (FINnecaN, 1994).
Nestes sistemas ndo ha retencdo de biomassa, sendo o TRH (tempo de retencdo
hidraulico) igual ao TRS e da ordem dos 20 a 30 dias, pelo que a reducdo do tempo de
retencdo aumenta o risco de “washout” da biomassa, devido as baixas taxas de
crescimento das bactérias anaerdbias (1za et al., 1991). A introducdo de sistemas com
retencdo de biomassa (denominados de alta carga) permite a independéncia do TRH
relativamente ao TRS, sendo considerada como um dos passos mais importantes no
desenvolvimento da tecnologia anaerdbia. Tornou-se, assim, possivel a operagdo com
TRH muito menores, 0 que promove uma maior tolerancia do sistema a choques
organicos e a presenca de substancias toxicas (Seeece, 1983). De entre 0s processos com
retencdo de biomassa podem salientar-se os digestores de fluxo ascendente de manto de
lamas (UASB - “Upflow Anaerobic Sludge Blanket”), desenvolvido em finais dos anos
setenta (LetTinca et al., 1980), os digestores de leito expandido ou fluidizado
(Switzensaum E JEweLL, 1980), os processos de contacto (NAHLE, 1991) e 0s processos de
leito fixo (Younc E McCarTY, 1967). Uma vez que neste trabalho se operou um filtro

anaeradbio, este tipo de tratamento serad abordado em seguida com mais pormenor.

1.3.1 Processos de leito fixo
O digestor de leito fixo ou filtro anaerdbio, desenvolvido por Young e McCarty em
1963, consiste numa coluna contendo um enchimento de caracteristicas muito variaveis,

0 qual pode ser constituido por materiais naturais ou artificiais e estar disposto de forma
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ordenada ou aleatoria (Younc E McCARTY, 1967, DAHAB E Young, 1982, ReynoLps, 1986,
Avrves, 1998). No seu interior é possivel reter grandes quantidades de biomassa, por
adesdo a superficie do suporte e oclusdo nos espacos vazios da matriz. Estes reactores
podem ser operados com fluxo ascendente ou descendente, com ou sem recirculagéo, e
a biomassa pode encontrar-se na forma floculada ou granular (Paris, 1983, Young,
1991).

Na Figura 1.2 encontra-se esquematizado um filtro anaerébio de fluxo ascendente.

Biogas

[
-

Efluente
tratado

\fﬁmemagﬁn

Figura 1.2 Esquema de um filtro anaerdbio de fluxo ascendente.

As velocidades ascensionais aplicadas sdo, em geral, relativamente reduzidas, por forma
a prevenir o “washout” do material ndo aderido, uma vez que este contribui
significativamente para a eficiéncia deste tipo de processos (HALL, 1992). Por esta razao,
quando se recorre a utilizacdo de uma corrente de recirculacdo, a taxa de recirculacdo
aplicada ndo deve ser muito elevada. No entanto, a recirculacdo do efluente é
recomendavel, porque funciona como proteccdo do filtro em caso de elevadas variagdes
do caudal influente ou em casos de toxicidade, promovendo ainda a mistura e
homogenizacao do contetdo do reactor (Grosicki E STUCKEY, 1991, NACHAIYASIT E STUCKEY,
1995). A recirculacdo da biomassa presente na corrente de saida permite a retencédo de
maiores quantidades de soélidos bioldgicos no interior do reactor, possibilitando a
aplicacdo de cargas organicas mais elevadas e melhorando o desempenho e eficiéncia

do sistema.
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Entre as diversas vantagens dos filtros anaerébios destacam-se as seguintes (PAris,
1983):

o elevado TRS, originando um efluente com baixos teores de sélidos,

o elevada estabilidade, apresentando grande resisténcia a sobrecargas
organicas e hidraulicas, a variacGes subitas de pH ou a presenca de
substancias toxicas,

e possibilidade de trabalhar intermitentemente, verificando-se um rapido
restabelecimento da sua actividade apds semanas ou meses sem ser
alimentado.

Sdo-lhe apontados também alguns inconvenientes, nomeadamente problemas de
colmatacéo do leito, dificuldade de contacto entre substrato e biomassa, formacao de
caminhos preferenciais e limitacdes difusionais (Youne e McCARTY, 1967, Paris, 1983,
Young, 1983).

Youna (1991) concluiu que o TRH era o parametro que mais afectava a performance dos
digestores anaerdbios de leito fixo. Por outro lado, relativamente a influéncia do meio
de suporte no desempenho de um filtro anaerdbio, a caracteristica mais importante é a
capacidade do meio redistribuir o fluxo dentro da matriz, permitindo um eficiente
contacto entre o substrato e a biomassa contida no reactor (DAHAB E Young, 1982, SoNnG E
Young, 1986).

Num filtro anaerobio de fluxo ascendente considera-se como secundario o papel
desempenhado pela fraccdo de biomassa aderida, devido a sua baixa concentracéo
relativamente a biomassa total acumulada. No entanto, a adesdo proporciona uma
imobilizacdo mais estavel relativamente a oclusdo, originando uma maior resisténcia
desta forma de biomassa a choques hidraulicos ou tdxicos, relativamente a fraccdo que
se encontra dispersa nos vazios da matriz (Speece E PARkING, 1983). O tipo de suporte
utilizado é determinante na distribuicdo entre as referidas formas de biomassa, uma vez
que a adesdo dos microrganismos é fortemente influenciada pelas caracteristicas fisico-
quimicas da superficie (nomeadamente hidrofobicidade, interaccdes electrostaticas,
rugosidade, porosidade e tamanho dos poros) (MessiNG E OpPERMANN, 1979, Mozes et al.,
1988). Mais do que a porosidade interna, a existéncia de pequenas rugosidades com
tamanho semelhante ao das células favorece a fixacdo dos microrganismos, protegendo-
os dos efeitos da tensdo de corte (Huysman et al., 1983, ALves, 1998). Liu et al. (1991)
propuseram e validaram um modelo que simula o comportamento de um filtro

anaerobio, segundo o qual a biomassa aderida aumenta com o aumento da carga
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organica até um determinado valor de espessura. Aumentos posteriores da carga
organica provocam a acumulacdo da biomassa na forma oclusa, o que deteriora a

qualidade do efluente final.

A concentracdo de biomassa presente em filtros anaerdbios de fluxo ascendente é maior
na base do reactor (DAHAB E Youne, 1982, Avves et al., 1998a). Em geral, a concentragédo
de substrato diminui acentuadamente a seguir a entrada, mantendo-se em niveis baixos
ao longo da altura do reactor, o que sugere que a degradacdo ocorre essencialmente na
base do digestor. No entanto, o tipo de comportamento hidrodindmico também
influencia a forma dos perfis de substrato.

Um dos problemas associados ao estudo de filtros anaerdbios é a impossibilidade de
amostrar convenientemente a biomassa imobilizada sem alterar o padrdo de
funcionamento do reactor. Desta forma, o estudo deste tipo de digestores tem sido
extremamente limitado pela dificuldade em caracterizar o comportamento e conhecer a
evolucgdo da biomassa ao longo do tempo. Normalmente efectua-se a caracterizacdo da
biomassa apenas no final da operacdo. Procurando obviar esta limitacdo, Hanaki et al.
(1994a) procederam a remocdo e caracterizacdo das fracgdes de biomassa presentes ao
fim de diferentes periodos de tempo, em diversos filtros anaer6bios operados em
paralelo e em condicdes operatdrias idénticas, num total de 25 digestores alimentados
com diferentes tipos de substratos e em diferentes condi¢bes de tempo de retencao.
Concluiram que mesmo em condicOes pseudo-estacionarias relativamente a producéao de
metano e a qualidade do efluente tratado, a biomassa apresentava um comportamento
ndo estacionario. Kenneby e DrosTE (1986) caracterizaram o biofilme formado num filtro
anaerébio de fluxo descendente, removendo periodicamente um modulo vertical
constituinte da matriz de suporte. Para estudar o desenvolvimento do biofilme num
filtro percolador anaerébio parcialmente submergido, Jmeno et al. (1990)
desenvolveram um digestor de filme fixo onde a entrada e a saida se encontravam
acoplados pequenos tubos paralelos, que eram removidos para analise do biofilme.
Avves et al. (1998a) desenvolveram um digestor de leito fixo especialmente desenhado
para permitir a amostragem de biomassa e suporte ao longo da operagdo, sem
introducdo de perturbacgdes significativas no funcionamento do sistema. Este baseia-se
na distribuicdo do leito fixo de um biorreactor por mini-biorreactores colocados em

paralelo, tendo sido esta a configuragéo utilizada neste trabalho.
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As interaccdes entre a biomassa e o suporte em filtros anaerobios sdo altamente
dependentes do tipo de substrato e do tipo de suporte utilizado, assim como das
condicdes operatorias aplicadas. As previsdes do comportamento, baseadas em estudos
prévios, podem falhar completamente caso os parametros anteriormente referidos sejam

diferentes (ALves et al., 1998).

1.4 Aplicacao do processo de digestao anaerobia ao

tratamento de efluentes contendo lipidos

Os lipidos sdo biomoléculas insollveis em agua e constituem uma das mais importantes
substancias de reserva de animais e plantas. Quimicamente sdo ésteres carboxilicos
derivados de um unico alcool, o glicerol, sendo designados por glicéridos. Os acidos
carboxilicos podem ser saturados (sem ligacdes duplas) ou insaturados (contém uma ou
mais ligagdes duplas por molécula), sendo os mais frequentes o &cido oleico e o
linoleico. A configuragcdo em torno destas ligacdes duplas é quase invariavelmente cis,
de preferéncia a configuracdo mais estavel trans (Morrison E Boyp, 1993). De entre as
varias familias de lipidos existentes, os tri-ésteres de glicerol e acidos gordos sdo 0s

mais abundantes na natureza.

Os lipidos sdo constituintes importantes da matéria organica dos efluentes e, embora
estejam presentes nas aguas residuais domesticas apenas em concentracfes entre 0s 40 a
100 mg/L (ForsTer, 1992), a sua presenca nos efluentes industriais é alvo de particular
atencdo. Lacticinios, refinarias e matadouros sédo exemplos de industrias cujos efluentes

contém lipidos em concentragdes elevadas (Rinzema, 1988).

Os principais problemas associados ao tratamento anaerdbio de efluentes contendo
lipidos séo a forte inibicdo das bactérias acetoclasticas e acetogénicas pelos AGCL
(KosTER E CRAMER, 1987, Rinzema et al., 1994, Hwu, 1997) e a adsorcdo de lipidos e
AGCL na biomassa, tornando-a flutuante e sujeita a eliminacdo por lavagem
(“‘washout™) (Hwu, 1997). Na prética, e devido aos problemas que introduzem nos
sistemas de tratamento bioldgico, é usual proceder a separacdo previa da matéria gorda
por métodos fisico-quimicos (ex.: flutuacdo). No entanto, a frac¢do liquida
remanescente, na forma emulsionada ou coloidal, é ainda prejudicial ao tratamento

anaerébio de efluentes (Hwu et al., 1996).
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A hidrolise dos lipidos produz glicerol e AGCL, sendo esta uma reaccdo rapida, o que
favorece a acumulacdo de AGCL no interior dos digestores. Estes acidos mantém cerca
de 95 % da carga organica original e comportam-se como detergentes quando presentes
em meio aquoso, 0 que é atribuido a sua estrutura composta por uma cauda apolar e por

uma extremidade carboxilica polar.

A semelhanca dos mondmeros resultantes da hidrolise das proteinas e hidratos de
carbono, o glicerol formado por hidrolise dos lipidos segue a via acidogénica; os AGCL
sdo convertidos a acetato e H; pelas bactérias acetogénicas produtoras obrigatorias de
hidrogenio, através do mecanismo de p-oxidacdo (Wenc E Jeris, 1976). Este consiste,
basicamente, na remocao sucessiva de moléculas de acetato dos AGCL até que reste
apenas acetato ou propionato, dependendo do nimero de 4&tomos de carbono (Rinzema et
al., 1994). Na realidade, ainda ndo se encontram claramente diferenciados na literatura
todos os passos envolvidos na degradacdo anaerobia dos AGCL, pelo que a -oxidacao

tem sido encarada como o passo limitante deste processo (Hwu, 1997).
WENG E Jeris (1976) propuseram dois mecanismos possiveis para a degradacao do oleato:

« 0 acido oleico é inicialmente convertido a acido pelargdnico, o qual origina
acetato e propionato via -oxidacao; o propionato é convertido a acetato e
formato, o qual origina H, e CO,,

e 0 oleato é reduzido a estearato, o qual é degradado a acetato via f-
oxidacdo.

Segundo estes autores, a primeira via tem um papel secundario na degradacédo do oleato,
ja que nos seus estudos ndo foram detectados niveis significativos de propionato como

intermediario.

Estas reaccOes s sdo termodinamicamente favoraveis se a pressdo parcial de hidrogénio
for mantida em niveis baixos, inferiores a 10* atm, o que é conseguido através de
associacOes sintroficas com bactérias metanogénicas hidrogenotréficas ou sulfato-
redutoras (ANGELIDAKI E AHRING, 1995). Verifica-se, assim, que a degradagédo dos AGCL
por B-oxidagdo depende grandemente da actividade das bactérias metanogeénicas, tendo-
se observado que ndo ocorria degradacdo durante a fase acidogénica, onde ndo ha

producédo de metano (Hanaki et al., 1981).

Segundo Rinzema et al. (1994), uma concentracdo baixa de AGCL ou lipidos na

alimentacdo promove o crescimento das bactérias acetogénicas da [3-oxidacao.
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De forma geral, pensa-se que os problemas associados ao tratamento de efluentes
contendo lipidos resultam da adsorc¢éo dos AGCL a superficie da biomassa. A adsor¢édo
anaerdébia ¢ um processo fisico-quimico, pelo que ndo se verificam diferencas entre
biomassa granular activa e inactiva (Hwu et al., 1998). Recentemente Hwu et al. (1998)
estudaram a adsorcdo de acido oleico na biomassa granular, em reactor fechado,
verificando que ap0s a adsorcdo ocorria uma dessorcdo, induzida pela producdo de
biogas (as bolhas de gés, ao ascenderem da superficie do granulo para a fase aquosa
através da camada adsorvida, causam perturbagdo e expulsdo do oleato). No entanto,
uma vez que a dessorcdo é mediada biologicamente, ndo se verificard em granulos
inactivos ou em granulos activos inibidos a altas concentracfes de AGCL. A producao
de metano, que era praticamente nula durante a fase de adsorcédo, provavelmente devido
ao efeito toxico dos AGCL, aumentou significativamente com a dessorgdo, quer
simultaneamente (a baixas concentragdes), quer subsequentemente (a concentragdes
mais altas). Estes autores propuseram um modelo em quatro fases, procurando
descrever o fendmeno de biossorcdo dos AGCL pelos granulos activos. Segundo este,
apo6s a primeira adsorcdo-dessorcdo, verifica-se novamente o desaparecimento dos
AGCL da fase aquosa, em consequéncia de uma nova adsor¢do (Se a concentracao
inicialmente imposta de AGCL for elevada) ou de uma boa biodegradacéo (a baixas
concentracdes). Durante esta fase geralmente observa-se uma significativa producao de
metano, possivelmente devido a adaptacdo da biomassa ou a formacdo de canais na
camada adsorvida que permitem a passagem do biogas. Finalmente, a biodegradacédo
dos AGCL prossegue, verificando-se a sua conversao completa a metano. Desta forma,
é sugerido que a adsor¢ao € um pré-requisito para a biodegradacdo dos AGCL, enquanto
que a dessor¢do € uma consequéncia. A adsorc¢do inicial ocorre rapidamente, mas o
estabelecimento do equilibrio de adsor¢do é um processo relativamente lento, pelo que
em situacOes temporarias de sobrecarga apenas uma parte dos AGCL nédo degradados se

acumulara (KEuRENTJES E RINZEMA, 1986).

1.4.1 Efeito inibitorio dos AGCL

No inicio da década de 60 McCarty descreveu a inibicdo do processo de digestdo
anaerobia provocada pelos AGCL (McCarty, 1964). Diversos autores referiram o seu
efeito inibitdrio a baixas concentracdes (Hanaki et al., 1981, Rov et al., 1985, KosTer E
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CrRAMER, 1987, RiNzema, 1988), relacionando a sensibilidade das bactérias anaerdbias
com a estrutura da parede celular: as espécies Gram+ (ex.. bactérias acetogénicas
capazes de degradar AGCL) e as bactérias metanogénicas tém semelhancas a nivel da

parede celular, sendo mais facilmente inibidas do que as espécies Gram-.

Embora pouco se conheca sobre a microbiologia da digestdo dos lipidos em reactores
anaerdbios, varios autores defendem que o mecanismo de toxicidade dos AGCL esta
relacionado com a adsorcdo da superficie activa acida destes compostos na membrana
celular, afectando as fungdes de transporte e de proteccdo da célula (GaLeraiTH et al.,
1973, KosTER E CRAMER, 1987, RinzEmA, 1988). Este facto poderia sugerir que a toxicidade
dos AGCL estava relacionada com a razdo concentracdo de AGCL/concentracdo de
biomassa, mas KosTer E CRAMER (1987) e Rinzema et al. (1994) demonstraram que 0

efeito inibitorio € meramente dependente da concentragdo dos AGCL.

Hanaki et al. (1981) estudaram o efeito inibitério dos AGCL em cada uma das etapas da
digestdo anaerdbia, em reactor fechado, verificando o aparecimento de uma longa fase
de laténcia na producdo de metano a partir de acetato e na degradacdo de AGCL e de n-
butirato, representativa da inibicdo das bactérias metanogénicas acetoclésticas e das
bactérias acetogénicas produtoras obrigatérias de H,. No caso das bactérias
metanogénicas hidrogenotréficas a producdo de metano prosseguiu sem periodo de
laténcia, embora se tenha observado um decréscimo na taxa de conversdao do
hidrogénio. Desta forma, verifica-se que as bactérias metanogénicas acetoclasticas
parecem ser mais afectadas pelo efeito inibitério dos AGCL do que as bactérias
metanogénicas hidrogenotroficas. Por sua vez, a propria inibicdo das bactérias
acetoclasticas também afecta a degradacdo dos AGCL, uma vez que estes sdo
transformados através do mecanismo de P-oxidacdo, o qual conduz a formacdo de

acetato (KosTer E CRAMER, 1987).

Os trabalhos publicados sugerem que os AGCL, quando presentes acima de
determinada concentracdo, exercem um efeito bactericida nas bactérias metanogénicas,
ndo se evidenciando mecanismos de adaptacao a toxicidade destes compostos. Segundo
RinzemA et al. (1994) as bactérias metanogénicas acetoclasticas ndo se adaptam ao efeito
toxico dos AGCL, nem ap06s uma exposicdo repetida a concentrag@es toxicas, nem apos
uma exposicdo prolongada a concentragfes sub-toxicas. No entanto, a recuperacdo apos
uma fase de laténcia muitas vezes observada em ensaios em reactor fechado € atribuida

ao crescimento de algumas bactérias sobreviventes, levando ao desenvolvimento de
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uma populacdo acetogénica capaz de degradar os AGCL a medida que estes se vao
formando, evitando assim a sua acumulacdo (ANGELIDAKI E AHRING, 1992, RiNzeEmA et al.,
1994). Desta forma, a resposta de um consorcio microbiano anaerdbio a adicdo de
lipidos pode depender do grau de adaptacdo aos lipidos, embora a adi¢do directa de
AGCL acima de determinada concentracdo resulte em inibicdo e falha do processo

(ANGELIDAKI E AHRING, 1992).

A questdo da adaptacdo da biomassa anaerdbia a toxicidade e biodegradabilidade dos
lipidos tem sido estudada, essencialmente, em ensaios em reactor fechado. Estes
revelam-se importantes se realizados como complemento de operagdes de longo termo
de digestores, pois permitem avaliar as caracteristicas potenciais da biomassa e a sua
evolucdo ao longo do tempo e com as condi¢cBes operatorias (ALves, 1998). Em estudos
recentes sobre o efeito da presenca de AGCL no desenvolvimento da biomassa em
filtros anaerdbios, efectuados numa escala de tempo mais alargada, ALves et al. (1999b)
concluiram que para o tratamento de um efluente contendo oleato de sddio (e
eventualmente uma mistura de AGCL) é benéfico expor a biomassa a lipidos, no sentido
de desenvolver tolerancia aos AGCL, podendo-se interpretar esse acréscimo de
tolerancia como um efeito de adaptacéo.

