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4. RESUNMO

No presente trabalho, foi realizado um estudo sobre o desenvolvimento do
biofilme e dos granulos no interior de um filtro anaerdbio de fluxo ascendente com
material suporte em PVC, operado com baixa carga orginica. Neste reator foram
estudados o seu comportamento hidrodindmico, utilizando-se as técnicas de estimulo
_e_ﬁégo_st’a, avaliando-se quantitativamente a biomassa bacteriana anaerobia no
biofilme e nos granulos, utilizando-se as técnicas do NMP, identificando as
morfologias bacterianas predominantes no biofilme ¢ nos granulos em suspensdo,
empregando-se exames sob microscopia de campo claro, contraste de fase,
fluorescéncia e varredura. O reator foi operado e monitorado durante um periodo de
244 dias, sendo dividido em 2 etapas. A primeira (Etapa I) correspondeu da partida
do reator até o 122° dia de operagdo, quando foi submetido a uma carga orgénica
volumétrica (COV) média de 0,48 Kg DQO.m>dia’ e a um tempo de detengio
hidraulico (TDH) médio de 23,12 horas, alcangando uma eficiéncia média em termos

de DQO de 82 + 7 % . A segunda etapa (Etapa IT) ocorreu do 122° até o 244° dia de

operagdo, quando o reator foi acrescido de carga orgénica volumétrica atingindo-se
0,75 Kg DQO.m> dia’ ¢ com um tempo de detengio hidraulico (TDH) médio de
23,12 horas. Nestas condi¢des, o reator alcangou uma eficiéncia média em termos de

DQO de 86 + 7 % .Nos exames microscopicos notou-se a presenga de bactérias do

T

género Methanothrix sp e Methanosarcina sp nos granulos e no biofilme aderido. Na
contagem bacteriana os granulos e o biofilme aderido apresentaram basicamente a

mesma quantidade de bactérias metanogénicas acetoclésticas.

Palavras-chaves: Filtro anaerébio, hidrodinAmica de reator, biofilmes,

granulos, contagem bacteriana
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5. ABSTRACT

This works reports an studies on the development of biofilm and
granules in an upflow anaerobic filter operated at low organic load and
containing PVC as support material. Initially, the reactor was subjected to
stimulus-response studies in order to evaluate its hydrodynamic behavior.
Afterwards, the fixed-film and granular biomass were quantified by utilization
of MPN technique. Predominant anaerobic bacterial morphologies present in
both biomass structures were identified using scanning electron and optical
microscopy. The reactor was operated in two distinct phases during 244
days. The reactor was subjected to an organic loading rate of 0.48 Kg
COD.m>.day™ and to a hydraulic detention time of 23.12 hours during the
first phase. This phase lasted 122 days and a mean COD removal efficiency
of 82 + 7% was attained. An organic loading rate of 0.75 Kg COD.m”.day
was applied to the rector in second phase ( from day 122 to day 244). In this
phase, the COD removal efficiency attained a mean value of 86+7% at the
same hydraulic detention time applied to the phase |, by microscopy exam, It
- was observed the presence of Methanothrix sp and Methanosarcina sp
bacterium in the granules and in the attached biofilms. The same quantity of

acetoclastic metanogenic bacterium was found in the granules and in the

biofilms.

keywords: Anaerobic Filter, Hydrodynamic of reactor, biofilme,
granules, bacterial quantified.



1. INTRODUCAO

A partir do momento em que o homem conscientizou-se que a
natureza n&o suportava mais a poluicdo gerada por suas atividades, muitos
pesquisadores dedicaram-se a investigar novas tecnologias que
possibilitassem minimizar o problema da degradacdo ambiental e
preservassem o meio ambiente através de solugGes eficientes e de custo
compativel.

Os processos de tratamento que asseguram a qualidade ambiental,
tém sido objetos de muitas pesquisas durante os ultimos anos, verificando-
se uma verdadeira revolugdo nos conceitos concernentes ao tratamento de

aguas residuarias.

Sao0 inumeros os tipos de tratamento de aguas residuarias, mas os
principais se fundamentam no tratamento biolégico, no tratamento fisico-
quimico e em operacdes fisicas de separagéo, sendo que a aplicagao dos
processos bioldgicos quase sempre sao as melhores alternativas

Dentre os processos bioldgicos pode-se destacar 0s processos
aerdébios e os anaerdbios , sendo que em comparagdo com 0S processos
biolégicos aerdbios convencionais 0s processos anaerébios apresentam
algumas vantagens tais como: baixo consumo de energia, menor taxa de
producdo de lodo, alto grau de estabilizagdo do lodo, requer menor
quantidade de nutriente além de haver uma producéo de biogas.



'O filtro anaerdbio & um reator no qual a matéria organica é
estabilizada afravés da acdo de microrganismos que ficam retidos nos
intersticios e apoiados no material suporte que constitui o leito, pelo qual
ocorre a percolagéo dos efluentes liquidos (GUIMARAES, 1990).

O filtro anaerébio funciona essencialmente como reator de leito fixo,
podendo ser de fluxo ascendente ou descendente porém, o filtro anaerdbio
ascendente, além de possuir biofilme aderido ao ‘material suporte também
possui consideravel quantidadeg de agregados ou flocos com bactérias, e
até granulos que permanecem nos intersticios através dos quais ocorrem o
escoamento do liquido (CAMPOS, 1990),

O filtro anaerdbio, apesar de ter sido evidenciado em 1969 apéds a
publicacdo de Young & McCarty, o conhecimento atual sobre a composicéo
de biofilmes e a cinética dos processos que ocorrem nesses complexos
biolégicos ainda encontram-se em estagios que demandam muitas
pesquisas para poder explorar adequadamente toda a potencialidade
colocada a disposi¢do do homem (CAMPOS,1994).

Neste trabalho, apresenta-se os resultados da operacdo de um filtro
anaerébio com material suporte de PVC, alimentado com substrato sintético
simulando esgoto sanitario, sendo verificado o desenvolvimento do biofilme
éderido ao material suporte e dos granulos formados em seu interior,
avaliando-se guantitativamente a biomassa anaerébia e identificando as
morfologias bacterianas predominantes.



OBJETIVOS

i O objetivo geral do trabalho foi realizar um estudo comparativo sobre
as atividades do biofilme aderido no meio suporte e dos grénulos de um
|

reator anaerébio de fluxo ascendente, na degradagdo da matéria organica.

Assim, os objetivos especificos foram:

e desenvolver uma concepcédo de reator anaerobio (filtro anaerdbio)
que permitisse a retirada de amostras do material suporte e em

suspenséo;
e estudar a hidrodinamica do reator anaerdbio;

e avaliar quantitativamente a biomassa bacteriana anaerébia no
biofilme aderido ao material suporte e no lodo biolégico em

suspenséo;

¢ identificar as morfologias bacterianas predominantes no biofilme

aderido ao material suporte e no lodo biolégico em suspenséo



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - PRINCIPIOS FUNDAMENTAIS DA BIODIGESTAO ANAEROBIA

A biodigestdo anaerdbia é um processo biolégico natural que ocorre
na auséncia de oxigénio molecular, no qual populagcées bacterianas
interagem estreitamente para promover a fermentacdo estavel e auto -
regulada da matéria organica, e da qual resulta, principalmente, os gases
metano e dioxido de carbono (MOSEY,1983).

No processo de digestdo anaerdbia o catabolismo da matéria
organica € realizado por microrganismos, que na sua maioria séo bactérias

anaerdbias pertencentes a varias espécies.

SPEECE (1983) definiu o processo anaerdbio como aquele no qual a
matéria organica complexa é inicialmente hidrolisada, originando compostos
de cadeias menores como aglcares, acidos graxos € aminoacidos.
Subseqientemente, tem-se o estagio denominado de acidogénese, em que
as moléculas resultantes da etapa anterior sio degradadas a acidos
organicos volateis (acético, propidnico, butirico), diéxido de carbono e
hidrogénio. A acetogénese €& o terceiro estédgio do processo, sendo
intermediério entre a acidogénese e a metanogénese, na qual as bactérias
acetogénicas transformam acidos organicos em acetato e hidrogénio, e as
bactérias homoacetogénicas transformam hidrogénio e dioxido de carbono
em acetato. A Uitima etapa € a metanogénica, em que 0 acetato &
descarboxilado a metano, e o diéxido de carbono é reduzido pelo hidrogénio
a metano. Na FIGURA 1, pode-se observar os quatros estagios descritos

anteriormente.



Cdmpostos Orgénicos Complexos
( Carboidratos, Proteinas, Lipidios)

1 l Hidrolise
Compostos Qrgénicos Simples
{ Acucar, Aminoacidos, Peptideos)

1 l Acidogénese

Acidos Graxos e Alcoois
(Propidnico, butirico, etanol)

2 Acetogénese

h 4

e Homoacelogénese 3
Hp. 00 3

Metanogénese

Hidrogenotréfica Acetoclastica

CHg, CO9, HyO

FIGURA 1- Etapas do metabolismo anaerdbio, onde os microrganismos
envolvidos s&o: 1-bactérias fermentativas, 2-bactérias
acetogénicas produtorasde H, , 3-bactérias acetogénicas ou
homoacetogénicas consumidoras de H,  4-bactérias
metanogénicas redutoras de CO, , 5-bactérias metanogénicas
acetoclasticas. Fonte: baseada em NOVAES (1986).

Nos esta’gids supracitados, estdo envolvidas as bactérias hidroliticas
e fermentativas, bactérias acetogénicas produtoras de hidrogénio, bactérias
acetogénicas consumidoras de hidrogénio , bactérias homoacetogénicés,
bactérias metanogénicas redutoras de diéxido de carbono e bactérias

metanogénicas acetoclasticas (NOVAES, 1986).

Segundo NOVAES (1986), algumas caracteristicas desses grupos

bacterianos podem ser citadas, a saber:



- Bactérias hidroliticas fermentativas, este grupo de bactérias €
responsévél pelos primeiros estagios da digestdo anaerdbia: a hidrélise e a
acidogénese. As bactérias hidroliticas fermentativas produzem enzimas que
séo liberadas no meio para hidrolisar compostos organicos como celulose,
proteinas, amido, transformando-os em compostos constituidos de
moléculas menores, transportadas para o interior das células, que sao
fermentadas e convertidas a uma variedade de produtos como acidos
organicos (butirico, propidnico) e alcoois (etanol).

- Bactérias Acetogénicas Produtoras de Hidrogénio, convertem certos
acidos organicos a diéxido de carbono, hidrogénio e acido acético, e os
acidos graxos saturados de cadeia longa e os aromaticos a acido acético e

diéxido de carbono.

- Bactérias Homoacetogénicas, ainda na fase da acetogénese
(FIGURA 1) aparece um grupo de bactérias que possui o papel
fundamental na produgéo de acido acético a partir de hidrogénio e diéxido
de carbono. Este grupo é denominado bactérias homoacetogénicas, o qual
é caracterizado como quimiolitétréfo utilizador de hidrogénio e didxido de

carbono.

- Bactérias Redutoras de Sulfato, encontram-se frequentemente
associadas as metanogénicas em ambientes naturais produzindo &acido

acético, hidrogénio e sulfetos, utilizados pelas metanobactérias.

- Bactérias Metanogénicas, séo consideradas como a espécie de
microrganismos mais importante a bacteriologia anaerdbia. Sdo estritamente

anaerdbias, e descarboxilam acetato a metano, didxido de carbono e agua.

2.2 - AS BACTERIAS METANOGENICAS

As bactérias metanogénicas pertencem ao reino Archaebacteria por
possuirem caracteristicas celulares proprias, que as diferem das



eubactérias (reino Eubacteria) (DEL NERY, 1993). LARGE apud
VAZOLLER (1989), apresentou as diferengcas basicas entre as
metanobactérias e as eubactérias, destacando a constituigéo das paredes
celulares, os lipidios de membrana e os tipos de enzimas e transportadores

de eléfrons.

Na parede celular das bactérias metanogénicas gram-positivas, por
exemplo, apresenta-se um componente analogo a mureina das eubactérias,
denominado pseudomureina. Esse componente, difere da mureina pela
substituicdo do &acido muramico pelo acido L-talosaminurdmico e pelas
sequéncias de aminoacidos (VAZOLLER,1989). Além dessas diferengas,
existem outras referentes a componentes enzimaticos, como a presenca da
coenzima M, muito importante durante a metanogénese. Os transportadores
de elétrons nas eubactérias sdo flavoproteinas, quinonas, citocromos e
ferredoxina e nas metanogénicas sdo fatores enzimaticos particulares como
0 Fao e 0 Fao (BULL' apud DEL NERY, 1993),

Segundo DODDEMA & VOGELS* apud VAZOLLER (1989), a analise
morfolégica das metanobactérias tem sido bastante facilitada pelo emprego
da microscopia de fluorescéncia em fungdo da presenca de cofatores

‘enzimaticos , como 0 Fao, que confere as células metanogénicas a
propriedade de tornar fluorescente sob determinados comprimento de onda,
no caso da luz ultravioleta.

O papel da coenzima Fspo esta relacionado com o transporte de
elétrons, e sua presenga em culturas bacterianas é constatada através da

utilizacdo de radiagdo ultra violeta. Quando as culturas metanogénicas sio

"LARGE, P.J. Methylotrofy and methanogens. Aspects of Microbiology. Eds. J.A.Cole, C.J. Knowles,
D. Schlessinger, Washington, American Society of Microbiology,1983. v8, 87p.

TBULL, A .M. et al. The distribuition of bacterial activity in anaerobic fluidized bed reactors. Water
Research,18(1) 1017-1020,1984.

* DODDEMA, H. J. & VOGELS, G. Improved indentification of methanogenic bacteria by fluorescence
microscopy. Appl. Environ. Microbiol.,36:752-754,1978.



submetidas a este tipo de exposicdo, a coenzima F4 na forma reduzida,
apresenta fluorescéncia azul esverdeada. O Fg3 € caracterizado como um
composto organico de coloragao amarela ndo fluorescente, cuja estrutura
contém quantidades consideraveis de niquel, que o distingue dos demais
compostos biolégicos (VIEIRA,1989).

As metanobactérias sdo dependentes da atividade de outros
organismos anaeroébios, principalmente em fungio de suas necessidades de
fontes organicas bastante simples. A degradagéo da matéria organica
complexa nos ecossistemas anaerébios, como anteriormente referido se
processa seqlenciaimente, em dire¢cdo a compostos simples, por meio do

metabolismo de diversos grupos bacterianos BRYANT & WOLIN  apud
VAZOLLER (1989).

Segundo BRYANT et al.™ e MCcINERNEY & BRYANT* apud
VAZOLLER (1989), o crescimento celular pode ocorrer em meio contendo
amdnia e sulfeto, ou ainda com outras fontes de nitrogénio e enxofre,
respectivamente. Os compostos mais utilizados como fonte de carbono e
energia para o crescimento de bactérias 'metanogénicas sd0 o acetato, a
mistura de hidrogénio e diéxido de carbono, o formiato, o metanol, e
metilaminas.

Dentre os compostos supracitados, VAZOLLER (1989) afirmou que

nenhuma espécie de bactéria isolada é capaz de utilizar todos os

'BRYANT,M.P & WOLIN, M.J. Methanogenic bacteria and their interactions. Seminar of Role of
Bacteria in Producing Non-polluting Fuel-73rd In: Annual Meeting of the American Society of
Microbiology, 73rd, Florida, 1973 p. 17

TBRYANT,M.P.; TZENG, S.F.; ROBINSON, |.M.; JOYNER Jr, AE. Nutrient requirements of

methanogenic bacteria. Adv. Chem. Ser ,105.: 23-39,1971.

tMcINERNEY,M.J. & BRYANT, M.P. Review of methane fermentation fudamentais. In: Fuel gas
production from biomass. Ed. D.L. Wise, West Palm Beach, 1981 p. 19-47



substratos metanogénicos potenciais. OREMLAND  apud VAZOLLER,
(1989), indicou que, as bactérias do género Methanothrix sp utilizam
somente o acetato como substrato. BRYANT et al® apud VAZOLLER
(1989), salientou que o acetato parece ser essencial para o anabolismo de
algumas espécies'bacterianas tais como a Methanobrevibacter smithii, e a
Methanobrevibacter ruminatium.

A grande maioria das bactérias metanogénicas isoladas de sistema
de tratamento de aguas residudrias e de ambientes anaerdbios naturais,
utiliza como substrato hidrogénio e didxido de carbono para a producéo de
metano. Essas bactérias s3o denominadas  metanogénicas
hidrogenotréficas e cabe a elas manter o equilibrio termodinamico do
hidrogénio no meio em digestdo VAZOLLER (1989).

Existem dois géneros de bactérias metanogénicas, que podem
utilizar compostos de dois carbonos como o acido acético : Methanosarcina
sp e a Methanothrix sp (oficialmente denominada de Methanosaeta sp). A
Methanosarcina sp , além do acetato, pode utilizar hidrogénio e diéxido de
carbono, metanol-e metilaminas. J&, a Methanothrix sp, bactérias mesdfilas,
utilizam somente o acetato. As metanobactérias que utilizam acetato sdo
denominadas acetoclasticas ( VAZOLLER, 1989).

A natureza das interagbes metanogénicas varia com os tipos de
organismos envolvidos e com os compostos organicos disponiveis. Essas
interagbes ou “parcerias” das bactérias metanogénicas com outros
anaerdbios podem ser sintréficas obrigatérias. Somente quando os
substratos para a formagéo do metano estdo no ambiente anaerébio, porém
nao gerados pela atividade das outras bactérias, € que as metanogénicas
se desenvolvem independentemente ( SAKAMOTO, 1996).

*OREMLAND, R.S. Biogeochemistry of methanogenic bacteria. In: Biology of Anaerobic
Microorganis. Ed. A J.B. Zehnder, Wageningen, Jonh Wiley & Sons, 1988 p. 641-706.
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Segundo MAH & SMITH" apud VAZOLLER (1989), & necessario para
o cultivo das bactérias metanogénicas alguns elementos tracos tais como:
cobalto, ferro, molibdénio, magnésio e potassio. A faixa de temperatura em
que as metanogénicas se desenvolvem ¢ ampla. ZEIKUS & WINFREY'
apud VAZOLLER (1989) observaram a produgéo de metano a temperatura
‘de 4 a 55°C, com um rendimento 6timo entre 35 e 42°C. A maioria das
metanogénicas é mesdéfila, sendo por volta de 37°C a temperatura ideal
para o crescimento e producdo de metano. A faixa de pH ideal para o
crescimento e produ¢do do metano esta entre 6,8 e 7,2 tanto para cultivos
puros como mistos (McINERNEY & BRYANT® apud VAZOLLER ,1989).

O potencial de oxi-redugdo necessario ao desenvolvimento de
bactérias metanogénicas se situa ao redor de -200mV em seus habitats
naturais, e entre -330 e -400mV, em cultivos controlados, tanto puros
como mistos (HUNGATE*, McINERNEY & BRYANT®, apud VAZOLLER,
1989). Portanto, toda e qualquer técnica a ser utilizada no isolamento e
manipulagdo de bactérias metanogénicas em culturas axénicas deve
privilegiar a eliminagdo do agente oxidante. Sem duvida, o oxigénio é o
agente oxidante mais comum na natureza , bastam 10 de suas moléculas
por litro do sistema para se obter um potencial de oxi-reducéo de -330mV
HUNGATE'™ apud VAZOLLER (1989). Assim, as técnicas microbiologicas
utilizadas para o cultivo das metanobactérias empregam gases como
nitrogénio, hidrogénio, diéxido de carbono, hélio ou misturas desses gases
em substituicio a atmosfera normal (MAH & SMITH® apud VAZOLLER
(1989).

MAH,R.A;SMITH,M.R. The methanogenic bacteria. In: The Prokaryotes. Eds M.P.Starr, H.Stolp,
H.G. Truper, A. Balows, H.G. Schiegel. Heidelberg, Springer-Verlag, 1981. p.948-77.

T ZEIKUS, J.G. & WINFREY,M. Temperature limitation of methanogenesis in aquatic sediments.
Applied and Environmental Microbiology,31: 99-107, 1976.

T HUNGATE, R.E. A roll-tube method for cultivation of strict anaerobes. In: Methods in microbiology.
Eds. J.R. Norris, D.W. Ribbons, New York, New York: Academic, 1969. v.38, p117-132.
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Esses gases sdo comprimidos em cilindros, e ainda contém
pequenas quantidades de oxigénio, que devem ser removidas totalmente
fazendo-se o gas atravessar uma coluna aquecida a 350°C (HUNGATE",
LJUNGDAHL & WIEGEL “apud VAZOLLER, 1989).

Além disso, no preparo de meio de cultivo e solugdes reagentes, o
oxigénio nele dissolvido é eliminado submetendo-os a fervura sob atmosfera
gasosa e uso de agentes redutores (HUNGATE ';DUBOURGUIER, apud
VAZOLLER,1989).

