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O presente trabalho teve como objetivo a realizacdo de testes descontinuos de
biodegradabilidade anaerébia de efluentes provenientes da primeira etapa de
branqueamento de pasta kraft (DO0), ricos em compostos recalcitrantes e
potencialmente inibidores (AOX).

No presente trabalho foram avaliados os efeitos na remogéo de AOX e na producgéo
de metano por aplicacéo de varias condigdes no tratamento anaerdbio, a temperatura
mesdfila, do efluente DO: carga organica aplicada; adicdo de um co-substrato;
adicdo de cinzas como suplemento e aplicacdo de um pré-tratamento enzimatico ao
DO0. Assim, foi estudada a utilizag&o de duas cargas organicas de DO diferentes (3 e
2 g-CQOs-L1), verificando-se remocoes de AOX de 70,6 e 74,2 %, remocoes de
CQO:s de 47,5 e 26,2 % e producéo de CHsde 121,7 e 193,9 mL-CHjy-g-CQO:s inicial,
respetivamente. A adi¢do acetato e glucose conduziu a remogdes de AOX de 52,6 e
70,4 %, respetivamente, remocdes de CQOs de 76,2 e 42,9 %, e eficiéncias de
metanizacao de 335,0 e 124,0 mL-CH4-g-CQOs iniciar. Concluiu-se que a remogéo de
AOX foi maximizada no reator alimentado com 2 g-CQOs-L™ de DO.

Foi estudada a digestdo anaer6bia da mistura filtrada e ndo filtrada de DO com cinzas
volantes da caldeira auxiliar (CA5), cinzas volantes da caldeira de queima de
biomassa (CTB) e lamas de cal obtendo-se remogdes de AOX entre 62,0 e 74,4 %.
Nos reatores alimentados com a mistura néo filtrada de DO neutralizado com cinzas
CA5 e cinzas CTB ocorreu a producédo de 166,3 e 157,2 mL-CH4-g-CQOs iniciar 2,
respetivamente. A utilizacdo de cinzas CA5 e CTB parece ter sido vantajosa na
remocao de AOX, com remog0es de 70,1 e 62,0%, e ndo ter efeitos significativos
na producao de metano (CH.).

Estudou-se a adi¢do de enzimas e de cinzas CA5 e CTB. Verificou-se que nas
condigdes aplicadas, a utilizagcdo de enzimas e cinzas parece ndo ter o efeito
pretendido.

No estudo das comunidades Archaea e Bacteria verificou-se que a aplicacdo do DO
como substrato parece ter conduzido a mudancas na composi¢do das comunidades
presentes nas lamas bioldgicas.

Concluindo, a digestdo anaerdbia demonstrou ter potencial para o tratamento do DO,

nomeadamente a remogéo de AOX, e para a producdo de CHa.






keywords

abstract

DO0; AOX; Biodegradability; Methane; Effluent; Anaerobic treatment; DGGE; PCR;

Archaea;Bacteria

The present work had as objective the accomplishment of batch tests of anaerobic
biodegradability of effluents from the first stage of kraft pulp bleaching (DO), rich in
recalcitrant and potentially inhibitory compounds (AOX).

The effects on the removal of AOX and on the production of methane were evaluated
by applying several conditions in the anaerobic treatment of the effluent DO: applied
organic load; addition of a co-substrate; addition of ashes as a supplement and
application of an enzymatic pre-treatment to DO.

Thus, the use of two different organic loads of DO (3 and 2 g-CQOs- L) was studied,
with AOX removals of 70.6 and 74.2 %, removals of COD;s of 47.5 and 26.2 % and
CHys production of 121.7 and 193.9 mL-CHa initiarg-COD?, respectively. Addition of
acetate and glucose led to AOX removals of 52.6 and 70.4 %, respectively, COD
removals of 76.2 and 42.9 %, and methanization efficiencies of 335.0 and 124.0 mL-
CHy initiai-g-COD™. It was concluded that the AOX removal was maximized in the
reactor fed with 2 g-COD-L™* of DO.

Anaerobic digestion of the filtered and unfiltered DO mixture with CA5, CTB and
lime sludge ash was studied, was obtained AOX removals between 62.0 and 74.4 %.
In reactors fed with unfiltered DO mixture neutralized with CA5 ashes and CTB ashes
occurred the production of 166.3 and 157.2 mL-CHya initiar g-COD™?, respectively. The
use of CA5 and CTB ashes appears to have been advantageous in the removal of
AOX and have no significant effects on CH4 production.

The addition of enzymes, and CA5 and CTB ashes was studied. It has been found that
under the conditions applied, the use of enzymes and ashes together does not appear
to have the desired effect.

In the study of the Archaea and Bacteria communities it was verified that the
application of DO as substrate seems to have led to changes in the composition of the
communities present in the biological sludge.

In conclusion, anaerobic digestion has been shown to have potential for the treatment

of DO, namely the removal of AOX, and to produce CH..
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Contextualizacéo

Ap0ds ser utilizada em atividades humanas, a &gua com parametros quimicos e/ou fisicos
alterados € considerada agua residual. No caso de apenas parametros fisicos terem sido alterados,
como por exemplo temperatura, podera apenas ser necessario arrefecé-la até a temperatura
préxima da inicial antes de a descarregar no meio ambiente. No entanto, se a dgua residual estiver
contaminada com matéria organica ou inorganica solUvel ou insollvel, serd necessario recorrer a
uma série de tratamentos mecanicos, quimicos ou bioldgicos para proteger o ambiente destes
contaminantes.

O setor industrial € um componente essencial na economia mundial. No entanto, estas
atividades s&o uma grande fonte de consumo de recursos naturais e de emissdo de residuos nos
ecossistemas [1]. A indUstria da pasta e do papel é responsavel por depositar no ambiente uma
grande variedade de residuos solidos, liquidos e gasosos. O deposito de aguas residuais é o mais
preocupante tanto devido a quantidade, como devido as caracteristicas que apresenta.
Dependendo da matéria prima, sao necessarios milhares de litros de 4gua para a producao de uma
tonelada de papel e cerca de 75 % da agua total utilizada surge como efluente, contendo alta carga
de matéria organica poluente [2], [3]. Estas aguas residuais possuem elevada caréncia quimica e
bioquimica de oxigénio (CQO e CBO, respetivamente), compostos clorados, sélidos suspensos,
acidos gordos, acidos resinicos, lenhina, entre outros.

Dos diferentes residuos gerados durante a producéo de pasta, os efluentes provenientes
da unidade de branqueamento sdo considerados os mais toxicos devido a produgdo de varios
compostos organoclorados, tais como acidos resinicos clorados, hidratos de carbono clorados,
fendis clorados, catecdis, guaiacdis, furanos, dioxinas, siringdis e vanilinas. Estes compostos
recalcitrantes sdo estimados coletivamente como haletos organicos adsorviveis (AOX). Devido a
gravidade dos efeitos dos AOX nos ecossistemas, muitos paises impuseram limites de descarga
para AOX das fabricas de celulose [4]. Por este motivo, os residuos da inddstria papeleira passam
por tratamentos fisico, quimicos, mecanicos e bioldgicos (aerébios e anaer6bios) de forma a
reduzir a sua toxicidade [4].

O sistema de tratamento anaer6bio tem-se mostrado uma alternativa ao tradicional
tratamento aer6bio por gerar menos lamas residuais e por ser uma opg¢ao menos dispendiosa. O
tratamento por digestdo anaerdbia proporciona também beneficios econémicos devido a producédo

simultanea de metano (CH4) durante o processo de tratamento [5].






1. Revisao de Literatura

1.1. Industria papeleira

A industria papeleira consiste no conjunto de entidades responsaveis pelo fabrico de
pastas e de diferentes tipos de papéis. Esta indUstria esta envolvida nos varios estagios de vida do
papel: producdo da matéria prima (producdo florestal) e transformacdo em pasta de papel,
producdo dos diferentes tipos de papel e tratamento dos produtos no final de vida, através da
reciclagem e valorizacao energética de papeis velhos [6].

Desde 2008 a producdo nacional de pasta de fibra virgem tem vindo a aumentar. Em
2017, a producdo aumentou cerca de 1 % em relacéo ao ano anterior, tendo sido produzidas 2,753
mil toneladas de pasta. Do total da pasta produzida, o eucalipto foi matéria prima de 2,592 mil
toneladas de pasta e o pinho foi matéria prima das restantes. Em comparacgdo com o ano anterior,
verificou-se 0 aumento de 1,1 % na producdo de pasta de eucalipto e a diminuicdo de 3 % na
producéo de pasta de pinho [6].

De acordo com a Confederacdo Europeia da Industria Papeleira [6], em 2017, os paises
europeus representados por esta entidade produziram cerca de 37,8 milhdes de toneladas de pasta.
Em relagcdo ao ano anterior, a produgdo de pasta aumentou 1,7 %. Este aumento deveu-se a
producdo de pastas quimicas nesses paises. Cerca de 73 % do total de pastas produzidas
corresponderam a pastas quimicas, registando-se um aumento de 3,3 % face a 2016. A producao
de pastas mecénicas e semi-mecanicas representou 26 % do total das pastas produzidas,
verificando-se uma diminuicdo de 2,6 % da producdo do ano anterior [6].

Em 2017, Portugal foi o terceiro maior produtor europeu de pasta, sendo responsavel
pela producédo de 7,3 % das pastas totais. A Suécia e Finlandia ocupam as primeiras posicdes,
produzindo cerca de 31 % e 29 % do total de pasta, respetivamente. Portugal, foi também o
terceiro maior produtor europeu de pastas quimicas, sendo responsavel pela producao de 9,9 %
das pastas deste tipo. No mesmo ano, exportou pasta para 27 paises, demonstrando assim o
importante posicionamento nacional da industria de produgdo de pastas tanto a nivel europeu

como mundial [6].

1.1.1.Processo de producéo de pasta de celulose

As pastas de celulose podem ser preparadas a partir de uma grande variedade de
matérias primas de origem vegetal tais como como madeiras, palha e ervas, bambus, canas e
juncos. No entanto, a madeira é a matéria prima mais utilizada para o fabrico de pasta de papel
[7]. Os principais tipos de madeira utilizados sdo provenientes de Pinus radiata (pinho) e
Eucalyptus globulus (eucalipto) [8].

A producéo de pasta de papel envolve cinco passos fundamentais: o descascamento das

matérias primas, a conversao dos materiais em pasta, 0 branqueamento das pastas, a lavagem das



pastas e a triagem. Cada uma destas etapas pode ser realizada por diversos métodos, sendo que
surgem efluentes de cada uma das unidades processuais que podem ser tratados individualmente

ou em conjunto [3]. A Figura 1 resume o processo de producéo de pasta.

Matérias
Primas

Agua e

Quimicos

Preparagdo das , Producioda Brangueamento » Lavageme | Triagem
Matérias Primas Pasta Filtragem

Secagem Producéo

________ ) -t T Efluente da Pasta de Papel
Recuperacéd
dos Quimicos J J
Pasta Papel

Figura 1 - Esquema do processo de producéo de pasta e de papel (adaptado de [9]).

O primeiro passo, a preparacdo das matérias primas, consiste na remogao da casca da
madeira e na reducdo do tamanho dos materiais a aparas. Na segunda etapa, as aparas de madeira
ou de outros materiais lenhocelulésicos sdo sujeitos a processos mecanicos e/ou quimicos com o
intuito produzir a pasta de celulose [10]. Em processos mecanicos, as fibras sdo separadas
utilizando o atrito dos materiais lenhocelul6sicos, preservando todos os constituintes da madeira
(por exemplo, celulose, lenhina e hemicelulose) com apenas modificagcdes quimicas moderadas
[11]. Apesar das pastas obtidas por este método serem produzidas com elevado rendimento (90 a
98 %) e baixo custo, o papel obtido apresenta baixa resisténcia devido a lenhina presente na pasta
interferir com as ligagOes de hidrogénio entre as fibras. Além disso, a presenga da lenhina na pasta
conduz a uma coloracéo amarelada quando a pasta é exposta & luz e ao ar [12].

As pastas podem ainda ser produzidas por processos quimico-mecanicos e por processos
termo-mecénicos. Na producdo quimico-mecénica, a matéria prima é tratada quimicamente e
sujeita a tratamentos mecanicos com o intuito de promover a separagdo das fibras. Apesar de
possuir rendimento inferior ao das pastas mecanicas (85 a 90 %), a pasta obtida apresenta maior
qualidade [7]. A produgdo termo-mecénica envolve vapor a altas temperaturas antes do
refinamento, provocando a remocdo parcial das camadas exteriores das fibras, expondo desse

modo as superficies celul6sicas para ligagdes inter-fibras [10].



As pastas quimicas podem ser divididas em dois grupos pincipais: as de kraft e as de
cozimento ao sulfito. Cerca de 89 % das pastas quimicas sdo obtidas pelo processo de kraft e
apenas 5,3 % sdo obtidas pelo processo ao sulfito.

No processo de kraft, parte da lenhina e hemiceluloses presentes nas aparas de madeira
sdo despolimerizadas e dissolvidas através do cozimento num licor branco constituido
principalmente por hidréxido de s6dio (NaOH) e sulfato de sddio (Na;SO4). O processo ocorre a
pH superior a 12 e a temperaturas entre 0s 160 e os 180°C, durante 0,5 a 3 horas [11]. O licor
obtido ap6s o cozimento, o licor negro, pode ser recuperado de forma a ser utilizado novamente
no cozimento das madeiras. No processo ao sulfito, a lenhina da madeira é dissolvida pelo
cozimento das aparas numa mistura de acido sulfuroso (H2SOs) e ides bissulfureto (HSO3") [7].

1.1.2.Processo de branqueamento da pasta de celulose

As pastas obtidas através das diferentes técnicas de producdo apresentam coloragdo e
por isso podem ter de passar por processos de branqueamento adequados as caracteristicas
idealizadas para os produtos finais. As pastas conseguidas pelo método de kraft apresentam
coloragdo acastanhada necessitando de ser branqueadas para a maioria das utilizag6es. Por outro
lado, as pastas obtidas por processos mecanicos e por cozimento ao sulfito apresentam cores mais
claras podendo ser utilizadas sem passarem pelo branqueamento, por exemplo, como papel para
jornal [13].

A lenhina na madeira apresenta pouca coloracdo, no entanto ap6s o cozimento,
particularmente no cozimento kraft, é altamente colorida. A ado¢do de um cozimento mais
prolongado para reduzir as impurezas da pasta, levaria a degradacao da celulose, comprometendo
desta forma a composigdo do produto final. O branqueamento das pastas quimicas é conseguido
pela remocéo da lenhina residual e dos compostos croméforos provenientes da madeira, da etapa
de cozimento ou de fontes externas. E desejavel que este processo seja tao seletivo quanto possivel
de forma a evitar a degradacdo dos hidratos de carbono presentes na pasta, 0 que conduziria a
reducdo da qualidade da mesma [14].

O branqueamento é um processo que contempla diversas fases, alternando etapas de
deslenhificacdo e etapas de extracdo do material dissolvido. A maior parte dos compostos
utilizados sdo agentes oxidantes que reagem com a lenhina levando a producéo de grupos acidos.
Desta forma, se a fase de branqueamento for realizada em meio acido, a extracdo sera realizada
em condicdes alcalinas para remover os produtos acidos insollveis em agua.

Diversos compostos & base de cloro e de oxigénio mostraram ser eficientes no
branqueamento quimico das pastas, uma vez que aplicados sequencialmente removem
seletivamente os compostos croméforos. Geralmente, o branqueamento é realizado em pelo
menos trés etapas que utilizam compostos como cloro (Cly), diéxido de cloro (ClO,), peroxido de

hidrogénio (H-0-) e ozono (Os). A utilizacdo de vérias etapas € benéfica pois permite a reducéao



da quantidade de compostos quimicos utilizados [10]. Cada etapa de branqueamento tem uma
funcao especifica. Desta forma, as etapas iniciais da sequéncia sdo as responsaveis pela remocao
da maior parte da lenhina residual e as etapas finais sdo as responsaveis pela eliminacdo dos
compostos cromdéforos, aumentado desta forma a brancura da pasta. A combinagdo das diferentes
etapas cria sequéncias de branqueamento que podem conter ou que ndo conter cloro elementar
[14].

O branqueamento com cloro elementar leva a producdo de grandes quantidades de
compostos organoclorados. Devido a crescente preocupagdo com a producdo destes compostos
durante o branqueamento, esta técnica tem vindo a ser substituida por métodos que ndo utilizam
cloro elementar (elemental chlorine free — ECF) e por métodos totalmente isentos de cloro (total
chlorine free - TCF) [10]. Os principais compostos quimicos aplicados no processo de
branqueamento de pastas e respetivos simbolos encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1 — Principais compostos quimicos envolvidos no processo de branqueamento tradicional, ECF e TCF
(adaptado de [10], [14]).

Tratamento Quimico Formula quimica  Abreviatura
Cloro (em meio 4cido) Cl, C
Dioxido de cloro (em meio acido) ClO; D
Hipoclorito (em meio alcalino) NaClO H
Deslenhificacdo com oxigénio (alta pressdo em meio

alcalino) o °
Perdxido de hidrogénio H20. P
Ozono Os z
Acido peracético CH;COOOH Paa
Extracdo alcalina NaOH E
Extracdo alcalina reforcada com O; NaOH e O, EO
Extrag&o alcalina com adicdo de H,O,. reforgcada com O,  NaOH, O;, H20> EOP
Tratamento acido A
Compostos gquelantes EDTA Q

No processo de branqueamento ECF o CIO, é o Unico agente de branqueamento
empregue que possui cloro. Este composto é utilizado em combinag¢do com é&cido sulfarico (pH
entre 2 e 3) ou em combinagdo com hidréxido de sédio (pH>10). Frequentemente séo utilizadas
sequéncias de branqueamento do género Do EOP D1, Do EOP D; D, e A Do EOP D, P.

No processo TCF, diferentes etapas que ndo contém cloro sdo combinadas de diversas

formas, por exemplo Q P Z P, evitando desta forma a formacao de compostos organoclorados nos



efluentes. Neste tipo de brangueamento os compostos mais utilizados sdo o peroxido de
hidrogénio (P) em conjunto com 0 0zono (Z) e o acido peracético (Paa) Estas etapas incluem a
utilizacdo de oxigénio, perdxido de hidrogénio, ozono, agentes quelantes, entre outros [11].

O design final da sequéncia de branqueamento depende das prioridades em rela¢do ao
custo dos produtos quimicos, custos operacionais, restricdes especificas do processo e do

rendimento do processo de branqueamento.

1.1.3. Residuos provenientes da producéo de pasta
1.1.3.1. Caracteristicas dos efluentes provenientes do branqueamento
Cada etapa de fabrico de pastas branqueadas, acarreta a producdo de uma série
compostos poluentes. A Tabela 2 sumaria a composi¢do das aguas residuais das principais etapas
de producéo de pastas branqueadas [10].

Tabela 2 — Poluentes produzidos em cada etapa de producéo de pasta (adaptado de [10]).

A idual
Etapa gua residua

Carga ,
Processual Volume Contetido
poluente

Preparacédo da ] ) .
L Baixo Baixa Solidos Suspensos, CBO e CQO
matéria prima

y Cor, Sélidos suspensos, resinas, acidos gordos,
Producéo da ] . e
. Baixo Elevada  AOX, compostos organicos volateis, CQO, CBO
pasta . . . .
e compostos inorganicos dissolvidos
Lenhina soluvel, cor, CQO, hidratos de carbono,
Branqueamento  Elevado  Elevada  cloros inorgénicos, AOX, compostos organicos

volateis.

Os efluentes do branqueamento sdo os produzidos em maior quantidade e sdo 0s que
trazem mais preocupac@es ambientais devido aos compostos tdxicos que sdo gerados quando sao
utilizados compostos a base de cloro (tais como Cl, e ClO,). Durante este processo a lenhina é
degradada, clorada e finalmente dissolvida no efluente, levando a producdo de aguas residuais
acastanhadas. A quantidade de compostos organoclorados varia de acordo com o tipo de matéria
prima, o nimero kappa da polpa (que indica a quantidade de lenhina presente na polpa), a
sequéncia de brangueamento e as condi¢Bes operacionais [7]. Geralmente estes efluentes sdo
constituidos por lenhina dissolvida, hidratos de carbono, cor, compostos inorganicos clorados (por

exemplo ClO3’), compostos organoclorados (dioxinas, furanos, clorofendis, etc.) e compostos



organicos volateis (cloreto de metileno, dissulfeto de carbono, cloroférmio, clorometano,
tricloroetano, etc.), entre outros [7].

De todos os componentes da biomassa, a lenhina é o composto mais dificilmente
degradado através de meios bioldgicos. A lenhina é degradada durante o processo de producgéo de
pasta em compostos de alto e de baixo peso molecular clorados e ndo clorados. A lenhina e o0s
seus derivados sdo recalcitrantes e altamente toxicos e sdo responsaveis pelos valores elevados de
CQO e CBO, assim como pela cor do efluente da producéo de pastas [15].

Processos que néo utilizam Cl, como agente branqueador (ECF e TCF) geralmente
produzem menores cargas de compostos organicos halogenados por tonelada de pasta seca, do
que os métodos que utilizam este composto. A reducdo das descargas de compostos
organoclorados através da substituicdo de métodos que utilizam Cl, por métodos ECF e TCF
conduz também a diminuicdo da toxicidade do efluente [5]. Segundo Vidal et al. [5], quando a
toxicidade para microrganismos metanogénicos de aguas residuais é comparada, os efluentes de
branqueamento que utilizam Cl, sdo altamente tdxicos, enquanto que efluente ECF e TCF séo
parcialmente toxicos e ndo toxicos, respetivamente.

O CIO; ¢ utilizado como agente principal do branqueamento no processo de ECF, uma
vez que apresenta elevada seletividade para remogdo da lenhina. Na primeira etapa de
brangueamento com CIO; (etapa D0), este composto reage com 0s componentes poliméricos da
pasta gerando uma grande variedade de compostos organoclorados de diferentes massas
moleculares [16]. Os compostos organoclorados sdo geralmente quantificados em conjunto como
AOX. Estaetapa é responsavel por gerar grande parte do AOX concebido durante todo o processo
ECF. Na Tabela 3 estdo sumariadas as caracteristicas de um efluente da etapa DO de

brangueamento de pasta kraft [17].

Tabela 3 — Caracterizagéo do efluente DO[17],[10].

Parametros Efluente da etapa Do
pH 3,9
CQO (mg-LY) 2900
SST (mg-L?) 4200
AOX (mg-L%) 24,1

Foram identificados cerca de 456 compostos diferentes nos efluentes das unidades de
branqueamento de pasta e cerca de 330 desses constituintes sdo organoclorados. Os principais
compostos AOX pertencem as familias de clorofendis, clorocatecois, clorobenzenos,
cloroguaiacois, dibenzodioxinas cloradas e dibenzofuranos [4]. Estes compostos podem ser

divididos em dois grupos: organoclorados de elevada massa molecular (MM>1000 Da) e



organoclorados de baixa massa molecular (MM<1000 Da). Cerca de 80 % dos compostos
organoclorados possuem massa molecular superior a 1000 Da e sdo compostos maioritariamente
hidrofilicos e ndo aromaticos, que geralmente sdo biologicamente inativos e tém reduzidas
propriedades toxicas e mutagénicas [4]. Yan e Allen [18] e Savant et al. [4] alertaram para 0s
potenciais problemas dos restantes 20 % que possuem baixa massa molecular [10]. Parte desta
fracdo tem capacidade de penetrar nas membranas celulares e de se acumular nos tecidos gordos
dos organismos, sendo potencialmente tdxicos, mutagénicos e carcinogénicos. Alguns dos
componentes maioritarios desta fracdo sdo hidrossoliveis e quebrados antes ou durante o

biotratamento aerdébio e/ou anaerdbio dos residuos [14].

1.1.4.1mplica¢des ambientais dos efluentes da industria de pasta

Os poluentes emitidos pela indUstria de producéo de pasta de papel afetam a qualidade
da agua, do ar e da terra. Segundo a CELPA [6], em 2017 foram captados cerca de 106 milhdes
de m® de &gua para a indUstria e mais de 85 milhdes de m?® de efluentes liquidos pré-tratados foram
descarregados, no oceano, em estuarios, em rios e em albufeiras. Nestes efluentes estdo presentes
varios compostos poluentes, tais como sélidos suspensos, compostos organoclorados, azoto e
fosforo.

O efluente proveniente do branqueamento da pasta de celulose tem um efeito percetivel
na qualidade da &gua recetora. Varios autores reportam a toxicidade destes efluentes para varias
espécies de peixes [7], [19]. Os AOX contribuem para a elevada toxicidade destes efluentes.
Certas dioxinas cloradas (2,3,7,8-tetraclorodibenzofurano e 2,3,7,8-tetraclorodibenzodioxina)
provenientes do branqueamento, sdo altamente toxicas, carcinogénicas e bioacumulaveis. Estes
compostos apresentam reduzida solubilidade em agua e tendem a acumular-se em elevadas
concentragdes em animais predadores. Os efeitos negativos das dioxinas também séo validos para
a salde dos seres humanos. Mesmo em concentragfes reduzidas, as dioxinas podem levar a
desregulacdo hormonal, a distarbios no sistema reprodutivo e imunoldgico e ao desenvolvimento
anormal dos fetos [4].

A exposicdo de peixes a clorofendis resulta em danos hepaticos, alteragdes no sistema
enzimatico e no ciclo metabdlico e pode provocar malformacdes na coluna vertebral e
subdesenvolvimento das gonadas. Os clorocatecois sdo altamente mutagénicos e 0s
cloroguaiacois séo conhecidos por se acumularem nas cadeias alimentares. Os clorobenzenos sdo
carcinogénicos, causam multiplos efeitos no sistema nervoso central e tém efeitos adversos nos
pulmdes, conduzem a degeneracao renal e a porfiria [14].

Devido a todos os efeitos adversos da deposicdo destas dguas residuais em ambientes
aquéticos foram implementadas regras que limitam as descargas industriais destes compostos
poluentes. Por este motivo, as empresas deste setor sdo obrigadas a possuir uma licenga ambiental.

As licengas ambientais baseiam-se em documentos de referéncia, denominados de BREF, que



definem as Melhores Técnicas Disponiveis. O BREF atualmente em vigor estabelece que o limite
méaximo das emissbes de AOX em efluentes de producdo de pasta kraft branqueada é de 0,2
kg-ton' de pasta seca ao ar [20].

Na Tabela 4 sdo apresentados os valores de CQO, solidos suspensos totais (SST) e AOX
do BREF e da licenca ambiental atribuida pela Agéncia Portuguesa do Ambiente a uma fabrica
de pasta kraft para papel. Um dos objetivos das empresas deste setor passa por diminuir da carga

de poluentes nos efluentes, nomeadamente CQO e AOX [21].

Tabela 4 —Valores de referéncia de emissdo de CQO, SST e AOX segundo 0 BREF [21] e exemplo dos valores

maximos de emissdo segundo o licenciamento ambiental de uma empresa de pastas e papel [22].

Valor (kg-ton de pasta)

Parametro
BREF Empresa
CQO 7a20 20
SST 0,3al5 1,3
AOX 0a0,20 0,24

A rotulagem ambiental € uma ferramenta de mercado que tem como objetivo estimular a
oferta e a procura de produtos com baixo impacte ambiental, colaborando assim para o
desenvolvimento sustentavel. Este rétulo possibilita a comunicacao do desempenho ambiental do
produto e guia o comprador para escolhas de mercado mais sustentaveis, indicando quais 0s
produtos com menor impacto ambiental, em compara¢do com produtos destinados ao mesmo fim.
Desta forma, o rétulo ecolégico é considerado um método de marketing para as empresas [23].
Em 2019, a Unido Europeia implementou a atribuicdo do rotulo ecoldgico as pastas com
branqueamento ECF em que, entre outros critérios, a quantidade de AOX emitida durante a
producdo seja inferior a 0,17 kg-ton de pasta. Segundo o mesmo documento, o valor de
referéncia de CQO emitida devido a producéo de pastas branqueadas kraft é de 16 kg-ton? de
pasta [24].

Ao longo dos anos tém vindo a ser descritos varios métodos fisicos-quimicos,
eletroquimicos, enzimaticos e bioldgicos (aerdbios e anaerdbios), capazes de degradar os varios
compostos poluentes (AOX, CQO, CBO, SST, etc.) presentes nestes efluentes. No entanto é
necessario continuar a desenvolver métodos para que as emisses de compostos poluentes sejam

cada vez menores.

1.2. Métodos de tratamento de compostos recalcitrantes

Os efeitos nefastos dos compostos recalcitrantes tém levado a imposicdo de normas
regulamentadoras das descargas de AOX no meio ambiente. Apesar dos métodos de produgdo de

pastas de papel terem vindo a ser desenvolvidos para evitar a produgdo destes compostos, Varios
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poluentes continuam a ser encontrados nos efluentes industriais. Métodos fisicos, quimicos e

biolégicos tém sido desenvolvidos para potenciar a degradagdo de AOX.

1.2.1. Tratamentos fisicos e quimicos

Durante as duas Ultimas décadas, tem sido documentada a capacidade de varios
processos fisico-quimicos para a remocao de compostos toxicos e sélidos suspensos de aguas
residuais geradas nas unidades de producdo de pasta e de papel [8]. Alguns desses métodos séo a
adsorcao e coagulacdo, métodos oxidativos, a utilizagdo de membranas e a oxidagao supercritica
da 4gua.

A adsorcao é uma técnica usada para a remocao de substancias que estdo em solucao,
acumulando-as numa fase solida. [25]. Processos de adsorcéo sdo geralmente utilizados para a
remocdo de cor, CQO e de AOX. Estes processos sdo bastante dispendiosos, no entanto a
utilizagdo de carvéo ativado, Terra Fuller e de cinzas volantes como adsorventes, ttm demostrado
elevados rendimento na remocdo de cor [7]. Shawwa et al. [26] reportou o uso de carvéo ativado
para a remocdo de cor, CQO e AOX de efluentes de branqueamento de pasta, com eficiéncia
superior a 90 %. Xilei et al. [27] propuseram a combinacdo de tratamentos de adsorgdo e de
coagulacdo, para a remog&o da coloracéo e de CQO. Estes autores reportaram eficiéncias de 60,87
% e 41,38 % de remocdo de CQO e de coloragdo, respetivamente.

