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palavras-chave

Resumo

Populacdo microbiana, microrganismos archaea metanogénicos, industrias do
mobiliario, digestao anaerdbia, reator UASB.

O objetivo deste trabalho é avaliar a comunidade microbiana presente no
tratamento anaerobio de efluentes da industria de mobiliario de madeira.

Para tal recorreu-se ao reator UASB para se proceder ao tratamento anaerobio
dum efluente proveniente duma cabine de pintura e envernizamento duma
industria do mobiliario de madeira.

Foram recolhidas amostras relativas a ensaios com os reatores de forma a
testar diferentes condi¢Bes experimentais, tais como: carga organica, caudais,
temperatura e pH. Foi observado o comportamento da populagcdo microbiana
presente nas lamas anaerébias recorrendo a um microscépio de contraste de
fase, verificando diretamente a adaptacdo da populacdo e a fluorescéncia
metanogénica no decorrer da operacdo. Foram ainda aplicados os métodos de
Gram e de FISH.

Os resultados demonstraram que houve uma formac@o de flocos mais
evidente por parte da populacdo microbiana, nas condicbes em que a carga
organica foi de cerca de 1 gCQOtL™d", caudal entre 0,25 e 05 L/h e
temperatura entre 35 e 45°C.

Observou-se que no interior dos flocos a intensidade de fluorescéncia era mais
elevada o que evidencia que a formacéo de flocos é importante para que a
producéo de biogas, pois € no interior deles que coabitam em maior nimero os
microrganismos archaea metanogénicos.

Em 3 dos 9 ensaios monitorizados verificou-se um aumento da fluorescéncia
metanogénica com o decorrer do ensaio.

Os resultados do método de FISH indicaram que em contacto com o efluente a
estrutura da populacdo microbiana sofre alteracbes em geral, diminuindo a
abundancia relativa de Bacteria e aumentando a abundancia relativa de
Archaea.
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Abstract

Microbial population, methanogenic Archaea microorganisms, furniture
industries wastewaters, anaerobic degradation, reactor UASB.

The objective of this study is to evaluate the microbial community present in the
anaerobic treatment of a wastewater from a wood furniture industry.
To this end we resorted to UASB reactor to proceed to the anaerobic treatment
of an effluent from a paint booth and varnishing from a wood furniture industry.
Biomass samples were collected from the reactors in order to test the effects of
different experimental conditions, such as organic load, flow rates, temperature
and pH.

The behavior of the anaerobic microbial population was observed using a
phase contrast microscope directly checking the adjustment of the
methanogenic population fluorescence during the operation. We also applied
the methods of Gram and FISH.
The results showed that there was flocculation evident under conditions of
organic load of about 1 gCQOtL™.d", flow rate from 0.25 to 0.5 L/h and
temperature between 35 and 45°C.
It was observed that within the flocs fluorescence intensity was higher which
shows that the flocculation is important for biogas production as it is within the
flocs that more methanogenic archaea microorganisms were observed.

In 3 of 9 monitored tests there was an increase in the fluorescence
methanogenic during the test.

The FISH method results indicate that the contact with the effluent show
undergoes changes of the structure of the microbial population in general,
reducing the relative abundance of Bacteria is increasing relative abundance of
Archaea.
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1. Enquadramento

Em Portugal o setor da industria do mobilidrio de madeira conta com cerca de 5.800
empresas em atividade, empregando cerca de 36.000 pessoas (APIMA, 2012). Este setor detém
particular destaque a nivel nacional, na Regido Norte do pais. E um setor em que quase sempre as
empresas tém dimensdo reduzida, muito distintas em termos de produto, e com modelos de

gestdo familiar (AIMMP, 2007).

Como em todos os tipos de atividade industrial, neste sector sdo gerados residuos
resultantes dos seus processos de fabrico. Os residuos sélidos de madeira como sejam a casca,
serradura e aparas de madeira, quase sempre podem ser valorizados energeticamente,
reincorporados na industria de aglomerados ou utilizados nas atividades pecudria e avicolas. Os
residuos liquidos e lamas sdo os que suscitam maior preocupagao, ja que nem todas as empresas
possuem sistemas de tratamento de aguas residuais, e estes tipos de efluentes podem conter
elevadas cargas de poluentes como residuos de verniz, de lacas, de tintas e solventes organicos. O
valor estimado de efluentes liquidos gerados neste setor industrial é superior a 680.000 m®/ano

(INETI, 2000).

Sobre os sistemas de tratamento existentes para este tipo de aguas residuais destacam-se:
os sistemas compactos e as grandes ETARI (Estacdo de Tratamento de Aguas Residuais

Industriais).

O sistema compacto consiste num pré-tratamento de efluentes contendo colas, tintas e
vernizes, limitando-se a remover uma quantidade significativa de sdlidos através de tela filtrante
(e deposita-los em recipientes sob a forma de uma lama que é posteriormente enviada para
tratamento como residuo). Designa-se pré-tratamento porque ndo ha garantias de que confira ao
efluente caracteristicas para ser descarregado no solo ou em linha de agua, embora lhe confira

qualidades para ser reutilizada no processo produtivo.

As ETARI s3ao equipamentos grandes, com custos de manutencao dispendiosos e de
funcionamento complexo, existentes apenas nas maiores empresas. Os orgdos de tratamento e
tecnologias sdo desenhados de acordo com o efluente em causa. Apds tratamento os efluentes
sdo encaminhados para um ou mais pontos de descarga ou destinos, sendo o mais comum (45%)
a descarga no solo ou linha de agua, havendo ainda uma parte (32%) que aproveita a ligacdo a

rede de saneamento basico. Algumas aguas residuais (23%, no subsector de fabrico de mobiliario,
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dos processos de pintura e envernizamento) sdo tratadas como residuos LER 08 01 19(*) ou LER
08 01 13(*) sendo enviadas para tratamento em empresas especializadas. Contudo em 2008 ainda
havia empresas que descarregavam daguas residuais industriais diretamente no solo ou linha de
agua sem que o efluente tivesse sido submetido a algum tipo de tratamento prévio (SANTANA,

2008).

Uma solugdo para este tipo de efluente pode ser o tratamento anaerdbio, pois este tornou-
se um método bastante atraente devido a sua baixa producdo de biomassa, por ter uma operacao
de baixo custo, por consumir pouca energia e ainda produzir metano, valorizado
energeticamente. Aliado ao tratamento anaerébio propée-se o reator UASB (Upflow Anaerobic
Sludge Blanket) por ser um reator de carga elevada, com grande capacidade de tratamento e com

baixas exigéncias em termos de drea.

Desenvolvidos por Lettinga e colaboradores em 1980, os reatores UASB comegaram por ser
idealizados para o tratamento de residuos agroindustriais. Estes reatores tém vantagens em
relacdo aos processos aerdbios, pois ndo necessitam de arejamento, tém reduzida producao de
lamas e produzem metano, que pode ser reaproveitado como recurso energético. A desvantagem
deste tipo de reatores é apresentarem uma eficiéncia de tratamento um pouco menor do que os
processos aerébios, sendo necessario um sistema de pré ou pés-tratamento para remogao de
alguns poluentes. Os reatores UASB sdo projetados e monitorizados com base em experiéncia
pratica, sendo ainda pouco conhecida a ecologia microbiana dos processos bioldgicos envolvidos

nestes ecossistemas (ABREU, 2007).

Varios autores relatam que, para que a operacdo de um reator UASB seja eficiente, a
biomassa tera de ter boas propriedades de sedimentacdo e reter eficientemente um complexo
consércio microbiano, de modo a que haja agregacdo microbiana em flocos ou granulos. E nestes

flocos ou granulos que se processa toda a bioquimica da digestao anaerdbia.

O conhecimento dos processos bioldgicos envolvidos na digestdo anaerdbia apresenta
certas limitagOes, devido as dificuldades de isolamento e cultivo de microrganismos. Contudo,
com o uso e avango das técnicas de biologia molecular, que ndo necessitam de isolamento e
cultivo de microrganismos, permitindo o estudo dos mesmos no préprio ambiente, essas

limitagdes tém vindo a diminuir.

Este trabalho pretende avaliar a diversidade microbiana presente em reatores UASB,
usados no tratamento de um efluente proveniente duma cabine de pintura e envernizamento

duma industria do mobilidrio de madeira. Pretende-se ainda, correlacionar a evolucdo das
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populagdes microbianas com os condi¢cdes de operacdo dos reatores para, se possivel, fornecer

informacgdes que permitam otimizar essas mesmas condigdes.



Caraterizacao da populagao microbiana em reatores anaerdbios | 2013




Caraterizagao da populagdao microbiana em reatores anaerodbios | 2013

2. Introdugao

2.1. Aindustria do mobilidario de madeiras

O sector de fabricagdo de mobiliario representava, em 2010, um volume de negdcios de 1.5
mil milhdes de euros (0.86% do PIB), num universo de 5.798 empresas em atividade, empregando

35.910 trabalhadores (APIMA, 2012).

O sector é constituido por quatro subsectores: Fabricacdo de Mobilidrio para Escritdrio e
Comeércio, Fabricacdo de Mobilidrio para Cozinha, Fabricagdo de Mobiliario para Casa e Outros
Fins e Fabricacdo de Colchoaria. O subsector mais representativo com mais de 4.800 empresas

(dados referentes a 2010) é o de Fabrica¢do de Mobiliario para Casa e Outros Fins (APIMA, 2012).

Mais de 4.900 empresas tinham, em 2010, menos de 10 trabalhadores, sendo que apenas
guatro empregavam mais de 249 trabalhadores. Em 2010, 61% das empresas estava localizada na
zona Norte, concentrando 61% do emprego e representado 58% do volume de negdcios (APIMA,

2012).

Na industria de madeira e do mobilidrio é gerada anualmente uma grande quantidade de
residuos de madeira sob variadas formas que, na sua grande maioria, sdo valorizaveis em
diferentes utilizagdes como sejam o aquecimento, matéria-prima para a industria de aglomerados

e contraplacados, agricola, florestal avicola e pecuaria (INETI, 2000).

Estes residuos provém duma série de operacdes unitdrias, enunciadas de seguida, que

fazem parte do processo de fabrico (INETI, 2000):

Preparagdo da matéria-prima — que engloba um conjunto de operagdes de transformacao,

visando a obtencdo de pecas passiveis de sofrer outras operagdes;

Tratamento (impregnagdo) — permite aumentar a durabilidade da madeira e/ou melhorar

as suas caracteristicas naturais;
Maquinagem — conjunto de operagdes que permitem obter diferentes pegas de madeira;
Montagem — permite a obtencdo de produtos finais a partir da jungdo de diferentes pecas;

Acabamentos — consistem na aplicagdo de produtos de protecdo superficial ou de

revestimento, de forma a melhorar a qualidade do produto final e aumentar a sua durabilidade.
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Para além de residuos sélidos também sdo gerados efluentes liquidos resultantes da cabine
de acabamentos, lavagem com colas e lavagem de tanques e autoclaves. Estima-se que sejam

produzidos mais de 680.000 m*/ano de efluentes liquidos (INETI, 2000).

A gestdo e o destino final dos residuos liquidos e lamas provenientes da cabine de
acabamentos constituem um problema considerdvel (INETI, 2000), pois nem todas as empresas

possuem sistemas de tratamento de aguas residuais.

2.2, Tratamento Anaerdbio e reator UASB

O tratamento anaerdbio de efluentes é hoje amplamente aceite como uma tecnologia
comprovada e extensivamente utilizada. Um dos principais fatores que levaram ao sucesso do
tratamento anaerdbio foi a introducdo de reatores de elevada carga (high-rate reactors). Estes
reatores, que podem reter biomassa, tém uma grande capacidade de tratamento e, portanto, a

sua exigéncia em termos de area é baixa (LATIF et al., 2011).

Um dos reatores mais comuns é o reator UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket) que tem
sido usado com sucesso no tratamento de uma ampla variedade de aguas residuais, mas é muitas
vezes limitado pela fraca biodegradabilidade de substancias orgédnicas complexos (LATIF et al.,
2011). Este tipo de reator foi desenvolvido por Lettinga (LETTINGA et al., 1980), e € um sistema
que tem sido utilizado com sucesso no tratamento de uma vasta gama de efluentes industriais,

incluindo os que contém compostos inibidores.

Os reatores UASB foram concebidos para que a mistura mecanica fosse completamente
omitida ou aplicada a um nivel de intensidade relativamente baixa e/ou de forma intermitente.
Para alcangar o contacto necessdrio e suficiente entre as lamas e as aguas residuais, o sistema
UASB convencional baseia-se na agitacdo provocada pela produgdo de biogds e pela distribuicao

uniforme da alimentacdo na parte inferior do reator (LETTINGA, 1995).

O reator UASB opera bombeando o efluente do fundo até ao topo do reator. Durante a sua
permanéncia no reator, o efluente entra em contacto com a biomassa residente (lamas) que vai
remover as substancias organicas, ou seja, vai tratar o efluente. A biomassa é composta por,
agregados de microrganismos anaerdbios, formando granulos compactos. Os sélidos organicos e

matéria organica dissolvida presentes no efluente vao ser degradados e digeridos através de
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transformacgGes anaerdbias, que resultam na producdo de biogds, como resultado final do

processo.

Um separador gas-liquido-sélido (GLS) esta situado na parte superior do reator para separar
o conteudo da solucdo, isto é, o efluente liquido tratado sai em cima, as particulas sdélidas sdo
intercetadas e devolvidas para baixo, e o biogds é recolhido a partir do topo do reator. Na Figura 1

representa-se um diagrama esquematico do reator UASB (HABEEB et al., 2011).

A: Entrada do efluente a tratar
B: Saida do efluente tratado
C: Recolha de biogas
1 1: Leito de lamas (bed)
/ 2: Manto de lamas (blanket)
3: Separador Gas-Liquido-Sdlido

Figura 1 - Diagrama esquematico de um reator UASB (adaptado de Habeed et al., 2011).

O bom funcionamento do reator UASB exige um bom contacto entre o substrato do
efluente e a biomassa do leito de lamas. O periodo de arranque da operacao inclui a imobilizagdo
das comunidades microbianas através da alimentac¢do continua do efluente no leito das lamas de
forma a desenvolver agregacdes de flocos que sdo considerados a chave do sucesso do processo.
Os granulos podem ser desenvolvidos com sucesso dentro do reator através do fornecimento

adequado de condi¢Ges operacionais e ambientais (HABEEB et al., 2011).

O sistema opera segundo determinadas condi¢cbes que s3ao impostas ao reator,
dependendo do efluente, que sdo o nivel de substrato mantido no reator (carga), as condi¢oes de

mistura e a temperatura (LETTINGA, 1995).

O reator UASB apresenta condi¢Bes operatérias vantajosas, tais como altos valores de carga

organica, tempo de retenc¢do hidrdulico (TRH) curto, poucas exigéncias a nivel energético, boas
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eficiéncias de remocdo, construcdo e operacdo relativamente simples, producdo de lamas baixa e

poucas exigéncias nutricionais (LATIF et al., 2011).

2.2.1. A importancia da granulagdo nos reatores UASB

A componente principal de um reator UASB sdo as lamas que fornecem uma ancoragem a
microflora. E a continua interacdo entre o efluente e a microflora existente nas particulas das
lamas, que faz com que o tratamento seja conseguido num reator UASB. Assim, a vitalidade dos
filmes microbianos por um lado, e a dimensdo, forma e densidade das particulas das lamas por
outro, que controlam a eficiéncia do tratamento de dguas residuais num reator UASB. A formagao
de granulos nas lamas torna-se extremamente importante ndo s porque estes granulos
sustentam os biofilmes ativos, mas também por proporcionar a flutuabilidade e a sedimentacado
necessaria para permitir um contato mais vigoroso biomassa-liquido no reator (ABBASI et al.,

2012).

Os granulos sdo particulas densas, que consistem numa mistura simbidtica entrelagada de
microrganismos anaerdbios. Cada granulo é unidade funcional, por si s6, compreendendo todos
os diferentes microrganismos necessarios a degradacdo anaerdbia da matéria orgdnica. Um
granulo é um verdadeiro micro-ecossistema abrigando milhdes de organismos. No entanto,
nenhuma das espécies individuais desses micro-ecossitemas consegue degradar completamente
os residuos influentes, logo as associacbes entre componentes dos microrganismos sdo

necessarias (ABBASI et al., 2012).

Foi proposta uma estrutura em camadas para o granulo (Figura 2), na qual um nucleo
central de archaea metanogénicas esta envolto numa camada de organismos produtores e
consumidores de hidrogénio. O modelo prevé uma camada externa de bactérias que hidrolisam e

acidificam a matéria organica complexa (ABBASI et al., 2012).
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Organismos
acidogénicos
consumidores de Hz

Mucleo do granulo

Camada de metanogénicas
(Methanosaeta sp)

Camada de organismos produtores de Hz
e organismos consumidores de Hz

Figura 2 - Modelo proposto que representa a estrutura em camadas de um granulo de um reator UASB (ABBASI et al.,
2012).

Uma vez que um reator UASB é inoculado com lamas anaerdbias e a agua residual flui no
sentido ascendente através da lama, a formac¢do dos granulos pode ocorrer lentamente, sob
condicbes apropriadas de substrato e disponibilidade de nutrientes, pH, alcalinidade, velocidade
de escoamento ascendente, etc. Os granulos podem variar entre 0,1 a 5 mm de tamanho. Na
Figura 3 encontra-se representada de forma esquematica a formacdo de granulos através da

anexacdo da microflora em torno de um nucleo (ABBASI et al., 2012).

Oo
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Figura 3 - Representac¢do esquematica da formagdo de um granulo através da anexag¢do da microflora em torno de um
nucleo (ABBASI et al., 2012).

O ideal é um granulo que contenha camadas concéntricas de biofilmes quase esféricas que
possuam diferentes grupos tréficos bacterianos. Espera-se que cada um dos grupos troficos de
bactérias realize o seu respetivo papel na degradacdo da matéria organica, produzindo biomassa.
Pensa-se que a arquea metanogénica Methanosaeta consilii desempenha um papel fundamental
na constituicdo dos granulos, sendo que os aglomerados formados pelo crescimento destes
microrganismos filamentosos, funcionam como centros de nucleagdo que iniciam o

desenvolvimento de granulos. Isto é seguido por uma colonizacdo de bactérias acetogénicas e
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microrganismos archaea metanogénicos hidrogenotréficos, que conduz frequentemente a um

biofilme granular com estrutura em camadas (ABBASI et al., 2012).

2.3. Digestdao Anaerdbia

A digestdo anaerdbia é um processo microbioldgico que, em condi¢Ges de auséncia de
oxigénio, permite transformar a matéria organica em metano, ocorrendo em diversos meios
naturais tais como sedimentos, fontes termais e sistemas gastrointestinais, e em ambientes

controlados como é o caso dos digestores anaerdbios (ALVES, 1998).

A bioquimica e a microbiologia do processo de degradagdo anaerdbia sdo muito mais
complexas do que as do processo aerdbio, devido a maior variedade de caminhos metabdlicos
disponiveis para a comunidade anaerdbia. A degradagdo anaerdbia da matéria organica a metano
e diéxido de carbono envolve uma cadeia sequencial de percursos metabdlicos e requer a agao

combinada e coordenada de diferentes grupos tréficos de bactérias anaerdbias (ALVES, 1998).

O processo de digestdo anaerdbia é dividido em quatro fases: a hidrdlise, acidogénese,
acetogénese e metanogénese. Na Figura 4 é apresentado um esquema ilustrativo do processo de

digestdo anaerdbia.
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Figura 4 - Representagdo esquematica do processo de digestdo anaerdbia (adaptado de Tchobanoglous et al., 2003 e
Grilo, 2009).

2.3.1. Hidrdlise

A primeira etapa do processo de digestdo anaerdbia consiste na hidrélise dos biopolimeros,
dado que as bactérias ndo tém capacidade para assimilar material organico na forma particulada

(ALVES, 1998).

A hidrdlise do material particulado, bem como de material solivel de maior dimensao, é
uma etapa essencial para aumentar o acesso do substrato as células microbianas. O material
organico particulado é convertido em compostos dissolvidos de menor peso molecular por meio
de enzimas extracelulares, enzimas que sdo excretadas por bactérias fermentativas, também
denominadas bactérias hidroliticas. As proteinas sdo degradadas em peptideos, os polissacarideos
em aclcares soluveis (mono e dissacarideos) e os lipidos em acidos gordos de cadeia longa e
glicerol. Em certas situacGes, a complexidade do material organico pode resultar em baixas

velocidades de hidrélise, tornando-a a etapa limitante de todo o processo de digest3do.