Substancias indicadoras de oxi-redugdo sado utilizadas e, para as
metanobactérias, a mais comum € a resarzurina. A resarzurina age
inicialmente como indicador de pH, tornando-se azul em pH alcalino e
vermelha em pH acido. Uma vez reduzida, a resarzurina origina um
composto incolor, a resofurina, que desta forma serve como um indicador
de oxi-reducéo, apresentando-se cor-de-rosa quando oxidada e incolor

quando reduzida (HUNGATE ' apud VAZOLLER 1989).
2.3 - FILTRO ANAEROBIO
2.3.1 - Histérico

O desenvolvimento do filtro anaerébio deve-se em principio a
publicagcdo de YOUNG & McCARTY (1968), elaborada com base em dados

de pesquisa realizados a partir de 1963, na qual sdo mostrados resultados

) LJUNGDAHL, L. & WIEGEL, J. Working with anaerobic bacteria. In. Manual of Industrial
Microbiology & Biotechnology. Eds. ALL. Demain e N.A. Solomon, Washington, American
Society Microbiology, 1986. p 84-86.

T HUNGATE, R.E. The microbiology of biodigestion. In: Simpésio Latino Americano para Producéo
de Biogas da Sociedade Brasileira de Microbiologia. S&o Paulo,1982. p 91.
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obtidos, sobre a operac@o desse tipo de reator, alimentado com despejo
liquido sintético. Os resultados mostraram a eficiéncia na remogéo de DBO
superior a 80%, para um tempo de deteng&o hidraulico inferior a 24 horas.

Deve ser lembrado, contudo, que historicamente essa publicagao foi
precedida por trabalhos de COULTAR et al. (1957), WINNEMBERG (1961),
e STANDER (1963), que despertaram menor interesse na época
(CAMPOS,1990).

2.3.2 - Conceituacao

O filtro anaerdébio € um reator no qual a matéria organica é
estabilizada através da acdo de microrganismos que ficam retidos nos
intersticios e apoiados no material suporte que constitui o leito, pélo qual
ocorre a percolagao dos efluentes liquidos (GUIMARAES, 1990).

De acordo com CAMPOS (1990), o vocabulo “filtro” apesar de muito
utilizado no meio técnico cientifico ndo representa a realidade, pois tanto o
filtro anaerdbio como o aerdbio, ndo efetuam a filtragdo segundo seu
significado especifico, assim sendo uma denominagao precisa seria: Reator
Anaerdbio de Leito Fixo Submerso com Fluxo Ascendente ou descendente.

2.3.3 - Configuracao do Filtro Anaerébio

2.3.3.1 - Forma do Reator

A maior parte dos filtros anaerébios de médio e grande porte é
constituida de unidades retangulares ou quadradas; porém em muitos
casos, também pode-se adotar com facilidade unidades circulares
(CAMPQOS,1990).
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2.3.3.2 - Altura do Reator

Sabe - se que as maiores taxas de remocéo de substrato ocorrem
nos niveis mais baixos do leito e no fundo falso (quando o fluxo é
ascendente), nesta regiao existe grande concentracéo de sélidos biolégicos.
Os solidos biolagicos que se formam nas camadas mais profundas do leito
sao mantidos em suspensdo, na forma de flocos ou granulos e podem
apresentar elevada capacidade de degradacdo dos mais diferentes
substratos ( CAMPOS, 1990).

Por este motivo muitos pesquisadores, abandonaram o filtro
anaerobio e partiram para o reator de fluxo ascendente e manta de lodo
(UASB). Mas, o filtro anaerdbio tem a vantagem de ter grande capacidade

natural de superar a introducdo de cargas de choques ou de agentes

“tdxicos ou inibidores dentro de certos limites evidentemente

(CAMPOS,1990).

Assim sendo, a altura do filtro pode variar de acordo com o seu
recheio, se forem utilizados recheios comerciais, sua altura pode variar na
faixa de 3 a 13 m, mas ao se optar por brita, a altura do leito pode ser de
0.8ma2m (CAMPOS,1990).

2.3.3.3 - Material Suporte

A camada suporte tem por finalidade principal reter sélidos biolégicos
no interior do filtro anaerdbio. Esses soélidos biolégicos encontram-se
aderidos a superficie do material suporte na forma de biofilme, ou presos
nos espacos intersticiais dessa camada na forma de agregados, tais como

flocos e granulos. Desta forma, a camada de material suporte atua como
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dispositivo para separar os soélidos dos gases, ajuda a promover a
uniformizacido do escoamento no reator, melhora o contato entre os
constituintes do despejo afluente e os sélidos bioldégicos contidos no reator
e permite 0 acumulo de grande quantidade desses soélidos necessarios
para aumentar o tempo de retenc¢do celular (YOUNG, 1990).

Como material suporte podem ser empregados diferentes materiais
tais como modulos tubulares, anéis tipo “pall’, anéis de “PVC”, esferas

perfuradas, elementos ceramicos, pedras entre outros (CAMPOS,1990).

De acordo com YOUNG (1990), em paises como Estados Unidos,
prevalece 0 uso de mbédulos e anéis, porém, em paises em
desenvolvimento o uso de pedras (britas N° 4) é muito mais econdmico
apesar do grande volume util perdido, (cerca de 50 %) pela sua incluséo no
reator (CAMPOS,1990).

O material suporte tem como finalidade principal a diminuigdo do

"numero de Reynolds garantindo um escoamento laminar e servindo de

suporte bacteriano na formagéao do biofilme (YOUNG ,1990).

YOUNG (1990) concluiu que é muito mais importante para o projeto,
o efeito do tamanho dos intersticios, da disposicdo e a forma do material

suporte, do que o valor de sua superficie especifica.

2.3.4 - Aplicacdes do Filtro no Tratamento de Efluentes

s

Os filtros anaerdbios tem sido objeto de intensas pesquisas em
grande numeros de paises, industrializados ou ndo. A maior parte dos
estudos existentes foi realizada nos Estados Unidos e Canada. No Brasil,

embora em quantidade bastante inferior, alguns estudos foram realizados
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em escala piloto com poucas experiéncias em escala real (CARVALHO,
1994).

A maior parte dos trabalhos publicados versando sobre filtros
anaerdbios é voltada ao tratamento de despejos industriais, em que as
concentracdes de matéria organica sdo bem superiores as do esgoto
sanitéfio, com a predominancia na forma soluvel ( KAMIYAMA, 1993).

Geralmente, o desempenho dos filtros anaerdbios no tratamento de
esgcibs sanitario nao é muito satisfatério devido a formacéo de sulfetos e
amodnia durante o processo, elevando, desta forma, a DQO do efiuente.
Além disso, como a producdo de gas €& pequena, devido a baixa
concentracdo da matéria organica presente neste tipo de despejo, o
tratamento sé é viavel caso o aquecimento necessario seja minimo, ou o
processo possa ocorre eficientemente a temperatura ambiente. Por outro
lado, existe ainda um outro agravante que é a quantidade de sélidos em

suspenséo geralmente encontrada no esgoto sanitario, que pode levar a

obstrugéo da camada de material suporte ( HENZE & HARREMOES, 1983).

Com relacédo a utilizagdo do filtro anaerébio para o tratamento de
esgoto sanitarios sem digestdo preliminar, pode-se constatar que poucos
estudos foram relatados até a presente data (CAMPOS,1990). Entre esses,
KOBAYASHI et alii apud CAMPOS (1990), operaram, em escala de
laboratério, um filtro anaerdbio com enchimento de plastico de alta area
superficial especifica para o tratamento de esgotos domésticos com DBO
média de 288 mg.L”, tempo de detencdo de 24 horas, temperatura de 20,
25 e 35 °C, taxa de aplicagdo média de 0,32 Kg DBO.m™.d". O efluente do
filtro, apresentou valores de eficiéncia de 79 e 73% em relagdo a DBO e

DQO respectivamente.

* KOBAYASHI, H. A; STENSTRON, M. K;MAH, R. A. Treatment of low strength domestic
wastewater using the anaerobic filter. Water Research, 17, (8) 903-909, 1983
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INAMORI et al’ apud CARVALHO,1994 através de experimentos com
filtros anaerobios de fluxo ascendente, verificaram qUé 0 esgoto sanitario
sintético ( DBO de 200 mg.L™"), pode ser tratado eficientemente neste reator
pois sua remocao de DBO foi superior a 70 %, para um tempo de detengéo

superior a 15 horas.

DALTRO (1988), estudando efeito da altura no desempenho dos
filtros anaerobios no tratamento de esgoto sanitario “in natura® com uma
DQO média de 534 mg.L™, verificou que a temperatura ambiente média de
25 °C e tempo de deteng&@o hidraulico e 8 a 24 horas, ocorreu uma

remogao média de 59% para o filtro alto, e 52% para o filtro mais baixo.

2.4 - BIOFILME

2.4.1 - Defini¢do

O biofilme pode ser definidko como um agrupamento de
microrganismos e seus produtos metabdlicos (em sua maior parte,
polissacarideos exiracelulares) associados uma superficie soélida (viva ou
‘inanimada) (BRYERS, 1988).

2.4.2 - Desenvolvimento do Biofilme

O desenvolvimento inicial de um biofiime ocorre quando uma
superficie ‘limpa” é exposta em um ambiente aquoso, tornando-se
acondicionada pelos constituintes quimicos (nutrientes) presentes.
Inevitavelmente, os microrganismos associam-se a essa superficie, aderem,
e entdo, fixam-se firmemente. Uma vez que esses colonizadores primarios

encontram-se firmementes presos a superficie, o metabolismo e o

" INAMORIL,Y.; SUDO\R.; GODA,T. Domestic sewage treatment using na anaerobic biofilter with na

aerobic biofilter . Iinn MATSUMOTO,J. & MATSUO,T. Treatment, disposal and managment of
human waste. Oxford: Pergamon Press, 1996 p 209-216.



crescimento da comunidade tornam-se dependentes das condigdes locais.

Deste modo, uma matriz gelatinosa se forma sobre a superficie,
aprisionando nutrientes e, no caso de culturas mistas, atraindo outros

microrganismos para a comunidade do biofiime (BRYERS, 1988).

A medida que a espessura do biofilme aumenta, micro-comunidades
desenvolvem-se em camadas e sub-camadas . Eventualmente, a espessura
do biofilme atinge um estado de equilibrio, no qual os processos formadores
do biofilme s&o equilibrados pelos processos que reduzem ou removem 0O
biofiime (BRYERS, 1988).

2.4.3 - Processos que Governam a Formacgao do Biofilme

Na literatura disponivel entre varios autores que tratam sobre o tema,
existem dois autores, que descrevem sobre os processos que governam a
formacdo do biofilme, que sdo o BRYERS (1988) e o BELKHADIR et al.
(1988),portanto nos paragrafos subsequente far-se-4 uma juncdo destes

dois artigos, tentando correlacionando-os.

Segundo BRYERS (1988), a instalacdo e a formacéo inicial do
biofilme resultam de interagbes entre processos como: deposicéo,
metabolismo e remog&o. BELKHADIR et al. (1988) acompanharam o
crescimento de biofilmes anaerdbios levando em consideracdo diferentes
metodologias propostas pela literatura para avaliar a espessura do biofilme,
concluiu que os resultados experimentais demonstraram que o crescimento

de um biofilme anaerébio segue seis estagios, de acordo com a FIGURA 2.

24.3.1 - Fase Latente -1

Esta fase é caracterizada por 2 etapas, a primeira ocorre devido a

uma breve adsorg&o de moléculas organicas sobre o suporte previamente
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“limpo” (pré condi¢do de superficie, ou uma etapa passiva de fixacéo), que
favorece a implantagdo de uma segunda etapa, caracterizada pela fixagao
de bactérias isoladas, etapa ativa ou reversivel, (aderéncia). Nota-se
também que, o crescimento ndo da lugar a formacdo do biofilme uniforme
(BELKHADIR et al., 1988).

Segundo BRYERS (1988), dentre os processos de deposicdo pode-
se ressaltar a pré - condi¢éo de superficie e a aderéncia e nos processos
metabdlicos a formagéo de polimeros extracelulares. Estes processos

podem ocorrer na fase latente, e portanto serdo descritos a seguir:

- Pré - condigao de superficie

A pré - condicdo de superficie depende, principalmente do tipo de
suporte que esté sendo utilizado, portanto, de suas caracteristicas quimicas
(BRYERS,1988).

A adsorgédo de quantidades mensuraveis de moléculas organicas (na
maioria, proteina) na superficie do material suporte ocorre dentro de
minutos de exposicéo (talvez, segundos) e pode ser causada unicamente
pelo efeito de difusdo molecular. A quantidade total de moléculas organicas
adsorvidas é insignificante em relago ‘ao biofiime maduro, embora esta
camada inicial seja suficiente para o pré condicionamento da superficie,
influenciando, desta forma, em outros eventos (CARVALHO, 1994).
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FIGURA 2 - Esquema descritivo do crescimento do biofilme. Em que: Mb :
massa do biofilme ; P: produtos de fermentacédo; Sg. substrato
final, Ma: massa ativa; 1 = Fase Latente; 2= fase de
crescimento acelerado do biofilme; 3=fase do crescimento
linear do biofilme; 4=fase de diminui¢&o do biofilme; 5=fase de
estabilizagdo do biofilme; e 6=fase do desprendimento do
biofilme . (BELKHADIR et al., 1988).

VERRIER et al. (1988) verificaram a aderéncia inicial de quatro
culturas puras de bactérias metanogénicas em superficies poliméricas
(propileno, PVC e poliamida), sob condi¢cdes anaerdbias. Os resultados
mostraram que a espécie Methanosarcina mazei nao aderiu em nenhum
dos suportes estudados. Enquanto que, a espécie Methanothrix soehngenii

aderiu preferencialmente a polimeros hidrofdbicos, a espécie
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Methanospirillum hungatei preferiu superficies hidrofilicas e a espécie
Methanobrevibacter arboriphilicus  aderiu sobre todas as superficies. A
acumulacéo de biomassa foi rapida no propileno em relagdo ao PVC, e foi
bem devagar na poliamida, mostrando portanto, a vantagem de superficies
hidrofobicas na aderéncia. A hidrofobicidade do material foi testada
verificando-se o angulo de contato com a agua. Quanto maior o angulo de

contato, maior a hidrofobicidade.

SANCHEZ et al. (1994), estudando a colonizagdo microbiana em
diferentes materiais suportes como sepiolita, terra diatomacea, - PVC,
poliuretano e bentonita , verificaram, pelo aumento da producao de metano
e através das microscopia de varredura e de fluorescéncia, e da estimativa
do numero mais provavel de células viaveis, que a colonizagdo microbiana
em diferentes materiais suportes & rapida, e ocorre nas primeiras 24 horas
de incubagdo do lodo. A microscopia de varredura eletronica revelou a
presenca predominante de filamentos na forma de um género
metanogénico semelhante a Methanothrix sp, localizados na superficie e no

centro da estrutura do biofilme.

- Aderéncia

As bactérias podem aderir a su.perficie do suporte de forma reversivel
ou irreversivel. O fendmeno de aderéncia reversivel pode ser atribuido ao
fato de que as células podem ser facilmente removidas da superficie do
suporte devido ao arraste provocado pelo movimento de liquido ou sua
capacidade de mobilidade. A aderéncia irreversivel estda muitas vezes
associada a producdo de polimeros extracelulares . Porém, n&o esta claro
se esses polimeros sdo produzidos antes ou depois das células aderirem

reversivelmente a superficie do material suporte (BRYERS, 1988).



De acordo com COPP & KENNEDY ‘apud VERRIER et al. (1988), nos
reatores com biofilme e escoamento descendente, a rugosidade do material

suporte interfere positivamente na formagéo do biofilme. Entretanto, nos
reatores de escoamento ascendente, a area superficial especifica e a
porosidade ndo s&o tdo importantes quanto o tipo e forma do material
suporte (YOUNG & DAHAB, 1983). A influéncia da composicéo do substrato
também é evidente, j4 que a fonte de carbono determina o equilibrio
microbiolégico e a composicdo quimica importante para que ocorra a
adesdo das células da aderéncia. Por exemplo, os ions de calcio e
magnésio sdo conhecidos como beneficiadores da taxa de adesdo celular
(VERRIER et al., 1988).

- Producéo de polimeros extracelulares

Os biofilmes encontrados por BRYERS, (1988) ndo foram
constituidos de agrupamentos em camadas sucessivas, mas consistiram de
um conjunto de células entrelacadas dentro de uma matriz gelatinosa
constituida por polimeros extracelulares. Esses polimeros foram ser
produzidos pelos primeiros colonizadores da superficie do material suporte,
a fim de reforcar a ligagcdo entre as células e a superficie.

LA MOTTA! et al. apud BRYERS (1988), com intuito de aumentar a
aderéncia das bactérias nitrificantes ao material suporte (no caso, plastico),
e desta forma reduzir o periodo de partida do reator, fizeram pré-tratamento
da superficie do suporte com varios polimeros comerciais e polimeros
extracelulares proveniente de bactérias. Os resultados indicaram que os
polimeros produzidos naturalmente foram mais eficientes que os sintéticos.

" COPP,G.H. & KENNEDY K.J. Support materials for downflow stationary fixed film (DSFF)
methanogenic reactors. J. Ferment. Technol., 61, 333-336 1983.

TLA MOTTA, J.E. et al., Effect of polyelectroles on biofilm growth. J. Environmental Engineering
Division, 108 (EES6), 1326-1341, 1982



EHRLINGER et al. apud CAMPOS (1992), estudando a formacéo de

biofilmes em reatores anaerébios operados com diferente despejos liquidos

sintéticos, observaram maior producgdo de polissacarideos celulares quando
se empregou a glicose como substrato, do que quando se utilizou
proteinas. Esse fato foi atribuido & predominancia de bactérias acidogénicas

responsaveis pela produgdo de grande quantidade de polissacarideos.

2.4.3.2 - Fase de Crescimento Acelerado do Biofilme - 2

Esta fase corresponde a uma evolugédo muito rapida da formacao do
biofilme, sobretudo , as pequenas coldnias espalhadas na superficie podem
se multiplicar rapidamente e cobrir toda a superficie do material suporte.
Pode-se caracterizar esta etapa por alguns aspectos a saber: - queda
extremamente rapida da concentragdo do substrato; - grande producéo de
produtos de fermentagéo (etanol, acido acético); - acumulo de biomassa
fixa, que ao final desta fase forma uma camada uniforme com espessura da
ordem de 50 a 80 um (BELKADIR et al.,1988).

Segundo BELKADIR et al. (1988), esta fase, do ponto de vista
pratico, é fundamental uma vez que traduz a esséncia dos processos
biologicos, (o crescimento da biomassa ativa, a diminuigdo da concentracéo

do substrato e a elaboragdo dos produtos finais).

Nesta fase podemos correlacionar o esquema apresentado na
FIGURA 2, com os seguintes processos metabolicos: - o consumo de
substrato, crescimento celular e replicagéo; - crescimento endégeno, morte

e lise celular, os quais serdo apresentados a seguir.
- Consumo de substrato, crescimento celular e replicagao

O crescimento e a replicagao das células presas num biofilme podem
ser descritos usando uma funcdo autocatalitica da concentragdo celular,

semelhante aquela usada para situagdes de células suspensas isto é:
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R (1) = uB(t) (1)

em que:
R : Taxa de crescimento local das células aderidas (M. L%.T™)

n : Taxa constante de crescimento especifico local ( ™

B : Area da concentragdo de células aderidas ( M.L?).

A cinética de crescimento do biofilme difere daquela dos sistemas de
células em suspensédo. Essas diferencas ocorrem porque as células se
ligam a uma superficie e produzem exopolimeros, apresentando

estequiometria celular diferente das células suspensas. Além disso, no
biofilme, a taxa de crescimento especifico () € uma funcdo da

concentragédo do substrato, o qual é ditado n&o somente pela taxa de
reacdo biologica, como o aumento também, pela resistencia de
transferéncia de massa ( devido ao aumento da espessura do biofilme). No
caso de biofilmes com varias espécies, mesmo a concentracdo das células
ligadas deve ser em funcdo da posicdo e do tempo, isto é B (x, t)
(BRYERS,1988).

Os estudos sobre a cinética dos processos que ocorrem em biofilmes
esta relacionado com o fluxo de substrato para o interior dos mesmos e com
o fluxo de subprodutos do metabolismo no sentido inverso. O transporte de
substrato no interior do biofilme e na interface biofilme - liquido € governado
pela difusdo do mesmo nestes meios ( HENZE & HARREMOES, 1983).