Mdbius e Helble [28] propuseram o tratamento de efluentes de industria de pasta através
da combinagdo da ozonizagdo e da biodegradacdo em reator de biofilme. Através deste método
foi alcangada simultaneamente uma extensa eliminacgdo de CQO, AOX e cor. Foram obtidas taxas
de eliminacéo de CQO de até 60 % e 85 %, em processos de uma e de duas etapas, respetivamente.
A qualidade do efluente tratado por este método atende as necessidades de agua doce para a
maioria dos processos de producao de papel.

Segundo Moiseev et al. [29], a tecnologia de oxidacdo foto-catalitica é promissora na
destruicdo de compostos recalcitrantes ou inibidores. A remogdo de AOX por métodos
fotocataliticos foi também relatada por Ugurlu e Karaoglu [30]. Estes autores estudaram a
remocdo de AOX, azoto total e lenhina clorada em efluentes provenientes da producdo de pasta
kraft branqueada. Através da oxidacao por radiacdo UV na presenca de H,O; e utilizando diéxido
de titanio (TiO2) como fotocatalisador, os autores obtiveram um rendimento de aproximadamente
100 % na remocéo de AOX.

Tém sido desenvolvidas varias tecnologias que utilizam membranas para o tratamento
de aguas residuais provenientes da indistria da pasta [8]. Yao et al. [31] obtiveram a reducéo de
99 % de AOX através de ultrafiltracdo e de nanofiltracdo de efluentes do branqueamento de pastas
kraft. A osmose reversa com pressdes na gama de 3,5 a 5,5 MPa ou superior também pode ser util
para a remocdo de AOX [4]. Seiss e Neissner [32] estudaram a combinagédo do tratamento de

degradacdo oxidativa UV e com a remocao de ides cloreto das aguas residuais atraves de diélise.
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Nesse estudo, foi demonstrado que a remog¢ado dos ies cloreto levou ao aumento da degradacédo
da CQO total (CQOt) e de AOX.

Apesar das elevadas eficiéncias de remogao apresentadas, 0s processos com membranas
requerem pré-tratamentos e técnicas dispendiosas. Além disso, a incrustacdo das membranas
utilizadas é outro problema associado a estes métodos [4].

A oxidacdo supercritica da dgua tem sido também sugerida para a remoc¢do de AOX. A
corrente residual pressurizada é aquecida com um oxidante a uma temperatura acima do ponto
critico da agua (374°C), o que permite a oxidacdo total dos residuos organicos. Esta técnica foi
testada em varios efluentes de indUstria de pastas, entre eles misturas de efluentes de
branqueamento kraft, tendo sido obtido um rendimento de remogéo de 99,99 %. No entanto, o
tratamento acarreta elevados custos operacionais devido a tecnologia subdesenvolvida e a reacoes
colaterais indesejaveis [4].

1.2.2. Tratamentos bioldgicos
i) Tratamentos aerobios

A oxidagdo biologica é a técnica mais amplamente utilizada para remover a CBO de
aguas residuais. Esta técnica permite a oxidagdo completa dos compostos organicos em CO; e
agua [4]. Para a aplicacdo de tratamentos aerdbios é necessario que esteja disponivel oxigénio
molecular suficiente para a oxidagao bioldgica dos compostos poluentes uma vez que a taxa de
degradac&o destes compostos é proporcional ao O dissolvido disponivel. Portanto, a necessidade
de oxigenacdo dos processos requer elevada quantidade de energia 0 que 0s torna
dispendiosos [4].

O processo de lama ativada tem sido o principal método de tratamento aplicado em
efluentes de pasta de papel. Em biorreatores de lama ativada, substancias organicas, nutrientes,
compostos toxicos e patogénicos sdo removidos eficientemente por comunidades aerébias
heterotréficas [10]. Gergov et al investigaram a eficiéncia de remogdo de compostos poluentes
atraves deste método, obtendo um rendimento de 48 a 65 % de remogéo de AOX [4].

Pokhrel e Viraraghavan [7] reviram estudos sobre o desempenho de lagoas arejadas no
tratamento de efluentes de fabricas de pasta e papel. Estes autores concluiram que tais métodos
foram eficientes na remocdo de mais de 95 % de CBO, de 85 % de compostos fendlicos, de 60 a
70 % de CQO e de cerca de 50 % de AOX, na maioria dos resultados relatados.

A utilizag&o de fungos tem vindo a ser reportada para a reducdo de CQO, de CBO e de
cor, com simultdnea remocdo de compostos clorados. Devido a degradacdo ser geralmente
incompleta, este processo requer associacdo bacteriana subsequente para mineralizagdo completa

dos poluentes.
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i) Tratamentos anaerdbios
O uso do tratamento anaerdbio na industria de celulose de papel comecou na década de

1970. Desde entdo, varias configuracdes diferentes de reatores tém sido definidas para o
tratamento anaerébio de aguas residuais. Algumas destas configuracdes sdo: lagoa anaerdbia,
processo anaerdbio de contacto, filtro anaerdbio, reator anaerdbio de manta de fluxo ascendente
(Upflow Anaerobic Sludge Blanket — UASB), reator de leito fluidizado, reator de leito granular
expandido, reator de circulagdo interna, reator anaerdbio compartimentado, acoplamento de
membrana de alta taxa e reator perfeitamente agitado (Continuous Stirred-Tank Reactor — CSTR)
[9].

A digestdo anaer6bia mostra ser uma tecnologia vantajosa, quando comparada com as
tecnologias aerdbias. Algumas dessas vantagens sao a utilizacdo de menor quantidade de energia,
uma vez que nao ha a necessidade de arejamento, a producdo de energia na forma de CHa, a
producdo de menor quantidade de biomassa e consequentemente a menor necessidade de
nutrientes, a possivel aplicacdo de maiores cargas organicas, permitindo o uso de reatores de
menor volume e a possibilidade de transformar varios solventes perigosos tais como cloroférmio,
tricoroetano e tricloroetileno em formas mais biodegradaveis.

A eficiéncia do tratamento de efluentes da indlstria de pastas através de digestdo

anaerobia é discutida na seccéo 1.4.

1.3. Processo de digestao anaerobia

A digestdo anaerdbia tem sido vista como uma solucdo para algumas preocupagdes
ambientais e como um recurso energético para a demanda do atual estilo de vida. Na Europa, em
2015, existiam mais de 17000 unidades de producdo de biogas através de digestdo anaerébia de
residuos agricolas, lamas provenientes do tratamento de esgotos, residuos de aterros e outros tipos
de residuos [33].

1.3.1.Fundamentos

A digestdo anaerdbia consiste na oxidag&o bioldgica de matéria organica através da acéo
de vérios grupos tréficos dos reinos Archaea e Bacteria que interagem de forma equilibrada e
coordenada na auséncia de oxigénio molecular. Neste processo, matéria organica complexa é
convertida em biogés, nutrientes e material celular. Tipicamente, o biogas é constituido por CHs4
(55 % a 70 %), dioxido de carbono (30 % a 45 %) e por quantidades vestigiais de vapor de dgua
e acido sulfidrico (H.S). Esta composicdo varia de acordo com a composicdo e a
biodegradabilidade da matéria organica a tratar [34].

A digestdo anaerdbia pode ser dividida em quatro etapas principais de degradacéo,

representadas na Figura 2, sendo que 0s produtos de um grupo de microrganismos servem como
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substrato para o0 grupo seguinte. As etapas da digestdo anaerobia sdo: a hidrolise, a acidogénese,

a acetogénese e a metanogénese.

Matéria Organica Complexa Biodegradavel

Hidratos de Carbono Proteinas Lipidos
| . | . —— | Bactérias
Hidrolise Anaerdbias
M L | Facultativas
] L Acidos Gordos
Monossacarideos Aminoacidos de Cadeia Longa
| | |
| 7 -
Acidogénese Bacterias
\L Acidogénicas
A\ /4
Acidos Organicos Volateis Acido Acético
CO.eH. x— Acetogénese Bacteérias
2~ 2 Acetogénicas
N
Acido Acético
— Metanogénese Archaea
CH, e CO,

Figura 2 — Esquema geral da digestdo anaerobia (adaptado de [9]).

Durante a hidrolise, a primeira etapa da digestdo anaerdbia, polimeros complexos tais

como proteinas, polissacarideos e &cidos gordos, sdo degradados a monomero solUveis por

exoenzimas hidroliticas. As exoenzimas excretadas pelas bactérias hidroliticas degradam as

proteinas em poli(peptideos), os polissacarideos em mono e dissacarideos, e os lipidos em &cidos

gordos de cadeia longa e glicerol. Esta degradacdo é necessaria uma vez que as bactérias

acetogénicas e metanogénicas sao incapazes de utilizar os substratos complexos como fonte de

carbono e de energia. Desta forma, a hidrolise é essencial para aumentar a biodisponibilidade dos

substratos [34].
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Alguns dos microrganismos hidroliticos que se destacam durante a digestdo anaerébia
por serem capazes de produzir enzimas extracelulares hidroliticas que atacam o0s substratos mais
complexos sdo dos seguintes generos: Clostridium, Proteus, Peptococcus, Bacteroides, Bacillus
e Vibrio, na producéo de proteases; Clostridium, Acetovibrio e Staphylococcus, na producédo de
celulases, hemicelulases, xilanases e amilases; e Clostridium, Micrococcus e Staphylococcus na
producdo de lipases e fosfolipases [35].

A taxa de decomposicao dos efluentes a tratar depende da sua natureza. Por exemplo, a
degradacdo de celuloses e hemicelulose é geralmente mais lenta do que a hidrdlise de
proteinas [36]. Além disso, nem toda a matéria organica é biodegradavel existindo fragdes
particuladas e/ou solUveis que s&o anaerobicamente inertes [37].

Na acidogénese, os compostos sollveis resultantes da fase hidrolitica (aminoacidos,
acidos gordos de cadeia longa e agUcares) sdo metabolizados por bactérias acidogénicas, que
excretam substancias mais simples tais como acidos organicos volateis (AOV) de cadeia curta
(entre eles, acido acético, propanoico e butirico), alcoois (metanol e etanol), CO2e H..

A acidogénese é desempenhada por um diversificado grupo de bactérias anaerdbias
obrigatdrias e facultativas, pertencentes aos géneros Clostridium, Bacteroides, Ruminococcus,
Butyribacterium, Propionibacterium, Eubacterium, Lactobacillus, Streptococcus, Pseudomonas,
Desulfobacter, Micrococcus, Bacillus e Escherichia [35], [37]. Os produtos gerados nesta fase

sdo importantes substratos para 0s microrganismos acetogénicos e metanogénicos.

Durante a acetogenese, as bactérias acetogénicas sdo responsaveis pela producéo de
acetato, CO- e Hy, compostos eficientemente metabolizaveis por microrganismos metanogénicos,
durante a etapa final da digestdo anaer6bia. Com base no metabolismo, as bactérias acetogénicas
podem ser divididas em dois grupos: as acetogénicas sintréficas (produtoras obrigatorias de H,)
e as homoacetogénicas [38].

As bactérias acetogénicas sintréficas (produtoras obrigatérias de H,) convertem os
acidos organicos intermediarios (&cido propidnico e butirico), alcoois e outros acidos organicos
maiores (&cido valérico, isovalérico e palmitico) em acetato, H, e CO, [38]. As transformacdes
acetogeénicas realizadas por bactérias sintroficas sdo termodinamicamente desfavoraveis quando
a presséo parcial de H, é superior a 10 atm. Devido a relagdo de simbiose mantida com Archaea
metanogénicas consumidoras de H, 0s ambientes metanogénicos asseguram concentracdes de H»
suficientemente baixas para o crescimento das bactérias acetogénicas, evitando-se assim a
acumulacdo de &cidos [34]. Os microrganismos deste grupo que foram identificados sdo dos
géneros Syntrophomonas e Syntrophobacter [35].

As bactérias homoacetogénicas sdo microrganismos anaerobios obrigatorios que

reduzem constantemente o H, e CO, presentes no meio a &cido acético. Os microrganismos
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homoacetogeénicos identificados pertencem aos géneros: Acetobacterium, Acetoanaerobium,

Thermoanaerobacter, Clostridium e Pelobacter [38].

O CHs € um subproduto metabdlico de microrganismos pertencentes ao reino
Archaea [37]. Estes microrganismos anaerébios obrigatdrios produzem CH. a partir de acetato,
H2 e CO.. Sem a metanogeénese, a rutura final do material organico ndo ocorreria, havendo a
acumulacdo dos produtos finais das bactérias acetogénicas [35].

A metanogénese é a etapa mais lenta no processo de digestdo anaerdbia. Os
microrganismos metanogénicos sdo mais ativos na gama de pH entre 6,5 8,0 e sensiveis em
ambientes pouco protegidos contra a acidificagdo causada pelos produtos das bactérias
acidogénicas e acetogénicas. De acordo com a especificidade do substrato, os metanogénicos sao
divididos em trés grupos: os metanogénicos acetoclasticos, os hidrogenotroficos e metilotroficos
[35].

Os microrganismos metanogénicos acetoclasticos sao de grande importancia na producédo
de biogas uma vez que sdo responsaveis pela producdo de cerca de 70 % do CH.do digestor
através da quebra do acido acético (Equagdo 1 — Tabela 5). Cerca de 30 % do CH.gerado em
digestores anaerdbios é produzido por microrganismos metanogénicos hidrogenotréficos. Estes
microrganismos metanogénicos produzem CH, através da reducdo do CO,, utilizando H»
[38],[39]. Ao converterem o CO, em CH., estes microrganismos ajudam a manter a pressao
parcial de H; no digestor que é requerida pelas bactérias acetogénicas. Os metanogénicos
metilotroficos crescem em substratos que contém grupos metil (-CHs), por exemplo, metanol
(CH30H) e metilaminas ((CHs)s—N) (Equacdes 4 e 5 da Tabela 5, respetivamente).

Os microrganismos metanogénicos estdo divididos em cinco ordens diferentes:
Methanosarcinales, Methanobacteriales, Methanococcales, Methanomicrobiales e

Methanopyrales (Tabela 5).

Tabela 5 - Ordens de microrganismos produtores de CHa e respetivos substratos [40].

Grupo Ordens Reac6es
Acetoclésticos Methanosarcinales CH;COOH - CH, + C,0 Q)
Hidrogénotroficos Methanosarcinales CO, + 4H, - CH4 + 2H,0 (2
Methanobacteriales 4 HCOOH - CH, + 3C0, + 2H,0 3)

Methanococcales
Methanomicrobiales

Methanopyrales

Metilotroficos Methanosarcinales 4CH;0H - 3CH, + CO, + 2H,0 4)
4(CH3); — N+ 6H,0 — 9CH, + 3CO, + 4NH; (5)
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1.3.2.Fatores ambientais e parametros operacionais de controlo
O metabolismo microbiano do consorcio anaerobio é determinado direta ou indiretamente
por diversos parametros fisicos e quimicos e por isso, para que o tratamento do residuo seja
otimizado, é necessario ter em conta e controlar diversas varidveis [34], [41]. O pH, a alcalinidade,
a temperatura, nutrientes, agitacdo, relacdo carbono/azoto (C/N) e a presenca de compostos
inibitdrios sao alguns dos parametros que afetam as taxas de conversdo das etapas da digestao

anaerébia.

i) pH

O pH é um parametro importante na digestdo anaerdbia uma vez que afeta a cinética das
reagbes quimicas e a taxa de crescimento de microrganismos alterando a constitui¢cdo dos
consarcios microbianos. Desta forma cada grupo de microrganismos apresenta uma gama de pH
6timo de funcionamento. Por este motivo, a digestdo anaerdbia é muito sensivel as variagdes de
pH do sistema.

O pH na digestdo anaerdébia deve de ser mantido entre 6,8 e 7,4 [42]. Em termos de gamas
de pH 6timo de funcionamento, os microrganismos envolvidos na digestdo anaerébia podem ser
divididos em dois grupos: Archaeas metanogénicas e bactérias acidogénicas. A gama de pH tima
para 0s microrganismos metanogénicos demonstrou ser entre 6,5 e 7,5 e para 0s acidogénicos
entre 5,5 e 6,5. Em culturas mistas geralmente o pH operacional utilizado é entre 6,8 a 7,2, sendo
0 pH neutro o 6timo de forma a ndo comprometer a metanogénese [43], [34]. De acordo com

Leitdo et al. [44], a atividade metanogénica € significativamente reduzida a pH inferior a 6,3.

i) Alcalinidade

A producéo de acidos organicos durante a acetogénese provoca a diminuigdo do pH do
sistema. No entanto, é essencial manter o pH numa gama neutra (entre 6,8 e 7,2) 6tima para a
atividade dos microrganismos. Desta forma, a alcalinidade no sistema deve de ser suficiente para
neutralizar os &cidos gerados durante o metabolismo. A pH entre 6,5 e 7,5 é a alcalinidade do
bicarbonato que determina a capacidade tampé&o do sistema [34].

Um sistema de digestdo anaerdbia tem a sua propria capacidade de tamponamento contra
as variacOes bruscas de pH. O CO; proveniente da degradacdo da matéria organica reage com 0s
ibes de amonia libertados durante a degradacao das proteinas e com os catiGes provenientes da
metabolizacdo dos &cidos organicos, para a producdo de bicarbonatos. No entanto, os alcoois e 0s
acucares sao compostos neutros e por isso ndao formam catides para neutralizar os acidos
produzidos durante 0 metabolismo. Por esta razao é necessario adicionar alcalinidade ao digestor,
sendo geralmente utilizado bicarbonato de sédio [45]. Para a maioria dos casos praticos, uma
alcalinidade entre 2500 e 5000 mg de CaCOs-L™ é suficiente para se obter um adequado poder

tampdo do sistema [34].
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iii) Temperatura

O processo de digestdo anaerobia, tal como outros processos bioldgicos é altamente
influenciado pela temperatura. Geralmente sdo consideradas trés gamas diferentes de
temperatura: a psicrofila (entre 5 e 15°C), a meséfila (entre 30 e 35°C) e a termofila (entre 50 e
60°C). Os microrganismos anaerobios estdo mais ativos a temperaturas mesofilas e termofilas,
sendo que baixas temperaturas processuais resultam em baixo crescimento microbiano, reduzidas
taxas de utilizagdo de substratos e, consequentemente, reduzida producdo de biogés [46]. Por
outro lado, condi¢des termofilas possibilitam maior remogdo de CQO e producgéo de biogas rico
em CHa. A condic@es termdfilas a taxa de crescimento microbiano maximo é maior, o que conduz
a maior eficiéncia na degradacdo da matéria organica, na remocao da cor e na capacidade de
desinfe¢do em menor tempo de operagéo [9].

A temperaturas entre os 40 e 50°C, os microrganismos produtores de CH. podem ter a
sua acao inibida, resultando no decréscimo da producédo de biogas, rico em CHa. Além disso, as
alteracdes e flutuacGes de temperatura devem de ser evitadas pois podem afetar negativamente a
producdo de biogas.

O método anaerdbio sob condicdes termofilas oferece potencialidades atraentes para o
tratamento de efluentes da industria de pasta e papel, uma vez que permite a aplicagdo de maiores

cargas organicas e elimina a necessidade de arrefecimento do efluente [45].

iv) Nutrientes

As necessidades nutricionais das bactérias anaerdbias sdo de suma importancia, pois os
nutrientes suprem as necessidades basicas do crescimento celular e asseguram que as células
sejam capazes de sintetizar as enzimas e cofatores que impulsionam as reagdes bioquimicas e
metabélicas. E essencial que tanto 0os macro como 0s micronutrientes estejam presentes e
disponiveis no ambiente de crescimento. Idealmente, os niveis de nutrientes devem exceder a
concentracdo ideal necessaria, pois 0s microrganismos anaerobios podem ser severamente
inibidos até mesmo por pequenas deficiéncias nutricionais. Por outro lado, quando presentes em
altas concentracdes, 0s nutrientes essenciais podem tornar-se toxicos [35]. As concentracdes
estimuladoras e inibitérias variam significativamente entre estudos devido a varios fatores tais
como, abundancia, a composicdo e o0 tempo de adaptacdo do consércio anaer6bio, a
biodisponibilidade dos metais que estd dependente do pH, potencial redox e presenca de
compostos quelantes, que podem alterar a sua estrutura quimica, e os efeitos antagonicos e
sinérgicos entre os elementos [47].

Todos os processos microbianos requerem concentragdes suficientes de macro (azoto
(N), fosforo (P) e enxofre (S)) e de micro nutrientes (cobalto (Co), ferro (Fe), niquel (Ni), enxofre
(S), selénio (Se), tungsténio (W) e molibdénio (Mo)) para suportar a sintese de biomassa e

assegurar a eficiéncia da digestao dos residuos e efluentes [9].
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Se o efluente a tratar ndo possuir as concentracBes requeridas destes nutrientes, entdo
sera necessario adiciona-los ao digestor. A necessidade de nutrientes varia de acordo com a carga
organica. Frequentemente, para efluentes com cargas organicas elevadas é adicionado N e P na
propor¢do 1000:7:1 (CQO:N:P) e para efluentes com cargas organicas baixas sdo adicionados na
proporcdo 350:7:1 [42].

V) Agitacéo
A maioria dos digestores anaerobios sdo agitados para potenciar a transferéncia do
material orgénico para a biomassa microbiana, para libertar as bolhas de gas presas no meio e

para evitar a sedimentacdo de materiais particulados mais densos [42].

vi) Relagédo C/N
A relacdo C/N considerada 6tima para o processo anaerdbio varia entre 20 e 30. Valores
de pelo menos 25:1 sdo sugeridos para a producdo de 6tima de biogas. Quando o racio C/N é
muito elevado, os microrganismos metanogénicos consomem rapidamente 0 azoto presente no
meio durante a sintese proteica. No entanto se o racio C/N for muito baixo, 0 azoto é libertado e
acumulado como ido amonio (NHa), levando ao aumento do pH, o que poderd levar & inibicdo da

populacdo metanogénica.

vii) Inibicao

De todo o consorcio microbiano da digestdo anaer6bia, 0s microrganismos
metanogénicos sao 0s mais sensiveis a presenga de compostos toxicos. A presenga de substancias
inibitdrias perturba a digestdo anaer6bia podendo mesmo levar a falha do reator. Os compostos
inibitdrios incluem compostos de enxofre inorganicos (sulfato, sulfito e sulfureto), oxidantes (p.e.
H20,), compostos organicos de baixo peso molecular, constituintes da madeira entre outros [45].

Em tratamentos anaeroébios, a presenca de enxofre inorganico pode inibir a producéao
de CHa. As bactérias redutoras de sulfato competem com os microrganismos metanogénicos pelos
substratos disponiveis tais como hidrogénio, acetato e metanol e com as bactérias acetogénicas
por compostos como propionato. Estas reacGes realizadas pelas bactérias redutoras de sulfato sdo
termodinamicamente mais favoraveis do que as reagBes metabolizadas pelos microrganismos
metanogénicos e acetogénicos. Além disso, o sulfeto de hidrogénio formado na metabolizagdo do
acetato, propionato, butirato e lactato pelas bactérias redutoras de sulfato é toxico, inibe a
atividade metanogénica, é corrosivo e contribui para a CQO do efluente [41], [45], [48]. Desta
forma a presenca de enxofre inorgénico pode conduzir a reducdo da produgéo de CHo..

Os microrganismos metanogénicos sdo anaerobios obrigatdrios sendo que o oxigénio e
outros oxidantes presentes nos efluentes sdo altamente tdxicos para 0s microrganismos

metanogénicos. As pastas mecénicas sao frequentemente branqueadas através de H,O,. Embora
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0 H20; seja considerado toxico para as bactérias em geral, é especialmente toxico para 0s
microrganismos metanogénicos por estes ndo possuirem a enzima catalase responsavel pela
decomposicao deste composto. As bactérias acidogénicas produzem esta enzima. Desta forma, a
remocdo do H.O, pode ser efetuada através da separacdo fisica das fases acidogénicas e
metanogénicas [45].

Normalmente, compostos organicos de baixo peso molecular, tais como &cidos
organicos volateis, aglcares e alcoois sdo gerados em alta quantidade durante a produgdo de pastas
de papel. Estes compostos podem inibir o processo de digestdo anaerdbia [45]. Geralmente 0s
acidos ndo dissociados tém efeito inibitério, uma vez que penetram nas células e provocam
desnaturacdo de proteinas [41]. A presenca de AOV conduz a acidificacdo do meio, podendo
provocar a inibicdo dos microrganismos metanogénicos quando a concentragdo destes compostos
é superior a 1500 mg-L*. Desta forma, deve de ser realizada a monitorizacdo periédica do
contetido de AOV no reator para detetar e corrigir eventuais problemas, evitando assim que ocorra
a falha do processo [45].

Dependendo da concentragdo em que se encontram nas aguas residuais, os extrativos
da madeira, tais como acidos resinosos, acidos gordos de cadeia longa, lenhina, terpenos volateis
e taninos também inibem a digestao anaerdbia.

Os compostos que contém cloro, tais como os AOX, sdo toxicos para a comunidade
microbiana. Segundo Ferguson et al., em escala laboratorial, concentragdes de AOX acima de
100 mg-L* tém efeito toxico para consdrcios microbianos anaerébios, levando a diminuicdo da

producéo de biogéas [49].

1.3.3. Potencial de biodegradabilidade anaerdébia

A biodegradabilidade anaerdébia é definida como a fragdo de compostos orgéanicos
presentes no substrato que, sob condi¢des anaerdbias, pode ser convertida em biogas [50].

O potencial de biodegradabilidade anaerdbia é determinado através da quantidade de
substrato gasto, através da quantidade de compostos intermediarios produzidos (tais como AOV)
ou através do volume de biogas produzido pelo consércio microbiano. A maioria dos métodos de
determinagédo do potencial de biodegradabilidade baseia-se na medicéo da producao de biogas. A
medicdo da producdo deste produto final pode ser realizada pela determinagcdo do aumento do
volume a pressao constante (métodos volumétricos), pela determinacdo do aumento de pressao a
volume constante (métodos manométricos) ou pela determinagdo da formacdo de CH,através de
cromatografia gasosa [51].

Os testes de biodegradabilidade podem ser realizados através de métodos descontinuos
(batch) e de métodos continuos. Em reatores batch o substrato é incubado com o indculo
anaerobio em condigdes operacionais e ambientais definidas e a avaliagdo do grau de degradacgdo

do substrato é realizada em intervalos de tempo pré-definidos. Os métodos continuos sdo
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realizados em reatores perfeitamente agitados operados a temperatura especifica e com diferentes
tempos de retencdo hidraulicos. Apos o estado estacionario ser alcangado, o efluente é analisado
de forma a determinar a taxa de biodegradabilidade alcangada.

Estes tipos de protocolos sdo realizados para a definicdo clara de todos os parametros
gue podem afetar significativamente os resultados dos ensaios de digestdo anaerdbia tais como a

temperatura, pH, agitacdo, substratos e rela¢do substrato/inéculo [52].

1.4. Digestdo anaerdbia de efluentes de branqueamento da industria papeleira

Vaérios tipos de configuracBes de digestores anaerdbios para degradacdo de efluentes da
industria das pastas tém vindo a ser relatados na literatura.

Chaparro et.al. [53] estudaram a eficiéncia de remocdo de matéria organica e a
diminuicdo dos efeitos toxicos e mutagénicos do efluente de branqueamento ECF de pasta kraft
tratado através de digestdo anaerobia. A eficiéncia de remocdo de matéria organica medida em
CQO variou entre 45 % e 55 % e a remocao de AOX variou entre 40 % e 45 %. Os efeitos toxicos
e crénicos agudos, bem como os efeitos citotoxico, genotdxico e mutagénicos, diminuiram a
medida que a fracdo biodegradavel dos compostos orgénicos foi removida. Estes resultados,
juntamente com a medicdo da carga organica dos efluentes do tratamento anaerdbio, indicam que
esses efluentes sdo recalcitrantes, mas ndo toxicos.

Larsson et al. [54] estudaram a digestdo anaerdbia de aguas residuais de branqueamento
ECF de pastas kraft em dois reatores anaerébios mesdéfilos. Num deles utilizaram efluentes
provenientes da producdo de pasta kraft a partir de eucalipto e no outro a partir de pinho.
Obtiveram maiores producgdes de CHs no reator com efluentes derivados da produgdo com
eucalipto (200NmML-g-COT agicionado-) do que com pinho (100 NmL-g-COT agicionado 2). Obtiveram
remogdes de COT (carbono organico total) filtrado de 60 % e de 43 % nos efluentes derivados da
producdo de pastas branqueadas a partir de eucalipto e de pinho, respetivamente.

Buzzini et al. [55] investigaram o desempenho de um sistema UASB para o tratamento
de efluentes simulados provenientes da producéo pasta de celulose branqueada e ndo branqueada.
Estes autores obtiveram taxas de remogdo média de CQO e de compostos organoclorados de 76
% e 99,7 %, respetivamente, no tratamento de residuos simulados. N&o foram observados efeitos
inibitérios dos compostos organoclorados na remocao de CQO.

A desalogenacdo termofila foi reportada por varios autores. Lepisto e Rintala [56]
utilizaram quatro tipos de reatores anaerébios em condi¢des termofilas (55°C) para a remogéo de
compostos fendlicos clorados de efluentes de branqueamento de pasta kraft com cloro. Estes
autores utilizaram reatores UASB, reatores UASB enriquecidos com sulfato, reatores UASB com
recirculagdo e um digestor de leito fixo com recirculagéo, obtendo eficiéncias de remogé&o de cerca

de 80 a 95 % dos fendis clorados, catecois, guaiacois e hidroquinonas. Todos os digestores
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utilizados por estes autores removeram entre 30 % e 70 % da CQO e entre 25 % e 67 % do AOX
presente no efluente testado.

A flexibilidade metabdlica dos microrganismos e as associacfes sintroficas nos
processos anaerobios criam um ambiente competitivo no sistema. Varios grupos microbianos
podem competir por substratos como doadores de eletrdes e fontes de carbono disponiveis, e a
dominancia de um ou mais grupos ¢ influenciada por um grande nimero de fatores bioguimicos
e operacionais, tais como CQO, pH, a temperatura, par@metros enzimaticos, entre outros.

Fitzsimons et al. [16] estudaram a influéncia da adicdo de fontes de carbono
prontamente metabolizaveis na remocgdo anaerébia de compostos clorados de elevada massa
molecular em efluentes provenientes de plantas de branqueamento de pastas kraft com cloro. Este
autor estudou o efeito da adi¢do de glucose, formato, acetato e metanol aos reatores. Segundo 0s
resultados obtidos, a remo¢do de CQO em meios enriquecidos com acetato e metanol é mais
eficiente do que realizagcdo do mesmo procedimento com glucose, formato e sem a adicédo de fonte
de carbono. Em relacdo a remogdo de AOX, foi reportado que a utilizacdo de acetato como fonte
de carbono adicional foi mais eficiente (redugdo ~20 % do AOX inicial) do que em qualquer outro
caso em que a eficiéncia foi aproximadamente 14 % [16].