De forma geral, a toxicidade dos AGCL aumenta com o namero de ligagdes duplas, no
caso dos acidos gordos insaturados (KosTer E CRAMER, 1987), e serd tanto maior quanto
mais elevada for a concentragéo inicial do AGCL, devido a uma maior adsorgéo (Hwu et
al., 1998). Por outro lado, é afectada pelo tipo de biomassa, sendo essencial seleccionar
um inoéculo apropriado (ex.: através de testes de toxicidade) antes de iniciar o tratamento
de um efluente que contenha AGCL (Hwu et al., 1996). Encontra-se ainda directamente
relacionada com a area especifica da biomassa, sofrendo de maior efeito toxico aquela
cuja area superficial for maior, donde se conclui que a biomassa granular é mais

resistente a toxicidade dos AGCL do que a biomassa suspensa (Hwu et al., 1997a).

A presenca de ides célcio (ou magnesio) reduz o efeito inibitorio dos AGCL,
diminuindo a sua concentra¢do na forma sollvel através da formacao de precipitados.
Esta concentracdo depende das concentragdes relativas de calcio e do AGCL e do
produto de solubilidade do sal de calcio-AGCL (Rov et al., 1985). Rinzema et al. (1989)
verificaram que a adicdo de quantidades estequiométricas de ca’" aum digestor UASB
alimentado com &cido laurico preveniu a inibicdo, até concentra¢des do referido AGCL

de 1500 mg/L, face aos 100 mg/L inibitérios na auséncia de ides calcio. Também
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HanAkl et al. (1981) constataram que a adicdo de CaCl, reduzia a fase de laténcia que
antecedia a producdo de metano na auséncia de ides calcio, em ensaios em reactor
fechado. No entanto, salienta-se que esta reducdo da inibicdo so é efectiva se ndo tiver
ocorrido contacto entre a biomassa e 0 AGCL, ou, no caso de haver exposi¢ao, se esta
n&o tiver sido superior a algumas horas (Hanaki et al., 1981).

Para temperaturas elevadas, a toxicidade dos AGCL torna-se maior, podendo este facto
resultar das diferencas na composi¢cdo da membrana celular das espécies mesofilas e
termdfilas. No entanto, em condi¢fes termofilas a recuperacdo da metanogénese apos
intoxicacao, bem como a propria taxa de degradacao dos AGCL, tornam-se mais rapidas
(Hwu, 1997).

HaNnAki et al. (1981) concluiram que o oleato era menos inibitério do que uma mistura
de AGCL e Hwu et al. (1998) referiram que uma mistura de AGCL era mais
rapidamente adsorvida pelos granulos de um reactor UASB do que o oleato, indiciando
a existéncia de efeitos sinergéticos. Koster £ CRAMER (1987) observaram que, devido a
existéncia de sinergias, uma mistura de AGCL pode exercer um maior efeito bactericida

do que o conjunto dos ACGL individuais a actuarem independentemente.

1.4.2 Efeito da adsorcao dos lipidos e AGCL na superficie da

biomassa

A aplicacdo da tecnologia anaerdbia ao tratamento de efluentes contendo lipidos é
fortemente condicionada pela adsor¢do dos lipidos e AGCL a superficie da biomassa,
provocando o seu “encapsulamento”, o que além de afectar o transporte de substratos e
produtos torna a biomassa flutuante e sujeita a eliminagdo por “washout” (RiNzemA et
al., 1989).

Ssavep et al. (1987) evidenciaram a ocorréncia deste fenomeno de adsorcdo ao
observarem a existéncia de uma discrepancia entre a remocdo de CQO soluvel e a
producdo de metano obtida ao estudarem o tratamento de um efluente contendo lipidos.
Hanaki et al. (1981) referiram que os AGCL produzidos através da hidrdlise dos lipidos
aderiam a biomassa em 24 horas. Sam-Soon et al. (1991) utilizaram um UASB no

tratamento de um efluente sintético contendo oleato como Unica fonte de carbono e
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observaram que os granulos inicialmente inoculados se desintegraram e que a biomassa

foi encapsulada por uma massa esbranquicada e gelatinosa.

Do ponto de vista termodindmico a desintegracdo granular € previsivel, uma vez que a
pH neutro os AGCL se comportam como detergentes, diminuindo a tensdo superficial.
Desta forma, a agregacdo de bactérias hidrofdbicas, como sdo a maior parte das
acetogenicas (consumidoras de AGCL) e desfavoravel, aumentando a possibilidade de

“washout” destas bactérias (Hwu et al., 1997b).

Assim, embora haja evidéncia de que a biomassa granular € mais resistente a toxicidade
dos AGCL do que a biomassa dispersa ou floculenta, é também um facto que a
granulacdo e a estabilidade granular sdo problematicas no tratamento de efluentes
contendo lipidos (Sam-Soon et al., 1991, Hwu et al., 1997a). A aplicacdo de sistemas de
manto de lamas do tipo UASB e EGSB (digestor anaer6bio de manto de lamas de leito
expandido) ao tratamento daqueles efluentes tem sido objecto de investigacdo recente
(Rinzema et al., 1989, Hwu et al., 1997a, Hwu et al., 1997b), sendo relatada por varios
autores a falha destes sistemas no tratamento de efluentes com elevada carga lipidica,
em consequéncia de problemas de flutuacéo e “washout™ (Samson et al., 1985, RiNzEMA,
1988).

Hwu et al. (1997a) observaram que a biomassa que era arrastada na corrente de saida de
um digestor UASB apresentava uma elevada capacidade de biodegradacdo de oleato,
concluindo que a sua recirculagdo aumentava a eficiéncia do sistema. PeEreira (1998)
verificou que a recirculagdo da biomassa, num filtro anaerébio de fluxo ascendente
alimentado com um efluente sintético contendo elevada concentracdo de oleato, era
vantajosa para o desempenho do sistema, promovendo a minimizacdo do efeito de
“washout” da biomassa flutuante e a diluicdo da carga tdxica aplicada, conduzindo a

uma menor inibicdo da populacao acetogénica e metanogénica.

Contrariamente aos observado nos testes em reactor fechado, a flutuacdo da biomassa
num reactor UASB depende mais do TRH do que da concentracdo de AGCL. Assim, o
facto do “washout™ da biomassa devido a flutuacdo ocorrer para concentragcdes de
toxico inferiores aos limites de toxicidade (Hwu et al., 1998) evidencia o facto da
flutuacdo constituir o principal problema do tratamento anaerobio de efluentes contendo
lipidos em digestores de manto de lamas, sobrepondo-se ao efeito inibitério dos AGCL

sobre a populacdo bacteriana (Rinzema, 1988). Além disso, sabe-se que a adi¢do de sais
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de célcio diminui o efeito inibitorio dos AGCL, mas nao previne os problemas de

flutuacdo (HAnaki et al., 1981, RinzemA, 1988).

Desta forma, surge a possibilidade do digestor anaerobio de leito fixo ser a configuracao
mais adequada para o tratamento deste tipo de efluentes, uma vez que o meio de suporte
actua como um factor fisico de proteccdo contra o “washout”, sendo potencialmente

atractivo para a retencao da biomassa (ALves, 1998).

Recentemente ALves et al. (1999a) estudaram comparativamente o desenvolvimento da
biomassa em digestores de leito fixo alimentados com diferentes teores de lipidos,
operando inicialmente um reactor com um efluente lacteo sintético com lipidos (leite
gordo) e outro com um efluente lacteo sintético sem lipidos (leite magro). A alteracéo
gradual da composicdo original do substrato alimentado a ambos os reactores para
oleato como Unica fonte de carbono, permitiu avaliar o efeito de uma pré-exposi¢cdo aos
lipidos sobre a biomassa desenvolvida na presenca de AGCL. Estes autores concluiram
que o biofilme formado na presenca de lipidos, embora com menor concentracdo de
solidos por unidade de superficie, era mais resistente a presenca de oleato do que o
biofilme formado na auséncia de lipidos. Com efeito, mais de 50 % deste biofilme foi
removido do suporte ap6s a introducdo do oleato na alimentagéo.

Hwu (1997) observou que embora a biomassa granular seja mais resistente a toxicidade
do oleato, apresenta uma menor capacidade de degradacdo do mesmo, relativamente a
biomassa floculenta, pelo que poderd ser mais vantajosa a utilizacdo de biomassa
dispersa no tratamento de efluentes contendo AGCL. Acves et al. (1999b) verificaram
que a taxa de degradacdo do oleato adsorvido na biomassa floculenta se apresentava
superior a taxa de degradacdo do oleato adicionado a biomassa adaptada mas néo
encapsulada, e que a adigdo de oleato retardava a degradacdo do oleato adsorvido.
Surge, assim, a hipdtese do material adsorvido a superficie da biomassa ndo ser oleato,
mas sim um intermediario da sua degradacdo. Desta forma, a realizacdo de ciclos
sequenciais de adsorcao-degradacdo podera trazer vantagens relativamente a um sistema
continuo (ALves, 1988). Do ponto de vista do tratamento de efluentes com elevada carga
em oleato em filtros anaerdbios, o efeito combinado da recirculacdo da biomassa e a
utilizacdo de um inoculo aclimatizado é benéfico, melhorando a eficiéncia do sistema de

tratamento (Pereira, 1998).



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA 36

1.5 Operacao em estado nao estacionario

A manutencdo da estabilidade no processo de digestdo anaerobia revela-se
particularmente importante, uma vez que, em consequéncia de processos inibitdrios
complexos e da lenta dindmica do sistema, uma perturbacdo do seu funcionamento pode
conduzir a ocorréncia de largos periodos de inactividade, antes do retorno ao seu estado

normal de funcionamento.

A perturbacdo de um digestor anaer6bio pode resultar de diversas causas,

nomeadamente de (Soto et al., 1992):

« sobrecargas (organicas ou hidraulicas) do equipamento,
e aumento ou diminuicdo da temperatura (choque térmico),

« aparecimento de substancias toxicas ou inibitorias no processo, presentes
na corrente de entrada ou formadas durante o processo degradativo,

o modificacbes importantes das condi¢es fisico-quimicas: pH, potencial
redox, temperatura,

« modificacBes importantes das caracteristicas internas do reactor: “washout”
da biomassa, colmatacéo por solidos, etc.,

o alteracOes progressivas no equipamento (que podem afectar principalmente
a qualidade da biomassa desenvolvida e a velocidade de transferéncia de
matéria).

Nos quatro primeiros pontos sdo apresentadas as causas mais frequentes de perda de

estabilidade e perturbacéo dos equipamentos durante o seu funcionamento.

Revela-se notoria a necessidade de desenvolver modelos representativos do crescimento
dindmico desequilibrado das populagcbes microbianas presentes nos consorcios
metanogénicos em situacdes de instabilidade, para aplicacdo ao dimensionamento e
operacdo dos sistemas anaerdbios de tratamento. Paralelamente, serd importante realizar
estudos experimentais que permitam a recolha rigorosa de dados, para verificacdo das
bases desses modelos. Uma forma de obter informagdo sobre o comportamento
microbiano em estado transiente € estudar reactores bioldgicos que foram
temporariamente perturbados, por exemplo através de modificacdes do caudal aplicado

e/ou da concentracdo de substrato (DeLorME E Kapuscinckl, 1990).
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1.5.1 Choque térmico

Os efeitos de um choque térmico dependem do valor de temperatura aplicado, do tempo
de exposicao as condi¢des de choque e da composicao bacteriana da biomassa (VAN LIER
et al., 1996).

Uma diminuicdo da temperatura provoca uma reducdo da actividade de todos os
microrganismos envolvidos no processo de digestdo anaerdbia, afectando
principalmente os de crescimento mais lento e os que intervém na etapa limitante
(NAcHAIYASIT E STUCKEY, 1995, SoTo et al., 1992). Este efeito é reversivel, contrariamente
ao verificado apds um aumento de temperatura, que pode provocar uma deterioracao

irreversivel do processo (VAN Lier et al., 1993).

Hawkes et al. (1995) descreveram o efeito dum choque térmico a 55 °C num filtro
anaerobio mesofilo a escala piloto. Os cidos volateis a saida do digestor aumentaram
significativamente e a remocgao de CQO baixou de 60-70 % para 10 %.

LAu E FaNG (1997) estudaram o efeito de choques térmicos sobre a actividade de
granulos termofilos em reactores UASB, através do aumento e diminuicdo da
temperatura aplicada. Observaram que estes choques reduziam significativamente o
desempenho do reactor, provocando uma diminuicdo da eficiéncia de remocao de CQO
e uma menor producéo de biomassa. Alem disso, verificaram a ocorréncia de “washout”
da biomassa, diminuicdo do pH e acumulacdo de &cidos gordos (particularmente
propionato). No entanto, ambos os reactores foram capazes de recuperar 0 seu
funcionamento normal num periodo de dezoito dias apds a correc¢do do pH e reajuste
da temperatura ao seu valor inicial. O “washout” da biomassa podera ter resultado da
desintegracao granular, uma vez que foi sugerido que o aumento de temperatura acelera
0 decaimento dos microrganismos fermentativos, 0s quais se pensa serem responsaveis
pela estrutura dos granulos. Assim, o seu decaimento conduziria & desintegragdo
granular, com o consequente “washout” da biomassa. Os resultados dos testes de
actividade metanogenica efectuados demonstraram que a actividade dos biogranulos foi
mais adversamente afectada pelo aumento de temperatura do que pela sua diminuigédo
(verificando-se neste Gltimo caso, aparentemente, uma adaptacdo dos granulos, apés
alguns dias de aclimatizacdo), e que as bacterias metanogénicas acetotroficas eram

menos sensiveis ao choque térmico do que os outros grupos tréficos.
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O material usado como enchimento, em reactores anaerobios de filme fixo, exerce uma
influéncia importante no desempenho deste tipo de digestores, durante a fase de
arrangue e em condic@es de estado estacionario. ALonso (1996), ao estudar a resposta a
diminuicdo subita da temperatura de 30 para 20 °C, de dois filtros anaerobios de fluxo
descendente contendo diferentes materiais de suporte, observou que o reactor com
enchimento menos poroso era mais afectado pela perturbacéo introduzida, concluindo
que o material de suporte também influencia o comportamento destes reactores em

situacOes de choque.

1.5.2 Choque organico

Um choque organico resulta do aumento da carga organica aplicada ao sistema,
podendo ser consequéncia de um aumento da concentracdo alimentada, mantendo-se o
caudal constante, ou de um aumento do caudal, mantendo-se constante a concentracdo

alimentada.

Quando se aumenta a carga organica aplicada a um reactor anaerobio, verifica-se (Soto
et al., 1992, DELorME E Kapuscinski, 1990):
e um aumento da concentracdo de hidrogénio molecular na fase gasosa e
aquosa, devido a impossibilidade dos microrganismos hidrogenofilicos,
bem como dos sulfato- e nitrato-redutores, quando presentes,

metabolizarem o hidrogénio produzido em excesso pelos microrganismos
acidogénicos,

e uma acumulacdo de AGV (principalmente &cido butirico e propidnico),
verificando-se posteriormente a sintese e acumulacdo de acidos de cadeia
mais longa e compostos ramificados,

e 0 esgotamento da alcalinidade ao bicarbonato, com o consequente aumento
da concentracdo de dioxido de carbono presente no biogas produzido e uma
diminuicao significativa do pH.

O efeito combinado do aumento de pH e da acumulacdo de AGV inibe a actividade das
bactérias anaerdbias acetoclasticas, levando a um novo aumento da concentracdo de
acetato. Este ciclo tem como resultado final a cessacdo da metanogénese e uma

diminuicao final do pH, momento em que se diz que o reactor esta acidificado.

Em consequéncia do estimulo resultante da adi¢éo de elevada carga organica ao digestor
a producdo de biogds pode aumentar, embora tal ndo signifique necessariamente um

aumento na producdo de metano. SmiTH E McCarTy (1990) observaram uma maior
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producdo de metano ap0s a sobrecarga organica de um reactor de mistura completa
alimentado com etanol e propionato, e verificaram que esta exibia um comportamento
ciclico, influenciado pelas taxas relativas de utilizacdo de substratos e produtos
intermediarios, dindmica da populacdo e formacdo de intermediarios reduzidos. A
eficiéncia de conversdo dos substratos a metano diminuiu significativamente ap6s o
choque, devido a incapacidade dos microrganismos responderem de forma
das bactérias metanogénicas, a composicdo do biogas podera sofrer alteracdes,
apresentando um menor conteddo em metano e uma maior concentracdo de CO; (SoTo
et al., 1992, MarcHAIM E KrAusg, 1993). O maior caudal de gas libertado pode provocar,

eventualmente, “washout” da biomassa.

Grosickl E STuckey (1991) aumentaram vinte vezes a carga organica aplicada a um
reactor anaerébio de anteparos (através da diminuicdo do TRH e mantendo constante a
concentracdo da alimentacdo), durante 3 horas, observando o aparecimento de elevadas
concentracOes de acido valérico, o qual resulta da lise celular. Estes autores verificaram
ainda que o formato € um intermedidrio importante em condi¢bes de sobrecarga,
estando associado a uma boa estabilidade do processo. Ap6s o retorno as condigoes
iniciais o reactor recuperou a sua eficiéncia em 24 horas, embora se tenha verificado um
consideravel “washout” das células bacterianas, pelo que se sugere que este sistema
podera ser mais estavel face a choques organicos resultantes de um aumento da
concentracdo da alimentagdo do que face a choques organicos acompanhados por

sobrecarga hidraulica.

A aplicacdo de choques organicos e hidraulicos a um digestor anaerdbio de duas etapas
de alta carga demonstrou que o &cido lactico é um intermediario importante da fase de
fermentacdo do processo de tratamento de &guas residuais contendo hidratos de carbono
(Romuiet al., 1995).

UGURLU E ForsTER (1992) estudaram a resposta de filtros terméfilos de fluxo ascendente,
contendo diferentes materiais de suporte e sujeitos a diferentes procedimentos de
arranque, a choques organicos, através da diminuicdo do TRH ou do aumento da
concentracdo alimentada (mantendo constante o TRH), verificando que a tolerancia a
esta Ultima sobrecarga era menor. De forma geral, concluiram que os filtros termoéfilos
sdo capazes de tolerar choques de curta duragdo, podendo-se aumentar esta tolerancia
através do uso de materiais de suporte que contenham nichos ecoldgicos que oferecam
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alguma proteccdo contra o “stress”, e aplicando procedimentos de arranque que

melhorem a estabilidade do biofilme.

Uma vez que 0s chogues organicos provocam um aumento da relacdo entre a carga
organica aplicada e a actividade microbiana, as ac¢gdes a empreender devem procurar
restabelecer essa referida relagdo. Para tal, pode-se carregar o digestor com lamas
adicionais (processo conhecido como “dopping”) ou diminuir a carga organica, quer
através da reducdo do caudal alimentado, quer procedendo a uma diluicdo da corrente
de alimentacdo. Salienta-se, no entanto, que estas duas medidas ndo séo equivalentes,
uma vez que a segunda favorece a lavagem do equipamento, promovendo o0
arrastamento ndo s6 dos componentes acumulados, mas também da biomassa, se ndo

estiverem disponiveis sistemas eficazes de retencdo (Soto et al., 1992).

1.5.3 Choque hidraulico

Uma sobrecarga hidraulica resulta da alimentacdo ao sistema de um caudal superior ao
de operacdo em estado estacionario, pelo que serd acompanhada por uma sobrecarga

organica no caso de se manter constante a concentracao da alimentagéo.

Os efeitos observaveis sdo similares aos resultantes de um choque organico, embora se
possam produzir danos irreversiveis devido ao desprendimento de uma parte
significativa da biomassa do meio de suporte, ou a fragmentacdo dos granulos, e
consequente “washout”, conduzindo a sua eliminacdo do sistema (Soto et al., 1992,

GROBICKI E STUCKEY, 1991, CHua et al., 1997).