11
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Varios sdo os géneros bacterianos presentes no processo de digestdo anaerdbia, tais como:
Clostridium, Micrococcus, Bacteroides, Streptococcus, Bacillus, entre outros. A abundancia relativa

destes microrganismos depende do tipo de substrato presente no sistema (ABREU, 2007).

2.3.2. Acidogénese

Na acidogénese, os compostos dissolvidos, gerados na fase da hidrélise, sdo absorvidos e
metabolizados pelas bactérias fermentativas acidogénicas que, por sua vez, excretam substancias
simples, como 4acidos gordos volateis de cadeia curta, alcoois, acido lactico e compostos

inorganicos (CO,, H,, NH3, H,S, etc.).

A acidogénese é realizada, maioritariamente, por um grupo diversificado de bactérias
anaerdbias  obrigatérias. Entre elas:  Ruminococcus, Lactobacillus,  Streptococcus,
Propionibacterium, Escherichia, entre outras. Os produtos metabdlicos gerados pela atividade das
bactérias acidogénicas sdo substratos importantes para as bactérias acetogénicas e para os

microrganismos metanogénicos (ABREU, 2007).

2.3.3. Acetogénese

A principal funcdo das bactérias acetogénicas na digestdo anaerdbia é a producdo de
acetato, CO, e H,, substratos que sdao metabolizados pelos microrganismos metanogénicos.
Podem ser caracterizados dois grupos distintos de bactérias acetogénicas, com base no seu
metabolismo. O primeiro grupo é de bactérias acetogénicas produtoras de hidrogénio
obrigatérias, que produzem 4cido acético, CO, e H, a partir de uma grande variedade de
substratos, tais como: acidos gordos intermedidrios (propionato e butirato), dlcoois ou outros

acidos organicos (valérico, isovalérico) (ABREU, 2007).

Segundo consideragdes termodindmicas (energia livre) prevé-se que estas bactérias so
sejam capazes de crescer em ambientes com baixas pressdes de hidrogénio. Isto é possivel se
existirem microrganismos consumidores de hidrogénio no sistema, tais como os microrganismos
metanogénicos hidrogenotréficos. A maioria dos ambientes metanogénicos mantém uma
concentracdo de H, baixa, que é suficiente para estimular o crescimento destas bactérias

acetogénicas, evitando-se a acumulacdo de acidos. A esta relacdo de dependéncia é dado o nome

12
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de sintrofia, sendo que a presenca destes microrganismos sintréficos é essencial para um
desempenho eficiente da digestdo anaerdbia. Os géneros mais conhecidos deste tipo de

microrganismos sdo os géneros Syntrophomonas e Syntrophobacter (ABREU, 2007).

O segundo grupo de bactérias acetogénicas sdo as homoacetogénicas, que sdo
estritamente anaerdbias, catalisando a formacdo de acetato a partir de CO, e H,. Os géneros mais
conhecidos de bactérias homoacetogénicas sdo Acetobacterium, Acetoanaerobium, Acetogenium,

Butribacterium, Clostridium e Pelobacter (ABREU, 2007).

2.3.4. Metanogénese

A metanogénese é a Ultima etapa do processo anaerdbio e é onde o metano é produzido
pelos microrganismos metanogénicos por duas vias metabdlicas principais: hidrogenotrdéfica e
acetotrofica (ou acetoclastica). Os microrganismos hidrogenotréficos sdo autotroficos, reduzindo
o CO, a metano e usando o H, como dador de eletrdes, libertando H,O. Os microrganismos
acetotréficos sao heterotroéficos, produzindo o metano e CO, a partir da reducdo do acetato
(acetogénese). Estes Ultimos tém grande importancia em reatores anaerdbios, uma vez que é
conhecido que cerca de 70% do metano produzido nestes sistemas é resultante da degradacao de

acetato (ABREU, 2007).

Estes microrganismos, que sdo anaerdbios obrigatdrios, apenas conseguem crescer com
substratos simples (H, e CO,, formato, metanol e acetato). Mais pormenores sobre estes

microrganismos metanogénicos sdo dados no ponto 2.6.2.

O processo de digestdao anaerdbia decorre eficazmente se as taxas de degradacdo em todas
as fases forem iguais. Os disturbios mais comuns nos digestores anaerdbios ocorrem devido a
inibicdo de microrganismos formadores de metano. Se a primeira etapa é inibida, os substratos
para as seguintes fases serdo limitados o que, por conseguinte, leva a diminuicdo da producdo de
metano. Por outro lado, a metanogénese é inibida, pois os acidos produzidos na acidogénese

acumulam-se, fazendo com que haja perda de alcalinidade e diminui¢do de pH (GERARDI, 2003).

Do processo de digestdo anaerdbia é obtido biogas que varia em qualidade de acordo com
a composicdo e biodegradabilidade da matéria organica a degradar. Em geral, o biogads contém

55% a 70% de CHy4, 30% a 45% de CO, e uma pequena fragao de H,S que pode variar entre 200 a

13
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4000 ppm. A producdo de biogas é fortemente influenciada pela temperatura, podendo

trabalhar-se em condi¢des mesofilas (30 a 40°C) ou terméfilas (50 a 60°C) (FONSECA et al., 2007).

2.4. Necessidades nutricionais

De todos os organismos vivos, os microrganismos sdo os mais versateis e diversificados nas

suas exigéncias nutricionais (FERREIRA et al., 1998).

A agua representa cerca de 80-90% do peso total das células sendo, por isso, um fator
fundamental. Os macroelementos, ou seja, os elementos que sdo exigidos em quantidades
relativamente elevadas e que desempenham papéis fundamentais na estrutura e metabolismo da
célula, sdo o carbono, oxigénio, hidrogénio, azoto, enxofre, magnésio, fésforo. Os
microelementos, que sdo exigidos em menores quantidades, mas funcionalmente importantes,

incluem o manganés, cobalto, cobre, molibdénio e o zinco (FERREIRA et al., 1998).

O carbono é um dos elementos mais importantes para o crescimento microbiano (PELCZAR
et al., 1993). Os microrganismos que usam carbono organico como principal fonte de carbono sdo
designados heterotroéficos, e os que usam didxido de carbono como principal ou exclusiva fonte
de carbono sdo chamados autotroficos. Alguns microrganismos, nomeadamente bactérias, sdo
capazes de utilizar carbono organico e inorganico, como principal fonte de carbono (autotroéficos

facultativos) (FERREIRA et al., 1998).

Uma estimativa grosseira da quantidade necessaria de macroelementos N, P e S pode ser
obtida pela composicdo e pela taxa de crescimento da populagdo microbiana. Geralmente, o
procedimento utilizado na pratica para avaliar as necessidades de nutrientes baseia-se no
rendimento do crescimento e na composicdao da biomassa. Quanto aos microelementos, a adicao

destes pode resultar no aumento da eficiéncia de tratamento (LETTINGA, 1995).

Os dois macroelementos com mais interesse em qualquer tratamento biolégico sdo o azoto
e o fdsforo. Estes nutrientes estdo disponiveis para as bactérias anaerdbias, incluindo para os
microrganismos metanogénicos, na forma de azoto amoniacal (NHZ -N) e na forma de ortofosfato
(HPOg-P). Estes nutrientes, como todos os outros nutrientes necessdrios para o crescimento das

bactérias estdo disponiveis para elas apenas na forma soltvel (GERARDI, 2003).

14
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Apesar do azoto amoniacal ser a forma preferida de azoto dos microrganismos
metanogénicos, alguns destes microrganismos sdo capazes de obter azoto de outras fontes, como

por exemplo, sdo capazes de fixar o azoto molecular (N,) (GERARDI, 2003).

A quantidade de azoto e a quantidade de fésforo, que deve estar disponivel no reator pode
ser determinada a partir da quantidade de substrato ou CQO das lamas de alimentagdo do reator.
As exigéncias nutricionais para os digestores anaerdbios variam muito com as taxas de carga
organica. Geralmente, as razdes CQO:N:P de 1000:7:1 e 350:7:1 sdo utilizadas para os residuos de
elevada carga e baixa carga, respetivamente. Estes racios tém um valor C/N de, pelo menos 25:1,

valor que é sugerido como ideal para a producdo de gas (GERARDI, 2003).

O enxofre é requerido pela maior parte dos microrganismos archaea metanogénicos por
ser um dos elementos presentes em varias coenzimas, nomeadamente na coenzima M, que esta
envolvida nas rea¢des metanogénicas. Valores entre 0,56 e 1,2% (% em peso) para o contelido em

enxofre de varias espécies de metanogénicas, foram descritos na literatura (ALVES, 1998).

E conhecida a necessidade de adicionar nutrientes a certos efluentes, de modo a obter uma
eficiente remocdo da matéria orgdnica durante o seu tratamento anaerdbio (SANTOS et al.,

2010).

2.5. Condi¢des ambientais

Varios sdo os fatores que influenciam a atividade dos microrganismos, assim como o

rendimento do reator. O pH, alcalinidade, temperatura, toxicidade sdo alguns desses fatores.

As variacGes de pH podem causar importantes alteragdes na constituicdo microbiana dos
consorcios, afetando a taxa de crescimento dos microrganismos. Afetam também o metabolismo,
nomeadamente a utilizacdo das fontes de carbono e energia. Além disso, a morfologia e a
estrutura sdo também afetadas, com consequéncias para os fenédmenos de adesdo e floculagdo,

aspetos de crucial importancia nos digestores anaerdbios (ALVES, 1998).

Sendo o processo de digestdo anaerdbia uma sequéncia de degradacdes levadas a cabo por
grupos distintos de bactérias é importante saber qual o pH que maximiza a eficiéncia global do
processo. As bactérias hidroliticas e acetogénicas apresentam atividade maxima para valores de
pH entre 7 e 7,4, as bactérias fermentativas a pH 6, e o pH éptimo para os microrganismos

archaea metanogénicos, normalmente responsaveis pela cinética global do processo e mais
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sensiveis a fatores ambientais, é entre 6,6 e 7,6. Ou seja, uma gama de pH entre 6.6 e 7.6 sera

apropriada para o funcionamento do processo de digestdo anaerdbia (ALVES, 1998).

Neste processo, a producdo de acidos volateis, como produtos intermedidrios, pode
provocar uma descida acentuada do pH do meio, se nao existir alcalinidade suficiente no sistema.
A alcalinidade é uma medida da capacidade tampdo do processo, permitindo previamente
determinar qual a tolerdncia em acidos gordos volateis para que o valor do pH se mantenha na
gama pretendida, e estd estreitamente relacionada com a estabilidade do processo. Para a
maioria dos casos praticos, uma alcalinidade entre 2500 e 5000 mg CaCOs/L é bastante para se

obter um adequado poder tampdo no sistema (ALVES, 1998).

A temperatura é um dos fatores que mais influencia a eficiéncia do processo de digestdo
anaerdbia. Normalmente s3o consideradas trés gamas de temperatura: a) gama psicrofila: < 25°C;
b) gama mesdfila: 30 a 45°C e c¢) gama termofila: > 45°C. Os microrganismos archaea
metanogénicos apresentam um crescimento maximo na gama meséfila, para temperaturas entre
30 e 38°C e na gama termdfila entre 49 e 57°C. Embora a operac3o a baixas e altas temperaturas

seja possivel, a fase de arranque pode ser um processo problematico (FONSECA et al., 2007).

Os microrganismos anaerdbios sdo muito suscetiveis a uma grande variedade de
componentes. Num digestor anaerdbio, os inibidores mais comuns sdo os acidos volateis, o
sulfureto de hidrogénio e o azoto amoniacal. O efeito inibitério destes compostos depende muito

do pH (FONSECA et al., 2007).

Os microrganismos archaea metanogénicos nao sao necessariamente mais suscetiveis a
presenca de substancias inibitérias do que as aerdbias, mas como as taxas de crescimento sdo
baixas, as consequéncias de um incidente de toxicidade sdo mais agudas num processo anaerdbio

do que num aerdbio. Podem distinguir-se diferentes tipos de toxicidade:

- toxicidade metabdlica: é uma inibicdo competitiva de um processo metabdlico,

geralmente reversivel, apds remogdo do toxico. Ocorre na presenca de sais e azoto amoniacal;

- toxicidade fisioldgica: inibicdo que destroi componentes subcelulares (membrana,

enzimas), causada por compostos fendlicos (FONSECA et al., 2007).
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2.6. Microbiologia

Os microrganismos tém um papel fundamental na reciclagem natural dos materiais e

particularmente na decomposicdo de residuos organicos.

O conhecimento da estrutura, dinamica e funcado das diversas populacdes microbianas
presentes num determinado habitat, assim como a sinergia das suas populacbes e respetiva
interacdo com as condi¢Ges ambientais, deve ser investigado por forma a garantir o controlo,
otimizacdo, rentabilizagdo e manutencdo de qualquer tipo de tratamento bioldgico (ROSARIO,

2009).

2.6.1. Tipos de microrganismos

Varios sdao os tipos de microrganismos que se encontram em aguas naturais, aguas
residuais e no processo de tratamento de dguas residuais, tais como, do dominio Bacteria,
Archaea, Fungi, Protozoa, Algae e Viruses (TCHOBANOGLOUS et al., 2003). Na Figura 5 encontra-
se representada uma arvore filogenética universal, onde se pode ver os trés dominios principais

Bacteria, Archaea e Eukarya.
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Figura 5 - Arvore filogenética universal (Rosario, 2009).
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2.6.2. Archaea metanogénicas

Os microrganismos archaea metanogénicos sdo anaerébios estritos que compartilham uma
complexa bioquimica na sintese de metano como parte do seu metabolismo energético. A
descoberta de propriedades bioquimicas e genéticas Unicas destes microrganismos conduziu ao
conceito de Archaebacteria no final dos anos setenta e da proposta em 1990 para o dominio
Archaea. Uma série de estudos vém dando provas de que estes organismos sdo de valor
econdmico. Tém sido possiveis melhorias no projeto de digestores gracas aos avangos na

compreensdo da ecologia e fisiologia dos microrganismos metanogénicos (GARCIA et al., 2000).

Caracteristicas gerais dos microrganismos metanogénicos (GARCIA et al., 2000)

Morfologia

Os microrganismos metanogénicos expressam uma ampla variedade de formas e
tamanhos, incluindo bastonetes, cocos regulares e irregulares, bastonetes de cadeia longa, spirilla
e sarcina. A mobilidade por vezes estd presente e algumas espécies podem agregar-se em
clusters. Varias espécies de Methanosarcina e Methanosaeta contém gas nos vacuolos. A rea¢do a

coloracdo de Gram pode ser positiva ou negativa, mesmo dentro de membros do mesmo género.

Células

Existem diferencas na composicdo das paredes celulares entre as metanogénicas Archaea e
Bacteria, e mesmo dentro das metanogénicas. As Archaea ndo contém mureina, contém
pseudomureina ou subunidades de proteina, dependendo da ordem. Os microrganismos
metanogénicos sdo insensiveis aos antibidticos que inibem a sintese das paredes celulares nas
Bacteria, como a penicilina, cicloserina e valinomicina. Esta particularidade vem sendo utilizada
para facilitar o isolamento de linhagens puras de metanogénicas por eliminacdo de

contaminantes ndo-metanogénicos.

Nutricdo e caracteristicas bioquimicas

Apesar de alguns microrganismos metanogénicos serem autotréficos, o crescimento de
praticamente todos os microrganismos metanogénicos é estimulado pelo acetato e, para algumas

espécies, por certos aminodcidos. Alguns microrganismos metanogénicos requerem um meio de
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cultura complexo, tais como extrato de levedura ou caseina digerida, vitaminas como riboflavina,
acido pantoténico, tiamina, biotina e p-aminobenzoato de metilo. Todos eles usam o NH4" como
fonte de azoto e algumas espécies sdo conhecidas por fixar azoto molecular. Sdo necessdrias
guantidades vestigiais de metais, como o niquel, ferro e cobalto para todos os microrganismos
metanogénicos. Na presenca de enxofre molecular, os microrganismos metanogénicos formam

grandes quantidades de H,S pela reducao do enxofre.

Taxonomia e diversidade filogenética das Metanogénicas

As 83 espécies de archaea metanogénicas descritas até agora foram separadas em trés

categorias nutricionais diferentes:

a) 61 espécies de archaea hidrogenotréficas que oxidam H, e reduzem CO, para formar
metano e, entre estas, 38 espécies de formatotréficas que oxidam o formato para
formar metano;

b) 20 espécies de metilotréficas que utilizam compostos de metilo como metanol,
metilaminas, ou dimetilsulfureto e das quais 13 sdo espécies metilotréficas
obrigatdrias;

c) 9 espécies de acetoclaticas (ou acetotrdficas) metanogénicas que utilizam o acetato

para produzir metano, sendo duas espécies deste grupo acetotréficas obrigatérias.

Algumas espécies de metanogénicas tém caracteristicas nutricionais especificas e ndo
podem ser colocadas numa Unica categoria nutricional. Na Figura 6 pode ver-se a arvore

filogenética dos microrganismos metanogénicos do dominio Archaea.
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Figura 6 - Arvore filogénica de metanogénicas atualizada, do dominio Archaea. Nomes do género e familia aparecem
entre aspas. Os microrganismos ndo-metanogénicos sdo indicados pelo nome do grupo (triangulos largos) (GARCIA et
al., 2000).

Num sistema anaerdbio 72% dos microrganismos archaea metanogénicos usam acetato
para produzir biogas, sdo as chamadas archaea metanogénicas acetotroficas (ou acetoclasticas), e

28% archaea metanogénicas hidrogenotréficas usam CO, e H, para produzir biogas.

O género Methanosarcina, da ordem Methanosarcinales e familia Methanosarcinaceae,
representa as metanogénicas acetotrdficas predominantes num sistema anaerdbio. A familia
Methanosaetaceae, da mesma ordem, inclui as metanogénicas acetotrdficas obrigatdrias. As

metanogénicas hidrogenotroéficas pertencem a ordem Methanomicrobiales (GARCIA et al., 2000).

Uma caracteristica particular das metanogénicas é a sua autofluorescéncia azul-verde
induzida pela radiacdo UV (ultravioleta) que permite a sua contagem por microscopia de
autofluorescéncia. No entanto, este método é subjetivo devido as seguintes condicdes: apenas
mostra metanogénicas que contenham um elevado teor de F420 como, por exemplo,
metanogénicas que utilizam hidrogénio, e ndo podem ser contadas de todo as metanogénicas que
utilizam acetato pertencentes ao género Methanosaeta, e ao género Methanosarcina que se

encontram em aglomerados feitos de muitas células individuais (SOLERA et al., 2001).
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2.7. Métodos microbiolégicos

A caracterizagdo de comunidades microbianas pode ser feita com base em métodos ex-situ
(ou métodos dependentes da cultura), métodos in situ (métodos independentes da cultura) ndo

moleculares e métodos in situ moleculares (métodos baseados em DNA) (ROSARIO, 2009).

Os métodos ex-situ consistem na caracterizacdo de comunidades microbianas e sdo
baseados em técnicas de cultura, isolamento e identificagdo através das caracteristicas
morfoldgicas, fisioldgicas e metabdlicas. Contudo, nem sempre é possivel isolar e cultivar todos os
microrganismos, recorrendo-se assim aos métodos in situ. A vantagem dos métodos in situ para a
detecdo de microrganismos no ambiente é que ndo é necessdrio retird-los do seu habitat,
permitindo a detecdo de microrganismos cultivaveis e ndo-cultivaveis. Nestes métodos, incluem-
se as técnicas baseadas em microscopia e em colorimetria, e as técnicas moleculares de

microbiologia (ROSARIO, 2009).

As técnicas de microscopia mais frequentemente utilizadas sdo a microscopia em contraste
de fase, epifluorescéncia, microscopia eletrénica de varrimento (SEM, “scanning electron
microscopy”) e microscopia eletrénica de transmissdo (TEM, “transmission electron microscopy”)

(ROSARIO, 2009).