Ali e Sreekrishnan et. al. [57] estudaram o tratamento anaerébio num sistema batch de
efluentes de branqueamento de polpa proveniente de residuos agricolas (mistura de bagaco, arroz
e palha). Reportaram o aumento da degradacdo de AOX e CQO quando o efluente a tratar foi
suplementado com glucose. Segundo estes autores, a adigdo de 1 % m/V de glucose gerou um
rendimento de 76 % em CHae a reducdo de 73 % de AOX e 66 % de CQO. Nos ensaios realizados
sem a adigdo de suplemento de carbono, verificou-se um rendimento em CH. de 27 % e uma
remogdo de CQO de 31 %. Estas observagdes indicam que quando expostas o tempo suficiente e
com o suplemento adequado, 0s microrganismos anaerdbios sao capazes de resistir aos compostos
recalcitrantes e inibitdrios e de os degradar [57].

Deshmukh et al. [58] relataram a degradacdo de AOX a partir de um efluente de
branqueamento de pastas com cloro elementar usando um filtro anaerébio com fluxo ascendente.
Foram observadas taxas de remogéo de AOX de 88 % e de 28 % nas concentragdes iniciais de 28
e 42 mg de AOX - L, respetivamente, com tempo de retengéo hidraulico de 20 dias. No mesmo
trabalho [58], descreveram o efeito da utilizacéo de glucose e acetato como aceitadores de eletrdes
na remogdo de AOX e reportaram ainda que em efluentes com 28 mg AOX-L%, a adicéo de
glucose, e de uma mistura de acetato e glucose induziu ao aumento da eficiéncia de remocao de
AOX para 91, 90 e 93 %, respetivamente. Da mesma forma, em efluentes com 48 mg AOX-L?,
a adicdo de glucose, acetato e de glucose e acetato induziu ao aumento da eficiéncia para 57, 56,6
e 79,6 %, respetivamente. Os resultados revelaram uma melhoria significativa na degradacéo de
AOX quando o efluente de branqueamento de pasta foi suplementado com acetato e glucose, e

ambos.
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Estes estudos demonstram que a adicdo de aceitadores de eletrbes e de fontes de carbono
prontamente disponiveis ao reator aumentam a eficiéncia do tratamento das aguas residuais.
Residuos provenientes das inddstrias de pasta podem ser co-digeridos com outros residuos
industriais ou alimentares, de forma a ajustar o racio C/N. Por exemplo, residuos da produc¢éo de
glutamato monossédico e residuos alimentares foram utilizados como co-substrato no tratamento
de lamas do processo de producéo de pasta de papel [58].

Ekstrand et al. [11] estudaram o potencial de CH4de 62 aguas residuais provenientes de
varias etapas de producao de pastas de papel de diferentes empresas. Os ensaios foram realizados
em reatores batch de 320 mL mostraram uma grande variacdo de rendimentos em CH. entre 0s
diferentes efluentes. Nos efluentes de producéo de pasta kraft, foram obtidos rendimentos em CH,
acima de 50 % em efluentes de cozimento da madeira, em efluentes de maquinas de papel e em
efluentes condensados. Os efluentes de branqueamento &cido ECF mostraram ser os mais toxicos
para 0s consorcios microbianos uma vez que deram origem a taxas de producao de CH. reduzidas.
Estes autores ainda concluiram que as taxas de producdo de CH,a partir de efluentes provenientes
do branqueamento alcalino ECF dependem da matéria prima utilizada. Ou seja, quando a matéria
prima utilizada é madeira proveniente de arvores coniferas (softwood, por exemplo Pinus), 0s
rendimentos de producdo de CHa sdo inferiores aos obtidos quando 0S mesmo processos Sao
realizados com madeira proveniente de arvores folhosas (hardwood, por exemplo Eucalyptus
globulus) [11].

E essencial a realizacdo de mais estudos de forma a identificar estratégias para reduzir
o0 impacto ambiental causado pelos efluentes da producédo de pastas. O tratamento anaerdbio dos
efluentes provenientes da produgdo de pastas tem sido relatado na literatura e aplicado em
situacBes empresariais. No entanto, os efluentes de branqueamento acido ECF possuem elevada
carga poluente e de baixa biodegradabilidade. Desta forma é necesséria a realizacdo de mais
estudos com o intuito de determinar as condigBes ambientais e as condi¢cdes operacionais que
maximizam a biodegradabilidade destes compostos, aumentando simultaneamente a producdo de

biogas rico em CHa.

1.5. Microrganismos envolvidos na degradacéo de AOX

Como referido anteriormente, AOX consiste numa mistura de diferentes compostos
organoclorados. Estes compostos sdo toxicos para grande parte dos microrganismos
metanogénicos. Assim, com o intuito de tornar os microrganismos mais resistentes as condi¢ées
adversas impostas pela presenca de compostos toxicos e dificilmente biodegradaveis, durante a
operacdo dos biorreatores, 0s consorcios microbianos anaerébios devem ser aclimatizados aos
compostos toxicos presentes nos efluentes. Ou seja, inicialmente o consorcio microbiano deve de

ser exposto a niveis subtéxicos destes compostos e a diluicdo das aguas residuais deve ser
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reduzida aos poucos. Desta forma, 0s microrganismos vao se adaptando a toxicidade dos efluentes
atraves do desenvolvimento de capacidades para degradar 0s compostos organicos [14].

Vérias culturas de bactérias anaerobias que degradam compostos organoclorados foram
isoladas e classificadas. As bactérias capazes de degradar os compostos organoclorados séo
classificadas como desalogenadoras alquilo e desalogenadoras arilo [59].

Segundo Savant et al.[4], as bactérias desalogenadoras alquilo abrangem um grupo
diversificado de anaerdbios facultativos e obrigatérios. Dentro deste grupo estdo varios
microrganismos metanogénicos e espécies de Clostridium, Acetobacterium woodii e Shewanella
que degradam principalmente compostos de baixa massa molecular (com até dois carbonos), tais
como cloroférmio, tetracloro-eteno, dicloro-eteno, dicloro-metano, tricloro-etano, tricloro-eteno,
entre outros. A maioria dos microrganismos desalogenadores arilo pertencem as proteobactérias
e a géneros tais como Desulfitobacterium e Desulfobacter.

Foram sugeridos trés mecanismos de metabolizacdo dos compostos organoclorados
pelas bactérias anaerdbias: como fonte de carbono, como co-metabolito e como aceitador de
eletrbes [15]. Certas bactérias anaerdbias utilizam compostos halogenados como fonte de carbono
e de energia [4]. Dehalobacterium formicoaceticum estirpe DMC utiliza diclorometano como
fonte de carbono e de energia, convertendo este composto em acetato e formato na razdo de 2:1.
Da mesma forma, a estirpe MC utiliza clorometano como fonte de energia, produzindo acetato
como produto principal da fermentacao [60].

O co-metabolismo é um processo no qual ocorre a modificacdo fortuita do composto
por enzimas ou cofatores que normalmente catalisam outras reagdes. Esta reacdo acidental ndo é
energeticamente Gtil para o microrganismo. Desta forma, estas reacdes somente ocorrem na
presenca de uma fonte de carbono e/ou aceitador de eletrdes [60]. Este mecanismo pode ser
encontrado em Shewanella putrefaciens, Acetobacterium woodii, Clostridium e em muitas

espécies metanogénicas como mostrado na Tabela 6.
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Tabela 6 — Bactérias que utilizam os compostos organoclorados como co-metabolitos em condicdes anaerdbias [4].

Microrganismo
Acetobacterium woodii
Clostridium formicoaceticum
Fusobacterium mortiferum
Moorella thermoacetica

Desulfobacterium autotrophicum

Methanosarcina barkeri

Methanosarcina mazei
Methanothrix soehngenii
Methanobacterium thermoautotrophicum

Methanosarcina thermophila
Methanolobus tindarius
Shewanella putrefacien
Sporomusa ovata

Staphylococcus epidermidis

Compostos

Cloroférmio, tetracloreto de carbono, tetracloroeteno
Tetracloroeteno
Hexaclorociclohexano
Tetraclorociclohexeno

Tricloroetano, tetracloreto de carbono
Tetracloreto de carbono,
1,2-dicloroetano, cloroférmio
Tetracloreto de carbono,
1,2-dicloroetano, cloroférmio
1,2-Dicloroetano

Tetracloreto de carbono,
1,2-dicloroetano

Tricloroetano

Tetracloroeteno

Tetracloreto de carbono
Tetracloroeteno

1,2,4-Triclorobenzeno

A desalogenacdo redutiva € o mecanismo dominante na remogdo de compostos

halogenados em condigdes anoxicas. Este processo envolve a remogéo do substituinte halogenado
de uma molécula com a adicdo de um protdo e de dois eletrdes (Equacédo (6)), originando um
composto organico menos clorado. Os protdes e eletrbes podem derivar diretamente do H,
(Equacdo (7)), da fermentag&o do piruvato (Equacéo (8)) ou de outros compostos organicos [61].

O objetivo final deste processo respiratorio é sintetizar ATP (adenosina trifosfato).
R—X+H*+2¢e" >R—H+X" (X=ClouBr) (6)
R—X+H, »R—H+HX

(X =ClouBr) (7

R — X + Piruvato + H,0 - R — H + HX + Acetato + CO, (X = Cl ou Br) (8)

As bactérias com capacidade de desalogenacao pertencem a uma ampla gama de géneros,
tais como Desulfitobacterium, Sulfurospirillum e Enterobacter. Estas bactérias sdo capazes de
utilizar o composto organoclorado como recetores de eletrdes e compostos tais como triptofano,

piruvato, acetato ou H, como dadores de eletres [4], como se encontra apresentado na Tabela 7.
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Tabela 7 — Bactérias utilizadoras de compostos organoclorados através de desalogenacao redutiva [4].

Microrganismos

Desulfomonile tiedjei

Desulfitobacterium

chlororespirans

Desulfitobacterium hafniense

Desulfitobacterium hafniense

Desulfitobacterium
dehalogenans

Desulfitobacterium PCE-1

Desulfitobacterium PCE-S

Dehalobacter restrictus
Sulfurospirillum multivorans

Desulfuromonas chloroethenica
Dehalococcoides mccartyi

Enterobacter strain MS-1
Enterobacter agglomerans
Desulfovibrio

dechloroacetivorans

Desulfitobacterium

metallireducens

Anaeromyxobacter

dehalogenans

26

Aceitadores de eletrdes
Tetracloroeteno, tricloroeteno,
3-clorobenzoato,
pentaclorofenol
2,4,6-Triclorofenol,
3-cloro-4-hidroxi-fenilacetato
Pentaclorofenol,
3-cloro-4-hidroxi-fenilacetato
2,4,6-Triclorofenol,
3-cloro-4-hidroxi-fenilacetato
Tetracloroeteno,
3-cloro-4-hidroxi-fenilacetato,
2,4.6-triclorofenol
Tetracloroeteno, 2-clorofenol,
3-cloro-4-hidroxi-fenilacetato
2,4,6-triclorofenol
Tetracloroeteno, tricloroeteno,
2,4,5-triclorofenol,
Pentaclorofenol
Tetracloroeteno, tricloroeteno
Tetracloroeteno, tricloroeteno
Tetracloroeteno, tricloroeteno
Tetracloroeteno, tricloroeteno,
dicloroeteno, cloroeteno
Tetracloroeteno, tricloroeteno
Tetracloroeteno, tricloroeteno
2-Clorofenol,

2,6-diclorofenol
3-Cloro-4-hidroxi-fenilacetato,
tricloroetileno,
tetracloroetileno
2-Clorofenol, 2,6-diclorofenol,

2,5-diclorofenol

Dadores de eletrdes

Ho, piruvato, formato

Ha, piruvato, formato

Piruvato, triptofano

Piruvato

Ha, piruvato, formato

Piruvato, formato

Piruvato

Ho
Ha, piruvato, formato

Piruvato, acetato
H,

Formato, piruvato, acetato
Formato, piruvato, acetato
Acetato,

fumarato, lactato,

propionato, piruvato, alanina e etanol

Formato, etanol, butanol, butirato,

malato, piruvato, lactato

H,, acetato, piruvato, sucinato,

formato, lactato



O uso de culturas microbianas mistas pode superar alguns dos problemas apresentados
pelas monoculturas, tais como as limitagdes nutricionais e a toxicidade de certos compostos. Por
exemplo, culturas mistas conseguem degradar varios compostos fendlicos com diferentes
estruturas e toxicidades [15]. Além disso, os produtos de um grupo de bactérias podem servir de
substrato para outros grupos de forma a que a degradacdo dos compostos poluentes seja mais
eficaz. Por estes motivos, a ado¢do de culturas mistas em detrimento de culturas puras é bastante

favoravel a nivel econdmico e a nivel operacional.

1.6. Recurso energético produzido

Através da digestdo anaerdbia de residuos obtém-se biogas. A composicdo e
caracteristicas do biogas produzido varia de acordo com a matéria prima utilizada. Os seus
constituintes principais sdo o CHs e o diéxido de carbono, podendo possuir ainda reduzidas
guantidades de azoto, acido sulfidrico, amoniaco, monéxido de carbono e compostos organicos
volateis. O contelldo em CH, geralmente varia entre 48 % e 65 % e o0 conteldo em didxido de
carbono geralmente varia entre 35 % e 41 % [62].

O biogas pode ser utilizado como uma fonte de energia renovavel para gerar calor e
energia, como combustivel para veiculos e como substituto do gas natural. O contetido energético
do biogés é diretamente proporcional a concentragdo de CHa. Por este motivo, ap6s a sua
producdo pode ser necessario remover parte do dioxido de carbono presente, aumentando desta
forma o seu contetdo energético [63]. O biogas, composto essencialmente por CH,4 (40 a 70 %)
e diéxido de carbono tem elevado poder calorifico (5 000 kcal-m~) e pode ser utilizado como
combustivel ou utilizado para gerar eletricidade. No entanto tém de ser realizados mais estudos
para determinar o potencial de producéo de CH,a partir de efluentes do branqueamento de pastas
kraft. A maioria dos estudos existentes foca-se na degradacdo dos compostos poluentes e ndo na

producdo de biogas.

1.7. Considerac0es finais

Em Portugal, em 2017 foram produzidos 85 milhdes de m* de efluentes liquidos pelo
setor de producdo de pastas de papel. Estes efluentes possuem elevadas cargas de SST, CQO e
AOX pelo que existe uma crescente necessidade de desenvolver técnicas para tratar e valorizar
estes residuos. Como foi revisto ao longo do trabalho, os diferentes sistemas de tratamento
anaerobio sdo uma opcdo vidvel para o tratamento de efluentes provenientes da indUstria de pastas
e de papel, nomeadamente para o tratamento de efluentes de branqueamento de pastas kraft. Além
de produzir reduzidas quantidades de lamas, este tipo de tratamento também é vantajoso na
medida em que produz energia renovavel (biogas) durante a degradacao dos compostos organicos.

A utilizacdo de compostos que tornem a comunidade anaerdbia mais robusta, tais como

nitratos e sulfatos, pode ser uma mais valia para a degradagdo uma vez que bactérias redutoras de
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sulfato e de nitrato tm mostrado ser eficazes na remocao de compostos recalcitrantes. A digestdo
anaerdbia em condicBes termofilas também € atrativa para o tratamento de efluentes da indudstria
da pasta, uma vez que permite a aplicacdo de maiores cargas organicas sem a necessidade de

arrefecer os efluentes.
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2. Obijetivo

O objetivo principal desta dissertacdo passa pela obtencdo de um processo bioldgico

anaeradbio estavel a nivel operacional e a nivel de popula¢do microbiana mista que permita reduzir

a carga poluente de efluentes provenientes da primeira etapa de branqueamento de pastas kraft

ricas em compostos recalcitrantes e potencialmente toxicos. Desta forma, pretende-se obter um

efluente tratado de elevada qualidade para ser descarregado no meio recetor e um subproduto de

valor acrescentado: 0 CHa4. Assim, sdo propostos quatro objetivos especificos para a realizagdo

do trabalho experimental:

Realizar testes descontinuos de biodegradabilidade anaerdbia, a temperatura
mesofila (36°C), de compostos recalcitrantes e potencialmente toxicos
(AOX), com a avaliagdo do efeito da adicdo de uma fonte de carbono como
co-substrato (glucose e acetato), adigdo de um suplemento alcalino e de
micronutrientes (cinzas CA5, CTB e lamas de cal) e ainda a realizacdo de um
pré-tratamento por enzimas. Esta adicdo tem como objetivo diminuir a
toxicidade do efluente a tratar e obter uma comunidade microbiana mais
robusta.

Determinar a influéncia dos diferentes aditivos e pré-tratamento na producéo
de CH, por digestdo anaerébia aplicado ao efluente proveniente do processo
de branqueamento da pasta kraft (DO).

Monitorizar os parametros fisico quimicos relativos ao processo bioldgico
anaerdbio, para otimizagdo da sua eficiéncia.

Caracterizar as populagdes microbioldgicas tendo em conta as diferentes
condigdes aplicadas nos testes, relacionando essas populagdes com condi¢des

operatorias e desempenho do sistema anaerébio.
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3. Metodologia experimental e materiais

3.1. Preparacdo e caracterizagdo dos substratos e da biomassa

3.1.1.Efluente de branqueamento de pasta kraft
O efluente utilizado (DO) € proveniente de uma unidade de branqueamento com CIO, de
pasta kraft. Na Tabela 8 encontra-se a caracterizagcdo do DO utilizado em termos de pH, CQO;,
CQOs e AOX. Ao longo do trabalho foram realizados diversos pré-tratamentos ao DO,
procedendo-se a caracterizagdo do mesmo ap6s cada tratamento. Esses resultados sdo

apresentados na secgao 4.

Tabela 8 — Caracterizacéo do efluente do branqueamento Kraft.

Parametros DO origem
pH 2,21+0,13
CQOx (g-LY) 3,64+0,68
CQOs(g-L? 3,43+0,63
AOX (mg-L™) 86,6+15,0

3.1.2.Cinzas do processo de produgéo de pastas kraft

Foram utilizadas cinzas volantes CA5, CTB e lamas de cal — Figura 3 — provenientes do
processo de producdo de pasta kraft para papel. As cinzas volantes sdo residuos inorganicos
alcalinos. As provenientes da caldeira auxiliar de queima de biomassa (casca de eucalipto) sdo
designadas por cinzas CA5 e as da caldeira de queima de material proveniente do exterior (bagaco
de azeitona, bagago de uva, aparas e serrim, entre outros) sdo designadas por cinzas CTB [64].
As lamas de cal sdo geradas no processo de recuperacgao quimica do licor negro (no processo de
conversdo do licor verde em licor branco).

As cinzas apresentam pH aproximadamente de 12 [65] pelo que foram utilizadas para
neutralizar o efluente DO. As CQO;s referentes as cinzas CA5, CTB e lamas de cal, nas
concentragdes utilizadas neste trabalho, foram determinadas em agua, no entanto foram obtidos

valores abaixo da gama de determinagdo do método.

Cinzas CA5 Cinzas CTB Lamas de cal

Figura 3 — Cinzas CA5, CTB e lamas de cal.
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A composi¢cdo quimica das cinzas CA5, CTB e lamas de cal, determinada por

fluorescéncia de raio-X é apresentada na Tabela 9 [65]-[68].

Tabela 9 — Composicao quimica das cinzas CA5, CTB [65]-[67] e lamas de cal [68].

% (m/m) CAb5 [65]-[67] CTB [65]-[67] Lamas de Cal [68]
Na.O 3,30 - 6,23 0,90 -1,50 1,10
MgO 3,61-6,63 2,30-3,31 0,61
Al203 3,64-11,3 9,30 -13,3 0,06
SiO, 11,0-28,0 41,0-52,1 0,18
P20Os 0,90 -2,28 0,90-1,43 0,52

SOs 1,12 - 3,60 0,45 - 3,60 0,20
K20 2,07 -8,77 3,90 — 4,25 0,03
CaO 25,3-40,1 11,4-23.3 55,0
TiO; 0,21-0,30 0,40 - 0,66 0,00
MnO 0,70 0,30-0,4 *
Fe.03 1,89-5,18 2,60 — 5,30 0,03
Cl 13,8 1,70 *

*no analisado

A constituicdo das cinzas volantes depende da composi¢do quimica da biomassa e das
condi¢des da combustdo (tipo de caldeira, temperatura de combustéo, entre outras). A constituicdo
da biomassa utilizada também varia dependendo do local de origem, forma de cultivo e do
armazenamento aplicado, sendo que estes fatores influenciam as propriedades das cinzas. Desta
forma, é admissivel que as cinzas provenientes da mesma caldeira apresentem algumas diferencgas

em termos de constituicdo quimica.

3.1.1.Co-substratos: Glucose e Acetato
Foram preparadas duas solugdes, uma de glucose e outra de acetato, para utilizagdo como
co-substrato nos reatores. Estas solu¢des foram preparadas pela adi¢do de 5,5 g de glucose/acetato
a 100 mL de 4gua destilada, tendo apresentado uma CQOs de 67,4+0,85 g-CQOs-L* e 42,6+0,17

g-CQOs-L1, respetivamente. A determinacdo da CQO:s foi realizada em triplicado.

3.1.2.Enzimas
Neste trabalho utilizou-se o preparado enzimatico comercial SERZIM 50, comercializado
pela Sertec 20 (Espanha). Este preparado é composto por diferentes tipos de enzimas que reagem

com o exterior das fibras de celulose. Tem na sua constituicdo endo-1, a-R-D-glucanase que
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produz um efeito de fibrilacdo, acelerando a rutura das ligacdes glicosidicas. Com a utilizacdo
desta enzima é esperado que ocorra a diminui¢cdo do tamanho das cadeias dos detritos celuldsicos
que possam estar presentes no DO e que, consequentemente, estes compostos se tornem mais

biodegradaveis, funcionando como substrato para os consércios microbianos.

3.1.3.Biomassa anaerdbia

A biomassa anaerdbia (lama bioldgica) utilizada provém de um digestor anaerébio da
estacdo de tratamento de aguas residuais dos municipios de Aveiro — SIMRIA.

Antes da utilizacdo das lamas, estas foram lavadas através da adicdo de &gua. Apoés
repousarem durante 24 horas, as lamas sedimentaram por gravidade e, assim, foi possivel
descartar-se o sobrenadante. De seguida, procedeu-se a caracterizagdo das lamas. A biomassa
utilizada em cada ensaio foi diferente, atendendo a caracterizagcdo em termos de sélidos
apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 — Caracterizacao da biomassa anaerobia.

Paréametro Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
SST (g-L ) 12,93 24,77 28,10
SSV (g-LY) 9,37 20,30 21,85
SSV/SST (%) 72,42 81,96 77,76
Alcalinidade (mg-CaCOs-L %) 2250 2550 2350

3.2. Ensaios anaerobios de biodegradabilidade

Para determinar a biodegradabilidade anaerébia do DO foram utilizados reatores Oxitop-
C com um volume total de 330 mL. Este equipamento tem a capacidade de medir a variagdo de
pressdo causada pela producdo de biogés dentro do reator. A aquisicdo dos dados é realizada
através do controlador OC110 e através do software Achat OC (versdo 3.2.0.0).

Todos os reatores foram operados em descontinuo, ou seja, apenas foi adicionada a
alimentacdo no momento inicial de montagem dos reatores. Ap6s a adi¢do da mistura reacional
aos reatores, estes foram incubados a 36 °C durante 25 dias, com agitagdo magnética.

O trabalho experimental decorreu em 3 fases. Durante a primeira fase foram utilizados
seis reatores batch com dois objetivos: estudar a carga orgéanica de DO aplicada (Reator D3 e D2)
e determinar a biodegradabilidade anaerdbia do DO com e sem adi¢do de co-substratos: glucose e
acetato (Reator D2, DA, DG, A e D). Na Figura 4 ¢é apresentada a constituicdo de cada uma das

misturas reacionais utilizadas. A mistura reacional antes e apdés o tratamento anaerébio foi
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analisada em termos de pH, alcalinidade, CQOs, solidos (SST e SSV), AOX, AQV e cloretos. A

nomenclatura de cada reator bem como a cor utilizada sdo mantidas ao longo do trabalho.

Efluente de branqueamento de pasta kraft (DO)

; : )
Carga organica Efeito de co-susbtratos
v v v y
1 g-CQO-L?! 1g-CQO-L?!

3¢-CQO-L* | 2g-coo-Lt de DO de DO 2g-CQO-L* || 2g-cQo.Lt
de+D0 de+D0 1¢-CQO-L2 1¢-CQO-LL de Aietato de Glfcose
2¢:SSV-LE | 2gSSViLY deAcetato || deGlucose | 5 gsev.Lt || 2g-ssvLt

de Lfmas de Lfmas 2 -SSV-L2 2 g-SSV L1 de Li\mas de Lfmas

Nutrientes Nutrientes de Lfmas iz Lfmas Nutrientes Nutrientes

Nutrientes Nutrientes

Figura 4 — Esquema de montagem dos reatores da primeira fase de trabalho.

Na segunda fase do trabalho foram utilizadas cinzas CA5, cinzas CTB e lamas de Cal
para neutralizar o DO (pH=7). Foram necessarias 17,22, 4,97 e 3,92 g-L* de cinzas CTB, CA5 e

lamas de CAL, para ajustar o pH do DO para 7,34, 7,04 e 7,14, respetivamente. De seguida,

procedeu-se a caracterizagdo da mistura original e filtrada do DO neutralizado com cinzas,

estudando desta forma as vantagens que este suplemento pode ter no processo. O DO com as cinzas

foi submetido a digestdo anaerdbia, adicionando-se a cada reator 2 g-CQOs-L* de DO, 2 g-SSV-L-

! de biomassa e as solucdes de nutrientes. Apds purgar com N, e fechar o reator, iniciou-se a

medicao das variacdes de pressao.

Na Tabela 11 é apresentada a constituicdo das solucdes stock de nutrientes utilizada nos

reatores anaerobios. Foi adicionado 1 mL por litro da solucéo de micro e 2 mL por litro da solucéo

de macronutrientes.

34



Tabela 11 — Concentragdo de macro e micronutrientes da solugdo stock utilizada.

P Concentracao na Solucéo Stock
Composto quimico

(mg-L™)

NH.CI 88,802

Macronutrientes KH-PO, 16,456

CaCl,.2H,0 4,248

MgSO47H20 1,733

FeCI2.6H20 0’403

CaCl,.6H,0 0,483

MnCl;.4H,0 0,135

CuCl,.2H,0 0,011

Micronutrientes Zncl, 0,023

H3BOs 0,009

(NH4)6M07024.4H20 0,048

Na,Se0s.5 H,O 0,029

NiCl.6 H;0 0012

EDTA (C10H16N20s) 0,976

Na Figura 5 é apresentada a preparacdo de cada um dos DO utilizados como substratos

nesta etapa e o0s constituintes da mistura reacional de cada um dos reatores.

Efluente de branqueamento de pasta kraft (D0)

v J 1
Adicéo de cinzas Adicéo de cinzas Adicéo de lamas de
CAb5 até pH =7 CTB até pH ~7 Cal até pH ~7
Néo . Néo . Néo .
Filtrado Filtrado filtrado Filtrado filtrado Filtrado
| | | |
Determinacdo: CQO, CBO, pH, AOX
¥ ¥ ¥ ¥

Colocar nos reatores 2g-CQO-L-1de D0 e 2g-SSV-L-1 de lamas biologicas. Adicionar nutrientes.

Colocar 200 mL da mistura dentro de cada reator e purgar com N..

Iniciar a medicdo das pressdes de cada reator no controlador Oxitop.

Figura 5 —-Esquema de montagem dos reatores da segunda fase de trabalho.
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Na terceira fase do trabalho, pretendeu-se estudar a biodegradabilidade anaerébia do DO
neutralizado com cinzas e tratado enzimaticamente com o preparado comercial Serzym 50.
Pretendeu-se ainda determinar a ordem pela qual o tratamento deve ser realizado e avaliar se 0
pH final influencia a degradacédo anaerébia do efluente.

Com estes objetivos, a preparacdo do DO foi realizada tal como indicado na Figura 6.
Em dois dos efluentes preparados utilizaram-se cinzas CA5 e CTB para regular o pH até 7,
aplicando-se de seguida o tratamento enzimatico. Em dois dos reatores utilizou-se NaOH para
ajustar o pH para 6 e em outros dois para ajustar o pH para 5. Nos efluentes a pH 6 foram
adicionadas cinzas CA5 e CTB até pH 7 enquanto que nos efluentes a pH 5 adicionaram-se cinzas
até pH 6. De seguida procedeu-se ao tratamento enzimatico dos efluentes, a 50 °C durante 1 hora,
adicionando-se 0,1 mL de enzima por litro de DO. Por fim, as misturas foram caracterizadas e 2
g-CQOs-L* de DO e 2 g-SSV-L* de biomassa foram colocadas nos reatores. Apés a adicdo dos
nutrientes, e de purgar o reator com N, este foi fechado e iniciou-se a medigdo de pressdes na

cabeca do Oxitop.
Efluente de branqueamento de pasta kraft (DO)
I |
l | l NaOH até pH 6 NaOH até pH 5
Adicéo de Adicéo de Tratamento Tratamento
CTB até cinzas CA5 enzimatico enzimatico
pH7 até pH 7 | |
Adicdo de Adicdo de Adicdo de Adicdo de
Tratamento enzimatico cinzas CTB cinzas CA5 cinzas CTB cinzas CA5
até pH7 até pH7 até pH 6 até pH 6

Determinagdo: CQO, CQO, pH, AOX

Colocar nos reatores 2g-CQO-L-1de DO e 2g-SSV-L1 de lamas biologicas. Adicionar nutrientes.
Colocar 200 mL da mistura dentro de cada reator e purgar com N,.

CTB-7-E CA5-7-E E-CTB-7 E-CA5-7 E-CTB-6 E-CA5-6
Iniciar a medicdo das pressdes de cada reator no controlador Oxitop.
Figura 6 - Esquema de montagem dos reatores da terceira fase de trabalho.