Os choques hidraulicos com baixas cargas de CQO sdo comuns em estagcdes de
tratamento de aguas residuais de industrias alimentares, principalmente durante a

lavagem de certas unidades de fermentacéo (CHua et al., 1997).

CHuA et al. (1997) estudaram a resposta de um reactor anaerdbio de filme fixo a choques
hidraulicos de 2, 4, 5 e 10 vezes (correspondentes a TRH de 2.50, 1.25, 1.00 e 0.5 dias),
mantendo constante a carga organica aplicada. O aumento de 2, 4 e 5 vezes da carga
hidraulica afectou apenas ligeiramente o desempenho do reactor, em termos de
eficiéncia de remocdo de CQO, tendo-se verificado uma recuperacdo das condigdes
normais de funcionamento num periodo de oito dias ap6s o inicio do choque. A

aplicacdo de 0.5 dias de TRH correspondeu & carga hidréulica critica, responsavel pela
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acidificacédo e falha do digestor, verificando-se uma diminuicdo acentuada da eficiéncia
de remocao, acumulacdo de AGV, diminui¢do do pH e reducdo da taxa de producao de
biogas, bem como do seu contedo em metano. No entanto, ap0s o restabelecimento das
condigdes iniciais, 0 sistema recuperou o seu desempenho em apenas trés dias. Estes
autores concluiram assim que o biofilme desenvolvido se revelava tolerante a choques
hidraulicos a carga constante, atribuindo a sua estabilidade e capacidade de recuperacéo
ao facto da biomassa se encontrar imobilizada: o biofilme temporariamente inibido
permaneceu retido no interior do digestor, ndo sofrendo “washout” e podendo recuperar

a sua actividade apds o restabelecimento de condi¢des favoraveis.

Os efeitos relacionados com a acidificacdo do reactor serdo menores quando o substrato
em causa for do tipo polimérico (necessitando de ser hidrolisado), uma vez que neste
caso a hidrdlise passa a ser a etapa limitante do processo, verificando-se que durante a
sobrecarga parte do substrato deixa o reactor sem ter sido acidificado (Soto et al., 1992).

1.5.4 Choque toxico

O aparecimento de substancias tdxicas no processo de digestdo anaerobia pode provocar
um choque toxico, o qual podera ser ou ndo acompanhado por um aumento da carga
organica ou hidraulica. Os efeitos observaveis dependerdo da concentracdo da
substancia em causa, do tempo de exposi¢cdo, do TRS, da capacidade de aclimatizacéo

da biomassa e da temperatura de operacao (Speece, 1996).

UGURLU E ForsTER (1992) estudaram a resposta de filtros termdfilos de fluxo ascendente
contendo diferentes materiais de suporte a um choque toxico, efectuado através da
modificacdo da alimentacdo de um efluente sintético facilmente biodegradavel para um
efluente contendo biocidas. O desempenho do reactor foi grandemente afectado,
observando-se uma diminuicao na producao de biogas e na percentagem de remocao de
TOC e um aumento na concentracdo de AGV. A re-introducédo do efluente original, 29
dias apds o inicio do choque, conduziu ao restabelecimento das condicdes existentes
antes da perturbagdo, indicando que os componentes biocidas presentes no residuo
apenas exerceram um efeito inibidor sobre a biomassa, nomeadamente sobre as
bactérias acetogénicas e acetoclasticas. Estes autores sujeitaram os mesmos filtros a
choques organicos, tendo observado que o choque toxico foi 0 que exerceu efeitos mais

pronunciados.
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Um choque toxico de AGCL pode provocar a inactividade de um reactor durante longos
periodos de tempo, devido a influéncia que estes tém sobre o crescimento bacteriano e
ao efeito bactericida que exercem sobre as bactérias metanogénicas, quando presentes

acima de determinada concentracdo (Rinzema et al., 1989, ANGELIDAKI E AHRING, 1992).

Apo6s adicdo de diferentes concentragbes de oleato de sddio, em reactor fechado, a
células imobilizadas numa matriz de PVC e a células ndo imobilizadas, Hanaki et al.
(1994b) verificaram que a adsorcdo do acido oleico pela matriz protegeu as células
imobilizadas do contacto directo com este toxico. Contrariamente ao observado no caso
das células ndo imobilizadas, ndo ocorreu periodo de laténcia na producdo de metano,
embora esta tenha diminuido com a adicdo de grandes quantidades de oleato, e nédo
houve formacdo de coldides brancos, apresentando-se o sobrenadante destes frascos

extremamente limpido.
No Sub-Capitulo 1.4, a toxicidade dos lipidos e AGCL é abordada com mais pormenor.

A inibicdo de qualquer uma das fases do processo de digestdo anaerdbia, devido a
presenca de determinada substancia toxica, terd consequéncias negativas sobre as outras
fases, pelo que sera particularmente importante determinar os limites de toxicidade para
as varias populagdes envolvidas, bem como avaliar a capacidade e os efeitos de

aclimatizacao desses grupos (CoLLeraN et al., 1992).

1.6 Monitorizacao e controlo do processo de digestao
anaerobia

Os digestores anaerobios podem revelar-se bastante sensiveis a varia¢des de caudal, da
carga orgéanica aplicada e da temperatura, bem como & presenca de substancias toxicas,
devido a reduzida velocidade de crescimento das bactérias metanogénicas. Quando
perturbados, estes sistemas recuperam lentamente, pelo que serd importante evitar

situacOes de instabilidade (Hickey e SwiTzensaum, 1988).

A monitorizagdo e controlo dos processos de tratamento anaerdbios visam a
manutencdo de condicGes de operacdo Optimas e estaveis, procurando assegurar um
melhor desempenho destes sistemas. Para tal, determinam-se periodicamente os valores
de certos parametros, representativos da actividade biol6gica, consumo de substrato,
acumulacdo de produtos intermediarios e formacdo de produtos finais. O indicador ideal
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sera aquele que, sendo facil de medir, assinala a existéncia iminente de perturbacdes,
possibilitando a adopcdo rapida e inequivoca de medidas correctivas (Soto et al., 1992,

HICKEY E SWITZENBAUM, 1988, MARCHAIM E KRAUSE, 1993).

Os parametros de controlo mais frequentemente usados sdo o pH, a concentracdo de
AGV, aremocdo de CQO, o caudal e composi¢do do biogés produzido, e a relagao entre
a alcalinidade total e a originada pelos AGV (SoTo et al., 1992). De forma geral, estes
parametros sdo Uteis na deteccdo de mudancas graduais, assinalando a existéncia de
perturbacdes j& depois destas se terem iniciado, pelo que ndo sdo adequados, na maior
parte dos casos, para evitar o fracasso do sistema (Hickey E Switzensaum, 1988,

MARCHAIM E KRAUSE, 1993).

Na Tabela 1.1 encontram-se compilados os valores do tempo de relaxacdo para
diferentes parametros descritivos do processo de digestdo anaerdbia, entendendo-se este
como o tempo necessario para um determinado parametro assinalar a ocorréncia de uma

modificacdo numa variavel independente do processo.

Tabela 1.1 Valores tedricos do tempo de relaxacéo para diferentes substancias e populagdes
microbianas presentes em digestores anaerébios (Soto et al., 1992).

Tempo
Substancia
H, 15s
Glucose 3 min
CO; 1h
Acetato 2h
Propionato 4h
Metano 2 dias
co 9
Populagbes microbianas
Acidogénicas 30 min
Propionofilicas 5 dias
Metanogeénicas acetoclasticas 10 dias
Metanogénicas hidrogenofilicas 25 dias

Possivelmente relacionado com o valor referente ao H..

Os niveis de H, usualmente presentes na fase gasosa dos digestores anaerdbios

encontram-se compreendidos entre 10 a 500 ppm. O aumento da concentracdo desta
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substancia funciona como um indicador de um afastamento do sistema relativamente as
suas condicOes de estado estacionario, em consequéncia de sobrecargas organicas ou
hidraulicas, entrada de substancias tdxicas ou choques térmicos. A monitorizacdo da
concentracdo de H, revela-se, assim, aparentemente vantajosa, devido a sua resposta
rapida a alteracGes sofridas pelo sistema, podendo ser realizada em linha e em tempo
real (Hickey e Switzensaum, 1988, Soto et al., 1992). No entanto, Kioey e NebpweLL (1991)
investigaram o efeito de sobrecargas hidraulicas nos niveis de hidrogénio no biogas,
para avaliar da utilidade deste parametro como alarme indicador de instabilidade, e
concluiram que, no caso do passo limitante da conversdo dos materiais organicos a
metano ser a fase de hidrolise, estes niveis s aumentavam apds a falha irreversivel do
sistema, limitando a sua utilidade como detector de problemas operacionais. Para
substratos soluveis e facilmente hidrolisaveis, a monitorizacdo do H, pode fornecer
informacdes importantes sobre o equilibrio/desequilibrio das populagdes (NACHAIYASIT E
STuckey, 1995). MarcHAIM E KrAUSE (1993) referem que a monitorizacdo das quantidades
de H, e CO, apresenta custos elevados, mas permite estimar a actividade metanogénica

das populagdes em causa.

As relagdes existentes entre os diversos AGV presentes na digestdo anaerdbia tém sido
bastante estudadas, uma vez que estes compostos sdo precursores importantes na
formacdo de metano e sdo inibidores potenciais do processo quando presentes em
concentragcOes excessivas. Recentemente, o seu papel como eventuais indicadores do
desempenho de reactores anaerobios, particularmente no que se refere a situagdes de
“stress”, tem despertado a atencdo dos investigadores (HiLL e HorLmBerc, 1988).
MARrcHAIM E KrRause (1993) verificaram que a razdo entre os acidos propionico e acético
aumentava imediatamente apos 0 aumento da concentracdo da alimentacdo (sobrecarga
organica), e antes de ser notoria qualquer variacdo na composi¢do do biogas, sugerindo
assim que esta razdo pode funcionar como um indicador de um fracasso iminente do
processo de digestdo anaerdbia, em consequéncia de situacdes de sobrecarga. Este
meétodo de controlo revela-se mais facil e mais barato do que a monitorizagdo da fase
gasosa do processo. HiLL et al. (1987) sugeriram que uma razdo acido propidnico/acético
superior a 1.4 assinala um fracasso iminente do digestor, recomendando que este
indicador deve ser usado conjuntamente com a determinacdo da concentracdo de acido
acetico (a qual informaré da situagdo de falha do processo para valores superiores a 800
mg/L).
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Uma vez que estdo presentes em concentracdes praticamente nulas ou muito baixas em
digestores a funcionar correctamente, os AGV de cadeia mais longa (ex.: butirico, iso-
butirico, valérico, iso-valérico) tém sido pouco estudados no sentido de desenvolver
indices de “stress”/falha do processo de digestdo anaerdébia. HiLL e HoLmeerc (1988)
sugerem que niveis individuais dos &cidos iso-butirico e/ou iso-valérico inferiores a 5
mg/L significam que o processo de digestdo anaerobia se esta a processar de forma
adequada; niveis entre 5 e 15 mg/L sugerem a existéncia de problemas e a iminéncia de
fracasso, proporcionando cerca de uma semana de avancgo relativamente a essa situagao;

niveis superiores a 15 mg/L indicam que o processo falhou.

Nos sistemas de digestdo anaerObia mais avancados actualmente disponiveis, a
instalacdo final é altamente instrumentalizada, permitindo a monitorizacdo continua de
todas as varidveis importantes para a operacdo, e possui um sistema de alarme que
assinala os desvios relativamente a valores ou estratégias de controlo pré-estabelecidas.
Estes sistemas exigem, assim, equipamento e um nivel tecnoldgico apropriado,

experiéncia técnica e auséncia de restricdes temporais ou econdmicas (BArForDp, 1988).

A conjugacdo de modelos dindmicos com técnicas de monitorizacdo da fase liquida e
gasosa revela-se interessante no sentido de estimar e prever em linha o estado do
processo e aplicar sistemas de controlo por “feedback” (PoHLanD, 1992). Romui et al.
(1995) desenvolveram um modelo dindmico capaz de descrever a resposta de um
sistema anaerobio de tratamento de efluentes de alta carga, em duas etapas, a um choque
organico e hidraulico. Com base neste modelo, esta actualmente a ser implementada
uma estratégia de optimizacdo de um sistema de tratamento anaerobio a escala real de
efluentes de uma inddstria cervejeira: procede-se a monitorizacdo continua do sistema e,
recorrendo as previsdbes do modelo, ajustam-se varios parametros operacionais,

procurando-se alcancar uma operacao estavel e econémica.
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1.7 Objectivos

Com este trabalho pretendeu-se estudar o efeito de sobrecargas toxicas (de acido oleico)
- organicas e hidraulicas — no desenvolvimento da biomassa num filtro anaerdbio, bem
como no seu desempenho. Para tal, o digestor foi alimentado com um efluente lacteo
sintético contendo oleato, aumentando-se cinco vezes a carga organica aplicada, quer
através do aumento da concentragdo (chogue organico), quer atraves da diminuicdo do

tempo de retencdo hidraulico (chogue hidraulico).

A Dbiomassa desenvolvida no digestor durante estas situagOes de instabilidade foi
estudada relativamente aos seguintes parametros: quantidade total e distribuicdo das
varias fraccOes (oclusa e aderida) no suporte; actividade metanogénica especifica em
acetato, H,/CO,, propionato, butirato e etanol; actividade acidogénica em lactose;

toxicidade do oleato de sddio sobre as bactérias acetoclasticas antes e apds cada choque.
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2. Materiais e Métodos

2.1 Instalacao experimental

Na Figura 2.1 encontra-se esquematizada a instalacdo experimental utilizada neste
trabalho. O reactor anaerdbio de leito fixo foi construido a partir de um tanque
cilindrico em PVC, com um didmetro interno de 48 cm e um volume (til de 86 L. A
entrada da alimentacdo encontrava-se localizada na zona central da base do digestor,
existindo a 5 cm do fundo um agitador de tipo hélice (Zona I, na Figura 2.1). Embora
nesta sec¢do ndo existisse material de suporte, parte significativa da biomassa podia
aqui ficar retida. A uma altura de 10 cm da base fixou-se uma placa perfurada, que

serviu de apoio ao material de suporte e que era atravessada no centro pelo veio do

agitador.
T
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Figura 2.1 Representagdo esquematica da instalagdo experimental utilizada.
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A seccdo de leito fixo (volume total = 40 L), situada na parte central do biorreactor
(Zona 1), consistiu num conjunto de 27 mini-biorreactores similares, colocados em
paralelo, tendo-se utilizado anéis de Raschig como suporte. As dimensbes e
caracteristicas destes materiais encontram-se resumidas na Tabela 2.1, e na Figura 2.2

esta representada uma vista da sec¢do do biorreactor.

Tabela 2.1 Dimensdes e caracteristicas do suporte e do leito.

Unidade de suporte ~ Mini-biorreactor Leito
NUmero 86/mini-biorreactor 27 -
Altura (cm) 2.10 25 25
Di&metro interno (cm) 1.97 7.1 -
Diametro externo (cm) 2.10 7.5 -
Porosidade - - 0.92
Area interfacial, (m*/m®) - - 230

Figura 2.2 Vista da sec¢do do biorreactor.

A entrada e saida da serpentina de aquecimento, bem como a saida do efluente tratado,
situavam-se na parte superior do digestor (Zona Ill). O efluente era encaminhado para
um sedimentador, procedendo-se a recirculacdo da biomassa ai acumulada. N&o foi
possivel efectuar a recolha e andlise do biogas produzido, pois este escapava-se pelo
rolamento que permitia 0 movimento giratério do veio do agitador, colocado na tampa

do digestor.

O reactor foi inoculado com 15 L de lamas provenientes de um digestor anaerdbio
integrado na estacdo de tratamento de &guas residuais de Frossos, Braga. Para remocao

dos solidos mais grosseiros fez-se passar estas lamas por crivos com 2 € 4 mm de
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abertura de malha, antes da inoculagéo, obtendo-se um teor em so6lidos suspensos totais

de 25.3 g/L e em sdlidos suspensos volateis de 10.1 g/L.

O digestor foi alimentado com um efluente lacteo sintético, obtido por dilui¢do de leite
magro comercial com &gua da rede municipal, e suplementado com macro e
micronutrientes. A solucdo de macronutrientes foi adicionada na proporcdo de 0.6
mL/gCQO alimentado e a solucdo de micronutrientes adicionou-se na quantidade fixa

de 1 mL/L, de acordo com a seguinte composicao:
Macronutrientes - MgS0,.7H,0:30.2 g/L; KH,PO,: 28.3 g/L; KCI: 45 g/L.

Micronutrientes - FeCl,.6H,0: 2 g/L; H3BO3: 0.05 g/L; ZnCl,: 0.05 g/L; CuCl,.2H,0:
0.038 g/L; MnCl,.4H,0: 0.5 g/L; (NH4)sM070,4.4H,0: 0.05 g/L; AICI;.6H,0: 0.09 g/L;
CoCl,.6H,0: 2 g/L; NiCl,.6H,0: 0.092 g/L; Na,Se03.5H,0: 0.164 g/L; EDTA: 1g/L;
Resazurina: 0.2 g/L; HCI 37%: 1 mL/L. A composicdo desta solugédo baseou-se no
trabalho de zennper et al. (1980).

A manutencdo de valores adequados de alcalinidade (2500-5000 mgCaCOs/L) foi
efectuada através da adicdo de 5 g de NaHCOg/L.

2.2 Analises de rotina

O controlo analitico de rotina do desempenho do digestor ao longo do tempo de
operacgdo baseou-se na determinacdo periodica (2 a 3 vezes por semana) dos seguintes

parametros:

e caréncia quimica de oxigénio (CQO) total a entrada e sollvel a saida,
« 4acidos gordos volateis (AGV) presentes na corrente de saida,

o sOlidos volateis (SV) a saida do digestor,

o caudais alimentados.

2.2.1 Caréncia quimica de oxigénio (CQO)

A caréncia quimica de oxigénio (CQO) é usada como uma medida do oxigénio
equivalente a fraccdo orgénica da amostra susceptivel de ser oxidada por um oxidante
quimico forte. Neste trabalho utilizou-se 0 método do refluxo fechado com titulacéo

(STanDARD METHODS, 1989), no qual a matéria organica presente na amostra € oxidada
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com uma quantidade definida e em excesso de dicromato de potassio, em meio &cido.
Apos digestdo durante 2 horas a 150 °C e arrefecimento, 0 excesso de dicromato de
potassio é titulado com sulfato de ferro e amonio, utilizando-se um indicador de ferroina
para detectar o ponto de viragem (indicado pela passagem de uma cor amarela-
esverdeada para laranja-acastanhada). A concentracdo de matéria organica, expressa em
mg O,/L é calculada por:

(V

t—branco

-V

t—amostra )

Va

X 8000 x M

CQO (mg 02/L) =

em que: Ve € 0 Volume de titulante gasto na titulacdo do branco

Viamostra € 0 VOlume de titulante gasto na titulacdo da amostra
M ¢é a molaridade da solucdo titulante de Sulfato de Ferro e Amonio
V, é 0 volume de amostra

Para a analise do CQO soluvel procedeu-se a uma centrifugacdo prévia da amostra

durante 10 minutos a 15000 rpm.

2.2.2 Acidos gordos volateis (AGV)

O método utilizado para analise dos AGV foi a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) (Jasco, Japdo), recorrendo-se a uma coluna Chrompack (300x6.5 mm) e
operando-se 0 detector espectrofotométrico a um comprimento de onda de 210 nm. A
temperatura de operacdo foi 60°C e utilizou-se H,SO4 0.01N como eluente, a um caudal
de 0.7 mL/min. A fase movel foi preparado por filtragdo com uma membrana de
porosidade 0.45 um e desgasificagdo num banho de ultra-sons (Sonicor SC 52) durante
5 minutos. As amostras foram analisadas apds centrifugacdo durante 10 minutos a
15000 rpm.