Geralmente, os modelos matematicos que se propéem atualmente
para estudos de biofilmes, fundamentam-se nas leis de difusdo de Fick e na
cinética baseada em reacbes de ordem zero a primeira ordem e nas

equacdes do tipo Monod. Infelizmente, a maior parte desses estudos
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fundamenta-se na consideragdo em que a espessura do biofiime é
constante, embora o substrato seja continuamente consumido, e por
simplicidade matematica, que o aumento do biofilme devido ao crescimento
& desprezivel ou equilibrado pelos processos que diminuem o biofiime
(BRYERS,1988).

- Crescimento endégeno

Os conceitos de morte e lise celular, ou s&o ignorados na maioria dos
modelos matematicos, ou sdo considerados como um processo global,
denominado crescimento endégeno, que por sua vez para as culturas em
suspensdo pode implicar na perda de massa celular (ou a mudanca do
estado de oxidacdo do material celular) associada a dois fatores: - auséncia
prolongada de um substrato exégeno ; - requerimento constante de energia

pela célula, a fim de manter uma determinada atividade metabdlica
(BRYERS,1988).

A cinética de crescimento de um biofilme nas condi¢gdes de regime
dinamico estavel, significa que todo o processo equilibra-se sobre a
producdo de massa de biofilme, sendo, portanto, constante (RITTMANN &
MCCARTY,1980; BRYERS,1988). Infelizmente, esta aproximagdo engloba
no conceito de crescimento endégeno processos como remocao do biofilme
devido as forgas de cisalhamento, produg@o de’ polimeros extracelulares,
lise, soltura e predagdo no topo do decaimento, superestimando-se 0O
decaimento constante no desenvolvimento do biofilme. Na verdade, a maior
responsavel pela manutencdo de uma espessura constante seria a

hidrodinamica do reator, e ndo o crescimento enddégeno (BRYERS,1988).

2.4.3.3 - Fase de Crescimento Linear do Biofilme - 3

Essa fase corresponde a uma acumulagdo a taxa constante do
biofiime sobre o suporte, e se caracteriza por : - uma concentragédo do

substrato na saida do fermentador constante e minima, e a concentragéo de

&
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produtos de fermentagéo‘( etanol, acido acético) constante e maxima. Sob
o ponto de vista do conceito, a evolugao linear do biofilme no suporte € uma
diminuicéo do processo em relagdo a fase anterior, sendo que as causa da
diminuicdo estdo ligadas a saturacdo do suporte, que muitas vezes é
dependente uma das outras, tais como : - dificuldade de transferéncia e da
difusdo do substrato no interior do biofilme; - efeitos de inibicdo pela
densidade celular; - acumulo de produtos toxicos no interior do biofilme
(BELKADIR, et al.1988).

2.4.3.4 - Fase de Diminuicédo do Biofiime - 4

A fase de diminuicdo se constitui numa transi¢do entre a acumulagéo
a taxa constante de biofilme e sua estabilizacdo a valores maximos, em
massa e espessura. Representa uma diminuicdo ligada a restrices
hidrodinamicas (cisalhamento), que impede o aumento da espessura do
biofilme. O sistema tende a uma produgé@o constante de biofilme (massa e
espessura constantes) (BELKADIR et al.,1988). Os autores verificaram

ainda que nas proximas fases ocorreram perdas de biofilme para o sistema.

BRYERS (1988), afirma que o biofilme pode ser removido de uma
superficie por uma das seguintes formas: predag&o, abrasao, cisalhamento
e desprendimento.

- Predacao

E comum ocorrer a acdo de predadores (predacgéo), tais como
protozoarios no biofilme, mas esse processo ndo tem sido considerado em
modelos matematicos, além disso, ndo existem estudos experimentais que

envolvam essas comunidades.

- Efeito de Abrasao

Ocorre quando a biomassa capturada nos intersticios do material

suporte (p. ex. esferas de polietileno) sofre agitacdo, de modo que
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particulas colidam e a abrasdo resultante continuamente remova o excesso

- de biomassa. Esta agéo € evidenciada em reatores de leito fluidificado.

- Efeito das Forgas de Cisalhamento

z

Varios trabalhos mostram que o material do biofiime €& removido
continuamente a medida que o mesmo se desenvolve. TRULEAR apud
BRYERS (1988) mostrou que uma quantidade significativa de biomassa
suspensa é removida continuamente do biofilme, e as taxas de remog&o do
biofilme s&o proporcionais a quantidade de biofilme presente até uma certa
espessura. Entretanto, alguns estudos tém indicado que a hidrodinamica do
reator tem grande influéncia na taxa de remog¢ao, uma vez que a espessura
do biofilme ultrapassa a regido de escoamento laminar e as forcas de
cisalhamento  aumentam praticamente na mesma  proporgao,
consequentemente, a taxa de remog&o do biofilme torna-se maior ( BRYERS
& CHARACKLIS' apud BRYERS, 1988).

- Desprendimento

O desprendimento € um evento em. que grandes quantidades ou
secles inteiras do biofilme se soltam da superficie do material suporte. Ao
contrario da agéo das forgas de cisalhamento, o desprendimento ocorre
periodicamente. N&o existem explicagbes claras para este fendmeno,
provavelmente, devido a grande quantidade de causas especificas

relacionadas ao sistema (BRYERS ,1988).

O desprendimento pode estar relacionado com a ocorréncia de

atividade anaerébia na regido interna do biofilme aerdbio muito espesso.

" TRULEAR, M.G. Cellular reproduction and extracellular polymer formation in the development of
biofilms. PhD dissertation. Montana State University, Bozeman, 1983.

t BRYERS,J.D. AND CHARACKLIS,W.G., Process governig primary biofilm formation, Biotechnol.
Bioeng., 24, 2451,1982.
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Associado as limitagbes de transferéncia de oxigénio em tais casos,
camadas profundas do biofilme se tornam anaerdbias produzindo acidos
volateis, baixando o pH e talvez produzindo gases insoluveis, 0s quais
enfraguecem a estrutura do biofilme. Entretanto, esta premissa nao explica

o desprendimento de biofilmes estritamente anaerébios (BRYERS ,1988).

HARREMOES et al. apud BRYERS (1988) associaram o
desprendimento de biofilmes com a formagéao de bolhas de nitrogénio. As
bolhas provocavam o desprendimento localizado do biofime. Esse
comportamento poderia também ocorrer em sistemas anaerébios

produtores de metano e gas carbonico.

ARVIN & KRISTENSEM apud BRYERS (1988) verificaram que a
precipitacdo de grandes quantidades de fosfato de calcio, resultante do
gradiente de pH dentro do biofilme, pode contribuir para a ocorréncia do

fendmeno do desprendimento.

2.4.3.5 - Fase de Estabilizacao do Biofiime - 5

A fase de estabilizacdo se caracteriza por valores constantes e
maximos de massa e espessura do biofilme, o que corresponde ao
estabelecimento de um regime permanente da produg&o do biofilme. Neste
nivel, se estabelece um equilibrio (breve e instavel) entre a perda de
biomassa associada a limitagbes fisicas e ao crescimento de novas células
na periferia do biofilme (BELKADIR et al.,1988).

2.4.3.6 - Fase de Desprendimento do Biofilme - 6

Essa fase foi marcada pela perda total do biofilme, associada a lise
celular nas camadas profundas e a destruicdo das células responsaveis
pela fixacdo (BELKADIR et al.,1988).

" HARREMOES, P. Biofim Kinetcs. Water Pollution Microbiology, 2,82, 1978
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2.5 - GRANULOS E FLOCOS

E importante considerar que o fendmeno da granulagéo foi
descoberto acidentalmente durante experimento realizado em um reator
piloto, com capacidade para 6 m®, o qual foi semeado em 1974 com lodo
digerido (de ZEEUW,1987). Apds essa observacio, descobriu-se que o
reator era capaz de trabalhar com altas taxas de carregamento
volumétrico, isto &, 30 KgDQO.m3.d", enquanto mantinha um desempenho
estavel.

A formacédo de granulos anaerdbios em reatores UASB é importante
para a operacao do reator com altas taxas de remoc¢io de DQO. Acredita -
se que o fendmeno de sua formagdo é baseado substancialmente na

agregacao microbiana natural no sistema (WU et al.,1996).

Os granulos e os flocos sdo agregados macroscopicos de bactérias,

de certa forma desprovidos de um material suporte. No entanto, os granulos

apresentam estruturas bem definidas e em geral boas caracteristicas de

sedimentacédo, enquanto que os flocos ndo apresentam estrutura definida e
permanecem , na maioria das vezes, em suspensdo (DOLFING, 1987;
HULSHOFF POL,1989).

A principal diferenca entre granulos e flocos esta na facilidade com
que estes Uitimos fragmentam-se quando submetidos a agitagdo de baixa
intensidade, enquanto que os primeiros permanecem intactos, mesmo em
casos de esforcos hidraulicos com intensidade moderada (HULSHOFF
POL,1989).

Em um estudo comparativo entre o filtro anaerdbio e o reator UASB
na formagdo de granulos, JHUNG & CHOI (1995) concluiram que a
granulacdo ocorreu nos dois reatores, sendo que seu desenvolvimento foi

mais influenciado pelo substrato do que pela forma do reator.




A maior parte dos estudos sobre o fendbmeno da granulagéo refere-se

a reatores UASB que, embora, possuam diferengas com relagéo aos filtros
anaerdbios tiveram sua concepgao baseadas nesses ultimos . Desta forma,
estes estudos podem servir como base para o entendimento desse
comportamento nos filtros anaerdbios com fluxo ascendente
(CAMPOS,1992). Os topicos que seguem baseiam-se principalimente na

literatura sobre reatores UASB.

Segundo HULSHOFF POL et al. (1983), o desenvolvimento de
granulos nos reatores UASB deve-se a selegdo continua das particulas de
solidos biolégicos, causada pela velocidade ascendente do liquido e dos
gases. No caso, os sélidos bioloégicos dispersos mais frageis seriam
“lavados” do reator, enquanto que, os compostos mais pesados e mais

ativos tenderiam a se agregar, permanecendo, desta forma no reator.

2.5.1 - Fatores que Afetam o Processo da Granulagdao

Segundo HULSHOFF POL et al. (1983), os fatores que afetam o
processo da granulagdo nos sistemas de tratamento anaerdbio dividem-se
em trés grupos, a saber. - fatores ambientais; - tipo de inéculo; -

procedimentos tomados durante a partida do reator.

Dentre os fatores ambientais pode-se ressaltar: - disponibilidade dos
nutrientes, essencial para que se obtenha as condigdes o6timas de
crescimento; - temperatura, visto que a atividade especifica do lodo
metanogénico € maxima entre 35 e 40°C ( para reatores mesofilicos ); - pH,
deve estar entre a faixa 6tima de crescimento das bactérias metanogénicas
(6,5 a7,8); - otipo de substrato.

Sobre o tipo de substrato pode-se ressair. - composi¢ao; -
biodegradabilidade da matéria organica; - presengca de matéria organica e

inorganica nao biodegradavel finamente dispersa; - composi¢ao idnica e a
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presenca de compostos inibitérios.

Dentre os procedimentos tomados durante a partida do reator pode-
se destacar : - incremento da taxa de carregamento organico; - lavagem de

solidos biologicos suspensos; - quantidade de inoculo utilizada.

2.5.2 - Estrutura do Granulo

DUBOQURGUIER et al. (1985) fizeram analises estruturais de
granulos retirados do reator anaerébio de fluxo ascendente e manta de lodo.
Por meio de técnicas de microscopia eletrdnica, de varredura e de
transmissao verificaram a existéncia de uma “trama” de bactérias do género
Methanothrix sp aprisionando varias bactérias em forma de bacilos,

aglomerados de Methanosarcina sp e fragmentos celulares.

DUBOURGUIER et al. (1987) afirmaram que os granulos se formam
pela agregacdo de microflocos principaimente por pontes formadas pelos
filamentos das bactérias metanogénicas do género Methanothrix sp e pelo
género Methanosarcina sp. Além disso, notaram que as bactérias ativas
ndo estavam distribuidas de forma aleatéria no interior do granulos, mas em
microcoldnias completamente bem definidas, sendo que foi encontrado
células com atividade bacteriana em varias posicbes até no centro do

granulo.

GUIOT et al. (1991), com base em observagdes realizadas sob
microscopia eletronica, e determinagbes da atividade metanogénica
especifica de lodos granulados integros e gradativamente dissecados,
conseguiram aprofundar o conhecimento da estrutura dos “grupos” de

microrganismos.

Na FIGURA 3 pode-se visualizar de forma simplificada a distribuicio
das populagées bacterianas, conforme constatado por GUIOT et al. (1991) a
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partir do modelo de McCARTY & SMITH (1986) desenvolvido para biofilmes

alimentados com etanol e acido propidnico.

Acideqénese : . Fonte de Cathona

Bactérias Sulfato-Hedutoras /-
Hetanggénese{ a parlir de Hz Y

.
/

S

Bretogénese {apatdetp) >

Metanogénese {a pattirde fi} | ),
TN
Methanosaeta spy ...

&: consumo ative de glitose
P; consume ative de propionato
AHy 1 consume ativo de Hy
{ olta ofinidade ¥
By : consume ative de i
{baixa afinidade |
M consume ative de acetate
= . {alta afinidade }
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FIGURA 3 - Esquema proposto para estrutura do granulo, com um arranjo
populacional relacionado com o modelo de difusdo do
substrato e produtos, para granulos alimentados com glicose.
GUIOT et al. (1991).

Foi verificado que, em fung¢do dos resultados de GUIOT et al. (1991),

propds-se para os granulo uma estrutura em trés camadas:

oA primeira camada (mais externa), com espessura de
aproximadamente 20pm, encontrou-se uma populacdo mais heterogénea
predominantemente constituida por bactérias acidogénicas
hidrogenotroficas, redutoras do ion sulfato, metanogénicas utilizadoras de

hidrogénio e o género metanogénico Methanosarcina sp.

eA segunda camada, foi constituida por bactérias acetogénicas e

metanogénicas hidrogenotroficas.



oA terceira camada, situada no ndcleo do granulos seria constituida

por espécies de Methanothrix (ou Methanosaeta) e microrganismo
acidotréficos (consumidores de acidos volateis de cadeia curta). Uma vez
que eles crescem com os metabodlitos produzidos pelas fermentadores
primarios na camada superficial do granulo e s&o eventualmente afetados
pela limitagdo difusional do substrato num estagio posterior.

Segundo os autores GUIOT et al., (1991) o substrato que alimentou
o reator se moveu do meio liquido para a superficie do granulo por
transporte de massa, e, entdo se difundiu dentro do granulo, em que foi
transformado em propionato, acetato e hidrogénio. Em resposta aos
gradientes de hidrogénio, os acidos propidnico acético foram transportados
de volta para o meio liquido, e se difundiram em menor concentracdo para o
centro do granulo. Este fato selecionou zonas especificas em que,
observou-se bactérias acidogénicas no meio liquido e na camada mais
externa, bactérias consumidoras de hidrogénio na superficie € na camada
intermediaria, bactérias acetoclasticas de baixa afinidade, pelo substrato na
periferia, e, de alta afinidade, na camada mais profunda, bactérias oxidantes
de acidos graxos volateis (acetogénicas produtoras obrigatéria de

hidrogénio) na camada intermediaria.

2.5.3 - Método de Avaliacao do Crescimento de Biofilmes e do
granulos - Métoedo do NMP

O método do numero mais provavel (NMP) pode ser utilizado para
estimar a populacdo total ou um grupo especifico de microrganismos em
uma amostra. O método emprega meios de cultura liquidos seletivos e um

conjunto de diluicées da amostra.

Segundo ATLAS & BARTHA (1981), o método do NMP é muitas
vezes referido como o método das diluigées. Neste método, geralmente, séo

utilizadas 3 réplicas, mas, pode se utilizar 5 e 10 réplicas. A leitura de cada
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tubo €& considerada positiva ou negativa, sem nenhuma tentativa de
quantificar o numero de mi'crorganismo's nas diluicbes positivas, as
combinacdes de respostas positivas e negativas sido comparadas a uma
tabela padrdo de NMP, em que se obtém o nuimero mais provavel de
bactérias viaveis por volume ou peso. A vantagem do método é que néo se
destroem as possiveis intera¢gdes microbianas em pequenos flocos, &€ mais

rapido e permite diferentes combinacbes para culturas especificas de
diferentes origens.

A contagem de coldnias de bactérias anaerdbias estritas utilizando o
método do NMP pode ser realizado com a metodologia descrita por MILLER
& WOLIN apud GIAJ-LEVRA (1991).

BATTERSBY et al. (1985) aplicaram a metodologia do NMP para
enumeracdo de bactérias redutoras do ion sulfato. Segundo POSTGATE
apud BATTERSBY et al. (1985), as bactérias redutoras de sulfato s&o
organismos anaerébios estritos e requerem um potencial redox de + 100 mV
para o cyesciménto inicial. BATTERSBY et al. (1985) realizaram o teste do
“roll-tube” concomitante ao teste do NMP para analise dos dados em
conjunto. Concluiram que a enumeracgao bacteriana das bactérias redutoras
do fon sulfato tanto aplicando o método do “roll-tube”, quanto o método do

NMP apresentaram o mesmo resultado, acrescido de um desvio padrao de
Log NMP 0,25.

GROTENHUIS et al. (1991), estudando a composicao bacteriolégica
e ultraestrutura do lodo granular metanogénico mesoéfilo de um reator UASB
em escala real tratando efluente de industria agucareira, notaram por meio
da microscopia ética e eletrdbnica e do método do NMP, que as espécies

Methanobrevibacter arboriphilicus e Methanothrix soenhgenii foram as mais

MILLER, T.L;WOLIN, M.J. (1974).A serum bottle modification of the Hungate techinique for
_ cultivating obligate anaerobes. Applied Microbiology, v.27, p.985-987.
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abundantes hidrogenotréficas e acetocllsticas, respectivamente, no

crescimento em lodos contendo propionato como fonte organica.

OBISPO & DEHORITY (1992) adaptaram o método do NMP para
enumeragdo de fungos anaerdbios no rumen, adicionando ao meio de
cultivo os antibiéticos penicilina e estreptomicina, a fim de medir a inibigdo
do crescimento bacteriano. Para posterior analise, e comparagdo dos
valores de contagem obtidos foi realizada também analise quantitativa pela
técnica do  “roll-tube”. Os autores concluiram que o NMP foi um

procedimento mais facil e simples.

SANCHEZ et al. (1994) utilizaram o método-do NMP em conjunto com
as técnicas de microscopia de fluorescéncia para comparar diferentes

colonizagdes microbianas (presenga de bactérias hidroliticas fermentativas,
bactéria redthora de sulfato e bactéria metanogénicas acetotroficas e
hidrogenotroficas) em diferentes materiais suportes. Concluiram que o
aumento da produgédo de metano foi rapido nos biodigestores anaerdbios e

ocorreu nas primeiras 24 horas apds a incubacéo do lodo.

O presente trabalho empregou 0 método do Numero Mais Provavel
(NMP) na quantificagdo das bactérias metanogénicas acetotroficas.
Segundo DUBOURGUIER apud VAZOLLER (1995), o NMP €& uma
metodologia bastante simples para avarlgiar o numero de bactérias
anaerobias, em que os frascos contendcl meio de cultura liquido sob
anaerobiose sao facilmente inoculados thilizando pipetas ou seringas

estéreis.

A técnica do NMP para as contagens de metanobactérias emprega os
procedimentos para manipulacdo de anaerdbios estritos. As respostas
positivas sd0 aquelas em que através da analise cromatografica, verifica-se

a producao de metano, apds um periodo| de 30 dias de incubag@o. As
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andlises cromatograficas s&o acompanhadas por exames microscopicos
das amostras de cada diluicBo sob microscopia de fiuorescéncia
(VAZOLLER,1995).

O argumento estatistico utilizado para elaborar as tabelas de NMP é
baseado no conjunto de resultados positivos e negativos, portanto, a
amostra precisa ser diluida de forma adequada para que os resultados das
contagens possam ser comparados aqueles das tabelas (STANDARD
METHODS FOR THE EXAMINATION OF WATER AND WASTEWATER,
1985).

2.6 - HIDRODINAMICA DO REATOR

As reagdes bioquimicas que ocorrem durante a digestédo anaerébia
s&o processos complexos, com multiplos parametros determinantes. Para se
ter um sistema de tratamento eficiente, ndo apenas os préprios parametros
precisam ser conhecidos, mas também deve ser considerada a relagcio
entre os parametros e o projeto hidraulico dos filtros e reatores (PIRES,
1990).

Estudos visando a caracterizacdo hidrodinamica deve ser realizados
para a obtengéo de modelos matematicos que descrevem adequadamente o -
regime de escoamento em reatores. Tais estudos permitem também a
deteccdo de zonas mortas, caminhos preferenciais, recirculagao interna e
outras anomalias de escoamento, sendo realizado por meio do teste
estimulo-resposta que consiste em obter informacées sobre a distribuicdo

do tempo de residéncia ( DTR) no fluido do sistema.