3.3. Parametros fisicos e quimicos analisados

As misturas reacionais dos reatores anaerébios operados foram analisadas no momento
inicial e ap6s o tratamento anaerdébio estar concluido. Foi quantificada a CQO: e CQOs, a CBOs,

0s SST, 0s SSV, o pH, a alcalinidade, a concentracdo de AOX, de AOV, de cloretos e de metais.
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3.3.1.Biogés
Através da Equacdo (9) e das pressbes fornecidas pelo sistema Oxitop é possivel

converter a variacdo de pressdo dentro do reator em nimero de moles de biogas produzido.

Ap X Vg —4 9)
RXT X 10

Na Equacéo (9), Nbiogss corresponde ao niimero de moles de biogas formado, Ap a variagdo

Npjogas (mol) =

de presséo, em hPa, devido ao biogas produzido, fornecida pelo sistema oxitop, V4 ao volume de
fase gasosa dentro do reator, em mL, R a constante dos gases ideais e T corresponde a temperatura
do sistema, em K.

Para obter o volume de biogds a pressdo e temperatura ambiente recorre-se a

Equacéo (10).

x 10%

Npigeas X RxT 10
Vbiogés(mL) = % (10)

Na equacdo (10), T e p correspondem a temperatura (K) e & pressdo ambiente (hPa),
respetivamente.

A composi¢do do biogads em termos de CO; e CHs foi estudada através de um
cromatdgrafo gasoso (marca SRI, modelo 8610C) equipado com detetor de condutividade térmica
ajustado para 75 °C e uma coluna 80/10 x 2.5 m CRS Hayesep. Como gas de arraste foi utilizado
hélio com caudal de 10 mL-min. O forno foij mantido a 61 °C durante os 5 minutos de analise.
Para a analise, 2 mL de biogas recolhidos com seringa sao injetados no cromatégrafo.

Os resultados sdo obtidos e analisados através do software Peak Simple que fornece o
valor das areas de cada pico do cromatograma. Aos 0,86 minutos aparece 0 primeiro pico que
corresponde a quantidade de Ar (N2, Hz, H2S, etc.) presente na amostra. O segundo pico, aos 1,05
minutos, corresponde a area de CH. e o Ultimo pico, aos 2,05 minutos, corresponde a area de
dioxido de carbono. As é&reas dos picos do cromatograma sdo convertidas em percentagem de CHa

e CO; através das Equagdes (11) e (12), respetivamente.

Ach 1
CH, (%) = 0,9896 x ——4___ % 100 (11)
* Acn, + Aco,
CO, (%) = 0,9924 x _Aco, 09 (12)
Ach, *+ Aco,

Nas Equacoes e (11) e (12), Achs € Acoz correspondem a area de CHa e a area de dioxido

de carbono, respetivamente, obtidas pela analise do cromatograma.
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3.3.2. Sdlidos suspensos totais e sélidos suspensos volateis

Para a determinacdo dos sélidos, SSV e SST, foi necesséario calcinar cadinhos de
porcelana e filtros de microfibra de vidro (com poros de 47um de didmetro). Para este efeito, 0s
cadinhos com os filtros foram colocados durante uma hora na mufla a 550 °C. De seguida, 0
arrefecimento ocorreu dentro do exsicador, até a temperatura ambiente. Os cadinhos e os filtros
calcinados foram pesados. Para a quantificacdo dos solidos suspensos totais (método 2540-
D [69]), o filtro calcinado foi utilizado num equipamento de filtracdo para filtrar um dado volume
de amostra. Apos a filtragem, o filtro foi transferido para o cadinho que permaneceu 24 horas na
estufa a 100°C, até ser atingido um peso constante do mesmo. Apds arrefecidos no exsicador a
temperatura ambiente, os cadinhos contendo os filtros foram pesados. Os SST sé&o calculados
através da Equacéo (13).
(13)

g massaapés estufa (g) — MAaSSAcadinho+filtro (g)
SST (=) = x 1000
(L) VOlumeamostra (mL)

A determinacdo dos sélidos suspensos volateis (método 2540-E [69]) foi realizada com
recurso aos filtros obtidos para determinacdo dos SST. Para determinar os SSV estes filtros foram
colocados durante 2 horas na mufla a 550 °C. Apds arrefecidos no exsicador a temperatura
ambiente, os cadinhos foram pesados (Mapssmufia). O SSV foram calculados através da Equacédo
(14).

(14)

massa,pg — massa., .~
%) — apos estufa (g) apos muﬂa(g) % 1000

S5V ( Volume,y,ostra (ML)

A determinacdo dos SST e SSV foi sempre realizada em triplicado.

3.3.3.Caréncia quimica de oxigénio

A caréncia quimica de oxigénio é definida como a quantidade de um oxidante especifico
que reage com a amostra sob condi¢des controladas. O oxidante quimico reage com a matéria
organica e inorganica presente na amostra, no entanto a matéria organica encontra-se em maior
guantidade e é a que tem maior interesse. Foi utilizado o método de refluxo fechado com
determinagdo por colorimetria método 5520-D descrito em APHA Standard Methods [69],
utilizando um termoreator Aqualytic™ AL125 e um espectrofotometro da marca Aqualytic™
COD Vario PC.

Para a determinacgdo da CQO das amostras foram utilizados tubos com tampa adequados
para a realizagdo desta analise. Nos tubos foi adicionado 3,5 mL de uma solugédo contendo acido
sulfarico (H.SO4) e sulfato de prata (AgSO.), 1,5 mL de uma solucéo de dicromato de potéssio
(K2Cr20y) contendo sulfato de mercuirio (HgSO4) e 2,5 mL de amostra. Para a determinagéo da
CQO: das amostras é utilizada a amostra tal e qual enquanto que para a determinacdo da CQO;s a

amostra tem de ser previamente filtrada. A filtragcdo foi realizada utilizando filtros com tamanho
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de poro de 47um. Apds misturar e agitar os reagentes, a solucéo foi digerida durante 2 horas a
150 °C. A gama de concentracdes do método utilizado é entre 100 e 900 mg-CQO-L™.

Apbs arrefecimento a temperatura ambiente, a absorvancia das amostras foi lida com
recurso a um espectrofotometro e convertida em concentragdo de CQO (mgO.-L™?). Este

parametro foi determinado em triplicado.

3.3.4.Caréncia bioquimica de oxigénio - 5 dias

O método para medicdo da CBOs consiste na quantificacdo do oxigénio molecular
utilizado na degradacéo bioquimica de material organico e material inorgénico, durante um
periodo de 5 dias. Esta determinacéo foi realizada segundo o método 5210B descrito em APHA
Standard Method [69]. Neste método, procede-se a incubacdo da amostra com uma semente
(populacdo de microrganismos capazes de oxidar a matéria organica biodegradavel na amostra) e
com nutrientes, durante 5 dias a 20 + 1 °C com agitacdo. Este procedimento fornece uma
estimativa da CBO (mg-O,-L?) a pH entre 6,5 e 7,5. Foi ainda adicionado sulfito de sédio para
diminuir as interferéncias do cloro na populacdo microbiana.

Assumindo que os nutrientes ndo estdo presentes ou estdo presentes em quantidades
insuficientes no efluente, para o normal desenvolvimento da comunidade bacteriana, procedeu-se
a adicdo destes compostos. Desta forma, foi adicionado 1 mL por litro de cada uma das seguintes
solucdes: solucéo de 0,25 g-L™ de cloreto de ferro hexahidratado, solucéo de 25,5 g-L™ de cloreto
de célcio anidro e solucdo de 22,55 g-L* de sulfato de magnésio hepta-hidratado. A quarta solucéo
adicionada é composta por fosfato monobésico de potassio (8,5 g-L?), fosfato dissodico
heptahidratado (21,7 g-L ) e cloreto de aménio (1,7 g-L 7).

3.3.5.Haletos organicos adsorviveis

A determinacdo de AOX foi realizada com recurso ao equipamento analisador de AOX
da marca Thermo Fisher Scientific, modelo ECS 1200, através do método da norma ISO 3562.
Este método é aplicado para determinar a concentracao de cloro, brometo e iodo (expressos como
cloro) ligados organicamente.

As amostras a serem analisadas sao diluidas de forma a que a concentragcdo de AOX esteja
dentro da gama de leitura do equipamento. Num frasco erlenmeyer com tampa, a 100 mL de
amostra diluida e acidificada sdo adicionados 5 mL de uma solucdo de NaNOs acidificada com
acido nitrico e 50 mg de carvao ativado (medidos com colher de medicdo). Desta forma, o material
organico presente na amostra é adsorvido no carvao ativado e os haletos inorganicos adsorvidos
no carvao ativado sdo removidos atraves do deslocamento competitivo com os ides de nitrato. De
seguida, a solucdo é colocada a agitar durante duas horas, € filtrada e o bolo acumulado no filtro
é incinerado a 1000 °C num tubo de quartzo. Os filtros utilizados sdo de policarbonato com

didmetro de 25 mm e tamanho de poro 0,4 um (Whatman® Nuclepore™ Track-Etched
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Membranes). No forno, o carbono orgéanico é convertido em didxido de carbono (CO>) e o cloro
ligado ao carvao ativado € convertido a &cido cloridrico. O acido cloridrico é adsorvido no
eletrélito e quantificado através de titulacdo microcoulométrica. O software fornece um gréfico
da titulacdo sendo que a &rea integrada sob a curva, dada em Coulomb (C), é proporcional ao
numero de moles de halogénio recuperadas.

A concentracdo massica dos AOX, pci (AOX), em mg-L?, é obtida pela Equacdo (15).

_Qs=Qp) XM (15)
par (AOX) = ——————x 1000

Na Equacdo (15), Qs corresponde ao valor da area da amostra, Qo ao valor da area do

branco, M a massa atdmica relativa do cloro, V ao volume da amostra e F & constante de Faraday.

3.3.6.Acidos Organicos Volateis

A quantificacdo dos AOV foi realizada através de cromatografia gasosa, segundo o
trabalho de Gameiro et al. [70]. A anélise das amostras acarreta uma pré-prepara¢do em que 1mL
de amostra filtrada ¢ misturada com 0,25 mL de acido formico (Panreac™). As amostras para
analisar foram armazenadas a 4 °C.

A quantificacdo de AQV foi realizada por cromatografia gasosa, injetando 0,5 pL de
amostra filtrada e acidificada num cromatégrafo de gas PerkinElmer™ Clarus 480.

A temperatura do injetor foi definida para 300°C e a do detetor de ioniza¢éo de chama
para 240 °C. O gés de arraste utlizado foi o hélio. O programa de temperatura utilizada passa pelo
arrangue durante 1 minuto a 70 °C, sendo que de seguida ocorre o aumento de 20 °C por minuto
até atingir os 100 °C que se mantém durante 2 minutos. A temperatura volta a aumentar 10 °C por
minuto até aos 140 °C, e é mantida por 1 minuto. Por fim, segue-se 0 aumento de 35 °C por
minuto até atingir os 235 °C, temperatura que é mantida por 6 minutos. O tempo total de corrida
é entdo 18,2 minutos [70].

A curva de calibragdo é obtida através da injecéo de solugdes standard de &cido acético,
propidnico, iso-butirico, n-butirico, iso-valérico e n-caproico (Riedel-de Haén™). As
concentracdes de acidos sdo convertidas em CQO de acordo com a estequiometria de oxidagao:
1,067 mg-CQO-mg ! de écido acético, 1,514 mg-CQO-mg™! de acido propidnico, 1,818 mg-
CQO-mg! de acido n-butirico ou iso-butirico, 2,039 mg-CQO-mg' de acido n-valérico ou iso-
valérico e 2,207 mg-CQO-mg! de acido caproico [70]. As retas de calibragdo utilizadas sdo

apresentadas no Anexo A.1.
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3.3.7.pH e alcalinidade
O pH foi determinado através do equipamento Consort C-515 acoplado a um elétrodo de
pH.
A alcalinidade foi determinada através do método 2320-B descrito em APHA Standard
Methods [69]. A alcalinidade foi quantificada através de titulacdo de 50 mL da amostra com acido
cloridrico (1N) até pH de 4,5, com o auxilio do aparelho Consort C-515. Este procedimento

permite determinar a capacidade tamp&o do sistema, que pode ser calculada pela Equagéo (16).

mgCaco3) _ Vici(mL) X Ny X 50000

Alcallnldade ( L Vamostra (mL)

(16)

Na Equacéo (16), Vhci corresponde ao volume de HCI utilizado na titulagdo da amostra
até pH 4,5, em mL, Nncia normalidade da solugdo de HCI utilizada na titulacéo, que neste caso

foi de 1 N, € Vamostra 20 Volume de amostra utilizado, em mL.

3.3.8.Determinacdo de cloretos

A concentragdo de cloretos presentes nas amostras foi determinada com recurso ao
método do elétrodo do ido seletivo, descrito no método 9212 disponibilizado pela United States
Environmental Protection Agency [71]. As amostras foram recolhidas, filtradas e armazenadas a
4 °C até ao momento da andlise. Para determinar as concentracdes de cloreto através deste método
€ necessario a preparacdo de padrdes com recurso a uma solugdo stock de cloreto de sédio (1000
mg-Cl-L ). O cloreto de sédio utilizado foi seco durante duas horas a 110 °C e permaneceu no
exsicador. As solugdes padrdo preparadas através da solugdo stock com concentragdo final de
1,00, 3,00, 10,0, 30,0 e 100,0 mg-Cl-L™* foram analisadas com o elétrodo seletivo para cloreto
sob agitacdo e foi obtida a reta de calibracdo disponivel no Anexo A.2. As amostras foram

analisadas do mesmo modo.

3.3.9. Espectrometria de adsorcao e de emissdo atomica

A espetrometria de adsorcdo e de emissdo atomica foi realizada com recurso ao
equipamento da PerkinElmer, para determinar a concentracdo de ides presentes nas amostras
iniciais e finais dos reatores que foram alimentados com DO e com cinzas (ensaio 2 e 3).

Na espectrometria de emissao atébmica, a amostra é sujeita a um ambiente térmico com
elevada energia, através de uma chama ou de plasmas, para que 0s seus atomos sejam excitados.
No entanto, como nesse estado energético 0s atomos estdo instaveis, estes voltam
espontaneamente ao estado fundamental emitindo luz. A intensidade de uma linha de emissao
aumenta a medida que o nimero de atomos excitados do elemento aumenta. Desta forma, neste

método determina-se a intensidade da radiacdo emitida durante o decaimento.
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No método de adsorcdo atdmica, os atomos no estado fundamental absorvem um
cumprimento de onda especifico ao ficarem excitados. Desta forma, a quantidade de &tomos é
proporcional & quantidade de luz absorvida e assim é possivel proceder a uma determinacao
guantitativa do analito presente na solucéo.

O ido Na* foi analisado por emissdo atdmica sendo que os restantes foram analisados por
adsorcdo. Na analise do Mg?*, do Ca?* e do Fe?* foi necessério adicionar 1 mL da solugdo de
lantanio e na analise do Fe® foi necessério adicionar 1 mL de cloreto de célcio para diminuir as
interferéncias.

Para esta andlise foi necessario preparar retas de calibracdo a partir de solu¢bes com
concentracdes conhecidas de cada ido. As retas de calibracdo utilizadas sdo apresentadas no
Anexo A.3.

3.4. Dindmica microbiana

3.4.1.Extrac@o do DNA e amplificacdo do gene rRNA 16S

As lamas iniciais e apds o tratamento anaerébio do DO foram recolhidas em microtubos
esterilizados e congeladas em azoto liquido a -80 °C até ao momento da extracdo do DNA. A
extragdo de DNA para o estudo das comunidades bacterianas e Archaea foi realizada com o
auxilio do kit comercial DNeasy PowerSoil Kit (comercializado pela Qiagen), de acordo com as
instrucOes do fabricante.

Com o intuito de avaliar a integridade e possiveis contaminagdes dos fragmentos de DNA
extraidos, foi realizada uma eletroforese em gel de agarose a 1,5 % (m/v), durante 1 horaa 90 V,
em TAE 1x. O TAE (tampdo de Tris-Acetato-EDTA) é comercializado pela Qiagen numa
concentracdo de 50X, sendo necessario diluir para a solucdo de trabalho x1. De seguida, os géis
foram colocados durante 20 minutos numa solucdo de brometo de etideo a 0,5 pug-mL* e 10
minutos em agua destilada. A aquisi¢do das imagens dos géis foi realizada através do sistema de
imagem Gel DOCTM XR+ SYSTEM (Bio-Rad).

Analisou-se 0 gene 16S rRNA com o objetivo de avaliar a dindmica microbiana. A regido
variavel (V3) deste gene foi amplificada por PCR e os fragmentos resultantes foram analisados
por DGGE (eletroforese em gel com gradiente deshaturante - “denaturing gradient gel
electrophoresis ™).

As combinacdes de primers 338F_GC (5'-
ACTC CTACGGGAGGCAGCAGGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACG
GGGGGCCTA-3") e 518R (5-ATTACCGCGGCTGCTGG-3’), especifica para Bacteria, e a
combinacdo  A344F  (5-ACGGGGTGCAGCAGGCGCGA-3) e  A934R  (5-
GTGCTCCCCCGCCAATTCCT-3"), especifica para Archaea, foram utilizadas para amplificar

genes 16S rRNA de Bacteria e de Archaea, respetivamente.
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Os reagentes utilizados na reacdo de PCR sdo da marca NZYtech. Cada reagdo de
amplificacdo foi realizada num volume total de 25uL, contendo Mix NZYtech 2x Green Master
(2,5 mM MgCly; 200 uM dNTPs; 0,2 U-uL* DNA polimerase), primers 10 uM, DNA extraido
(50-100 ng) e agua ultrapura. Os controlos negativos para PCR foram preparados substituindo o
DNA por agua esterilizada. As condicGes para o0 PCR de Bacteria realizado no termociclador
(Bio-Rad iCycler Thermal Cycler) incluem um passo inicial de desnaturacdo a 94 °C durante 5
minutos, 35 ciclos (30 segundos a 92 °C, 30 segundos a 55 °C, 30 segundos a 72 °C), e um passo
de extensdo final de 30 minutos a 72 °C.

O PCR para Archaea foi realizado segundo Perreault et al. [72]. A desnaturagéo inicial
ocorreu durante 5 minutos a 95 °C, o emparelhamento foi ajustado para 60 °C diminuindo 1 °C a
cada ciclo (10 ciclos, 1 ciclo/minuto), seguindo-se 20 ciclos adicionais. Nestes ciclos a
desnaturacdo ocorre a 94 °C (1 minuto), o emparelhamento a 50 °C (1 minuto) e extenséo durante
3 minutos a 72 °C. Para evitar a geracdo de bandas duplas no gel DGGE realizou-se uma extensao
final a 72 °C durante 30 minutos.

3.4.2. Eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE)

Os produtos de PCR foram analisados em géis de poliacrilamida a 8 % (m/v) com um
gradiente de desnaturacdo de 35 a 60 % (Bacteria) e 40 a 70 % (Archaea) (onde 100 %
corresponde a 7 M de ureia e 40 % de formamida). Com o intuito de induzir a polimerizagéo do
gel, adicionou-se 140 L de persulfato de amdnia (Bio-Rad) 10 % (m/v) e 14 uL de TEMED
(NZYtech). Apos polimerizacéo do gel, este foi colocado em TAE (x1) a 60 °C e em cada pogo
foi aplicado 20 uL de produto de PCR e 5 pL de tampdo de carga. Nas extremidades do gel foram
colocados marcadores que permitem o alinhamento do gel [73]. O gel foi submetido a uma
corrente de 20 V por 10 minutos e depois a 75 V durante 16 horas.

De seguida, os géis foram colocados 10 minutos numa solucéo de brometo de etideo a
0,5 pg/mL e 20 minutos em agua destilada. A aquisi¢do das imagens dos géis foi realizada através
do sistema de imagem Gel DOCTM XR+ SYSTEM (Bio-Rad). Os perfis de DGGE foram
analisados utilizando o software GelCompar Il e com base na presenca (1) ou auséncia (0) de
bandas individuais em cada lane, uma matriz binaria foi construida. Os dados binarios que
representam os padrdes de bandas foram usados para gerar uma matriz de distancias, utilizada
para gerar 0os dendrogramas.

Para a analise dos padrdes de DGGE foram calculados os indices de diversidade Shannon-
Weaver (H’) e de equitabilidade de Pielou (J”). Estes indices foram calculados pelas Equagdes
(17) e (18). Para a realizagdo destes calculos foi necessario associar a intensidade das bandas a
valores numéricos, criando-se assim uma matriz de intensidades através do software

BioNumerics.
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S
H = — Z Pi(InPi) )
i=1

I H,
=15 (18)

Nas Equacdes (17) e (18), Pi corresponde a intensidade relativa da banda e S ao nimero
de bandas na lane do DGGE.

3.4.1.Célculos
O sistema Oxitop forneceu uma tabela de dados que indica a diferenga de presséo ao
longo do tempo dentro dos reatores. Através das diferencas de pressao e das percentagens de CHa
obtidas por cromatografia gasosa, é possivel determinar o nimero de moles de CH,4 dentro dos
reatores. Para isso foi utilizada a Equagé&o (19).
pXV=nXRXT (19)

Na Equacdo (19) , p corresponde a pressdo em atmosferas, V ao volume do headspace
em mL, T a temperatura de incubagdo em kelvin e R a constante universal dos gases perfeitos.

No célculo do nimero de moles de gases formados (n), utilizou-se a temperatura
operacional de 36 °C (309,15 K), R igual a 8,314 J-(K-mol)*, V igual ao volume do headspace e
p igual as diferencas de pressdo obtidas através do sistema Oxitop em hPa. Estes valores foram
aplicados na Equacéo (9).

Com o intuito de determinar o nimero de moles de CH4 produzido, o nimero de moles
de gases formados foi multiplicado pela percentagem de CH4. De seguida, foi aplicada a Equacao

(20) para determinar o volume de CHano interior dos reatores.

VCH4(mL) = nCH4 XRXTX 103 (20)
O valor da contante R aplicada na Equagdo (20) foi de 0,082 atm-L-(mol-K)?, e
considerou-se a pressao atmosférica (1 atm).
Para calcular a massa de CQO no CHy4 é necessério ter em conta a reagdo de oxidacao
completa do CH4, apresentada na Equacdo (21). Através desta equacdo é possivel verificar que

sdo necessarias duas moles de oxigénio (O2) para a oxida¢do do CHsa diéxido de carbono e agua.

CH, + 20, - CO, + 2 H,0 (21)
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Atendendo a estequiometria da Equacdo (21), é possivel obter-se a Equacgdo (22) que

relaciona o volume de CH4 (em mL) no interior do reator a 309,15 K com a massa de CQO no
CH.4 (9-CQOcH,)-

m(g — CQOcy, ) = ncu, X 64 22)

A percentagem de remocao de matéria organica, considerando o valor de CQO inicial,
é calculada a partir da Equacdo (23). Na expressao CQOinicia € CQOrinal COrrespondem a CQO
determinada no inicio e no fim do tratamento anaerdbio, respetivamente.
(CQOmiciar = CQOfinar) % 100 (23)
CQOiniciar
O grau de acidificacdo é calculado através da Equagdo (24).

% Rem (inicial) =

Y AOVsing (como CQO) o
CQOinicial
O rendimento de producdo de CH4 por CQO removido, é calculado através da Equagdo

Grau de Acidificagdo % = 100 (24)

(25).
Volumecyy acumulado (25)

Y CcH4 =
CQO0rem CQOinicial - CQOfinal

O rendimento de produgdo de CH. por CQO adicionado € dado pela Equacéo (26).

CH4 como CQO y

100 (26)
CQO0iiciar

Metanizacio, % =

A percentagem de AOX removido € calculada segundo a Equagéo (27).
AO0Xiniciar — AOXfinar

x 100 @n
AOX inicial

Remocio de AOX,% =
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4, Resultados e Discussao

4.1. Estudo do efeito da carga orgéanica e da adicdo de co-substratos

O primeiro ensaio teve como objetivos a otimizacdo da carga orgénica do DO a ser
aplicada nos ensaios anaerdbios seguintes e a verificacdo de eventuais beneficios da adicao de
acetato e de glucose ao DO como co-substratos. Para este efeito foram utilizados seis reatores: em
dois foram utilizadas duas cargas organicas diferentes (2 g-CQOs-L* e 3 g-CQOs-L ) com apenas
DO como substrato; outros dois reatores foram alimentados na propor¢édo 1:1 em CQO (1 g-
CQOs-L1de DO e 1 g-CQOs-Lde co-substrato (glucose ou acetato)); e os dois reatores restantes
foram alimentados apenas com os co-substratos (2 g-CQOs-L* de acetato ou de glucose). A

nomenclatura utilizada na designacao dos reatores é apresentada na Tabela 12.

Tabela 12 — Nomenclatura utilizada para cada um dos reatores em funcéo da alimentago aplicada.

Nome do Reator DO Glucose Acetato
(g-CQOs-LY) (g-CQOs-LY) (g-CQO,-LY)
D3 3 ) :
D2 2 ) :
DA 1 ) 1
DG 1 1 i
A ] : 2
© - 2 i

4.1.1. Funcionamento geral dos reatores
Para avaliar a estabilidade do funcionamento dos reatores foi analisado o pH, a

alcalinidade e a quantidade de SST e SSV no inicio e no fim dos ensaios.

41.1.1. SST e SSV

A determinacdo dos sélidos suspensos permite verificar a quantidade de matéria organica
e inorganica particulada presente nos reatores no momento inicial e final. A evolugéo dos SSV
ddo uma indicagdo da evolucao da biomassa. Na Figura 7 apresenta-se a concentracdo do material
particulado em termos de SST e SSV para o primeiro e Ultimo dia do tratamento anaer6bio e na
Tabela 13 esta apresentada a variacao de SSV e SST.

Comparando a evolucdo dos SSV dos reatores D3 e D2, verifica-se que a utilizagdo de
uma carga organica de 3 g-CQOs-L* conduziu a diminuicdo de 2,5 % dos SSV presentes no
momento inicial, enquanto que no reator alimentado com 2 g-CQOs- L™ verificou-se um aumento

de 13,7 % dos SSV, possivelmente devido ao crescimento microbiano. O Unico substrato utilizado
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nos reatores D3 e D2 foi o efluente DO, substrato este que contém elevada quantidade de
compostos inibitérios, nomeadamente AOX, para o crescimento microbiano. Desta forma, é
razoavel concluir que a utilizacdo de uma maior carga organica, associada a uma maior quantidade

.....

maior carga organica (D3).
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Figura 7 — Concentracéo de SST e SSV no ponto inicial e final dos reatores.
Tabela 13 — Variagdo de quantidade de solidos entre o inicio e o fim dos reatores.
D3 D2 DA DG A G
Variagdo SSV (%)  -2,50 13,7 10,3 1,42 28,5 -21,9
Variagdo SST (%) -13,0 2,05 4,81 -7,60 9,29 -36,2

*variagdo negativa corresponde a diminuigdo de SSV e SST, enquanto que a positiva corresponde a produgao.

No reator DA, em que acetato + DO (1 g-CQOs-L1+1 g-CQOs- L 1) foram utilizados como
substratos, verificou-se um aumento de 10,3 % de SSV. O aumento de SSV no reator A, onde nao
estdo presentes 0s compostos menos biodegradaveis e potencialmente inibitdrios que constituem
o0 DO, foi 0 que apresentou 0 maior crescimento de 28,5 %, dado também ser o co-substrato mais
biodegradavel. Desta forma, verifica-se, a partir dos reatores DA e A, que a presenca de DO no
reator DA fez com que o crescimento microbiano fosse inferior ao de A, devido a presenca de

compostos organoclorados no DO menos biodegradaveis.
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No reator DG a quantidade de SSV inicial foi de 2,35+0,08 g-SSV-L* e a final foi de
2,38+0,05 g-SSV-L™*, verificando-se que ndo ocorreu um aumento significativo de SSV. No reator
G, a utilizacdo de apenas glucose como substrato conduziu a diminui¢cdo de SSV, dado neste
reator haver mais glucose (2 g-CQOs-L™) do que no reator DG, e como parte deste material esta
na forma particulada, ira contribuir para o SSV inicial. Assim, foi observada uma diminuicao de
SSV, muito provavelmente devido a solubilizacdo do substrato particulado e do pouco
crescimento bacteriano.

Pelas variagOes de SSV nos reatores D2, DA e DG, constata-se que a utilizagdo de DO
com adicdo de uma fonte de carbono prontamente disponivel, glucose ou acetato, ndo resultou no
aumento do crescimento de SSV, em relagdo com o reator alimentado apenas com 2 g-CQOs-L™*
de DO, provavelmente por a comunidade existente estar adaptada aos substratos mais
biodegradaveis.

O racio SSV/SST (0,71-0,92) para todos os reatores indica que tanto no inicio como no
final do tratamento anaerdbio a maior parte dos sélidos suspensos eram volateis e adequados para
um tratamento biolégico. Pela andlise da Figura 7 ainda é possivel verificar que a quantidade de
solidos suspensos fixos (diferenca entre os SST e os SSV) diminuiu com o tratamento anaerdbio,

para todos os reatores.

4.1.1.2. pH e alcalinidade

De acordo com a literatura, a digestdo anaerdbia é sensivel as mudancas de pH,
principalmente devido aos microrganismos metanogénicos que crescem a pH superior a 6,6 [9].
Por outro lado, as bactérias acidogénicas sdo menos sensiveis e crescem entre pH 4,0 e 8,5 [9].
Na Figura 8 sdo apresentados os valores iniciais e finais de pH e de alcalinidade dos reatores.

No gréfico (a) da Figura 8 verifica-se que o pH final da maioria dos reatores (D3, D2,
DA, DG e A) se situou entre 6,65 e 7,74 estando, portanto, dentro da gama de pH 6timo para a
producdo de CH4[9]. A alcalinidade nestes reatores aumentou entre 0 momento inicial e o final o
que contribuiu para que o pH final estivesse dentro da gama de pH de produgdo de CHa.

O pH final do reator alimentado apenas com glucose foi 5,59, 0 que indicia que s
condi¢des ndo foram favoraveis a atividade da comunidade metanogénica. Para além disso, houve
uma diminuicao da alcalinidade pelo que a alcalinidade final deste dltimo é inferior & alcalinidade
inicial. Verifica-se que os reatores com glucose apresentaram uma menor alcalinidade inicial,
pelo que foram mais suscetiveis ao abaixamento de pH. Desta forma, é possivel prever que a
producéo e acumulagdo de AOV neste reator levou ao abaixamento do pH dado a alcalinidade

ndo ter sido suficiente para contrariar essa produgéo.
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Figura 8 — pH (a) e alcalinidade (b) iniciais e finais dos reatores.