Apresentam-se em seguida as expressdes das curvas de calibracdo determinadas para 0s
diferentes acidos analisados, bem como os erros associados ao declive e ordenada na

origem, gque se propagaram aos valores calculados:

e Lactico: Conc. (mg/L)= (-0.21 + 5.25)+(9.53 + 0.09)x10'4xArea
e Formico: Conc. (mg/L)= (0.53 + 7.51)+(5.523 + 0.07)x10'4><Area
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e Acético: Conc. (mg/L)= (1.58 £ 5.29)+(9.17 + O.10)x10'4><Area
e Propibnico: Conc. (mg/L)= (1.25 + 6.25)+(9.04 + 0.12)x10_4><Area
e iso-Butirico: Conc. (mg/L)=(-9.49 + 10.41)+(7.06 + 0.15)x10'4xArea
e n-Butirico: Conc. (mg/L)= (2.04 £ 9.13)+(9.61 + O.13)x10'4><Area

2.2.3 Solidos volateis (SV)

O conteudo em SV presente na corrente de saida do digestor foi determinado através da
diferencga de peso da amostra apds evaporacao a 103-105 °C (até atingir peso constante)
e depois de calcinada a 550 °C (StanparD MeTHoDs, 1989), tendo-se sempre efectuado

estas analises em triplicado ou quadruplicado.

Este procedimento foi também utilizado na determinacdo dos SV no final dos ensaios de

actividade metanogénica e acidogénica e dos testes de toxicidade.

2.3 Modo de operacao

Durante a fase de arranque aumentou-se gradualmente a carga organica aplicada até um
valor de 6 Kg CQO/m®.dia (correspondente a 4000 mg CQO/L e TRH de 16 horas),
alimentando-se o reactor com leite magro e posteriormente com uma mistura de leite
magro e oleato de s6dio (em partes iguais em termos das suas contribui¢es para o CQO
da alimentacdo). Esta proporcdo manteve-se constante ao longo de todas as etapas
seguintes. ApOs o periodo de arranque aumentou-se cinco vezes a concentracdo
alimentada, mantendo-se constante o TRH, pretendendo simular uma situacdo de
choque orgénico. Durante a terceira etapa diminuiu-se cinco vezes o0 TRH e manteve-se
constante a concentragdo, provocando um aumento da carga organica através de uma
sobrecarga hidraulica. Ao longo deste trabalho designar-se-a esta situacdo por choque
hidraulico. Desta forma, a carga organica aplicada foi igual em ambos os casos, sendo
de 30 Kg CQO/m*.dia. A duracio dos dois choques foi de 4 dias, findo os quais se

retornou as condicdes pré-choque.

Na Tabela 2.2 encontram-se resumidas as condi¢Ges de operacdo aplicadas em cada

etapa, e a respectiva duracdo de cada periodo de funcionamento do digestor.

Aplicou-se de uma corrente de recirculacdo, definindo-se que o factor de recirculagdo
seria aproximadamente 1, excepto no caso do choque hidraulico, onde se atingiriam
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valores excessivos de velocidade ascensional do liquido. Nesta situacdo, manteve-se o

valor de caudal de recirculacdo aplicado na etapa anterior.

Tabela 2.2 Descricdo das condi¢cdes operacionais e duracdo de cada etapa de operagéo.

Periodo Tempo Concentracdo TRH  Carga org. aplicada Comentarios
(dias) (mg CQO/L)  (dias) (Kg CQO/m®.dia)
0-16 2000 4 0.5
16-34 2000 2 1
| 34-54 4000 2 2
54-83 4000 1 4
83-102 4000 1 4 Introducéo do oleato
102-140 4000 0.667 6 Condigdes pré-choque
1 140-144 20000 0.667 30 Choque organico
144-230 4000 0.667 6 Condigdes pré-choque
1 230-234 4000 0.133 30 Choque hidraulico
234-286 4000 0.667 6 Condigdes pré-choque

2.4 Amostragem da biomassa

Durante as duas situacOes de instabilidade resultantes da perturbacédo do funcionamento
do digestor (choque orgéanico e choque hidraulico) procedeu-se a abertura regular do
biorreactor, para recolha de biomassa. Esta foi posteriormente separada nas suas
fraccOes oclusa e aderida, e estudada relativamente ao desenvolvimento e colonizagao
do suporte, actividade metanogeénica e acidogénica e toxicidade ao oleato. A recolha da
biomassa em cada periodo de amostragem foi efectuada através da remocdo de alguns
dos 27 mini-biorreactores, seleccionados aleatoriamente, procedendo-se a mistura da
biomassa presente em cada um deles e & sua analise conjunta. Para minimizar as
perturbacdes resultantes deste procedimento de amostragem procurou-se manter o tipo
de escoamento no reactor, efectuando-se a substituicdo dos mini-biorreactores por
outros contendo biomassa proveniente da limpeza do sedimentador. A medida que iam

sendo seleccionados, os mini-biorreactores eram excluidos do sorteio seguinte.
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Esta operacdo de abertura e recolha da biomassa foi feita na presenca de azoto, e antes
de se fechar o reactor injectou-se uma mistura de N,/CO, (80/20) na zona superior do

digestor.

2.5 Caracterizacao da biomassa

2.5.1 Separacao e quantificacao

A biomassa recolhida em cada periodo de amostragem foi espalhada num banho de
agua destilada, o qual foi agitado manualmente com movimentos giratérios de sentido
alternado durante 1 minuto. A fraccdo que se desprendeu do suporte em consequéncia
deste procedimento constitui a por¢do de biomassa oclusa. Uma vez que esta seria
posteriormente utilizada para a realizacdo dos testes de actividade e toxicidade, esta
operagéo foi efectuado na presenca de N»/CO, (80:20), visando a manutencdo das
condicBes de anaerobiose. Procedeu-se, em seguida, a sua decantacdo, centrifugacdo a
6000 rpm durante 10 minutos e ressuspensdo em tampdo anaerobio, determinando-se
entdo o volume total e o conteudo em solidos volateis. As amostras foram armazenadas
a 4 °C, dando-se inicio aos testes de actividade metanogénica especifica com a maior

brevidade possivel.

A separacdo da biomassa aderida foi efectuada através da agitacdo do suporte, imerso
em NaOH 0.1IN, a 100 rpm e a 37 °C durante pelo menos 12 horas, e posterior
sonicacdo da fraccdo liquida resultante num banho (Sonicor SC 52), durante 10

minutos. Determinou-se o volume total e o conteddo em sélidos volateis.

2.5.2 Testes de actividade metanogénica especifica

Procedeu-se a determinacdo da actividade metanogénica especifica da fraccdo de
biomassa oclusa recolhida em cada periodo de amostragem, relativamente a substratos
directos (acetato e H,/CO,) e indirectos (propionato, butirato e etanol) da metanogénese.
Estes ultimos sdo representativos das bactérias acetogénicas produtoras obrigatorias de
hidrogénio (sintroficas). Para tal realizaram-se testes em frascos selados, procedendo-se
a monitorizacdo ao longo do tempo da variacdo de pressdo resultante da producdo de
biogas, em consequéncia da degradacdo dos diferentes substratos (CoLLeran et al.,
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1992). As leituras dos valores de pressdo foram efectuadas recorrendo a um transdutor
de pressdo portatil (Centrepoints Electronics, Galway, Irlanda), com um sensor de
diafragma (n° 303-343, R.S. Components Ltd., Corby, Northants, Inglaterra) capaz de
medir variagOes de pressdo de +2 atmosferas (0+202.6 KPa), expressas na gama dos —
200 a +200 mV (Figura 2.3). O sensor encontra-se ligado a um painel digital (n° 258-
041, R.S. Components Ltd., Corby, Northants, Inglaterra) e é alimentado por um
transformador de 9V DC. Em cada leitura verifica-se a perda de cerca de 30 pL de
biogas, 0 que representa uma fraccdo minima do biogas total produzido num teste, pelo
gue ndo é necessaria a aplicacdo de um factor de correccéo.

Figura 2.3 Medicao da pressao no interior de um frasco selado com o transdutor de pressdo
portétil.

Procedimento experimental

Efectuaram-se testes de actividade metanogénica especifica relativamente a substratos
liquidos (acetato, propionato, butirato e etanol) e a um substrato gasoso (H2/CO,).
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Em cada teste com substratos liquidos, os ensaios foram feitos em triplicado para cada
substrato e para o branco, num total de 15 frascos. O volume de trabalho foi 12.5 mL,

sendo 25 mL o volume total de cada frasco.

Nos testes com o substrato gasoso, os ensaios foram feitos também em triplicado,
usando-se uma mistura de H,/CO, (80/20 % v/v) como substrato e uma mistura inerte
de N2/CO, (80/20) nos ensaios em branco. Neste caso, o volume de trabalho foi 12.5

mL e o volume total dos frascos 70 mL.

A cada frasco previamente “lavado” com N,/CO, (80/20) adicionaram-se, em condi¢Oes
anaerobias estritas, determinados volumes de biomassa e tamp&o anaerébio, de modo a
que num volume de trabalho de 12.5 mL a concentracdo de solidos volateis (SV)
estivesse compreendida entre 2 e 5 g/L, e preferencialmente préxima de 3 g/L.
Fecharam-se os frascos com rolhas de borracha butirica (n° 2048-11800, Belco glass
Inc., Vineland, N.M.) e selaram-se com cépsulas em aluminio (n® 13214, Pierce, UK).
Em seguida, de acordo com o procedimento sugerido por DoLFinG E BLoeMEN (1985),
procedeu-se a aclimatizacdo dos frascos a 37 °C com agitacdo (150 rpm), num agitador

orbital (Braun Certomat R), durante uma noite.

Nos teste com substratos liquidos adicionou-se a cada frasco, em seguida, 125 puL de
substrato, excepto aos frascos relativos aos ensaios em branco. Ap6s remog¢do do
excesso de pressdo devida a degradacdo de substrato residual, os frascos foram

incubados a 37 °C e a 150 rpm.

No caso dos testes com o substrato gasoso cada frasco foi pressurizado a 1 bar com a

respectiva mistura reagente, sendo seguidamente incubado a 37 °C e a 150 rpm.

Ap6s uma hora de incubacdo nessas condic¢Bes iniciou-se a medicdo da pressdo nos
frascos (em mV). As leituras foram repetidas com intervalos de 1 a 2 horas, dependendo
da velocidade de producdo de metano, dando-se especial atencdo a fase inicial, que € a
considerada para célculo da actividade metanogénica especifica. A degradagcdo dos
substratos liquidos conduz a um aumento da pressdo, verificando-se um decréscimo no
caso da conversdo da mistura de H,/CO, em metano. Esta diminuicdo de pressédo
corresponde a transformacdo de 5 moles de H, e CO, em apenas uma mole de metano
(4H,+CO,—CHj+,H,0). Considerou-se que o teste havia terminado quando a pressdo

deixou de variar, indicando que todo o substrato havia sido consumido.
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No final do teste procedeu-se, sequencialmente, a analise do biogas formado, a medicao
do volume de vazio de cada frasco e a determinacdo do conteudo em solidos volateis

presentes em cada frasco (com a totalidade do contedo dos mesmos).

A percentagem de metano presente no biogas foi determinada por cromatografia gasosa
(CG), utilizando um cromatdégrafo Pye Unicam GCD, com uma coluna Chrompack
Haysep Q (80-100mesh) operada a 40 °C, e um detector de ionizacdo de chama
(T=130°C). A temperatura do injector era 120 °C e utilizou-se azoto como gas de
arraste, a um caudal de 30 mL/min. A calibragdo do aparelho foi efectuada sempre que
se procedeu a uma analise, injectando-se uma mistura gasosa contendo metano numa
percentagem semelhante a da amostra. As injeccGes das amostras e das misturas de

calibracdo foram sempre feitas em triplicado. O volume injectado era de 0.5 mL.

A determinacdo do volume de espaco vazio de cada frasco foi feita por injeccdo de uma
quantidade conhecida de ar, registando-se o correspondente aumento de pressao por mL
de ar injectado (mV/mL). Este procedimento foi realizado em triplicado para cada

frasco.

Meio basal (tampao anaerébio)

Adiciona-se 1ImL/L de uma solucdo de resazurina (1g/L) e 0.5g/L de Cisteina-HCL a
agua destilada. Apds ajuste do pH a um valor de 7-7.2, pela adicdo de NaOH ou HCL
8N, leva-se a ebulicdo até o indicador de resazurina mudar de cor rosa para incolor,
indicando que esta em condicOes anaerdbias. A ebulicdo deve ser lenta para impedir que
a cisteina se converta em cistina, composto toxico para as populacdes microbianas que

se pretendem caracterizar.

O meio é arrefecido em gelo, na presenca de azoto, e quando se atinge uma temperatura
de cerca de 40-50°C este gas € substituido por No/CO, (80/20) e adicionam-se 3.05g/L

de bicarbonato de sédio.

Substratos liquidos

Prepararam-se solucdes “stock” dos diferentes substratos liquidos em concentragdes 100

vezes superiores as de trabalho.
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Cada mole de acetato, propionato e etanol produz, respectivamente, 1, 1.75 e 1.5 moles
de CH,4, enquanto que 2.5 moles de CH,4 sdo formadas por mole de butirato. Desta
forma, a solucdo “stock” deste Gltimo substrato foi preparada com uma concentracao
inferior as restantes. Assim, as solugdes de acetato, propionato e etanol foram
preparadas com uma concentragdo de 3 M e a de butirato com 1.5 M. Todas as solugdes

“stock” foram neutralizadas a pH 7, e armazenadas a 4 °C.

Substrato gasoso

A actividade metanogénica hidrogenofilica foi avaliada utilizando-se uma mistura de
H./CO, (80/20 %v/v) como substrato (Coates et al., 1996). Nos ensaios em branco

utilizou-se uma mistura inerte de N»/CO, (80/20).

Célculo da actividade metanogénica

e Substratos Liquidos

Com base na representacdo grafica dos valores de mV medidos em fungdo do tempo
calculam-se os respectivos declives na zona linear inicial, em mV por hora. Dividindo
estes declives pelos valores de mV/mL (correspondentes ao aumento de pressdo em mV
por mL de ar injectado) exprimem-se os valores dos declives em mL de biogas
produzido por hora (mL/h). A percentagem de metano presente no biogas produzido

durante os testes foi determinada pela seguinte equacao:

Vh+Vc)

MP = ( x %CH4

em que: Vh é o volume de gas inicialmente presente no frasco (volume de vazio do frasco)
V¢ é o volume do biogas produzido durante o teste

%CHy, é a percentagem de metano presente no biogéas contido em cada frasco no final do ensaio
Vc e Vh podem ser calculados através das seguintes equacdes:

_ leitura final, mV
- mV /mL

Vc

_ leitura em mV correspondente a 1 atm
mV/mL

Vh
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Multiplicando os mL de gas produzido numa hora por 24, pela percentagem de metano
e pelo factor de calibracdo do transdutor (FC), e dividindo o resultado pelos sélidos

volateis, obtém-se o valor final da actividade metanogénica especifica:

Actividade metanogénica especifica = Mt/ 24xMPXFC 1) oHy @PTN/gSV dia]

SV

FC representa um factor de calibracdo de cada transdutor utilizado, e contempla a
conversdo dos valores para as condi¢cbes normais de pressdao e temperatura (PTN)
(Apéndice A). Aos valores de actividade assim obtidos subtrai-se a actividade

especifica, calculada da mesma forma, para os brancos.

e Substrato Gasoso

O decréscimo de pressdo obtido é directamente convertido em mL de CH4 produzidos
em cada ponto de registo de presséo, pela expressao seguinte:
n-171

n-1 " "(n)

Volume de CH, (mL) =
mV/mL x 4

onde P.1) e Py correspondem, respectivamente, aos mV lidos nos tempos n-1 e n. A
producdo total de gas corresponde ao somatério do volume de CH, produzido em cada

ponto.

A taxa inicial de producao de CH, (mL/h) obtém-se por determinagdo do declive inicial
da representacéo grafica do volume de CH,4 produzido ao longo do tempo. A actividade

metanogénica hidrogenofilica especifica determina-se pela seguinte equacéo:

mLCH, /hx24 xFC
SV

Actividade metanogénica especifica = [MLCH,@PTN/g SV.dia]

Os valores finais sdo obtidos ap0s subtraccdo dos valores de actividade calculados do

mesmo modo para 0s ensaios em branco.

2.5.3 Testes de actividade acidogénica

Nos testes de actividade acidogénica determinou-se a velocidade de consumo de lactose,

utilizando um volume de trabalho de 50 mL em frascos de 120 mL de volume total. A
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cada frasco, previamente “lavado” com N,/CO, (80/20) adicionaram-se, em condigdes
anaerdbias, determinados volumes de biomassa e tamp&o anaerobio (descrito no Sub-
Capitulo 2.5.2), de modo a que no volume de trabalho a concentracdo de sélidos
volateis (SV) estivesse compreendida entre 2 e 5 g/L, e preferencialmente proxima de 3
g/L. Apos aclimatizacdo da biomassa durante uma noite a 37 °C e em agitacdo a 150
rpm, adicionou-se 0.5 mL de uma solucdo “stock™ de lactose 1M, equivalendo a uma
concentracéo inicial de lactose de 10 mM. Retirou-se imediatamente a primeira amostra,
correspondendo ao tempo inicial. As amostras retiradas ao longo do tempo eram
imediatamente colocadas em gelo, centrifugadas a 15 000 rpm durante 10 minutos e
congeladas. A lactose foi analisada utilizando um teste enzimatico especifico para
lactose/glucose (Boehringer-Mannheim/986119). No final do ensaio, determinaram-se

os solidos volateis em cada frasco.

Em todas as amostras analisadas verificou-se a existéncia de uma fase de laténcia a
preceder o inicio do consumo de lactose, tendo-se determinado graficamente a duracao
desse periodo. O calculo da actividade acidogénica (mmol lactose/gSV.dia) foi
efectuado para o periodo de tempo subsequente a fase de laténcia, por determinagédo do
declive na zona linear do grafico concentracdo de lactose versus tempo e divisdo pelo

valor obtido para os SV.

2.5.4 Testes de toxicidade metanogénica

Nestes testes estudou-se o efeito do oleato de sodio na actividade das bactérias
metanogénicas acetoclasticas, através do acompanhamento da producdo do biogas em
frascos selados com um transdutor de pressdo (descrito no Sub-Capitulo 2.5.2). Nestes
frascos, para além do substrato especifico do grupo tréfico em estudo (acetato),
adicionou-se o inibidor a testar (oleato de sédio), tendo-se utilizado o procedimento
descrito por CoLLERANE PisTILLI (1994).

Substrato

A solucdo “stock” de acetato foi preparada numa concentragdo 3M, 100 vezes superior a
concentracdo de trabalho. Esta solugdo foi neutralizada a pH 7 com NaOH e

armazenada a 4 °C.
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Inibidor

Prepararam-se cinco solucfes “stock” de oleato de sédio em condi¢bes anaerobias
estritas, 10 vezes concentradas relativamente as concentracGes de trabalho (1000, 3000,
5000, 7000 e 9000 mg oleato/L). Estas solugfes foram a agitar durante uma noite a 150
rpm, para facilitar a dissolucéo do oleato de sddio.

Procedimento experimental

O procedimento experimental e o célculo da actividade foram idénticos aos referidos
para os testes de actividade metanogénica especifica, bem como a preparacdo do meio
basal (Sub-Capitulo 2.5.2). Os ensaios foram realizados em triplicado, envolvendo um
total de 21 frascos, tendo-se adicionado acetato e diferentes concentracfes de oleato de
so0dio a 5 dos 7 grupos de trés frascos. Os brancos (sem substrato e sem inibidor) e os
controlos (com substrato mas sem inibidor) foram constituidos pelos outros dois trios de
frascos. Apos aclimatizacdo a 37 °C durante a noite, o substrato foi adicionado na
quantidade de 125 uL, num volume de trabalho de 12.5 mL. Adicionou-se 1.25 mL de
cada uma das solucdes “stock” de oleato, correspondendo a concentragdes finais de 100,
300, 500, 700 e 900 mg oleato/L.

Em alguns casos verificou-se a existéncia de uma fase de laténcia a preceder o inicio da
producdo de metano, tendo-se determinado a duracdo desse periodo graficamente.
Nesses casos, a producao inicial de metano era nula ou da mesma ordem de grandeza da
observada nos ensaios em branco, resultando numa actividade metanogénica nula ou

muito baixa.