2.6.1 - Escoamento ideal

Segundo LEVENSPIEL (1974), existem dois tipos basicos de reatores

bioquimicos, (1) os do tipo descontinuos ou de batelada, nos quais, os
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reagentes sao despejados num tanque e misturados, ali permanecendo
durante um certo periodo, no qual ocorre as reagdes, sendo que a mistura
resultante € entdo descartada; (2) e os reatores continuos, onde os
reagentes entram e saem continuamente. Os reatores continuos sio mais
amplamente difundidos pdr serem viaveis economicamente, para a

producido em larga escala.

Ha dois tipos basicos de reatores continuos ideais: - reator com fluxo
pistonado (Plug Flow); - tanque agitado com mistura completa (CSTR). O
reator tubular se caracteriza por apresentar um escoamento ordenado dos
elementos fluidos, consequentemente neste tipo de reator, ndo havera
difusdo ao longo do percursé e sem diferenca de velocidade entre dois
elementos quaisquer do fluido. J&, o reator tanque CSTR, é ideal quando ha
mistura completa, satisfazendo a uma fungdo de tempo de residéncia de
forma exponencial, assim sendo, a concentracdo de qualquer composto na

saida é igual a sua concentracdo no interior do tanque (LEVENSPIEL,1974).

2.6.2 - Escoamento Nio - ideal

No caso de reatores reais 0 escoamento nunca segue os padrdes de
idealidade descritos anteriormente, porém, grande parte deles se aproxima
dela. Os desvios do comportamento ideal podem ser causados pela
formacdo de canais preferenciais, pelo reciclo de fluido no interior dos
reatores ou pela pre'sengé de zonas mortas (SMITH, 1970 ; LEVENSPIEL,
1974).

De acordo com PIRES (1990), podemos definir esses desvios do
comportamento ideal como:

Zona morta - € a regiao no interior do reator na qual a velocidade do

fluido é tdo baixa que, quando comparada com a velocidade em outros



pontos, 0 escoamento pode ser considerado “em repouso”. Nestas regides
ocorre principalmente mistura molecular. As zonas mortas s&o responsaveis

pelas “caudas” que aparecem nos experimentos com tragcadores.

Canais preferenciais - podem aparecer em algumas regibes dos
reatores onde uma porgéo do fluido escoa com velocidade maior do que o
resto, tendo, portanto, menor tempo de detencdo do que o avaliado
teoricamente. A distribuicdo ndo uniforme do escoamento de entrada e a
distribuicdo n&o homogénea do material suporte dos filtros sdo os principais

problemas que podem resultar na formacéo de canais preferenciais.

Recirculagdo - € a existéncia de linhas de corrente que formam
circulos , de tal forma que o fluido € mantido em circulacao dentro do reator.
O efeito da recirculagdo € similar ao efeito de zonas mortas, exceto que

dentro das zonas de recirculagédo pode ocorrer boa mistura dos reagentes.

2.6.3 - Técnica de Estimulo - Resposta

Teoricamente, € possivel quantificar os désvios do escoamento
ideal pela medida da velocidade de elemento de fluido para obter um perfil
de distribuicdo de velocidades. Na pratica, torna-se muito dificil usar esta
aproximacado. O conhecimento da distribuicdo do tempo de residéncia (DTR)
de elementos fluidos € utilizado para caracterizar 0 grau de nao idealidade
do escoamento. '

De acordo com LEVENSPIEL (1974), a técnica usualmente utilizada
para a obtengdo das curvas experimentais de distribuicdo de tempo de
residéncia (DTR) é a técnica de estimulo-resposta, que consiste,
basicamente, em provocar uma perturbagdo na entrada do sistema, através
da injecdo de uma substancia que nao interfira no escoamento, e medir a
resposta do sistema a este estimulo, ao longo do tempo. A injegdo do



tracador pode ser feita de diversas formas; porém, as mais utilizadas séo
as entradas tipo fun¢ao pulso e fungao degrau.

No caso da entrada em fungéo pulso, DENBICH & TURNER™ apud
CABRAL (1996) definiram que uma quantidade conhecida de tragador &
injetada na corrente afluente durante um periodo de tempo bastante
pequeno em comparacio com o tempo de detencio médio. Esta técnica tem
sido a mais usada pois, além de ser de facil inje¢céo, por utilizar volumes

pequenos de tragador, € mais viavel do ponto de vista econémico.

A injecao do tracador, a partir de uma entrada em degrau consiste,
basicamente, em aplicar um determinado volume de tragcador ao efluente
durante um certo periodo de tempo 'superior ao tempo de detencgéo
hidraulico do reator ( DENBICH & TURNER apud CABRAL ,1996).

2.6.4 - Curvas de Distribuicdo do Tempo de Residéncia (DTR)

Quando ocorre o escoamento de um fluido através de um reator a
uma vazéo constante, as particulas que compde o escoamento tém
diferentes tempos de residéncia caracterizado por uma fungédo tempo de
residéncia, definida por LEVENSPIEL (1972), como sendo a fragdo de
entrada ou saida de escoamento que tem um tempo de detengdo num
intervalo entre t e t + dt. A importancia pratica deste fato, segundo
BUFFHAM & MASON' apud CABRAL,(1996), é que o desempenho e
eficiencia do processo s@o afetados pela dispersdo nas curvas de

distribuicdo de tempo de residéncia (DTR).

) DENBICH, K. G.;TURNER,J.C.R. (1984). Chemical Reactor Theory. 3 Ed , ed Cambrige University
Press. Cap 5, p 81-110

T BUFFHAM. B. A.: MASON, G. (1993).Hold-up and dispersian: tracer residence times, moments and

inventory measurements. Chemical Enginieering Science.48,(23): 3879-3887.




LEVENSPIEL (1974) definiu que a distribuicdo dos tempos de

residéncia dos elementos de fluido para a corrente que deixa o recipiente é

denominada Distribui¢cdo de Idade de Saida (E), ou distribuicéo de tempo de
residéncia para o efluente, representada de tal forma que a area sob a
curva seja igual a um, ou seja:

[Edt=1 @)

De acordo com a FIGURA 4, que mostra uma curva DTR normalizada
(érea unitaria), a fracdo de efluente com tempo de residénciat e t + dt é
igual a Edt, enquanto que a fragdo com tempo inferior at; é
ty
[Edt (3)
0

Portanto, a fragdo de liquido com tempo maior que t; (area tracejada)

{Edt =1- | Edt ()
1 0

DTR, ou curva E

1 t
FIGURA 4 - Curva DTR normalizada. LEVENSPIEL (1974).
Quando a injegao de tragcador ¢é feita de acordo com uma fungéo tipo

degrau, o registro da concentragdo no efluente € denominada, de acordo
com LEVENSPIEL (1974), de curva F mostrada na FIGURA 5.
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FIGURA 5- Curva F para entrada tipo fungéo degrau. LEVENSPIEL (1974).

Ao se determinar a funcio de distribuicdo de tempo de residéncia a

partir de um estimulo tipo pulso, obtém-se a curva C esquematizada na
FIGURA 6 a seguir.

Entrada em pulsoc ideal

Saida de tragador,
& oucurvac

FIGURA 6- Curva C para entrada tipo fungéo pulso. LEVENSPIEL, (1974).

Para o ajuste de modelos tedricos e analise das curvas respostas de
DTR obtidas, utilizam-se em geral, as curvas normalizadas. No caso da
curva C, mostrada na FIGURA 6, a normalizagéo, de acordo com
metodologia descrita por LEVENSPIEL (1974), é feita dividindo-se a

concentracdo (C) pela area (A) sob a curva experimental de concentracio
versus tempo, como segue:



Em que:

A=[Cd
0

Pode-se obter relagbes entre as curvas E, F e C para o caso de
recipiente fechado, ou seja, aquele no qual a entrada e saida do fluido
ocorre apenas por escoamento tubular (perfil de velocidade plano) nao
ocorrendo variagbes de velocidades, difusées ou turbilhdes no fluxo de
fluido. De acordo com LEVENSPIEL (1974), os reatores reais, em geral,
satisfazem de forma razoavel a esta suposi¢cdo. Desta forma, tem-se as
seguintes equagbes que relacionam E, F e C:

Quando se tem regime permanente de escoamento, o que implica
que a DTR para o fluido que entra € a mesma para 0 que sai, uma vez que

n&o ocorre acumulo de material no recipiente, tem-se:
C=E ()

Quando se injeta um sinal de tragcador em forma de degrau na
entrada de um recipiente num tempo t = 0, para qualquer tempo t > 0
apenas o tragador efluente tem um tempo de detengdo menor que t. Tem-se,
entdo, que a fragdo de tracador na corrente efluente € igual a fragéo de -
efluente com tempo de deten¢gdo menor que t, represeﬁtado pela seguinte
equacao demonstrada por LEVENSPIEL“(1974).

F= jEdt (7.a)
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ou ainda:

E= (7.b)

dr
dt

Estas relagbes mostram que a técnica experimental de estimulo-
resposta, com entradas em degrau ou pulso, permitem a obtencao da curva
de distribuicdo do tempo de residéncia (DTR) em reatores. A analise
quantitativa destas curvas, informa sobre anomalias existentes nos reatores.

Na FIGURA 7 tem-se os principais problemas que podem ocorrer em
reatores cujo escoamento se aproxima do tubular.

A curva (a) da FIGURA 7 indica a resposta esperada se o sistema
nao apresentar nenhum problema de projeto. Ja, na curva (b), pode-se
observar um adiantamento no aparecimento do tragador, o que pode indicar
canalizagéo do fluido e regides de estagnag@o. No caso de recirculagdo
interna de fluido, FIGURA 7 (c), o fluxo de fluido pode estar movendo-se
lentamente, ocorrendo mais freqientemente em recipientes curtos e largos.
O aparecimento atrasado do tracador, como mostra a FIGURA 7 (d), pode
indicar que ha um erro na medida da vazio, no volume real de escoamento
do fluido (quando ndo se leva em conta a porosidade do material de
recheio) ou que o tragcador foi adsorvido e retido no reator. Na FIGURA 7 (e)
o fluido aparece sendo canalizado por dois caminhos paralelos.
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b
(d)

FIGURA 7- Anomalias que podem ocorrer no escoamento em reatores cujas
caracteristicas se aproximam do tubular. LEVENSPIEL, (1974).

REIMER et al” apud CABRAL (1996) citaram que outro
comportamento importante que pode ser observado nas curvas de DTR é a
presenca de prolongamentos em forma de caudas, fato este, segundo os
autores, causado em grande parte pela difusdo do tracador no recheio, que
fica retido nos poros durante um periodo de tempo e sendo depois !’iberado,
apos a passagem do pico de concentragdo, na corrente de fluido. Os
autores ressaltam, ainda, qUe este efeito & largamente observado quando
se trabalha com reatores tipo leito fixo.

) REIMER, M.HOLM KRISTENSEN, G.; HARREMOES,P. (1980). Residence time distribuition in
submerged biofilters. Water Research,v.14,p.949-958.

Recirculagéo interna



3. - METODOLOGIA

3.1 - CONFIGURAGAO DO REATOR

No presente trabalho foi utilizado um reator vertical de filme fixo, cuja
configuragéo foi baseada na descricédo de KENNEDY & DROSTE (1986),
mas com algumas modificagdes, devido a dificuldade de coletar o biofilme

aderido ao material suporte, os granulos e os flocos em diferentes alturas.

KENNEDY & DROSTE (1986) projetaram um reator de fluxo
ascendente em forma de um tanque vertical de base quadrada com 19 cm
de lado e 98 cm de altura (dimensdes internas), com paredes de acrilico,
contendo um volume liquido de 22,4 litros. O material suporte utilizado foi
composto de cilindros ocos de fibras de poliéster, com base de 2,8 cm de

diametro e com altura de 61 cm, e posicionado a 25 cm da base.

Durante a etapa experifnental da presente dissertacdo foi utilizado
um reator do tipo filtro anaerébio de fluxo ascendente, constituido por um
tubo de PVC, com diametro de 200 mm e altura de 1,20m, perfazendo um
volume de 26,4 L. Utilizou-se como material suporte 18 modulos verticais,
constituidos cada um com 5 niples de PVC de 20mm conectados entre si
por tubos de PVC de 25mm de diametro e 10cm de altura, sendo estes
perfurados perpendicularmente no sentido do escoamento. Cada maédulo
apresentava uma altura aproximadamente de 62 om distribuidos
uniformemente no interior do reator, sustentado por uma placa circular,
conforme FIGURA 8. Esses moédulos assim dispostos constituiram os
elementos basicos de estratégia para a retirada do biofilme aderido aos

niples, com o reator em funcionamento.



Nésta pesduisa utilizou-se o fluxo ascendente, pois, segundo van
Den BERG & LENTZ (1979), o reator com fluxo descendente opera
exclusivamente como reator de biofilmes, enquanto que, com o fluxo

ascendente, grande parte da estabilizacdo se deve aos soélidos biolégicos

em suspensao.

A retirada da amostra de granulos era realizada retirando-se as

amostras pelas saidas de coletas ( lateralmente).

Para a retirada da amostra de biofilme aderido, era interrompido o
fluxo de substrato no reator por alguns minutos, abria-se a parte superior do
reator, e retirava-se um modulo de PVC. O médulo era entdao desmontado e
retirado cuidadosamente as cinco niples contendo amostras de biofilme, nos
seus lugares eram colbcado cinco novos niples, o conjunto montado era
recolocado em seu lugar, em seguida, o reator era fechado e sua operacao

era retomada.

Foi mantido um selo hidrico de aproximadamente 5 cm acima do
material suporte com intuito de proteger o biofilme formado e garantir o

processos anaerdbio em todo material suporte.

O gas produzido no reator era encaminhado para um frasco tipo
Mariotte contendo uma solugéo de NaOH 6M e por deslocamento liquido era
medido o volume do gas metano produzido, além disso a composicédo do

gas era analisada por cromatografia gasosa.

Este reator foi instalado em uma cabine climatizada mantendo a
temperatura constante de 30°C, no Laboratério de Processos Anaerdbios do
Departamento de Hidraulica e Saneamento da Escola de Engenharia de
Séao Carlos, Universidade de Sao Paulo.



FIGURA 8. Esquema do Reator Anaerébio de Fluxo Ascendente e de Leito Fixo.
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3.2 - SUBSTRATO SINTETICO

O reator foi alimentado com um substrato sintético com composigéo
similar ao esgoto sanitario, com o objetivo de se obter um meio de
caracteristicas estaveis durante o maior parte do tempo dessa pesquisa. O
substrato sintético foi preparado de acordo com a composicdo e
procedimentos descritos por TORRES (1992). A TABELA 1 apresenta a
composicio do substirato sintético. |

TABELA 1 - Composicéao do Substrato Sintético

Proteinas 50 Extrato de Carne
Sacarose 20%
Carboidratos 40% Amido Comercial 60%
Celulose 20%
Lipidios 10% Oleo de Soja

Fonte : WWWW@W\@WORRES, (1992).

Na realizacdo do substrato sintético, primeiramente foi preparado
uma solucdo “Mae” de cada um dos componentes descritos na TABELA 1.
Desta solugéo “Mae” foram feitas medidas de DQO, afim de se saber qual
a concentracdo da solugdo em mg/L , apés, foi realizada uma seqiéncia de
operacgOes matematicas com intuito de se determinar o volume da solugéo
‘Mae” a ser utilizado, levando-se em consideragcdo o volume final do
substrato, as percentagens inerentes a seus respectivos componentes

descritos na TABELA 1 e a DQO final necessaria do substrato preparado.

A composicao do substrato, além dos constituintes organicos inciuiu
também solucbes de sais minerais e solugdes de metais. Estas solucdes
eram preparadas segundo recomendagbes da literatura (TOUZEL &
ALBGNAC; VAZOLLER apud TORRES, 1992). As TABELA 2 e TABELA 3




apresentam, respectivamente, as concentracbes de sais minerais e de
metais.

TABELA 2 - Concentragbes das solugbes de sais minerais do substrato

sintético.
Sais Minerais Concentragéo (g.L")
NaCl 72
MgCl, . 6H:0 12
CaCl, . 2H,0 96
CaCOs 36
NaHCO; 30

Fonte : FQUZEL & ALBGNAGVAZOLLER apud TORRES, (1992).

TABELA 3 - Concentracédo de metais do substrato sintético.

Metais Concentragao (g.L™)
~ AC. NITRILOTRIACETICO (NTA) 12,800
- FeCly. 6H,0 1,350
MnCl,. 4H,0 0,100
CaCl,. 6H,0 0,024
CaCly. 2H,0 0,100
ZnCl; anidro 0,100
CuCl,. 2H,0 0,025
HsBOs 0,010
Molibdato de Sédio . H,0 0,024
NaCl 1,000
Na,SeO; . 5H,0 0,024
NiCl; . 6H,0 - 0120

Fonte : TOUZEL & ALBGNACWM@M@& apud TORRES, (1992).
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Para corregdo do pH e da alcalinidade do esgoto sintético foi
utilizado o bicarbonato de sédio (NaHCOs). O substrato concentrado era
preparado semanalmente e armazenado sob refrigeracdo. Ao ser utilizado
diariamente para aIim'entagéo do reator, o substrato era diluido em um
volume final de 45 L.

Durante o desenvolvimento do experimento, foram utilizadas duas
concentragcbes diferentes de substrato. Na primeira etapa, Etapa |, o
substrato continha uma concentragdo, em termos de DQO, de 500 mg.L", o
que representdva uma carga organica de 0,5 Kg de DQO. M3d". A
segunda etapa, Etapa Il, o substrato foi acrescido proporcionalmente, de
acordo com os dados da TABELA 1, até se conseguir uma concentragao,
em termos de DQO, de 800 mg.L™, o que representava uma carga orgénica
de 0,8 Kg de DQO.m>.d™".

3.3 - ANALISES FiISICAS E QUIMICAS

As analises de Potencial Hidrogenidnico (pH), Alcalinidade Total
(ALC), Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), Solidos Suspensos Volateis
(SSV), foram realizadas tomando como base o Standart Methods of Water
and Wastewater (1985). As determinacdes dos acidos volateis foram feitas
de acordo com DI LALLO & ALBERTON (1961).

TABELA 4 - Periodicidade de amostragens

pH : 3 X semana
ALC (mg CaCO;.L") 3 X semana
AV (mg.L") 3 X semana
DQO (mg.L™ Variavel

Ssv (mg.L™" 1 X semana
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3.4 - ASPECTOS MICROBIOLOGICOS

3.4.1 - Procedimentos para analise microbiolégicas e materiais
utilizados

Para se realizar as contagens de bactérias metanogénicas
acetotroficas € necessario que estas sejam realizadas sob condigbes de
anaerobiose estrita, como j& mencionado anteriormente. Assim, os
procedimentos experimentais, foram baseados na literatura disponivel sobre
a manipulagcdo de anaerdbios estritos, utilizando gases tais como
nitrogénio, dioxido de carbono e hidrogénio. Esses gases também foram
utilizados na atmosfera interna dos frascos contendo meios de cultivos e
solugbes (HUNGATE; BRYANT; MILLER & WOLIN; BALCH et al;
DUBOURGUIER apud VAZOLLER, 1995).

Foram utilizados frascos de antibidtico de 30 mL e seu fechamento
foi feito com batoque de borracha de butila e lacre de aluminio. A
manipulacéo de solugdes e de indculos foi realizada com auxilio de seringas
de insulina estéreis, como indicado em HUNGATE; BRYANT; MILLER &
WOLIN; BALCH et al.; DUBOURGUIER apud VAZOLLER, (1995) .

3.4.1.1 -Indéculo

Para se tentar avaliar o crescimento das bactérias metanogénicas
acetotréficas foram realizados um total de 6 inoculagbes, sendo estudados
dois tipos de indculos, a saber. - biofilme aderido ao meio suporte; -

granulos e flocos em suspenséo.

3.4.1.1.1 - O biofilme aderido ao meio suporte.

A amostra bruta do biofilme foi retirado a partir de um “anel’ do
material suporte (PVC), sempre de uma mesma altura (o segundo anel de

baixo para cima) e um méddulo que nao tinha sido retirado ainda,. Esta
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amostra era colocada em um frasco contendo 10 mL de solug&o de diluigao
reduzida, trocando-se a atmosfera do frasco para N»/CO, durante 3
minutos. Em seguida, o frasco era lacrado e agitado durante 20 min para
proporcionar o desprendimento do material aderido ao biofilme. Nao foram
utilizadas pérolas de vidro, para facilitar a homogeneizacao, pois no frasco
era colocado o anel contendo o biofilme e julgou-se desnecessario sua

utilizag8o sendo que o anel se encarregava da homogeneizacéo.