4.1.2. Remocgédo de AOX

Na Figura 9 sdo apresentadas as concentraces de AOX iniciais e finais dos reatores D3,
D2, DA e DG. Os reatores A e G ndo continham AOX, uma vez que ndo foram alimentados com
DO, e por este motivo, ndo séo apresentados.

O reator D2 foi 0 que apresentou maior taxa de remocdo de AOX, com uma remogao de
74,2 % do AOX inicial, seguindo-se o reator D3, com uma remocao de 70,6 %. Verifica-se ainda
que a utilizacdo de acetato e de glucose como co-substrato conduziu a remocdes de 52,6 % e 70,4
% do AOX inicial, respetivamente. Estes resultados sao expectaveis dado o AOX inicial ser mais
elevado para D2 e D3, e por isso maior contribuicdo para a sua adsorcao nas lamas, para além da
biodegradacdo. No D3, dado o AOX ser um composto inibidor, ndo conduziu no global a

remoc0es tao elevadas como no D2.
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As remog0es obtidas com a utilizacdo de glucose como co-substrato sdo semelhantes as
referidas na literatura. A taxa de remocdo de AOX no reator DG é semelhante a obtida por Ali e
Sreekrishnan [57]. Estes autores reportaram que a adicdo de 1 % (m/v) de glucose no tratamento
anaerdbio, em reator batch, de efluentes de branqueamento de pastas provenientes de residuos
agricolas com concentracdo inicial 32 mg-Cl--L, conduziu a remocéo de 73 % do AOX presente,

ao fim de 70 dias de operacéo [57].
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Figura 9 — AOX inicial e final dos reatores D3, D2, DA e DG.

Deshmukh et.al.[58], estudaram a adicdo de glucose e de acetato em efluentes de
branqueamento de pasta com concentracdes de AOX de 28 mg-L™. Estes autores obtiveram
remogdes de AOX de 88, 90,7 e 92,2 % sem a adicdo de fonte de carbono suplementar, com a
adicdo de 4 g-L* de glucose e com a adicéo de 4 g-L* de acetato, respetivamente. No presente
trabalho foi adicionada 1 g-CQOs-L* de co-substrato. Comparando os resultados obtidos com os
descritos por Deshmukh et.al.[58], pode-se prever que possivelmente a adicdo de maior
quantidade de co-substrato poderia conduzir & maior remocdo de AOX. No entanto para tal
acontecer seria utilizada maior quantidade de acetato do que do efluente que se pretende tratar o
que ndo parece ser uma opgdo economicamente viavel para o tratamento do residuo.

No que diz respeito a utilizacdo de glucose e de acetato contribuir para 0 aumento da
eficiéncia de remocéo de AOX os resultados obtidos no presente trabalho n&o corroboram com o
que foi relatado [58]. No entanto, é de referir que a concentracdo inicial de AOX é bastante mais
baixa (menos de metade), nos ensaios onde se adicionou co-substrato, o que tera contribuido para
uma menor adsorcao nas lamas e por conseguinte uma menor remocao global deste composto.

Deshmukh et.al.[58] também relataram remocbes de 28 % de AOX quando a
concentragdo inicial foi de 48mg-Cl-L"1. Chaparro et.al.[53] obtiveram remogdes de AOX entre
40 e 45 % quando trataram num reator anaerobio de leito fixo efluentes de branqueamento ECF

de pasta kraft. Buzzini et.al.[55] removeram 99,7 % dos compostos organoclorados presentes
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num efluente de branqueamento de pasta kraft simulado. Desta forma, as remogdes obtidas nos
reatores D2 e D3, 74,21 e 70,64 %, estdo entre as remocdes relatadas na literatura.

As concentracdes finais de AOX dos reatores DA (7,95 mg-AOX:-L?) e DG (5,37 mg-
AOX:-L1) sdo inferiores as dos reatores D2 (10,7 mg-AOX:L?) e D3 (16,7 mg-AOX:-L?). Ou
seja, os reatores alimentados com menor quantidade de AOX e com acetato e glucose
apresentaram valores de AOX finais inferiores aos dos restantes reatores. Isto pode dever-se a
presenca de menores quantidades de AOX, ou entdo & utilizagdo dos co-substratos. Mais estudos
terdo de ser realizados com o intuito de verificar se a utilizagdo dos co-substratos realmente
conduziu a concentragdes finais de AOX inferiores. A halorespiracdo e co-metabolismo sdo 0s
principais mecanismos de remoc¢do de compostos organoclorados. Os eletrGes necessarios para a
desalogenacao redutiva sdo gerados a partir da oxidacdo do H, que provém da fermentacdo de
compostos organicos como glucose, acetato, butirato, etc. Desta forma, a suplementacdo dos
doadores de eletrBes fornece, teoricamente, condi¢des termodinamicamente mais favoraveis para
a reacdo de decloracdo microbiana [58], algo que nédo foi evidente no presente trabalho.

As remocOes de AOX obtidas podem dever-se a biossorcao destes compostos por parte
das lamas [18], & interacdo destes compostos com outros que promovem a degradacdo dos
compostos organoclorados, a alteragcbes no pH que conduzam a degradacdo do AOX [74] e
também a biodegradacgdo anaerdbia destes compostos.

As bactérias anaerobias tém a capacidade de transformar os compostos clorados em
compostos que sdo mais facilmente degradados, através de mecanismos de desalogenagé&o.
Através deste processo ocorre a libertacdo de ides cloreto. Por este motivo, procedeu-se a analise
dos ides cloreto presentes nos reatores no momento inicial e apds o tratamento anaerébio. Os

resultados obtidos estdo representados na Figura 10.
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Figura 10 — Concentracédo de cloretos nos reatores no inicio e no fim tratamento.
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Na Figura 10 é possivel verificar que a concentragdo inicial de cloretos variou entre
713,72 e 1580,90 mg-L. Nos primeiros dois reatores apresentados na figura verifica-se o
aumento de ides cloreto entre o inicio e o fim do tratamento anaerébio. Inicialmente, os filtrados
dos reatores D3 e D2 possuiam cerca de 1580,90 e 1007,70 mg-L* e apds o tratamento os filtrados
continham cerca de 1933,26 e 1280,44 mg-L™, tendo ocorrido o aumento de 22,3 e 27,1 % de
cloretos, respetivamente. Este aumento provavelmente esté relacionado com a libertacéo de iGes
cloreto que ocorre durante a desalogenacéo redutiva do AOX, processo este que leva a diminuigado
da bio refratariedade dos compostos organoclorados [75].

O balanco de massa aos cloretos dos reatores D3 e D2, tendo em conta a soma da
quantidade de AOX e de cloretos (apresentados em mg-Cl-L* nas Figura 9 e Figura 10,
respetivamente), mostra que a concentragdo de ides cloreto no final do tratamento é superior a
que aparentemente estava presente na inoculacdo. Parker et.al. [76], propuseram duas hip6teses
para justificar este resultado. A primeira hip6tese indica que o cloreto adicional pode ser resultado
da libertagdo de cloretos intracelulares do in6culo. No entanto esta hipétese foi descartada pelo
autor quando colocou as lamas em agua durante 14 dias a 35°C e verificou que a quantidade de
cloreto inicial e final era inferior ao limite de detecdo do método (10mg-L ™). A segunda hipétese
supde que o cloreto adicional pode resultar da degradagdo da matéria organoclorada que nao é
quantificada na determinacdo de AOX. Esta hipotese foi testada pelo autor que analisou as
concentragdes de cloreto, AOX e haleto total em amostras que de seguida foram armazenadas.
Apobs dois meses, concluiram que em comparagdo com as concentracfes iniciais, as solugdes
finais continham menor quantidade de AOX e maior quantidade de cloretos. Além disso
verificaram que a soma da quantidade de cloretos e de AOX era inferior a quantidade de haleto
total. Os autores concluiram que este resultado pode ser consequéncia da deterioracdo da matéria
organoclorada durante o armazenamento e que o cloreto adicional produzido durante o tratamento
anaerobio pode ter sido originado pela matéria organoclorada que nao foi detetada pelo método
de determinacéo de AOX utilizado [76].

Nos reatores DA e DG, verifica-se que apesar de ter ocorrido remocdo de AOX a
quantidade de iGes cloreto diminuiu com o tratamento anaerdbio. Neste caso, propde-se a hipotese

dos ibes cloreto poderem ter sido adsorvidos pelas lamas bioldgicas.

4.1.3.Producéo de CH4
Na Figura 11 sdo apresentados os volumes de CH4 acumulados produzidos por cada um
dos reatores. O grafico da pressdao acumulada, volume de biogas e percentagem de CH, estdo
disponiveis no Anexo B. Verifica-se que a produgdo de CHs comegcou mais cedo, ao décimo
primeiro dia, nos reatores alimentados com acetato, reatores A e DA. Além disso, verifica-se que
foi nestes reatores que ocorreu maior producdo de CH., sendo que no reator A foram produzidos

cerca de 77 mL e no reator DA foram produzidos cerca de 85 mL.
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Comparando os reatores DG e DA com o reator D2, no que diz respeito ao desempenho
guanto ao volume de CH4 produzido, verifica-se que a adicdo de glucose e de acetato ao DO
resultou no aumento do volume de CH, produzido em cerca de 3,0 e 66,6 %, respetivamente.
Verifica-se ainda que esta adicdo levou a que a metanogénese comegasse mais rapidamente e que
0 CH, fosse detetado a partir do décimo primeiro e décimo quarto dia nos reatores DA e DG,
respetivamente. A maior parte do CH, produzido no reator DA ocorreu até ao décimo quarto dia.

O reator G apresentou menor producdo de CH4 do que os restantes reatores, o que pode
estar associado a acidificacdo do mesmo, uma vez que o pH final deste foi 5,59. Desta forma,
provavelmente alguns microrganismos da comunidade metanogénica, sensiveis as variagdes de

pH, foram inibidos resultando na menor producgdo de CHa.
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Figura 11 — Produc&o de CHa pelos reatores ao longo dos 25 dias de tratamento.

A utilizacdo de uma carga organica mais elevada no reator D3 do que em D2 fez com que
a producdo de CHjs se iniciasse mais tarde, o que indicia o potencial inibidor do substrato. Como
é possivel verificar, s6 foi detetado CH4 no reator D3, no vigésimo quarto dia. No entanto, o
volume final de CH,4 no reator D3 é superior ao produzido por D2.

Através deste parametro verifica-se que a utilizacdo de acetato e de glucose como co-
substrato nestes reatores, parece ter reforcado a comunidade metanogénica levando a que a
producdo de CH4 ocorresse mais rapidamente. Além disso, a presenca de acetato parece ter levado
a maior produgdo de CHo..

4.1.4.Remocdo de matéria organica, grau de metanizacao e de acidificagdo

Na Figura 9 observa-se a composicao inicial e final dos reatores em termos de CQO:.

Além disso, esta representada a constituicdo da CQOs em termos dos AOV individuais.
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Figura 12 — CQO e AOV nos reatores no momento inicial e final.

O valor espectavel para a CQO;s inicial dos reatores D2, DA, DG, A e G era 2 g-CQOs-L-
!, No entanto, como é possivel verificar na Figura 12, a CQO:s inicial do reator DG foi superior a
esperada, provavelmente devido a presenca de solidos organicos na solugdo de glucose utilizada
na preparacdo do substrato. A CQO; inicial dos reatores D2, DA, A e G foi préximo do esperado.
No reator D3 foi adicionado cerca de 3 g-CQOs-L™, e por isso o valor mais elevado no gréafico.

Pela anélise da mesma figura, verifica-se que em todos 0s reatores ocorreu remogao da
CQO; durante o tratamento anaerdbio. As taxas de remocao de matéria organica séo apresentadas
na Tabela 14.

Segundo os valores apresentados na Tabela 14, as taxas de remogdo de matéria organica,

variaram entre 26,2 e 85,7 %, tendo aumentado segundo a ordem D2 < G < DG < D3 <DA<A.

Tabela 14 — Taxas de remogao de carga orgéanica, de metanizagao e de acidificagdo de cada reator.

Remogao de Metanizagdo  Acidificagdo CH4/CQOs inicial

CQO:s (%) * (%) * (%) * (ML-CHa-9-CQOs iicial ™) AOVIALS
D3 47,5 30,7 3,69 1217 0,08
D2 26,2 46,5 17,4 193,9 0,25
DA 76,2 74,1 17,2 335,0 0,19
DG 429 31,3 9,57 124,0 0,34
A 85,7 64,0 15,0 253,6 0,18
G 32,6 39,5 33,5 156,4 1,58

*considerando o valor de CQO:s inicial
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A maior taxa de remocdo de matéria organica (85,7 %) foi obtida no reator A, seguido
pelo reator DA (76,2 %). Pela comparacdo da eficiéncia de remogdo obtidas nestes reatores com
a obtida no reator D2 (26,6 %), pode-se concluir que, para cargas organicas iniciais préximas de
2 g-CQOs-LL, a presenca de acetato conduziu a maiores remogdes de CQOs. Isto deveu-se ao
facto de o acetato ser um composto com elevada biodegradabilidade anaerdbia e um dos principais
substratos para 0s microrganismos metanogenicos na producdo de CH,4. Desta forma, o acetato
foi mais rapidamente utilizado pelo consércio microbiano, o que consequentemente conduziu a
uma maior remocao de matéria organica. Varios estudos [53], [54], [58] indicam que a presenga
de maiores quantidades de AOX conduz a diminuigédo da eficiéncia de remocdo da CQO;s e da
producdo de CH., desta forma, é previsivel que nos reatores alimentados com maior quantidade
de DO ocorra menor producdo de CH4 e remocéo de CQO.

Na utilizacdo de DO juntamente com acetato e glucose (reatores DA e DG,
respetivamente) verificaram-se remocg6es de matéria organica de 76,2 e 42,9 %, respetivamente,
0 que confirma que o acetato é o substrato preferencial da comunidade metanogénica. Os reatores
DA e DG apenas contém 1 g-CQOs-L™ de DO e, por isso, ttm menor quantidade de compostos
inibitorios. Assim, o aumento da remocdo de matéria organica nos reatores DA e DG em
comparagdo com o D2 pode dever-se tanto & presenca dos co-substratos (acetato e glucose), que
sdo compostos mais biodegradaveis do que o DO, como a menor guantidade de DO presente. Ali
et. al. [57] reportaram a remocéo de 66 % da CQO quando adicionaram 1 % (m/v) de glucose ao
efluente de branqueamento a tratar anaerobiamente. No trabalho realizado foi adicionada uma
menor quantidade, de cerca de 0,1 % (m/v) de glucose, o que contribuiu para que a remocao de
CQO:; fosse inferior a indicada na literatura [57].

O aumento da carga organica de 2,0 para 3,0 g-CQOs-L?, nédo foi inibitério na remocéo
de matéria organica, uma vez que a remogao no reator D3 foi superior a obtida em D2, 47,5 e
26,2 %, respetivamente. Chaparro et al. [53] obtiveram remog¢fes de CQOs entre 50 e 52 % no
tratamento de efluente de branqueamento de pasta kraft (ECF) operando um reator de leito fixo,
com tempo de retencdo hidraulico de 25 horas, e com a biomassa aclimatizada. A performance
do reator anaerdbio é altamente influenciada pela biomassa utilizada sendo que, segundo Speece
[77], a biomassa aclimatizada e imobilizada parece ser um fator chave na tolerdncia e
biodegradacdo dos compostos téxicos. Buzzini et al. [55] reportaram a remocéo de 76 % da CQO
de efluentes simulados de branqueamento de pastas kraft contendo até 1,4 g-CQO-L? e
concluiram ainda que, nas condices utilizadas e com o reator UASB, a presenca dos compostos
organoclorados apresentou baixo impacto na remocdo do CQO. O mesmo se verificou nos
reatores D3 e D2 uma vez que as concentracdes iniciais de AOX eram de 56,9 e 41,6 mg-Cl--L™*
e no primeiro ocorreu maior remog¢éo de CQOs do que no segundo.

A remogdo de matéria orgénica do efluente ocorre principalmente com a producdo de

CHjy e de didxido de carbono. De acordo com a Tabela 14, o grau de metanizagdo dos reatores
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variou entre 30,7 e 74,1 %, aumentando de acordo com a seguinte ordem: D3 < DG <G < D2 <
A <DA.

Os reatores D2 e G apresentaram taxas de remoc¢do de matéria organica de 26,2 e 32,6 %
e graus de metanizacdo de 46,5 e 39,5 %, respetivamente. Estes resultados ndo sdo concordantes
uma vez gque indicam que ocorreu maior producdo de CH4 (em CQO) do que remocdo de matéria
organica (em CQOs). Duas hipdteses sdo propostas para justificar este resultado. Por um lado, os
resultados podem ser justificados pela solubilizacdo de matéria organica que inicialmente néo foi
contabilizada na CQOs, conforme foi confirmado na solucdo de glucose que apresentava sélidos
suspensos. Apos a solubilizagdo, estes compostos passam a estar disponiveis como substrato para
as bactérias anaerdbias para producdo de AOV e CHa. Por outro lado, o volume de CH4 produzido
pode ter sido calculado em excesso devido a erros no sistema OXxitop.

Os reatores alimentados com acetato, reatores A e DA, apresentaram graus de
metanizacdo de 64,0 e 74,1 %, respetivamente. Estes valores sdo superiores ao grau de
metanizacao obtido no reator D2 (46,5 %). Esta tendéncia era a espectada uma vez que que 0
acetato é facilmente convertido em CH, durante a digestdo anaerdbia e, por isso, nos casos em
que foi utilizado maior quantidade de acetato, ocorreu maior conversdao de CQOs em CH,. Por
outro lado, apesar de a quantidade de acetato no reator A ser superior a do reator DA, verificou-
se uma maior taxa de remocdo de matéria organica, mas um grau de metanizacéo inferior ao do
reator DA. Desta forma, verifica-se que o consércio microbiano do reator DA, em particular os
microrganismos metanogénicos, nao foram tdo inibidos pela presenca dos compostos
organoclorados presentes no DO (a concentracdo de AOX era baixa), como a inibicdo verificada
nos microrganismos metanogénicos no reator A, devido a presenca de alta concentragdo de
acetato (2 g-CQO-L™?).

Os reatores DG e G apresentaram graus de metanizacdo de 31,3 e de 39,5 %,
respetivamente, valores estes inferiores ao obtido no reator D2 (46,5 %). Estes reatores foram os
que apresentaram menores valores de pH final (6,65 e 5,59), o que pode ter conduzido a inibigdo
da comunidade metanogénica, e consequentemente a um grau de metanizacdo mais reduzido, e
um favorecimento da comunidade acidogénica. Na Figura 12 é possivel verificar que no reator G
ocorreu acumulacdo de AOV, o que conduziu a acidificagdo do meio. Os reatores G e DG
apresentaram um grau de acidificacdo de 9,57 e 33,5 %, respetivamente.

O reator D3 foi 0 que teve menor grau de metanizacdo. Este reator foi alimentado com
maior quantidade de DO do que os restantes e, consequentemente, com maior quantidade de AOX.
O menor grau de metanizacdo pode ser explicado pela maior quantidade de compostos
recalcitrantes e potencialmente inibidores presentes neste reator, que pode ter levado a que parte
dos microrganismos metanogenicos fossem inibidos. Apesar da comunidade metanogénica

parecer ter sido inibida neste reator, foi ainda obtida uma taxa de remogao de matéria organica de
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47,5 %. O grau de acidificacdo deste reator foi também o mais reduzido (3,69 %), 0 que indica
gue ndo ocorreu acumulacdo de AOV.

A produtividade em CH,4 do reator D3 foi de 121,7 mL-CH4-g-CQOs iniciar™, para D2 foi
de 193,9 mL-CHj-g-CQOs iniciar %, para DA foi de 335,0 mL-CHas-g-CQO:s iniciar %, para DG foi de
124,0 mL-CH4-g-CQOs inicial , para A foi de 253,6 mL-CHa-g-CQOs iniciai ™ € para G foi de 156,4
mL-CH4-g-CQOs iniciar 2. No trabalho de Larsson et al. [54] foram obtidas produtividades de 76,9
mL-CH4-g-CQOs iniciar X na digestdo anaerdbia de efluentes de branqueamento ECF de pasta kraft,
num reator UASB em 150 dias de operacdo. No presente trabalho obteve-se produtividades em
CHy superiores as obtidas nesse trabalho.

Os AOV (principalmente, o acido acético) sdo os principais intermediarios que conduzem
a producdo de CHa, no entanto a sua acumulagdo durante o processo de digestdo anaer6bia pode
levar a diminuicdo do pH para valores em que 0s microrganismos metanogénicos séo inibidos.
Desta forma, nos reatores metanogénicos, espera-se que ndo ocorra uma acumulacao substancial
de AOV. Pela andlise da Figura 12 verifica-se que a concentracdo total final de acidos para todos
os reatores é inferior a 0,75 g-CQO-L™.

Comparando a producédo de AOV dos reatores D2 e D3 verifica-se que ao final de 25 dias
de tratamento anaerdbio o reator com menor carga organica (D2) contém maior quantidade de
AOV (0,344 g-CQO-L* de acido propidnico e acético) do que o reator alimentado com 3 g-
CQO-L* (0,132 g-CQO-L 1, contendo &cido propidnico), o que confirma o potencial inibidor do
DO.

Cerca de 72,4 % e de 100 % da CQO:s final nos reatores DA e A corresponde a acido
propidnico e valérico e a acido acético e valérico, respetivamente. Desta forma é possivel prever
que para tratamentos anaerdbios mais prolongados, nas condi¢des aplicadas, provavelmente
seriam obtidas remogdes de matéria organica proximas de 100 %, uma vez que os &cidos poderiam
ser utilizados na producdo de CHa.

Um dos critérios utilizados para avaliar a estabilidade dos reatores durante o tratamento
anaerobio baseia-se no racio AOV/Alcalinidade (AOV/Alc). Os reatores encontram-se estaveis
para o tratamento anaerdébio quando este racio é inferior a 0,4. O racio AOV/Alc do reator G
(1,58) ¢ significativamente superior a 0,4, 0 que aponta para a instabilidade deste reator no que
diz respeito a producdo de CHa. Os racios AOV/Alc dos restantes reatores sdo inferiores a 0,4,
pelo que é previsivel que as condi¢des aplicadas possibilitem a producéo de CHa.

O grau de acidificacdo, de metanizacéo e o racio AOV/Alc indicam que os reatores D3,
D2, DA, DG e A funcionaram bem como metanogénicos, enquanto que o reator G apresentou um

comportamento acidogénico, benéfico para a produgdo de AOV.
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4.1.5.Consideracdes gerais sobre o ensaio

Dos reatores que foram alimentados com DO, o reator que foi suplementado com acetato
(DA) obteve maiores taxas de remocdo de CQOs e de metanizagdo, em comparacdo com 0S
restantes. A taxa de remocao de CQO; e 0 grau de metanizacao foi 2,9 e 1,6 vezes maior no reator
alimentado com DO e acetato (DA) do que no reator D2, respetivamente. Desta forma, o acetato
parece ter reforcado o consorcio microbiano para a producdo de CH4. No entanto, este reator foi
0 que obteve menor taxa de remocéo de AOX (52,6%).

A adicdo de glucose ao DO (na proporcéo de 1:1 em CQO) conduziu ao aumento de
apenas 3,0 % na producdo de CH., quando comparado com o reator apenas alimentado com DO a
2 g-CQOs-L, pelo que se pode assumir que esta adi¢do ndo é vantajosa a nivel de utilizacdo de
recursos. A remogdo de AOX no reator DG foi superior a obtida no reator DA, mas ambas foram
inferiores a do reator D2.

Em termos de carga organica em DO, conclui-se que a utilizagdo de 2 g-CQOs-L* parece
ter sido a mais benéfica do que a utilizagdo de 3 g-CQOs-L*. O grau de metanizacgao do reator D2
foi mais elevado do que o do reator D3, 46,5 e 30,7 %, respetivamente. O reator alimentado com
2 g-CQOs-L* foi também o que levou a remogdo de maior quantidade de AOX.

Os resultados apresentados indicam que a utilizagéo dos co-substratos utilizados parece
ndo compensar a sua utilizacdo em termos de remocdo de AOX, apesar de ter havido alguma
melhoria em termos de remocao de matéria organica e de grau de metanizagéo. Por este motivo,
Nnos ensaios seguintes ndo se utilizou glucose nem acetato e a carga organica escolhida foi de 2 g-
CQOs-L™.
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4.2. Biodegradabilidade do DO com a adi¢do de cinzas

Nesta parte do trabalho pretendeu-se estudar a biodegradabilidade do DO apés ser
neutralizado com cinzas CA5, CTB e lamas de Cal provenientes do processo industrial. Desta
forma, antes da realizacdo do ensaio anaerdbio, procedeu-se a caracterizacdo e discussdo dos
resultados obtidos apenas com a adi¢do das cinzas ao DO, sendo posteriormente analisada a
biodegradabilidade anaerdbia destas misturas originais (ndo filtradas) e filtradas.

4.2.1.Caracterizacao do DO com a adic¢do de cinzas
Procedeu-se a caracterizacao dos diferentes substratos a utilizar nos reatores. Na Tabela
15 é apresentada a caracterizacdo do DO a pH 7 (adicdo de NaOH) e das misturas originais e
filtradas do DO com as diferentes cinzas utilizadas, em termos de pH, CQOs, AOX, CBOs ¢
CBOs/CQO;s inicial. A concentracdo de AOX do DO original utilizado neste ensaio, antes de

qualquer adicéo era de 69,5 mg-Cl--L e o pH era de 2.

Tabela 15 — Caracterizacdo do DO com adicao de cinzas CTB, CA5 e lamas de Cal filtrados e ndo filtrados.

DO+CTB DO+CA5 DO+CAL
oaramet DO pH7
arametros Né&o Né&o N&o
(com NaOH) = Filtrado Filtrado Filtrado
filtrado filtrado filtrado
pH 7,01+0,009 7,34 7,04 7,14
AOX (mg-L?) 57,0 44,9 46,0 46,1
CQOs (g-LY) 2,62+0,02 2,72+0,02 2,60+0,05 2,69+0,06

CBOs(g-L*') 0,234+0,053 0,186 0,176 0,336 0,309 0,200 0,176

CBOs/CQOs 0,097+0,022 0,068 0,065 0,129 0,119 0,074 0,065

A neutraliza¢do do DO conduziu a diminuig&o da quantidade de AOX presente na solugéo,
fendmeno ja descrito [74]. Tal se verificou com a neutralizagdo do DO com NaOH uma vez que
este procedimento removeu cerca de 18 % do AOX, passando de 69,5 para 57,0 mg- CI--L™.

Comparando a concentragdo de AOX do DO a pH 2, com a concentragdo destes
compostos no DO neutralizado com cinzas CTB, cinzas CAS5 e lamas de cal, verifica-se que com
a neutralizacdo, a concentracdo de AOX diminuiu para 44,9, 46,0 e 46,1 mg-Cl--L!, obtendo-se
taxas de remocéo de 35,4, 33,8 e 33,6 %, respetivamente. Pelos resultados apresentados, verifica-
se que a adicdo de cinzas ao DO com o intuito de o neutralizar, conduziu a maiores taxas de
remocdo AOX do que quando foi utilizado NaOH. Como indicado por Novais e Rajamma [65],
[78], as cinzas contém elementos metélicos, como Ca, Al, K, Fe e Mg, principalmente na forma
oxidada. Quando as cinzas sdo misturadas com agua, estas sdo hidrolisadas e sdo parcialmente

solubilizadas [79]. A fracdo soluvel das cinzas, os ides, conduzem ao aumento do pH do efluente,
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enguanto que a parte insolivel pode funcionar como adsorvente [79]. Desta forma, as cinzas
podem ter adsorvido parte do AOX presente no DO conduzindo a sua diminuicdo no efluente. A
adsorcdo de compostos organoclorados por cinzas volantes foi relatado por Sell et al.[80]. Este
autor utilizou diferentes tipos de cinzas para remover compostos organoclorados misturados em
agua e CQO de efluentes de brangueamento de pasta. Nesse estudo foram obtidas remocGes entre
65,7 e 99 % dos compostos organoclorados, dependendo das cinzas utilizadas. Com cinzas
acidificadas obtiveram a remocéo de 72,1 e 95,4 % da CQO [80]. No presente trabalho ndo se
verificou a remocédo de CQOs com a aplicacdo de cinzas, no entanto, do ponto de vista de remogéo
de AOX, € possivel concluir que a substituicdo do NaOH por cinzas alcalinas provenientes da
queima de residuos para neutralizar o DO é economicamente e ambientalmente favoravel.

O aumento do CBOs indica 0 aumento da biodegradabilidade devido a conversdo de
substratos organicos ndo biodegradaveis em compostos mais biodegradaveis. A razdo
CBOs/CQO;s é frequentemente utilizada como um fator que indica a biodegradabilidade do
efluente. Enquanto que razdes superiores a 0,500 indicam que o residuo é facilmente
biodegradavel, razdes inferiores a 0,300 mostram que o residuo apresenta reduzida
biodegradabilidade devido aos compostos recalcitrantes e potencialmente toxicos presentes [25].
Na Tabela 15 verifica-se que a razdo CBOs/CQOs do DO, com e sem a adigdo das cinzas e das
lamas calcarias, apesar de aumentar, € inferior a 0,300 o que indica a reduzida biodegradabilidade
do efluente em estudo.

A razdo CBOs/CQO;s obtida para o DO neutralizado com NaOH foi de 0,097+£0,022 o que
indica que cerca de 9,7 % da matéria organica presente no DO é facilmente biodegradavel
aerobiamente. Verificou-se que a adigdo de cinzas CTB e lamas de cal conduziram a diminuigéo
desta razdo. A mistura filtrada e néo filtrada de DO neutralizado com cinzas CTB apresenta uma
razdo CBOs/CQO; de 0,068 e 0,065, respetivamente, e a mistura filtrada e nédo filtrada de DO
neutralizado com lamas de cal apresenta uma razdo de 0,074 e 0,065, respetivamente. A
diminuicdo desta razdo deve-se a neutralizagdo do DO com cinzas CTB e lamas de cal ter
conduzido ao aumento da CQOs do efluente e a diminuicdo da CBOs. Estes resultados levam a
teorizar que tenha ocorrido a produgdo de compostos menos biodegradaveis devido a interacdo
microbianos pela presenca das cinzas e/ou de compostos particulados solubilizados que tenham
conduzido ao aumento da CQOs.