Célculo do indice de toxicidade

A toxicidade do oleato de sdédio foi expressa em termos do indice de toxicidade (ICsp)
que representa a concentracdo de oleato para a qual a actividade é reduzida a 50% da
actividade méxima (obtida para concentracdo nula de oleato). Este célculo foi feito

graficamente.
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3. Resultados e Discussao

3.1 Operacao e desempenho do digestor

Os dados experimentais obtidos neste trabalho encontram-se compilados no Apéndice
B. A evolucdo dos pardmetros operacionais ao longo de todo o periodo de
funcionamento do digestor, bem como a variagdo dos teores em AGV e SV presentes na
corrente de saida, encontram-se representadas na Figura 3.1 e compiladas na Tabela 3.3.
Na Tabela 3.4 apresentam-se 0s valores dos parametros representativos do desempenho
do digestor durante as situacOes de instabilidade (Etapa Il e 111), podendo observar-se na
Figura 3.2 a evolucdo dos teores em AGV a saida durante 0s mesmos periodos.

O arranque do digestor foi efectuado atraves de aumentos graduais da carga organica
aplicada, até um valor de 6 Kg CQO/m®.dia. Entre os dias 140 a 144 e 230 a 234
aumentou-se cinco vezes a carga organica aplicada, através do aumento da concentragdo
alimentada (choque orgénico) e da diminuicio do TRH (choque hidraulico),
respectivamente (Figura 3.1(a) e (b)). Desta forma, em ambos os choques aumentou-se
a carga aplicada em oleato. A eficiéncia de remocdo de CQO sollvel encontra-se
representada na Figura 3.1(b), verificando-se que se manteve em valores superiores aos
90 %, excepto nas situacdes de choque. A introducdo de perturbagGes provocou uma
diminuicdo acentuada deste parametro (de um valor medio de 94.3 % para 30.2 % no
choque organico, e para 73.2 % no choque hidraulico), sendo esta menos dramatica no

caso do choque hidraulico.

A diminuicdo da eficiéncia tem sido relatada por diversos autores como uma
consequéncia de situacdes de instabilidade e da presenca de oleato, o qual é tdxico para
as bactéerias anaerobias (Rinzema et al., 1989, DeLorME E Kapuscinski, 1990, SmiTH E

McCARTY, 1990, ANGELIDAKI E AHRING, 1992, SoTo et al., 1992, CHua et al., 1997).
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Figura 3.1 Evolucédo das condi¢Bes operacionais e desempenho do digestor ao longo do tempo de
operacdo. CQO total alimentada e TRH (a), eficiéncia de remoc¢do e carga organica
aplicada (b), AGV totais presentes na corrente de saida (c) e SV a saida do digestor (d).
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Tabela 3.3 Valores médios dos parametros operatérios relativos a cada uma das etapas de
funcionamento.

Tempo TRH CQOa Carga org. CQOsol Eficiénciade SV asaida AGV totais

(dias) (dias) entrada aplicada asaida remocao (mg/L) asaida
(mg/L) (KgCQO/mid) (mg/L) (%) (mgCQOIL)

[0-16] 3.97 1985 0.5 132 93.0 189 24.0
(£0.29) (x171) (20.2) (*15) (x0.01) (*29) (26.4)

[16-34] 2.00 1985 1.0 149 92.6 219 71.2
(+0.03) (171) (0.1) (£21) (0.01) (£24) (+11.6)

[34-54] 2.00 4130 21 223 94.6 434 77.9
(£0.03) (x117) (x0.1) (278) (x0.02) (278) (¢31.8)

| [54-83] 0.99 4130 43 200 95.4 531 90.3
(+0.02) (117) (0.1) (£21) (+0.00) (#51) (17.8)

[83-102] 0.99 4130 43 162 95.9 439 38.2
(20.02) (x117) (x0.) (37) (x0.01) (x24) (27.9)

(@ [102-140] 0.66 4130 6.0 231 94.3 761 72.6
(+0.00) (117) (0.3) (£34) (0.01) (+80) (+18.4)

Il [140-144] 0.66 17739 29.0 (b) (b) (b) (b)

(£0.00)  (+3663) (+2.6)

(@ [144-230] 0.66 3791 5.9 (© (c) (© (©
(+0.00) (£232) (0.6) 205 (+29) 94.3(+0.01) 805 (+105)  98.7 (+28.5)

11 [230-234] 0.15 3791 26.4 (b) (b) (b) (b)

(+0.00) (+232) (+1.8)

(@) [234-286] 0.68 3791 5.7 231 94.0 714 91.0
(£0.03) (£232) (20.3) (£49) (x0.01) (¢117) (¢32.0)

(a) condigdes pré-choque; (b) variavel; (c) variavel durante cerca de 10 dias.

A adsorcdo de oleato na biomassa exerce um efeito inibitorio, possivelmente devido a
perturbacdo das funcdes de transporte e de proteccdo das células (GaLsraiTH et al., 1973,
KosTER E CRAMER, 1987, RinzemA, 1988), afectando principalmente as bactérias sintroficas
e metanogénicas (Hanaki et al., 1981); por outro lado, torna a biomassa flutuante e
sujeita a eliminacdo por lavagem (Rinzema et al., 1989). O “washout” das células
bacterianas pode também resultar de uma maior producdo de biogas, em consequéncia
das elevadas cargas organicas aplicadas em situacdes de choque organico, ou dos
elevados caudais alimentados ao sistema, nos casos de sobrecarga hidraulica. A
capacidade de retencdo da biomassa no interior do digestor foi menor no caso do choque
organico (Figura 3.1(d)), provocando uma diminuicdo da quantidade de biomassa
realmente disponivel, o que pode justificar em parte a maior queda observada no valores

de eficiéncia de remocdo de CQO soluvel. Esta diferenca entre as duas situacdes de
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instabilidade pode resultar de uma eventual adaptacdo da biomassa a toxicidade do
oleato, aumentando a sua resisténcia a perturbacgdes, e/ou ao facto do biofilme ser mais
resistente as condi¢Ges impostos no caso do choque hidraulico. Com efeito, a
caracterizagédo da biomassa desenvolvida no reactor durante as duas situagdes de choque
permitiu confirmar que realmente assim aconteceu (Sub-Capitulo 3.2.1 e 3.2.4).

A diminuicdo da eficiéncia e 0 aumento dos SV a saida, observados em consequéncia
das perturbacdes introduzidas, foram acompanhados por um aumento dos AGV
presentes na corrente de saida do reactor (Figura 3.1(c)), possivelmente devido a
inibicdo das bactérias metanogénicas e acetogénicas. Este aumento foi novamente mais
acentuado no caso do choque organico. Em ambos os casos verificou-se uma maior
acumulacao de acido acético, propionico e n-butirico, observando-se o aparecimento de
acido lactico, férmico e iso-butirico em pequenas quantidades, assinalando a existéncia
de perturbacdo do funcionamento do reactor (Figura 3.2(a) e (b)). Detectou-se também o
aparecimento de é&cido valérico nas duas situagcbes de choque (valores néo
apresentados), o qual é indicador da ocorréncia de lise celular (Grosicki E STUCKEY,
1991). Na situagcdo de choque orgénico os valores méximos de AGV a saida foram
registados cerca de 95 horas apds o inicio do choque, indiciando que poderiam
continuar a aumentar se nao se tivesse voltado as condic¢des pré-choque, enquanto que
no caso do choque hidraulico ocorreram cerca de 24 horas apds a aplicacdo da
perturbacdo. Desta forma, a razdo entre os acidos propionico/acético, sugerida por
MARCHAIM E KRrAuse (1993) como um bom indicador da existéncia de situagOes de
“stress”/falha dos digestores, apenas assinalou eficazmente a instabilidade do reactor no
caso do choque hidraulico, atingindo o valor maximo de 1.2 cerca de 24 horas apds o

inicio do choque (Tabela 3.4).

Na Figura 3.3 encontra-se representada a variagdo com o tempo dos teores em substrato
ndo acidificado a saida do digestor, verificando-se que as situacdes de choque
provocaram um aumento desta concentragdo. Este facto parece resultar da acumulagéo
de AGV anteriormente referida, a qual impede termodinamicamente a continuidade da
B-oxidacdo. Sugere também a existéncia de inibicdo da populagdo acidogenica (o que
foi experimentalmente confirmado — Sub-Capitulo 3.2.3) e podera resultar, ainda, de
uma inibicdo das bactérias acetogénicas envolvidas na B-oxidacdo por parte da matéria

lipidica. Por outro lado, a aplicacdo de caudais elevados também pode ter contribuido
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para esse aumento, em consequéncia do reduzido TRH. No entanto, mais uma vez, o

choque organico provocou efeitos mais acentuados.
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Figura 3.2 Evolugdo dos teores em AGV presentes a saida do digestor durante a Etapa Il (a) e Il
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Tabela 3.4 Evolucdo dos parametros representativos do desempenho do reactor durante a Etapa
Il e 111 de funcionamento e nas cerca de 100 horas imediatamente subsequentes.

Tempo CQOsol E. de SVa AGV (mg CQOIL) Razéo
(horas) asaida remogdo saida Prop./
(mg/L) (%)  (mg/L) Lact. Form. Acet. Prop. lIso- n- Totais /Acet.
but.  but.
0 272 98.4 867 0.0 0.0 67.1 18.1 0.0 0.0 85.2 0.27
4 1605 93.2 1610 0.0 0.0 285.7 1121 40 29.2 4310 0.39
11 608 97.2 1587 0.0 0.0 311.3 1216 69 222 4619  0.39
25 661 96.2 *) *) *) *) *) *) *) *) @)
1 32.5 828 95.5 *) 0.0 0.0 569.8 2450 316 46.6 893.0 0.43
49 3170 82.6 3973 00 0.0 12482 5186 703 823 19195 042
62.5 3429 79.9 3843 15.0 0.0 14476 609.7 922 1711 23356 042
80 5333 76.5 4410 328 35 1968.9 747.4 107.3 488.1 33479 0.38
95 5598 *) *) 20.9 0.0 25232 1073.3 1427 810.6 4570.8 0.43
145 2182 30.2 1900 0.0 0.0 5533 3721 685 257.1 12511 0.67
198 1305 69.2 1297 0.0 0.0 332.4 146.2 4.0 4574 940.1 0.44
0 239 94.7 1340 0.0 0.0 30.0 115 0.0 0.0 41.6 0.38
45 514 85.2 1630 6.9 0.0 1326 488 00 298 2180 037
9 877 75.8 1390 7.3 0.0 173.3 86.5 0.0 513 3184 0.50
1 24 932 75.2 1500 10.2 3.8 219.5 2658 283 1821 709.8 121
51 1032 73.2 620 5.2 33 186.6 199.6 204 1326 547.7 1.07
735 413 89.4 640 135 25 90.0 76.9 35 412 2275 085
95 396 90.9 *) 0.0 00 97.7 74.0 28 285 2031 0.76
167 114 97.0 660 0.0 0.0 48.6 21.9 00 00 70.5 0.45

(*) Nao determinado.

Fim do choque.

De forma geral, a recuperacao do digestor processou-se muito mais rapidamente apds o

choque hidraulico do que no seguimento da sobrecarga organica, ocorrendo antes da

reposi¢do das condi¢cdes normais de funcionamento no primeiro caso apontado (Etapa

I11) e necessitando de cerca de 10 dias apds o final do choque na Etapa Il. Como foi

anteriormente referido, este facto parece resultar de uma eventual adaptacdo da

biomassa, ao longo do tempo, a toxicidade do oleato e ao facto do biofilme ser mais

resistente a perturbacdo aplicada.
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Os resultados obtidos na operacdo do digestor devem ser discutidos considerando os
teores em calcio presentes na alimentacdo, uma vez que a presenca de ides calcio reduz
o efeito inibitério dos AGCL, diminuindo a sua concentracdo na forma soltvel através
da formacdo de precipitados de sais de célcio e AGCL. Admitindo que o ido magnésio
pode exibir um efeito semelhante ao ido calcio, e sabendo que cada ido divalente fixa
teoricamente duas moléculas de oleato, para razées molares oleato/(Ca®"+Mg?")
inferiores a 2 a precipitacdo de todo o oleato alimentado tornar-se-ia possivel. Os
valores desta razdo molar foram calculados considerando as contribui¢cdes do célcio
presente na &gua da torneira (valor por excesso - 30 mg/L) e no leite magro, e do
magnésio fornecido nos macronutrientes. Ao longo da operacéo do digestor o oleato foi
adicionado apenas em concentracdes de 2 g CQO/L, equivalente a 0.002M (situacdes
pré-choque e durante o choque hidraulico), e 10 g CQO/L, equivalente a 0.012M,
(choque organico). Verificou-se que apenas neste Ultimo caso a razdo molar 2 foi
excedida, pelo que nas outras situacbes a concentracdo de oleato alimentada pode
teoricamente ter sido precipitada com os ides divalentes presentes. Admitindo que todo
0 célcio e magnésio adicionados precipitaram quantidades estequiométricas de oleato,
poderé ter permanecido “livre” no seio do liquido, durante a Etapa Il, uma concentracao
de oleato de 0.5 g/L. Este facto podera justificar a alteracdo mais drastica observada nos
parametros de desempenho do digestor durante o choque orgéanico, relativamente ao

choque hidraulico, bem como a sua recuperagdo mais lenta.

Durante a Etapa Il, o oleato que nédo foi precipitado pelos ides divalentes pode ter sido
removido do meio liquido por adsor¢céo na biomassa e biodegradacdo. Ha evidéncias na
literatura de que o oleato pode ser adsorvido na biomassa e que a sua biodegradacdo nao
é facil. Por exemplo, Savep et al. (1987), ao estudarem o tratamento anaerébio de um
efluente contendo lipidos, concluiram que o rendimento em metano era baixo, havendo
uma discrepancia entre a remocao de CQO sollvel e a producdo de metano. Hwu (1997)
efectuou estudos de adsorcdo do acido oleico na biomassa granular, concluindo que
apos a adsorc¢do existia uma dessor¢do induzida pela produgéo e libertagcdo do biogés.
Recentemente, ALves et al. (1999b) observaram que a biomassa alimentada com oleato
como Unica fonte de carbono apresentava uma elevada taxa de producdo de metano
devido a substrato residual, quando incubada em reactor fechado a 37 °C. PEreirA
(1998) verificou que para uma carga organica de 12.5 Kg CQO/m?.dia, aplicada a um

digestor alimentado com oleato como Unica fonte de carbono, os teores desta substancia
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a saida do digestor evidenciavam a sua eficiente remoc¢do do meio liquido. A analise
cromatografica permitiu verificar também a existéncia de compostos intermediarios da
sua degradacdo, sendo a quantificacdo destes &cidos extremamente interessante do
ponto de vista da avaliacdo da extensdo da degradacdo do oleato. Esta autora constatou
também o encapsulamento da biomassa por observacdo em microscépio Optico de
fluorescéncia: os agregados de biomassa que haviam sido alimentados com oleato
encontravam-se envolvidos por zonas esbranquicadas, as quais diminuiam a intensidade

da autofluorescéncia exibida pelas populagdes metanogénicas.

No entanto, ndo h& evidéncia de que o oleato alimentado durante a Etapa Il de
funcionamento do digestor tenha sido efectivamente biodegradado e s6 a analise do
metano produzido teria sido elucidativa. Dadas as caracteristicas da configuracdo do
digestor, ndo foi possivel a recolha e analise do biogas, pois este escapava-se pelo
rolamento que sustentava o veio do agitador (Figura 2.1).

3.2 Caracterizacao da biomassa

A biomassa desenvolvida no reactor foi caracterizada ao longo do tempo durante os

periodos de choque (Etapas Il e I11), em termos de:

« distribuicdo entre as frac¢Oes aderida e oclusa na matriz de suporte,

o actividade metanogénica acetoclastica, hidrogenofilica, em propionato,
butirato e etanol,

« actividade acidogénica em lactose,

o toxicidade do oleato de sdédio sobre as bactérias metanogénicas
acetoclasticas.

Os testes de toxicidade foram realizados no inicio e algum tempo ap6s cada choque,
procurando determinar a existéncia ou ndo de adaptacdo por parte da biomassa ao

toxico.

A biomassa considerada nestes estudos refere-se apenas a frac¢édo retida no suporte, ndo
sendo considerada a biomassa acumulada na parte inferior do digestor (Zona | do
digestor, Figura 2.1). Embora essa biomassa seja importante para a eficiéncia do
sistema, o0 objectivo do presente estudo foi avaliar os efeitos de sobrecargas de acido

oleico (organicas e hidraulicas) na colonizacdo do suporte.
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3.2.1 Distribuicao e crescimento da biomassa no suporte

Os valores da biomassa aderida, oclusa e total, bem como a percentagem de biomassa
aderida relativamente & biomassa total retida, determinados durante as Etapas Il e 111 de
operagdo do reactor, encontram-se registados na Tabela 3.5 e Tabela 3.6,
respectivamente. De forma geral, os valores obtidos sdo extremamente oscilantes, o que
dificulta a definicdo de qualquer tendéncia. Este comportamento podera resultar do
efeito de mistura entre a biomassa presente nas diferentes zonas do digestor e
eventualmente da existéncia de caminhos preferenciais e limitagdes difusionais. De
forma geral, as perturbacGes sdo nitidamente mais acentuadas no caso do choque

organico.

Tabela 3.5 Biomassa aderida, oclusa e total e fraccdo de biomassa aderida relativamente a
biomassa total retida (%) durante e ap6s 0 choque organico.

Tempo Biomassa aderida Biomassa oclusa Biomassa total Biomassa aderida/
(horas) (9SV/Im?) (gSV/L vazio da matriz) (gSV/L reactor) /Biomassa total retida (%0)
0 2.2 (x0.1) 1.7 (20.1) 2.1 (x0.1) 24.7 (+1.3)
4 5.0 (x0.2) 6.0 (x0.1) 6.7 (x0.1) 17.4 (20.8)
11 2.9 (x0.1) 3.1 (x0.2) 3.6 (x0.2) 19.3 (£1.1)
14 4.4 (£0.2) 2.7 (x0.2) 3.5 (x0.2) 28.8 (+2.1)
25 4.3 (:0.3) 1.7 (x0.1) 2.6 (x0.1) 39.2 (+3.6)
325 2.3 (x0.0) 1.6 (x0.0) 2.0 (x0.0) 27.2 (+0.7)
49 1.8 (x0.1) 2.9 (20.2) 3.1 (20.2) 135 (+1.2)
62.5 4.3 (0.4) 3.4 (£0.2) 4.1 (0.2) 241 (+2.3)
80 5.4 (+0.4) 2.4 (20.2) 3.5 (20.2) 36.2 (+3.3)
95 2.9 (£0.3) *) - )
145 10.1 (+1.0) *) - -
198 1.3 (20.2) 0.6 (£0.0) 0.8 (0.1) 37.4 (+5.3)
840 8.8 (+0.9) 1.5 (x0.0) 3.4 (x0.2) 59.8 (7.1)
(*) N&o determinado. ----- Fim do choque.

Em ambas os casos a quantidade de biomassa aderida aumentou ap6s o choque,

podendo-se interpretar este aumento da adesdo como uma resposta da biomassa no
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sentido de tentar contrariar os efeitos do “washout”. Relativamente a biomassa oclusa,
Arves (1998) concluiu que valores elevados de velocidade intersticial provocam um
aumento da concentracdo deste tipo de biomassa, tendo-se verificado este efeito no caso
do choque hidraulico. Por outro lado, os elevados caudais aplicados neste ultimo caso
podem ter provocado um maior fluxo da biomassa depositada na seccao inferior para a
seccdo da matriz de suporte, e o0 oleato adicionado pode ter diminuido a densidade e
velocidade de sedimentacdo desta biomassa, contribuindo para o aumento observado da

biomassa oclusa.

Tabela 3.6 Biomassa aderida, oclusa e total e fraccdo de biomassa aderida relativamente a
biomassa total retida (%) durante e ap6s o choque hidraulico.