A microscopia de contraste de fase é geralmente usada para contagem direta. A
microscopia de epifluorescéncia, baseada na coloracdo de acidos nucleicos com fluorocromos,
principalmente o laranja de acridina (dicloridrato de acridina-3,6-diamina) e o DAPI (4',6-
diamidino-2-fenilindol), é usada em especial para enumerar microrganismos (incluindo células
vidveis e ndo viaveis). Os dois tipos de microscopia eletrdnica, SEM e TEM, sdo ambas usadas para
a detecdo e caracterizacdo de microrganismos. A SEM é mais adequada para determinar o aspeto
da superficie das células microbianas e é usada para analisar as associagGes entre células,
nomeadamente no estudo de biofilmes. Devido ao seu maior poder de resolucdo, o uso da TEM é

muito aplicada na detec3o e identificagdo de virus (ROSARIO, 2009).

As técnicas de colometria baseiam-se no uso de um composto que modifica a sua coloracdo

na presenga de um microrganismo (ROSARIO, 2009).
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2.7.1. Técnicas de microscopia

Com este trabalho pretende-se aplicar algumas técnicas de microscopia e colometria, de
forma a identificar e caracterizar a populacdo microbiana presente no reator UASB. Algumas

dessas técnicas sdo agora enumeradas.

2.7.1.1. Coloragdio de Gram

O método de Gram é um dos principais métodos para identificar bactérias. E uma técnica
de coloragdo diferencial, isto é, as células sdo expostas a mais do que um corante. O método

consta das seguintes etapas principais (MARQUES et al., 2003):

a) Coloracgdo das células pelo violeta de genciana ou cristal violeta (corante
primario);

b) Precipita¢do do corante nas células pelo iodo;

c) Lavagem com um agente descorante, p.e., o etanol a 95%;

d) Coloragdo das células pela safranina ou fucsina diluida (contrastante)

As células que sdo delimitadas por uma camada relativamente espessa de peptoglicano,
gue é um polimero insoltuvel constituinte de todas as paredes celulares bacterianas, e que
proporciona um resisténcia estrutural a célula, em geral, mantém o cristal violeta/ iodo da
coloracao de Gram, quando lavadas com etanol ou acetona, e sdo referidas como Gram positivas
quando submetidos a coloracdo de Gram. Estas células apresentam-se coradas de violeta

(CHAPMAN & HALL, 1996).

As bactérias Gram negativas como possuem uma camada mais fina de peptoglicano, nao
retém o complexo cristal violeta/iodo quando lavadas com etanol ou acetona, logo ficam coradas

de vermelho por causa da safranina, apds a colora¢do de Gram (CHAPMAN & HALL, 1996).

2.7.1.2. Contagem

O processo mais comum de determinacdo do numero de microrganismos é através de

contagem direta ao microscopio, usando cdmaras de contagem. Estas sdo laminas de vidro que
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tém reticulados com quadriculos gravados de areas e profundidades conhecidas, que delimitam
volumes precisos de amostra. Tendo em conta este volume e a diluicdo da amostra, pode
determinar-se o niumero de microrganismos por mililitro de amostra inicial (FERREIRA et al.,

1998).

Dependendo do tamanho e da forma dos organismos a serem quantificados e do volume de
amostra onde se pretende fazer a quantificagdo, podem ser utilizadas cdmaras de contagem que
vdo desde a cdmara de Neubauer (3 x 3 mm x 0,1 mm de profundidade), a cdmara de Sedgewick

Rafter (50 x 20 mm x 1 mm de profundidade).

As camaras de Neubauer sao feitas de vidro e possuem duas zonas de contagem separadas
por um sulco horizontal e limitadas de cada lado por um canal vertical como se pode observar na

Figura 7.
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Figura 7 — Camara de Neubauer (vista de topo).

Para que se crie um espaco que possa ser preenchido por um determinado volume, coloca-se
uma lamela sobre as zonas de contagem da camara, formando-se um espag¢o com uma altura de

0,1 mm.

A superficie de contagem, reticulada, estd marcada com um grande quadrado que tem 3

mm de lado (Figura 8).
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Figura 8 - Superficie de contagem.

O quadrado maior é constituido por 9 quadrados pequenos (A), cada um com 1 mm de lado.
Os 4 quadrados pequenos que formam as esquinas do quadrado maior estdo divididos em 16

outros quadrados mais pequenos (B), cujo lado mede 0,25 mm. Cada quadrante tem 1 mm? de

area.

O quadrado central mais pequeno estd por sua vez dividido em 25 quadrados mais
pequenos (C). Grandes densidades celulares, por exemplo, sdo contadas nos quadrados mais
pequenos que formam as esquinas do quadrado central e no quadrado mais pequeno central
(Figura 9). Portanto, contam-se apenas as células contidas num volume igual a 5/25 ou 1/5 do

volume total do quadrado central.
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[
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Figura 9 - Local de quantificacdo de baixas densidades celulares (a azul) e densidades mais elevadas (a vermelho).
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2.7.1.3. Técnica de FISH

O método Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) é um método molecular para identificar
e quantificar organismos especificos in situ. Esta técnica inclui as seguintes etapas (A, B, C e D)

que estdo representadas esquematicamente na Figura 10:

A — amostragem e fixagdao imediata em formaldeido para preservar a integridade das

células, especialmente os ribossomas;

B — hibridacdo com uma sonda especifica, marcado com um corante fluorescente, na sua

extremidade 5’, e combinado com uma sequéncia do rRNA 16S;

C — contracoloragdo com um marcador universal (DAPI, que se liga ndo especificamente, a

moléculas de ADN), ou outra sonda mais geral, marcado com um diferente corante fluorescente;

D —visualizacdo por meio de microscopia de fluorescéncia (SANZ et al., 2007).

Figura 10 - Representagdo esquematica do processo de hibridagdo in situ (adaptado de Sanz et al., 2007).

As sequéncias curtas de DNA (16-20 nucledtidos) marcadas com um corante fluorescente
reconhecem as sequéncias de 16S rRNA nas células fixas e hibridam com elas in situ (DNA-RNA

correspondente). Os microrganismos podem ser identificados, localizados e quantificados com
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hibridacdo em quase todos os ecossistemas. A especificidade da sonda permite
detecdo/identificacdo taxondmica em qualquer nivel desejado, a partir do Dominio até uma

resolucdo adequada para a diferenciacdo entre espécies individuais (SANZ et al., 2007).

Como todos os métodos, este tem as suas vantagens e desvantagens. As vantagens sdo: o
seu uso facil e rapido se as sondas necessarias estiverem disponiveis; visualizacdo direta da nao-
cultura de microrganismos; quantificacdo de grupos microbianos especificos; detecdo diferencial/
preferencial por microrganismos ativos. Entre as desvantagens estdo: necessidade de
conhecimento a priori do ecossistema em estudo e dos microrganismos mais suscetiveis de serem
detetados; necessidade de conhecimento da sua sequéncia de rRNA para detetar um

microrganismo em particular (SANZ et al., 2007).
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2.8. Objetivos

O objetivo desta dissertacdo é a caraterizacdo da populagdo microbiana presente em
reatores UASB utilizados na degradacdo anaerdbia de um efluente, proveniente duma cabine de
pintura e envernizamento, duma industria do mobilidario de madeira. Através de amostras

recolhidas do interior do reator pretende-se:

. Caracterizar a populagdo microbiana ao longo do tempo, através da
aplicacdo de técnicas de microscopia simples e rapidas;

. Registar e estabelecer correlagbes entre a comunidade microbiana e os
parametros fisico-quimicos de operacdo do reator biolégico, nomeadamente carga
organica, caudais, temperatura, percentagem de remoc¢ao de CQO (Caréncia Quimica
de Oxigénio), e producdo de metano;

. Relacionar as estratégias de operacdo com as alteracdes/evolucdo nas
populacdes microbioldgicas;

. Detetar a presenga de microrganismos metanogénicos através da
observacao da fluorescéncia metanogénica;

= Observar a presenca/auséncia de fluorescéncia metanogénica ao longo do
tempo e relacionar com a producdo de metano, de forma a verificar se ha uma relacao
entre ambos;

. Através do método de FISH aplicar sondas de espécies dos dominios
Bacteria e Archaea para obter a abundancia relativa de ambos os dominios na

degradacdo anaerdbia deste tipo de efluentes.
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3. Metodologia

3.1. Descri¢cao dos reatores UASB

Com este trabalho pretende-se estudar a adaptacdo da populacdao microbiana, presente na
biomassa anaerdbia proveniente de uma ETAR, ao contactar com um novo efluente. O efluente
proveio duma industria de mobilidrio de madeira, da empresa JOPIMAR3 sediada em Oliveira do

Bairro, mais precisamente duma cabine de pintura e envernizamento.

O efluente tinha um aspeto claro e transparente, com bastante matéria em suspensao
branca e preta e de odor ligeiro. Na Tabela 1 pode ver-se as caracteristicas fisico-quimicas tais
como o pH, a alcalinidade, os sélidos suspensos totais (SST), os sélidos suspensos volateis (SSV), a
caréncia quimica de oxigénio total (CQOt) e a caréncia quimica de oxigénio soltuvel (CQOs) dos

efluentes utilizados nos diferentes ensaios monitorizados paralelamente (Couras, 2013).

Tabela 1 - Caracteristicas fisico-quimicas dos efluentes utilizados nos diferentes ensaios com os reatores UASB.

Parametro Unidades 12 ensaio 22 ensaio 32 ensaio
pH - 7,4 7,3 7,6
Alcalinidade mg CaCO; /L 733 720 650
SST mg SST /L 294 200 409
SSV mg SSV /L 265 118 373
cQot g CQOtotal/L 3,725 0,962 1,048
CQOs g CQOsoluvel/L 2,213 0,717 0,583

Este efluente foi alimentado a reatores UASB em funcionamento em descontinuo e com

recirculagdo total do efluente tratado. A Tabela 2 descreve os reatores UASB.
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Tabela 2 - Caracteristicas do sistema UASB utilizado nos ensaios.

Caracteristicas Reator UASB
Material Acrilico
Diametro (cm) 14
Altura (cm) 86
Volume util (L) 6
Area superficial (cm?) 154

Foram realizados 9 ensaios onde foram impostas diferentes condi¢cdes operatdrias, tais
como: cargas organicas, caudais, temperaturas e pH. Todos os reatores foram inoculados com 3
litros de biomassa anaerébia. As condi¢des de operacao dos reatores nos diferentes ensaios sao

apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Descrigdo das condigdes de operagdo a que os reatores foram submetidos nos varios ensaios.

Parametros Qa'(i[’/e"ht;95° czrggt‘:t:ﬁiﬂf;i)(g T(°C) pH TRH (h) ol;::‘rsazéeo
Reator 1 0,5 0,962 35 7,5 12 30
Reator 2 0,5 1,705 35 7,5 12 30
Reator 3 0,5 0,624 35 7,5 12 30
Reator 4 1,25 0,962 35 7,5 4,8 13
Reator 5 0,75 0,962 35 7,5 8 13
Reator 6 0,25 0,962 35 7,5 24 13
Reator 7 0,25 0,962 55 7,5 24 13
Reator 8 0,25 0,962 45 7,5 24 13
Reator 9 0,25 0,962 35 5 24 13

A Figura 11 mostra os trés reatores utilizados nos ensaios experimentais, assim como a

legenda dos seus elementos.
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Legenda:
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Figura 11 - Fotografias dos reatores utilizados nos ensaios experimentais.

O efluente foi bombeado através das bombas (2) do recipiente (1) que continha o efluente
a tratar, do fundo até ao topo do reator, onde entrou em contato com o lodo (biomassa) e sofreu
degradacdo anaerdbia. Antes de chegar a cabega do reator (4), o efluente encontra um separador
gas-liquido-sélido (3) que faz a separacdo entre o efluente tratado, o biogds e biomassa que possa
chegar ao topo do reator. O efluente tratado sai da cabega do reator pela saida (6), e é enviado de
novo para o recipiente (1). O biogas sai pelo topo da cabeca do reator (5), passa por um primeiro
borbulhador (7), e no segundo borbulhador (8) encontra uma solucdo de hidréxido de sddio e
fenolftaleina, cujo objetivo é aprisionar o CO,, para se poder contabilizar apenas o volume de CH,.
Devido a pressdo, o CH, faz deslocar a dgua do recipiente (9), caindo esta numa proveta (10) para
assim se proceder a medicdo diaria de volume de CH, produzido. Através do banho (11) os

reatores foram mantidos sempre a temperatura desejada.

Os reatores disponham de quatro pontos de amostragem, como ilustra a Figura 12.
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Ponto 4

Ponto 3

Ponto 2

Ponto 1

Figura 12 - Representagdo dos pontos de amostragem existentes nos reatores.

3.2. Caracteristicas do inoculo

A biomassa inoculada nos reatores proveio da ETAR da SIMRIA Norte, sendo composta por
uma cultura mista. As lamas apresentavam um aspeto denso e viscoso, e bastante escuro nos
ensaios com os reatores R1, R2, R3, R6, R7 e R8, sendo que nos outros ensaios ndo eram tdo
densas. As lamas foram efetuadas analises fisico-quimicas por forma a determinar os SST, SSV, pH
e alcalinidade, e andlises microbioldgicas que consistiram na observagdo direta de amostras das
lamas ao microscépio, na aplicacdo da coloragdo de Gram, na observagdo de fluorescéncia

metanogénica, na contagem de microrganismos e na aplicacdo do método de FISH.
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3.2.1. Lamas utilizadas na avaliagdo da influéncia da carga organica

A Tabela 4 mostra os resultados obtidos na caracterizagcdo fisico-quimica das lamas

utilizadas na operacao dos reatores R1, R2 e R3.

Tabela 4 - Pardametros fisico-quimicos (SST, SSV, pH e alcalinidade) das lamas utilizadas na operagdo dos reatores R1, R2
e R3.

Parametro Unidades Valor
pH - 7,34

Alcalinidade mg CaCO; /L 5590
SST g SST /L 12,522
Ssv gSSV /L 9,022

Na observacdo visual direta pode verificar-se que a populagdo microbiana se encontra em
agregada em flocos bastante grandes e definidos. As amostras das lamas foram previamente
lavadas com agua destilada, e posteriormente foram diluidas na proporc¢do de 1:1 para facilitar a
sua observacdo ao microscépio, ja que a densidade de microrganismos era elevada. Nas Figuras
13 e 14 sdo apresentadas microfotografias que representam uma visdo geral da populacdo e onde

se pode ver a estrutura e morfologia dos flocos presentes nas lamas, respetivamente.

Figura 13 - Microfotografia de uma amostra de lamas anaerdbias representando uma visdo geral da populagado.
Amostra sem diluigdo. (x100)
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Figura 14 - Microfotografia de dois flocos presentes numa amostra de lamas anaerdbias diluida na proporgdo 1:1.
(x400)

Apds aplicada a coloragdo de Gram, tanto em lamas diluidas como em amostras de lamas
brutas os resultados apontaram sempre para uma maioria de bactérias Gram negativas
apresentando-se maioritariamente de cor avermelhada. As imagens captadas pela camara
acoplada ao microscépio ndo mostram as cores verdadeiras, ja que sé permitem a obtencdo de
imagens a preto e branco. A Figura 15 mostra a coloracdo de Gram aplicada as lamas vista ao

microscopio.

Zona corada de
vermelho

Zona corada de
roxo/violeta

Figura 15 - Microfotografia da aplicagao da coloragao de Gram em lamas anaerdbias. Preparagao sem diluigdo das
lamas. (x400)

Na Figura 15, e nas restantes microfotografias relativas a coloracdo de Gram, os pontos

mais escuros representam a cor arroxeada (Gram positivas) e o restante representa a cor
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avermelhada (Gram negativas). Como se pode ver, a zona com colora¢do avermelhada é maior do

gue a arroxeada, podendo dizer-se que a populagdo é predominantemente Gram negativa.

Nas Figuras 16 a) e b) podem ver-se em pormenor dois flocos com a aplicagdo da coloragado
de Gram. Na zona mais escura, que corresponde ao seu interior dos flocos estes tinham uma
coloragdo arroxeada (Gram positivas), e na sua zona envolvente apresentavam uma coloragdo

avermelhada (Gram negativas).

Zona corada

Zona corada de roxo/violeta

de roxo/violeta

Zona corada
de vermelha

Zona corada
de vermelha

Figura 16 - Microfotografias da aplicagdo da coloragdo de Gram nas lamas anaerdbias. Pormenor de dois flocos. a)
Preparagdo com dilui¢do das lamas 1:1, b) lamas sem diluigdo. (x1000)

Na observacdo de fluorescéncia metanogénica (Figura 17), pode-se constatar que esta
aparece principalmente no interior de flocos, ou seja, nos agregados de bactérias. Nao foi possivel
a sua quantificacdo. De notar que as microfotografias sobrestimam a quantidade de fluorescéncia
presente em cada floco, pois por vezes aparecia uma fluorescéncia mais intensa nas

microfotografias do que a observada no microscdépio.
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Figura 17 - Microfotografias de dois flocos e respetivas fluorescéncias metanogénicas de uma amostra de lamas
diluidas na proporgdo 1:1. (x400)

Como referido na introdugdo (ponto 2.2.1) uma estrutura em camadas para o granulo foi
proposta (ABBASI et al., 2012), sendo o seu interior constituido por archaea metanogénicas e
estas envoltas por bactérias de varias espécies, portanto, como a fluorescéncia metanogénica foi
observada principalmente no interior dos flocos e a populagio Gram positiva também foi
verificada principalmente no interior dos flocos, pode dizer-se que neste trabalho as archaea

metanogénicas eram na sua maioria Gram positivas.

Relativamente ao numero de microrganismos presente nas lamas, apds a contagem
recorrendo a uma camara de Neubauer, foi obtida uma concentracdo de 4 750 000 células/mL,

sendo um valor aproximado ja que este tipo de contagem envolve alguns erros.

3.2.2. Lamas utilizadas na avaliagao da influéncia do caudal e pH

A Tabela 5 mostra os resultados obtidos na caracterizacao fisico-quimica das lamas usadas

na operacao dos reatores R4, R5 e R9.
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Tabela 5 - Pardmetros fisico-quimicos (SST, SSV, pH e alcalinidade) das lamas utilizadas na operagdo dos reatores R4, R5

e R9.
Parametro Unidades Valor
pH - 8,00
Alcalinidade mg CaCO;/L 3300
SST gSST /L 8,844
SSv gSsv /L 6,822

Da analise as amostras de lamas anaerdbias utilizadas pode verificar-se que a populagdo era
mais diluida do que a das lamas utilizadas na operagdo dos reatores R1, R2 e R3, contudo a
populacdo encontrava-se igualmente em flocos. As amostras de lamas foram observadas tal e
gual como se encontravam, e também foram diluidas na proporg¢do de 1:1 e 1:10 para facilitar a
observagao dos flocos ao microscépio. Nas Figuras 18, 19 e 20 sdo apresentadas microfotografias

onde se pode ver a estrutura e morfologia dos flocos presentes nas lamas.

Figura 18 - Microfotografia de uma amostra de lamas anaerdbias sem diluigdo, representando uma visdo geral da
populagdo. (x100)
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Figura 20 - Microfotografia de um floco presente numa amostra de lamas anaerdbias diluida na proporgdo 1:10. a)
(x400) e b) a sua respetiva ampliagdo a (x1000).

Aplicada a coloragdo de Gram nas lamas anaerdbias brutas, os resultados demonstraram a
predominancia de bactérias Gram negativas prevalecendo nas preparagdes feitas a cor
avermelhada. As microfotografias das Figuras 21 e 22 mostram a colora¢do de Gram aplicada as

lamas vistas ao microscopio.
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Zona corada de
roxo/violeta

Zona corada de
vermelho

Figura 21 - Microfotografia da aplicagdo da coloragdo de Gram em lamas anaerdbias sem dilui¢do. (x100)

Na Figura 22 podem ver-se dois flocos mais em pormenor com a aplicagdo da coloragdo de
Gram. Os flocos no seu interior, zona mais escura, tinham uma coloracdo arroxeada (Gram

positivas), e na sua zona envolvente apresentavam uma coloragdo avermelhada (Gram negativas).

Zona corada de
roxo/violeta

Zona corada de
vermelho

Figura 22 - Microfotografia da aplicagdo da coloragdo de Gram nas lamas anaerdbias. Pormenor de dois flocos Gram
positivos. (x1000)

Na observacdo de fluorescéncia metanogénica, constata-se que esta aparece

principalmente no interior de flocos, ou seja, nos agregados de bactérias. Como se pode apurar
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nas microfotografias das Figuras 23 e 24 a fluorescéncia metanogénica é bastante intensa no

interior dos flocos.