3.4.1.1.2 - Os granulos e flocos em suspenséo

Foram retirados 10 ml de lodo, sempre de uma mesma altura, os
quais foram adicionados em um frasco xarope contendo 10 g de pérolas de
vidro. Posteriormente, a atmosfera do frasco foi trocada para N./CO.

durante 3 min. Por fim, o frasco entéo lacrado, era agitado durante 20 min.

3.4.1.2 - Procedimento para as inoculagbes

Os procedimentds utilizados para as inoculagdes foram de acordo
com a metodologia adotada pelo Laboratério de Microbiologia do
Departamento de Hidraulica e Saneamento da E__géola de Engenharia de
Séo Carlos, Universidade de S&o Paulo, descritos a seguir.

Antes das inoculagbes era realizada a troca de atmosfera nos frascos
contendo meio Zinder, para isso se fez necessario a utilizagéo do sistema

de distribuicdo simultanea de gases.

O sistema de distribuig@o simultanea de gases utilizado consiste de :
um forno, com finalidade de remover o oxigénio que esteja presente na linha
de gas; uma bomba de vacuo, utilizada no momento de troca de atmosfera
dos frascos; quatro saidas simultaneas ligadas a linha e com controle de

fluxo de gas por meio de registros de agulha; quatro mangueiras de silicone

" A composigsio e os procedimentos para a preparacdo das solugdes estoques e do meio Zinder
estio descritos no item 4.4.1.3 '
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conectadas as quatro saidas de gas, quatro filtros “Sterile Acrodisc’
instalados na outra extremidade da mangueira de silicone; agulhas
hipodérmicas ligadas a extremidade dos filtros “Sterile Acrodisc” Como pode
ser observado na FIGURA 9.

FIGURA 9 - Foto do Sistema de distribuigdo de gases.1 - forno, 2 - bomba
de vacuo, 3 - sistema de distribui¢do, 4 - mangueiras de silicone, 5 - filtro
“Sterile Acrodisc”, 6 - frascos, 7 - bico de Bunsen . '

Para realizar a troca de atmosfera, os frascos eram conectados ao
sistema de distribuicdo de gases sob condi¢bes de assepsia por meio de
agulhas hipodérmicas estéril, primeiramente era introduzido a mistura
gasosa No/CO; (70:30%) nos frascos por um periodo de 30 segundos e por
meio de um jogo de registros retirava-se os gases por meio de uma bomba
de vacuo, este procedimento era realizado 3 vezes e com uma duracdo de
30 segundos cada manobra , em seguida era promovido a despressurizacao

dos frascos com uma agulha hipodérmica estéril.

Depois deste procedimento, os frascos contendo meio Zinder (8,55
mL) eram acrescidos das solugbes estoques com auxilio de seringa de
insulina estéril e “lavada com gas N,", para ndo haver contaminagéo do

oxigénio das atmosferas do frascos. As solugdes acrescidas eram:




bicarbonato de sédio (0,1mL), vitaminas (0,1mL), acetato de sédio (0,2mL) e

redutora (0,05mL) nesta ordem, perfazendo um volume total de 9 mL. E
importante ressaltar que a fonte organica, no caso, o acetato de sédio ficou
com uma concentracdo inicial no meio de 20 mM. Os frascos de agua de
diluicdo que continham um volume inicial de 8,8 mL eram acrescidos com de
0,2 mL de solugdo redutora, na hora de sua utilizag&o, perfazendo um
volume total de 9 mL.

As inoculagdes foram realizadas seguindo a ordem apresentada
na FIGURA 10, sendo que eram utilizadas seringas estéreis para cada
diluicdo, com calibre de 25 x 7,0 mm para que néo ocorresse a sele¢édo dos
microrganismos pela espessura da agulha. Apés as inoculagées os frascos
j@ devidamente etiquetados, foram mantidos em incubadoras marca

FANEN, modelo 347CD,A temperatura controlada em torno de 30 +1°C.

Amaostra
Principal

"y 10z,
lmL 1oL 1ml  1ml  1ml

A@Ja de -
Diluigio
9ml. 9ml. 9 9ml. 9l 9ml.
1 2 - -
10 10 103 Mo oS /10
Il ImL 1mL 1l ImL
3 104\ eI | koS | e

Zinder 10°
Oml. 9inl | Ol Ol Il
Iml. Iml.* Il 1mL. 1L

Zinder o3| o \ ol ho®] o™
9 ml) omt] \ lomI| \ lomi)\ lomL.

Ninl Nl Nmb Mel  \iak

Finder 103 104 0™ Im‘6 1077
Ol omt]  1oml] [9mL]  |9mL

FIGURA 10 - Esquema das Dilui¢bes.
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3.4.1.2.1 - Leitura de Metano

As leituras do gas metano foram realizadas através de cromatografia
gasosa, com 15, 30, 45 e 60 dias apéds a inoculacéo. Para analise dos gases
produzidos pela atividade bacteriana foi utilizado:

- Cromatografo Gow Mac com detector de Condutividade Térmica (série150)
- Integrador Processador CG - 300

- Colunas Poropack T, comprimento de 2,00 m e diametro interno de 1/4”

- Colunas Poropack Q , comprimento de 2,00 m e diametro interno de 1/4”

- Gas de arraste : Nitrogénio super seco ( White Martins)

- Seringa: “gas-tight” ( Hamilton) com trava de press&o na extremidade.

- Vazao do gas de arraste: 30 ml/min

- Temperatura: detector: 75°C , colunas: 75°C , injetor:75°C

- Corrente: 150mA

- Volume de injegdo: 0,5 ml

3.4.1.2.2 - Acompanhamento Microscépico do teste do NMP

Apds o término do teste de NMP, 60 dias apés a inoculacéo e depois
de ter sido realizado a leitura do gas, foi feito um acompanhamento
microscopico, para se tentar identificar a morfologia dos microrganismos
presentes nas diluicdes. Para isso foram coletados 2 mL do lodo formado e
colocado em uma microcentrifuga para ocorrer a concentragao desse lodo.
A amostra era espalhada na lamina e examinada ao microscopio. Isto foi

feito com cada diluigdo, e em todas as contagens.

As amostras foram examinadas por microscopia 6tica comum, de
contraste de fase e fluorescéncia realizadas no microscépio Olympus BH -
2, pertencente ao Laboratdrio de Processos Anaertbios do Departamento
de Hidraulica e Saneamento da Escola de Engenharia de Sado Carlos,
Universidade de Sao Paulo.
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3.4.1.3 - Composicédo e procedimento para a preparacao solugées
estoques.

3.4.1.3.1 - Meio de Cultura basal Zinder

TABELA 5 - Composigédo e Procedimento para a preparagcédo do meio de
cultura basal Zinder

NH.CI 2 g
KH:PO, 0449
MgCl,.6H,0 0,1g
CaCl,.2H,0 0,05¢
solucdo de resazurina 0,1% 1,0mL
solugao tragco de metais 10,0 mL
Agua destilada ou padrao Milli-Q 1.000 mL

Fonte: ZINDER et al. (1984).

=>» Vidraria
Béquer de 25 mL
Bastéo de Vidro
Erlenmeyer 2.000 mL
Proveta 1.000 mL
Pipetas 1 e 10 mL
Frasco de Antibi6tico 30 mL

=>» Procedimento para a preparagéo

Ferver agua destilada no Erlenmeyer de 2.000mL

Medir 1.000 mL de agua pré-aquecida na proveta, quando a temperatura for
igual a + 40°C ;

Despejar a metade do volume no Erlenmeyer;

Adicionar os reagentes e as solugdes na ordem apresentada e homogeneizar;
Despejar o restante da agua e homogeneizar novamente;

Introduzir fluxo de nitrogénio (100%) no meio por 30 min, por borbulhamento;
Distribuir o meio nos frascos de antibiético sob fluxo de gas;

Esterilizar por autoclavacdo a 120°C e 1 atm por 20 min;

ApOGs autoclavagao, armazenar na auséncia de luz e a temperatura ambiente
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3.4.1.3.2 - Solucdo Traco de Metais

TABELA 6 - Composicédo e procedimento para a preparacdo da solugéo
Trago de Metais

NTA 45¢
FeSO,. 7H,0 0,556g
MnSO4.H.O . 0,086g
CaCL,.6H,0O 0,179
ZnS0,4.7H;0 0,21g
HsBO; 0,199
NiCl, 0,02g
N&zMOOq 0,01 g
agua destilada 1.000 mL

Fonte: ZINDER & KOCK (1984).

~» Vidraria
Béquer de 25 mL 50 mL
Bastdo de Vidro
Erlenmeyer 2.000 mL
Proveta 1.000 mL
Pipetas 1 e 10 mL
Frasco de Antibiético 30 mL

-> Procedimento para a preparagdo

Medir 1000 mL de agua destilada

Adicionar o NTA em 200 mL de agua destilada;

Acertar o pH desta solugéo para 6,5 com KOH 10N;

Verter esta solugdo em 600 mL de agua destilada;

Dissolver os outros sais na ordem apresentada;

Adicionar o resto da agua destilada para completar 1.000 mL
Homogeneizar a solugao;

Introduzir fluxo de nitrogénio (100%) na solug&o por 20 min, por borbulhamento
Distribuir no frascos sob fluxo do mesmo gas;

Esterilizar por autoclavacgéo a 120°C e 1 atm por 20 min;
Armazenar sob refrigeragio e auséncia de luz.
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3.4.1.3.3 -Solucdo de Bicarbonato de Sédio a 10%

TABELA 7- Composi¢éo e procedimento para a preparacio das solugbes de
bicarbonato de sodio a 10 %

igente
Bicarbonato de sodio
_Agua destilada ou padrdo Milli-Q 100 mL

Fonte: VAZOLLER (1995).

->» Vidraria
Bastao de Vidro
Erlenmeyer 200 mL
Proveta 100 mL
Pipetas 1 e 10 mL
Frasco de Antibi6tico 30 mL

=>» Procedimento para a preparagao

Ferver a agua destilada;

Borbulhar nitrogénio na agua até a temperatura baixar a + 45°C;

Dissolver o bicarbonato de sédio na agua quente;

Acertar o volume para 100 mL; :
Esterilizar por filtrac&o utilizando o sistema Millipore e membrana de 0,22um;
Distribuir 10 mL de solug¢éo nos frascos sob fluxo de nitrogénio (100%) em
condigdes de assepsia;

Fechar e lacrar os frascos de antibidtico sob mesmo fluxo;

Envolver os frascos com papel de aluminio;

Armazenar na auséncia de luz a temperatura ambiente.
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3.4.1.3.4 - Solugéo de Vitaminas

TABELA 8 - Composig&o e procedimento para a preparag.éd da solugéo de
Vitaminas

biotina 0,002g

ac. félico 0,0029
tiamina.HCI 0,005g
riboflavina 0,005¢g
ac. nicotinico 0,005¢g
pantotenato de calcio 0,005g
priridoxina.HCI 0,010g
vitamina B2 0,0001g
ac. lipbico 0,005g
Agua destilada 1.000 mL

Fonte: VAZOLLER (1995).

=2 Vidraria
Bastao de Vidro
Erlenmeyer 200 mL
Proveta 100 mL
Pipetas 1 e 10 mL
Frasco de Antibiotico 30 mL

=> Procedimento para a preparacio

Ferver a agua destilada;

Borbulhar nitrogénio na agua até a temperatura baixar a + 30°C;

Dissolver os componentes em ordem;

Acertar o volume para 1.000 mL,;

Esterilizar por filtracao utilizando o sistema Milllipore e membrana de 0,22um;
Distribuir 10 mL de solugdo nos frascos previamente esterilizados sob fluxo de
nitrogénio (100%) em condigbes de assepsia;

Fechar e lacrar os frascos de antibitico sob mesmo fluxo;

Armazenar sob refrigeracéo.
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3.4.1.3.5 - Solugdo de Acetato de sédio

TABELA 9 - Composicéo e procedimento para a preparag¢ao da solugéo de
Acetato de sodio '

Acetato de Sodio 27 216g
Agua destilada 100 mL

Fonte: VAZOLLER (1995).

=» Vidrarias
Béquer de 25 mL
Bastao de Vidro
Erlenmeyer 2.000 mL
Proveta 1.000 mL
Pipetas 1 e 10 mL
Frasco de Antibiético 30 mL

=> Procedimento para a preparacao

Medir 100 mL de agua na proveta;

Dissolver o acetato de sédio com auxilio do bastéo de vidro, no béquer;
Despejar a solugio no Erlenmeyer;

Introduzir na solugéo fluxo de nitrogénio (100%) por 10 min, por borbulhamento
Distribuir nos frascos de antibidticos sob fluxo do mesmo gas;

Esterilizar por autoclavacdo a 120 °C e 1 atm por 20 min.

Armazenar na auséncia de luz a temperatura ambiente.
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3.4.1.3.6 - Solugdo Redutora de Sulfeto de s6dio 5%

TABELA 10 - Composicao e procedimento para a preparac¢ao da solugio de
Sulfeto de sodio 5%.

Na;S.9h,0 59
Agua destilada 100 mL

Fonte: VAZOLLER,(1995).

-> Vidrarias
Béquer de 50 mL
Bastao de Vidro
Erlenmeyer 200 mL
Proveta 100 mL
Pipetas 1 € 10 mL
Frasco de Antibiotico 30 mL

=> Procedimento para a preparagao

Ferver a agua destilada;

Borbulhar nitrogénio na agua até a temperatura abaixar a +40°C;

Dissolver o sulfeto de sédio e acertar o volume para 100 mL,;

Introduzir fluxo de nitrogénio (100%) por 10 min, por borbuthamento;
Esterilizar sob condigdes de assepsia por fi ltragao utilizando sistema Millipore
e membrana de 0,22 um;

Distribuir 10 mL de solugéo nos frascos sob fluxo de nitrogénio (100%)

Fechar e lacrar os frascos

Envolver os frascos com papel aluminio;

Armazenar na auséncia de luz a temperatura amblente
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3.4.1.3.7 - Solugéao de Agua de Diluigao

TABELA 11 - Composig&o e procedimento para a preparacéo da solucdo de
Agua de Diluigado.

KHCO; 3,98 ¢
Tris (Hidroximetil aminometano) 6,69
Reazurina 2mL
Agua destilada , 1.000mL

Fonte: GIAJ-LEVRA (1991).

=>» Vidrarias
Béquer de 50 mL
Bastao de Vidro
Erlenmeyer 2.000 mL
Proveta 1.000 mL
Pipetas 1 e 10 mL
Frasco de Antibi6tico 30 mL

=» Procedimento para a preparagao

Ferver a agua destilada;

Borbuthar No/CO, (70:30) na agua até a temperatura abaixar a +40°C;
Adicionar a solucéo de resazurina, KHCOs, Tris na agua;

Acertar o pH para 7,0 com KOH ou HCI;

Introduzir fluxo de N,/CO, (70:30) na solugéo por 30 min

Distribuir aliquota de 8,8 mL nos frascos sob fluxo de gas;

Esterilizar por autoclavagdo & 120°C, 1 atm por 20 min;
Armazenar na auséncia de luz e temperatura ambiente.
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3.4.2 - Monitoramento microbiol6gico do reator

O monitoramento microbiolégico do reator foi realizado utilizando a
micréscopia comum, de contraste de fase, e as técnicas de epifluorescéncia,
com intuito de se verificar as morfologias predominantes nas amostras de
granulos, biofilmes e material em suspenséao. Nesses exames as amostras
eram coletadas diretamente do reator colocadas diretamente nas laminas e
foi visualizado varias vezes, sendo utilizado os equipamentos descritos no
item 4.4.1.2.2.

O reator foi acompanhado também em duas ocasides na etapa | e na
etapa |l pela microscopia de varredura eletrbnica, em que pode ser
observado as amostras de granulos, biofilmes e material em suspensao.
Para esses exames, as amostras foram preparadas de acordo com o0s
procedimentos e recomendacdes de ARAUJO, (1996).

Os exames dessas amostras foram realizadas utilizando o
microscopio ZEISS DSM - 960 em 10 a 20 Kev e fotografadas com um
video processador de cépias Mitsubishi, com chapa fotografica CK100-S,

pertencente ao Instituto de Fisica de S&o Carlos - USP.

3.4.3 - Crescimento do biofilme aderido ao material suporte

Para realizagédo deste ensaio foi utilizado o seguinte procedimento:
Primeiro foram preparados 3 béqueres com 50 ml de agua destilada cada,
etiquetando-os e pesando-os em balanca analitica (Piia). Em seguida,
coletaram-se 3 anéis em 3 alturas diféréntes (baixo, médio, alto), colocando-
0S nos respectivos béqueres , e pesando-0s novamente (Pria). Cada anel
(Paneis) j@ havia sido pesado anteriormente a partida do reator, portanto, o
crescimento do biofilme aderido ao material suporte foi calculado da
seguinte forma: '

Crescimento do biofilme = (Pgina) - { (Pinicial) + (Paneis)} (8)
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3.5 - TESTE HIDRODINAMICO DO REATOR

Este teste antecedeu o inicio da partida no reator. Para o
desenvolvimento do mesmo o reator foi alimentado com agua de torneira,
utilizando-se uma bomba dosadora eletromagnética, mantendo-se um tempo

de deteng3o hidraulico de 24 h e temperatura constante de 30°C.

A caracterizag@o hidrodinamica do reator foi realizada injetando-se,
em forma de pulso, o tragador, no caso a Rodamina WT, na entrada do
reator. As amostras do efluente foram coletadas em intervalos de tempo
constantes de 30 min e suas medidas de concentragcbes foram feitas
através de analise fluorométrica, utilizando-se um fluorimetro de marca
TUNER modelo 111.

As curvas experimentais obtidas foram normalizadas de acordo com
metodologia descrita por LEVENSPIEL (1974), e foram ajustados modelos
tedricos de N-CSTR em série e pequena dispersdo segundo as equagdes

(9) e (10), respectivamente:

_ N(NoY*t
E, R .exp(-No) | 9)
1 ~(1-6)° 10
Fo = 2/x(D/UL) ex‘{4(D1 UL)} » o

Nestas expressdes E, & a distribuicdo adimensional de idade de
saida, N é o numero de reatores tipo mistura completa em série, (D/UL) é o

numero de disperséo para o modelo de dispersdo de pequena intensidade e
0 é o tempo adimensional (/TDH).

Para avaliar o efeito da retencdo do tragador no reator devido as
interacdes tracador/superficie do material (PVC) foi aplicada a metodologia
proposta por CABRAL (1995). Esta metodologia consiste na modificagéo da
curva DTR, eliminando a interferéncia de tal efeito na curva resposta.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo, apresentar-se-a2 e discutir-se-a& inicialmente os
resultados do teste hidrodinamico do reator, pois 0 mesmo foi o primeiro a
ser realizado. Em seguida, as analises referentes ao acompanhamento da
operacao do reator, e por fim, os resultados relacionados com os aspectos

microbioldgicos.

4.1 - TESTE HIDRODINAMICO DO REATOR

Os resultados de concentracdo de Rodamina WT em fungdo do
tempo, obtidos em ensaios estimulo resposta sdo apresentados na
FIGURA 11.

00 100 200 300 400 500 60,0 700 80,0 90 1000
t(h)

FIGURA 11 - Curva estimulo resposta obtida por injecao tipo pulso de
Rodamina WT em filtro anaerdbio de fluxo ascendente, com
TDH tedrico = 24 horas.
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Pode ser observada uma “cauda’ acentuada na curva resposta
experimental. Esta “cauda” pode representar uma difusdo do tracador em
zonas mortas dentro do reator ou uma retencdo devido a interagdes
Rodamina WT / PVC. Além do pico principal alcangado aproximadamente
em 12 horas de experimento pode-se observar um segundo pico apés 35
horas de experimento. A ocorréncia de dois picos na curva resposta pode
representar a existéncia de recirculagéo interna no reator (LEVENSPIEL,
1974). De fato, os furos perpendiculares ao escoamento existentes no

material suporte podem gerar tal recirculacio.

FIGURA 12 - Curva DTDH normalizada com modelos tedricos ajustados.

Modelo de N-CSTR em série (—) e modelo de pequena
dispersao (wm).

Modelos tedricos de N-CSTR em série e de pequena dispersdo foram
ajustados aos dados experimentais. Obteve-se um valor de 3 para N e 0,17
para o coeficiente de dispersdo (D/UL). Os valores dos parametros obtidos
permitem representar o reator como aproximadamente 3 reatores de mistura
completa em série. Este valor de N e o elevado valor do coeficiente de
dispersao (0,17) indicam uma grande disperséo longitudinal e elevado grau
de mistura. A FIGURA 12 apresenta a curva da distribuicdo de tempo de

detencéo hidraulico (DTDH) normalizada e os modelos tedricos ajustados.
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Os ajustes dos modelos tedricos a curva experimental mostraram-se
inadequados. Talvez modelos com apenas um parametro como os aqui
considerados, ndo sejam adequados para representacdo do regime de

escoamento neste reator.