Por outro lado, a mistura filtrada e néo filtrada do DO neutralizado com cinzas CA5,
levou ao aumento deste racio para 0,129 e 0,119, respetivamente, indicando que a utilizacéo
destas cinzas tornou o efluente mais facilmente biodegradavel. Neste caso, a CBOs aumentou de
0,234 para 0,336 e 0,309, nas misturas filtrada e néo filtrada, respetivamente, sendo que o CQO;

se manteve igual a inicial.
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Através dos dados apresentados verifica-se também que as razdes CBOs/CQOs das
misturas filtradas do DO neutralizado com as cinzas CA5, CTB e com as lamas de Cal sdo

superiores as razdes da mistura original (sem filtracao).

4.2.2.Funcionamento geral dos reatores
Para avaliar a estabilidade do funcionamento dos reatores foi analisado o pH, a
alcalinidade e a quantidade de SST e SSV iniciais e finais nos reatores alimentados com DO
neutralizado com cinzas CA5 (D0+CA5), com cinzas CTB (D0+CTB) e com lamas de cal
(DO+CAL) e reatores alimentados com as misturas filtradas do DO neutralizado com cinzas CA5
(DO+CAS5f), com cinzas CTB (D0+CTBf) e com lamas de cal (DO+CALT). Foi ainda determinada
a quantidade de macro e micronutrientes presentes nos reatores.

4.2.2.1. SST e SSV
Na Figura 13 sdo apresentadas as concentragfes de material particulado em termos de
SST e SSV para o primeiro e ultimo dia do tratamento anaerébio.

@SSV MsSST O ssv/ssT

8,00 0,30
7,00 |
6,00 |
L 0,45
500 | 047
)l
g 400 ]
=
o)
(9]
3,00 0,59
2,00 f b
0,00 - . i e - - : :
Inicio Fim Inicio Fim Inicio Fim Inicio Fim Inicio Fim Inicio Fim
DO + CA5 DO + CTB DO + CAL DO +CA5 f DO +CTBf DO+ CALf

Figura 13 — Sélidos suspensos iniciais e finais dos reatores com DO neutralizado com cinzas CA5, CTB e lamas
de Cal.

Tal como representado na Figura 13, a semelhanca do que aconteceu no reator D2 (Figura
1 — Secgdo 4.1.1.1), verifica-se que a concentragdo de SSV aumentou entre o inicio e o fim do

tratamento anaerobio. As taxas de aumento de SSV e de SST sdo apresentadas na Tabela 16.
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Tabela 16 — Variagdo de quantidade de SSV e SST entre o momento inicial e final dos tratamentos anaerdbios.

D0+CA5 DO0+CTB DO+CAL DO+CA5f DO+CTBf DO+CALf

Aumento SSV (%) 28,30 21,68 10,45 39,44 34,11 32,30

Aumento SST (%) 0,53 18,30 13,37 46,96 33,16 28,80

O aumento de SSV ocorreu pela ordem DO+CAL < D2 < DO+CTB < D0+CA5 <
DO+CALf < DO+CTBf < DO+CAA5f. Desta forma, é possivel verificar que nos reatores com
substrato filtrado, ocorreu maior aumento de SSV, do que nos restantes casos, 0 que parece
indiciar uma continuacéo da atividade das cinzas.

Os reatores DO+CAb5, DO+CTB e DO+CAL tém racios SSV/SST iniciais inferiores a 0,5.
Ou seja, apresentam maior quantidade de sélidos suspensos fixos do que de SSV. Este resultado
era esperado e deve-se a presenca das cinzas volantes adicionadas para a neutralizacdo, uma vez
que estas ndo sdo volatilizaveis. Nos restantes reatores, alimentados com a mistura filtrada,
verifica-se que os racios SSV/SST iniciais e finais sdo superiores a 0,5, ou seja, que existe maior
quantidade de SSV do que de sélidos suspensos fixos.

4.2.2.2. pH e alcalinidade

O pH e a alcalinidade inicial e final dos reatores DO+CA5, D0+CTB, DO+CAL,
D0+CAbSf, DO+CTBf e DO+CALT estéo apresentados na Figura 14.
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Figura 14 — pH e alcalinidade inicial e final dos reatores alimentados com DO neutralizado com cinzas CA5,
cinzas CTB e lamas de cal, filtrado e ndo filtrado

Para que nos reatores anaerébios ocorra produgdo de CHa, o pH deve de ser mantido entre
6,8 e 7,4 [42]. Como é possivel verificar na Figura 14, os reatores DO+CAL, DO+CA5f e
DO+CALTf obtiveram valores de pH final de 6,49, 6,70 e 6,51, sendo que nestas gamas de pH
Vvarios grupos de metanogénicos podem-se encontrar inibidos. Os restantes reatores apresentaram
pH acima de 6,86. O reator DO+CAL foi 0 Unico reator em que se verificou a diminuigdo da
alcalinidade durante o periodo do tratamento anaerobio, no entanto, foi o que apresentou
alcalinidade inicial e final mais elevadas.

Pela analise do pH e alcalinidade dos reatores alimentados com DO neutralizado com
cinzas CA5 e CTB verifica-se que os reatores alimentados com a mistura ndo filtrada (DO+CA5
e DO+CTB) apresentaram pH e alcalinidade finais mais elevados do que os alimentados com a
mistura filtrada. Os reatores DO+CA5 e DO+CTB apresentaram pH final superior a 7, ao contrério
do que se verificou nos restantes reatores. Desta forma, pode-se verificar que a permanéncia das
cinzas CA5 e CTB durante a digestdo anaerobia forneceu maior alcalinidade aos reatores,
indiciando também uma continuacdo da sua acdo. Segundo os trabalhos de Rajamma [65] e

Goncalves [67], a alcalinidade destas cinzas deve-se a presenca dos metais alcalinos sodio e
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potassio. O aumento da alcalinidade nos reatores que permaneceram com as cinzas durante a
digestdo anaerdbia, pode dever-se a transferéncia destes metais das cinzas para o meio liquido

tornando-o, desta forma, mais alcalino [65], [67].

4.2.2.3. Macro e micronutrientes

E essencial que tanto 0s macro como 0s micronutrientes estejam presentes e disponiveis
no ambiente de crescimento, uma vez que estes suprem as necessidades basicas do crescimento
celular e asseguram que as células sejam capazes de sintetizar as enzimas e cofatores que
impulsionam as reacfes bioquimicas e metabolicas. No entanto, quando presentes em altas
concentragdes 0s nutrientes essenciais podem tornar-se toxicos [35].

Como apresentado na Tabela 9 da secgédo 3.2.1., as cinzas tém na sua constituicéo iGes de
sodio, magnésio, aluminio, silicio, fésforo, enxofre, potassio, calcio, manganés e ferro. Na Tabela
17 séo apresentadas as concentragoes de iGes de célcio, sédio, silicio, ferro, manganés e magnésio,
elementos maioritarios das cinzas, presentes na digestao anaerdbia, assim como as concentragdes
inibitorias e estimulantes destes ifes [35].

Durante o tempo do tratamento anaer6bio, as cinzas dos reatores DO+CA5, DO+CTB e as
lamas do reator DO+CAL, permaneceram a 36 °C e sob agitacdo. Desta forma, o aumento da
concentracgdo de alguns dos ides entre o inicio e fim do processo, demonstrado na Tabela 17, deve-
se provavelmente a lixiviagdo (transferéncia dos metais do estado solido para a solugdo aquosa)
destes compostos. Por outro lado, a diminuicdo da quantidade destes compostos deve-se
provavelmente ao seu consumo pela comunidade bacteriana, a adsor¢do destes compostos pelas
lamas e/ou a precipitagdo dos mesmos.

A quantidade de Fe em todos os reatores diminuiu entre 0 momento inicial e final,
provavelmente devido a precipitacdo do mesmo. Efetivamente, apds abrir os reatores verificou-
se a existéncia de particulas magnéticas agarradas ao magnete o que justifica a diminuicdo deste
composto em solucéo.

Apenas o0s reatores alimentados com cinzas CA5 e CTB apresentavam Al, entre 7,5 e 10
ppm. No entanto, a analise final aos reatores mostrou que o Al ndo estava presente no final do
tratamento anaerdbio. O ido AI** a pH neutro pode ter precipitado sob a forma de Al(OH)s.

Comparando as concentracfes de ides presentes nos reatores com as concentragdes
inibitorias, verifica-se que em nenhum dos reatores a concentracdo de iGes € superior a
concentracdo indicada como inibitdria, portanto pode-se concluir que provavelmente o tratamento
anaerobio ndo foi inibido pelo excesso dos ides estudados. No caso do Na, Fe e Mg verifica-se
que a concentracdo nos reatores foi inferior & estimuladora. Desta forma, verifica-se que talvez
uma suplementacéo extra do meio com Na, Fe e Mg pudesse ter um efeito vantajoso na digestdo
anaerdbia. No entanto, é preciso ter em consideragdo que as concentracdes de nutrientes variam

entre estudos de acordo com o tipo de substrato e de microrganismos utilizados e que, por isso,
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mais estudos tém de ser realizados para determinar a quantidade de nutrientes que maximiza e
inibe a digestdo anaerdbia do DO nas condicdes utilizadas.
A concentracdo de macro e micronutrientes no DO também foi determinada por este

método e esta disponivel no Anexo E.
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Tabela 17-Concentracao de ides de célcio, soédio, aluminio, ferro, manganés e magnésio no filtrado dos reatores

no momento inicial e final, e concentragdes estimuladoras [25] e inibitdrias da digestdo anaerobia [35], [47].

Concentragao (ppm)

Reatores Elemento —— o~ e ibitoria 5] (47
DO+CA5 367,4 4233
DO+CTB 418,6  493,0
DO+CAL 3953  479,1
DorcAst | @ 3581 344.2 100<Ca<1035 2500 < Ca < 8000
DO+CTBf 376,7 362,8
DO+CALf 367,4  400,0
'DO+CA5 735,8  796,6
DO+CTB 727,1  704,0
DA Na 7129 6753 100 < Na < 200 3500 < Na < 8000
DO+CAS5f 746,5  786,5
DO+CTBf 688,8 675,6
DO+CALf 657,9 689,6
DO+CAS 7,5 0,0
DO+CTB 7,5 0,0
DO+CAL | 0,0 0,0 |
DoscAsf 75 0.0 - 1000 < Al < 2500
DO+CTBf 10,0 0,0
DO+CALf 0,0 0,0
DO+CAS 11,5 39
DO+CTB 10,0 3,6
o Fe 7,0 4 20 < Fe < 100 )
_DO+CASf 12,1 3,2
_DO+CTBf 10,9 3,9
DO+CALf 8,5 5,2
_DO+CAS 73 7,1
DO+CTB 5,1 4,4
DO+CAL 2,7 2,8 <0027 _
_DO+CASf 7,4 5,6
DO+CTBf 5,3 3,6
DO+CALf 2,5 2,4
'DO+CA5 16,2 15,4
'DO+CTB 6,9 16,6
DO+CAL 7,1 8,6
DoscAsf VB 13,7 216 75< Mg <150 1000 < Mg < 3000
DO+CALf 4,0 5,8
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4.2.3.Remocdo de AOX
Como é possivel verificar na Figura 15, neste ensaio obtiveram-se remog¢des de AOX
entre 0os 62,0 e 0s 74,4 %. A remoc¢do de AOX nos reatores aumentou segundo a ordem:
D0+CTB< D0+CAL < DO+CALf <D0+CA5f < D0+CA5 < DO+CTBf.

| Inicio NFim 0 Remocéo (%)
45,00
40,00 67,6% 74.,4%
' 62,0% 63.6% —
-70,10/ '
35,00 ° 67.2%
30,00
L2500 f
D
< 20,00
% 20,
o)
< 15,00 |
10,00
5,00
0,00 t }

DO0+CA5 D0+CTB DO+CAL DO+CAS5 f DO+CTB f DO+Cal f

Figura 15 — Remocéo de AOX obtida nos reatores alimentados com a mistura filtrada e néo filtrada de DO com
cinzas CA5, CTB e lamas de Cal.

O reator DO+CTBTf apresentou a maior remocéo de AOX (74,4 %) provavelmente por ter
sido alimentado com maior quantidade de AOX (38,5 mg-L™) do que os restantes. Foi também o
reator que apresentou menor concentracéo final destes compostos (9,87 mg-L™?).

Nos reatores alimentados com a mistura original e filtrada do DO neutralizado com cinzas
CAD5 verifica-se que ocorreu aremocéo de 70,1 e 67,6 % do AOX, respetivamente. Nestes reatores
verificou-se ainda que a concentracdo final de AOX foi 9,94 e 12,4 mg-L™, respetivamente.

Os reatores alimentados com a mistura filtrada de DO e cinzas CTB e lamas de cal
apresentaram maiores taxas de remocao de AOX (74,4 e 67,2 %) do que os reatores alimentados
com a mesma mistura, mas nao filtrada (62,0 e 63,6 %). Os resultados indicam que possivelmente
a permanéncia das cinzas CTB e das lamas de cal nos reatores ndo foi benéfica para a remogao
de AOX.

No reator D2, em que o DO foi neutralizado com NaOH, ao invés de cinzas, verificou-se
uma remocdo de AOX de 74,2 %. No presente ensaio verificou-se uma remogéo de 74,4 % do
AOX no reator DO+CTBf. Os resultados indicam remogdes de AOX idénticas quando utilizado
NaOH na neutralizagdo do DO e quando utilizada a mistura filtrada de DO neutralizado com cinzas
CTB. Desta forma, este pré-tratamento do DO parece ser benéfico para a remocdo destes
compostos téxicos presentes no efluente. Nos restantes reatores as remocdes foram mais baixas e

variaram entre 62,0 e 70,1 %.
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A remocdo dos compostos organoclorados podera conduzir a producado de Cl- e por este
motivo é esperado que a quantidade de CI° aumente com o tratamento anaerébio. As

concentracdes de Cl- iniciais e finais sdo apresentadas na Figura 16.
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Figura 16 — Quantidade de cloretos presentes no inicio e no fim do tratamento anaerébio para cada um dos

reatores.

A quantidade de CI- aumentou 41,9, 82,9 e 174,8 % com o tratamento anaerébio nos
reatores DO+CTB, D0+Cal e DO+CTBf, respetivamente. O aumento de cloretos superior a
remogdo de AOX pode dever-se a degradacdo de compostos organoclorados que ndo séo
detetados no método de medicdo de AOX e a lixiviacdo do cloro presente nas cinzas. Por outro
lado, a diminuicdo do cloro no liquido pode dever-se sua adsor¢do nas lamas. Desta forma,
futuramente, sera interessante determinar a quantidade de cloretos e de AOX presentes nas lamas.

4.2.4. Producéo de CH.

As percentagens de CH. no biogas produzido por cada um dos reatores sdo apresentadas
na Figura 17 .
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Figura 17 — Percentagem de CH4 dentro dos reatores ao longo dos 25 dias no ensaio que utilizou cinzas.

Pela andlise da Figura 17, verifica-se que ocorreu producdo de CH4nos reatores DO+CAb,
D0+CTB, DO+CTBf e DO+CALf. Os reatores DO+CTB, DO+CTBf e DO+CALf comecaram a
produzir CH4 mais cedo, entre o décimo terceiro e o décimo quinto dia, e no reator DO+CAS5 foi
detetado CH, a0 vigésimo dia. E ainda possivel verificar que nos reatores DO+CA5f e DO+CAL
n&o ocorreu produgdo de CH, durante os 25 dias de operagdo dos reatores.

A percentagem e quantidade de CH4 no final do processo é apresentada na Tabela 18.

Tabela 18 — Quantidade de CH4 (% e mL) em cada reator no final do ensaio.

Reator CHa (%) CH4 (mL)
DO+CA5 63,2 63,9
D0+CTB 62,3 66,7
DO+CAL 0,00 0,00
DO+CAS5f 0,00 0,00

DO+CTBf 41,8 33,7
DO+CALf 16,2 6,22

Pela analise da Tabela 18, verifica-se que nos reatores DO+CA5 e DO+CTB ocorreu a
producdo de 63,9 e 66,7 mL de CH., respetivamente. Estes foram os reatores que registaram a
maior producdo de CHa, seguindo-se os reatores DO+CTBf e DO+Calf que produziram 33,7 e 6,22

mL respetivamente.
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4.2.5.Remocdo de matéria organica, grau de metanizacao e de acidificacéo
A CQO; inicial e final, assim como os diferentes AOV no final do ensaio, dos reatores
alimentados com DO neutralizado com cinzas CAS5, cinzas CTB e lamas de cal, filtrado e nao

filtrado, sdo apresentados na Figura 18.
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Figura 18 — CQO:s inicial e final dos reatores alimentados com DO neutralizado com cinzas CA5, cinzas CTB e

lamas de cal, filtrado e nao filtrado.

Pela analise da Figura 18 verifica-se que a CQO;s inicial dos reatores esteve no intervalo
de 1,86+0,12 g-CQO-L™ e que em todos os reatores ocorreu remogdo e matéria organica. Em
termos de AOV, verifica-se que ap6s o fim do tratamento anaerdbio apenas o reator DO+CA5 nédo
continha acidos organicos e que o reator DO+CTB apresentava cerca de 0,088 g-CQO-L* de 4cido
acético. Nos reatores DO+Cal, DO+CA5f, DO+CTBf e DO+Calf, verifica-se que ocorreu a
producdo de 1,01, 0,54, 0,45 e 1,189g-CQO-L* de AQV, respetivamente. Nos reatores que
apresentam &cidos, mais de 50 % do total de acidos corresponde a &cido acético e nao foi detetado
acido propionico.

Na Tabela 19 é apresentada a remogdo de matéria organica, o grau de metanizacao e de

acidificagdo, a produtividade e o racio AOV/Alc dos reatores.
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Tabela 19 — Remocao de matéria organica, grau de metanizacdo e de acidificacéo, produtividade em CHse
racio AOV/Alc de cada um dos reatores.

Remocdo de Metanizacdo mL-CHsg9- mL-CH4-g- Acidificacdo

Reator AOV/Alc
CQO:s (%) (%0)* CQOconsumige™  CQOiniciar™ (%)*
DO+CA5 45,5 42,0 365,7 166,3 0,00 0,00
DO+CTB 64,6 43,7 267,9 157,2 4,57 0,05
DO+Cal 8,00 0,00 0,00 0,00 52,2 0,81
DO+CA5f 13,4 0,00 0,00 0,00 28,0 0,53
DO+CTBf 40,4 23,3 227,9 92,1 26,1 0,38
DO+Calf 15,7 5,05 127,6 20,0 59,5 1,31

*considerando o valor de CQOs inicial

A produtividade em CH, dos reatores DO+CA5, DO+CTB, DO+CTBf e DO+Calf foi de
365,9, 267,9, 227,9 e 127,6 mL-CHa-g-CQO:s consumico ™, respetivamente. Desta forma verifica-se
que o reator DO+CAJ5 foi 0 que produziu maior quantidade de CH. em relagdo & quantidade de
CQOs consumido. Os resultados também sugerem que a permanéncia das cinzas no interior do
reator (DO sem filtragdo) parece ter sido benéfica para a producao de CH4 provavelmente devido
a presenca de ides que potenciaram essa producgdo e & adsorc¢éo de AOX nas cinzas que tera levado
a uma menor inibi¢do dos microrganismos metanogénicos (proporcionado pela cinza, neste caso)
gue contribuiu para melhorar a eficiéncia do processo biolégico, que neste caso € evidenciado
pelo aumento da producdo de CH4[81].

O reator DO+CAJ5 foi 0 Unico em que ndo se verificou a presenca de AOV no efluente
tratado. Cerca de 45,5 % da CQO; inicialmente adicionada ao reator foi removida, obtendo-se um
grau de metanizacdo de 42,0 %. A semelhanca do reator DO+CAS5, o reator DO+CTB néo
acumulou acidos sendo que a analise dos AOV no momento final do reator apenas detetou a
presenca de 0,088 mg-AOV-L* (4cido acético), que corresponde a um grau de acidificacdo de
4,57 %. Sendo 0 &cido acético o principal substrato das metanogénicas para a producéo de CHsa,
provavelmente este composto seria degradado levando a uma maior taxa de remocdo de CQO:.
Neste reator verificou-se uma remocdo de matéria organica de cerca de 64,4 % e uma taxa de
metanizacao de cerca de 43,7 %.

Nos reatores alimentados com DO neutralizado com lamas de Cal (DO+CAL e DO+CALf)
verificou-se a maior acumulacédo de AOV, 1,010 e 1,179 g-AOV-L, respetivamente. Em termos
de composicao de AQV, estes reatores produziram em maior quantidade &cido acético, seguido
de &cido n-valérico e de i-butirico. O reator DO+CALTf produziu ainda em menores quantidades

acido caproico. Desta forma verifica-se que a utilizagdo de lamas de cal potenciou a acumulagéo
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de AOV em detrimento da producdo de metano. Estes compostos intermediarios possuem valor
acrescentado uma vez que sao fontes de carbono utilizadas na producéo de polihidroxialcanoatos
(valorizacdo material) e de bioenergia (valorizacdo energética).

Tal como indicado na Tabela 19, os reatores DO+CAL, DO+CA5f e DO+CALf
apresentaram taxas de remoc¢ao de matéria organica solivel muito baixas, de 8,0, 13,4 e 15,7 %,
assim como graus de metanizacao também muito baixos, de 0, 0 e 5,05 %, respetivamente. Os
resultados apresentados indicam que nestes reatores ocorreu reduzida remocdo de matéria
organica e, consequentemente, reduzida produgdo de CH.. No entanto, o grau de acidificacdo
destes reatores variou entre 28,0 e 59,5 %. Estes resultados sugerem que a alcalinidade destes
reatores ndo foi suficiente para equilibrar a producdo de AOV, levando a diminui¢do do pH.
Efetivamente, o pH final destes reatores foi inferior ao inicial, apresentado valores de 6,49, 6,70
e 6,51, respetivamente. A este pH varios microrganismos metanogénicos encontram-se inibidos,
resultando na acumulagdo de AOV que tornam o ambiente mais &cido, o que consequentemente
conduz a maior inibicdo da atividade microbiana. Desta forma, quando o pH dos reatores atinge
niveis em que as Archaea sdo inibidas, a remocdo de matéria organica, assim como a producao
de CH,4 sdo mais reduzidas. Por outro lado, a comunidade bacteriana que é mais resistente a
variagdes de pH, continua ativa e a produzir AOV até pH 4 [9]. As conclusbes sugeridas séo
reforgcadas pelos valores dos racios AOV/Alc superiores a 0,4, que indicam que o sistema de
tratamento anaerobio se encontrou desequilibrado para a producdo de metano, mas favorecido
para a acidificacdo anaerdbia com vista a valorizagdo material (acidos volateis). No entanto,
apesar de ndo ocorrerem remogdes significativas de matéria organica, o efluente tornou-se mais
biodegradavel, como é possivel verificar na Tabela 20.

O reator DO+CTBf apresentou uma taxa de remogdo de matéria organica e grau de
metanizacdo de 40,4 e 23,3 %, respetivamente, inferiores aos obtidos para os reatores DO+CA5 e
D0+CTB. Também se verificou que ocorreu a producdo de &cido acético, butirico e valérico, num
volume total de 0,453 g-CQO-L™, correspondendo a um grau de acidificagdo de 26,1 %, superior
aos outros dois reatores mencionados acima. O pH final deste reator superior a 6,8 juntamente
com o racio AOV/Alc inferior a 0,4 e a producédo tanto de acidos como de CHa, indicam que
provavelmente o consércio microbiano esteve em equilibrio, sendo que 0s microrganismos
pertencentes a Archaea e Bacteria se encontravam em simbiose.

No reator D2 alimentado com 2 g-CQOs-L*! e neutralizado com NaOH obteve-se uma
produtividade de CHsem termos de CQO adicionado de 193,9 mL-CH4-g-CQOiniciar! Tendo em
conta os valores apresentados na Tabela 19, verifica-se que os reatores deste ensaio produziram
menor quantidade de CH4 em relacdo a CQOs adicionada do que o reator D2. Os resultados
sugerem que, nas condi¢des dos ensaios efetuados, a adicdo das cinzas ndo contribuiu para o
aumento da produgdo de CH., mas contribuiu para poupanga de custos referentes & neutralizagdo

do DO. Efetivamente foi relatado o efeito positivo de metais vestigiais presentes nas cinzas na
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digestdo anaerdbia de varios residuos. A adicdo de cinzas no tratamento anaerébio de lamas
secundarias da inddstria de pasta e papel e no tratamento de residuos sélidos urbanos revelou um
aumento na producdo de CH4 em 135 % [81] e 6 % [82], respetivamente, quando comparado com
0s ensaios sem a utilizacdo de cinzas. Milan et al.[83], utilizaram um efluente simulado com
AOQV, para estudar a influéncia da concentracdo de metais na producdo de CHa4 e na atividade
metanogénica especifica. Nesse trabalho, concluiram que a suplementacdo de metais pesados em
digestores, conduz ao aumento da producdo de CH4 e que o tipo de metal suplementado influencia
a predominancia de grupos microbianos, onde o niquel e o cobalto favorecem a presenca de
Methanosaeta, enquanto o magnésio estimula a Methanosarcina [81]. O Mn participa nas reac0es
redox que ocorrem na transformacgéo do CO, em CH. pela estabilizacdo da metiltransferase, uma
enzima que demonstrou ser dependente da vitamina B12 e é importante na biossintese de CHs a
partir de metanol por M. barkerii. Por outro lado, 0 Mn juntamente com o Ca presente na cinza
precipita o excesso de AOV, ajudando a aumentar o pH do meio e evitando ou diminuindo a
possivel toxicidade dos AOV no processo [81]. No presente trabalho a adi¢do das cinzas parece
ndo ter conduzido a producéo de maiores quantidades de CHa, provavelmente, como referido, a
presenca de ides lixiviados das cinzas pode ter levado a diminuicdo de AOV e, por conseguinte,
de metano.

E preciso ter em consideracio que a digestio anaerdbia de cada tipo de efluente/residuo
apresenta diferentes caracteristicas e necessidades nutricionais pelo que é necessario a analise
individual de cada um dos residuos inorganicos a utilizar. Deste modo, mais estudos devem ser
realizados de forma a perceber se a adi¢do de maiores ou menores quantidades de cinzas podem
ser benéficas na digestdo anaerébia do DO.

Pelos racios CBOs/CQO; do efluente antes (0,065-0,129) e apds o tratamento anaerébio
(0,291-0,407), apresentados na Tabela 20, verifica-se que com a aplicacdo das diferentes
condigbes de tratamento, a biodegradabilidade do efluente aumentou. O aumento da
biodegradabilidade do efluente revela que a CQOs presente no final do tratamento é mais
biodegradavel, possivelmente devido a existéncia de AOV, a transformacdo de compostos
complexos em outros mais simples e mais biodegradaveis e a remogdo de AOX durante o processo
de digestdo anaerdbia. Desta forma, todos os efluentes obtidos neste tratamento podem ser
posteriormente submetidos a um tratamento bioldgico aerébio para remogdo complementar dos

compostos organicos.
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Tabela 20 — Racio CBOs/CQOs do efluente inicial e tratado.

Reatores : _Raao CBOs/CQOs _
Inicio Fim
DO+CA5 0,129 0,325
D0+CTB 0,068 0,338
DO+CAL 0,074 0,291
DO+CAS5f 0,119 0,323
DO+CTBf 0,065 0,364
DO+CALf 0,066 0,407

4.2.6.Consideragdes gerais sobre os ensaios com adi¢cdo de cinzas

O objetivo deste conjunto de ensaios passou por perceber se a adi¢do de cinzas CA5, CTB
e de lamas de cal ao DO de forma a neutraliz&-lo (substituicdo da adi¢do de NaOH) eram benéficas
durante o processo de tratamento anaerdbio, nomeadamente na producao de CH4 e na remocéo de
AOX.

Nos reatores DO+CTB e DO+CA5 ocorreu a producdo de 157,2 e 166,3 mL-CHs-g-
CQOiniciar*. Nos reatores DO+CTBf e DO+CALf ocorreram produgdes mais baixas de 92,6 e 19,98
mL-CH4-g-CQOiniciar™®, respetivamente. Os reatores D0+CaL e DO+CAS5f ndo produziram CHy,
tendo-se verificado a acidificagdo do processo. Desta forma, verifica-se que ocorreu maior
producdo de CH. nos reatores que permaneceram com as cinzas no seu interior durante o
tratamento anaerdbio. O reator D2 (com neutralizacdo do DO com NaOH) teve uma produtividade
de 193,9 mL-CH4-g-CQOiniciar, concluindo-se que em nenhum dos reatores deste conjunto de
ensaios obteve uma produtividade em CHj, superior a este.

Nos reatores DO+CTB, DO+CA5 e DO+CAL ocorreu a remogéo de 70,1, 62,0 e 63,3 %
do AOX presente inicialmente. Nos reatores DO+CTBf, DO+CAS5f e DO+CALT ocorreu a remogao
de 74,4, 67,6 e 67,2 % do AOX inicialmente no reator. Desta forma, é possivel verificar que
ocorreu maior remocao de AOX nos reatores em que as cinzas da neutralizagdo foram removidas,
provavelmente por transportarem AOX adsorvido. No reator D2 obteve-se uma remogédo de AOX
de 74,2 %, semelhante & ocorrida no reator DO+CTBf.

Desta forma, pode-se concluir que apesar de ndo ter ocorrido a producdo de maior
quantidade de CH. e de apenas no reator DO+CTBf se ter obtido maior remo¢do de AOX, a
utilizagdo de cinzas no tratamento do DO parece ser uma opg¢édo vidvel e que, por isso, merece
mais investigagdo cientifica com a realizagdo de ensaios para otimizar o protocolo utilizado neste
trabalho. Desta forma, sera possivel a substituicdo do NaOH, utilizado na neutralizacdo do DO,

por residuos provenientes da industria de pasta para papel.
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4.3. Biodegradabilidade do Docom pré-tratamento enzimatico e adi¢do de cinzas

O presente capitulo tem o objetivo de apresentar e discutir o efeito da aplicagdo de um
pré-tratamento enzimatico ao DO, antes e apds neutralizacdo com cinzas CA5 e CTB. Para este
efeito comegou-se por determinar o resultado do tratamento enzimético do DO neutralizado com
NaOH. De seguida, procedeu-se a caracterizacdo do DO com a adi¢do de cinzas e com tratamento
enzimatico. Por fim, submeteu-se o efluente tratado com enzimas e com cinzas ao tratamento

anaerobio, caracterizando a mistura reacional inicial e final.