Figura 23 - Microfotografias de dois flocos e respetivas fluorescéncias metanogénicas de uma amostra de lamas sem
diluigdo. (x400)

Figura 24 - Microfotografia de um floco e a respetiva fluorescéncia metanogénica de uma amostra diluida na proporgao
de 1:10. (x400)
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Relativamente ao numero de microrganismos presente nas lamas, apdés a contagem
recorrendo a uma cdmara de Neubauer, foi obtida uma concentracdo 1 175 000 células/mL,
sendo um valor aproximado j& que este tipo de contagem envolve alguns erros na sua

determinacao.

3.2.3. Lamas utilizadas na avaliagdao da influéncia da temperatura

A Tabela 6 mostra os resultados obtidos na caracterizacgdo fisico-quimica das lamas usadas

na operacao dos reatores R6, R7 e R8.

Tabela 6 - Pardametros fisico-quimicos (SST, SSV, pH e alcalinidade) das lamas utilizadas na operagdo dos reatores R6, R7
e R8.

Parametro Unidades Valor
pH - 8,00

Alcalinidade mg CaCO; /L 3067
SST gSST/L 28,967
Ssv gSSV /L 20,950

Comparando as lamas anaerdbias utilizadas nesta avaliagdo com as lamas utilizadas com os
restantes reatores pode dizer-se que estas lamas eram as mais densas de todas, como se pode
verificar pelo valor de SSV nas Tabelas 4, 5 e 6. Na Figura 25, que mostra a visdo geral da
populacdo microbiana pode ver-se que esta se encontra agregada em flocos. Foi feita uma
diluicdo das lamas na proporc¢do de 1:1 para facilitar a observacdo dos flocos ao microscépio e

estes podem ver-se na Figura 26.
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Figura 25 - Microfotografia de uma amostra de lamas anaerdbias representando uma visdo geral da populagdo.
Amostra diluida na proporgdo de 1:1. (x100)

Figura 26 - Microfotografia de dois flocos presentes numa amostra de lamas anaerdbias diluidas na proporgdo de 1:10.
a) (x400); b) (x1000).

Apds a aplicagdo da técnica da coloragdao de Gram em lamas brutas os resultados indicaram
uma maioria de bactérias Gram negativas, apresentando a preparagao feita maioritariamente a
cor avermelhada, tal como as lamas dos outros ensaios. Bactérias Gram positivas foram detetadas
no interior dos flocos apresentado a cor arroxeada. A Figura 27 mostra a coloracdo de Gram

aplicada as lamas vista ao microscopio.
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Zona corada de
roxo/violeta

Zona corada de
vermelho

Figura 27 - Microfotografia da aplicagdo da coloragdo de Gram em lamas anaerdbias. Preparagdo sem dilui¢do das
lamas. (x400)

Na Figura 28 pode ver-se um floco mais em pormenor com a aplicagdo da coloragdo de

Gram, mostrando ser Gram positivo no seu interior (zona mais escura) e Gram negativo na zona

envolvente (zona mais clara).

Zona corada de
vermelho

Zona corada de
roxo/violeta

Figura 28 - Microfotografia da aplicagdo da coloragdo de Gram em lamas anaerdbias. Pormenor de um floco Gram
positivo. Lamas sem diluigdo. (x1000)
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Na observagdo de fluorescéncia metanogénica, mais uma vez se constata que esta aparece
principalmente no interior de agregados microbianos, como se pode observar nas

microfotografias da Figura 29.

Figura 29 - Microfotografias de dois flocos e respetivas fluorescéncias metanogénicas de uma amostra de lamas
diluidas na proporgdo de 1:10. (x1000)

Relativamente ao numero de microrganismos presente nas lamas, apds a contagem
recorrendo a uma cdmara de Neubauer, foi obtida uma concentragdo de 1 450 000 células/mL,

sendo um valor aproximado ja que este tipo de contagem envolve alguns erros.

Em suma, em todas as lamas anaerdbias analisadas se verificou a predominancia de
populagdo Gram negativa (cor avermelhada), verificou-se que a populagdo se encontrava
agregada em flocos e a existéncia de fluorescéncia metanogénica principalmente, no interior

desses flocos.
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3.3.  Analises fisico-quimicas

3.3.1. pH e alcalinidade

O pH foi determinado recorrendo a um medidor de pH o Mitsubishi GT-06 Automatic

Titrator.

Quanto a alcalinidade foi seguido o protocolo 2320 B do Standard Methods (APHA, 1995) e
usado o mesmo aparelho em que foi medido o pH. Colocaram-se 50 mL de amostra no agitador
magnético deixou-se estabilizar a amostra durante alguns minutos e procedeu-se a leitura do pH.
De seguida titulou-se a amostra com acido sulfurico a 1N, para baixar o pH até 4,5. Registou-se o

volume de acido gasto na titulacao.

O célculo da alcalinidade para este método de titulagdao potenciométrica de ponto final de

pH é dado pela equacgdo (1):

( VOlurrlea’\cido padréo utilizado,mL X Normalidadedo acido padréo) X 50000

Alcalinidade (mg CaCO5.L™1) = Volume da amostia L

3.3.2. Sdlidos

Para a determinagdo dos solidos suspensos totais (SST) e sélidos suspensos volateis (SSV)
foram tidos como referéncia os métodos descritos no manual Standard Methods (APHA, 1995),

mais precisamente os protocolos 2540 D e E, respetivamente.

O primeiro passo foi a calcina¢do dos cadinhos e dos filtros na mufla a 550°C durante 60
minutos, seguido do seu arrefecimento num exsicador. Apds o seu arrefecimento, os cadinhos e
filtros foram pesados (massac.dinnosfiltro), Procedendo seguidamente a filtragdo da amostra. Para se
obter os sdlidos suspensos totais é necessdrio colocar os filtros com os sélidos na estufa, pelo
menos durante 24h a 105°C. Decorrido esse tempo colocam-se os cadinhos com os filtros de novo
no exsicador para arrefecerem e, depois serem pesados (MassSacaginhosfiltro+amostra seca). O Ultimo
passo € a colocac¢do dos cadinhos e dos filtros na mufla a 550°C durante 2 horas, de forma a se

obter os sdlidos suspensos volateis. Apds o seu arrefecimento os cadinhos e filtros sdo de novo

pesados (massacadinho+fi|tro+amostra calcinada) .

Para a determinagao dos SST e SSV foram utilizadas as seguintes equagdes:
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SST (m L_1) _ ( Mcadinho+filtro+amostra seca (g) ~Mcadinho+filtro (g))X1000
& Volume da amostra,mL

( mcadinho+filtr0+amostra calcinada (g) ~ mcadinho+filtro+amostra seca (g)) x 1000
Volume da amostra, mL

SSV (mg.L™1) =

3.4. Métodos microbioldgicos

3.4.1. Observagao microscépica

A morfologia e atividade dos microrganismos foram observadas usando filtros de contraste
de fase do microscépio Carl Zeiss Axio Imager A.2 acoplado a uma camara Carl Zeiss AxioCam
MRm. O microscépio utilizado era composto por trés objetivas com ampliagdo de 10x, 40x e 100x,
e uma lente ocular com uma ampliacdo de 10x. As imagens foram captadas em formato digital
através do programa de software AxioVision. Associada ao sistema, estava uma camara de

fluorescéncia Zeiss HXP 120C.

3.4.2. Amostragem e observacao direta

As amostras retiradas diretamente dos reatores foram visualizadas ao microscépio de
contraste de fase, sem qualquer tipo de tratamento prévio; apenas nalguns casos onde a

densidade de microrganismos era elevada se procedeu a diluicdo das amostras.

As amostras das lamas frescas foram analisadas logo apds a sua colheita diretamente no

microscopio e analisadas amostras também diluidas, sempre na proporc¢ao de 1 para 1.

O volume de amostragem utilizado para a observagdo direta foi sempre de 20 plL.
Procedendo-se de seguida a montagem na lamina e lamela e a sua observagdo ao microscopio.
Primeiro utilizando a objetiva de menor ampliagdo 10x e depois com as objetivas de maior

ampliacdo de 40x e 100x.

As amostras da aplicacdo da coloracdo de Gram foram observadas em campo claro para se

poder observar a verdadeira cor. Ndo foi possivel obter nenhuma imagem da colora¢do de Gram
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com cor ja que a cdmara acoplada ao microscopio ndo o permitiu, tirando fotografias apenas a

preto e branco.

A observacdo microscépica direta da amostra fresca tem como principais objetivos analisar
a morfologia dos agregados microbianos, efetuar a contagem e identificacdo dos protozoarios

existentes na amostra e registar qualquer tipo de problema ou condig¢do fora do normal no reator.

3.4.3. Observacao de fluorescéncia metanogénica

Devido a presenga do co-fator F420, os microrganismos archaea metanogénicos
apresentam uma autofluorescéncia azul-verde quando excitados com radiagdo UV, mais
precisamente a um comprimento de onda de 420 nm. Assim, sendo que ndo é necessaria
nenhuma preparacdo prévia para possibilitar a visualizacdo da fluorescéncia destas bactérias,
aplicou-se apenas um método classico de montagem da amostra na lamina, para posterior
observagdo ao microscdpio. Nalguns casos, procedeu-se a diluicdo da amostra na proporgdo 1:1

para facilitar a observacgao.

De notar que a intensidade de fluorescéncia é afetada por vérios fatores como sejam, a
quantidade de células vidveis, estado metabdlico das células, fatores abiéticos, por exemplo,
bolhas e componentes fluorescentes do meio ou pela presenca de outros fluoréforos (p.e.

penicilina) (FONSECA et al., 2007).

3.4.4. Contagem

Para a contagem da quantidade de microrganismos presentes nas amostras foi utilizada

uma camara de contagem de Neubauer. O procedimento pratico consiste no seguinte:

1. Preparacdo da camara de Neubauer: humedecer os lados esmerilados com dagua e

colocar a lamela (Figura 30);

2. Tocar com a pipeta que contém a suspensao de células num dos lados da cdmara, junto a
lamela. Deixar sair a quantidade estritamente necessaria para preencher por difusdo o espaco de

contagem, mas nao deixar sair solugdao em excesso para ndo inutilizar a contagem;
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3. Colocar a camara no microscépio e deixar repousar a cdmara no minimo durante 3

minutos;
4. Contar as células usando o microscépio;

5. Calcular a concentragdo de células na suspensao fornecida (numero de células contadas

por unidade de volume, células/mL) pela equacdo (4) (BASTIDAS, 2013):

n? células  n° células contadas X fator de correcdo da camara (10%)

mL n? de quadrados contados X diluigao

Nota: os quadrados referidos sdo os representados pela letra A na Figura 8.

B 1 mm

5 o,

-

ke
>
| nmms

0,2 mm

Figura 30 - Esquema de montagem da camara de Neubauer.

De forma a uniformizar as quantificagGes, estipula-se que as células que fiqguem em cima
dos limites inferior e direito dos quadrados nao sejam contadas e as células que fiqguem em cima

dos limites superior e esquerdo sejam contadas (Figura 31 a). Para evitar que a mesma célula seja
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contada mais do que uma vez, ou nao seja contada, estabelece-se que se comece a contagem

num canto do quadrado e se prossiga como indicado na Figura 31 b (BASTIDAS, 2013).

oo, |
®
o ®
® ®
® e,
e ™
d ®
® I
a

Figura 31 - Esquema de contagem celular.

3.4.5. Coloragdao de Gram

O método da coloracdo de Gram foi feito com base no descrito em Marques et al. (2003),

que consiste em:

1. Colocar 20 uL de amostra na lamina e efetuar a técnica de esfregaco, fixando o
esfregaco pela acdo do calor;

2. Colocar a lamina sobre um recipiente onde possam cair os residuos liquidos, e
proceder a coloragao;

3. O primeiro corante a ser usado é o cristal violeta, cobrir toda a lamina e deixar
atuar um minuto;

4. Cobrir por completo a lamina com soluto de Lugol e deixar atuar um minuto;

5. Descorar com alcool a 95% ou acetona e deixar atuar 10-20 segundos;

6. Cobrir por completo a lamina com safranina e deixar atuar 15 segundos;

7. Depois de cada aplicacao de corante ou dlcool, e decorrido o tempo de atuacao,
lavar com agua destilada e retirar o excesso de agua;

8. Colocar alamela e observar ao microscépio com a objetiva de imersao.
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As amostras ndo sofreram qualquer tipo de tratamento sendo colocadas tal e qual na
ldamina, apenas na aplicacdo da coloragdo as lamas foram feitos alguns ensaios com as lamas

diluidas na proporc¢ao de 1 para 1, para facilitar a observacao.

3.4.6. Método de FISH

Para a aplicagdo do método de FISH foi seguido o descrito por Amann (AMANN et al., 1990,
AMANN et al., 1995).

A primeira etapa baseia-se na fixacdo da amostra envolvendo as seguintes etapas:

1. Adicionar 3 volumes de PFA para 1 volume de amostra (e.g.: 1,5 mL PFA: 0,5 mL
amostra);

2. Reservara4°Centre1a 3 horas;
Centrifugar as amostras a 10.000 rpm durante 3 minutos;
Lavar as células do pellet com 1 mL de PBS 1x, centrifugar e repetir a lavagem;
Resuspender as células com 0,5 mL de PBS 1x;

Adicionar um volume (e.g.: 0,5 mL) de etanol puro a -20°C;

N o v &~ W

Reservar a -20°C.

A etapa seguinte é a aplicacdo de sondas que consta de:

Stock desidratadg =~ ——  Aliquota concentrada —_— Diluir sondas para um
Sonda de 5 uL volume final de 50 pl
{conc. final de 500
ng/uL)
Stock de hidrato com 1 Congelar e proteger da
volume de agua MilliQ, luz
igual a 2x quantidade Mistura de sondas com
da sonda (em ug) para 5 .l cada
uma concentracdo. de )
500 ng/pL

A etapa da hibridizagdo consiste: aplicar um volume de entre 3-30 plL de células fixas numa

ldmina de vidro; secar ao ar (ou no forno a 46°C) e desidratar em séries de etanol (3 min em cada
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uma): 50%, 80% e 98% de etanol. Apds este procedimento, as suspensdes de células desidratadas

nas laminas podem ser armazenadas indefinidamente, mas em local seco, no escuro e a -20°C.

A aplicagdo do método de FISH as amostras recolhidas foi realizada no Instituto Superior
Técnico da Universidade de Lisboa. Logo apds a recolha das amostras estas foram preservadas no

congelador a T=-20°C.
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4. Resultados
4.1. Efeito da carga organica

4.1.1. Desempenho dos reatores UASB

A monitorizagdo fisico-quimica dos reatores UASB foi realizada num trabalho paralelo
(Couras, 2013) sendo que apenas se apresentardo os graficos de volume de CH, produzido e de

percentagem de remocao de CQO.

Pela Figura 32 pode verificar-se que os reatores R1 e R2 com as maiores cargas
apresentaram as maiores produc¢des de CH,;, muito semelhantes entre si. A menor produgao foi

registada pelo reator R3 que era o reator com a menor carga organica por litro de efluente.

——R2:1,705 [gCQOt/L] —#=R1: 0,962 [gCQOt/L] R3: 0,624 [gCQOt/L]
3500

3000

2500

OVV T T T T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Dias de operagao

Figura 32 - Representagao grafica do volume de CH, cumulativo produzido pelos reatores R1, R2 e R3 ao longo do
tempo de operagdo.

Quanto a percentagem de remoc¢do de CQO (Figura 33), os reatores R1 e R2 atingiram os
90% no final dos 30 dias de operagdo, ficando o reator R3 bastante préoximo dos 90%. De notar
que quase 70% da remocdo de CQO se deu nos dois primeiros dias de operacao, estabilizando

entre os 80 e 90% a partir do dia 12.
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—-R2: 1,705 [gCQOt/L] =#=R1:0,962 [gCQOt/L] R3:0,624 [gCQOt/L]
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Figura 33 - Representagao grafica da remogdo de CQO para os reatores R1, R2 e R3 ao longo do tempo de operacgao.

Neste ensaio com os reatores R1, R2 e R3 o objetivo era avaliar a influéncia da carga
organica aplicada aos reatores UASB sobre a remocdo de CQO e a producdo de metano. Como se
pode constatar os melhores resultados, em termos de remoc¢do de CQO e produgdo de CH,, foram
os dos reatores R1 e R2, que tinham as cargas mais elevadas, obtendo ambos resultados
semelhantes. Contudo olhando para a eficiéncia de metanizag¢do dos trés reatores (Tabela 7)
verifica-se que foi o reator R1 com carga préxima de 1 gCQOt.L?, que obteve uma maior

percentagem de eficiéncia de metanizacdo da CQO removida cerca de 21%.

4.1.2. Estrutura da comunidade microbiana

As amostras retiradas dos reatores foram analisadas quando possivel, assim que recolhidas,
caso contrario, nas 24h seguintes. Foram recolhidas amostras nos dias 1, 2, 3, 6, 8, 16, 23 e 30 de
operacdo. No inicio foram recolhidas mais frequentemente para se observar o comportamento da
comunidade microbiana, depois mais espacadamente para ndo perturbar o funcionamento dos

reatores.

Inicialmente as amostras foram recolhidas do ponto 2 (Figura 12) ja que as lamas ainda nédo
se encontravam completamente sedimentadas. Apds a sua completa sedimentagdo, a partir do 62

dia, as amostras comecgaram a ser retiradas do ponto 1.
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Reator R2 (1,7 gCQOt/L.d)

Pela observacao visual direta pode verificar-se uma evolucdo em termos de granulagao e,
em termos de definicdo dos microrganismos, deixando de existir um emaranhado de
microrganismos ao longo do tempo. No final da operagao (302 dia) estes flocos ja se encontravam
bastante bem definidos. Na Figura 34 pode verificar-se a evolucdo referida anteriormente nas

microfotografias apresentadas.

Figura 34 — Microfotografias de amostras retiradas e analisadas do reator R2, em diferentes dias de operagdo. a) Dia 1,
ponto 2: amostra sem dilui¢do (x100); b) Dia 3, ponto 2: amostra sem dilui¢do (x100); c) Dia 6, ponto 1: amostra sem
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diluigdo (x400); d) Dia 8, ponto 1: amostra diluida na proporgdo de 1:1 (x400); e) Dia 16, ponto 1: amostra sem diluigdo
(x100); f) Dia 30, ponto 1: amostra sem diluigdo (x100).

Quanto a presenca de populacdo metanogénica, tal como no reator R1 e também no reator
R3, ndo foi avaliada a sua existéncia nos primeiros dias devido a problemas técnicos com a cdmara

de fluorescéncia, mas foi testada nos dias 6, 10, 23 e 30 de operacao.

Na Figura 35 podem observar-se microfotografias retiradas as amostras analisadas e a
respetiva fluorescéncia (pontos brancos) e em todas elas foi detetada a presenca de fluorescéncia

metanogénica.
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Figura 35 - Microfotografias de flocos (a; b; c; d) e respetivas fluorescéncias metanogénicas (a.1; b.1; c.1; d.1) de
amostras retiradas do reator R2, ponto 1, em diferentes dias de operagdo, todas as amostras diluidas na proporgdo de
1:1. (x400) a) Dia 6; b) Dia 16; c) Dia 23; d) Dia 30.

Pela Figura 36 a) pode verificar-se que a producdo diaria de metano foi bastante irregular
ao longo do tempo. Na observagao da fluorescéncia metanogénica verificou-se que no 62 e 162
dia de operacdo a fluorescéncia metanogénica ndo era muito intensa, aumentando um pouco de
intensidade nas Ultimas observagdes. O grafico de regressdo linear indica que a producdo de
metano aumentou ao longo da operacdo concordando com as observacées de fluorescéncia

metanogénica.
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Figura 36 —a) Producdo didria de metano e b) volume de metano cumulativo produzido pelo reator R2 ao longo do
tempo de operagao.

Relativamente, aos resultados da coloracdo de Gram, dos dias 2 e 30, estes apontaram
sempre para uma maioria de populagdo Gram negativa, tal como no reator R1 e R3. A presenca de
Gram positivas foi detetada dentro de flocos, aparecendo corados de roxo no seu interior e na

sua envolvente a vermelho (Gram negativas), como se pode verificar nas Figuras 37 e 38.