O tempo de detencéo hidraulico real obtido através da curva resposta
foi de 33 horas. Portanto, um atraso na resposta de 9 horas foi observado
uma vez que o TDH esperado era de 24 horas. O atraso na resposta pode
indicar a existéncia de zonas mortas hidrodinamicas no interior do reator. O
tragador teria difundido nestas zonas e liberado aos poucos provocando
atraso na resposta, e gerando uma enorme “cauda’ como observado.
Entretanto, o atraso observado e a enorme “cauda’” podem ter ocorrido
devido a interacdo tracador/recheio. Para eliminar esta possivel
interferéncia, modificou-se a curva DTDH experimentalmente obtida
utilizando-se metodologia proposta por CABRAL (1995).

Inicialmente, ajustou-se uma expressao tipo decaimento exponencial

a “cauda” da curva resposta normalizada, como segue:

Eo=104.e W) (11)

Segundo o método aplicado, a area sob a “cauda’ na curva
normalizada representa a fragdo de tragador que ficou retida em zonas
mortas hidrodinamicas ou na superficie do material suporte devido a
interacdo Rodamina Wt / PVC (F,). A frag&o de tracador retido na superficie
do PVC (F) foi estimada como sendo 10% através do célculo da area
disponivel para interagdo e considerando-se uma espessura de material
aderido de aproximadamente 1 mm. Portanto, a fragdo de zonas mortas no

reator (Fzv) pode ser estimada como:

FzM=Ft"F o, (12)
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Posteriormente, uma nova “cauda’ foi construida modificando-se a
expressdo (11) a fim de se obter uma area sob a “cauda’, correspondente
ao valor estimado pela expresséo (12). Finalmente, incorporando a nova
“‘cauda” a curva normalizada, pbde-se obter uma nova curva de

concentragéo em fun¢éo do tempo como apresentado na FIGURA 13.

Utilizando-se este método, chegou-se a um valor de Fzy de
aproximadamente 0,78 indicando que 78% do volume do reator poderia
estar ocupado por regides com tendéncia a provocar estagnacgao de liquido.
Os cantos na forma de degraus existentes no material de recheio podem
explicar esta grande ocorréncia de zonas mortas. Entretanto, quando o
reator estiver operando para tratamento de aguas residuarias, espera-se
que essas regides estejam tomadas por biofilmes bacterianos. Portanto,
estas zonas se converteriam em zonas biologicas ativas e o problema com

zonas mortas hidrodinamicas seria minimizado.

10,0 200 300 40,0 80,0 800 700 80,0 80,0 1000
t{n)

FIGURA 13 - Curva resposta modificada para desprezar a interferéncia
causada pela interacéo Rodamina WT/PVC

A analise da curva modificada permitiu verificar que o TDH real, os
parametros N do modelo de N-CSTR em série € o parametro (D/UL) do

modelo de pequena dispersdo nao foram modificados significativamente
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quando comparados com os obtidos pela analise da curva original. Portanto,
pode-se concluir que a interagdo tragador/suporte ndo causou interferéncia

significativa na curva resposta experimental.

CHIANG & DAGUE (1992), operando um filtro anaerdbio de fluxo
ascendente de 85 L com material suporte em plastico ndo especificado,
concluiram que o comportamento hidraulico dos filtros anaerébio é do tipo
mistura completa.

YOUNG & YOUNG (1988), verificando o comportamento hidraulico
de um filtro anaerdbio com fluxo ascendente e material suporte feito de
blocos modulares de PVC em escala real, concluiram dque seu
comportamento hidraulico estad mais proximo do tipo mistura completa que

do tipo pistonado.

4.2 - ESTUDO DO COMPORTAMENTO DO REATOR

No ato da partida, o reator foi inoculado com um volume de 2,6 L de
lodo, proveniente de um reator UASB que tratava os efluentes da
Cervejaria Antarctica LTDA. de Ribeirédo Preto, SP o que corresponde a
10% de sua capacidade. O inéculo se encontrava ha cerca de cinquenta
dias sem alimentagdo e era mantido em um recipiente escuro, fechado, a

temperatura ambiente e na sombra.

Mas mesmo nesta forma inadequada de acondicionamento, o lodo
apresentava-se granulado e suas condigées. microbiolégicas ( analises
realizadas com auxilio da microscopia o¢tica) indicavam a presenca de
morfologias bacterianas tipicas de lodos granulados ( DOLFING,1987; de
ZEUW 1987; GUIOT 1991 ), como por exemplo, Methanothrix sp. Essas
morfologias foram anteriormente indicadas no trabalho de PENNA (1994),

para o mesmo lodo.
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A primeira etapa, (Etapa 1), correspondeu do inicio de operacédo do
reator até o 122° dia de operagéo, quando o reator foi operado com um
tempo de detencéo hidraulico (TDH) medio de 23,12 horas e submetido a
uma carga organica volumétrica (COV) média de 0,48 Kg DQO.m°d",
alcangando uma eficiéncia média em termos de DQO de 82 +7 % . Na
segunda etapa, (Etapa Il), que ocorreu do 122° até o 244° dia de operagao,
quando o reator foi operado com um tempo de detencao hidraulico (TDH)
médio de 23,12 horas e acrescido de carga organica volumétrica atingindo
0,75 Kg DQO.m>.d™" e com isso o reator alcangou uma eficiéncia média em
termos de DQO de 86+7 % .

Durante o perfodo compreendido entre 0 112 e o 31° dia de operagéo
a alimentacdo do reator foi mantida com um tempo de detengé&o hidraulico
de 32 h e uma carga organica volumétrica tedrica de 0,3 Kg DQO.m>.d" ,
porém nao foram realizadas as andlises referentes ao monitoramento do

reator.

Os resultados obtidos durante a operagdo do reator anaerdbio de
fluxo ascendente com biomassa fixa concernentes a estabilidade do
processo estdo apresentados nas FIGURAS 14 a 19, e referem-se aos
valores dos seguintes parametros: pH, Alcalinidade Total (ALC), Acidos
Voléateis (AV). Nas FIGURAS 20 a 27, mostram a evolugéo dos parametros
de Sélidos Suspensos Volateis (SSV), Demanda Quimica de Oxigénio
(DQO) e Produgéo, volume e concentragao de Gas.

N
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A instabilidade do processo de digestéo anaerobia ocorre quando ha
predominancia da fermentagcédo acida sobre a fermentagdo metanogénica,
refletindo-se em variagbes de parametros como pH, acidos volateis e

alcalinidade.

Como pode-se observar nas FIGURAS 14 e 15, e também nas
TABELAS 12 e 13 o pH afluente na etapa | variou de 6,2 & 7,8 com
coeficiente de variagéo de 1,5% , e na etapa Il variou de 6,5 a 7,8 com
coeficiente de variagéao de 1,3%. No efluente o pH da etapa | variou de 6,6 a
7,8 com coeficientes de variacdo de 2% enaetapall varioude 66 a 7,7 e
com coeficientes de vari'agéo de 2,4%. Portanto pode-se entender que o
reator nao foi submetido a variacdo significativa de pH a ponto de

comprometer seu desempenho .

COLLERAN et al. apud HENZE & HARREMOES (1983), verificaram
que os filtros anaerébios com fluxo ascendente foram capazes de tratar
eficientemente efluentes de industrias de laticinios com pH variando entre
5,8 e 10,2 . Segundo os autores, o pH do efluente dos filtros foi estavel

durante todo o experimento, apresentando valores entre 7,2 e 7,3.

CLARK & SPEECE apud CARVALHO (1995), verificaram o efeito do
pH no desempenho-de filtros anaerdbios de fluxo ascendente em escala de
laboratério alimentados com substrato a base de acetato, e concluiram que

a fermentacéo do acetato nos filtros néo foi inibida em valores de pH entre
6e8.

Nas FIGURAS 16 e 17 , como também nas TABELAS 12 e 13, nota-
se que a alcalinidade total do afluente na etapa | foi em média de 295 + 53
mg CaCO;. L™, e na etapa Il 176 + 20 mg CaCOs . L™ . No efluente na etapa
|, obteve-se uma média de 361 + 52 mg CaCOsL" e na etapa Il 289 + 20

mg CaCOs . L. Pode-se notar que, em toda operagdo do reator a
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alcalinidade efluente foi maior que a afluente, isto ocorreu pois durante o
processo de digestdo anaerdbia ocorre a geragdo de alcalinidade, devido
basicamente a dois processos distintos, remogdo dos &acidos graxos e a

amonificacio.

O monitoramento da alcalinidade nos reatores anaerébios é muito
mais eficaz que 0 monitoramento do pH, pois enquanto a escala do pH é
logaritmica, a escala da alcalinidade é linear . A concentracdo do ion
bicarbonato ou a alcalinidade a bicarbonato é aproximadamente equivalente
a alcalinidade total para a maioria dos despejos em que a concentracéo de
acidos volateis € baixa (FORESTI,1994).

Nas FIGURAS 18 e 19, como também nas TABELAS 12 e 13, nota-
se que a concentracdo média dos acidos volateis na etapa |, obteve-se uma
média de 66 + 15 mg HAc. L' e na etapa Il de 61 + 10 mg HAc. L . No
efluente na etapa | obteve-se uma média de 17 + 5 mg HAc.L! e na etapa Il
20+5mgHAc. L.

SOUZA (1996) operando um reator UASB, seguido de um sistema
aerobio de reator operados em de batelada aerébio, e utilizando 0 mesmo
substrato sintético do presente trabalho, teve como afluente concentragdes
semelhantes em termos de pH e Alcalinidade, e uma concentragido de
acidos volateis maiores, devido aos procedimentos de preparacdo do

substrato.
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Na primeira etapa, Etapa |, FIGURA.24;' a concentracédo dos sélidos
suspensos volateis no afluente do reator foi de 154 + 34 mgL' com
coeficiente de variagao de 5%, no efluente a concentragéo foi de 123 + 80
mg.L™" com coeficiente de variacdo de 1,5%. Na Etapa Il, FIGURA 25 houve
um acrescimo da concentragdo de DQO o que acarretou em um aumento
da concentragcdo média de sélidos volateis no afluente passando para 190 +

31 mg.L™", e no efluente a concentracéo foi de 21 + 13 mg.L™.

Cabe aqui salientar, que a concentracdo de soélidos suspensos
- volateis no interior do reator refere-se a parte liquida retirada de uma altura

que dista a + 0,30m da base do reator.

Nas FIGURAS 20 e 21, nota-se que durante a oberagéo do reator
ocorreu uma variagdo na concentragdo dos SSV no afluente mais
evidenciada na etapa | que na etapa Il, mesmo utilizando um substrato
sintético preparado em laboratério, e pode ser devido a problemas de
amostragem. Mas, SOUZA (1996) operando um reator UASB seguido de um
reator sequencial de batelada aerdbio, utilizando o mesmo substrato
sintético teve no afluente de seu sistema uma concentracdo média de
solidos suspensos volateis de 162432 mg.L™. Ao correlacionar-se com os
resultados supracitados pode-se notar que os valores ndo foram
discrepantes.

, Pode-se notar que a concentragéo de sélidos suspensos volateis no
efluente diminuiu drasticamente da primeira etapa pafa a segunda etapa,
mais precisamente no 82° dia de operagio do reator, Etapa I, quando
parece que o reator estabilizou - se em termos de concentracdo de soélidos

-suspensos volateis, isto pode denotar a possivel aderéncia dos
microrganismos ao material suporte, no caso o PVC. Esta aderéncia ocorreu
de forma lenta, 0 que pode ter ocasionado a demora na estabilizacdo do
reator, devido principalmente ao tipo de material suporte utilizado. Apés a
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estabilizagdo, o reator operou com uma eficiéncia de remo¢éo em termos

de concentragdo de sélidos suspensos volateis de 87 + 8%.

E importante salientar que a instabilidade da concentragdo de sélidos
suspensos volateis no reator ndo influenciou na operagéo do sistema como
um todo, pois neste periodo ndo houve redugdo da eficiéncia de remogao de
matéria ‘organica expressa em concentracédo de DQO como mostra a
FIGURA 22 23 .

F
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A DQO média afluente e efluente foi de 466+142 mg.L™ e 85+30
rhg.L‘1 respectivamente o que representou uma eficiéncia média de remocado
em termos de DQO de 82 + 7%, na etapa |.

Na etapa Il a DQO afluente e efluente foi de 739 + 169 mg.L"e 96 +
38 mg.L" respectivamente. Nesta etapa o reator alcangou uma média de
remogéo em termos de DQO de 86 + 7% . Esse aumento na eficiéncia do
reator da etapa | para a etapa Il pode ser evidenciado pelo aumento da

atividade microbiana.

E necessario ressaltar que houve uma grande variagdo nos valores
de DQO afluente, durante toda a operacao do reator, devido principalmente
a dificuldade de se manter uma DQO mais estavel. Essa instabilidade se
deve ao motivo da degradac&o do substrato durante sua utilizagdo antes de
ser bombeado para o reator. O que pode também ter influenciado a variagéo
da concentragéo dos so6lidos suspensos volateis afluente ao reator como ja

foi comentado anteriormente

O substrato sintético logo apés ser elaborado ficava em repouso no
tanque de alimentacdo do reator a temperatura de 30 + 1°C, o que
acarretava num priméiro instante na deposicdo de alguns componentes de
sua composicédo e no decorrer do periodo de alimentagdo ocorria a
degradacao no préprio recipiente, esta degradacéo foi da ordem de 20% em
relacdo a DQO ao longo de um periodo de 24 h.

No 100° dia de operagdo do reator , ocorreu uma elevagio
involuntaria na concentracdo de DQO atingindo um valor de 45 % a mais
que o habitual (935,5 mg.L") , isso acarretou em uma queda dé eficiéncia
para 71 %. Este aumento na concentracéo de DQO refletiu no aumento da
concentragdo de acidos volateis e na diminuicdo da concentracdo da
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alcalinidade total. Mas o reator assimilou rapidamente esta carga de

choque, como pode ser observado nas FIGURAS 22 e 24.

Na segunda etapa, precisamente no periodo compreendido entre o
140% e 0 175° dias de operacdio, houve uma seqiiéncia de aumento na
concentracdo de DQO afluente involuntariamente, devido a problemas com
o substrato sintético, o que acarretou em um aumento da concentragéo de
acidos volateis, mas o reator respondeu rapidamente e nao houve queda na

eficiéncia de remogao.

Assim sendo, baseado nos parametros ja delineados e discutidos,
pode-se notar que de maneira geral, o reator teve um bom desempenho,
absorvendo muito bem pequenos choques de cargas organicas, e isto pode
ter ocorrido pelo fato do reator estar sendo operado com carga organica
volumétrica baixa, um tempo de deten¢éo alto e a temperatura constante de
30 +1°C. -

TABELA 12 - Valores medios, desvio padrao(s), coeficiente de variacdo
(CV) e valores maximos (MAX) e minimos (MIN), dos
resultados da primeira etapa (ETAPA 1)

ALC ~ AFL 205 53 56 393 179
(mg.l") EFL 361 39 9 . 421 221
AV AFL 66 15 46 114 34
(mg.L") EFL 17 5 4 26 9
SSV  AFL 154 34 45 236 100
(mg.L") EFL 123,0 80,1 1,5 215,0 6
DQO1 AFL 466 142 3 935 231
(mgL") EFL 85 30 3 200 52

%REM DQO 81 7 11 93 58
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TABELA 13 - Valores médios, desvio padrao(s), coeficiente de variagéo
(CV) e valores maximos (MAX) e minimos (MIN), dos
resultados da segunda etapa (ETAPA Il )

EFL 67
ALC ~ AFL 177 20 9 235 124
(mgL”) EFL 289 20 15 360 214
AV AFL 61 10 58 105 48
(mg.L") EFL 20 46 4 35 13
SSV  AFL 190 31 6 233,0 126,0
(mg.L") EFL 21 13 1,6 52 7
DQO AFL 739 169 4 1245 306
(mg.l") EFL 96 38 3 242 39
%REM DQO 86 7 12 94 63

4.3 - PERFIS DE CONCENTRAGCOES

Os perfis de concentragdes ao longo do reator foram realizados com
o intuito de tentar comprovar os dados do teste de hidrodinamica do reator

apresentado anteriormente, no item 5.1 .

No teste de hidrodinamica apresentado anteriormente, no item 5.1,
foi verificado que o reator se comportou como um reator de mistura
completa, pois pelos ajustes dos modelos tedricos de N-CSTR em série e
pequena dispersdo aos dados experimentais, obteve-se o valor de 3 para N
e 0,17 para o coeficiente de dispersdo longitudinal. Desta forma a primeira
hipotese sugerida para o comportamento dos paramentos de
monitoramento ao longo do reator foi mais adequada.

A A7
Pode-se notar que nas FIGURAS 28A e 29A , que o pH nao sofreu

alteracdo, durante os ensaios de perfis de concentracdo, e mesmo durante
a operacdo do reator , pois na preparacdo do substrato sintético é
adiciohadc em sua formulagdo bicarbonato de s6dio (NaHCO3) com intuito
de se manter o pH préximo de 7,0.
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Observando-se os graficos das FIGURAS 28 e 29, mais
especificamente as Letras B e C pode-se notar que o reator se comporta
como um reator de mistura pois as concentracdes apos o ponto de 0,31m se
mantém praticamente constante. No intervalo compreendido entre o inicio e

o ponto 0,31m existem duas hipéteses plausiveis para explicar, a saber:

¢ A primeira hipétese, se relaciona com o fato do reator se comportar
como mistura completa, em que imediatamente apds a entrada do afluente,
ocorre a mistura em todo seu volume e consequentemente a concentracéo

devera permanecer a mesma por toda a extensio do reator.

o A segunda hipétese, é a existéncia de uma grande concentragio
de biomassa na parte inferior do reator que & responséavel pela quase
totalidade da remocéo das concentragbes. Esta premissa implica que a
parte superior do reator serve apenas para se dar um polimento, ou suportar
ocasionais cargas de choque aplicadas, e a primei‘ra parte ( até 0,31m de

altura) poderia apresentar escoamento préximo ao reator pistonado.

Nos graficos das FIGURAS 28B, 28C e 29C pode-se notar um
incremento nas concentragbes, principalmente, no ponto 0,82m, que pode
representar talvez anomalias de escoamento tais como, recirculagéo
interna, zonas mortas, caminhos preferencjais ou ainda de erros referentes
aos procedimentos de coleta e leitura. Pode-se salientar, que foram
tomadas certas precaugdes quanto a coleta e leitura para minimizar estes

erros.

Ao observar os graficos das FIGURAS 28D e 29D, pode-se notar
que ha um acréscimo nas concentragées de alcalinidade. O bicarbonato se
forma em digestdo anaerdbia por dois processos distintos a redugéo dos
acidos graxds volateis e a amonificacdo. Em contraﬁartida, 0 aumento da
alcalinidade acarretou uma diminuicdo dos acidos volateis, isto pode ser
comprovado neste caso observando as FIGURAS 28C, 28D, 29C e 29D.
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utilizando o mesmo substrato sintético deste trabalho, obteve uma producéo
média de gas de 0,56 L.d™.

SOUZA (1996), tratando uma carga organica volumétrica de 2,25
KgDQO.m>.d" e um tempo de detencdo hidraulico de 4,7 h com o mesmo
substrato sintético deste trabalho, obteve uma produgao média da
concentragdo de metano de 2,0 L CH,.d™.

4.5 - MONITORAMENTO MICROSCOPICO DO REATOR

O monitoramento microbiolégico do reator foi realizado uma vez por
més durante toda a operagéo do reator, sendo observado inimeros campos
por microscopia de campo claro, de contraste de fase e fluorescéncia,
sendo eficiente na verificagdo das morfologias predominantes nas amostras
de granulos, biofilmes e material em suspenséo.

As observacdes microscépicas foram realizadas levando-se em conta
as caracteristicas dos tipos microbianos presentes em biodigestores
anaerdbios descrito na literatura (ROBINSON et al.,1984; DUBOURGUIER
et al.,1985; ; DUBOURGUIER et al.,1987; SANCHEZ et al.,1994; MacLEOD
et al.,1990; GROTENHUIS et al.,1991) e as informagdes contidas no manual
de BERGEY (1988). Foram analisados inumeros campos, sendo que essas
fotomicrografias apresentadas s&@o somente uma amostra das morfologias

predominantes.

Nas amostras de granulos analisados sob as técnicas supracitadas,
verificaram-se as seguintes morfologias predominantes: cocobacilos; bacilos
em pares; bacilos curvos; vibrios; bactérias cuja a morfologia assemelhou-
se ao género Desulfomaculum sp , bactérias cuja a morfologia assemelhou-
se ao género Methanothrix sp .
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Nas amostras de biofilme aderido aoc material suporte de PVC,
verificaram-se as seguintes morfologias predominantes: bacilos curtos;
bacilos fluorescentes; bacilos curvos; vibrios; cocos; bactérias cujo
morfologia assemelhou-se ao género Methanosarcina sp, bem como

bactérias cuja a morfologia assemelhou-se ao género Methanothrix sp .