4.3.1. Tratamento enzimatico
O DO foi tratado com o preparado enzimatico comercial SERZIM 50. Com este intuito, o
pH do efluente foi ajustado a 5, 6 e 7 com NaOH e aquecido até atingir 50 °C. O tratamento
enzimatico foi realizado adicionando o preparado comercial de enzimas ao DO, durante 30 e 60
minutos, com agitacdo. A caracterizagdo do DO antes e ap0s cada um dos tratamentos é

apresentada na Tabela 21 e Tabela 22, respetivamente.

Tabela 21 — Caracterizacdo do DOapH 5,6 e 7.

) DO
Parametros pH5 pH6 pH7
CQO:(g-02-LY) - - 3,68+0,09
CQO:(g-0,-LY) - - 2,50£0,17
CBOs(g-OxLY) - - 0,180
CBOs/CQO; - - 0,072

AOX (mg-CI--L%) 82,7 76,38 77,3

Tabela 22 — Caracterizacéo do D0 apds o tratamento enzimatico.

Tratamento enzimatico do DO a 50°C

Parametros DO pH5 DO pH6 DO pH7

30 min 60 min 30 min 60 min 30 min 60 min

CQO:(g-O2 LY  3,79+0,14 3,85+0,04 4,00£0,35 3,21+0,05 3,64+0,09 3,37+0,20

CQOs(g-Op-LY)  2,56+0,04 2,52+0,06 2,46+0,11 2,39+0,01 2,44+0,07 2,49+0,07

CBOs(g-O2-LY) 0,156 0,194 0,317 0,301 0,294 0,336

CBOs/CQOs 0,061 0,0770 0,129 0,126 0,120 0,135

AOX (mg-Cl-LY) 79,8+3,85 84,2+0,50 79,1+3,82 77,6+4,98 82,2+2,60 73,4+2,59
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O DO antes do tratamento enzimatico apresentava um racio CBOs/CQOs de 0,072. Com
0 tratamento enzimaético é esperado um aumento da CQOs, uma vez que as endoglucanases
hidrolisam aleatoriamente as ligagdes P-1,4-glicosidicas, dentro da molécula da celulose,
aumentando a biodisponibilidade da mesma [84].

O tratamento enzimatico do DO a pH 5 durante 30 minutos parece ndo ter aumentado a
biodegradabilidade do efluente, uma vez que o racio entre a CBOs e a CQO; foi de 0,061. Por
outro lado, aumentando o tempo de tratamento para 60 minutos verifica-se 0 aumento deste racio
para 0,08.

A pH 6, a razéo entre a CBOs e a CQO;s do efluente tratado enzimaticamente durante 30
e 60 minutos foi de 0,129 e 0,126, respetivamente. A pH 7 estes tratamentos conduziram a racios
de 0,120 e 0,135, respetivamente. Desta forma, verifica-se 0 aumento da biodegradabilidade
aerdbia do DO com o tratamento enzimatico a pH 6 e 7, durante 30 e 60 minutos.

O tratamento enzimatico também influenciou a quantidade de AOX presente no DO.

4.3.1.1. Tratamento enzimatico e adi¢do de cinzas CA5e CTB

Pretendeu-se estudar a biodegradabilidade anaerébia do DO tratado com enzimas e com
a adicéo de cinzas CA5 e CTB. Os tratamentos aplicados ao DO estdo descritos na secgéo 3.2 -
Ensaios anaerobios de biodegradabilidade.

Na Tabela 23 é apresentada a caracterizacdo do DO apés a adigdo das cinzas e apos 0
tratamento enzimatico. Na nomenclatura da tabela, a letra “E” é referente ao tratamento
enzimatico, CA5 e CTB correspondem as cinzas utilizadas e o nimero corresponde ao pH tedrico
final do DO. A ordem em que a homenclatura aparece corresponde a ordem do tratamento. Ou
seja, E-CTB-7 indica que o DO foi tratado com enzimas e de seguida foi adicionado cinzas CTB
até pH 7. Por outro lado, CA5-7-E, indica que ao DO foram adicionadas cinzas CA5 até atingir
pH 7, sendo que de seguida foi aplicado o tratamento enzimatico, tal como descrito na Figura 6

da seccdo 3.2 - Ensaios anaerobios de biodegradabilidade.

Tabela 23 — Caracterizacdo do DO tratado enzimaticamente e com adic&o de cinzas CA5 e CTB.

Parametros E-CTB-7 E-CA5-7 CTB-7-E CA5-7-E E-CTB-6 E-CA5-6
pH 7,29 733 7,02 7,12 5,59 6,02
CQOs (g-LY) 3,69 3,19 3,18 2,64 3,43 3.4
CBOs (g-L™) 0,180 0,296 0,206 0,36 0,38 0,334
CBOs/CQOs (g-LY) 0,049 0,09 0,06 0,136 0,111 0,098
AOX (mg-L™) 52,6 48,6 61,5 60,2 56,8 54,7

A CQO; do DO a pH 7 foi de 2,50 g-O,-L?, verificando-se que o tratamento enziméatico

e a adicdo de cinzas ao DO, fez com que o efluente apresentasse um valor de CQOs superior em
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todas as condicdes. Este resultado indica que a adi¢do de cinzas e o tratamento enzimatico em
conjunto aumentam a CQO; da solucao.

A razdo CBOs/CQO:s obtida para o DO neutralizado com NaOH foi de 0,072, o que indica
que cerca de 7 % da matéria organica presente no DO é aerobiamente biodegradavel em cinco
dias. Além disso, verificou-se que a aplicacdo da sequéncia de tratamentos E-CTB-7 e CTB-7-E
conduziu a diminuicdo desta razdo para 0,050 e 0,060, respetivamente. Nas restantes sequéncias
de tratamento verifica-se que o racio CBOs/CQOs aumentou. O DO tratado com a sequéncia CA5-
7-E foi 0 que apresentou o racio mais elevado (0,136), ou seja, este tratamento foi o0 que conduziu
ao maior aumento da biodegradabilidade do efluente.

Comparando os valores de AOX apresentados na Tabela 21, Tabela 22 e Tabela 23
verifica-se que a quantidade de AOX presente no DO ndo diminuiu com apenas o tratamento
enzimatico, mas que quando foi aplicado o tratamento enzimatico e as cinzas CA5 e CTB, ocorreu
diminuigdo da concentragdo de AOX . A diminuicdo de AOX também foi evidenciada quando o
DO foi neutralizado com cinzas (sem tratamento com enzimas). Como ja referido, quando as
cinzas sdo misturadas com agua, a fracdo sollvel, os iGes, conduzem ao aumento do pH do
efluente, enquanto que a parte insoltvel pode funcionar como adsorvente [79]. Desta forma, as
cinzas podem ter adsorvido parte do AOX presente no DO, conduzindo a sua diminui¢do no
efluente. J4 a aplicacdo de enzimas que degradam detritos celuldsicos que possam estar presentes

no DO, faz com que possa existir mais glucose disponivel no meio.

4.3.2. Funcionamento geral dos reatores
Apds avaliar as caracteristicas do DO com as sequéncias de pré-tratamento aplicadas e
descritas submeteu-se o DO a tratamento anaerdbio. De forma a avaliar o funcionamento geral
dos reatores, estudaram-se os solidos, pH e alcalinidade, e os iBes metalicos presentes no inicio e
fim da digestdo anaerdbia. O nome dado aos reatores € 0 mesmo do tratamento a que o DO foi

submetido.

43.2.1. SST e SSV
Na Figura 19 sdo apresentadas as concentragdes de material particulado em termos de
SST e SSV para o primeiro e Gltimo dia do tratamento anaerdébio, para os reatores CTB-7-E, CA5-
7-E, E-CTB-7, E-CA5-7, E-CTB-6 e E-CA5-6. Também é apresentado o racio SSV/SST.
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Figura 19 — Sélidos suspensos iniciais e finais dos reatores com DO tratado enzimaticamente, apH 5e 6, e
neutralizado com cinzas CA5 e CTB.

Como se verifica na Figura 19, os reatores CTB-7-E e CA5-7-E apresentam maior
quantidade de solidos totais fixos do que os restantes reatores, uma vez que o DO destes reatores
apenas foi neutralizado com cinzas, enquanto o pH dos restantes foi primeiro ajustado com NaOH
a 5 e 6 antes do tratamento enzimético. Desta forma, a estes dois reatores foi adicionada maior
quantidade de cinzas, o que leva a que o racio SSV/SST seja inferior a 0,5. Nos restantes reatores
0 racio é superior a 0,5, 0 que indica que a maior parte dos sélidos presentes correspondem a SSV.

Na Tabela 24 é apresentada a variagdo de SST e SSV nos reatores.

Tabela 24 — Variacdo de quantidade de solidos entre o inicio e o fim dos reatores.

CTB-7-E CA5-7-E  E-CTB-7 E-CA5-7 E-CTB-6 E-CA5-6

Variacéo relativa SSV (%) -2,58 3,16 -21,83 -37,68 -10,13 -18,47

Variagao relativa SST (%) 5,83 -0,55 -5,64 -0,82 -0,67 -11,31

*variacio negativa corresponde a remocao de SST e SSV e a positiva corresponde & produgao.

No reator CA5-7-E verifica-se que houve um aumento (cerca de 3%) da quantidade de
SSV entre o inicio e o final do tratamento anaerébio. Em todos os restantes reatores, verifica-se
que ocorreu uma diminuicdo dos SSV (2,5 a 37,7%). A quantidade de SSV diminuir pode dever-
se a degradacdo de algum material particulado, bem como devido a morte de microrganismos.

Desta forma, conclui-se que em nenhum dos reatores se verificou o aumento significativo
de SSV e que as diminuicBGes mais significativas de SSV ocorreram nos reatores alimentados com
DO tratado enzimaticamente antes da adicdo de cinzas (E-CTB-7, E-CA5-7, E-CTB-6 e E-CA5-

6). Esta diminuicdo pode assim dever-se a morte celular.
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4.3.2.2. pH e alcalinidade
O pH e a alcalinidade inicial e final dos reatores CTB-7-E, CA5-7-E, E-CTB-7, E-CA5-
7, E-CTB-6 e E-CA5-6 estdo apresentados na Figura 20.
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Figura 20 — pH (a) e alcalinidade (b) inicial e final dos reatores alimentados com DO tratado enzimaticamente e

neutralizado com cinzas CA5 e CTB.

Para que nos reatores anaerobios ocorra produgdo de CHa, o pH deve de ser mantido entre
6,8 e 7,4 [42]. Como é possivel verificar na Figura 20, o pH final do reator CA5-7-E foi 6,95,
sendo que esteve dentro da gama de pH indicada para a producdo de CHa. Os restantes reatores
apresentaram pH final entre 6,14 e 6,74, pelo que parte dos microrganismos da comunidade
metanogénica pode ter sido inibida.

Em termos de alcalinidade final é possivel verificar que esta foi mais elevada nos reatores

CTB-7-E e CA5-7-E do que nos restantes. A alcalinidade adicional deve-se provavelmente a
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presenca das cinzas CTB e CA5 que estdo em maior quantidade nestes dois reatores do que nos

restantes.

4.3.2.3. Macro e micronutrientes derivados das cinzas
Na Tabela 25 sdo apresentadas as concentracGes de ides de célcio, sddio, aluminio, ferro,
manganés e magnésio presentes no momento inicial e final dos reatores. Também séo
disponibilizadas as concentragdes estimulantes [25] e inibitorias [35], [47] de cada um destes
Compostos.

Antes do tratamento enzimatico do DO alimentado nos reatores E-CTB-7, E-CA5-7, E-
CTB-6 e E-CA5-6 foi necessario ajustar o pH a 6 e 5, para que ndo ocorresse a desnaturacdo das
enzimas devido ao pH &cido do DO. Devido a adi¢do de NaOH com o intuito de ajustar o pH, a
quantidade de Na nestes reatores € superior a quantidade nos restantes.

Nos reatores E-CTB-7, E-CA5-7 e E-CTB-6, a concentracao inicial de Ca é inferior a
indicada como estimuladora, no entanto verifica-se que no momento final a concentracdo deste
composto aumentou para valores proximos do indicado como estimulador, devido provavelmente
a lixiviag&o das cinzas.

A concentracdo de Fe e Mg nos reatores € inferior a 20 e a 75 ppm, respetivamente, ou
seja, a quantidade referida na literatura como estimuladora. Desta forma, poderia ser benéfica a
suplementagdo dos reatores com estes nutrientes. No reator CA5-7-E nédo foi detetado Fe no
efluente final, o que se pode dever & precipitacdo do mesmo. Desta forma, a auséncia de Fe pode
ter conduzido a desequilibrios no metabolismo dos microrganismos. Em nenhum outro reator se
verifica a falta de nutrientes.

Com esta andlise conclui-se que, com excec¢do do Fe no reator CA5-7-E, 0s nutrientes
presentes nos reatores parecem suprir as necessidades nutricionais dos consorcios anaerdbios,

sem ocorrer inibigdo devido a presenca dos mesmos em quantidades inibitérias.
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Tabela 25-Concentragéo de ides de célcio, sddio, aluminio, ferro, manganés e magnésio no filtrado dos reatores

no momento inicial e final, e concentracdes estimuladoras [25] e inibitorias da digestdo anaerobia [35], [47].

Concentragéo (ppm)

R I [25]  Inibitdria [35], [47]
CTB-7-E 276,7  362,8
CA5-T-E 2857 2953
ECTB7 60,5* 94,2 100<Ca<1035 2500 < Ca < 8000
E-CA5-7 67,4%  93,0*
E-CTB-6 60,5*  81,4*
E-CA5-6 101,2  94,2%
CTB-7-E 746,8  716,1
CA5-T-E 741,1  733,6
ECTB7 1360 12887 100 <Na <200 3500 < Na < 8000
E-CA5-7 1453,9 13155
E-CTB-6 1440,2  1352,9
'E-CA5-6 1358,4 1375,7
CTB-7-E 7,6*  55%
ECTB-7 Fe 5,2° 27 20 < Fe <100 -
E-CA5-7 3,6 11,4*
E-CTB-6 7,0 2,1*
'E-CA5-6 55%  55*
CTB-7-E 7,2 7,6
ECTB-7 2 3,4 < 0,027 -
E-CA5-7 2,6 3,6
E-CTB-6 2,7 3,5
E-CA5-6 3,4 4,7
CTB-7-E 22,8%  259*
CA5-T-E 37,2 37,2*
ECTB7 75T TA 75<Mg< 150 1000 < Mg < 3000
E-CA5-7 6,0*  9,6*
E-CTB-6 7,7% 7,9*
'E-CA5-6 84* 94
CTB-7-E 100 10,0
ECTB7 0,0 0,0 ; 1000 < Al < 2500
E-CAST 0.0 00
E-CTB-6 0,0 0,0
E-CA5-6 0,0 0,0

*Valores a baixo da gama estimuladora
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4.3.3.Remocédo de AOX
A Figura 21 apresenta os valores de remog¢do de AOX, em termos de quantidade e de
percentagem removida. Neste ensaio obtiveram-se remocdes de AOX entre os 57,8 e 0s 86,5 %.
A remocdo de AOX nos reatores aumentou de acordo com a seguinte ordem: E-CTB-6 < E-CTB-
7 < E-CA5-6 < E-CA5-7 < CTB-7-E < CA5-7-E.

Hm Inicio KFim [ Remocéo (%)
60,00
67.4% s
_— 5% -53_30/ 56.7% —
5000 | ] - ]
40,00
E‘ 30,00
=
< 20,00
10,00
0.00 f ’_‘ } } } }
CTB-7-E CA5-T-E E-CTB-7 E-CA5-7 E-CTB-6 E-CA5-6

Figura 21 — Remocédo de AOX obtida nos reatores alimentados com DO tratado enzimaticamente e

neutralizado com cinzas CA5 e CTB.

A taxa de remogdo de AOX do reator CA5-7-E foi de 86,5 %. A remocdo de AOX dos
restantes reatores variou entre 57,8 e 67,4 %. No reator D2 (em que, como substrato, foi utilizado
29-CQOs-L1) obteve-se uma remocédo de AOX de 74,2 %. Desta forma, verifica-se que no reator
CAb5-E-7 ocorreu maior remogdo de AOX do que com o DO sem tratamento enzimatico e sem
adicdo de cinzas.

Pela analise da Figura 21, verifica-se ainda que nos reatores CTB-7-E e CA5-7-E, ocorreu
maior remocdo de AOX (67,4 e 86,5 %) do que nos restantes reatores deste ensaio. No entanto,
remogdes de 62,0 e 70,1 % foram obtidas quando nao foi realizado tratamento enzimatico, nos
reatores DO+CTB e DO+CAb, respetivamente. Desta forma, verifica-se que o tratamento
enzimatico apds a neutralizacdo do DO com cinzas CA5 e CTB parece ter contribuido para uma
maior remocdo do AOX. O preparado comercial de enzimas é composto por endoglucanases que
quebram ligacOes glicosidicas na celulose. Desta forma, estas enzimas ndo sdo diretamente
responsaveis pela degradacdo do AOX. No entanto, ao deixarem os detritos celul6sicos (que
eventualmente estejam presentes no DO) mais biodisponiveis para a comunidade microbiana,
entdo esta pode ter sido reforcada e, por sua vez, ter removido maior quantidade de compostos

organoclorados.
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Na mesma figura verifica-se que os reatores CA5-7-E, E-CA5-7 e E-CA5-6 apresentaram
taxas de remocao de AOX superiores a dos reatores que tiveram 0 mesmo tratamento, mas com
as cinzas CTB. Tal também se verificou no ensaio anterior em que as remocdes de AOX nos
reatores DO+CA5 e DO+CTB foram de 70,1 % e 62,0 %, respetivamente. Desta forma, verifica-
se a possibilidade das cinzas CA5 permitirem maiores remocdes de AOX do que as cinzas CTB.

Como mencionado anteriormente, a degradacdo de compostos organoclorados conduz a
producdo de cloretos. A quantidade de cloretos presentes em cada reator no momento inicial e
final é apresentado na Figura 22.
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Figura 22 — Quantidade de cloretos presentes no inicio e no fim do tratamento anaerobio para cada um dos

reatores.

Pela andlise da Figura 22 verifica-se que a quantidade de ides Cl aumentou entre o
momento inicial e o0 momento final. Além disso, o0 aumento de Cl- em solucdo é superior a
quantidade de CI- removida em termos de AOX, o que indica que o CI" presente no efluente tratado
ndo deriva apenas da degradacdo do AOX. O CI- pode resultar da lixiviacdo deste ido que se
encontra presente nas cinzas e/ou da degradacdo dos compostos organoclorados presentes no DO
(ndo contabilizados como AOX).

Neste ensaio foi utilizado sulfito de sédio (Na,SOs) com o intuito de reduzir o cloro livre
presente no DO. O cloro livre em concentracBes superiores a 0,5 ppm inibe a atividade das enzimas
utilizadas. Desta forma, a reacdo do Na,SO3z com o cloro leva a producéo de ClI- que nédo inibem o
tratamento enzimatico. Esta pode ser outra contribui¢do para o aumento da concentracdo de CI

entre o inicio e o fim do tratamento anaerébio.
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4.3.4.Producéo de CH4
As percentagens de CH4 no biogas produzido ao longo de 24 dias nos reatores sdo

apresentadas na Figura 23.
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Figura 23 - Percentagem de CH4 dentro dos reatores ao longo dos 25 dias no ensaio que utilizou cinzas e

tratamento enzimatico.

Através das percentagens de CH, apresentadas na Figura 23, verifica-se que ocorreu
producdo de CHa nos reatores E-CTB-6, E-CA5-7, CA5-7-E e CTB-7-E, sendo que no Gltimo dia
de operacdo dos reatores a percentagem de CH4 dentro dos mesmos era 35,2, 33,3, 18,8 e 0,00 %,
respetivamente. Através do mesmo grafico, verifica-se que os reatores E-CA5-7 e E-CTB-6
comecgaram a produzir CH4 mais cedo, no décimo sétimo e no décimo nono dia, respetivamente.
Nos reatores CTB-7-E e CA5-7 apenas comecou a ser detetado CH4 no vigésimo terceiro dia,
sendo que no reator CTB-7-E apenas foi detetado CH. nesse dia (7,65 %). Nos reatores D2 e D3
em que o DO foi utilizado sem tratamento enzimatico nem adicao de cinzas, verificou-se que a
producdo de CH, teve inicio ao décimo primeiro e ao vigésimo quarto dia, respetivamente. Nos
reatores do presente conjunto de ensaios a carga organica inicial variou entre 2,49 e 2,81 g-
CQOs-L* e a producéo de CHys iniciou-se entre o décimo sétimo e o vigésimo terceiro dia. Os
resultados apresentados sugerem que quanto maior for a carga organica aplicada, mais tempo sera
necessario para que o reator comece a produzir CHa. Tal pode dever-se & presenca dos compostos
organoclorados que podem inibir os microrganismos metanogénicos. Por outro lado, nestes
reatores o DO foi tratado enzimaticamente e foram aplicadas cinzas CA5 e CTB que também
podem estar na origem da diferenga de tempo de inicio de producdo de CH.. Além disso, entre
ensaios foram utilizadas lamas diferentes que em nenhum dos casos estavam adaptadas. Desta

forma, a diferenca de resultados entre ensaios, pode também estar associada as comunidades

85




microbianas presentes nas lamas no momento inicial, bem como aos microrganismos estarem
mais ou menos ativos.

Néo foi possivel fazer o célculo do volume de CH4 produzido através das variagbes de
CH, obtidas pelo sistema Oxitop, para todos os reatores. Provavelmente, devido a alguma avaria
nas cabecas Oxitops nao foram detetadas variacfes de pressdo durante o processo de tratamento.
O gréfico da pressdo dos reatores em que foi possivel obter esses valores, pode ser consultado no
Anexo D.

A semelhanca do realizado para o ensaio anterior, com o intuito de conseguir um valor
aproximado do volume de CH4 produzido, apds o término dos reatores, procedeu-se a remogao
do biogas do seu interior com o auxilio de uma seringa e o volume removido foi mensurado. O

volume de CH. estimado desta forma é apresentado na Tabela 26.

Tabela 26 — Estimativa do volume de CH4 produzido.

Reatores CHa4 (%) CH4 (mL)
CTB-7-E 0 0
CA5-7-E 33,3 2,71
E-CTB-7 0 0
E-CA5-7 18,8 19,1
E-CTB-6 35,23 7,23
E-CA5-6 0 0,00

Na Tabela 26 verifica-se que nos reatores CTB-7-E, E-CTB-7 e E-CA5-7 ndo foi detetado
CHs e que nos reatores CA5-7-E, E-CA5-7 e E-CTB-6 ocorreu a produgdo de 2,71, 19,09 e 7,23
mL de CH.. No ensaio em que foi estudada a biodegradabilidade anaerébia do DO alimentado
com 2 g-CQOs-L*! (reator D2) verificou-se a producdo de 57,45 mL de CH.. Nos reatores
alimentados com DO neutralizado com CA5 (D0+CADb) e CTB (D0+CTB) verificou-se a produgéo
de 63,87 e 66,65 mL de CH., respetivamente. Desta forma, estes resultados indicam que o
tratamento enzimatico em conjunto com a adi¢do de cinzas a0 mesmo DO levou a produgdo de

menores quantidades de CH, quando este foi tratado anaerobiamente.
4.3.5.Remocédo de matéria organica, grau de metanizacao e de acidificacado

A CQO;s inicial e final dos reatores alimentados com DO neutralizado com cinzas CA5,

cinzas CTB e tratado enzimaticamente esté4 apresentado na Figura 24.
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Figura 24 — CQO:s inicial e final e AOV individuais dos reatores alimentados com DO tratado enzimaticamente
e neutralizado com cinzas CA5 e CTB.

Através da Figura 24 verifica-se que em todos os reatores ocorreu a producao de AOV.
Nos reatores CTB-7-E, CA5-7-E, E-CTB-7 e E-CA5-7 apenas foi detetado &cido acético e nos
reatores E-CTB-6 e E-CA5-6 verificou-se também a presenca de acido i-valérico. Segundo
Bajpai [45], a produgdo de CH4 pode ser inibida pela presenca de AOV em concentragdes
superiores a 1500 mg-CQO-L, ou entdo quando a alcalinidade ndo é suficiente para prevenir as
maxima dos AOV totais nos reatores foi no reator CTB-7-E, com um valor de 1000 mg-CQO-L"
! ou seja, abaixo da concentracdo indicada como inibitéria. A producdo de acidos parece ter
levado a diminui¢do do pH final de todos os reatores, fazendo com que ocorresse reduzidas
remogdes da CQO;s através do CHa.

Na Tabela 27 ¢ apresentada a remocdo de matéria organica, o grau de metanizagéo e de

acidificagdo, a produtividade em CH4 e o0 rdcio AOV/Alc dos reatores.

87



Tabela 27 - Remogé&o de matéria organica, grau de metanizacao e de acidificacdo, produtividade em CHas e

racio AOV/Alc de cada um dos reatores.

- Remocdo  Metanizagdo  mL-CHa.g- mL-CH.-g-  Acidificacéo GVl
CQO:s (%) (%0)* CQO:s removido™  CQOs iniciar™ (%)*
CTB-7-E 8,97 0,00 0,00 0,00 37,25 0,80
CA5-7-E 23,53 1,34 30,15 5,32 19,42 0,29
E-CTB-7 fal 0,00 - 0,00 13,60 0,35
E-CA5-7 0,83 3,66 - 33,93 11,22 0,24
E-CTB-6 *x 3,67 - 14,55 30,60 0,76
E-CA5-6 2,16 0,00 0,00 0,00 35,22 1,03

* tendo em conta 0 CQOs inicial

**ocorreu 0 aumento de CQOs

Nos reatores E-CTB-7 e E-CTB-6 verifica-se que com o tratamento anaerébio a CQOs
aumentou 13,3 e 10,6 %, respetivamente, como é possivel observar na Figura 24. O aumento da
CQO;s pode dever-se a solubilizagdo de matéria particulada que pode ter sido estimulada pela agdo
das enzimas utilizadas no tratamento enzimatico do DO, que ao terem continuado funcionais
degradaram detritos presentes nos reatores. Desta forma, o calculo da produtividade de CHa4 por
CQOs removido dos reatores E-CTB-7 e E-CTB-6 ndo pode ser calculado. Os reatores CTB-7-E,
CA5-7-E e E-CA5-6 apresentaram taxas de remog¢do de matéria organica de 8,97, 23,53 e 2,16
%. Destes trés ultimos, apenas no reator CA5-7-E foi registada a producdo de CHs, com uma
produtividade de 30,15 mL-CH, -g-CQOs removido™.

No reator E-CA5-7 obteve-se a remogéo de apenas 0,83 % da CQO; adicionada e a
producdo de cerca de 19,1mL de CH,. Desta forma, o célculo da produtividade em CHa por CQOs
removido apresenta um valor acima do teérico (400 mL-CH4-g-CQOremovido). A solubilizacéo de
detritos celulésicos, talvez devido a acdo das enzimas, pode ter levado a que 0s consorcios
microbianos tenham tido acesso a mais matéria organica solivel do que a contabilizada,
justificando desta forma a producdo de CH4 acima do valor teorico.

Neste ensaio, verificaram-se valores de produtividade em CH, em termos de CQOs
adicionada inferiores aos obtidos no reator apenas com DO (reator D2). A produtividade no reator
D2 foi de 193,92 mL-CHa-g-CQOs iniciar * € NOS reatores CA5-7-E, E-CA5-7 e E-CTB-6 obtiveram-
se produtividades de 5,32, 33,9 e 14,55 mL-CH4-g-CQOs iniciai>. NOS reatores em que néo foi
realizado tratamento enzimatico, reatores DO+CAS e DO+CTB, verificaram-se produtividades de
166,33 e 157,24 mL-CH-g-CQO:s iniciar™®, Valores superiores aos obtidos no presente ensaio. Os
reduzidos volumes de CH. produzidos indicam a possibilidade de a adi¢do de cinzas em conjunto

com o tratamento enzimatico poder ter levado a inibi¢do da metanogénese.
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Pela Figura 24 verifica-se que em todos os reatores ocorreu a producdo de AOV.
Atendendo aos racios AOV/Alc apresentados na Tabela 27, verifica-se que os reatores CTB-7-E,
E-CTB-6 e E-CA5-6 apresentam racios AOV/Alc superiores a 0,4, 0 que pode indicar que a
alcalinidade do reator ndo foi suficiente para equilibrar o pH devido a producdo de acidos,
conduzindo desta forma a acidificacdo do sistema. Com isto, 0s microrganismos metanogénicos
provavelmente foram inibidos, justificando a reduzida remocéao de matéria organica e a auséncia
de CHa. A reduzida producdo de CH., ou auséncia da mesma, pode entdo ser justificada pelos
valores de pH finais inferiores a 6,8. Apesar de ndo se ter detetado produgéo de CHa no reator E-
CTB-7, o racio AOV/Alc do foi 0,35. O grau de acidificagdo dos reatores CTB-7-E, E-CTB-7 e
E-CA5-6 foi de 37,25, 13,60 e 35,22 %, respetivamente.

Na Tabela 28 é apresentado o racio CBOs/CQOs do efluente dos diferentes reatores
operados neste ensaio, antes e apds tratamento anaerobio.

Tabela 28 — Racio CBOs/CQOs do efluente inicial e tratado.

Reatores - CBOS/CQO: :
Inicio Fim
CTB-7-E 0,065 *
CA5-7-E 0,136 *
E-CTB-7 0,049 *
E-CA5-7 0,093 0,357
E-CTB-6 0,111 *
E-CA5-6 0,098 0,352

*Né&o foi possivel obter o valor da CBOs.

Os efluentes finais dos reatores E-CA5-7 e E-CA5-6 apresentam récios bastante
superiores aos iniciais, o que indica que ocorreu 0 aumento da biodegradabilidade do efluente, o
que corrobora com os resultados anteriormente apresentados. Estes reatores apresentaram baixas
remocBes de CQOs, no entanto ocorreu remocao de cerca de 64 e 59 % do AOX presente e
producdo de AQV, o que tornou o CQO;s presente no efluente final mais biodegradavel. Para
completar o tratamento do efluente seria recomendado um tratamento biol6gico aerdbio. Nos
restantes reatores ndo foi possivel obter o resultado da CBOs devido a problemas no equipamento

de leitura.
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4.3.6.Consideracdes sobre o ensaio

O objetivo deste ensaio passou por perceber se o tratamento enzimatico com
endoglucanases e a adicao de cinzas CA5, CTB ao DO era benéfico para o processo de tratamento
anaerdbio, nomeadamente na producéo de CHs4 e na remocdo de AOX.