Zona corada de
roxo/violeta

Zona corada de
vermelho

Figura 37 — Microfotografia da aplicacdo da coloragcdo de Gram a uma amostra retirada do reator R2 no 302 dia de
operagdo. Amostra sem dilui¢do. (x100)
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Figura 38 — Microfotografias da aplicagdo da coloragdo de Gram. a) Floco arroxeado (x400), e a sua respetiva b)
ampliagdo (x1000). Amostra sem diluigdo.

Reator R1 (1 gCQOt/L.d)

O gue se pode observar diretamente durante a operacdo dos reatores foi uma evolugdo em
termos de granulacgdo, isto é, no inicio os microrganismos estavam desagregados e todos
“emaranhados” e a partir do 32 dia de operacdo este emaranhado de microrganismos comecgou a
desagregar-se e comegaram a agregar-se em flocos. No final da operagdo, ao 302 dia estes flocos

ja estavam bastante bem definidos.

Nas Figura 39 pode verificar-se a evolucdo referida anteriormente nas microfotografias

apresentadas.
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Figura 39 — Microfotografias de amostras retiradas e analisadas do reator R1, em diferentes dias de operagdo. a) Dia 1,
ponto 2: amostra sem dilui¢do (x100), b) Dia 3, ponto 2: amostra diluida na proporgdo de 1:1 (x100); c) Dia 6, ponto1l:
amostra sem diluicdo (x400); d) Dia 8, ponto 1: amostra diluida na proporg¢do de 1:1 (x100); e) Dia 16, ponto 1: amostra
sem dilui¢do (x100); f) Dia 30, pontol: amostra sem dilui¢do (x100).

De notar que em todas as amostras analisadas, e em todos os dias de amostragem, se
detetou a presenca de protozoarios. Contudo, apds a detecdo da presenca destes organismos
foram recolhidas e observadas ao microscépio amostras de todos os pontos de amostragem
(Figura 12) e da alimentagdo, e pode-se concluir que estes microrganismos provinham da
alimentacdo. Isto porque foi detetada nela a presencga de alguns destes microrganismos e no
reator apenas no ponto 1 de amostragem, nos restantes pontos ndo se encontravam. Significa
portanto que devido as condi¢des anaerdbias dentro do reator estes microrganismos acabavam
por morrer e que a fonte de contaminagdo era a alimentacdo. O mesmo se verificou no reator R3.
No reator R2, verificou-se também a presenca de protozoarios mas a partir do 232 dia de

operacado ndo mais se detetou a sua presenca.
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Verificou-se a auséncia de microrganismos/matéria suspensa em amostras recolhidas do
ponto 4 (Figura 12) nos dias 1, 6, 16 e 30, pelo que se pode inferir que o leito de lamas é eficiente

na remocao de SST e também que a biomassa tem boas capacidades de sedimentacao.

Ndo foi verificada a existéncia de populagdo metanogénica nos primeiros dias devido a
problemas técnicos com a camara de fluorescéncia, mas foi verificado nos dias 6, 10, 23 e 30 de
operac¢do. Em todas as amostras foi detetada a presenca de fluorescéncia metanogénica, sendo
que nos 232 e 302, como os flocos ja se encontravam bem definidos era possivel verificar bastante
fluorescéncia no seu interior. Na Figura 40 estdo microfotografias retiradas as amostras

analisadas e a respetiva fluorescéncia (pontos brancos).
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Figura 40 - Microfotografias de flocos (a; b; c; d) e respetivas fluorescéncias metanogénicas (a.1; b.1; c.1; d.1) de
amostras retiradas do reator R1, ponto 1, em diferentes dias de operagdo. a) Dia 6: amostra diluida na proporgdo de 1:1
(x1000); b) Dia 16: amostra diluida na proporgdo de 1:1 (x400); c) Dia 23: amostra sem dilui¢do (x400); d) Dia 30:
amostra sem diluigdo (x400).

Na Figura 41 apresentam-se dois graficos que representam a producdo didria de metano (a)
e o volume de metano cumulativo (b) produzidos pelo reator R1. Como se pode ver a producdo
didria de metano foi bastante irregular ao longo do tempo de operagdo. O grafico da regressao
linear indica que a produc¢do de CH, aumentou durante a operag¢do. Em termos de observacdo da
fluorescéncia metanogénica no dia 6 esta ndo se verificou muito intensa, mas veio a aumentar ao
longo do tempo de operacao no interior dos flocos. Nota: os resultados da analise de significincia do

declive da producéo didria de metano podem ser verificados no Anexo Il, para todos os ensaios.
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Figura 41 -a) Producdo didria de metano e b) volume de metano cumulativo produzido pelo reator R1 ao longo do
tempo de operagao.

Relativamente, aos resultados da coloracdo de Gram, dos dias 2 e 30, apontaram sempre
para uma maioria de populagdo Gram negativa. A presenga de Gram positivas foi detetada dentro
de flocos, aparecendo corados de roxo no seu interior e na sua envolvente a vermelho (Gram
negativas). Nas Figuras 42 e 43 pode notar-se o referido anteriormente, onde os pontos negros
representam as bactérias Gram positivas e o restante as bactérias Gram negativas. Como a
fluorescéncia metanogénica e as bactérias Gram positivas foram observadas em maioria no
interior dos flocos, pode dizer-se que neste trabalho as archaea metanogénicas sdo

maioritariamente Gram positivas.

Zona corada de
vermelho

Zona corada de
roxo/violeta

Figura 42 — Microfotografia da aplicagdo da coloragdo de Gram a uma amostra retirada do reator R1 no 302 dia de
operagdo. Amostra sem dilui¢do. (x100)
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Figura 43 - Microfotografias da aplicagdo da coloragdo de Gram. a) Microfotografia de um floco arroxeado (x400), e a
sua respetiva b) ampliagdo (x1000). Amostra sem diluicdo.

Reator R3 (0,6 gCQOt/L.d)

Pela observagdo visual direta pode verificar-se uma evolugdo em termos de granulagdo
deixando de existir um emaranhado de microrganismos ao longo do tempo. No final da operacdo
(302 dia) pode dizer-se que os flocos ndo ficaram tdo bem definidos como nos outros reatores. Na

Figura 44 pode verificar-se a evolucdo referida anteriormente nas microfotografias apresentadas.
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Figura 44 - Microfotografias de amostras retiradas e analisadas do reator R3, em diferentes dias de operag¢do. Amostras
sem dilui¢do (x100). a) Dia 1, ponto 2; b) Dia 3, ponto 2; c) Dia 6, ponto 1; d) Dia 8, ponto 1; e) Dia 16, ponto 1; f) Dia 30,
ponto 1.

A presenca de populagdo metanogénica foi avaliada nos dias 6, 10, 23 e 30 de operacdo. Na
Figura 45 estdo microfotografias retiradas as amostras analisadas e a respetiva fluorescéncia

(pontos brancos) e em todas elas foi detetada a presencga de fluorescéncia metanogénica.
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Figura 45 - Microfotografias de flocos (a; b; c; d) e respetivas fluorescéncias metanogénicas (a.1; b.1; c.1; d.1) de
amostras retiradas do reator R3, ponto 1, em diferentes dias de operagdo, todas as amostras diluidas na proporg¢do de
1:1. a) Dia 6, ponto 1. (x400); b) Dia 16, ponto 1. (x1000); c) Dia 23, ponto 1. (x400); d) Dia 30, ponto 1. (x400)

Na Figura 46 apresentam-se dois graficos que representam a producgdo diaria de metano (a)
e o volume de metano cumulativo (b) produzidos pelo reator R3. O declive da reta da regressado
linear ndo tem significancia por isso, ndo se pode afirmar que a producdo diaria de metano teve
tendéncia crescente. Quanto a observacdo da fluorescéncia metanogénica verificou-se que

aumentou de intensidade no decorrer da operacgao.
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Figura 46 - a) Producdo didria de metano e b) volume de metano cumulativo produzido pelo reator R3 ao longo do
tempo de operagao.

Relativamente aos resultados da coloragdo de Gram, dos dias 2 e 30, estes apontaram

sempre para uma maioria de populacdo Gram negativa, sendo que as bactérias Gram positivas

foram detetadas dentro dos flocos, tal como no reator R1 e R2. Na Figura 47 pode notar-se o

referido anteriormente.

Zona corada de
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Figura 47 - Microfotografia da aplicagdo da coloragdo de Gram a uma amostra retirada do reator R3 no 30 2 dia de
operagdo. Amostra sem dilui¢do. (x100)
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4.1.3. Resultados do método de FISH

Na aplicagdao do método de FISH foram aplicadas duas sondas, uma que hibridiza células do
dominio Bacteria denominada “FICT” e a outra que hibridiza células do dominio Archaea
denominada “CY3”. Na Figura 48 estdo representados os graficos com os resultados da
percentagem de células hibridizadas com as sondas utilizadas nas amostras recolhidas no
decorrer da operacdo dos reatores R1, R2 e R3. Pode verificar-se que em todos os reatores a
populacdo de bactérias diminui em relacdo a populacdo de Archaea do inicio (dia 0 -
correspondente a biomassa inicial) para o final da operagdo. No reator R1 a populagdo de Archaea
cresceu cerca de 4,8%, no reator R2 cerca de 0,15% e no reator R3 cerca de 0,24%. Os graficos da
producdo diaria de metano dos reatores R2 e R1 (Figuras 36 e 41) indicam que a produgdo de
metano aumentou com o decorrer da opera¢do. Como o declive da reta da producdo diaria de
metano do reator R3 (Figura 46) ndo tem significancia ndo se pode dizer que a producdo de
metano aumentou ou diminui. Portanto, o aumento da produg¢ao de metano nos reatores com
cargas de 1,7 gCQOt/L.d e 1 gCQOt/L.d coincide com o aumento da populagdo de Archaea na

biomassa.
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Figura 48 - Composigdo microbiana da biomassa anaerdbia presente nos reatores R1, R2 e R3 detetada com duas
sondas especificas do dominio Archaea — CY3 e Bacteria — FICT.

De forma a avaliar se os resultados obtidos pelo método de FISH, para os reatores R1, R2 e
R3, tém significado estatistico recorreu-se ao método dos minimos quadrados. Foi avaliada a
significancia do declive dos resultados de FICT e CY3 para os reatores R1, R2 e R3 com um nivel de
confianca de 90 e 95%. Constatou-se para todos eles que o declive tem significancia tanto para os

resultados de FICT como para os resultados de CY3.

Os resultados da andlise de significancia podem ser verificados no Anexo | para todos os

ensaios.
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4.2. Efeito do caudal

4.2.1. Desempenho dos reatores UASB

Neste ensaio com a duracdo de 13 dias investigou-se o efeito do caudal no desempenho
dos reatores anaerdbios, através da operacdo dos reatores R4 (Q=1,25 L/h), R5 (Q=0,75 L/h), R6
(Q=0,25 L/h) e ainda do R1 (Q=0,5 L/h). Foi utilizada a carga 6tima encontrada no 1%ensaio

(aproximadamente 1 g CQOyota L ).

Verifica-se pela Figura 49 que o reator R6 a operar com o menor caudal foi o reator com
maior producao de metano, sobressaindo bastante dos outros reatores, que atingiu os 3 litros de
CH, logo ao 229 dia de operagdo ultrapassando os 6 litros no final. O reator R5 (Q=0,75 L/h) foi o
reator com menor produgao de metano, ndo chegando a produzir 1L de metano em 13 dias de

operagao.
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Figura 49 - Representacdo grafica do volume de CH, cumulativo produzido pelos reatores R1, R4, R5 e R6 ao longo do
tempo de operagdo.

A remocdo de CQO pode observar-se na Figura 50 e verifica-se que os reatores R1, R4 e R5
ultrapassaram os 90% de remocdo no final da operagdo. O reator R6 foi aquele onde se atingiu
menor percentagem de CQO removido (83%), mas ndo muito abaixo dos restantes reatores. Este
reator como referido anteriormente foi o que obteve uma maior produg¢do de metano. Portanto,

o caudal baixo prejudica a remocgdo de CQO mas é favordvel a metanizagao.

70



Caraterizagao da populagdao microbiana em reatores anaerodbios | 2013

e=¢==R4:Q=1,25 L/h ==M=R5:Q=0,75L/h R1:Q=0,5 L/h R6:Q=0,25 L/h

100,0
90,0
80,0
70,0
60,0
50,0
40,0
30,0
20,0
10,0

0,0 T T T T T T \
0 2 4 6 8 10 12 14

Dias de operagao

% CQO removido

Figura 50 - Representacgao grafica da remogdo de CQO para os reatores R1, R4, R5 e R6 ao longo do tempo de
operagao.

A finalidade deste ensaio era verificar qual o efeito do caudal de recirculagdo no
desempenho dos reatores, em termos de produc¢dao de metano e percentagem de remog¢ao de
CQO. Como se pode constatar o melhor resultado foi o do reator R6 com um caudal de 0,25 L/h
que obteve no final da operacdo cerca do quintuplo da producdo de metano em relacdo aos

outros reatores R1, R4 e R5.

4.2.2. Estrutura da comunidade microbiana

Neste ensaio a monitorizacdo microbiana foi feita durante 13 dias e foram recolhidas

amostras nos dias 3, 7, 13.

As amostras foram sempre recolhidas do ponto 1 (Figura 12) em todos os reatores e

guando possivel analisadas logo apds a sua colheita.

Reator 4 (1,25 L/h)

Pela observacgdo visual direta da biomassa realizada durante a operagdo dos reatores pode
constatar-se, tal como no 12 ensaio, que no inicio os microrganismos encontravam-se todos num

emaranhado e no final da operagdo ja se encontravam agregados em flocos.
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Na Figura 51 pode verificar-se a evolugdo referida anteriormente nas microfotografias

apresentadas, sendo bastante notdria nas amostras recolhidas nos dias 7 e 13.

Figura 51 - Microfotografias de amostras retiradas e analisadas do reator R4, ponto 1, sem diluigdo, em diferentes dias
de operagdo com ampliagdo (x100). a) Dia 3; b) Dia 7; c) Dia 13.

Foi detetada a presenca de protozodrios em todas as amostras retiradas do reator R1, que

provavelmente provinham da alimentacgao, tal como se verificou no 12 ensaio.

Verificou-se a auséncia de microrganismos/matéria suspensa em amostras recolhidas do
ponto 4 (Figura 12) no dia 7, pelo que se pode depreender que o leito de lamas é eficiente na

remocdo de SST e também que a biomassa tem boas capacidades de sedimentacgao.

A presenca/auséncia de populacdo metanogénica foi observada em todos os dias de
amostragem, e em todos eles se verificou a presenga de fluorescéncia metanogénica. Os pontos
mais fluorescentes encontram-se no interior dos flocos, tendo a fluorescéncia metanogénica sido

mais intensa nos dias 3 e 7, como se pode ver pelas microfotografias da Figura 52.
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Figura 52 - Microfotografias de flocos (a; b; c) e respetivas fluorescéncias metanogénicas (a.1; b.1; c.1) de amostras
retiradas do reator R4, ponto 1, em diferentes dias de operagdo. a) Dia 3: amostra diluida na proporgdo de 1:1 (x400);
b) Dia 7: amostra diluida na proporgdo de 1:1 (x400); c) Dia 13: amostra sem diluigdo (x400).

Pela Figura 53 a) pode constatar-se que a produgdo diaria de metano pelo reator R4 teve
tendéncia crescente ao longo do tempo. Na observagao da populagdo microbiana verificou-se que
no dia 3 a fluorescéncia metanogénica foi intensa tendo diminuido gradualmente ao longo do

tempo de operacdo, ndao concordando com a producdo didria de metano.
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Figura 53 - a) Producdo didria de metano e b) volume de metano cumulativo produzido pelo reator R4 ao longo do
tempo de operagao.

Relativamente aos resultados da coloragdo de Gram do ultimo dia de operagdo, apontaram
sempre para uma maioria de populagdo Gram negativa. A presenga de bactérias Gram positivas
foi detetada dentro dos flocos (Figura 54), aparecendo corados de roxo no seu interior e na sua

area envolvente a vermelho (Gram negativas).

y
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de vermelho

Zona corada de
roxo/violeta

Figura 54 - Microfotografia da aplicagdo da coloragdo de Gram a uma amostra retirada do reator R4 no ultimo dia de
operagdo. Amostra sem dilui¢do. (x1000)

Reator 5 (0,75 L/h)

No caso do reator R5 no inicio a populagdo microbiana estava muito menos densa que no

final da operagdo, o contrario precisamente do que foi verificado nos restantes reatores. A
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formacdo de flocos ndo foi evidente, tendo sido sempre encontrados flocos bastante irregulares.

Na Figura 55 pode verificar-se nas microfotografias apresentadas o referido anteriormente.

Figura 55 - Microfotografias de amostras retiradas e analisadas do reator R5, ponto 1, sem dilui¢cdo, em diferentes dias
de operagdo, com ampliagdo (x100). a) Dia 3; b) Dia 7; c) Dia 13.

Quanto a presenca de populagdo metanogénica, essa foi sempre detetada em todos os dias
de amostragem, tendo sido mais intensa no dia 3. Na Figura 56 estdo microfotografias retiradas as

amostras analisadas e a respetiva fluorescéncia.

75



Caraterizagao da populagdao microbiana em reatores anaerodbios | 2013

Figura 56 - Microfotografias de flocos (a; b; c) e respetivas fluorescéncias metanogénicas (a.1; b.1; c.1) de amostras
retiradas do reator R5, ponto 1, em diferentes dias de operagdo. a) Dia 3: amostra sem dilui¢gdo (x400); b) Dia 7:
amostra sem dilui¢do (x400); c) Dia 13: amostra diluida na proporgdo de 1:1 (x400).

Na Figura 57 a) pode ver-se que a producao diaria de metano foi maior no inicio da
operacdo e bastante reduzida a partir do 32 dia, tendo uma tendéncia decrescente. Na
observacdo de fluorescéncia metanogénica (Figura 56) verificou-se que esta foi mais intensa na
primeira andlise (32dia) diminuindo gradualmente ao longo do tempo de operag¢do concordando

com a produgdo didria de metano.
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Figura 57 - a) Producdo didria de metano e b) volume de metano cumulativo produzido pelo reator R5 ao longo do
tempo de operagao.

Quanto aos resultados da coloragdo de Gram do ultimo dia de operagdo, estes indicaram
sempre uma maioria de populacdo Gram negativa. A presenca de bactérias Gram positivas foi
detetada dentro dos flocos (Figura 58), aparecendo corados de roxo no seu interior na sua area

envolvente a vermelho (Gram negativas).
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Figura 58 - Microfotografia da aplicagdo da coloragdo de Gram a uma amostra retirada do reator R5 no ultimo dia de
operagdo. Amostra sem diluigdo. (x1000)

Reator 6 (0,25 L/h; T=35°C; pH=7,5)

Pela observagao visual direta do reator R6 foi possivel notar uma boa formagdo de flocos
sendo que no final da operagdo (132dia) ja se observavam flocos bem definidos. Na Figura 59

pode verificar-se nas microfotografias apresentadas a evolucdo referida anteriormente.
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Figura 59 - Microfotografias de amostras retiradas e analisadas do reator R6, ponto 1, sem diluicdo, em diferentes dias
de operagdo, com ampliagdo (x100). a) Dia 3; b) Dia 7; c) Dia 13.

Relativamente a presenca de populagdo metanogénica esta foi analisada em todos os dias
de amostragem, e como se pode verificar nas microfotografias da Figura 60, a fluorescéncia

metanogénica foi bastante intensa ao longo do tempo de operagdo, contudo verificou-se uma

diminuicdo dessa intensidade ao longo do tempo.
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Figura 60 - Microfotografias de flocos (a; b; c) e respetivas fluorescéncias metanogénicas (a.1; b.1; c.1) de amostras
retiradas do reator R6, ponto 1, em diferentes dias de operagdo todas diluidas na proporgdo de 1:1. a) Dia 3: (x1000); b)
Dia 7: (x1000); c) Dia 13: (x1000).