Em amostras do material em suspenséo, verificaram-se as seguintes
morfologias predominantes: bacilos livres; bacilos fluorescentes; bacilos
curvos; bacilos em pares; vibrios; cocos; bactérias esporuladas; bactérias
cuja morfologia assemelhou-se ao género Desulfomaculum sp , bactérias

cuja morfologias assemelhou-se ao género Methanothrix sp .

Na FIGURA 30.A verificam-se as morfologias que predominam na
amostra de granulos, bacilos em pares, bacilos curtos, cocobacilos. A
presenca de flocos bacterianos também foi constatada. A FIGURA 30.B
evidencia as morfologias referidas, granulos, bacilos em pares, bacilos
curtos, cocobacilos. Na FIGURA 30.C notam-se as morfologias da amostra
de granulos, bacilos em pares, bacilos curtos, cocobacilos e morfologias
semelhantes a Desulfomaculum sp. A FIGURA 30.D mostra uma formacéo
regular que pode ser relacionada a:presenga de uma fase de sarcinas
metanogénicas.

Na FIGURA 31.A verificam-se as morfologias que predominam na
amostra de biofilme aderido ao material suporte, bacilos fluorescentes. Na
FIGURA 31.B pode-se constatar as morfologias referentes ao biofilme
aderido ao material suporte, principalmente o género Methanosarcina sp .Na
FIGURA 31.C verificam-se no material em suspensdo as seguintes
morfologias, bacilos livres, bacilos em pares, bacilos curvos, ( esses tipos
de morfologias foram frequentemente encontrados, neste trabalho, no
material em suspens&o). Na FIGURA 31.D verificam-se no material em
suspensdo as seguintes morfologias, bacilos livres, bacilos em pares,

bacilos curvos, e morfologias semelhantes a Methanothrix sp .
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operagéo para a faixa de 202 g de biomassa aderida / m® de suporte no
253° dia de operacio.

Pode-se observar que com o aumento da carga organica volumétrica
de de 0,48 Kg DQO.m>.d" para 0,75 Kg DQO.m>.d™" no 122° de operacéo
do reator, acarretou em um aumento médio do crescimento do biofilme que
passou de 1,64 g.m?.d" para 2,60 g.m2.d", ou seja um aumento de 36 %.

Pode-se notar também que todas as trés alturas, baixa, média e alta,
tiveram as mesmas caracteristicas, ou seja, apresentaram um crescimento
similar. Ao correlacionar-se esses resultados com aqueles obtidos no teste
de hidrodinamica do reator, em que verificou-se que o reator se comporta
como um reator de mistura completa com N-CSTR em série de 3 e
coeficiente dé disperséo longitudinal de 0,17, pode-se afirmar que nestas
condicbes o crescimento foi homogéneo nas trés diferentes alturas

estudadas.

Se observarmos atentamente as curvas apresentadas no grafico
pode-se notar que se formaram trés retas, basicamente com mesma
inclinacdo. Portanto, levando-se em consideragéo os estudos realizados por
BELKADIR et al.(1988), pode-se concluir que este periodo correspondeu a
fase de crescimento linear do biofilme, em que o reator operou em regime

de equilibrio dindmico aparente. Como explicado no item 3.4.3.3.

No periodo estudado ( 622 a 253° dia de operago), a camada do
biofilme aderido no material suporte era visivelmente muito fina. Esta
demora na aderéncia pode ter sido provocada pelo fato do reator estar
trabalhando com uma carga organica volumétrica baixa, ou ser devida ao
material suporte, no caso o PVC.

Segundo estudos publicados por VERRIER et al. (1988), sobre vérios

materiais suportes, concluiu-se que a adesdo bacteriana deve ocorrer
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primeiramente em superficies hidrofobicas. O grau de hidrofobicidade &
calculado através do angulo de contato da superficie e da agua. Utilizando-
se o teste de atividade metanogénica, os autores concluiram que entre
outros, o PVC foi 0 que apresentou uma colonizagdo lenta e com pouca

diversidade microbiana.

Segundo artigo publicado por Van Den BERG & KENNEDY (1981),
em fungdo de seus estudos com quatro materiais suportes, entre os quais 0
PVC mostrou o biofilme formado com 1 a 3mm de espessura, e 5a 8 % de
s6lidos organicos ndo soliveis. Destacam-se ainda que o desenvolvimento
do biofilme no PVC teve uma fase lag grande antes da formagao do biofilme,
e mesmo assim nao ocorreu a inibicdo no desenvolvimento das bactérias

metanogénicas.

Neste trabalho, ocorreu a mesma demora que VERRIER et al. (1988)
e Van Den BERG & KENNEDY (1981) relataram sobre a aderéncia de
microrganismos no material suporte, o que revela a importancia dos estudos
da pré-condicdo de superficie, ressaltando-se as caracteristicas fisicas e

quimicas do suporte.

4.6.2 - Exames microscopicos das morfologias predominantes no
material suporte e granulos utilizando a microscopia de varredura
eletrénica

Esses exames foram realizadas em dois periodos. No primeiro
periodo, o reator estava em operagao durante 127 dias, e no segundo, o
reator estava em operacao a cerca de 253 dias. Nas FIGURAS 33 e 34
pode-se observar as fotomicrografias de varredura eletrbnica realizadas

com amostras de granulo e do biofilme aderido.

Na FIGURA 33.A observa-se uma amostra de granulo com 4 meses
de operagdo com um tamanho de aproximadamente 350um. Na FIGURA

33.B verifica-se uma amostra do granulo com 4 meses de operacdo com
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uma estrutura ndo identificada, mas freqlientemente encontrada no lodo
granular. Na FIGURA 33.C observa-se a organizacao interna do granulo,
apés 4 meses de operagdo, em que destacam-se diferentes tipos
morfologicos, tais como cocos e bacilos. Na FIGURA 33.D pode-se observar
no biofiime com 4 meses de operagao, estrutura ndo identificada,
anteriormente referida também encontrada no biofilme. Na FIGURA 33.E
observa-se no biofilme, com 4 meses de operacdo, um arranjo estrutural,
ndo identificado, mas freqlentemente encontrado no biofilme. Na FIGURA
33.F pode-se observar na amostra de biofilme apds 4 meses de operacdo a
sua organizacio interna com diferentes tipos morfoldgicos tais como bacilo
e cocos, com predominancia de estruturas celulares gque se parecem
morfologicamente com o género Methanothrix sp .

Na FIGURA 34.A observa-se na amostra de biofilme, ap6s 4 meses
de operacdo em que demonstra uma estrutura n&o identificada mas
frequentemente encontrada nesta mesma amostra, sendo esta
fotomicrografia uma ampliagdo da FIGURA 33.E. Na FIGURA 34.B pode-se
observar uma amostra do biofiime com 4 meses de operacdo, em que
demonstra a organizag&o interna do biofilme aderido, em que é possivel
verificar diferentes tipos morfoldgicos tais como cocos e bacilos, arranjo
este, similar a FIGURA 33.C referentes aos granulos. Na FIGURA 34.C
verifica-se o granulo com 8 meses de operacdo, em que observa-se sua
organizacao interna, semelhante a FIGURA 33.C e 34.B., e também os tipos
morfolégicos semelhantes ao cocos. Na FIGURA 34.D nota-se na amostra
do biofilme com 8 meses de operacdo, as estruturas celulares nao
identificadas, como visto nas FIGURAS 33.E e 34.A. Na FIGURA 34.E
verifica-se o biofilme com 8 meses de operacdo, em que demonstra a
organizagéo do biofilme com diferentes tipos morfologicos tais como cocos
e bacilos. Na FIGURA 34.F verifica-se o biofiime com 8 meses de operacéo,
em que demonstra a organizagdo interna das estruturas celulares com
diferentes tipos morfolégicos e com predominancia de um tipo morfologico

semelhante a Methanothrix sp. Esta . fotomicrografia € semelhante a
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FIGURA 33.F.

Confrontando-se os resultados apresentados no item 5.5 referentes
ao acompanhamento microscopico do reator utilizando microscopia de luz,
campo claro, contraste de fase e a fluorescéncia com os apresentados (item
5.6.2 ) sobre microscopia de varredura eletrbnica, pode-se concluir que
tanto nos granulos quanto no biofilme aderido ao material suporte,
basicamente as mesmas morfologias bacterianas predominantes, que foram

as bactérias do género Methanothrix sp e as Methanosarcinas sp .

ROBINSON et al.(1984), examinando o biofilme aderido em varios
materiais suportes,( bolas plasticas soélidas, anéis cilindricos de plastico,
esferas de plastico com superficie interna, blocos de pinheiro, blocos de
cipreste, blocos de carvalho) e em trés alturas diferentes de meio suporte,
através de microscopia eletrbnica de varredura, e transmissdo , juntamente
com a microscopia de campo claro e a fluorescéncia, visualizando as
seguintes espécies, Methanothrix sp, Methanosarcina sp, Methanospirillum
sp e Methanococcus sp e concluiram que, o biofilme aderido aos materiais
suportes e nas diferentes alturas ndo diferiram significativamente nas
caracteristicas microbianas e na aparéncia global ,e constataram também
que o biofilme aderido ao material suporte ndo é visualizado em sua

formacao ou na formacgio das populagdes microbianas.

WU et al. (1996), utilizando um reator de fluxo ascendente com
material suporte de grdos de areia, sendo alimentado com um meio de
cultura estéril a base de propionato, butirato, acetato e inoculado com 4
espécies pré definidas de microrganismos,( Methanobacterium formicicum,
Methanospirilum hungatei, Methanosaeta sp e Methanosarcina mazei ) e
auxiliado pela microscopia eletrbnica de varredura, e transmisséo,
microscopia campo claro e fluorescéncia, concluiram que os granulos e o
biofilme aderido aoc material suporte apresentaram a mesma composicdo

microbiana, com as mesmas cinco espécies inoculadas.
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PR
'FIGURA 33.A

FIGURA 33.F

F,IGURA 33 - Fotomicrografia de varredura eletrénica de analise do granulo (A),
(B), (C) e do biofilme aderido ao material suporte (D), (E) e (F).
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4.7 CONTAGEM BACTERIANA

Os resultados pertinentes a contagem de bactérias anaerobias
estritas realizadas nos granulos e no biofilme aderido ao material suporte
estao apresentadas a seguir. Foram realizadas 6 .contagens, sendo a
primeira realizada no 130° dia de operagdo do reator, com isso o reator ja
estava operando em regime de equilibrio hidrodinamico aparente.

E importante salientar, que apds a primeira contagem, o reator foi
- operado de forma a manter as mesmas caracteristicas ao longo de. sua

operagao.

TABELA 14 - Resultados das analises nos dias de inoculagdes das
contagens bacterianas

130 73 71 173 200 &7 17 581 90 85 178 72 11
146 70 72 173 276 61 17 621 95 85 178 128 26
149 68 7,0 165 290 65 22 1080 103 91 194 31 21
180 ¢3 71 179 200 57 17 780 68 91 218 12 7
194 73 71 183 200 61 17 586 39 93 176 62 10

2199 71 72 179 280 65 13 733 76 90 233 28 24

Na TABELA 14 pode-se verificar os resultados das analises
referentes aos dias de inoculagdes do teste de contagem bacteriana. Pelos

dados observados nesta tabela pode-se notar que: o pH, a alcalinidade
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total(AT) e os acidos volateis(AV) ndo sofreram variagbes significativas que
pudessem afetar os resultados, os valores de DQO sofreram alteracoes,
devido principalmente a dificuldade de se manter uma concentragao mais
estavel, mas mesmo sofrendo estas alteragées a percentagem de remocéo
em termos de DQO variou de 85 a 93%, ou seja, um 6timo grau de eficiéncia
de remocao de matéria organica, a concentragcdo de solidos suspensos
volateis afluente e efluente, ndo sofreram alteragdes significativas, mas
houve uma diminuicdo da concentracdo dos soélidos suspensos volateis
dentro do reator (SSVR), mas que ndo acarretou em perda da eficiéncia
global ou em um desequilibrio do mesmo. A diminuigdo dos SSVR no meio
liquido pode ser explicada devido talvez com a aderéncia ao material
suporte que ocorreu de forma lenta, como mencionado anteriormente.

E importante ressair que, segundo COLLERAN et al.(1991), os
solidos suspensos volateis, embora de facil execucdo, fornecem apenas
uma indicacdo da quantidade de biomassa dentro do reator, pois 0 método
ndo permite fazer a distingdo entre a biomassa microbioldgica e qualquer
outro material organico particulado da amostra ensaiada, nem tao pouco

fornece a indicagéo sobre a atividade das bactérias presentes.

Cabe aqui salientar, que a metodologia do teste de NMP segundo
MILLER & WOLIN apud GIAJ-LEVRA (1991), demonstra que se deve fazer
as leituras da concentragdo de metano nos frascos incubados ap6s 15 e 30
dias, sendo que se utiliza os dados de 30 dias como resposta do teste, mas
resolveu-se fazer também leituras com 60 dias de inoculagédo afim de
confirmar as leituras de 30 dias.

Na TABELA 15 apresentam-se os resultados finais relativos ao teste
de contagem de bactérias anaerdbias estritas no biofilme aderido ao
material suporte e nos granulos e flocos do reator anaerdbio, mostrando as
leituras de 30 e 60 dias apos a data de inoculagéo.
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TABELA 15 - Resultado das contagens bacterianas, referentes as
inoculagbes dos granulos e do biofilme aderido ao material
suporte, com leituras de 30 e 60 dias apos as datas de
inoculagdes .

130 7,32 8,17 8,66 8,32
145 6,96 7,96 8,18 10,04
149 8,66 5,87 8,66 5,63
180 9,37 8,96 9,37 10,38
194 5,59 5,59 6,08 6,07
219 7,08 6,17 7,18 9,32
- Média 8,67 8,28 8,75 9,79

Pode-se notar que na TABELA 15 houve um acréscimo nos valores
de bactérias metanogénicas apds 60 dias de incubagédo para os de 30 dias,
este acréscimo ocorreu tanto para o biofilme formado quanto para os
granulos e flobos, isto talvez possa ter acontecido, pois nas diluigbes mais
altas (6) e (-7) com quantidades inferior de microrganismos, pode ter
havido uma demora maior na resposta do microrganismo ao meio em que foi
inoculado, o que influenciou diretamente na degradacéo do meio e portanto

na producéo de metano e consequentemente na resposta do teste.

Na TABELA 15 pode-se observar os resultados das contagens
bacterianas referentes aos dias 130° e 145° dias de operagéo do reator e
demonstram que o biofilme aderido ao material, contém um numero maior
de células metanogénicas que a dos granulos formados. E importante
visualizar que houve uma diminuicdo da quantidade de células viaveis nos
granulos e no biofilme, o que pode denotar algum fator limitante no interior
do reator. No 149° dia de operac&o, nota-se que os granulos foram mais

ativos e tiveram um crescimento mas rapido que o biofilme aderido.
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No 180° dia de operagéo, constatou-se que os granulos sdo mais
ativos que o biofilme aderido, pode-se destacar também que o numero de
células metanogénicas vidveis relativas ao biofilme aderido cresceu
consideravelmente , denotando uma recuperacéo em fungdo do 149° dia de
operagéao.

No 194° dia de operacdo houve uma queda na quantidade de
bactérias metanogénicas viaveis, nos granulos e no biofilme aderido, o que
pode ter sido ocasionado devido a queda da concentracdo de DQO
afluente, como pode ser observado na TABELA 14. No 219° dia de
operacao nota-se um incremento do numero de células metanogénicas nos

granulos, e um incremento menor no biofilme.

Portanto pode-se concluir que o biofilme aderido ao meio suporte tem
aproximadamente o mesmo numero de bactérias metanogénicas
acetoclasticas, sendo mais sensivel a variagdes de carga organica e
respondendo de forma mais lenta sua recuperagdo que os granulos

formados dentro do reator.

Apesar do reator estar operando com regime de equilibrio
hidrodinamico aparente, pode-se notar ainda que, ndo deve ter ocorrido a
estabilidade microbiana, ou seja, a constancia do numero de bactérias
metanogénicas, que devera ocorrer possivelmente com o passar do tempo,
quando as linhas de tendéncias de acréscimo, no caso dos granuios e
flocos, e de decréscimo, no caso do biofilme aderido ao material suporte
tornarem-se constantes. Ressalvando-se que o afluente bruto devera

permanecer com as mesmas caracteristicas fisicas e quimicas.

4.7.1 Exames microscopicos das morfologias predominantes no
material suporte e granulos durante a contagem bacteriana

Apés a leitura da concentracéo de metano referente a 60 dias de

inoculacoes, foram efetuadas exames microscdpicos, utilizando microscopia
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comum, de contraste de fase e a de fluorescéncia, em todos os frascos do

teste de contagem bacteriana.

Nas FIGURAS 35 36 e 37 podem-se observar algumas
fotomicrografias que foram realizadas, possibilitando a visualizacdo dos
tipos morfologicos predominantes.

Na FIGURA 35.A observa-se a fotomicrografia da 1° contagem
bacteriana, (130 dias de operac&o do reator), amostra de granulo, diluicéo
de 10, pode-se observar as morfologias de cocos fluorescentes e bacilos.
Na parte inferior esquerda, nota-se uma estrutura celular que se parece
morfologicamente a Methanothrix sp. Na FIGURA 35B observa-se a
fotomicrografia da 1° contagem bacteriana, (130 dias de operacdo do
reator) amostra de granulo, diluicdo de 10° nota-se a presenca de
estruturas celulares com morfologias semelhantes a Methanosarcina sp,
pois sé&o fluorescentes. Na FIGURA 35.C observa-se a fotomicrografia da
1% contagem bacteriana, (130 dias de operacdo do reator), amostra de
biofilme aderido, diluicdo de 107, nota-se a presenca de estruturas celulares
com morfologias semelhantes a Methanosarcina sp, pois séo fluorescentes ,
como observado na FIGURA 35.B . Na FIGURA 35.D observa-se a
fotomicrografia da 12 contagem bacteriana, (130 dias de operacdo do
reator) inoculada com amostra de biofilme aderido, dilui¢cdo de 10“‘, nota-se
a presenca de estruturas celulares com morfologias semelhantes a
Methanothrix sp. Na FIGURA 35.E observa-se a fotomicrografia da 1°
contagem bacteriana, (130 dias de operagao do reator), amostra de biofilme
aderido, diluicdo de 10°, nota-se a presenca de estruturas celulares com
morfologias de cocos nao fluorescentes, 0 que pode ter sido ocasionado
pelo tempo de incubacéo (60 dias), e por ser em uma diluicao mais alta. Na
FIGURA 35.F observa-se a fotomicrografia da 2° contagem bacteriana, (145
dias de operacao do reator), amostra de granulo, diluicdo de 10'2, nota-se a
presenca de estruturas celulares com morfologias semelhantes a
Methanothrix sp .
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Na FIGURA 36.A observa-se a fotomicrografia da 3% contagem
bacteriana, (149 dias de operacdo do reator), amostra de biofilme aderido,
diluicdo de 10®°, nota-se a presenca de estruturas celulares com morfologiaé
de Methanothrix sp, semelhantes aquelas da FIGURA 35.D referente a
amostra de biofilme aderido, diluicdo de 10, Na FIGURA 36.B observa-se a
fotomicrografia da 4% contagem bacteriana, (180 dias de operacdo do
reator), amostra de granulo, diluicdo de 10% nota-se a presenca de
estrutufas celulares com morfologias semelhantes a Methanothrix sp . Na
FIGURA 36.C observa-se a fotomicrografia da 4° contagem bacteriana,
(180 dias de operacdo do reator), amostra de granulo na diluicéo de 107%,
nota-se a presenga de estruturas celulares com morfologias de cocos e
bacilos curvos, sendo estes, bacilos curvos, semelhantes aos vibﬁos 0 que
podem ser as bactérias redutoras de sulfato. Na FIGURA 36.D obsérva—se a
fotomicrografia da 4% contagem bacteriana, (180 dias de operacdo do
reator), amostra de granulo, diluicdo de 107, ndta—se a presenca de
estruturas celulares sem identificacdo, que s@o semelhantes a FIGURA
33.D s6 que utilizando a microscopia de varredura eletronica. Na FIGURA
36.E observa-se a fotomicrografia da 4° contagem bacteriana, (180 dias de
operacéo do reator), amostra de biofilme aderido, diluicéo de 10™, nota-se a
presenca de estruturas celulares com morfologia semelhantes a
Methanothrix sp. Na FIGURA 36.F observa-se a fotomicrografia da 52
contagem bacteriana, (194 dias de operagio do reator), amostra de granulo,
diluicdo de 10 nota-se a presenca de estruturas celulares com morfologias

de cocos fluorescentes .
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Na FIGURA 37.A observa-se a fotomicrografia da 4% contagem
bacteriana, (180 dias de operac&o do reator), amostra de biofilme, diluicao
de 107, nota-se a presenca de estruturas celulares com morfologias
bastantes especificas de cocos e bacilos, sendo estes dultimos, com
morfologias semelhantes a Methanothrix sp. Na FIGURA 37.B observa-se a
fotomicrografia da 5° contagem bacterirana, (194 dias de operagao do
reator), amostra de granulo, diluicdo de 10° nota-se a presenca de
estruturas celulares com morfologias de cocos fluorescentes. Na FIGURA
37.C observa-se a fotomicrografia da 5° contagem bacteriana, (194 dias de
operacdo do reator) amostra de biofilme, diluicdo de 10 nota-se a
presenca de estruturas celulares com morfologias semelhantes a
Methanosarcina sp ,pois sao fluorescentes, como observado na FIGURA
34.B e Na FIGURA 34.C. Na FIGURA 37.D observa-se a fotomicrografia da
5° contagem bacteriana, (194 dias de operagdo do reator), amostra de
biofilme, diluicdo de 10™ nota-se a presenca de estruturas celulares com

morfologias de cocos fluorescentes.
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos através do teste de hidrodinamica do reator,
do acompanhamento do mesmo, dos aspectos microbiolégicos, das
contagens bacterianas por um periodo de 244 dias, realizado em um filtro
biolégico anaerdbio de filme fixo e material suporte em PVC permitem
concluir que:

Referentes ao teste de hidrodinamica de reator pode-se concluir que
os modelos tedricos de N-CSTR em série e de pequena dispersdo foram
ajustados aos dados experimentais, obtendo-se um valor de 3 para N e
0,17 para o coeficiente de dispersdo (D/UL). Esses valores permitem
representar o reator como aproximadamente 3 reatores de mistura completa
em série. Este valor de N e o elevado valor do coeficiente de dispersao

(0,17) indicam uma grande dispersdo longitudinal e elevado grau de
mistura.