Neste estudo verificou-se que os tratamentos realizados com a adicdo de cinzas e enzimas
conduziu a reduzidas produgdes de CH4. Em trés das condicGes aplicadas (reatores CTB-7-E, E-
CTB-7 e E-CA5-6) nédo se verificou producdo de CHs, sendo que nos restantes reatores as
produtividades de CHa4 variaram entre 5,32 e 33,93 mL-CHa-g-CQOs iniciai . NOS reatores D2 e D3
em que ndo foram utilizadas nem cinzas nem tratamento enzimético, verificaram-se
produtividades superiores de 193,92 e de 121,72 mL-CH4-g-CQOs iniciai™>, 0 que teoriza que a
utilizacdo de cinzas em conjunto com o tratamento enzimatico ndao teve um efeito positivo na
producdo de CH4. Comparando as produtividades dos reatores deste ensaio com 0s reatores
DO+CTB e DO+CAS5 em que houve a producdo de 157,2 e 166,3 mL-CHa-g-CQOs iniciar™*, Verifica-
se mais uma vez que a produgéo de CH4no ensaio com a aplicacdo das enzimas foi mais reduzida.
As produgdes mais reduzidas de CH4 podem néo estar relacionadas com o pré-tratamento a que o
DO foi sujeito, mas sim com a comunidade metanogénica presente inicialmente nas lamas. Desta
forma, este ensaio devera ser repetido com o intuito de se perceber se na realidade o tratamento
aplicado ao DO foi prejudicial, ou ndo, para a comunidade metanogénica.

A remocdo de AOX obtida neste ensaio foi entre 56,7 e 86,5 %. O reator em que 0
substrato utilizado foi DO neutralizado com CA5 até pH 7 e, posteriormente, tratado com enzimas,
obteve as maiores remoc¢oes de AOX registadas neste trabalho. Nos reatores D3 e D2 verificaram-
se aremog0Oes de AOX de 70,64 e 74,21 %, desta forma verifica-se que com o tratamento aplicado
no reator CA5-7-E obteve-se maiores remogdes de AOX. As remocdes de AOX obtidas no reator
CTB-7-E (67,4 %) e no reator CA5-7-E (86,5 %) foram também superiores as obtidas nos reatores
as obtidas nos reatores DO+CTB (62,0 %) e D0+CA5 (70,1%).

A remocao de matéria organica maxima obtida neste ensaio foi no reator CA5-7-E (23,53
%).
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4.4, Dinamica microbiana

Na Figura 25 é apresentado o dendrograma correspondente aos perfis de DGGE obtidos
a partir das comunidades bacterianas do primeiro ensaio em que foi estudada a carga organica
aplicada (2 e 3 g-CQOs-L™* de DO) e a utilizagdo de glucose e acetato como co-substratos. Nas
tabelas, D3, D2, DA, DG, A e G correspondem aos reatores alimentados com 3 g-CQOs-L™* de
DO, 2 g-CQOs-L* de DO, DO e acetato, DO e glucose, acetato e glucose, respetivamente. A

nomenclatura de cada reator é explicada na sec¢édo 3.2.

Similaridade (%) Remocao de Grau de

AOX (%) Acidificacdo (%)

A - 15,02

Lamas 1°Ensaio - R

Reator
FL.B. 8. R.8.F

G - 33,48
_|: D2 74,21 17,43
D3 70,64 3,69
DA 52,36 17,23
DG 70,36 9,57

Figura 25 — Dendrograma representativo da similaridade das comunidades bacterianas dos reatores do

primeiro ensaio.

Na Figura 25 é possivel verificar que o DO parece ter alterado a composicdo da
comunidade bacteriana, uma vez que se verifica a existéncia de dois grupos com 68 % de
dissimilitude: um dos grupos é constituido por comunidades dos reatores alimentados com DO e
0 outro grupo é constituido pelas comunidades dos reatores A e G e as lamas iniciais. Desta forma,
verifica-se que nos reatores alimentados apenas com glucose e acetato a comunidade bacteriana
é mais semelhante a inicial do que nos reatores alimentados com D0. Também se verifica que as
comunidades dos reatores D3 e D2 apresentam 86 % de similaridade.

Apds as lamas iniciais serem alimentadas com acetato durante 25 dias a 36 °C verifica-se
que a composi¢do da sua comunidade bacteriana se modificou, mantendo uma similaridade com
a comunidade inicial de cerca de 62 % (amostras A e 1°Ensaio, na Figura 25). A alimentacdo das
lamas com glucose, nas mesmas condi¢fes, conduziu a uma modificagdo mais evidente do
consorcio bacteriano (similaridade com a comunidade inicial de cerca de 44 %; amostras G e
Lamas 1°Ensaio, na Figura 25). Diferengas mais significativas entre as comunidades das lamas
inicias e finais sdo observadas nos reatores D2, D3, DA e DG, ou seja, nos reatores em que pelo
menos um dos substratos utilizados foi o DO. A similaridade entre a comunidade inicial e as
alimentadas com DO foi de 32 %. Desta forma, verifica-se que a utilizacdo de DO resulta numa

maior alteracdo da comunidade bacteriana inicial do que a utilizacdo de acetato ou glucose.
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Pelos resultados apresentados ndo é possivel concluir se a utilizacdo de co-substratos
pode ter sido benéfica no fortalecimento da comunidade bacteriana de forma a torna-la mais
resistente aos compostos organoclorados.

A analise das comunidades com base nos perfis de DGGE foi realizada usando trés
indices, cada um descrevendo um aspeto diferente da diversidade da comunidade. Na Tabela 29
sdo apresentados os valores de riqueza, do indice de diversidade de Shannon e do indice de

equabilidade de Pielou para a comunidade bacteriana presente nos reatores do primeiro ensaio.

Tabela 29 — Valores dos parametros de riqueza, indice de diversidade e indice de Pielou das comunidades
microbianas presentes em cada reator do primeiro ensaio.

Riqueza indice de diversidade indice Pielou
Lamas 1°Ensaio 22 2,795 0,904
D3 16 2,389 0,862
D2 12 2,033 0,818
DA 15 2,296 0,848
DG 13 2,141 0,835
A 18 2,508 0,868
G 19 2,492 0,846

O indice de diversidade de Shannon, variou entre 2,141 e 2,795. Os indices de diversidade
da lama inicial e das comunidades bacterianas dos reatores A e G sdo mais elevados do que 0s
registados para as comunidades bacterianas dos reatores com DO. Desta forma, os resultados
indicam a existéncia de maior nimero de espécies (riqueza de espécies) e maiores abundancias
relativas nos reatores sem DO0. A diminuigdo do numero de espécies nos reatores com DO pode
dever-se a presenca de mais compostos toxicos no efluente. O indice de equabilidade (indice de
Pielou) pode variar entre 0 e 1, em que 0 indica a dominéncia pronunciada de uma espécie e 1
indica a equitabilidade completa. Os indices de equitabilidade das comunidades bacterianas
variaram entre 0,818 e 0,904, o que indica uma distribui¢do quase uniforme.

Na Figura 26 é apresentado o dendrograma do perfil das comunidades bacterianas dos
reatores do segundo e terceiro ensaios. Nas tabelas, os reatores DO+CAS5, DO+CTB e DO+CAL
correspondem aos reatores alimentados com DO neutralizado com cinzas CA5, CTB e lamas de
cal, respetivamente. A letra “f” indica que apds a mistura do DO com as cinzas/lamas o efluente
foi filtrado. Nos reatores CTB-7-E, CA5-7-E, E-CTB-7, E-CA5-7, E-CTB-6 e E-CA5-6, a ordem
indica a sequéncia do tratamento aplicado ao DO antes do tratamento anaerébio. O nimero indica
o pH final do DO e a letra “E” corresponde ao tratamento enzimatico. A nomenclatura de cada

reator é explicada na sec¢éo 3.2.
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Figura 26 — Dendrograma obtido a partir do perfil de DGGE das comunidades bacterianas dos reatores do

segundo e terceiro ensaio.

Na Figura 26, os grupos a azul, vermelho e branco correspondem aos reatores do segundo,
do terceiro ensaio e as lamas iniciais de cada um dos ensaios, respetivamente. Pela analise da
figura, as comunidades bacterianas presentes nas lamas inicias de cada um dos reatores
apresentam uma similaridade de cerca de 69 %. Verifica-se a presenca de dois grupos com cerca
de 54 % de similaridade, sendo que os reatores do mesmo ensaio pertencem ao mesmo grupo.
Apenas o reator CTB-7-E, segundo o perfil obtido, tem mais semelhangas com os reatores do
segundo ensaio do que com os reatores do terceiro ensaio.

O tratamento do DO neutralizado com cinzas CA5, CTB e lamas de cal levou a que as
lamas iniciais (lamas 2°Ensaio) se diferenciassem. No entanto, as comunidades do segundo ensaio
apresentam uma similaridade entre si de cerca de 71 %.

No segundo ensaio, verifica-se que o tratamento anaerébio do DO neutralizado com as
mesmas cinzas conduziu a comunidades bacterianas semelhantes, mostrando assim que a
presenca das cinzas provavelmente pode conduzir a diferencas na comunidade. Para conhecer a
influéncia destas cinzas em termos de composicdo da comunidade bacteriana seria necessario
identificar os grupos filogenéticos afetados, através da sequenciacao dos fragmentos de DNA que
correspondem a cada banda no gel de DGGE, para determinar, por exemplo, quais 0s grupos
bacterianos dominantes na comunidade.

Pelo perfil de DGGE obtido, ndo se verificam tendéncias entre as similaridades das
comunidades bacterianas e a remocéo de AOX. O grau de acidificacdo dos reatores DO+CAL e
DO+CALT foi de 52,2 e 59,5 %, respetivamente. As comunidades destes reatores apresentam

similaridade de cerca de 94 %. Desta forma, a presenca de lamas de cal pode estar na origem de
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comunidades bacterianas promovendo a maior producdo de AOV. Por outro lado, a acidificacdo
do meio pode também ser explicada pela inibicdo dos microrganismos da comunidade Archaea
provocada pelos constituintes das lamas de cal.

Na Tabela 30 séo apresentados os valores de riqueza, indice de diversidade e indice de

Pielou.

Tabela 30 - Valores dos parametros de riqueza, indice de diversidade e indice de Pielou das comunidades
microbianas presentes em cada reator do 2° e 3°Ensaios.

Riqueza indice de diversidade indice Pielou
Lamas 2°Ensaio 21 2,670 0,877
DO+CA5 20 2,494 0,833
DO+CTB 25 2,804 0,871
DO+CAL 21 2,577 0,847
DO+CA5f 23 2,616 0,834
DO+CTBf 24 2,733 0,860
DO+CALf 22 2,652 0,858
Lamas 3°Ensaio 28 2,864 0,859
CTB-7-E 24 2,705 0,851
CA5-7-E 19 2,612 0,887
E-CTB-7 23 2,761 0,880
E-CA5-7 20 2,637 0,880
E-CTB-6 18 2,452 0,848
E-CA5-6 25 2,847 0,885

O valor da riqueza indica o nimero de bandas obtidas no gel DGGE, permitindo uma
estimativa do nimero de filotipos nas comunidades. A semelhanca do primeiro ensaio, verificou-
se a existéncia de elevada quantidade de bandas por lane o que indica uma diversidade de filotipos
consideravel nas amostras analisadas. No terceiro ensaio, verifica-se que a riqueza da comunidade
bacteriana diminuiu com o tratamento anaerébio do DO. A aplicacdo do tratamento
enzimético (“E”) tinha como objetivo aumentar a biodisponibilidade de detritos celuldsicos
presentes no DO, fornecendo mais substrato & comunidade microbiana com o objetivo de a
reforcar. Os resultados apresentados sugerem que a aplicacdo do tratamento enzimatico no DO
levou a diminuicdo da riqueza da comunidade.

O indice de diversidade de Shannon variou de 2,452 e 2,864 e o indice de equitabilidade
variou entre 0,833 e 0,880, mostrando que as amostras tém diversidades bacterianas semelhantes
com distribuicdo bastante uniforme.

Na Figura 27 ¢ apresentado o dendrograma do perfil das comunidades pertencentes ao
reino Archaea dos reatores do primeiro, segundo e terceiro ensaio, bem como as remocdes,

produtividades em CH4e grau de acidificagdo de cada reator.
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Figura 27 — Dendrograma obtido a partir do perfil de DGGE das comunidades Archaea dos reatores do

primeiro, segundo e terceiro ensaio.

Pela andlise da Figura 27 verifica-se que em termos de similaridade da comunidade
Archaea, os reatores dividem-se em dois grupos principais com cerca de 48 % de similaridade.
No dendrograma verifica-se que as lamas iniciais (biomassa anaerdbia inicial) do primeiro ensaio
(Lamas 1°Ensaio) apresentam uma similaridade de 48 % com as lamas utilizadas nos ensaios 2 e
3 (Lamas 2°Ensaio e Lamas 3°Ensaio). Desta forma, é razoavel concluir que a grande parte da
variagdo que se verifica entre ensaios pode dever-se as diferengas das comunidades Archaea e
Bacteria nas lamas utilizadas.

As comunidades Archaea dos reatores DA, G, D3, D2, DO+CTB e A apresentam uma
similaridade minima de 70 % sendo que 0s restantes reatores apresentam uma similaridade
minima de 65 %. A produtividade em CH4do primeiro grupo variou entre 121,7 e 335,0 mL-
CH4-g-CQO:s iniciar* € a do segundo variou entre 0,00 e 166,33 mL-CH4-g-CQOs iniciar™2. Estas
diferencas de produtividade parecem estar relacionadas com o tipo de microrganismos presente.

As remocBes de AOX nos reatores variaram entre 52,59 e 86,45 %, ndo se verificando
nenhuma tendéncia em termos de similaridade de comunidade Archaea e remogdes obtidas. As
remogdes de AOX podem dever-se a biossor¢do, a degradacdo devido a interagcdo com outros
compostos, as alteracdes de pH e a biodegradacédo anaerébia.

Na Tabela 31 sdo apresentados os valores dos parametros riqueza, indice de diversidade

e indice de Pielou.

95



Tabela 31 - Valores dos parametros de riqueza, indice de diversidade e indice de Pielou das comunidades
Archaea presentes em cada reator do trabalho.

Riqueza Indice de diversidade Indice de equitatividade

Lamas 1°Ensaio 4 1,00 0,72
D3 4 0,93 0,67
D2 3 0,58 0,53
DA 6 1,32 0,74
DG 5 1,21 0,75
A 5 1,23 0,77

G 1 - -
Lamas 2°Ensaio 4 0,98 0,71
D0+CA5 7 1,45 0,74
D0+CTB 5 1,31 0,81
D0+CAL 4 1,08 0,78
D0+CAS5f 3 0,86 0,78
DO+CTBf 4 1,14 0,82
DO+CALf 3 0,82 0,75
Lamas 3°Ensaio 6 1,31 0,73
CTB-7-E 3 1,03 0,93
CA5-7-E 5 1,41 0,87
E-CTB-7 2 0,47 0,68
E-CA5-7 4 0,95 0,68
E-CTB-6 2 0,61 0,88
E-CA5-6 3 0,80 0,73

O valor da riqueza de microrganismos pertencentes ao reino Archaea nas amostras variou
entre 1 e 7 indicando a baixa riqueza, quando comparado com a riqueza bacteriana. Na amostra
final do reator G verificou-se que apenas foi detetada uma banda. Desta forma, ndo foi possivel
determinar indices de diversidade e de Pielou visto que a amostra era muito pouco rica em termos
de microrganismos Archaea.

A rigqueza da comunidade Archaea do reator DO+CAS5 aumentou entre 0 momento inicial
(lamas) e o final o que indica que ocorreu a proliferacdo de microrganismos que inicialmente ndo
eram representativos. Esta comunidade é também a que apresenta maior diversidade. Este foi o
reator do segundo ensaio em que se obteve maior produtividade em CHa. Desta forma, pode-se
concluir que a adicdo das cinzas CA5 demonstrou ser benéfica para o desenvolvimento de uma
comunidade Archaea mais abundante e diversa.

Nos reatores no terceiro ensaio, verifica-se que em todos os substratos aplicados ocorreu
a diminuicédo da riqueza, o que se pode dever a toxicidade dos compostos presentes no efluente.
Com estes resultados verifica-se que a utilizacdo das cinzas com o tratamento enzimatico parece

ndo ter fortalecido os microrganismos da comunidade Archaea presentes nas lamas.

96



Com a andlise dos perfis das comunidades Archaea e Bacteria presentes nas amostras
recolhidas é possivel concluir que as lamas iniciais utilizadas nos diferentes ensaios apresentam
constituicdo diferente, o que pode justificar, por exemplo, a produtividade em CH,4 mais reduzida
nos reatores do ultimo ensaio em relacdo aos reatores do primeiro ensaio. Esta analise permitiu
verificar que a utilizacdo de DO como substrato conduziu a mais modificacdes na comunidade
inicial do que guando apenas utilizado acetato como substrato e que a utilizacdo de cinzas CA5
parece ter fortalecido a comunidade microbiana, aumentando a sua riqueza e diversidade,

conduzindo a uma maior producdo de CHa.
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5. Concluséo

O presente trabalho teve como objetivo a realizacdo de testes descontinuos de
biodegradabilidade anaerdbia de efluentes provenientes da primeira etapa de branqueamento de
pasta kraft, ricos em compostos recalcitrantes organoclorados estimados como AOX. Comecgou-
se por estudar a biodegradabilidade do efluente sem a adicdo de nenhum outro composto,
passando-se pela utilizacdo de co-substratos, pela adi¢cdo de cinzas e pela realizacao de tratamento
enzimatico e adicdo de cinzas. Na Tabela 32 sdo apresentados os principais resultados obtidos no
tratamento anaerébio do DO.

Tabela 32 — Resumo da performance dos reatores alimentados com DO.

Remocdo de Remocdo de Metanizacdo mL-CH,-g-  Acidificacédo

AOX (%)  CQO:s (%) (%) CQO%s iicial ™ (%)

D3 70,64 47,53 30,72 121,72 3,69
D2 74,21 26,20 46,48 193,92 17,43
DA 52,50 76,20 74,09 335,01 17,23
DG 70,36 42,92 31,30 124,03 9,57
DO+CA5 70,10 45,49 41,99 166,33 0,00
DO+CTB 61,99 64,58 43,67 157,24 4,57
DO+CAL 63,63 8,00 0,00 0,00 52,16
DO+CA5f 67,56 13,44 0,00 0,00 28,00
DO+CTBf 74,39 40,40 23,25 92,09 26,09
DO+Calf 67,23 15,66 5,05 19,08 59,53
CTB-7-E 67,43 8,97 0,00 0,00 37,25
CA5-7-E 86,45 23,53 1,34 5,32 19,42
E-CTB-7 57,76 - 0,00 - 13,60
E-CA5-7 6377 0,83 3,66 33,93 11,22
E-CTB-6 56,66 - 3,67 - 30,60
E-CA5-6 5937 2,16 0,00 0,00 35,22

Nos reatores em que se utilizou 3 e 2 g-CQOs-L* de DO sem aditivos, verificaram-se
remogdes de AOX de 70,6 e 74,2 %, remogdes de CQOs de 47,5 e 26,2 % e producdes de CH4de
121,7 e 193,9 mL-CHa-g-CQO:s inicial, respetivamente. A adicdo dos co-substratos, acetato e
glucose, ndo conduziu a remocdes de AOX mais elevadas. As remogbes de AOX nos reatores
suplementados com acetato e glucose foram de 52,6 e 70,4 %, respetivamente. Por outro lado,
obtiveram-se remocdes de CQOs de 76,2 e 42,9 %, e eficiéncias de metanizagdo de 335,0 e 124,0
ML-CH4-g-CQOs inicial, NOS reatores alimentados com DO e co-substrato, na razao de 1:1 em CQO.
Desta forma, verifica-se que a utilizagdo destes co-substratos (acetato e glucose) néo originou
remocOes de AOX superiores. No entanto, a utilizacdo de acetato parece ter reforcado a

comunidade metanogeénica levando a que a producdo de CH4ocorresse mais rapidamente e em
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maior quantidade. Com este ensaio verificou-se ainda que a remogdo de AOX foi maximizada no
reator alimentado com 2 g-CQOs-L* e que este foi também o que, sem adigdo de co-substratos,
obteve maior producdo de CH..

Com o intuito de aumentar a remocao de compostos organoclorados e a producdo de CHa,
foram utilizadas cinzas volantes (CA5 e CTB) e lamas de cal. Num primeiro momento estas foram
adicionadas ao DO com o intuito de o neutralizar. Verificou-se que a adi¢do de cinzas CTB, cinzas
CAD5 e lamas de cal promoveu remogdes de AOX de 35,4, 33,8 e 33,6 %, respetivamente, ou seja,
remogdes superiores as obtidas quando o DO é neutralizado com NaOH (18 %).

Com o tratamento anaerdbio das misturas filtradas e néo filtradas do DO com cinzas,
resultante da neutralizagéo, obtiveram-se remogdes de AOX entre 62,0 e 74,4 %. Nos reatores
alimentados com a mistura original e filtrada do DO neutralizado com cinzas CA5 ocorreu a
remogdo de 70,1 e 67,6 % do AOX, respetivamente. Os reatores alimentados com a mistura
filtrada de DO e cinzas CTB e lamas de cal apresentaram taxas de remo¢do de AOX superiores
(74,4 e 67,2 %) as taxas dos reatores alimentados com a mesma mistura, mas néo filtrada (62,0 e
63,6 %). Os resultados indicam que possivelmente a permanéncia das cinzas CTB e das lamas de
cal nos reatores ndo foi benéfica para a remocao de AOX.

Nos reatores alimentados com a mistura filtrada de DO com cinzas CA5 e a mistura
original de DO com lamas de cal ndo ocorreu a produgdo de CHa. Nos reatores alimentados com
a mistura ndo filtrada de DO neutralizado com cinzas CAS5 e cinzas CTB ocorreu a producao de
166,3 e 157,2 mL-CH4-g-CQO:s iniciar, respetivamente. Nos reatores alimentados com a mistura
filtrada de DO neutralizado com cinzas CTB e lamas de cal ocorreu a producéo de 92,1 e 20,0
mL-CH4-g-CQOs iniciar ™2, respetivamente. A permanéncia das cinzas no interior do reator parece
ter sido benéfica para a producdo de CHa4. As produtividades em CH4 quando as cinzas CA5 e
CTB permaneceram nos reatores sdo inferiores a produtividade obtida no reator alimentado
apenas com DO (neutralizado com NaOH), no entanto esta diferenca de produtividade pode dever-
se a erros na medicdo dos volumes de CH4 produzido, pelo que a diferenca pode ndo ser
significativa. Desta forma, a utilizacdo de cinzas CA5 e CTB parece ter sido vantajosa na remocao
de AOX (reducéo de gastos de neutralizagdo) e ndo teve efeitos significativos na quantidade de
CH. produzida.

No ultimo ensaio pretendeu-se estudar a adi¢do de enzimas e de cinzas CA5 e CTB com
0 intuito de aumentar a remocdo de AOX e a producdo de CH4. Com a adicdo de enzimas ao DO
verificou-se o aumento da biodegradabilidade aerébia do mesmo, sem alterag@es significativas na
quantidade de AOX presente. Com o tratamento enzimatico e adi¢do de cinzas verificou-se o
aumento da razdo CBOs/CQO; e a diminuicdo da quantidade de AOX presente. Apos sujeitar 0s
diferentes efluentes ao tratamento enzimatico verificou-se que no reator em que o DO foi tratado
com a sequéncia CA5-7-E ocorreu maior remocdo de AOX do que nas restantes sequencias de

tratamentos. Neste ensaio a remocdo de AOX variou entre 57,8 e 86,5 %. Nos reatores CTB-7-E,
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E-CTB-7 e E-CA5-6 ndo se verificou a producéo de CH4, sendo que a produtividade maxima nos
restantes reatores foi de 33,9 mL-CHs-g-CQO:s iniciar’l. Consequentemente, a remogéo de CQOs
registada nestes reatores foi também bastante reduzida, sendo 0 maximo obtido 23,5 %. Com este
ensaio conclui-se que a utilizacdo de enzimas e cinzas parece ndo ter o efeito pretendido na
producdo CH. e remoc¢do de AOX.

Com o estudo da dindmica bacteriana verificou-se que nos reatores alimentados apenas
com glucose e acetato a comunidade microbiana é mais semelhante & comunidade inicial
comparativamente aos reatores alimentados com D0. Também se verifica que os reatores D3 e
D2 apresentam 86 % de similaridade, sendo as comunidades mais semelhantes. Pelos resultados
apresentados ndo é possivel concluir se a utilizacdo de co-substratos pode ser, ou ndo, benéfica
no aumento da biodegradabilidade anaerébia do DO, no que diz respeito ao fortalecimento da
comunidade bacteriana de forma a torna-la mais resistente aos compostos organoclorados. No
ensaio com a adicdo de cinzas concluiu-se que a utilizagdo das mesmas cinzas conduziu a
comunidades bacterianas semelhantes.

Em termos de comunidade Archaea verificou-se que as lamas utilizadas no primeiro
ensaio apresentavam uma dissimilitude de 48 % das lamas utilizadas nos restantes ensaios, sendo
que as dos dois Ultimos ensaios apresentaram uma similaridade de 80 %. Desta forma, é necessario
ter em consideragdo que as diferencas verificadas em termos de remocao de AOX e de producédo
de CH, podem estar associadas as comunidades presentes e ndo sé ao efeito do DO com os
diferentes tratamentos aplicados. Mais estudos terdo de ser realizados com o intuito de determinar
se as condigdes aplicadas nestes ensaios permitem reforgar a comunidade bacteriana com o intuito
de melhorar a digestéo anaerdbia do efluente.

Conclui-se ainda que a utilizacdo do sistema Oxitop para determinagdo do volume de
biogas nao foi eficaz no decorrer deste trabalho. Para a maioria dos reatores, ndo foi possivel obter
os valores das variacdes de pressdo correspondentes ao aumento da quantidade de biogas no
interior do reator. Desta forma, em trabalhos futuros, devem de ser utilizados outros sistemas para

a medicdo do biogas produzido dentro dos reatores.
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6. Trabalho futuro

Determinar a composic¢do da comunidade microbiana antes e ap6s o tratamento do DO.
Poder-se-a utilizar tecnologias de sequencia¢do massiva paralela para identificacdo dos grupos
filogenéticos presentes nas lamas, antes e ap0s o tratamento anaerobio, determinando a
abundancia relativa destes na presenc¢a de compostos recalcitrantes. Desta forma, no futuro pode-
se estimular mais essas comunidades para que ocorra 0 aumento da remocdo de AOX e producao
de CH..

Estudar se a adi¢do de outros residuos, por exemplo o soro do leite, pode ser benéfico
para fortalecer a comunidade microbiana e conduzir @ maior remogdo de AOX e produgdo de
CH4.

Fazer o scale up dos reatores D2 e dos reatores alimentados com DO e cinzas CA5e CTB
que foram os substratos que se mostraram mais benéficos na digestdo anaerébia do efluente. Fazer
o0 estudo em outras condicBes operacionais, por exemplo, em condicGes termdfilas e estudar a
operacgao em continuo.

Estudar o potencial de producdo de AOV, aquando da utilizacdo de lamas de cal, durante

a digestdo anaerébia do DO.
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AnNexos

Anexo A — Retas de calibracdo

A.l. Reta de calibracéo de AOV

Tabela A. 1 — Equacdes das retas de calibragéo da area do pico (mV) dos cromatogramas em fungéo da
concentracgdo dos AOV analisados num cromatdgrafo. y corresponde a area do pico em pV-seg. e X

corresponde a concentragdo do acido em mg-L.

Composto Reta R?

Acido acético y = 946,34 - x 0,9973
Acido propio6nico y =1504,7 - x 0,9992
Acido iso-butirico y=1789,7 - x 0,9992
Acido n-butirico y =1841,0 - x 0,9959
Acido iso-valérico y =2071,8 - x 0,9988
Acido n-valérico y =1920,3 - x 0,9873
Acido n-caproico y=1744,5 - x 0,9746

A.2. Reta de calibracéo para quantificacdo de cloretos

Tabela A. 2 — Equacdo da reta de calibragdo utilizada para obter a concentracdo de cloretos através do método

do ido seletivo.
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A.3. Retas de calibracéo para absorcdo atomica

Tabela A. 3—- Equacdes das retas de calibracéo para determinagéo das concentracdes de ies, em que y

corresponde a absorvancia obtida na medicao de cada padréo com diferentes concentracdes de ides (x).

140 Reta R?

Ca y =0,043 - x + 0,009 0,990
Mg y=1917 - x—0,143 0,974
Na y =1788 - x + 7420 0,946
Mn y=0,089 - x + 0,014 0,997
Fe y =0,033 - x + 0,008 0,989
Si y =0,004- x + 0,007 0,999
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Anexo B — Biogas produzido nos reatores do primeiro ensaio

Percentagem metano (%)
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Figura B. 1 — Pressfes acumuladas ao logo dos 25 dias correspondentes ao primeiro ensaio.
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Figura B.2 — Percentagens de CH4 do primeiro ensaio ao longo dos 25 dias.
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Anexo C — Biogas produzido nos reatores do segundo ensaio

v CAS5 ¢ CASfiltrado + CTB » CTBfiltrado * Cal x Cal filtrado
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Figura C.1 — Pressfes acumuladas durante 25 dias correspondentes ao segundo ensaio.
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Figura C. 2 — Volume de biogas (em mL) produzido em cada um dos reatores ao longo dos 25 dias.
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Figura C. 3 — Percentagem de CH4 produzido em cada um dos reatores ao longo dos 25 dias.
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Anexo D — Biogas produzido nos reatores do terceiro ensaio

* CTBpH7 < CA5pH7 © NaOH CTBpH7 = NaOH CA5pH7 ¢ NaOH CTB pH6 2 NaOH CAS5 pH6
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Figura D. 1 — Pressdes acumuladas durante 25 dias correspondentes ao terceiro ensaio.
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Figura D. 2 — Volume de biogés (em mL) produzido em cada um dos reatores do terceiro ensaio ao longo dos
25 dias.
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Anexo E — Macro e micronutrientes presentes no DO

Tabela E. 1 — Macro e micronutrientes presentes no D0, analisados por espectrometria de emissdo/absorcao

atémica.
Elementos Concentracao (ppm)
Ca 74,0
Mg 3,96
Na 480,1
Mn 4,78
Fe 1,15
Al 0,00
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