Tempo Biomassa aderida Biomassa oclusa Biomassa total Biomassa aderida/
(horas) (9SV/m?) (gSV/L vazio da matriz) (gSV/L reactor) /Biomassa total retida (%0)
0 2.6 (x0.3) 1.6 (+0.0) 2.1 (x0.1) 28.5 (+3.0)
45 2.3 (£0.1) 1.6 (+0.2) 2.0 (+0.2) 27.0 (+2.5)
9 4.5 (+0.2) 2.5 (20.2) 3.4 (x0.2) 31.0 (£2.3)
24 2.8 (£0.2) 3.4 (+0.2) 3.8 (+0.2) 17.3 (21.5)
51 3.7 (£0.7) 2.4 (£0.2) 3.1 (20.3) 28.1 (+5.7)
735 2.9 (£0.1) 2.6 (20.3) 3.1 (20.3) 22.1 (+2.2)
95 1.7 (20.1) 1.6 (£0.1) 1.9 (20.1) 21.1 (+1.7)
167 *) 4.9 (+1.1) - -
340.5 3.4 (x0.1) 1.6 (20.1) 2.2 (20.1) 35.1 (+2.1)
892.5 4.1 (+0.2) 2.2 (20.1) 3.0 (20.1) 32.2 (£2.1)
(*) Né&o determinado. ----- Fim do choque.

De forma geral, os valores obtidos nas duas situacfes de instabilidade resultam de um
eventual equilibrio entre a capacidade de adesdo da biomassa e a tensdo de corte. Os
valores dos solidos volateis devem ser, no entanto, analisados com certas reservas, dado
que representam toda a matéria organica, incluindo as possiveis quantidades de oleato

adsorvido na biomassa.

Os valores obtidos para a biomassa aderida, oclusa e total 4 horas apds o inicio do
choque orgéanico sugerem que a biomassa praticamente triplicou durante este pequeno
periodo de tempo, 0 que é aparentemente estranho. Estes valores podem ter resultado da
precipitacdo, pelos ides divalentes, das elevadas quantidades de oleato adicionadas

(sendo um processo fisico-quimico, a precipitacao processa-se rapidamente).
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Avves et al. (1999a) concluiram que a presenca de lipidos diminui a concentragdo de
biomassa aderida. Estes autores obtiveram um maximo de 1.4+0.1 gSV/m? e 5.3+0.1

gSV/m? num reactor alimentado com lipidos e com oleato como Unica fonte de carbono,

respectivamente.
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Figura 3.4 Evolugdo ao longo do tempo da fraccdo de biomassa aderida relativamente a biomassa
total retida, durante o choque organico (a) e choque hidraulico (b) e durante as cerca de
100 horas subsequentes. (A linha tracejada representa o valor inicial estacionario).

Na Figura 3.4 encontra-se representada a fraccdo de biomassa aderida, em termos
percentuais, relativamente & biomassa total retida, evidenciando a distribuicdo da
biomassa na matriz de suporte em ambas as situacdes de choque. O comportamento
observado é semelhante nos dois casos, embora seja mais acentuado no choque
organico. Apos o retorno as condicdes pré-choque e recuperacao, a fraccdo de biomassa
aderida aumentou, sendo este aumento muito maior no caso do choque organico, onde
se atingiram valores bastante superiores aos iniciais. Este facto é representativo do
desenvolvimento de um biofilme mais espesso, contrariamente ao observado no caso do
choque hidraulico (cerca de 35 dias apds o final do choque obtiveram-se valores de
59.847.1 e 32.2+2.1 % para a sobrecarga organica e hidraulica, respectivamente). A
menor intensidade e gama de flutuacBes observadas no caso do choque hidraulico

aponta para o facto do biofilme ser mais resistente as condi¢Ges aplicadas nesta
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situacdo. Este facto pode resultar das caracteristicas inerentes ao tipo de choque

aplicado, ou da propria historia do reactor, que naturalmente evolui ao longo do tempo.

3.2.2 Actividade metanogénica especifica dos diferentes grupos

troficos

A biomassa oclusa desenvolvida no digestor nas situagdes de choque foi caracterizada
em termos da sua actividade metanogénica especifica relativamente a substratos directos
da metanogenese (acetato e H,/CO,) e indirectos (propionato, butirato e etanol). Estes
dados encontram-se representados na Figura 3.5., estando compilados na Tabela 3.7
alguns dos valores considerados mais significativos. A determinacdo das actividades
metanogénicas especificas em substratos indirectos para a metanogénese teve como
objectivo avaliar a evolucdo do grupo de bactérias sintroficas que degradam estes
substratos a hidrogenio e acetato. A medicao destas actividades em termos de metano so
representa a actividade das bactérias que consomem cada um desses substratos no caso
das actividades a jusante do processo (acetoclastica e hidrogenofilica) ndo serem
limitantes (DoLrinG E BLoEMEN, 1985). No presente estudo esta condigéo verificou-se para

todas as amostras de biomassa.

De forma geral, com pequenas variagdes, a evolucdo das diferentes actividades no
tempo foi semelhante em ambas as situages de choque, notando-se uma tendéncia
decrescente até a finalizacdo das perturbacdes aplicadas (cerca de 95 horas apds o inicio
do choque, correspondentes a 6 e 30 vezes o0 TRH, no caso do choque organico e
hidraulico, respectivamente) e posterior recuperacdo. Note-se, no entanto, que as
perturbacdes verificadas sdo de maior amplitude no caso do choque hidréaulico, a
semelhanca do que foi observado anteriormente.

A diminuicdo da actividade metanogénica especifica apds contacto com oleato ja tinha
sido verificada por Aives (1998) e Pereira (1998), resultando da combinacdo de dois
fendmenos independentes: por um lado o efeito inibitério, que afecta 0 metabolismo
celular, e por outro a adsorc¢ao do oleato na parede celular, a qual dificulta o transporte

de substratos e produtos e aumenta os valores de solidos volateis.

A comparacdo das actividades metanogénicas especificas determinadas no inicio e apos

cada uma das situagoes de choque (Figura 3.5 e Tabela 3.7) permite verificar que, para
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todos os grupos tréficos com excepgdo das bactérias metanogénicas acetoclasticas, a

recuperacdo das actividades conduziu a valores inferiores aos iniciais no caso do choque

organico, e superiores aos iniciais no caso do choque hidraulico.
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Figura 3.5 Evolucdo da actividade metanogénica especifica em acetato (a), H,/CO, (b), propionato
(c), butirato (d) e etanol (e), ao longo das Etapas Il e Il de operacéo do digestor e durante
as cerca de 100 horas subsequentes. (As linhas rectas tracejadas representam os
respectivos valores iniciais estacionarios). (* t=840 horas no choque organico e t=892.5

horas no choque hidraulico).
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Tal facto aponta para uma inibicdo da populacdo metanogénica no choque organico,
possivelmente devido ao contacto com o oleato, e sugere uma adaptacéo aos lipidos no
caso do choque hidraulico, resultante do desenvolvimento de uma populacdo
acetogénica capaz de degradar mais rapidamente os AGCL, evitando a sua acumulagéo

até concentracdes inibitorias.

A diminuicdo da actividade metanogénica acetoclastica, observada durante as duas
situacOes de choque, era previsivel, uma vez que este grupo bacteriano é extremamente
sensivel a condi¢Bes operacionais adversas e a presenga de substancias toxicas. No
entanto, na situacdo de sobrecarga organica, apdés uma diminuicdo acentuada da
actividade observou-se uma recuperacdo que conduziu a valores muito superiores aos
iniciais (573.4+58.9 mLCH,@PTN/gSV.dia no dia 230 de operacgdo), 0 que sugere que
este grupo foi, aparentemente, o que melhor recuperou apés as condicGes aplicadas

durante o chogue organico.

Tabela 3.7 Compilacdo dos valores de actividade metanogénica especifica (MLCH;@PTN/
/gSV.dia) determinados no inicio (t=0) e final (t=95h) do choque e cerca de 35 dias
apo6s o retorno as condigdes pré-choque, bem como do valor minimo observado e
respectivo tempo de ocorréncia (horas).

Etapa Il Minimo Etapa Il Minimo
Tempo de 140 144 175 230 234 267
operacdo (dias)
Tempo apds o 0 95 8400 0 95 89250
choque (horas)
Substrato
Acetato 408.8 524 4757 52.4 5734 2478 508.1 247.8
(+0.6) (¢65) (+18.1) (t=95h) (#58.9) (#¥22.1) (¢30.7)  (t=95h)
H,/CO, 898.7 488.1 1095 1095 493.2  689.6 891.7 466.2
(£25.6) (+16.9) (+0.3) (t=840h) (+44.8) (+485)  (¥30.2) (£27.9)
(t=9h)
Propionato 184.3 0.0 %) 0.0 59.8 7.1 98.2 7.1
(*12) (*22) (t=95h) (#5.20) (+¥10.6)  (45.5) (t=95h)
Butirato 148.4 0.0 **) 0.0 64.6 12.7 1255 12.7
(+45) (+4.3) (t=95h) (#5.76) (¥11.0)  (#6.7) (t=95h)
Etanol 2174 108.2 **) 108.2 1464  264.0 325.2 129.9
(+8.6) (+10.3) (t=95h) (1169) (:169) (t=osh)  (930)
(t=4.5h)

(*) Valor considerado como representativo da biomassa ja em estado (pseudo)estacionario apds o choque; (**) nao
determinado.
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Os AGCL afectam as bactérias acetogénicas envolvidas na [-oxidacdo e as
metanogénicas, que convertem os produtos da B-oxidacdo em metano (Hanaki et al.,
1981). No entanto, as bactérias metanogénicas hidrogenofilicas sdo menos afectadas por
estes compostos, exibindo uma maior resisténcia a toxicidade. Este grupo trofico é
extremamente importante, uma vez que mantém em niveis baixos o hidrogénio presente
nos digestores, possibilitando a actuacdo das bactérias acetogénicas produtoras
obrigatorias de hidrogénio. Durante a Etapa Ill de operacdo, a actividade em H,/CO,
ndo exibiu alteracbes significativas, mantendo-se aproximadamente constante. No
entanto, apds o retorno as condicdes pré-choque estes valores aumentaram de forma
acentuada aproximadamente para o dobro. No caso do choque orgénico, a actividade
metanogénica hidrogenofilica era inicialmente muito elevada (898.7+25.6
mLCH4@PTN/gSV.dia), diminuindo acentuadamente ao longo desta etapa, contrariando

a tendéncia esperada.

As actividades em propionato e butirato sofreram uma diminuicdo acentuada durante as
Etapas Il e 11l de operacdo, atingindo-se mesmo o valor zero 95 horas ap6s a aplicagdo
do choque orgéanico. A actividade em etanol também diminuiu durante o choque
organico, embora tenha aumentado acentuadamente durante a situacdo de sobrecarga
hidraulica, o que parece ser um indicio de que certas bactérias acetogénicas podem ser

profundamente inibidas, enquanto outras podem ser estimuladas nestas condigdes.

Segundo AnGeLIDAKI E AHRING (1992), a resposta de um consércio microbiano anaerébio a
adicdo de lipidos pode depender do grau de adaptacdo aos lipidos, embora a adicéo
directa de AGCL resulte em inibicdo do processo. A adaptacdo aos lipidos €
consequéncia do desenvolvimento de uma populacdo acetogénica capaz de degradar os
AGCL a medida que estes vao sendo formados, evitando a sua acumulagdo até
concentragOes inibitorias. Este facto pode ser responsavel pela diminuicdo mais
acentuada das actividades metanogénicas especificas, observada no caso da aplicacéo
do choque organico, relativamente ao choque hidraulico. Nesta Gltima situacdo a
possivel precipitacdo do oleato pelos ides divalentes presentes na alimentagcdo pode ter
contribuido para este comportamento.
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3.2.3 Actividade acidogénica em lactose

Estudou-se o comportamento da biomassa oclusa desenvolvida no digestor durante as
duas situacdes de choque relativamente a sua actividade acidogénica em lactose,
procurando averiguar o efeito das sobrecargas de acido oleico no grupo trofico das
bactérias acidogénicas. Em ambos os casos e para todas as amostras analisadas
observou-se a existéncia de fases de laténcia de duragdo superior a 8 horas, a que
corresponde uma actividade acidogénica (medida nas condicGes iniciais) praticamente
nula. Este facto sugere que as bactérias acidogenicas se encontravam inibidas pela
presenca do oleato, s6 sendo possivel o calculo da actividade para o periodo de tempo
subsequente a fase de laténcia. Os valores de actividade determinados durante e ap6s o
choque hidraulico encontram-se compilados na Tabela 3.8, estando representados na
Figura 3.6.

Tabela 3.8 Compilacéo dos valores de actividade acidogénica em lactose determinados durante
e apos o choque hidraulico.

Tempo (horas) Duracéo da fase de Actividade acidogénica

laténcia (horas) (mmol lactose/gSV.dia)
0 13 7.8
4.5 13 10.0
9 13 5.7
24 8.2 8.15
51 8.2 7.1
735 13 6.9
95 15 11.0
167 14 6.1
340.5 8.2 2.8
892.5 8.2 6.0

----- Fim do choque.

E notéria uma flutuagdo nos valores determinados, assemelhando-se esta, de certa
forma, ao comportamento oscilante ja observado anteriormente durante o estudo da
actividade metanogénica especifica dos diferentes grupos tréficos. De forma geral, nota-
se uma tendéncia crescente da actividade acidogénica até a finalizacdo da perturbacéo
aplicada (t=95 horas), atingindo-se nesse ponto o valor maximo de 11.0 mmol

lactose/gSV.dia. ApOs o retorno as condigdes pré-choque a actividade acidogenica



3. RESULTADOS E DISCUSSAO 77

diminui acentuadamente, aumentando em seguida, embora 892.5 horas ap0s o inicio do

choque ainda se encontre em valores inferiores aos iniciais.

A configuracdo do reactor induz a concentracdo das bactérias acidogénicas na zona
inferior do digestor. A aplicacdo de caudais elevados (choque hidraulico) podera ter
provocado o arrastamento desta populacdo para a zona intermédia, originando um
aumento da actividade. Por outro lado, estas bactérias tém tempos de duplicacéo curtos
pelo que, apds a respectiva fase de laténcia, poder-se-do ter multiplicado rapidamente. O
retorno as condigdes pré-choque traduz-se na aplicagdo de menores valores de caudal, o
que podera ter permitido a sedimentacdo das bactérias acidogénicas e consequente
diminuicdo da sua quantidade na zona de amostragem, provocando uma diminuicdo da

actividade.

Actividade acidogénica
(mmol lactose/gSV.dia)

0 ‘ ‘ ‘ ‘
0 200 400 600 800 1000

Tempo (horas)

Figura 3.6 Variacdo da actividade acidogénica em lactose durante e apds o choque hidraulico.
(A linha recta tracejada representa o valor inicial estacionario).

3.2.4 Toxicidade do oleato sobre as bactérias metanogénicas
acetoclasticas
Os estudos de toxicidade incidiram sobre o grupo trofico das bactérias metanogénicas

acetoclasticas, devido a sua sensibilidade a condigdes operatdrias adversas e presenca de

substancias toxicas, bem como ao seu importante papel metabdlico no processo de
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digestdo anaerobia (GuJer E ZennDER, 1983). Com estes estudos pretendia-se averiguar a
influéncia da presenca de acido oleico, em situacbes de perturbacdo do estado
(pseudo)estacionario do digestor, sobre a tolerancia das bactérias acetoclasticas a este
toxico. Comparou-se a resisténcia a toxicidade do oleato (expressa em termos do indice
de toxicidade 1Csp) antes de cada uma das situacfes de choque (t=0 horas) e algum
tempo apds o retorno as condicdes pré-choque (t=~35 dias), bem como entre as duas

situacGes de instabilidade aplicadas.

Hanaki et al. (1981) verificaram que a inibicdo das bactérias metanogénicas
acetoclasticas pelos AGCL se manifestava pelo aparecimento de uma longa fase de
laténcia (200-400 horas) na produgdo de metano. Com efeito, a observacdo da Figura
3.7 e Figura 3.8, onde se encontra representada a producdo de metano (por unidade de
solidos volateis medidos no final do ensaio) ao longo do tempo, resultante dos varios
testes de toxicidade realizados, permite verificar a existéncia de uma fase de laténcia a
preceder a producdo de metano ap6s ambos 0s choques, possivelmente devido a
limitacGes difusionais de substratos e produtos, eventualmente por adsorcdo de oleato na
biomassa. A duracdo dessa fase revelou-se variavel com a concentracdo de oleato
alimentada, sendo desprezavel para concentrac@es inferiores a 500 mg oleato/L. Apds a
fase de laténcia, o oleato e 0 acetato eram aparentemente degradados em simultaneo.

As amostras recolhidas antes da aplicacdo dos dois choques exibem um comportamento
diferente entre si e relativamente as amostras recolhidas apds os choques. No caso do
choque organico, a amostra referente a t=0 apresentava um comportamento diduxico, o
qual é caracterizado pela existéncia de dois patamares e sugere a degradacéo inicial do
acetato seguida pela degradacdo do oleato, tal como foi observado por Avves et al.
(1999b). As velocidades iniciais de producdo de metano foram consideravelmente
superiores as determinadas para a amostra recolhida ap6s o choque, apenas se

observando a existéncia de fase de laténcia para a concentragéo de 900 mg oleato/L.

A producéo de metano correspondente aos dois patamares revelou-se, contudo, bastante
variavel e sem relacdo com as concentracdes de substrato adicionadas, a semelhanca do
observado por Pereira (1998), contrariando o pressuposto mecanismo de degradacédo
inicial do substrato mais facilmente degradavel, seguida de degradacdo do outro apos
exaustdo do primeiro. Desta forma, poder-se-a estar em presenca de um mecanismo de
degradacdo mais complexo, com fases de degradacdo preferencial de um substrato e

fases de degradacdo simultanea.
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Figura 3.7 Producdo especifica de metano durante os testes de toxicidade efectuados as amostras
recolhidas no inicio (t=0 horas) do choque organico (a) e algum tempo apés o retorno as
condiges pré-choque (t=~35 dias) (b).

Relativamente ao choque hidraulico, apenas a biomassa sujeita a concentracdo de 900
mg oleato/L apresentou fase de laténcia, e ndo existe comportamento diduxico. Também
aqui as velocidades iniciais de producdo de metano foram consideravelmente superiores

as determinadas para a amostra recolhida apds o choque.
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Figura 3.8 Producdo especifica de metano durante os testes de toxicidade efectuados a amostra
recolhida no inicio (t=0 horas) do choque hidraulico (a) e algum tempo ap6s o retorno as
condic@es pré-choque (t=~35 dias) (b).

Na Figura 3.9 encontra-se representada a variacdo percentual da actividade acetoclastica
com a concentracdo de oleato, para as varias amostras analisadas nos testes de
toxicidade, encontrando-se compilados na Tabela 3.9 os respectivos valores do indice
de toxicidade ICso. Verifica-se que no caso do chogue organico o ICsy diminuiu
acentuadamente, traduzindo uma diminuicdo da resisténcia da biomassa face a
toxicidade do oleato. Uma possivel justificacdo para tal é o facto da adicdo directa de
AGCL resultar em inibi¢do do processo, tal como foi sugerido por ANGELIDAKI E AHRING
(1992). Tendo em conta que durante este periodo de operacdo a razdo molar
oleato/(Ca®*+Mg?*) excedeu o valor estequiométrico 2, verifica-se que a par do efeito

inibitério exercido pelo oleato sobre as bactérias acetoclasticas, a transferéncia de
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substratos e produtos também seria afectada. Por outro lado, a aplicacdo do choque
hidraulico levou a um aumento do indice de toxicidade. Uma vez que durante este
periodo todo o oleato adicionado poderia teoricamente ter sido precipitado pelos ides
divalentes presentes, a biomassa ndo deverd ter estado exposta a concentracdes
exageradas de oleato, tornando possivel o desenvolvimento de uma populacéo
acetogenica capaz de degradar os AGCL mais rapidamente, evitando a sua acumulagédo
até concentracdes inibitorias. Este aumento do indice de toxicidade reflecte um aumento

da toleréncia ao oleato, podendo ser interpretado como um efeito de adaptacéo.
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Figura 3.9 Variacdo percentual da actividade acetoclastica com a concentracdo de oleato
determinada nos testes de toxicidade efectuados as amostras recolhidas no inicio (t=0) e
algum tempo ap6s o retorno as condi¢des pré-choque (t=35 dias), no caso da Etapa Il (a)
e da Etapa Il (b)

A adaptacdo das bactérias metanogénicas aos AGCL tem sido questionada por Vvarios
autores, sendo concluséo geral que ndo ocorre adaptacdo. No entanto, a maior parte dos
estudos tém sido realizados em reactor fechado (Hanaki et al., 1981, ALGELIDAKI E AHRING,
1992, KosTeR E CRAMER, 1987), pelo que se revela interessante avaliar o comportamento
da biomassa na presenca destes compostos numa escala de tempo mais alargada,
compativel com os tempos de operacdo dos reactores reais. Arves et al. (1999b)
verificaram a existéncia de um efeito de adaptacdo, medido pelo aumento do indice de
toxicidade (ICsp), no tratamento de um efluente contendo oleato de sodio por uma

biomassa previamente exposta a lipidos.
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Tabela 3.9 indice de toxicidade do oleato de sodio sobre as bactérias acetoclésticas.