O tempo de detengéo hidraulico real obtido através da curva resposta
foi de 33 horas. Portanto, um atraso na resposta de 9 horas foi observado
uma vez que o TDH esperado era de 24 horas. O atraso na resposta pode
indicar a existéncia de zonas mortas hidrodinamicas no interior do reator. O
tracador teria difundido nestas zonas e liberado aos poucos provocando
atraso na resposta e gerando uma enorme ‘cauda” como observado.
Entretanto, o atraso observado e a enorme “cauda’ podem ter ocorrido
devido a interagao tragador/recheio.
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A analise da curva modificada permitiu verificar que o TDH real, o
parametros N do modelo de N-CSTR em série e o parametro (D/UL) do
modelo de pequena dispersdo ndo foram modificados significativamente
quando comparados com os obtidos pela analise da curva original. Portanto,
pode-se concluir que a interagéo tragador/suporte n&o causou interferéncia
significativa na curva resposta experimental. Segundo a metodologia
apresentada por CABRAL (1995).

O reator foi operado e monitorado durante um periodo de 244 dias,
sendo dividido em 2 etapas: a primeira (Etapa |) correspondeu da partida do
reator até o 122° dia de operacdo, quando foi submetido a uma carga
organica volumétrica (COV) média de 0,48 Kg DQO.m>.dia™ e um tempo de
detencdo hidraulico teérico (TDH) médio de 23,12 horas, alcangando uma
eficiencia média em termos de DQO de 82 + 7 % . A segunda etapa (Etapa
I1) ocorreu do 122° até o 244° dia de operagé&o, quando o reator foi
acrescido de carga organica volumétrica e atingiu 0,75 Kg DQO.m>dia” e
com um tempo de detengao hidraulico teérico (TDH) médio de 23,12 horas e
com estes parametros o reator alcangou uma eficiéncia média em termos de
DQO0de86+7 % .

Sobre os parametros de estabilidade do processo, entende-se que o
reator ndo foi submetido a variacdo significativa de pH, de alcalinidade total
e de &cidos volateis a ponto de compromete seu desempenho ou ocasionar
a instabilidade do processo, que na digestdo anaerdbia ocorre quando ha
predominancia da fermentagdo acida sobre a fermentagdo metanogénica,
refletindo-se em variagbes de parametros como pH, acidos volateis e

alcalinidade.

Pode-se notar que a concentragdo de sélidos suspensos volateis
estabilizou-se no 82° dia de operacéo do reator, Etapa |, isto pode denotar
a possivel aderéncia dos microrganismos ao material suporte, no caso o
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PVC. Esta aderéncia ocorreu de forma lenta, o que pode ter ocasionado a
demora na estabilizacdo do reator, devido principalmente ao tipo de material
suporte utilizado. Ap6s a estabilizagéo, o reator operou com uma eficiéncia
de remog&o em termos de concentracdo de solidos suspensos volateis de
87 + 8%.

E importante salientar, que a instabilidade da concentragcéo de
sélidos suspensos volateis no reator ndo influenciou na operagdo do
sistema como um todo, pois neste periodo ndo houve reducéo da eficiéncia
de remoc¢do de matéria organica expressa em concentracdo de DQO como
mostra a FIGURA 23 e24 .

Pode-se concluir que os perfis de concentragdes ao longo do reator
ajudaram a comprovar os dados do teste de hidrodinamica, em que o reator
se comportara como mistura completa, imediatamente ap6s a entrada do
afluente, ocorre a mistura em todo seu volume e consequentemente a
concentracéo devera permanecer a mesma por toda a extens&o do reator.

Como pode ser observado nas FIGURAS 29 e 30.

O reator foi acompanhado em sua operagdo, por microscopia de
campo claro, de contraste de fase, de fluorescéncia, verificando-se as
seguintes morfologias predom'inantes: Nas amostras de granulos foram
encontrados cocobacilos; bacilos em pares; bacilos curvos; vibrios,
bactérias cujo morfologia assemelham-se ao género Desulfomaculum sp ,
bactérias cuja a morfologia assemelham-se ao género Methanothrix sp, Nas
amostras de biofiime aderido ao material suporte de PVC, foram
visualizados bacilos curtos, bacilos fluorescentes, bacilos curvos, vibrios,
cocos, bactérias cuja morfologia assemelhou-se ao género Methanosarcina
sp, bem como bactérias cuja a morfologia assemelhou-se ao género
Methanothrix sp; e no material em suspenso, verificaram-se as bacilos
livres; bacilos fluorescentes; bacilos curvos; bacilos em pares; vibrios;
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cocos; bactérias esporuladas; bactérias cuja morfologia assemelham-se ao
género Desulfomaculum sp , bactérias cuja morfologias assemelham-se ao
género Methanothrix sp, e portanto pode concluir-se que, as amostras
apresentaram, de maneira geral, as mesmas morfologias predominantes.

Com relag@o ao crescimento do biofilme aderido ao material suporte,
PVC, sendo realizado em trés alturas diferentes, conclui-se que as trés
aituras apresentaram um crescimento similar, ou seja, o crescimento foi
homogéneo nas irés diferentes alturas estudadas, o que era esperado ao
correlacionar-se esses resultados com aqueles obtidos no teste de

hidrodinamica do reator e no teste de perfil do reator.

Pode-se concluir, também que o0 aumento da carga organica
volumétrica no 122° dia de operagdo do reator, ndo influenciou
significativamente no crescimento do biofilme, que pode se explicado pelo
fato de ser um pequeno incremento de 0,48 Kg DQO.m>.d" para 0,75 Kg
DQO.m3d"' concomitantemente ao fato da dificuldade de aderéncia

microbiana no material suporte.

Pode-se concluir, com auxilio da microscopia de varredura eletronica,
em andlises referentes ao acompanhamento do biofilme formado e dos
granulos e flocos em suspensdo, que foram observados basicamente,
morfologias de cocos, bacilos, bactérias do género Methanothrix sp e a
Methanosarcina sp , nos dois suportes e nas duas épocas de analise, com 4
meses e 8 meses de operacao do reator.

Confrontando-se os resultados apresentados no item 5.5 referentés
ao acompanhamento microscépico do reator utilizando microscopia comum,
de contraste de fase e de fluorescéncia com os apresentados (item 5.6.2)
referentes a microscopia de varredura eletrdnica pode-se concluir que tanto
nos granulos quanto no biofilme aderido ao material suporte apresentam de
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maneira geral basicamente as mesmas morfologias bacterianas

predominantes.

Com relacdo a contagem de bactérias metanogénicas através da
metodologia do NMP, pode-se concluir que o biofilme aderido ao meio
suporte tem aproximadamente o0 mesmo numero de bactérias
metanogénicas acetoclasticas, sendo mais sensivel a variagbes de carga
organica e respondendo de forma mais lenta sua recuperagdo que oS
granulos formados dentro do reator. E importante ressaltar que foi
visualizado ao microscopico as mesmas morfologias que o ensaio da

microscopia no reator.
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6. RECOMENDAGOES

As principais recomendacdes deste trabalho sdo:

) Sugere-se, utilizar uma carga organica volumétrica mais alta
para observar o desenvolvimento do biofiime aderido ao
material suporte, diminuindo-se o0 tempc de detencéo
hidraulico e verificando seus efeitos no desempenho do reator
e sempre que possivel acompanhar o reator com exames

microscoépicos e analise das morfologias predominantes;

e Recomenda-se estudar um outro meio suporte com
caracteristicas fisicas e quimicas mais apropriadas para o

desenvolvimento do biofilme aderido;

e  Sugere-se melhorar o sistema de coleta de gas com intuito de

se diminuir as perdas de coleta de gas;

e  Aconselha-se fazer estudos sobre a degradagéo do substrato
no proprioc recipiente de alimentagdo, autoclavando-o ou

resfriando-o, para tentar minimizar este efeito de degradacéo;

. Recomenda-se fazer novos ensaios de perfis de
concentragbes tentando diminuir-se as alturas de coletas
iniciais;

. Sugere-se repetir o ensaio hidrodindmico do reator, mas

fazendo este com o reator operando normalmente.

. Recomenda-se fazer novos estudos relativos a contagem
bacteriana com intuito de quantificar e identificar as principais

morfologias microbianas.
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TABELA 16- Valores de pH , alcalinidade total e de acidos volateis
referentes as analises realizadas na etapa |

1 7,2 7,0 296,7 358,8 69,92 26,22
2 73 . 7,2 2829 365,7 65,55 17,48
3 7.4 7,2 289,8 365,7 69,92 13,11
4 7.4 7.2 295,0 372,6 61,18 . 8,74
5 7.5 73 317.4 379,5 61,18 13,11
8 7.4 73 358,8 4140 74,29 21,85
9 7,5 7,5 310,5 365,7 65,55 17,48
10 7,5 7.4 276,0 345,0 69,92 26,22
11 74 73 372,6 400,2 61,18 13,11
31 7.3 7.1 3933 420,9 65,55 17,48
33 7,2 7,0 386,4 4140 69,92 13,11
36 7.3 7,2 379,5 414,0 61,18 8,74
38 7.0 7,0 372,6 400,2 61,18 13,11
40 73 7,0 379,5 407 1 74,29 21,85
43 78 7.6 345,0 3726 65,55 17,48
45 7.2 7.2 317.4 372,6 69,92 26,22
47 74 7,0 303,6 379,5 65,55 17,48
50 7.8 73 3174 386,4 69,92 13,11
52 73 71 3243 372,6 61,18 8,74
94 7.4 71 296,7 358,8 61,18 13,11
57 6,9 7,0 2829 365,7 74,29 21,85
59 7.2 72 289,8 365,7 65,55 17,48
61 1,7 73 2277 3726 69,92 26,22
64 7,2 7,0 2139 379,5 61,18 13,11
66 7.2 7,3 358,8 4140 65,55 17,48
68 7.3 6,9 310,5 365,7 69,92 13,11
71 71 73 276,0 3450 74,29 13,11
73 6,5 6.6 2139 345,0 65,55 17,48
75 6,9 7.2 207,0 365,7 69,92 26,22
78 6,3 6,9 331.2 345,0 61,18 13,11
80 7.0 73 3243 358,8 65,55 17,48
82 7,0 72 289,8 358,8 69,92 13,11
85 71 7.1 331,2 420,9 74,29 13,11
87 7.2 73 289,8 393,3 81,2 17,4
89 6,8 71 276,0 3450 87,4 13,11
92 76 74 331,2 400,2 43,7 13,11
94 7.3 7.1 317.4 345,0 437 21,85
96 7,0 7,2 2829 296,7 39,33 17,48
99 6.8 7,0 3243 358,8 65,55 21,85
101 6,9 7,0 179.4 220,8 113,62 17.48
103 7,0 7.1 241,5 3243 91,77 13,11
106 6,8 7,0 213,9 296,7 56,81 13,11
108 7,0 7.2 2415 345,0 61,18 21,85
110 6,9 71 255,3 3243 34,96 17,48
113 6,8 7,0 276,0 351,9 69,92 21,85
115 7,0 7.1 262,2 338.1 61,18 17,48
117 7.1 7.2 241.,5 303.6 52,44 13,11
120 7.2 7,2 2553 2096,7 43,7 13,11

122 7 71 241.5 2829 48,07 17,48
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TABELA 17- Valores de pH , alcalinidade total e de acidos volateis
referentes as analises realizadas na etapa Il '

124 7,2 7.4 172,5 296,7 52,4 17,5
127 6,8 7.1 186,3 310,5 56,8 13.1
129 7.6 7.4 201,5 312,0 61,2 21,9
131 7,3 7.1 172,5 289,8 56,8 17,5
134 7,0 7.2 1656 282,9 52,4 17,5
136 6,8 7.0 1440 360,0 481 21,9
138 6,9 7,0 1242 213,92 52,4 17,5
141 7,0 71 165,6 276,0 61,2 219
143 6,8 7,0 179,4 262,2 56,8 17,5
145 7.0 7.2 172,5 276.0 61,2 175
- 148 6,9 71 179,4 276,0 69,9 21,9
150 6,8 7,0 165,6 289,8 65,6 21,9
152 7,0 7.1 1794 289,8 104,89 35,0
155 71 7.2 186,3 276,0 100,5 30,6
157 72 7,2 179,4 289,8 65,6 13,1
159 7,3 71 193,2 303,6 61,2 17.5
162 7.2 7,0 158,7 2829 69,9 26,2
164 7.3 7,2 172,5 282,9 48,1 17,5
166 6,9 7,0 193,2 289.8 52,4 13,1
169 7,3 7,0 138,0 207,0 56,8 21,9
17 1.7 7,7 1794 262,2 91,8 26,2
173 7,2 7,2 172,5 276,0 65,6 17,5
176 7.4 7,0 1794 276,0 56,8 131
178 7,8 73 165,6 289,8 61,2 21,9
180 73 71 179,4 289.8 56,8 17,5
183 73 71 186,3 276,0 52,4 17,5
185 6.9 7,0 179.4 289,8 481 21,9
187 7,2 7.2 193,2 303,6 52,4 17,5
190 7.7 73 1587 2829 61,2 21,9
192 7,2 71 172,5 2829 56,8 17,5
194 73 71 193,2 289.,8 61,2 17,5
197 7,0 7,2 2346 296,7 69,9 21,9
199 6,8 7.0 193,2 303.6 65,6 21,9
204 7,0 71 172,5 282,9 61,2 17,5
206 6.8 7,0 193,2 289.8 65,6 13,1
208 7,0 7,2 234,6 296,7 61,2 17,5
21 6.9 71 179.4 2622 69,9 26,2
213 6,8 7,0 172,5 276,0 65,6 21,9
215 7,0 7.1 179.,4 276,0 61,2 26,2
218 71 7.2 165,6 289,8 61,2 17,5
220 7.2 7,2 179.4 289.,8 65,6 131
222 7,0 7.1 186,3 276,0 61,2 17,5
225 73 7.1 179,4 289,8 69,9 26,2
227 6.9 7,0 165,6 276,0 48,1 17,5
229 7,2 7.2 158,7 303,6 56,8 131
232 1,7 73 158,7 303,6 48,1 21,9
236 7.2 7.1 1449 3174 65,6 21,9
239 1,2 73 158,7 331,2 52,4 17,5
241 73 6,9 172,5 310,5 56,8 131
243 71 73 165,6 289,8 61,2 21,9

244 7,0 6,9 158,7 303,6 65,6 17,5
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TABELA 18 - Valores de DQO afluente, efluente e de remogao referentes a
etapa |

480,28 20010 5834
44130  180.50 59.10
36173 13500 62.68

435,00 85,00 80,46
460,00 8540 81,43
396,88 60,44 84,77
406,00 55,70 86,28
420,00 80,00 80,95
441,30 110,00 75,07
480,28 132,30 72,45
441,30 103,25 76,60
361,73 94,40 73,90
420,08 60,44 85,61
365,70 85,40 76,65
267,61 55,47 79,27
280,87 62,10 77,89
287,50 72,04 74,94
367,05 80,33 78,12
415,00 71,30 82,82
231,15 67,07 70,98
337,22 52,15 84,53
345,50 57,13 83,47
396,88 86,86 78,09
423,40 57,13 86,51
406,82 68,73 83,11
378,65 91,93 75,72
430,03 88,61 79,39
400,19 75,36 81,17
481,40 81,99 82,97
448,26 90,27 79,86
378,65 81,99 78,35
526,15 68,73 86,94
421,74 96,90 77,02
541,07 85,30 84,23
534,44 91,83 82,80
668,68 81,99 87,74
577,53 70,38 87,81
352,13 60,44 82,84
600,73 52,15 91,32
¥ 935,52 68,73 92,65
327,27 93,59 71,40
547,70 65,41 88,06
705,15 83,64 88,14
676,97 80,33 88,13
797,96 115,13 85,57
667,03 78,67 88,21
531,12 57,13 89,24
784,70 138,33 82,37

476,43 68,73 85,57
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127
129
131
134
136
138
140
141
143
145
148
150
152
155
157
159
162
164
166
169
171
173
174
176
178
180
183
185
187
180
192
194
197
199
201
204
206
208
211
213
215
218
220
222
225
227
229
232
234
236
239
241
243
244

685,20
522,84
834,42
580,84
592,45
630,57
824,47
748,24
665,37
554,33
620,62
1212,29
1080,00
123715
870,00
683,00
582,50
650,45
551,01

1245,44

897,40
585,82
815,92
826,18
910,79
659,51
780,05
780,50
644,50
554,50
641,56
758,23
586,00
305,67
756,30
730,03
646,69
741,56
685,15
749,26
800,54
742,85
835,00
732,59
691,56
759,51
1050,54
1082,59
939,00
940,28
771,05
814,64
595,41
476,18
572,33

DQO-AFL DQO-EFL

78,67
86,96
191,37
90,27
63,75
101,87
115,13
110,16
181,43
86,96
95,24
93,59
103,00
115,13
105,00
101,00
86,96
83,64
72,04
80,33
111,82
86,96
117.21
67,21
60,79
122,33
67,50
67,50
104,00
136,00
82,59
68,49
39,00
80,03
91,00
132,59
241,56
210,79
91,56
100,54
95,41
78,74
87,50
76,18
81,31
63,36
85,15
83,87
77.46
80,03
76,18
80,03
171,05
101,82
92,85

TABELA 19- Valores de DQO afluente, efluente e de remogdo referentes a etapa Il

% REM

88,68
83,37
77.07
84,46

. 89,24

83,84
86,04
85,28
72,73
84,31
84,65
92,28
90,46
90,69
87,93
85,21
85,07
87,14
86,93
93,55
87,54
85,16
85,64
91,87
93,33
81.45
91,35
91,35
83,86
75,47
87,13

180,97
- 93,34

73,82
87,97
81,84
62,65
71,57
86,64
86,58
88,08
89,40
89,52
89,60
88,24
91,66
91,89
92,25
91,75
91,49
90,12
90,18
71,27
78,62
83,78
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TABELA 20 - Valores referentes ao crescimento do biofilme em fungao da
area do material suporte

100 93,46 107,85 117,90
127 138,98 125,53 138,12
152 147,04 135,86 143,03

180 174,08 146,37 125,61
219 182,74 191,29 165,18
253 21839 177,83 210,35

TABELA 21- Valores referentes ao crescimento do biofilme em funcao da |
area do material suporte e por dia de operagao |

62 1,54 1,56 1,64 |
100 1,51 1,74 1,90 |
- 127 2,24 2,02 2,23
' 162 2,37 2,19 2,31 )
180 2,81 2,36 2,03
219 2,95 3,09 2,66
253 3,52 2,87 3,39




128

TABELA 22 - Série dos frascos de diluicbes que foram utilizados para encontrar, o valor do NVIP

.
R Q SRR

R
¥ xiﬁﬁ?i‘x
IR

NS xxxxwxxchv«:ﬁh )@x;” = X
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