Pela Figura 61 a) pode ver-se que a producdo didria de metano atingiu o seu maximo ao
segundo dia de operacdo, sendo que a partir dai a producdo de metano veio quase sempre a
diminuir. Este resultado esta em sintonia com a observacao da fluorescéncia metanogénica ja que
se verificou uma fluorescéncia metanogénica bastante intensa na primeira observacdo (39dia),

tendo vindo sempre a diminuir de intensidade ao longo do tempo.
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Figura 61 - a) Producdo didria de metano e b) volume de metano cumulativo produzido pelo reator R6 ao longo do
tempo de operagao.

Em relacdo aos resultados da coloracdo de Gram do ultimo dia de operacgdo, estes
mostraram que a populagdo era maioritariamente Gram negativa. A presenga de bactérias Gram
positivas foi detetada dentro dos flocos (Figura 62), aparecendo coradas de roxo no seu interior e

na sua area envolvente a vermelho (Gram negativas).
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Figura 62 - Microfotografia da aplicagdo da coloragdo de Gram a uma amostra retirada do reator R6 no ultimo dia de
operagdo. Amostra sem dilui¢do. (x1000)

4.2.3. Resultados do método de FISH
No estudo do efeito do caudal podem verificar-se na Figura 63 os resultados da abundancia

relativa de Archaea e Bacteria obtidos através do método de FISH, das amostras retiradas nos

reatores R4, R5, R6 e R1.
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Pode constatar-se nas amostras retiradas do reator R4 (Q=1,75 L/h) que no final da
operagdo a populagdo Archaea era superior a populacdo Bacteria e que houve um acréscimo da
populacdo Archaea no final, em relagdo a amostra inicial de biomassa, de cerca de 9,3%. Estes
resultados coincidem com os resultados de produgdo didria de metano pelo reator R4 que pela

Figura 53 aumentou ao longo do tempo.

No reator R5 (Q=0,75 L/h) os resultados do método de FISH indicam que a populagdo
Archaea aumentou cerca de 5,4%, mas no final esta era inferior a populacdo de Bacteria. Os
resultados da producdo didria de metano (Figura 57) apontam para uma diminui¢do da produgdo

ao longo da operagdo, ndo coincidindo com os resultados de FISH.

Os resultados do reator R1 (Q=0,5 L/h) demonstram que a populacdo de Archaea aumentou
em relacdo a populacdo de Bacteria e que também aumentou a producdo diaria de metano

(Figura 41).

Quanto ao reator R6 (Q=0,25 L/h) pode ver-se na Figura 63 que a populagdo de Archaea se
manteve na mesma percentagem no inicio e no final. Contudo, a popula¢do de Archaea foi
sempre superior a populacdo de Bacteria durante o tempo de operacdo. De notar que os valores
iniciais de abundancia de FICT e CY3 neste reator e nos restantes reatores usados para avaliar o
efeito da temperatura (R6, R7 e R8) nao correspondem aos valores reais, ja que houve uma
repeticdo desse ensaio e os valores apresentados ndo sdo aqueles correspondentes as lamas

usadas. Dai puder haver discrepancia entre os resultados de FISH e producdo diaria de metano.

Como se verifica na Figura 49 este foi o reator que mais produziu metano evidenciando-se
bastante dos outros reatores. Na Figura 61 através da regressao linear pode ver-se que a

producdo didria de metano teve tendéncia a diminuir ao longo do tempo.
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Figura 63 - Composi¢cdo microbiana da biomassa anaerdbia presente nos reatores R1, R4, R5 e R6 detetada com duas

sondas especificas do dominio Archaea — CY3 e Bacteria — FICT.
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4.3. Efeito da temperatura e do pH

4.3.1. Desempenho dos reatores UASB

Pela Figura 64 verifica-se que o reator que apresentou maior producdo de metano foi o
reator R6 a operar a 35 °C. O reator R8 (T=45°C) teve um comportamento idéntico ao reator R6
apesar de ter produzido um pouco menos de metano. O que apresentou menor producdo de CH,

foi o reator R7 a operar a 55 °C.

=9—R7: Q=0,25 L/h; T=55°C == R8: Q=0,25 L/h; T=45°C
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Figura 64 - Representagdo grafica do volume de CH, cumulativo produzido pelos reatores R6, R7 e R8 a operar a
diferentes temperaturas ao longo do tempo de operagdo.

Comparando a produgdo de metano obtida por dois reatores (R6 e R9) a operar a mesma
temperatura, caudal, carga organica e pH diferentes (Figura 65), pode verificar-se um
comportamento idéntico na producdo de metano, ou seja, houve sempre um aumento de
producdao de metano semelhante entre ambos, mas o reator R6 teve sempre uma produgao

superior, atingindo no final o triplo da produgdo do reator R9.
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Figura 65 - Representagdo grafica do volume de CH, cumulativo produzido pelos reatores R6 e R9 a operar a pH
diferentes e temperatura iguais ao longo do tempo de operagdo.

De acordo com a Figura 66 pode verificar-se que os reatores R6 e R8 tiveram uma evolucgdo
em termos de percentagem de remog¢do de CQO muito semelhante, atingindo no final valores
idénticos de cerca de 82%. O reator R7 foi aquele em que a remocdo de CQO nao foi tdo linear e

no final ficou pelos 73% de remocgao.
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Figura 66 - Representagdo grafica da remogdo de CQO para os reatores R6, R7 e R8 a operar a diferentes temperaturas
ao longo do tempo de operagdo.
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Na Figura 67 com a representa¢dao da remoc¢dao de CQO com dois reatores a operar a pH
diferentes constata-se que a remocdo foi mais rapida no reator R9 (pH=5), mas os dois reatores

comportaram-se de forma semelhante e no final obtiveram 83% de remogao.

=4—R6: Q=0,25 L/h; T=35°C; pH=7,5 =—=R9: Q=0,25 L/h; T=35°C; pH=5
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Figura 67 - Representagdo grafica da remogdo de CQO para os reatores R6 e R9 a operar a pH diferentes e temperatura
iguais ao longo do tempo de operagdo.

O objetivo deste ensaio era investigar qual o efeito da temperatura na degradacdo do
efluente em estudo, mantendo o caudal e carga organica iguais em todos os reatores. Como se
pode constatar o melhor resultado foi o reator R6 que operou com uma temperatura de 35 °C. Os
resultados do reator R7 (55 °C) foram bastante menos produtivos. E também verificar o efeito do
pH mantendo a temperatura e restantes condicdes iguais, sendo que o reator R6 (pH=7,5) obteve

uma producdo de metano superior ao reator R9 (pH=5).

4.3.2. Estrutura da comunidade microbiana

Neste ensaio o tempo de operagado foi de 13 dias e foram recolhidas amostras nos dias 3, 7
e 13 de operagdo. Pretendia-se observar a adaptacdo da populacdo microbiana a diferentes
temperaturas. As amostras foram sempre recolhidas do ponto 1 (Figura 12) em todos os reatores

e quando possivel analisadas logo apds a sua colheita.
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Reator R8 (T=45°C)

No reator R8 através da observagdo direta verificou-se que a populagdo se agregou em
flocos (Figura 68 c)). Ndo foi detetada a presenca de protozodrios em nenhum dia de operacdo.

Na Figura 68 pode verificar-se nas microfotografias apresentadas o referido anteriormente.

Figura 68 - Microfotografias de amostras retiradas e analisadas do reator R8, ponto 1, sem diluicdo, em diferentes dias
de operagdo com ampliagdo (x100). a) Dia 3; b) Dia 7; c) Dia 13.

A presenca de fluorescéncia metanogénica foi avaliada em todos os dias de amostragem, e
em todos eles se verificou a sua presenca. Pelas microfotografias da Figura 69 verifica-se que a
fluorescéncia metanogénica no primeiro dia de operagdo foi intensa tendo diminuido
ligeiramente a intensidade nos restantes dias, mas de uma maneira geral foi sempre bastante

intensa.
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Figura 69 - Microfotografias de flocos (a; b; c) e respetivas fluorescéncias metanogénicas (a.1; b.1; c.1) de amostras
retiradas do reator R8, ponto 1, em diferentes dias de operagdo todas diluidas na proporg¢do de 1:1. a) Dia 3: (x1000); b)
Dia 7: (x1000); c) Dia 13: (x1000).

Pode confirmar-se pela Figura 70 a) que a producdo diaria de metano pelo reator R8 teve
bastantes oscilagdes, tendo um maximo no 12 dia de operagao, um minimo no 32 dia e a partir
daqui manteve a sua producdo mais ou menos constante. Pela observacdo da fluorescéncia

metanogénica verificou-se que no 32 dia a fluorescéncia era bastante intensa, tendo vindo a
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diminuir ligeiramente de intensidade ao longo do tempo de operagdo, coincidindo com a

tendéncia decrescente da produgdo didria de metano.

a) B R8:T=45°C Linear (R8: T=45°C) b) === R8: Q=0,25 L/h; T=45°C

2000 —_
Z 1600 y =-35,193x + 1080,6 E
= 2 _ o
= 1200 R"=0,2937 3
3 ®
¥ 800 S
5 ] E
$ 400 3

O T T T T T T T 1 :I: 1

0 2 4 6 8 10 12 14 > 0 2 4 6 8 10 12 14

Dias de operagdo Dias de operagdo

Declive com significancia

Figura 70 - a) Producdo didria de metano e b) volume de metano cumulativo produzido pelo reator R8 ao longo do
tempo de operagao.

Aplicada a coloragdo de Gram a populagdo apresentou-se maioritariamente Gram negativa

aparecendo apenas bactérias Gram positivas no interior dos flocos (Figura 71).
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Figura 71 - Microfotografia da aplicagdo da coloragdao de Gram a uma amostra retirada do reator R8 no ultimo dia de
operagdo. Amostra sem diluigdo. (x1000)
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Reator R7 (T=55°C)

Pela observagdo visual direta verificou-se que a populagdo ndo se agregou em flocos tao
evidentemente como nos reatores R6 e R8. No final da operacdo apenas se notou a presenca de
alguns flocos bem definidos. Ndo foi detetada a presenca de protozoarios em nenhum dia de
operacdo. Na Figura 72 pode verificar-se nas microfotografias apresentadas o referido

anteriormente.

Figura 72 - Microfotografias de amostras retiradas e analisadas do reator R7, ponto 1, sem dilui¢do, em diferentes dias
de operagdo com ampliagdo (x100). a) Dia 3; b) Dia 7; c) Dia 13.

A presenca de fluorescéncia metanogénica foi observada em todos os dias de amostragem,
e em todos eles se verificou a sua presenga. Como se verifica pelas microfotografias da Figura 73 a
intensidade de fluorescéncia metanogénica foi bastante fraca em todos os dias de operagdo,
evidenciando o facto das temperaturas elevadas serem prejudiciais a atividade dos

microrganismos archaea metanogénicos.
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Figura 73 - Microfotografias de flocos (a; b; c; d) e respetivas fluorescéncias metanogénicas (a.1; b.1; c.1) de amostras
retiradas do reator R7, ponto 1, em diferentes dias de operagdo todas as amostras diluidas na proporgdo de 1:1. a) Dia
3: (x1000); b) Dia 7: (x1000); c) Dia 13: (x1000).

Pela Figura 74 a) verifica-se que a produgao didria de metano pelo reator R7 foi bastante
fraca atingindo o seu méaximo ao 12 dia, mas depois veio quase sempre a diminuir ao longo do

tempo. Comparando com a observacdo da fluorescéncia metanogénica os resultados coincidem ja
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gue nos dias em que foi verificada (32, 72 e 132 dias), a fluorescéncia metanogénica foi bastante

fraca concordando com a tendéncia decrescente da producdo didria de metano.
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Figura 74 - a) Produgdo didria de metano e b) volume de metano cumulativo produzido pelo reator R7 ao longo do
tempo de operagao.

Apds a aplicagdo da coloragdo de Gram e tal como nos restantes reatores, a populacdo

apresentou-se maioritariamente Gram negativa aparecendo apenas bactérias Gram positivas no

interior dos flocos (Figura 75).
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Figura 75 - Microfotografia da aplicagdo da coloragdo de Gram a uma amostra retirada do reator R7 no ultimo dia de
operagdo. Amostra sem diluigdo. (x1000)
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Reator R9 (pH=5)

Pela observacgdo visual direta verificou-se que a populagdo se definiu em flocos mas ndo
muito bem definidos como ocorreu noutros reatores. Foi detetada a presenca de protozodrios no
ultimo dia de operacdo. Na Figura 76 pode verificar-se nas microfotografias apresentadas o

referido anteriormente.

Figura 76 - Microfotografias de amostras retiradas e analisadas do reator R9, ponto 1, sem dilui¢cdo, em diferentes dias
de operagdo com ampliagdo (x100). a) Dia 3; b) Dia 7; c) Dia 13.

A presenca de fluorescéncia metanogénica foi observada em todos os dias de amostragem,
e em todos eles se verificou a sua presenca. Como se verifica pelas microfotografias da Figura 77
no dia 3 a fluorescéncia metanogénica foi bastante intensa, diminuindo gradualmente ao longo

do tempo de operacao.
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Figura 77 - Microfotografias de flocos (a; b; c) e respetivas fluorescéncias metanogénicas (a.1; b.1; c.1) de amostras
retiradas do reator R9, ponto 1, em diferentes dias de operagdo todas diluidas na proporgdo de 1:1. a) Dia 3: (x1000); b)
Dia 7: (x400); c) Dia 13: (x400).

Observando a Figura 78 a) constata-se que a producdo diaria de metano pelo reator R9 teve
0 seu maximo entre o 22 e 32 dia de operagao diminuindo depois a sua produgao gradualmente
ao longo do tempo. Pela observagdo da fluorescéncia metanogénica verificou-se que esta foi

bastante intensa no 32 dia tendo diminuido bastante a sua intensidade nas observacgées feitas nos
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72 e 139 dias de operacdo. Portanto, a tendéncia decrescente da producdo diaria de metano

coincide com a observagado da fluorescéncia metanogénica.
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Figura 78 - a) Producdo didria de metano e b) volume de metano cumulativo produzido pelo reator R9 ao longo do
tempo de operagao.

Apds a aplicagdo da coloragao de Gram a populagdo apresentou-se maioritariamente Gram

negativa, aparecendo apenas bactérias Gram positivas no interior dos flocos (Figura 79).

Zona corada de
roxo/violeta

Zona corada
de vermelho

Figura 79 - Microfotografia da aplicagdo da coloragdo de Gram a uma amostra retirada do reator R9 no ultimo dia de
operagdo. Amostra sem dilui¢do. (x1000)
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4.3.3. Resultados do método de FISH

Na Figura 80 apresentam-se os resultados da abundancia relativa da popula¢do de Archaea
e da populacdo de Bacteria, no estudo do efeito da temperatura na populacdo microbiana com os

reatores R6, R7 e R8, e no estudo do efeito do pH com os reatores R6 e R9.

Neste caso pode verificar-se no grafico do reator R7 (T=55°C) que no final da operacdo ao
132 dia a populagdo Archaea é inferior a populacdo de Bacteria, o que denota que, aliado a
observacdo visual (Figura 72) e a produgdo didria de metano (Figura 74), que este nivel de
temperatura ndo favorece a presenga de microrganismos do dominio Archaea. Os resultados de

FISH indicam que a populagdo de Archaea diminui cerca de 5,1% no decorrer da operacdo.

Quanto ao reator R8 (T=45°C) a abundancia relativa de Archaea aumentou ligeiramente
(0,006%) em relagdo a populagdo de Bacteria ndo concordando com o verificado na Figura 70 da

produgado didria de metano que diminui ao longo do tempo.

Relativamente ao efeito do pH pode ver-se que para o reator R9 (pH=5) a populagdo de
Archaea diminui cerca de 8,7% ao longo do tempo, sendo inferior a populagdo de Bacteria no final
da operacgdo. Portanto, a longo prazo um pH de 5 pode inibir os microrganismos do dominio
Archaea. Como referido anteriormente, a produc¢do de metano diminui ao longo do tempo (Figura

78) concordando assim com os resultados do método de FISH.
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Figura 80 - Composigdo microbiana da biomassa anaerdbia presente nos reatores R6, R7, R8 e R9 detetada com duas

sondas especificas do dominio Archaea — CY3 e Bacteria — FICT.
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4.4. Efeito da temperatura na concentragao de microrganismos na biomassa

No ensaio com os reatores R6, R7 e R8 em que o objetivo era avaliar o efeito da
temperatura no desempenho dos reatores e na adaptacado da populacdo microbiana, recorrendo
as amostras de biomassa recolhidas do interior dos reatores foram feitas analises a concentracdo
de microrganismos através da determinacdo dos SSV e da contagem de microrganismos utilizando

uma camara de Neubauer. O mesmo foi feito a biomassa inicial inoculada nos trés reatores.

Na Tabela 7 e na Figura 81 sdao mostrados os resultados obtidos.

Tabela 7 - Concentragdo de microrganismos pela contagem direta e pela biomassa como SSV nos reatores R6, R7, R8 e
biomassa inicial.

o s
Reator Dia to:a;jlmu:_as g VSS/L
Dia 3 1.000.000 13,667

R7 (T=55°C) Dia 7 1.050.000 15,267
Dia 13 825.000 10,067

Dia 3 1.000.000 14,467

R8 (T=45°C) Dia 7 1.125.000 18,733
Dia 13 950.000 13,333

Dia 3 1.300.000 16,733

R6 (T=35°C) Dia 7 1.350.000 21,400
Dia 13 1.100.000 12,067

Réplica

#1 1.425.000 21,650

IBn'I‘: Ef"ssa #2 1.475.000 22,950
#3 1.250.000 18,250
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@ y =44173x + 384085
b R?=0,9916
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Figura 81 - Correlagdo entre a concentragdo de microrganismos determinada pela contagem direta e pela biomassa
como SSV nos reatores R6, R7, R8 e biomassa inicial.

Pela Tabela 7 pode verificar-se que em todos os reatores a concentracdo de
microrganismos, tanto determinada pelos SSV como pela contagem, diminuiu no final da
operacdo, ou seja, a concentragao foi menor no final do que no inicio da operacdo. Comparando
com a concentragao de microrganismos na biomassa inicial, os valores no final da operagdo dos

reatores sao também inferiores.

Pela Figura 81 constata-se uma boa correlagdo na determinag¢do da concentragdo de
microrganismos, pela contagem e pelos SSV, na biomassa inicial e nos reatores R7 e R8. O que

apresenta uma menor correlagdo é o reator R6.

Isto pode significar que os microrganismos sdao removidos da biomassa por morte ou
arrastamento, e que o ideal é ter tempos de operagdo curtos ja que quanto maior for o tempo de
operag¢do, menor sera o numero de microrganismos no final da operagao, diminuindo a eficiéncia

do processo de digestdo anaerdbia.
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Carga organica [gCQO;utal- o . Veus . Eﬁdén.c ia ge

Qulimentaczo [L/h] L] T[C] pH %CQOremovido cumulativo metanizagdo
[mL] (%)
R2 0,5 1,7 35 7,5 93 1636 12
R1 0,5 1 35 7,5 91 1661 21
R3 0,5 0,6 35 7,5 87 999 20
R4 1,25 1 35 7,5 93 1420 18
R5 0,75 1 35 7,5 92 911 11
R6 0,25 1 35 7,5 83 6352 81
R8 0,25 1 45 7,5 85 5179 65
R7 0,25 1 55 7,5 73 795 12
R9 0,25 1 35 5 83 2988 56
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5. Discussao

5.1.

Efeito da carga organica

O primeiro ensaio, a operar com os reatores R1, R2 e R3, teve como objetivo avaliar a

influéncia da carga organica aplicada aos reatores UASB sobre a remoc¢do de CQO e producdo de

metano. Pelos resultados da produgao de metano (Figura 32) e remogao de CQO (Figura 33), pode

verificar-se que o comportamento dos reatores R1 (carga = 0,962 gCQO.L".d") e R2 (carga

1,705 gCQO,.L™".d™") foi bastante semelhante, ou seja, atingiram niveis de remogdo de CQO e

producdao de metano bastante idénticos. De acordo com os valores apresentados na Tabela 8

assume-se que o melhor resultado foi obtido pelo reator R1, ja que este produziu 1661 mL de

metano em 13 dias de operacdo e teve uma eficiéncia de metanizagdo de 21%.

Tabela 8 - Parametros operacionais dos ensaios realizados, com os respetivos valores de percentagem de remogao de

CQO e produgdo de metano, obtidos no ultimo dia de operagdo (132dia).