ICso (Mg oleato/L)

Etapa Il

t=0 120+ 30
t=840 horas 20£5
Etapa Il1

t=0 140+ 30
t=892.5 horas 215+ 25

Ha varios factores que afectam a toxicidade dos AGCL, nomeadamente a temperatura, 0
tipo de biomassa, a presenca de sais de calcio e magnésio e a area especifica da
biomassa. Os valores de ICsy determinados no presente trabalho foram obtidos para
biomassa suspensa, sem adicdo de Ca®* ou Mg®* nos ensaios de toxicidade e a 37 °C,
devendo-se ter em consideracdo estes factores quando se pretender compara-los com
outros valores da literatura. A observacdo da Tabela 3.10 permite verificar que os
valores obtidos neste trabalho estdo de acordo com os referidos na literatura.

Varios autores referem o encapsulamento da biomassa anaerobia com AGCL (HanAki et
al., 1981, Rinzema, 1988, Hwu, 1997). ALves et al. (1999b) verificaram que a biomassa
alimentada com oleato como Unica fonte de carbono exibia uma elevada taxa de
producdo de metano devido a substrato residual, quando incubada em reactor fechado a
37 °C (detectada nos ensaios em “branco” (sem adicdo de qualquer substrato) dos testes
de actividade e/ou toxicidade). Uma vez que, tal como no presente estudo, depois se ter
retirado a biomassa do digestor se procedeu a sua centrifugacdo e ressuspensao em
tampdo anaerdbio, para remocdo do substrato residual, a producdo de metano observada
devera ser resultante da degradacdo de substrato residual adsorvido. Inicialmente
admitiu-se que o substrato residual adsorvido era oleato, mas estes mesmos autores
observaram que a adicdo de oleato retardava a taxa de degradacdo deste substrato
residual. Desta forma, surge a possibilidade do substrato residual adsorvido ndo ser
oleato, mas sim um composto intermediario da sua degradacdo, nomeadamente o

estearato.
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Tabela 3.10 Compilacdo de valores da literatura relativamente a toxicidade do oleato de sddio
sobre as bactérias metanogénicas acetoclasticas (adaptado de ALves, 1998).

Origem da biomassa Tipode  Temperatura Ca*/Mg* ICs Referéncia
biomassa (°C) (mg/L) (mg/L)

UASB/Processamento Granular 30 35 1322 KOSTER E CRAMER,

de batata (AVIKO) 1987

UASB/Processamento Granular 40 2.7 690 Hwu et al., 1996

de batata (AVIKO)

EGSB/leite gordo Suspensa 40 2.7 79 Hwu et al., 1996

EGSB/leite gordo Granular 40 2.7 1015 Hwu et al., 1996

ETAR municipal Suspensa 37 0 10 HANAKI et al., 1983

Filtro anaerdbio/leite Suspensa/ 35 0 48-70 ALVES, 1998

gordo floculenta

Filtro anaerdbio/leite Suspensa/ 35 0 38-295  ALVES, 1998

magro floculenta

Filtro anaerébio/oleato  Suspensa/ 35 0 85-137  ALVES, 1998

e co-substrato floculenta

Filtro anaerébio/oleato  Suspensa/ 35 0 30-40 ALVES, 1998
floculenta

Na Figura 3.10 encontra-se representada a evolucdo da producdo especifica maxima de
metano devido a substrato residual ao longo das Etapas Il e 111 e durante as cerca de 100
horas subsequentes. Verifica-se em ambos os casos uma tendéncia crescente ao longo
do tempo, atingindo-se um maximo de 463.8+25.6 mg CQO-CH,/gSV 145 horas apds a
aplicacdo do choque orgéanico, e de 262.7+15.3 mg CQO-CH,/gSV 95 horas apds a
aplicacdo do choque hidraulico. Considerando que todo o metano produzido foi
proveniente de oleato adsorvido, obtém-se valores de 320.5+17.7 e 181.6+10.6 mg
oleato adsorvido/gSV, para a Etapa Il e Ill respectivamente. ALves et al. (1999b)
obtiveram cerca de 700 mg oleato adsorvido/gSV operando em continuo com uma
concentracdo de 4150 mg oleato/L e usando biomassa dispersa. No entanto, a presenca
de um co-substrato aparentemente diminui a adsor¢éo do oleato na biomassa ou induz a
sua degradacgéo (Avves et al., 1999b), pelo que a utilizagdo no presente trabalho de leite
magro como co-substrato, bem como a aplicacdo de uma menor carga em oleato
(3460.2 e 692.0 mg oleato/L, no caso do choque organico e do choque hidraulico,
respectivamente), torna logica a obtengdo de valores inferiores ao citado. A quantidade
de oleato adsorvido é bastante maior no caso do choque orgéanico, provavelmente
devido & precipitacdo de parte do oleato pelos ides Ca** e Mg®* no caso do choque

hidraulico.
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Cerca de 35 dias ap0s o retorno as condicdes pré-choque a producédo especifica maxima
de metano era 112.6+12.6 e 106.6+1.9 mg CQO-CH4/gSV, no caso do choque organico

e do choque hidraulico, respectivamente.
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Figura 3.10 Evolucdo da producdo especifica maxima de metano devido a substrato residual ao
longo das Etapas Il e 111 e durante as cerca de 100 horas subsequentes.

Na Figura 3.11 encontra-se representada a taxa inicial de conversdo de substrato
residual em funcdo da concentracdo deste, verificando-se que no choque hidraulico a
méaxima taxa de degradacdo de substrato residual foi obtida para a maior concentragdo
de substrato, tal como foi referido por Acves et al. (1999b). No presente trabalho
obtiveram-se valores de 114.5+1.4 mg CQO-CH,/gSV.dia e 168.3+t4.6 mg CQO-
CH,4/gSV.dia para a Etapa Il e I11, respectivamente. O facto do valor da taxa méxima de
degradacéo de substrato residual ter sido maior no caso do choque hidraulico aponta
para o desenvolvimento de uma populacdo de bactérias sintroficas envolvidas na (-
oxidagdo com capacidade para degradarem mais rapidamente os AGCL, particularmente
0 oleato ou outros produtos resultantes da sua degradacdo, tal como foi anteriormente
sugerido com base nos resultados obtidos nos testes de toxicidade. Os valores obtidos
sdo concordantes com os obtidos por Arves et al. (1999b) e por Pereira (1998)
(105.4409 mg CQO-CH4/gSV.dia e 117.3+t10.7 mg CQO-CH/gSV.dia,

respectivamente), tendo sido verificado por estes autores que o substrato residual
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adsorvido era degradado mais rapidamente do que o oleato adicionado a uma biomassa

ndo encapsulada mas “adaptada” a lipidos.
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Figura 3.11 Valores da taxa inicial de conversdo de substrato residual em funcdo da concentracdo
deste, obtidos para as situa¢es de choque organico e choque hidraulico.

Acves et al. (1999b) referem que a taxa de degradacdo do oleato em condigcOes
termofilas é cerca de quatro vezes superior a obtida em condi¢bes mesofilas, e Hwu
(1997) verificou que as limitacGes difusionais da biomassa granular conduzem a uma
menor taxa de degradacdo do oleato. Assim, embora a biomassa granular seja
aparentemente mais resistente a toxicidade do oleato, parece ter, por outro lado, uma
menor taxa de adsor¢édo e degradacédo deste composto. Desta forma, possivelmente sera
mais vantajoso utilizar biomassa dispersa do que granular no tratamento de efluentes
contendo AGCL, devido a sua maior capacidade de adsorcdo e maior taxa de
degradacdo do oleato adsorvido, e trara vantagens a realizacdo de ciclos sequenciais de
adsorcao-degradacao relativamente a um sistema continuo (ALves et al., 1999b). PErReIrA
et al. (1999) concluiram que a operacéo a baixas velocidades ascensionais durante a fase
de adsorcdo, e o0 recurso a agitacdo durante a fase de degradacéo, se revelam vantajosos

relativamente a realizacdo destes ciclos, face a condi¢des operatdrias de fluxo continuo.
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4. Conclusoes

Neste trabalho estudou-se o efeito de sobrecargas de acido oleico (organicas e
hidraulicas) no desenvolvimento da biomassa num filtro anaerdbio, avaliando-se
paralelamente o seu desempenho. A carga organica aplicada foi aumentada cinco vezes,
quer através do aumento da concentracdo (choque organico), quer através da diminuicéo

do tempo de retencédo hidraulico (choque hidraulico).

Ambas as perturbacdes do estado (pseudo)estacionario de funcionamento do digestor
provocaram uma nitida deterioracdo do seu desempenho, verificando-se uma
diminuicdo da eficiéncia de remocdo de CQO soltvel (de um valor médio de 94.3 %
para 30.2 %, no choque organico, e 73.2 %, no choque hidraulico). Observou-se
também um aumento dos teores em AGV e SV presentes na corrente de saida, bem
como do substrato ndo acidificado a saida do digestor. Estes efeitos foram mais
acentuados no caso do choque orgéanico, verificando-se ainda uma recuperagdo mais
lenta apds esta situacdo. Devido a eventual precipitacdo de parte do oleato adicionado
pelos ides divalentes Ca®* e Mg?*, durante o choque hidraulico as populacdes anaerébias
podem ter estado expostas a cargas de oleato inferiores as presentes no choque organico.
Este facto pode ter contribuido para o desenvolvimento de uma populagdo acetogénica
capaz de degradar os AGCL de forma suficientemente rapida, evitando a sua
acumulacdo até concentrac@es inibitdrias. Desta forma, os efeitos menos pronunciados
sentidos durante o choque hidraulico, e a mais rapida recuperacdo observada, resultaram
da adaptacdo da biomassa a toxicidade do oleato e ao facto do biofilme ser mais

resistente a esta situacgéo.

O estudo da quantidade total e distribuicdo no suporte das varias fraccdes de biomassa
desenvolvidas no digestor durante as situacdes de instabilidade permitiu concluir que o
efeito do choque hidréaulico sobre a espessura do biofilme (em termos de gSV/m?) foi no
sentido de diminuir a quantidade de biomassa aderida, observando-se um efeito

contrario no caso do choque organico.
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A actividade metanogénica especifica dos diferentes grupos troficos exibiu uma
tendéncia decrescente até a finalizacdo da perturbacdo introduzida, recuperando
posteriormente. Também aqui os efeitos foram mais acentuados e a recuperacdo
processou-se mais lentamente na situacdo de sobrecarga organica. Embora as bactérias
metanogénicas acetoclasticas sejam extremamente sensiveis a condi¢fes operacionais
adversas e a presenca de substancias toxicas, verificou-se que constituiram o grupo
trofico que melhor recuperou apds as condicGes aplicadas durante o choque organico,
observando-se uma elevada actividade metanogénica acetoclastica algum tempo ap6s o
choque (573.4458.9 mLCH,@PTN/gSV.dia). As actividades em propionato e butirato
sofreram uma diminuicdo acentuada durante as duas situacdes de choque, atingindo-se
mesmo o valor zero 95 horas apds a aplicacdo do choque organico. A actividade em
etanol também diminuiu durante o choque organico, embora tenha aumentado
acentuadamente durante a situacdo de sobrecarga hidraulica, o que parece ser um
indicio de que certas bactérias acetogénicas podem ser profundamente inibidas,

enguanto outras podem ser estimuladas nestas condicoes.

O forte efeito inibitério do oleato de sodio sobre as bactérias acidogénicas traduziu-se
na auséncia de actividade por parte deste grupo tréfico durante 8 horas ou mais. Apds
este periodo de laténcia, calculou-se a actividade das diferentes amostras de biomassa
recolhidas ao longo do tempo durante a situacdo de choque hidraulico, observando-se
uma tendéncia crescente até a finalizacdo da perturbacédo introduzida. Este aumento €
consequéncia do arrastamento da biomassa acidogénica da zona inferior do digestor
para a parte intermédia, e dos reduzidos tempos de duplicagdo deste grupo de bactérias.
O retorno as condi¢des pré-choque provocou uma diminui¢do acentuada da actividade,
devido aos menores caudais aplicados, verificando-se posteriormente a recuperagédo até

valores ligeiramente inferiores aos iniciais.

A resisténcia das bactérias metanogénicas acetoclasticas a toxicidade do oleato de sodio
foi superior no caso do choque hidraulico, tendo-se observado um aumento do valor do
indice de toxicidade I1Cs (de 140430 para 215+25 mg oleato/L), representativo de um

efeito de adaptacao.

Observou-se uma tendéncia crescente da producdo especifica maxima de metano devido
a substrato residual, ao longo das situacdes de choque, atingindo-se valores mais
elevados no caso do choque organico. Neste caso, o valor maximo foi alcancado dois

dias depois do retorno as condi¢des pre-choque.
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Apéndice A

Calibracao do transdutor de pressao



A2

O factor de calibragdo do transdutor foi determinado sempre que se iniciou um teste de actividade ou

toxicidade, recorrendo a uma calibracdo realizada de acordo com o seguinte procedimento:

e Encheu-se completamente um frasco de 70 mL com &gua destilada e selou-se com uma
rolha de borracha e uma capsula de aluminio. Retiraram-se todas as bolhas de ar,

substituindo-as por agua.
¢ Retiraram-se exactamente 10 mL de agua.
e Ventilou-se o frasco e procedeu-se a leitura a pressdo atmosférica.
e Injectou-se 1mL de ar no frasco e registou-se o valor de pressdo em mV.

e Os dois procedimentos anteriores repetiram-se para valores entre 1 e 20 mL, com
injeccdes do mesmo volume de ar em triplicado. Ao valor de pressdo lido para cada

volume de ar injectado subtraiu-se o valor obtido apds ventilagdo do frasco.

Representou-se graficamente a variagdo de pressdo em mV em fungdo do volume de ar

injectado em 10 mL de “headspace” e calculou-se o factor de correccdo FC

Na Figura A.1 esté representada um exemplo de uma curva de calibragdo, onde se pode verificar que na

gama de pressdes até 2 bar a resposta € linear.

Idealmente, para a injeccdo de 10 mL de ar em 10 mL de “headspace” deve ler-se um valor de 100 mV.
Contudo, pode haver um desvio deste valor, podendo, por exemplo, ler-se 106.5 em vez de 100. Este
desvio é contabilizado no factor de calibracdo FC, que contempla ainda a conversao dos valores medidos

a 37 °C para as condi¢Bes normais de temperatura. Para o exemplo atras referido vem:

106.5 (273 +37)
300
R? = 0.9995
200 -
>
E
100 |
0 ¢
0 10 20 30

mL de ar injectados em 10
mL de "headspace "

Figura A.1 Exemplo de uma curva de calibracdo do transdutor de presséo.
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Apéndice B

Dados experimentais



B.2

Tabela B.1 Dados de operacao.

SVa AGV a
Data Tempo Caudal TRH  Factor de Cin Cout sol. BV apl E sol. saida saida
(dias) (L/dia) (dias) Recirc. (mgO2/L) (mgO2/L) (kgCQO/m3.dia) (%) (mg/L) (mgCQOQOI/L)
21-Jan-99 0 10,55 3,79 9,08 1564 158 0,413 89,9%
25-Jan-99 4 8,94 4,47 9,04 1985 132 0,444 93,4% 237
27-Jan-99 6 8,76 4,57 8,98 1721 136 0,377 92,1% 177
29-Jan-99 8 9,73 4,11 8,87 2294 124 0,558 94,6% 158 26,9
1-Fev-99 11 11,21 3,57 9,32 1894 94 0,531 95,0% 135 154
3-Fev-99 13 11,19 3,57 9,32 2472 155 0,692 93,7% 230 32,9
5-Fev-99 15 10,84 3,69 9,43 1595 128 0,432 92,0% 195 20,7
Média 10,17 3,97 9,15 132,43 0,49 93,0% 188,97 23,96
Desvio Padréo 0,96 0,39 0,19 19,80 0,10 0,02 36,60 6,57
Desvio Padréo (%) 9,40 9,79 2,11 14,95 20,48 1,76 19,37 27,42
Interv. de confianga 0,71 0,29 0,14 14,67 0,07 0,01 29,28 6,44
Duplicacéo do Caudal
8-Fev-99 18 21,16 1,89 0,87 2013 190 1,065 90,6% 242 95,6
10-Fev-99 20 20,32 1,97 0,91 2009 188 1,021 90,6% 268 91,4
12-Fev-99 22 20,30 1,97 0,91 2665 158 1,352 94,1% 243 78,0
15-Fev-99 25 20,41 1,96 0,91 213 447
17-Fev-99 27 20,42 1,96 0,90 2206 126 1,126 94,3% 230 55,8
19-Fev-99 29 19,69 2,03 0,93 1632 136 0,803 91,7% 230 70,4
22-Fev-99 32 20,34 1,97 0,91 1653 108 0,841 93,5% 158 774
24-Fev-99 34 19,71 2,03 0,93 2088 137 1,028 93,4% 170 56,2
Média 1985,07 149,00 1,03 92,6% 219,10 71,19
Desvio Padréo 327,11 28,80 0,17 0,01 34,99 16,78
Desvio Padréo (%) 16,48 19,33 16,42 1,59 15,97 23,58
Interv. de confianca 171,35 21,33 0,13 0,01 24,25 11,63
Duplicacéo do CQOQO in
26-Fev-99 36 20,62 1,94 0,90 4571 262 2,356 94,3% 360 1241
1-Mar-99 39 20,42 1,96 0,90 3978 343 2,031 91,4% 461 90,1
3-Mar-99 41 19,01 2,10 0,97 535 375
5-Mar-99 43 19,66 2,03 0,95 3946 243 1,939 93,8% 606 153,3
8-Mar-99 46 19,45 2,06 0,95 4011 73 1,950 98,2% 215 0,0
10-Mar-99 48 19,34 2,07 0,97 363 100,0
12-Mar-99 50 20,00 2,00 0,91 461 60,3
15-Mar-99 53 19,67 2,03 0,90 4080 192 2,006 95,3% 470 57,5
Média 20,03 2,00 0,92 222,60 2,06 94,6% 434,07 77,86
Desvio Padrao 0,54 0,05 0,03 89,20 0,15 0,02 112,22 45,94
Desvio Padréo (%) 2,70 2,70 2,80 40,07 7,47 2,33 25,85 59,00
Interv. de confianca 0,26 0,03 0,01 78,18 0,13 0,02 77,76 31,83
Duplicacdo do Caudal
17-Mar-99 55 38,64 1,04 0,84 4447 222 4,296 95,0% 556 116,9
19-Mar-99 57 45,67 0,88 0,76 4160 192 4,750 95,4% 628 104,1
22-Mar-99 60 38,84 1,03 0,98 277 0,0
24-Mar-99 62 37,60 1,06 1,01 4594 165 4,318 96,4% 511 82,5
26-Mar-99 64 40,60 0,99 0,93 4323 189 4,388 95,6% 563 95,9
29-Mar-99 67 40,38 0,99 4114 163 4,153 96,0% 566 100,9
1-Abr-99 70 40,70 0,98 0,94 4624 183 4,705 96,0% 595 107,5
5-Abr-99 74 40,72 0,98 4251 233 4,328 94,5% 427 64,2
7-Abr-99 76 40,83 0,98 546 95,8
9-Abr-99 78 40,72 0,98 0,93 4213 184 4,289 95,6% 580 90,7
12-Abr-99 81 40,81 0,98 95,8% 545 93,4
14-Abr-99 83 40,95 0,98 4439 268 4,544 94,0% 573 131,1
Média 199,89 954% 530,58 90,26
Desvio Padréo 32,53 0,01 89,89 31,54
Desvio Padrao (%) 16,27 0,75 16,94 34,95
Interv. de confianca 21,25 0,00 50,86 17,85
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Tabela B.1 (Continuacéao)