Quanto ao comportamento da populagdo microbiana, esta estd de acordo com os

resultados fisico-quimicos, pois foi nos reatores R1 e R2 que a populagcdo se agregou melhor em

flocos, e a presenca de fluorescéncia metanogénica foi mais notéria do que no reator R3.
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Contudo, foi no reator R1 que a fluorescéncia metanogénica foi mais intensa, e onde houve uma

agregacdo de microrganismos formando flocos bem definidos (Figuras 40 e 39).

Pode dizer-se entdo que a populacdo microbiana presente nos reatores UASB se adaptou
melhor onde a carga organica era mais elevada (R1=1 gCQO..L'.d" e R2= 1,7 g€CQO..L".d™). No
reator R3 (carga = 0,624 gCQO..L".d") a producio de metano n3o foi tdo elevada, pois a
populacdo microbiana ndo formou tdo facilmente flocos (Figura 44), e a fluorescéncia
metanogénica (Figura 45) ndo foi tdo evidente como nos reatores R1 e R2. Portanto, uma razdo

F/M baixa ndo é favoravel para a degradacdo anaerdbia deste efluente.

5.2. Efeito do caudal

No segundo ensaio analisou-se o efeito do caudal no desempenho dos reatores, operando
os reatores R4 (Q=1,25 L/h), R5 (Q=0,75 L/h), R6 (Q=0,25 L/h) e ainda o R1 (Q=0,5 L/h) com a
melhor carga encontrada no 12ensaio, que foi aproximadamente 1 gCQO,.L™".d™". Neste caso, em
relacdo aos resultados fisico-quimicos obtidos, o reator R6 a operar com um caudal de cerca de
0,25 L/h e com um TRH de 24 horas, teve o melhor desempenho em termos de producdo de
metano. Na Tabela 8 pode constatar-se que no final da operagdo o reator R6 produziu 6352 mL, o
reator R1 1661 mL, o reator R4 1420 mL e o reator R5 911 ml, valores significativamente
inferiores ao do reator R6. Quanto a remoc¢do de CQO, todos os reatores ficaram entre os 80 e

93% de remogado (Figura 50).

Relativamente a observacao da populacdao microbiana nos reatores R1, R4, R5 e R6, houve
claramente diferengas entre o sucedido nos reatores R1, R4 e R6, e no reator R5. Neste ultimo
nao houve uma formacao evidente de flocos, apresentando-se a populacdo mais densa no final da
opera¢do do que no inicio. A fluorescéncia metanogénica também foi muito mais fraca,
visualmente, do que nos outros reatores. Estas observac¢des coincidem com os resultados da

produgdo de metano (Figura 49) muito inferior ao obtido pelo reator R6.

No que diz respeito ao observado no reator R6, desde o inicio da operagdao se constatou
gue a intensidade da fluorescéncia metanogénica foi maior do que nos reatores R4 e R5, tendo

sido encontrados varios flocos com o seu interior repleto de fluorescéncia metanogénica. Dai os
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resultados de producdo de metano obtidos (Figura 49). Os flocos encontrados neste reator eram

bem definidos.

Neste ensaio, pode dizer-se que a populacdo microbiana se adaptou melhor, ou seja, houve
uma melhor formagdo de flocos e uma fluorescéncia metanogénica mais intensa, no reator onde
o caudal era menor (0,25 L/h) ou seja, no reator R6. E pelas Figuras 49 e 50 verifica-se que um

caudal elevado favorece a remoc¢do de CQO mas é prejudicial a producéo de metano.

5.3. Efeito da temperatura

Neste ensaio o objetivo era submeter a populacdo microbiana a diferentes temperaturas, e
verificar o seu efeito na degradacdo do efluente. Os reatores R6, R7 e R8 operaram com o caudal
6timo, encontrado no 2%ensaio de 0,25 L/h. O reator com a produ¢do de metano mais elevada foi
o reator R6 (Figura 64), a operar a uma temperatura de 35°C. O resultado menos satisfatério foi o

do reator R7 a operar a 55°C.

Da observacdao da populacdo microbiana confirma-se que a intensidade da fluorescéncia
metanogénica foi sempre superior nos reatores R6 (T= 35°C) (Figura 60) e R8 (T= 45°C) (Figura
69), assim como a formacdo de flocos bem definidos (Figuras 59 e 68, respetivamente). Verifica-
se entdo que a populacdo se ajusta melhor a condi¢gdes de temperatura meséfilas (30 a 45°C),
pois os resultados obtidos no reatores R6 e R8 foram significativamente melhores do que os

obtidos no reator R7, a operar a uma temperatura termdfila.

5.4. Efeito do pH

Com a operagdo dos reatores R6 (pH=7,5) e R9 (pH=5) verificou-se o efeito do pH mantendo
a temperatura e restantes condi¢des iguais. Neste caso, em termos de producdao de metano o
reator R6 obteve uma produc¢do de metano de 6352 mL e o reator R9 cerca de 3000 mL. Em
termos de % de CQO removido obtiveram ambos 83%. Ja em termos de eficiéncia de metaniza¢do

o reator R6 obteve uma percentagem de 81, superior aos 56 % obtidos pelo reator R9.
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Relativamente ao comportamento da populagdao microbiana nos reatores R6 e R9, em
termos de formacgdo de flocos foi semelhante, mas a fluorescéncia metanogénica no reator R6 foi
bastante intensa durante todo o tempo de operagao, enquanto que no reator R9 a fluorescéncia

metanogénica foi mais intensa no inicio coincidindo com o observado no grafico da Figura 65.

Pode ainda dizer-se que um tempo de operacdao muito elevado, como no 12 ensaio de 30
dias, ndo é benéfico para alcangar o rendimento maximo da degradagdo anaerdbia deste tipo de
efluente ja que ao 102 dia de operacgdo se atingiram valores de remogao de CQO da ordem dos
80% (Figura 33). Dai ter sido reduzido o tempo de operagdo nos outros ensaios, e foram obtidos
resultados superiores de producdo de metano e percentagem de remocdo de CQO de cerca de

90% em apenas 13 dias de operagao.

Isto poderd também estar relacionado com a biomassa inicial, visto que no ensaio com os
reatores R1, R2 e R3 foram obtidos valores de eficiéncia de metaniza¢do baixos, enquanto que
com os reatores R6 e R8, por exemplo, ambos com a mesma biomassa inicial, mas diferente da
biomassa dos reatores R1, R2 e R3, os valores de metanizacdo foram de 83% e 65%,
respetivamente. Resultados bastante melhores, contudo nao foi detetado nada nas analises feitas
ao microscépio que indiguem diferencas significativas entre ambas as lamas. Por outro lado,
como os efluentes usados nos ensaios foi sempre diferente, apesar de ter a mesma origem,
poderia no caso do ensaio com os reatores R1, R2 e R3 conter alguma substancia inibidora a

atividade microbiana.

5.5. Sintese

Em suma, o comportamento da populacdo microbiana nos diferentes ensaios refletiu as
condicGes impostas aos reatores. Na Tabela 9 é apresentada uma sintese do comportamento da

populagdo microbiana nos varios ensaios.

102



Caraterizagao da populagdao microbiana em reatores anaerodbios | 2013

Tabela 9 - Sintese do comportamento da populagao microbiana nos diferentes ensaios.

Carga organica
Q|L/h] [6€CQOcta- TCl  pH Formagio de flocos
Ld™
]
Boa f 3 fl M A
R2 0,5 1,7 35 7,5 oa formagdo de flocos, mas enos intensa

melhor no R1 do que R1

Fluorescéncia
metanogénica

Boa formacao de flocos a
partir do 32 dia de operacao,

R1 0,5 1 35 7,5 . Intensa
ao 82 dia ja se encontravam
bem definidos
Formacao de flocos ndo Muito menos
R3 0,5 0,6 35 7,5 gevidente intensa do que
R1eR2
Boa formacao de flocos a Mais intensa
R4 1,25 1 35 7,5 .C . nos 7 primeiros
partir do 7 dia .
dias
N3o se observou a formacao TSI
R5 0,75 1 35 7,5 s ainda menos
de flocos . .
intensa no final
R6 0,25 1 35 7,5 Boa formacao de flocos Muito Intensa
RS 0,25 1 45 7,5 Boa formacao de flocos Intensa
R7 0,25 1 55 7,5 Formacao de flocos lenta Fraca
R9 0,25 1 35 5 Boa formacao de flocos Fraca

Relativamente aos reatores usados para avaliar o efeito da carga organica, os reatores R1,
R2 e R3, o que teve uma melhor formacdo de flocos e presenca de fluorescéncia metanogénica
intensa foi o reator R1 coincidindo com os resultados fisico-quimicos obtidos, producdo de

metano e remocdo de CQO.

Quanto aos reatores R1, R4, R5 e R6 utilizados para avaliar o efeito do caudal os reatores R1
(Q= 0,5 L/h) e R6 (Q= 0,25 L/h) foram os que tiveram uma melhor formagdo de flocos e uma
fluorescéncia metanogénica mais intensa. Em termos de producdo de metano foi o reator R6 que
obteve maior producdao mas também teve a menor percentagem de remoc¢ao de CQO. O reator
R4 foi o que obteve uma maior remocdo de CQO. Neste caso, a observacdo direta dos
microrganismos ndo coincidiu totalmente com os resultados fisico-quimicos pois, em ambos os

reatores R1 e R6 se observou uma boa formacdo de flocos e fluorescéncia metanogénica intensa
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mas os resultados da produgdo de metano indicam diferengas consideraveis entre os dois, reator

R6 produziu 6352 mL e reator R1 produziu 1661 mL.

Para avaliar o efeito da temperatura foram usados os reatores R6 (T=35°C), R8 (T=45°C) e
R7 (T=55°C) e onde se observou uma melhor formacdo de flocos e uma fluorescéncia
metanogénica mais intensa foi nos reatores R6 e R8. As maiores produc¢bes de metano e remogao

de CQO também foram obtidas nestes dois reatores.

Por ultimo, com os reatores R6 (pH=7,5) e R9 (pH=5) foi avaliado o efeito do pH e em
termos de formagdo de flocos ambos tiveram resultados semelhantes. Quanto a fluorescéncia

metanogénica o reator R6 foi o que apresentou uma fluorescéncia metanogénica mais intensa.

Portanto, das condi¢cOes impostas aos reatores as que favorecem a formacdo de flocos e
fluorescéncia metanogénica intensa sdo: caudal entre 0,25 e 0,5 L/h, temperatura entre 35 e

45°C, carga organica préxima de 1 gCQOt.L™*.d™" e pH 7,5.
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5.6. Método de FISH

As Tabelas 10 e 13 mostram os resultados da abundancia relativa da populagdo do dominio

Bacteria e do dominio Archaea obtidos em todos os 9 ensaios ao longo do tempo de operacgao.

Pode verificar-se que nos reatores R7 (T=55°C) e R9 (pH=5) a populacio de Bacteria

aumentou no final da operacdo, concordando com a producdo didria de metano decrescente

(Figuras 74 e 78) e pela fluorescéncia metanogénica fraca (Figuras 73 e 77) apresentadas por estes

reatores.

Tabela 10 - Abundancia relativa de microrganismos do dominio Bacteria em todos os reatores ao longo do tempo de

operagao.

DIA R1

R2

R3

R4

R5

R6

R7

R8

R9

0 (biomassa inicial) 0,528
1 0,511

0,472

0,482

O OO NGOV BAWN

16 0,497

23 0,472

29 0,414
30 0,497

0,522
0,534

0,474

0,462

0,491

0,508

0,543
0,464

0,495
0,528

0,464

0,505

0,485

0,499

0,530
0,467

0,528

0,448

0,474

0,464

0,522

0,521

0,470

0,508

0,495

0,494

0,456

0,495

0,528

0,493

0,463

0,542

0,522

0,467

0,509

0,500

0,495

0,483

0,488

0,526
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Nas Figuras 82 e 83 estd representada a correlacdo entre os resultados da abundancia
relativa de microrganismos do dominio Bacteria e Archaea, respetivamente, de todos os ensaios,
excetuando os ensaios realizados a T= 45°C, T= 55°C e pH=5 ao longo do tempo de operagdo. Foi
analisada a significancia do declive para ambos os resultados com um nivel de confianca de 90% e

95%, e verificou-se que este tem significado estatistico, como se pode verificar nas Tabelas 11 e

12.

Tabela 11 - Resultados da avaliagdo de significancia do declive dos resultados de FICT (Figura 82).

HO: declive tem significancia

Hipoteses Ha: declive ndo tem significancia
Nivel d fi 959 90Y
lvel de confiangd % 5 t calc<t tab = ndo
t calculado -1,19 -1,19 .
rejeitamos HO, logo o
n 36 36 declive tem

v =n-2 34 34 significancia

t tabelado 1,69 1,31 &

Tabela 12 - Resultados da avaliagdo de significancia do declive dos resultados de CY3 (Figura 83).

HO: declive tem significancia

Hipoteses Ha: declive ndo tem significancia
Nivel de confianca 95% 90% et e S g
tesleutado b 119 rejeitamos HO, logo o
, . 2 declive te'm
U = n-z 34 34 . oL ~ .
t tabelado 1,69 1,31 significancia

No caso da abundancia relativa de microrganismos do dominio Bacteria verificou-se através
do ponto inicial e do ponto final da reta que a populacdo diminui cerca de 1,5% em 30 dias

operagao.
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Dias de operagdo

Figura 82 - Correlagdo entre os resultados da abundancia relativa de microrganismos do dominio Bacteria nos ensaios
com os reatores R1, R2, R3, R4, R5 e R6 ao longo do tempo de operagao.

Os reatores em que a populacdo de Archaea aumentou foram: R1 (1 gCQOt/L.d; Q=0,5 L/h),

R2 (1,7 gCQOt/L.d), R3 (0,6 gCQOt/L.d), R4 (Q=1,25 L/h), R5 (Q=0,75 L/h), R6 (T=35°C; Q=0,25 L/h)

e R8 (T= 45°C). Apenas nos reatores R1, R2 e R4 é que a producdo didria de metano teve

tendéncia crescente ao longo do tempo. Nos reatores R5, R6 e R8 esta teve tendéncia

decrescente ndo estando de acordo com o aumento da populacdo de Archaea.

O reator R6 (T=35C; Q=0,25 L/h) que teve o melhor desempenho em termos de producéo

de metano e eficiéncia de metanizacdo, no final os resultados de FISH mostram uma percentagem

de cerca de 50% de populagao do dominio Bacteria e cerca de 50% do dominio Archaea, obtendo

os mesmos valores da biomassa inicial. Seria de esperar pelos resultados de producdo de metano

gue a diferenga entre a populacdo de Archaea e Bacteria fosse a mais elevada de todos os

ensaios.
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Tabela 13 - Abundancia relativa de microrganismos do dominio Archaea em todos os reatores ao longo do tempo de

operagao.

DIA

R1

R2

R3

R4

R5

R6

R7

R8

R9

0 (biomassa inicial)

1

OO NGOV BA,WN

WINNNNNNNNNNRRBRRRRRBRRRR
CLVWONOUBRWNROWLONOGONNUDWNIERO

0,472
0,489

0,528

0,518

0,503

0,528

0,586
0,503

0,478
0,466

0,526

0,538

0,509

0,492

0,457
0,536

0,505
0,472

0,536

0,495

0,515

0,501

0,470
0,533

0,472

0,552

0,526

0,536

0,478

0,479

0,530

0,492

0,505

0,506

0,544

0,505

0,472

0,507

0,537

0,458

0,478

0,533

0,491

0,500

0,505

0,517

0,512

0,474

No caso da abundancia relativa de microrganismos do dominio Archaea verificou-se que do

ponto inicial e do ponto final da reta que a populagdo aumentou cerca de 1,5% em 30 dias

operagao.
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Figura 83 - Correlagdo entre os resultados da abundancia relativa de microrganismos do dominio Archaea em todos os
ensaios com os reatores R1, R2, R3, R4, R5 e R6 ao longo do tempo de operagdo.

Pela aplicacdo do método de FISH constata-se que o contacto com o efluente utilizado

influencia a abundancia das populagGes dos dominios Bacteria e Archaea presentes na biomassa

anaerodbia.
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6. Conclusoes e Sugestdes

Este trabalho teve como objetivo avaliar a adaptacdo da populacao microbiana utilizada em

reatores UASB usados para o tratamento de um efluente proveniente duma cabine de pintura e

envernizamento, duma industria do mobilidrio de madeiras.

As principais conclusGes decorrentes do trabalho desenvolvido apresentam-se de seguida:

A populagao microbiana adaptou-se melhor, ou seja houve uma melhor formacgao
de flocos e fluorescéncia metanogénica mais intensa, nos reatores que operaram

com cargas organicas mais elevadas e caudal de 0,25 L/h.

Quanto ao comportamento da populagdo microbiana a diferentes temperaturas, foi
na gama mesofila (30 a 45°C) que a populacdo se adaptou melhor, formando flocos
e apresentando uma fluorescéncia mais intensa, afastando a possibilidade de

operar a 55°C.

No que diz respeito ao pH, que variou entre 5 e 7,5, ndo houve diferencas
consideraveis da adaptagdo microbiana (formacdo de flocos), entre ambos os
valores, mas em termos de intensidade de fluorescéncia metanogénica esta foi

superior a pH=7,5.

A formacdo de flocos é essencial para que os resultados sejam satisfatérios, ja que
se verificou que a intensidade metanogénica se encontra principalmente dentro
destes flocos, e portanto os microrganismos archaea metanogénicos necessitam
deste tipo de micro-ecossitemas para a conversao eficaz do CO, + H, e acetato em

biogas.

Pode dizer-se que neste trabalho os microrganismos archaea metanogénicos
presentes sdo maioritariamente Gram positivas, pois tanto a fluorescéncia
metanogénica como as bactérias Gram positivas (coradas de roxo) apareceram

guase sempre no interior dos flocos.
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= O efluente utilizado permite a formacdo de granulos nos reatores UASB sendo

portanto, em principio, adequado ao tratamento neste tipo de reatores.

= O tempo de operacdo deve ser curto para que os microrganismos presentes na
biomassa degradem a matéria organica e obtenham bons resultados em termos de

producao de metano e remocgao de CQO.

"= O método de FISH comprovou que o contacto com o efluente influencia a
abundancia relativa das populacdes de Bacteria e Archaea presentes na biomassa

anaerdbia.

* No caso do reator a operar a T= 55°C e do reator a operar a pH 5 ficou bem notdria
que a populagdo de Archaea diminui em relacdo a popula¢do de Bacteria devido as
condi¢cdes impostas, coincidindo com a producdo didria de metano e com a

observagao de fluorescéncia metanogénica.

= Em geral, nos ensaios onde ndo houve influéncia de outras varidaveis, como
temperatura entre 45°C e 55°C e pH=5, verificou-se que a populacdo de Archaea

aumentou cerca de 1,5% num periodo de contacto com o efluente de 30 dias.

Sugestodes para trabalho futuro:

= Aplicar a técnica de microscopia de epifluorescéncia com DAPI para determinar o

ndmero total de microrganismos vidveis nos reatores;

= Desagregar as células para facilitar a observacao dos flocos;

= Utilizar software que transforme as microfotografias adquiridas a preto e branco,

pela cdmara acoplada ao microscépio, a cores para auxiliar a visualizacdo das

imagens no tratamento de dados.
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8. Anexos

Anexo | — Anadlise da significancia do declive aos resultados de FISH

Para a andlise da significancia do declive recorreu-se ao método dos minimos quadrados, em que:

Vv, =d+ bx,
Sendo o t calculado dado por:
_— b
cale s % R
S° } b = Decdlive pelos MQ
> -x)
E,
-
= coeficiente de correlacao
, n—1
§ =811 _
n-= SZ _ Z(J; - J-’)
v
- n—1
Se

taie <ty = ndo rejeitar Ho
o > by = rejeitar Ho

Onde o t tabelado se encontra nas tabelas estatisticas com:
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Foi analisada a significancia do declive aos resultados de FISH, mais precisamente aos
resultados obtidos com as sondas CY3 e FICT, correspondentes ao dominio Archaea e Bacteria,

respetivamente.