SvVa AGV a
Data Tempo Caudal TRH  Factor de Cin Cout sol. BV apl E sol. saida saida
(dias) (L/dia)  (dias) Recirc. (mgO2/L) (mgO2/L) (kgCQO/m3.dia) (%) (mg/L) (mgCQOJ/L)
Alteracdo da Composicéo da Alimentacgéo (CQOin = 1/2CQOLeite + 1/2CQOO0leato)
16-Abr-99 85 39,97 0,96 2524 77 2,522 96,9% 294 445
19-Abr-99 88 38,60 1,04 1297 69 1,252 94,7% 193 87,1
21-Abr-99 90 40,84 0,98 2357 133 2,406 94,4% 320 62,4
23-Abr-99 92 41,05 0,97 0,91 3143 171 3,226 94,6% 427 30,1
28-Abr-99 97 41,09 0,97 0,86 3840 133 3,945 96,5% 411 38,3
30-Abr-99 99 41,31 0,97 0,87 3902 144 4,030 96,3% 446 29,7
3-Mai-99 102 41,20 0,97 4155 208 4,280 95,0% 462 46,8
Média 40,55 0,99 0,91 161,67 4,34 95,9% 439,44 38,25
Desvio Padréo 1,58 0,04 0,07 33,07 0,23 0,01 21,46 6,99
Desvio Padréo (%0) 3,91 3,77 7,59 20,46 5,33 0,71 4,88 18,29
Interv. de confianca 0,71 0,02 0,04 37,42 0,13 0,01 24,28 791
Novo caudal =3/2Q
5-Mai-99 104 59,33 0,67 0,90 4335 291 6,430 93,3% 720 110,0
7-Mai-99 106 59,29 0,67 541 110,6
10-Mai-99 109 59,02 0,68 593 70,7
12-Mai-99 111 59,52 0,67 611 65,8
14-Mai-99 113 60,40 0,66 0,84 3676 193 5,551 94,7% 527 50,8
17-Mai-99 116 60,89 0,66 294 675 88,2
19-Mai-99 118 60,68 0,66 3824 216 5,801 94,4% 840 98,3
21-Mai-99 120 60,56 0,66 0,92 4418 179 6,689 95,9% 907 24,7
24-Mai-99 123 60,83 0,66 4400 139 6,691 96,8% 940 20,3
26-Mai-99 125 60,24 0,66 3740 219 5,632 94,1% 810 73,6
28-Mai-99 127 60,33 0,66 0,91 1150 20,0
31-Mai-99 130 60,74 0,66 3500 198 5,315 94,3% 890 48,2
2-Jun-99 132 60,73 0,66 3640 269 5,526 92,6% 690 68,1
4-Mai-99 134 59,46 0,67 0,93 4208 307 6,255 92,7% 813 60,5
7-Jun-99 137 58,52 0,68 840 1711
9-Jun-99 139 58,64 0,68 630 80,0
Média 4130,35 230,50 5,99 94,3% 761,10 72,56
Desvio Padréo 304,63 53,72 0,50 0,01 162,77 37,58
Desvio Padréo (%0) 7,38 23,31 8,39 1,41 21,39 51,79
Interv. de confianga 117,10 33,29 0,33 0,01 79,76 18,41
Quintuplicagdo do CQOin (Choque Organico)
10/6 11:00 140 59,23 0,68 17274 272 25,576 98,4% 867 85,2
10/6 15:00 140 59,23 0,68 23541 1605 34,855 932% 1610 431,0
10/6 22:00 140 59,23 0,68 21570 608 31,937 97,2% 1587 461,9
11/6 12:00 141 58,61 0,68 0,88 17468 661 25,595 96,2%
11/6 19:30 141 58,61 0,68 0,88 18508 828 27,119 95,5% 893,0
12/6 12:00 142 59,10 0,68 18264 3170 26,985 82,6% 3973 1919,5
13/6 01:30 143 60,01 0,67 17067 3429 25,605 79,9% 3843 2335,6
13/6 19:00 143 60,01 0,67 22667 5333 34,006 76,5% 4410 33479
14/6 10:00 144 57,14 0,70 3292 5598 4570,8
Média 28,96
Desvio Padréo 3,71
Desvio Padréo (%) 12,83
Interv. de confianca 2,57
Regresso as condi¢des pré-choque
16/6 12:00 146 56,57 0,71 3127 2182 4,422 30,2% 1900 1251,1
18/6 17:00 148 60,35 0,66 0,87 4242 1305 6,400 69,2% 1297 940,1
21-Jun-99 151 3327 432 87,0% 1173 368,5
23-Jun-99 153 60,31 0,66 3888 717 5,862 81,6% 1160 232,9
25-Jun-99 155 63,31 0,63 0,84 2254 486 3,568 78,4% 154,6
29-Jun-99 159 60,02 0,67 3092 175 4,640 94,3% 597 37,7
2-Jul-99 162 60,91 0,66 0,86 3303 270 5,030 91,8% 793 162,1
5-Jul-99 165 64,02 0,62 4584 128 7,337 97,2% 630 42,6
7-Jul-99 167 60,64 0,66 1807 228 2,739 87,4% 667 153,7
9-Jul-99 169 60,73 0,66 0,85 3246 274 4,928 91,6% 793 102,6
12-Jul-99 172 1638 151 567 449
16-Jul-99 176 63,96 0,63 4835 367 7,731 92,4% 1193 239,1
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Tabela B.1 (Continuacéao)

SVa AGV a
Data Tempo Caudal TRH Factor de Cin Cout sol. BV apl E sol. saida saida
(dias) (L/dia)  (dias) Recirc. (mgO2/L) (mgO2/L) (kgCQO/m3.dia) (%) (mg/L) (mgCQOJ/L)
19-Jul-99 179 61,48 0,65 3942 160 6,059 95,9% 973 230,4
21-Jul-99 181 61,59 0,65 3953 283 6,087 92,8% 570 1315
23-Jul-99 183 61,48 0,65 0,87 3276 187 5,035 94,3% 510 26,9
27-Jul-99 187 61,22 0,65 3832 197 5,865 94,9% 880 94,7
30-Jul-99 190 61,54 0,65 3759 114 5,783 97,0% 940 34,8
4-Ago-99 195 61,32 0,65 0,84 3911 169 5,996 95,7% 890 59,7
11-Ago-99 202 60,11 0,67 0,85 5574 180 8,376 96,8% 1220 63,7
20-Ago-99 211 61,21 0,65 0,82 4138 220 6,332 94,7% 660 70,5
26-Ago-99 217 61,24 0,65 4025 181 6,162 95,5% 490 103,5
1-Set-99 223 61,60 0,65 0,86 4793 146 7,381 97,0% 1070 71,3
6-Set-99 228 61,96 0,65 0,83 4771 252 7,390 94,7% 1050 106,3
Média 60,35 0,66 0,87 204,56 5,86 94,3% 805,19 98,67
Desvio Padréo 1,46 0,02 0,03 62,67 1,35 0,02 226,74 61,73
Desvio Padréo (%0) 2,42 2,41 3,67 30,64 23,00 2,60 28,16 62,56
Interv. de confianga 0,42 0,00 0,02 28,95 0,58 0,01 104,75 28,52
Quintuplicacdo do Q (Choque Hidraulico)
08-09 11:00 230 27519 0,15 4482 239 30,835 94,7% 1340 41,6
08-09 15:30 230 27519 0,15 3464 514 23,831 85,2% 1630 218,0
08-09 20:00 230 27519 0,15 3617 877 24,884 75,8% 1390 3184
09-09 11:00 231 274,89 0,15 0,19 3757 932 25,819 75,2% 1500 709,8
10-09 14:00 232 277,15 0,14 3851 1032 26,683 73,2% 620 547,7
11-09 12:30 233 267,93 0,15 0,20 3885 413 26,023 89,4% 640 2275
12-09 10:00 234 4354 396 90,9% 203,1
Média 274,26 0,15 0,19 26,35
Desvio Padréo 2,93 0,00 0,01 2,20
Desvio Padréo (%0) 1,07 1,08 2,62 8,36
Interv. de confianga 2,34 0,00 0,01 1,76
Regresso as condi¢des pré-choque
13-Set-99 235 60,87 0,66 3810 114 5,798 97,0% 660 70,5
14-Set-99 236 3716 249 93,3% 86,0
15/9 10:00 237 62,92 0,64 0,81 4223 335 6,643 92,1% 1060 126,5
22/9 15:30 244 57,79 0,69 4531 217 6,546 95,2% 600 84,3
29-Set-99 251 57,94 0,69 3631 124 5,260 96,6% 790 84,8
08-Out-99 260 61,48 0,65 1,01 3429 248 5,270 92,8% 730 151,9
13-Out-90 265 62,70 0,64 3529 339 5,532 90,4% 790 186,7
20-Out-99 272 58,39 0,69 1,07 3660 262 5,343 92,8% 740 86,2
27-Out-99 279 53,86 0,74 4128 132 5,558 96,8% 720 30,8
03-Nov-99 286 52,88 0,76 4261 286 5,633 93,3% 340 0,0
Média 58,76 0,68 0,96 3791,13 230,60 5,73 94,0% 714,44 90,77
Desvio Padréo 3,42 0,04 0,11 749,30 78,87 0,49 0,02 178,89 51,57
Desvio Padréo (%0) 5,81 5,99 11,69 19,76 34,20 8,56 2,27 25,04 56,81
Interv. de confianga 2,23 0,03 0,13 232,21 48,89 0,32 0,01 116,87 31,96
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Tabela B.2 Concentracdo de AGV a saida do digestor.

Tempo de Latico Formico Acético Propionico iso-Butirico  n-Butirico
operacao (dias) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
8 0,0 0,0 26,9 0,0 0,0 0,0
11 0,0 0,0 15,4 0,0 0,0 0,0
13 0,0 0,0 32,9 0,0 0,0 0,0
15 0,0 0,0 20,7 0,0 0,0 0,0
18 0,0 0,0 68,1 27,5 0,0 0,0
20 0,0 0,0 63,4 28,1 0,0 0,0
22 0,0 0,0 54,4 23,6 0,0 0,0
25 11,8 0,0 33,0 0,0 0,0 0,0
27 27,5 0,0 28,3 0,0 0,0 0,0
29 0,0 0,0 43,5 26,8 0,0 0,0
32 11,8 0,0 36,5 29,1 0,0 0,0
34 11,7 0,0 26,4 18,1 0,0 0,0
36 0,0 0,0 74,2 49,9 0,0 0,0
39 0,0 0,0 56,1 33,9 0,0 0,0
41 0,0 0,0 37,5 0,0 0,0 0,0
42 0,0 0,0 27,9 0,0 0,0 0,0
43 13,8 0,0 91,6 48,0 0,0 0,0
46 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
48 0,0 0,0 60,3 39,6 0,0 0,0
50 0,0 0,0 43,0 17,3 0,0 0,0
53 0,0 0,0 39,5 18,0 0,0 0,0
55 0,0 0,0 72,9 44,0 0,0 0,0
57 0,0 0,0 68,9 35,2 0,0 0,0
60 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
62 0,0 0,0 56,8 25,7 0,0 0,0
64 0,0 0,0 68,4 27,5 0,0 0,0
67 10,7 0,0 53,3 36,8 0,0 0,0
70 10,4 0,0 60,8 36,4 0,0 0,0
74 0,0 0,0 64,2 0,0 0,0 0,0
76 0,0 0,0 58,8 37,0 0,0 0,0
78 11,5 0,0 47,3 31,8 0,0 0,0
81 0,0 0,0 60,5 32,9 0,0 0,0
83 0,0 0,0 85,8 45,3 0,0 0,0
85 0,0 0,0 27,4 17,1 0,0 0,0
88 16,3 0,0 38,1 32,7 0,0 0,0
90 0,0 0,0 40,9 215 0,0 0,0
92 0,0 0,0 30,1 0,0 0,0 0,0
97 0,0 0,0 38,3 0,0 0,0 0,0
99 0,0 0,0 29,7 0,0 0,0 0,0
102 0,0 0,0 46,8 0,0 0,0 0,0
104 0,0 0,0 84,0 26,1 0,0 0,0
106 10,4 0,0 67,9 30,5 18 0,0
109 0,0 0,0 55,0 15,6 0,0 0,0
111 0,0 0,0 38,8 0,0 27,0 0,0
113 0,0 0,0 50,8 0,0 0,0 0,0
116 0,0 0,0 65,6 22,6 0,0 0,0
118 0,0 0,0 69,2 29,1 0,0 0,0
120 0,0 0,0 24,7 0,0 0,0 0,0
123 0,0 0,0 20,3 0,0 0,0 0,0
125 0,0 0,0 57,0 16,7 0,0 0,0
127 0,0 0,0 20,0 0,0 0,0 0,0
130 0,0 0,0 48,2 0,0 0,0 0,0
132 0,0 0,0 68,1 0,0 0,0 0,0
134 0,0 0,0 60,5 0,0 0,0 0,0
137 0,0 0,0 118,2 52,7 0,1 0,0
139 0,0 0,0 62,6 17,4 0,0 0,0
140 0,0 0,0 67,1 18,1 0,0 0,0
140 0,0 0,0 285,7 112,1 4,0 29,2
140 0,0 0,0 311,3 121,6 6,9 22,2
141 0,0 0,0 569,8 245,0 31,6 46,6
142 0,0 0,0 1248,2 518,6 70,3 82,3
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Tabela B.2 (Continuacao)

Tempo de Latico Foérmico Acético Propionico  iso-Butirico n-Butirico

operacéo (dias) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
143 15,0 0,0 1447,6 609,7 92,2 1711
143 32,8 3,5 1968,9 7474 107,3 488,1
144 20,9 0,0 2523,2 1073,3 1427 810,6
144 0,0 0,0 2107,4 799,5 167,0 1016,8
146 0,0 0,0 553,3 372,1 68,5 257,1
148 0,0 0,0 3324 146,2 4,0 4574
151 0,0 0,0 265,5 100,2 2,8 0,0
153 0,0 0,0 184,4 48,5 0,0 0,0
155 0,0 0,0 126,7 27,8 0,0 0,0
159 0,0 0,0 37,7 0,0 0,0 0,0
162 0,0 0,0 129,2 32,9 0,0 0,0
165 0,0 0,0 42,6 0,0 0,0 0,0
167 0,0 0,0 105,0 48,7 0,0 0,0
169 0,0 0,0 86,1 16,5 0,0 0,0
172 0,0 0,0 449 0,0 0,0 0,0
176 44,2 0,0 85,4 38,2 39,1 32,2
179 0,0 0,0 148,4 82,0 0,0 0,0
181 0,0 0,0 107,2 243 0,0 0,0
183 0,0 0,0 26,9 0,0 0,0 0,0
187 0,0 0,0 69,8 25,0 0,0 0,0
190 0,0 0,0 34,8 0,0 0,0 0,0
195 0,0 0,0 59,7 0,0 0,0 0,0
202 0,0 0,0 63,7 0,0 0,0 0,0
211 0,0 0,0 47,4 231 0,0 0,0
217 8,8 5.2 54,7 12,6 0,0 22,2
223 0,0 0,0 46,5 24,8 0,0 0,0
228 0,0 0,0 70,2 36,0 0,0 0,0
230 0,0 0,0 30,0 11,5 0,0 0,0
230 6,9 0,0 132,6 48,8 0,0 29,8
230 7,3 0,0 173,3 86,5 0,0 51,3
231 10,2 38 2195 265,8 28,3 182,1
232 52 3.3 186,6 199,6 20,4 132,6
233 13,5 2,5 90,0 76,9 3,5 41,2
234 0,0 0,0 97,7 74,0 2,8 28,5
235 0,0 0,0 48,6 21,9 0,0 0,0
236 0,0 0,0 55,7 30,3 0,0 0,0
237 0,0 0,0 87,5 39,0 0,0 0,0
244 0,0 0,0 67,8 16,5 0,0 0,0
251 0,0 0,0 64,8 20,0 0,0 0,0
260 0,0 25 95,2 54,2 0,0 0,0
265 0,0 0,0 129,4 57,4 0,0 0,0
272 0,0 0,0 59,0 27,1 0,0 0,0
279 0,0 0,0 30,8 0,0 0,0 0,0
286 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
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Tabela B.3 Actividade metanogénica especifica da biomassa oclusa, determinada durante e apds o

choque organico.

Data Tempo Actividade metanogénica especifica
(horas) (mL CH4@PTN/gSV.dia)

Acetato H2/CO2 Propionato Butirato Etanol
8-Jun-99 0 103’2 3?285'; %_rSf.]23 i?.,g 211;.,:
o . JEIG m a2
w99 1 NG5 Jmn a0 sza1 287
I I S S 33 s
11-Jul-99 25 ool %012 8.2 1024 272
11-Jul-99 325 28255% Z%i f%z 19%73 2;351
T S S s e
13-Jun-99 62,5 5515154 f%z? ji% 16,1?2 iO;ll,i
S I S R S (R -
14-Jun-99 95 jé‘; ;18186%) ioé(.)z 10493 ﬂ%é
16-Jun-99 145 an Jo3 s o0 1788
15-Jul-99 840 ;‘71%71 iogé’ i ] ]

Tabela B.4 Actividade metanogénica especifica da biomassa oclusa, determinada durante

choque hidraulico.

e apds o

Data Tempo Actividade metanogénica especifica

(horas) (mL CH4@PTN/gSV.dia)
Acetato H2/CO2 Propionato Butirato Etanol
BRI S S A
CCORCI- VN S R R
BT S S N
oum  w S Mmoo A
I A
11-Set-09 735 v 4788 orL 858 274,
2S99 95 N s sis o sy
15-Set-99 167 14‘1%_67 1?25%.% 103,? 18%,.1 1321:;-%
moan oes B mE mp g
sounm s S B m o




Tabela B.5 Producéo especifica méxima de metano e taxa inicial de converséo do substrato

residual, determinadas durante e ap6s o choque organico.

Data Tempo Producao especifica Intervalo Taxa inicial de converséo Intervalo
(horas) maxima de metano  de confianga do substrato residual de confianga
(mgCQO-CH4/gSV) (mgCQO-CH4/gSV.dia)
8-Jun-99 0 58,4 2,8 231 0,8
10-Jun-99 4 80,2 2,8 32,9 2,5
10-Jun-99 11 85,5 17,4 84,0 1,7
11-Jun-99 14 91,7 2,1 76,2 2,4
11-Jun-99 25 126,2 5,6 68,6 1,4
11-Jun-99 32,5 140,1 7,3 99,9 41
12-Jun-99 49 58,4 2,0 33,6 2,5
13-Jun-99 62,5 200,9 4.8 85,7 0,9
13-Jun-99 80 305,4 10,1 114,5 1,4
14-Jun-99 95 448,7 14,6 87,73 2,54
16-Jun-99 145 463,8 25,6 106,14 5,07
15-Jul-99 840 112,6 12,6 17,5 3,4

Tabela B.6 Producéo especifica méaxima de metano e taxa inicial de conversao do substrato

residual, determinadas durante e ap6s o choque hidraulico.

Data Tempo Producdo especifica Intervalo Taxa inicial de converséo Intervalo
(horas) maxima de metano de confianga do substrato residual de confianga
(mgCQO-CH4/gSV) (mgCQO-CH4/gSV.dia)
8-Set-99 0 144.6 17,4 35,5 4,3
8-Set-99 4,5 98,7 11,2 25,03 2,7
8-Set-99 9 103,0 3,0 33,9 1,0
9-Set-99 24 112,7 3,7 38,6 2,6
10-Set-99 51 2142 9,2 82,4 2,9
11-Set-99 73,5 1234 57 58,0 1,0
12-Set-99 95 262,7 15,3 168,3 13,7
15-Set-99 167 83,8 8,2 29,2 4,4
22-Set-99 3405 104,2 19,3 29,5 2,4

15-Out-99  892,5 106,6 1,9 36,68 4,25
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