I.1. Efeito da carga organica

Reator R2: carga 1,7 gCQOt/L.d

¢ R2(1,705 gCQO/L.d)

Linear (R2 (1,705 gCQO/L.d))

1,000 -
0,800 - y = 5E-05x + 0,4998
R? =0,0003
0,600 - '
on <&
o “—’—’ * \ 4
© 0,400 - ¢
0,200 -
0,000 w : w w w *

0 5 10 15 20 25 30

Dias de operagdo

Figura 1- Correlagdo entre os resultados da abundancia relativa de microrganismos do dominio Archaea no
reator R2 ao longo do tempo de operacgao.

Tabela 1 — Resultados da avaliagdo de significancia do declive de CY3 do reator R2.

HO: declive tem significancia

Hipoteses Ha: declive ndo tem significancia
Nivel de confianga 95% 90% N
t calculado 0,044 0,044 tealcst tab = ndo
rejeitamos HO, logo o
n 8 8 declive tem
v =n-2 6 6 significancia
t tabelado 2,45 1,94 g
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¢ R2(1,705 gCQO/L.d) Linear (R2 (1,705 gCQO/L.d))

1,000 - y = -5E-05x + 0,5002
0,800 - R*=0,0003
0,600 -

- ’

® ”—‘—‘ \ 4 ¢ >
0,400 -
0,200 -
0,000 T T T T T !

0 5 10 15 20 25 30

Dias de operagao

Figura 2 - Correlacdo entre os resultados da abundancia relativa de microrganismos do dominio Bacteria no
reator R2 ao longo do tempo de operagdo.

Tabela 2 — Resultados da avaliagdo de significancia do declive de FICT do reator R2.

HO: declive tem significancia

Hipoteses Ha: declive ndo tem significancia
Nivel de confianga 95% 90% ~
< >
t calculado -0,044 -0,044 t'c'alc ttab = ndo
rejeitamos HO, logo o
n 8 8 declive tem

v =n-2 6 6 significancia

t tabelado 2,45 1,94 &

Reator R1: carga 1 gCQOt/L.d; Q=0,50 L/h

B R1(0,962 gCQO/L.d)

Linear (R1 (0,962 gCQO/L.d))

1,000 -
0,800 - y = 0,0016x + 0,4947
R? = 0,3353
0,600 -
(2]
= -_l—l—’.——-I—%
0,400 -
0,200 -
0,000 T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30

Dias de operagdo

Figura 3 - Correlagdo entre os resultados da abundancia relativa de microrganismos do dominio Archaea no
reator R1 ao longo do tempo de operagdo.

119



Caraterizagao da populagdao microbiana em reatores anaerodbios | 2013

Tabela 3 — Resultados da avaliagdo de significancia do declive de CY3 do reator R1.

HO: declive tem significancia

Hipoteses Ha: declive ndo tem significancia
Nivel de confianga 95% 90% ~
< >
t calculado 1,740 1,740 t'c'alc ttab = ndo
rejeitamos HO, logo o
n 8 8 declive tem

v =n-2 6 6 significancia

t tabelado 2,45 1,94 g

B R1(0,962 gCQO/L.d) Linear (R1 (0,962 gCQO/L.d))

1,000 -
0,800 - y =-0,0016x + 0,5053
R?=0,3353

_ 0,600 -
2 -‘I_F — B H
* 0,400 -

0,200 -

0,000 ‘ : ‘ ‘ ‘ ‘

0 5 10 15 20 25 30

Dias de operagdo

Figura 4 - Correlagdo entre os resultados da abundancia relativa de microrganismos do dominio Bacteria no
reator R1 ao longo do tempo de operagao.

Tabela 4 — Resultados da avaliagdo de significancia do declive de FICT do reator R1.

HO: declive tem significancia

Hipot
Ipoteses Ha: declive nao tem significancia
Nivel de confianca 95% 90% t cale<t tab = ndo
t calculado -1,740 -1,740 .
rejeitamos HO, logo o
n 8 8 declive tem
v =n-2 6 6 significancia
t tabelado 2,45 1,94 &
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R3: carga 0,6 gCQOt/L.d

A R3(0,624 gCQO/L.d)

Linear (R3 (0,624 gCQO/L.d))

1,000
0,800 y = 8E-05x + 0,5023
R?=0,0015
0,600
s A A —
0,400
0,200
0,000 T T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30

Dias de operagdo

Figura 5 - Correlagdo entre os resultados da abundancia relativa de microrganismos do dominio Archaea no
reator R3 ao longo do tempo de operacgao.

Tabela 5 — Resultados da avaliagdo de significancia do declive de CY3 do reator R3.

HO: declive tem significancia

Hipoteses Ha: declive ndo tem significancia
Nivel de confianga 95% 90% N
t calculado 0,094 0,094 tealcst tab = ndo
rejeitamos HO, logo o
n 8 8 declive tem
v =n-2 6 6 significancia
t tabelado 2,45 1,94 g

A R3(0,624 gCQO/L.d)

Linear (R3 (0,624 gCQO/L.d))

1,000 -
0,800 - y =-8E-05x + 0,4977
R?=0,0015
0,600 -
[,
= AL A A A — AA
0,400 -
0,200 -
0,000 e

0 5 10 15 20 25 30

Dias de operagdo

Figura 6 - Correlacdo entre os resultados da abundancia relativa de microrganismos do dominio Bacteria no
reator R3 ao longo do tempo de operagdo.
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Tabela 6 — Resultados da avaliagdo de significancia do declive de FICT do reator R3.

HO: declive tem significancia

Hipoteses Ha: declive ndo tem significancia
Nivel de confianga 95% 90% ~
< >
t calculado -0,094 -0,094 t'c'alc ttab = ndo
rejeitamos HO, logo o
n 8 8 declive tem

v =n-2 6 6 significancia

t tabelado 2,45 1,94 g

1.2. Efeito do caudal

Reator R4: Q=1,25 L/h

& R4(1,25L/h) Linear (R4 (1,25 L/h))
1,000 -
| y =0,0031x + 0,5028
0,800 R2=0,2258
0,600 -
o0
s rj—__’/‘
0,400 -
0,200 -
0,000 T T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12 14

Dias de operagdo

Figura 7 - Correlagdo entre os resultados da abundancia relativa de microrganismos do dominio Archaea no
reator R4 ao longo do tempo de operagao.

Tabela 7 — Resultados da avaliagdo de significancia do declive de CY3 do reator R4.

HO: declive tem significancia

Hind
Ipoteses Ha: declive ndo tem significancia
Nivel de confianga 95% 90% t cale<t tab = n3o
t calculado 0,764 0,764 .
rejeitamos HO, logo o
n 4 4 declive tem
v =n-2 2 2 significancia
t tabelado 4,303 2,92 &
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& R4(1,25L/h) Linear (R4 (1,25 L/h))

1,000 -

0,800 - y =-0,0031x + 0,4972
_ 0,600 - R*=02238
G . —— —e
* 0,400 - ¢

0,200 -

0,000 T T T T T ! !

0 2 4 6 8 10 12 14

Dias de operagdo

Figura 8 - Correlacdo entre os resultados da abundancia relativa de microrganismos do dominio Bacteria no
reator R4 ao longo do tempo de operagao.

Tabela 8 — Resultados da avaliagdo de significancia do declive de FICT do reator R4.

HO: declive tem significancia

Hipdteses . ~ s e oA .
'P Ha: declive ndo tem significancia
Nivel de confianga 95% 90%
t calc<t tab > nd
t calculado -0,764 -0,764 .C? cetta nao
rejeitamos HO, logo o
n 4 4 declive tem
v =n-2 2 2 significancia
t tabelado 4,303 2,92 &
Reator R5: Q=0,75 L/h
®m R5(0,75L/h) Linear (R5 (0,75 L/h))
1,000 -
i y =0,0018x + 0,484
0,800 R?=0,1494
0,600 -
o
5 a9 —a
0,400 -
0,200 -
0,000 T T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12 14

Dias de operagdo

Figura 9 - Correlacdo entre os resultados da abundancia relativa de microrganismos do dominio Archaea no
reator R5 ao longo do tempo de operagdo.
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Tabela 9 — Resultados da avaliagdo de significancia do declive de CY3 do reator R5.

HO: declive tem significancia

Hipoteses Ha: declive ndo tem significancia
Nivel de confianga 95% 90% ~
< >
t calculado 0,592 0,592 t'c'alc ttab = ndo
rejeitamos HO, logo o
n 4 4 declive tem

v =n-2 2 2 significancia

t tabelado 4,303 2,92 g

B R5(0,75L/h) Linear (R5 (0,75 L/h))
1,000 -
y =-0,0018x + 0,516
0,800 - R2=0,1494
~ 0,600 -
) BB 1 |
* 0,400 -
0,200 -
0,000 T T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12 14

Dias de operagao

Figura 10 - Correlacdo entre os resultados da abundancia relativa de microrganismos do dominio Bacteria
no reator R5 ao longo do tempo de operagao.

Tabela 10 — Resultados da avaliagdo de significancia do declive de FICT do reator R5.

HO: declive tem significancia

Hipoteses Ha: declive ndo tem significancia
Nivel de confianga 95% 90%
lc< 2> nj
t calculado -0,592 -0,592 t.c? c<ttab = ndo
n 4 4 rejeitamos HO, logo o
v=n2 2 2 Sanitinga
t tabelado 4,303 2,92 &
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Reator R6: Q=0,25L/h; T=35°C; pH=7,5

A R6(35°C) Linear (R6 (35°C))
1,000
0,800 - y =0,0005x + 0,5123
' R*=0,0171
0,600 -
5 A—a A A
0,400 -
0,200 -+
0,000 S

0 2 4 6 8 10 12 14

Dias de operagdo

Figura 11 - Correlagdo entre os resultados da abundancia relativa de microrganismos do dominio Archaea
no reator R6 ao longo do tempo de operacgao.

Tabela 11 — Resultados da avaliagdo de significancia do declive de CY3 do reator R6.

HO: declive tem significancia

Hipoteses Ha: declive ndo tem significancia
Nivel de confianga 95% 90% N
t calculado 0,186 0,186 tealcst tab = ndo
rejeitamos HO, logo o
n 4 4 declive tem
v =n-2 2 2 significancia
t tabelado 4,303 2,92 &

A R6(35°C) Linear (R6 (35°C))
1,000 - y =-0,0005x + 0,4877
R?=0,0171
0,800 -
L 0,600 -
S A4 - A
0,400 -
0,200 -
0,000 T T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12 14

Dias de operagdo

Figura 12 - Correlacdo entre os resultados da abundancia relativa de microrganismos do dominio Bacteria
no reator R6 ao longo do tempo de operagao.
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Tabela 12 — Resultados da avaliagdo de significancia do declive de FICT do reator R6.

HO: declive tem significancia

Hipoteses Ha: declive ndo tem significancia
Nivel de confianga 95% 90% ~
t calculado -0,186 -0,186 t'cfa\lc<t tab = ndo
n 4 4 rejeitamos HO, logo o
v=n2 2 2 Sgniicand
t tabelado 4,303 2,92 &

1.2. Efeito da temperatura

Reator R8: T=45°C

R8(45°C) Linear (R8 (45°C))

1,000 A
0,800 - y = 2E-06x + 0,5002

’ R? = 3E-07
0,600 -

& = = £l

0,400 -
0,200 -
0,000 S

0 2 4 6 8 10 12 14

Dias de operagdo

Figura 13 - Correlacdo entre os resultados da abundancia relativa de microrganismos do dominio Archaea
no reator R8 ao longo do tempo de operagao.

Tabela 13 — Resultados da avaliagdo de significancia do declive de CY3 do reator R8.

HO: declive tem significancia

Hipoteses Ha: declive ndo tem significancia
Nivel de confianga 95% 90%
I 2> nj
t calculado 0,000781 0,000781 tcale<t tab = ndo
rejeitamos HO, logo o
n 4 4 declive tem

v =n-2 2 2 significancia

t tabelado 4,303 2,92 &
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B R8(45°C) Linear (R8 (45°C))
1,000 -
0,300 y=-z:2-26;<;007,4998
. 0,600 -
z 0,400 - = " "
0,200 -
0,000 ; ; ; ; ; x 1

0 2 4 6 8 10 12 14

Dias de operagdo

Figura 14 - Correlacdo entre os resultados da abundancia relativa de microrganismos do dominio Bacteria

no reator R8 ao longo do tempo de operagdo.

Tabela 14 — Resultados da avaliagdo de significancia do declive de FICT do reator R8.

HO: declive tem significancia

Hipoteses . o s A
'P Ha: declive ndo tem significancia
Nivel de confianga 95% 90%
t calc<t tab > n3
t calculado -0,000781 -0,000781 calcstiab =7 nao
rejeitamos HO, logo o
n 4 4 declive tem
v =n-2 2 2 significancia
t tabelado 4,303 2,92 &
Reator R7: T=55°C
® R7(55°C) Linear (R7 (55°C))
1,000 -
i y =-0,0017x + 0,5034
0,800 R2=0,0614
" 0,600 - *
> y—‘;
© 0,400 - A
0,200 -
0,000 T T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12 14

Dias de operagdo

Figura 15 - Correlagdo entre os resultados da abundancia relativa de microrganismos do dominio Archaea

no reator R7 ao longo do tempo de operagao.
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Tabela 15 — Resultados da avaliagdo de significincia do declive de CY3 do reator R7.

HO: declive tem significancia

Hipoteses Ha: declive ndo tem significancia
Nivel de confianga 95% 90% ~
< >
t calculado -0,36177 0,36177 tcale<t tab = ndo
rejeitamos HO, logo o
n 4 4 declive tem

v =n-2 2 2 significancia

t tabelado 4,303 2,92 g

& R7(55°C) Linear (R7 (55°C))
1,000 ~
y =0,0017x + 0,4966
0,800 - R2=0,0614
0,600 -
'— ’
= — ¢ f
0,400 -
0,200 -+
0,000 T T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12 14

Dias de operagao

Figura 16 - Correlacdo entre os resultados da abundancia relativa de microrganismos do dominio Bacteria
no reator R7 ao longo do tempo de operagao.

Tabela 16 — Resultados da avaliagdo de significancia do declive de FICT do reator R7.

HO: declive tem significancia

Hipoteses Ha: declive ndao tem significancia
Nivel de confianga 95% 90% t cale<t tab > ndo
t calculado 0,36177 0,36177 ..
N 4 4 reJeltamqs HO, logo o
u=n-2 2 2 declive tem
t tabelado 4,303 2,92 significancia

128



Caraterizagao da populagao microbiana em reatores anaerdbios

2013

1.2. Efeito do pH

Reator R9: T=35°C; pH=7,5

B R9(35°C; pH=5) Linear (R9 (35°C; pH=5))
1,000 -
0,800 - y =-0,0029x + 0,5193
R2=0,641
0,600 -
o0
S .—H\.
0,400 -
0,200 -
0,000 T T T T T T 1

6 8

Dias de operagdo

10 12 14

Figura 17 - Correlagdo entre os resultados da abundancia relativa de microrganismos do dominio Archaea

no reator R9 ao longo do tempo de operacao.

Tabela 17 — Resultados da avaliagdo de significancia do declive de CY3 do reator R9.

HO: declive tem significancia

Hind
Ipoteses Ha: declive ndo tem significancia
Nivel de confianga 95% 90% t cale<t tab = nio
t calculado -1,89 -1,89 .
rejeitamos HO, logo o
n 4 4 declive tem
v =n-2 2 2 significancia
t tabelado 4,303 2,92 &

B R9(35°C; pH=5) Linear (R9 (35°C; pH=5))
1,000 ~
0,300 - y =0,0029x + 0,4807
R?=0,641

_ 0,600 -
S s = %
* 0,400 -

0,200 -+

0,000 T T T T T T 1

6 8

Dias de operagdo

10 12 14

Figura 18 - Correlacdo entre os resultados da abundancia relativa de microrganismos do dominio Bacteria
no reator R9 ao longo do tempo de operagao.
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Tabela 18 — Resultados da avaliagdo de significancia do declive de FICT do reator R9.

HO: declive tem significancia

Hipoteses Ha: declive ndo tem significancia
i 1 0, 0,
Nivel de confianca 95% 90% t cale<t tab > n3o
t calculado 1,89 1,89 ..
n 4 4 rejeitamos HO, logo o
v=n2 2 2 Sgniicand
t tabelado 4,303 2,92 &

130



Caraterizagao da populagdao microbiana em reatores anaerodbios | 2013

Anexo Il — Andlise da significancia do declive aos resultados da producao didria de CH,.

Utilizado o mesmo método do Anexo | os resultados sdo apresentados de seguida, sendo

que os graficos sdo apresentados ao longo da tese.

Tabela 19 — Resultados da avaliagéo de significdncia do declive do reator R2 (1,7 g CQOt/L.d).

HO: declive tem significancia

Hipoteses Ha: declive ndo tem significancia
Nivel de confianga 95% 90% N
t calculado 0,0133 0,0133 tealcst tab = ndo
rejeitamos HO, logo o
n 17 17 declive tem
v =n-2 15 15 significancia
t tabelado 2,131 1,753 &

Tabela 20 — Resultados da avaliagdo de significdncia do declive do reator R1 (1 g CQOt/L.d).

HO: declive tem significancia

Hipoteses Ha: declive nao tem significancia
Nivel de confianca 95% 90% t cale<t tab = n3o
t calculado 0,0975 0,0975 .
rejeitamos HO, logo o
n 17 17 declive tem
u=n-2 15 5 significancia
t tabelado 2,131 1,753 8

Tabela 21 — Resultados da avaliagéo de significdncia do declive do reator R3 (0,6 g CQOt/L.d).

HO: declive tem significancia

Hind
Ipoteses Ha: declive ndo tem significancia
Nivel de confianga 95% 90%
tcalc>ttab 2
t calculado 3,382 3,382 teale>ttab
rejeitamos HO, logo o
n 17 17 declive ndo tem
u=n-2 15 5 significancia
t tabelado 2,131 1,753 &
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Tabela 22 — Resultados da avaliagio de significincia do declive do reator R4 (1,25 L/h).

HO: declive tem significancia

Hipoteses Ha: declive nao tem significancia
Nivel de confianga 95% 90% t cale<t tab = ndo
t calculado 1,493 1,493 ..
N 6 6 reJeltamqs HO, logo o
u=n-2 4 4 declive tem
t tabelado 2,776 2,132 significancia

Tabela 23 — Resultados da avaliagéo de significincia do declive do reator R5 (0,75 L/h).

HO: declive tem significancia

Hipoteses Ha: declive ndao tem significancia
Nivel de confianga 95% 90% t cale<t tab = nio
t calculado -0,200 -0,200 ..
N 6 6 reJeltamqs HO, logo o
u=n-2 4 4 declive tem
t tabelado 2,776 2,132 significancia

Tabela 24 — Resultados da avaliag3o de significincia do declive do reator R6 (0,25 L/h; T= 35°C; pH=7,5).

HO: declive tem significancia

Hipoteses Ha: declive ndo tem significancia
Nivel de confianga 95% 90% ~
t calc<t tab 2>
t calculado 11,451 11,451 calesttap 7 Nao
rejeitamos HO, logo o
n 6 6 declive tem

v =n-2 4 4 significancia

t tabelado 2,776 2,132 &

Tabela 25 — Resultados da avaliagdo de significdncia do declive do reator R8 (T= 45°C).

HO: declive tem significancia

Hipoteses Ha: declive ndo tem significancia
Nivel de confianga 95% 90%
lc< 2> nj
t calculado -1,077 -1,077 t,c? c<ttab = ndo
rejeitamos HO, logo o
n 6 6 declive tem

v=n-2 4 4 significancia

t tabelado 2,776 2,132 &
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Tabela 26 — Resultados da avaliagdo de significdncia do declive do reator R7 (T=55°C).

HO: declive tem significancia

Hipoteses Ha: declive nao tem significancia
Nivel de confianga 95% 90% t cale<t tab = ndo
t calculado -0,198 -0,198 ..
N 6 6 reJeltamqs HO, logo o
u=n-2 4 4 declive tem
t tabelado 2,776 2,132 significancia

Tabela 27 — Resultados da avaliagdo de significancia do declive do reator R9 (pH=5).

HO: declive tem significancia

Hind
Ipoteses Ha: declive ndo tem significancia
Nivel de confianga 95% 90%
t calc<t tab = n3
t calculado 3,534 3,534 caicsttab =7 Nao
rejeitamos HO, logo o
n 6 6 declive tem
v =n-2 4 4 significancia
t tabelado 2,776 2,132 g
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